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RESUMO

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ caracterizada por prejuizos cognitivos progressivos, bem
como sintomas nao cognitivos, principalmente humor deprimido. O exercicio fisico tem
sido proposto como uma estratégia preventiva contra DA e depressdo, um efeito que pode
estar relacionado, pelo menos em parte a sua capacidade de prevenir déficits na
proliferacdo e sobrevivéncia celular neuronal no hipocampo, uma estrutura implicada na
cogni¢do e no comportamento afetivo, além de alteragcdes na morfologia intestinal e no
eixo intestino-microbiota-cérebro. No Capitulo I desta tese foi investigada a capacidade
do exercicio fisico em esteira (5 dias/semana, 4 semanas) em prevenir o comportamento
tipo - depressivo e tipo - ansioso induzido pela administragdo do peptideo p amiloidei-40
(ABi1-40). Além disso, foi avaliado o efeito do exercicio fisico e/ou ABi40 sobre a via de
sinalizagdo intracelular mediada pelo fator neurotrofico derivado do encéfalo
(BDNF)/proteina alvo mecanistico da rapamicina (mTOR), bem como a proliferagdo ¢ a
sobrevivéncia das células hipocampais. A administragdo de APiao (400
pmol/camundongo, i.c.v.) aumentou o tempo de imobilidade dos animais e reduziu a
laténcia para imobilidade no teste do nado for¢ado, o que indica comportamento tipo-
depressivo. A administracido de ABi-40 também reduziu o tempo gasto no centro do campo
aberto e aumentou o numero de episddios de autolimpeza e de bolos fecais, alteracdes
indicativas de comportamento tipo-ansioso. Estas alteragdes comportamentais foram
acompanhadas por uma reducdo nos niveis de BDNF maduro e fosforilagdo de mTOR
(Ser***®) no hipocampo. A administragio de APi.4 reduziu a proliferacdo celular e a
sobrevivéncia nas porgdes ventral e dorsal do giro denteado. A maioria desses
comprometimentos comportamentais, neuroquimicos € morfologicos induzidos por ABi.-
40 ndo foram observados em camundongos previamente submetidos ao exercicio fisico
em esteira. No Capitulo II investigou-se os possiveis efeitos profilaticos do exercicio
fisico sobre o comportamento tipo-depressivo, a morfologia do duodeno, bem como
alteragdes na composicdo da microbiota induzida pela administracdo de APi40 em
camundongos. A administragdo de APi40 aumentou o tempo de imobilidade dos
camundongos no teste da suspensdo pela cauda e reduziu o tempo que os animais
cheiraram a urina de fémeas no TFUF, indicativos de comportamento tipo-
depressivo/anedonico. Estas alteragdes comportamentais foram associadas com
diminuicao da largura das vilosidades do duodeno. Além disso, fotomicrografias obtidas
por microscopia eletronica de transmissao mostraram alteragdes nas microvilosidades do

epitélio duodenal em camundongos sedentérios expostos ao Af140, com microvilosidades



mais curtas € com um padrdo heterogéneo de comprimento € uma organizagao
desordenada. A administracdo Afi-40 também causou uma reducdo do didmetro dos
granulos secretorios presentes nas células de Paneth, bem como um maior halo periférico
nestas células. Além disso, ocorreu diminui¢do na abundancia do filo Firmicutes,
aumento de Bacteroidetes e da relagdo Bacteroidetes/Firmicutes em camundongos
submetidos a administracdo de APi-40. Esses pardmetros comportamentais, morfoldgicos
e alteracdes na microbiota foram prevenidos pela pratica de exercicio fisico. Os resultados
desta tese indicam que o exercicio fisico tem o potencial de prevenir a ocorréncia de
comportamento tipo-depressivo e ansioso em um modelo de DA. Este efeito profilatico
do exercicio fisico depende, pelo menos em parte, da modulagdo da via de sinalizacdo
BDNF/mTOR no hipocampo, bem como proliferacdo, sobrevivéncia celular no giro

denteado do hipocampo e na restauragao da homeostase intestinal.

Palavras-chave: BDNF; depressdo; doenga de Alzheimer; eixo intestino-microbiota-

cérebro; exercicio fisico; mTOR; neurogénese; peptideo f amiloide;-4o.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by progressive cognitive impairments as well
as non-cognitive symptoms such as depressed mood. Physical exercise has been proposed
as a preventive strategy against AD and depression. This effect may be related, at least
partially, to its ability to prevent impairments on cell proliferation and neuronal survival
in the hippocampus, a structure implicated in both cognition and affective behavior. In
addition, the beneficial effect of this strategy has been proposed to be related to its ability
to counteract intestinal morphological alterations and gut-microbiota-brain dysfunction.
In the first chapter of this thesis we investigated the ability of treadmill exercise (5
days/week, 4 weeks) to counteract amyloid Bi-40 peptide (A1-40)-induced depressive-like
and anxiety-like behavior in mice. Moreover, we addressed the role of the BDNF/mTOR
intracellular signaling pathway as well as hippocampal cell proliferation and survival in
the effects of physical exercise and/or ABi40. APi1-40 administration (400 pmol/mouse,
i.c.v.) increased immobility time and reduced the latency to immobility in the forced swim
test, a finding indicative of depressive-like behavior. In addition, ABi-40 administration
also decreased time spent in the center of the open field and increased grooming and
defecation, alterations indicative of anxiety-like behavior. These behavioral alterations
were accompanied by a reduction in the levels of mature BDNF and mTOR (Ser’**®)
phosphorylation in the hippocampus. In addition, ABi40 administration reduced cell
proliferation and survival in the ventral, dorsal and entire dentate gyrus of the
hippocampus. Importantly, most of these behavioral, neurochemical and structural
impairments induced by APi40 were not observed in mice subjected to 4 weeks of
treadmill exercise. In the second chapter we investigated the possible prophylactic effects
of physical exercise on the depressive-like behavior, the morphology of the duodenum
and alteration on the microbiota composition induced by the administration of AB1.40 in
mice. APi-40 administration increased immobility time in the tail suspension test and
reduced time spent sniffing in the female urine sniffing test, a result indicative of
depressive/anhedonic behavior. These behavioral alterations were accompanied by
reduced villus width in the duodenum. Moreover, photomicrographs obtained by
transmission electron microscopy revealed abnormal epithelial microvilli in the
duodenum from sedentary Api-s0-exposed mice, characterized by shorter microvilli and
a heterogeneity in the length of these structures that exhibit a disordered packing.
Regarding the ultrastructure of Paneth cells, APi-40 administration caused a reduction in

the secretory granule diameter, as well as an enlarged peripheral halo. These animals also



presented reduced Firmicutes and increased Bacteroidetes abundance, and increased
Bacteroidetes/Firmicutes ratio. All these alterations observed in APi-s0-exposed mice
were prevented by the practice of physical exercise. Altogether the results of this thesis
provide evidence of the prophylactic effect of physical exercise on the occurrence of
depressive and anxiety-related behavior in a rodent model of AD. This effect appears to
be mediated, at least in part, by modulation of hippocampal BDNF and mTOR signaling
as well as through promotion of cell proliferation and survival in the hippocampal DG

and in the restoration of unbalanced gut-microbiota-brain axis.

Palavras-chave: Alzheimer disease; amyloid Pi40 peptide; BDNF; depression; gut-

microbiota-brain axis; mTOR; neurogenesis; physical exercise.
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APRESENTACAO

Esta Tese de Doutorado esta organizada na forma de uma introdugao geral,
contendo o embasamento tedrico, justificativa e objetivos relacionados aos experimentos
realizados, seguida por dois capitulos separados. Cada capitulo contém uma breve
introducdo, objetivos, seus respectivos materiais € métodos, resultados e discussdo. Ao
final consta uma conclusdao geral. As referéncias bibliograficas estdo organizadas em
se¢do unica. Os tratamentos, protocolo de exercicio fisico, avaliagdes comportamentais,
bioquimicas e morfologicas referentes aos dois capitulos foram conduzidos no
Laboratdrio de Neurobiologia da Depressao, exceto RT-qPCR que foram realizadas no
Laboratdrio de Imunologia Aplicada. As avaliacdes das imagens referentes aos estudos
morfologicos foram realizadas no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica

(LCME) e no Laboratorio Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB- UFSC).
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1 INTRODUCAO
1.1 EXERCICIO FiSICO COMO ESTRATEGIA DE PREVENCAO DE

DOENCAS

O sedentarismo ¢ um desafio para satde, causando grande custo financeiro no mundo.
Globalmente, o sedentarismo custa cerca de 54 bilhdes de dolares em assisténcia médica
direta, sendo que desse valor 57% esté atribuido ao setor publico. Além disso, calcula-se
uma perda econdmica de outros 14 bilhdes de dolares, que sdo atribuidos a quedas de
produtividade associada ao sedentarismo (WHO, 2010). Estudos estimam que adultos
gastem em média 5% do seu tempo no dia em algum treinamento fisico ou atividade fisica
de moderada a vigorosa, sendo o restante do tempo gasto em atividade fisica de leve
intensidade ou comportamento sedentario (atividades que ndo aumentam os gastos
energéticos acima do nivel de repouso — equivalentes metabdlicos iguais ou menores a
1,5) (Healy et al., 2007; Lee et al., 2012; Mielke et al., 2014). O comportamento
sedentario pode ser mensurado como o tempo total que o individuo gasta por dia sentado
em atividades como assistir televisdo, utilizar computador, como também tempo que
passa sentado na escola, trabalho, transporte publico, carro ou moto (Mielke et al., 2014).
Estudos recentes avaliaram que comportamentos sedentdrios trazem consequéncias
negativas para a saude, mostrando associagcdes com a mortalidade por diversas causas
como doengas cardiovasculares, cancer (Katzmarzyk et al., 2009), diabetes (Ford et al.,
2010), risco de obesidade (Meyer et al., 2008). Além disso, hd uma rela¢do entre o
comportamento sedentario com declinio cognitivo (Wheeler et al., 2017) e transtornos de

humor (Zhai et al., 2015; Schuch et al., 2017; Stubbs et al., 2018).

A pratica regular de exercicio fisico traz beneficios comprovados a saude na
prevencdo e como co-adjuvante no tratamento de doengas ndo transmissiveis como
doengas cardiacas (Cattadori et al., 2018), diabetes (Chipkin ez al., 2001), cancer (Hojman
et al., 2018), além de transtornos psiquiatricos (Stanton e Reaburn, 2014) e doencas
neurodegenerativas (Liu et al., 2019). Além disso, o exercicio fisico auxilia na prevencdo
da hipertensdo, excesso de peso e obesidade, contribuindo também para a melhora em
doencas que afetam o sistema nervoso central (SNC), trazendo beneficios na qualidade
de vida e bem-estar aos individuos (WHO, 2010). Visto que no mundo cerca de 20% dos
adultos e de 80% dos adolescentes ndo praticam exercicios fisicos com frequéncia e
intensidade adequadas para sua faixa etaria, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) no

ano de 2018 langou um plano de acdo mundial sobre atividade fisica e satide para 2018 a
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2030, chamado: “Sejamos ativos: todos, em todos os lugares, todos os dias” (tradugao
livre para o portugués de Let’s Be Active: Everyone, Everywhere, Everyday). Este plano
teve como objetivo incentivar as pessoas a serem mais ativas para um mundo mais
saudavel, contribuindo para a prevencdo e controle de doencas cronicas nao

transmissiveis (WHO, 2018).

Segundo a Organizacao das Nagdes Unidas (ONU) ¢ recomendado que criangas e
adolescentes de 5 a 17 anos pratiquem pelo menos 60 minutos diarios de atividade fisica
(moderada a intensa), pelo menos 3 vezes na semana. A recomendacao para adultos € que
a pratica de atividade fisica moderada deve chegar a no minimo 150 minutos ao longo da
semana, mas em caso de atividade fisica intensa 75 minutos semanais ja seriam
suficientes. Entre as recomendagdes esta que atividades para fortalecimento muscular
devem ser realizadas em dois ou mais dias da semana, com objetivo de contemplar

grandes grupos musculares (WHO, 2013; WHO, 2018).

O exercicio fisico ¢ definido como uma atividade fisica planejada, estruturada,
planificada e repetitiva, que tenha como objetivo a melhora ou manutencao da saude fisica
ou mental (Dishman et al., 2006). Na literatura sdo descritos alguns tipos de exercicio
fisico, sendo eles o anaerobico, de flexibilidade e o aerdbico. O exercicio fisico
anaerdbico trabalha diversos grupos musculares durante um determinado e constante
periodo de tempo, de forma continua (Medbo et al., 1988). Esse tipo de exercicio fisico
contribui para uma entrega de oxigénio mais rapida por todo corpo, apresentando melhora
significativa no funcionamento do sistema cardiovascular e pulmdes, como exemplo
deste tipo de exercicio temos a musculacdo (Patel et al., 2017). O exercicio fisico de
flexibilidade estad relacionado a capacidade dos tecidos corporais de se esticarem sem
danos ou lesdes e com ampla movimentagdao em um ou mais grupos de articulagdes, como
por exemplo, o alongamento (Galloza et al., 2017). Ja o exercicio fisico aerobico usa
oxigénio no processo de geracdo de energia dos musculos, no qual o processo de
fosforilacdo oxidativa supre predominantemente a energia necessaria do musculo
esquelético em atividade. Esse tipo de exercicio fisico trabalha uma grande quantidade de
grupos musculares de forma ritmica, tendo como exemplos, correr, nadar e pedalar

(Hillman et al., 2008).

1.1.2 Exercicio fisico aerobico de resisténcia e vias de sinalizacio intracelulares
Dentre os tipos de treinos de exercicio fisico aerdbico, este trabalho aborda o exercicio
fisico aerdbico de resisténcia. Essa modalidade de exercicio fisico ¢ caracterizada por

24



contragdes musculares repetitivas, sustentadas e de baixa intensidade por um periodo
prolongado. O exercicio fisico aerdbico de resisténcia envolve atividades moderadas a
vigorosas, que resultam em uma frequéncia cardiaca elevada por um longo periodo

(Dishman, 2006; Farrell ef al., 2018).

Tem-se postulado que o musculo esquelético possa ser um importante Orgao
endodcrino, pois quando este tecido € estimulado (por exemplo, pelo exercicio fisico),
sintetiza importantes fatores (miocinas) que modulam a neuroplasticidade (Wrann et al.,
2013). A contragdo muscular no exercicio fisico aerdbico de resisténcia estimula a
transcrigdo do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF). O aumento dessa
transcri¢do ocorre via ativagdo de proteina de liga¢do ao elemento de resposta ao AMPc
(CREB), podendo ocorrer de trés maneiras distintas no miocito (célula do tecido
muscular): 1) ativacdo de receptores beta adrenérgicos do tipo 2A, acarretando um
aumento na concentracao intracelular do 5’-monofosfato de adenosina ciclico (AMPc),
desencadeando a ativagdo da proteina cinase A (PKA); 2) aumento do influxo de célcio
que culmina na ativacao da proteina célcio calmodulina cinase [V (CAMKIV); 3) aumento
da razdo AMP/ATP, podendo levar a fosforilagdo da proteina cinase ativada por AMP
(AMPK) (Maekawa et al., 2018; Walsh e Tschakovsky, 2018).

Em humanos, o BDNF ¢ traduzido como uma pré-proteina constituida de um pré-pro-
dominio, um pro-dominio e uma forma madura C terminal, contendo 247 residuos de
aminoacidos. O pré-pro-dominio contendo o peptideo sinal (18 primeiros residuos de
aminoacidos) € transportado em vesiculas para o reticulo endoplasmatico. A forma longa
dessa proteina (sem os 18 primeiros residuos de aminoéacidos) pode ser clivada em duas
regides. Uma sequéncia de clivagens pode originar uma forma curta de pro-BDNF e
forma madura de BDNF (BDNFm), contendo 119 residuos de aminoacidos (Pang e Lu,
2004; Pang et al., 2006; Je et al., 2012). As duas formas dessa neurotrofina exercem
atividades distintas no organismo. O pro-BDNF se liga com alta afinidade no pan-
receptor de neurotrofina (p75NTR), que culmina na ativacdo de vias de sinalizagdo
associadas com a retragdo dos dendritos, depressdo de longa duragdao (LTD) e apoptose.
O BDNFm proveniente da contracdo muscular pode atuar no musculo ou ser liberado

para a corrente sanguinea e atuar em outros 6rgaos, como o encéfalo e o intestino (Pan et

al., 1998).

Nesses tecidos o0 BDNF pode se ligar no receptor tropomiosina cinase B (TrkB),
ativando a proteina fosfoinositol 3 cinase (PI3K), que por sua vez fosforila a proteina
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cinase B (Akt) no residuo de treonina 308, tornando-a ativa. A Akt fosforila e inibe o
complexo de esclerose tuberosa 2 (TSC 2) no residuo de treonina 1462 e o substrato de
Akt rico em prolina de 40 kDa (PRAS40) no residuo de treonina 246, que quando ativada
exerce atividade inibitoria do complexo 1 da proteina alvo mecanistico da rapamicina
(mTORC1). O mTORCI1 se autofosforila no residuo de serina 2481, fosforilando e
ativando a proteina ribossomica S6 cinase beta (p70S6K), que por sua vez fosforila a
proteina ribossomal S6 no residuo de serina 236 e o fator de iniciacdo de traducgdo
eucaridtica 4B, no residuo de serina 442. A p70S6K também fosforilaa mTOR no residuo
de serina 2448, proteina presente no complexo mTORCI1, fazendo com que ela se torne
ativa, culminando em um looping de ativagao entre a mTOR e a p70S6K. Além disso, o
complexo mTORC1 também fosforila a proteina 1 de ligacdo ao fator de iniciacdo da
tradugdo eucariodtica (4eBP1), no residuo de treonina 37/46 e o fator de inicia¢dao de
tradugao eucaridtica 4E, no residuo de serina 209, tornando essas duas proteinas inativas.
Como resultado dessa cascata de fosforilagdo ocorre um aumento na proliferacdo e
sobrevivéncia celular (Wrann et al., 2013; Chen, et al., 2015). (Figura 1). O BDNFm
também pode se ligar ao receptor p75NTR, com baixa afinidade. Essa interacdo pode
ativar vias de sinalizagdo que culminam em apoptose ou sobrevivéncia, através da cascata
de reagdes ativada por C Jun N-terminal cinase (JNK) ou pelo fator nuclear kappa B (NF-

kB), respectivamente (Cunha et al., 2010).

O aumento do BDNF no hipocampo também pode ser decorrente do aumento da
concentracdo de irisina liberado pelo musculo em condigdes de exercicio fisico. No
musculo, o coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
(PGC-1a), uma proteina da classe de reguladores da transcricdo, pode controlar
programas de respostas génicas. Ha um aumento da expressdao de PGC-1a quando hd uma
necessidade de aumento energético, como durante o treinamento fisico (Schnyder e
Handschin, 2015). O PGC-1a rege a transcri¢ao de fibronectina tipo III contendo dominio
5 (FNDCS5) no musculo, que ao ser clivada origina a irisina. Esta se difunde na corrente
sanguinea e pode chegar a outros tecidos, incluindo o encéfalo, onde pode culminar com

a transcri¢ao hipocampal de BDNF (Wrann ef al., 2013).
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Figura 1- Vias de sinalizagdo intracelulares estimuladas pelo exercicio fisico aerdbico

Exercicio aerdbico de resisténcia
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Legenda: Com a prética cronica do exercicio fisico aerdbico ocorre formagdo de BDNF via CREB no
musculo. Essa formagdo pode ocorrer de trés formas: a) aumento de AMPc e ativagdo da PKA; b) aumento
de célcio e ativagdo da enzima CAMKIV e c) o aumento da razdo AMP/ATP que pode favorecer da enzima
AMPK. O BNDF ¢ liberado na corrente sanguinea e distribuido por varios tecidos como encéfalo. O BDNF
pode se ligar ao seu receptor TrkB e ativar uma cascata de sinalizagdo que culmina na ativagdo do complexo
mTORCI1 (formado pelas proteinas mTOR, PRAS40, DEPTOR, RAPTOR, tel2 mLSTS e ttl). Apos a
ligagdo do BDNF no seu receptor, ocorre ativacdo da PI3K, que fosforila a AKT, a qual por sua vez fosforila
¢ inibe as proteinas PRAS40 (Thr?*®) e a proteina TSC2(Thr'#%?) inibidoras da mTORCI.
Consequentemente, o mTORC] se autofosforila (Ser?*!), tornando-se ativo. Na sequéncia, fosforila as
proteinas 4EBP1 (Thr374%) e a p70S6K (Thr**). A p70S6K fosforila a mTOR (Ser?**®), mantendo um loop
de ativag@o que favorece o aumento da sobrevivéncia e proliferacdo neuronal. 4EBP1, proteina de ligagdo
do fator de iniciag@o de tradugdo eucariotica 4E 1; ADP, adenosina monofosfato; Akt, proteina cinase B;
AMP, adenosina monofosfato, AMPc, 3°5"-adenosina-monofosfato-ciclico, AMPK, proteina cinase
ativada por adenosina monofosfato; ATP, adenosina trifosfato; BDNF, fator neurotréfico derivado do
encéfalo; CAMKIV, célcio-calmodulina cinase [V; CREB, proteina de ligagdo ao elemento de resposta ao
AMPc ; DEPTOR, proteina que interage com mTOR contendo dominio DEP; elF4B, Fator de iniciag@o de
traducdo eucaridtica 4B; elF4B, proteina eucariotica fator de traducdo 4B; mLSTS, proteina 8 mamifero
letal SEC13; mTOR, proteina alvo mecanistico da rapamicina; mTORCI1, complexo 1 da proteina alvo
mecanistico da rapamicina; p70S6K, Proteina ribossomal S6 cinase B-1; PI3K, fosfoinositol 3 fosfato
cinase; PKA, proteina cinase A; PRAS40, substrato de Akt rico em prolina de 40 kDa; RAPTOR, proteina
associada a regulacdo de mTOR; Ser, serina; Tel2, telomero de manutengao 2; Thr, treonina; TrBK, receptor
tropomiosina cinase B; tt1, proteina 1 que interage com Tel2; B2AR, receptor B2A adrenérgico. Fonte: do

autor.
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O BDNF ¢ uma neurotrofina essencial para a plasticidade neural e sindptica em todo
SNC, por culminar na ativagdo de vias de sinalizagdo que favorecem o crescimento,
sobrevivéncia e diferenciacdo de neurdnios (Song et al., 2017). A redugdo desta
neurotrofina em regides encefalicas, particularmente no hipocampo e cortex, ¢ comum
em diversas patologias, como DA (Giuffrida et al., 2018) e depressdo. Essa reducao pode
contribuir para a diminui¢cdo de volume do hipocampo e do cértex pré-frontal (Gray et
al., 2013). Essas modificacdes em consequéncia da reducdo do conteitdo de BDNF
encefalico podem estar relacionadas com sintomas que ocorrem nessas doengas como

déficits cognitivos, humor deprimido e anedonia (Zhang et al., 2016; Lu et al., 2014).

1.2 DOENCA DE ALZHEIMER

1.2.1 Dados epidemiologicos, fisiopatologia e tratamento

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma doenca neurodegenerativa que constitui a
causa mais comum de deméncia no mundo, tendo a idade como principal fator de risco.
Esta doenga se caracteriza por uma degeneragdo progressiva de regides especificas do
SNC, incluindo cortex cerebral, estriado e hipocampo, tendo como consequéncia
mudangas comportamentais, déficits de memoria e outros prejuizos cognitivos, que
tendem a se agravar com a progressao da doenga (Glenner ¢ Wong, 2012; Lane, ef al.,
2018). O comprometimento cognitivo progressivo ¢ suficiente para causar um impacto

negativo nas atividades da vida diéria (Lane, et al., 2018; Trevisan et al., 2019).

Além dos déficits cognitivos presentes nos individuos acometidos pela DA, ¢
comum a ocorréncia de sintomas psiquiatricos: irritabilidade, depressdo, mudancas de
comportamento noturno, ansiedade, alteragdes do apetite, agitacdo ou apatia, elagdo
(arrogancia), disturbios motores, alucinacdes, delirios e desinibicdo comportamental
(Masters et al., 2015; Lanctot ef al., 2017). Esta doenca se constitui em uma crescente
preocupacao global de saude, com enormes implicagdes para os individuos e para a

sociedade.

A prevaléncia da DA estd aumentando acentuadamente devido a expectativa de
vida prolongada e ao envelhecimento da populagdo (Fiest et al., 2016). Estima-se que
existam 46,8 milhdes de individuos afetados com DA no mundo e que esse nlimero possa
triplicar até¢ 2050 (Guzman-Martinez et al., 2019). Segundo a Associacdo Brasileira de
Alzheimer (2018), estima-se que exista no Brasil cerca de 1,2 milhdes de casos, a maior

parte deles ainda sem diagnostico. A incidéncia de DA ¢ diferente de acordo com sexo,
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apo6s 80 anos incidéncia ¢ notavelmente maior em mulheres do que em homens, antes dos
80 anos ¢ modestamente maior em homens do que mulheres ou nao difere entre homens
e mulheres (Ott et al., 1998; Knopman et al., 2014; Snyder et al., 2016). Um estudo da
Clinica Mayo de pesquisa em envelhecimento também relatou que a taxa de progressao
de transtorno cognitivo leve para DA foi maior em homens em comparacao com mulheres
de 70 a 79 anos, mas maior em mulheres que em homens apds 80 anos (Roberts et al.,
2012). Estima-se que 47 milhdes de pessoas tenham deméncia e que aproximadamente

70% dos casos sejam DA (Reitz et al., 2011).

A DA pode ser classificada de acordo com sua etiologia, podendo ser relacionada
a fatores genéticos familiares (forma familiar), ou independente destes fatores (forma
esporadica). A DA familiar geralmente apresenta um inicio precoce e pode ser causada
pela mutacdo de alguns genes como APP (do inglés, amyloid precursor protein),
presenilina 1 e 2, juntamente com outros genes, como o receptor desencadeante expresso
nas células mieldides 2 (TREM2), os transportadores de cassete de ligacdo a ATP 1 e 7
(ABCA1 e ABCAY7) e y-secretases (Sorbi ef al., 2001; Tanzi e Bertram, 2005). Por outro
lado, a DA esporadica apresenta inicio dos sintomas mais tardio e pode se desenvolver
em decorréncia de alteracdes a nivel molecular, como metilagdo ¢ dano oxidativo em
certos genes, além da auséncia de sistemas de reparo eficientes em um organismo em
processo de envelhecimento (Dorszewska ef al., 2016). No entanto, ambas as formas de
DA apresentam tipos similares de manifestacdes moleculares e neuropatologicas, como
comprometimento das vias de sinalizagdo relacionadas ao receptor glutamatérgico N-
metil-D-aspartato (NMDA), acimulo intracelular de proteina tau hiperfosforilada,
deposicdo extracelular de peptideo - amiloide (AP), estresse oxidativo, distirbios do
metabolismo de ions metalicos, anormalidades do metabolismo lipidico e distirbios na

estrutura e fungdes mitocondriais (Cappa, 2018; Hampel, O'bryant, et al., 2018).

Duas hipoteses principais tentam elucidar a etiologia da DA, a hipdtese amiloide
e a colinérgica. A hipdtese amiloide sugere que o acimulo de formas patologicas de AP
produzidos pela clivagem sequencial da proteina precursora amiloide (APP) pelas
enzimas [} e y-secretase no encéfalo caracteriza o processo primario (Li et al., 2018). Esses
peptideos podem ser encontrados na forma de mondmeros, se agregam na forma de
oligdbmeros, fibrilas e placas senis (Figura 2) (Hardy e Selkoe, 2002; Selkoe e Hardy,
2016). Esse acimulo de A ¢ causado por um desequilibrio entre a producao e a liberagao

deste peptideo. A formagdo destas placas ocorre devido ao actiimulo no espago
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extracelular de AP, seja por aumento da sua producao ou diminui¢ao da sua degradagao
ou ainda, pela reducao de sua depuragdo na barreira hematoencefalica (Glenner e Wong,

2012).

Outra caracteristica fisiopatoldgica da DA sdo os emaranhados neurofibrilares
presentes no espago intracelular. Estes sdo formados pelo acimulo da proteina tau
associada aos microtubulos hiperfosforilada (Figura 2). Esses emaranhados podem ser
resultado do excesso de AP, da mobilizacdo da microglia, liberacdo de citocinas pro-
inflamatoérias, desregulagdo do célcio neural ou hiperativagdo de cinases, como a
glicogénio sintase cinase 3 (GSK3p). Particularmente, ap6s a hiperfosforilagio da
proteina tau, esta proteina dissocia-se dos microtibulos, agregando-se sob a forma de
filamentos helicoidais pareados insoluveis, formando os emaranhados neurofibrilares

(Palop e Mucke, 2010; Sakono e Zako, 2010).
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Figura 2- Formagao de placas senis extracelulares e emaranhados neurofibrilares

intracelulares em neurdonios
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Legenda: Quando ocorre a hiperfosforilagdo da proteina tau (representado pelos pontos vermelhos) (1) a
proteina se dissocia dos microtubulos (2) ¢ se agrega sob a forma de filamentos helicoidais pareados
insoluveis (3), formando os emaranhados neurofibrilares no espago intracelular. A APP (4) ¢ uma proteina
integral de membrana que pode ser clivada pela a-secretase (4A), formando peptideos soliveis que sdo
degradados ou pela enzima f-secretase (4), e em seguida pela y-secretase (4B, formando o AP (APi-40 €/0u
APi-42). Este peptideo pode entdo se agregar a outros fragmentos de peptideos AP e formar oligdmeros,
fibrilas e por fim a placa B-amiloide, na parte extracelular. PPA, proteina precursora amiloide. Fonte: do

autor.

A segunda hipdtese que tenta elucidar a fisiopatologia da DA, que complementa
a anterior ¢ a hipdtese colinérgica, que postula que a perda seletiva dos neurdnios
colinérgicos em regides do encéfalo resulta na diminui¢do de acetilcolina em regides
responsaveis pela memoria e aprendizado. O sistema colinérgico ¢ um dos sistemas
responsaveis pelas fun¢des cognitivas, incluindo memoria, raciocinio, desempenho de

tarefas e aprendizagem (Ferreira-Vieira et al., 2016).

Os principais farmacos para tratamento de DA s3o os inibidores da enzima

acetilcolinesterase (tacrina, fisostigmina, donepezil, rivastigmina e galantamina). Esses
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farmacos proporcionam uma maior oferta de acetilcolina na fenda sinaptica, por inibir a
hidrolise (degradacao) da acetilcolina. Esses medicamentos usados na farmacoterapia da
DA sdo paliativos, uma vez que sdo efetivos em amenizar os déficits cognitivos, porém

nao reduzem a progressao da doenga (Schneider, 2013; Hampel, Mesulam, et al., 2018).

Uma estimulacdo excessiva do sistema glutamatérgico também pode ocorrer em
regides encefalicas de individuos com DA (Wang et al., 2017). O sistema de captagao e
reciclagem de glutamato ¢ um fator importante que determina a disponibilidade de
glutamato para processos de sinalizagdo. Na DA, esse sistema pode estar comprometido,
podendo contribuir para a excitotoxicidade e a neurodegeneragcdo associadas a esta
doenca. Ha evidéncias de que ocorre ativagdo de receptores NMDA extra-sinapticos, os
quais promovem morte neuronal e contribuem para os sintomas da DA (Wang e Reddy,
2017). Desta forma, a memantina, um antagonista de receptor NMDA, pode ser utilizada

para casos moderados da DA (Anand ef al., 2017; Folch et al., 2018).

A farmacoterapia da DA ainda apresenta uma série de limitagdes, por nao ser
efetiva em tratar as causas subjacentes da DA, ndo sendo capaz de interromper seu
desenvolvimento (Anand et al., 2017; Epperly et al., 2017). Em vista disso, atualmente
os estudos direcionados para obtencdo de novas estratégias para prevengdo e tratamento
da doenga estdo focando em multiplos alvos terapéuticos, incluindo a depuragdo de A,
depositos de proteina tau, apolipoproteina-E, neuroprote¢cdo e neuroinflamagdo, bem
como a estimulagdo cognitiva (Salomone ef al., 2012; Cao et al., 2018). Além da tentativa
de tratamento, também existe a necessidade de estratégias de prevengao para a DA através
de modificacdes no estilo de vida e gerenciamento de fatores de risco, incluindo
intervengdes ndo farmacoldgicas, como dieta e pratica de exercicio fisico (Cao et al.,
2018). E comum que individuos que tém DA, apresentem alguma outra condigio
patologica, por serem individuos idosos. Dentre as comorbidades € possivel citar o
diabetes mellitus, transtornos de humor, ansiedade, hipertensdo, entre outros. Por ser uma
doenca sem tratamento efetivo em promover a cura, estratégias de prevengdo que
englobem uma melhora nos mecanismos presentes na DA e comorbidade sdo necessarias,
devido a expectativa de aumento da prevaléncia de doencas neurodegenerativas na
popula¢do mundial (Haaksma et al., 2017). Dentre as comorbidades, de especial interesse
¢ a ocorréncia de depressao e ansiedade nos pacientes portadores de DA devido a sua alta
prevaléncia e prejuizo na qualidade de vida destes individuos (Novais et al., 2015). Este

topico sera destacado a seguir.
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1.2.2 Comorbidades da DA: depressao

Comorbidade ¢ a existéncia de duas ou mais doencas simultaneamente no mesmo
individuo. Essas doencas estdo etiologicamente relacionadas, sendo comum o
compartilhamento de alguns mecanismos de acdo. A depressdo ¢ um transtorno
psiquiatrico comum em pacientes com DA que apresentam disfun¢do na plasticidade

neuronal e no eixo intestino-microbiota-cérebro (Liang et al., 2018).

A depressdo ¢ o transtorno psiquiatrico mais prevalente em pacientes com DA,
acometendo cerca de 50% dos individuos. A depressdo ¢ um transtorno de humor cronico
e recorrente, que acarreta consideravel perda de produtividade, qualidade de vida,
comprometimento no relacionamento social, diminui¢ao da capacidade de viver de forma
independente (Galts et al., 2019). A comorbidade entre a DA e a depressdo aumenta o
risco de institucionalizagdo e resulta na sobrecarga do cuidador e o risco de mortalidade

(Novais e Starkstein, 2015; Zhao et al., 2016).

Somente no final do século XX, a depressdo foi reconhecida como uma
comorbidade frequente da DA, que ocorre especialmente nos estagios iniciais da doenca,
levando a concluir que a depressdo pode preceder as alteragdes cognitivas presentes nas
demeéncias (Ebert e Bar, 2010; Novais e Starkstein, 2015). Atualmente a depressao na DA
¢ subdiagnosticada, o que pode ser explicado pela escassez de instrumentos projetados
especificamente para avaliar a depressdo na deméncia. Isso ocorre devido a baixa
consisténcia no uso de critérios para diagndsticos, viés nos relatos dos pacientes e
cuidadores, bem como dificuldade em distinguir os sintomas de depressdao nesses

pacientes (Byers e Yaffe, 2011; Barnes ef al., 2012).

Fatores presentes na depressao podem dificultar o diagndstico dessa comorbidade.
Um deles ¢ a anosognosia, que ¢ um estado neurologico caracterizado pela incapacidade
de o individuo estar consciente da sua propria doenga (Novais e Starkstein, 2015). Estudos
mostram que quanto mais grave ¢ o estidgio de DA, maior anosognosia ¢ observada
(Migliorelli et al., 1995). Além disso, a apatia e a ansiedade sdo as condicdes de
comorbidades mais frequentes na depressao em individuos com DA. A apatia dificulta o
diagnostico da depressao nesses pacientes, dado que a perda de interesse € motivacao sao
critérios criticos para ambas as condi¢des. Sintomas somadticos como o retardo

psicomotor, a perda de energia e a hipersonia sdo relatos comuns na apatia e na depressao.
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Para diferenciar esse quadro € necessaria uma avaliagdo clinica cuidadosa com base nos
sintomas adicionais, como humor deprimido, sentimento de culpa, baixa autoestima e
desesperanca, todos mais frequentes na depressdo do que na apatia (Starkstein et al.,

2011).

Alguns aspectos neurobiologicos podem explicar a elevada comorbidade existente
entre DA e depressao. A depressdo pode ser um fator de risco ou uma condi¢do que
predispde a DA (Chi et al., 2014), pois fatores presentes na depressdao como reducao de
monoaminas, atrofia do hipocampo, neuroinflamagao e estresse oxidativo no SNC, baixas
concentragdes de BDNF, disfun¢do do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), com
niveis de cortisol elevados podem contribuir para a ocorréncia da DA, além de uma

disfun¢ao no eixo intestino-microbiota-cérebro (Krishnan e Nestler, 2008).

1.3 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS COMPARTILHADOS NA DA

E NA DEPRESSAO
Alguns mecanismos fisiopatologicos parecem ser comuns no desenvolvimento da DA
e da depressdo. Entre estes destaca-se o prejuizo na plasticidade hipocampal e alteragdes

no eixo intestino-microbiota-cérebro, os quais serdo abordados a seguir.

1.3.1 Plasticidade hipocampal

Estudos em roedores e humanos mostraram que o hipocampo ¢ uma estrutura
heterogénea com diferengas funcionais gradualmente segregadas ao longo do seu eixo
dorso-ventral (Kjelstrup et al., 2008). Em roedores, estudos de lesdes no hipocampo tém
sido usados para examinar as funcdes diferenciais dos polos do hipocampo dorsal e
ventral (Fanselow e Dong, 2010; Papatheodoropoulos, 2018). Esses estudos mostraram
que as lesdes no hipocampo dorsal prejudicam principalmente a cognigdo € a
aprendizagem espacial. J4 a inibicdo optogenética das células granulares do GD dorsal
demonstrou um prejuizo na codificagdio da memoria contextual (tipo de memoria
responsavel pela capacidade de discernir a origem de uma memoria especifica) (Kheirbek
et al., 2013). Em humanos, o hipocampo posterior, andlogo ao hipocampo dorsal em
roedores, ¢ maior em individuos que necessitam de grande capacidade de processamento
de informagdes espaciais e contextuais como, por exemplo, motoristas (Maguire ef al.,

2000; Maguire et al., 2003). Além disso, foi encontrada alta atividade no hipocampo
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posterior em primatas nao humanos apos aprendizagem espacial (Colombo e Gallagher,

1998; Inoue et al., 2004).

Por outro lado, lesdes do hipocampo ventral indicam que esta estrutura esta
relacionada com comportamento emocional, interagdes sociais (Felix-Ortiz e Tye, 2014)
e resiliéncia ao estresse (Moser et al., 1993). Foi demonstrado em roedores, que a ativagdo
optogenética das células granulares do giro denteado (GD) ventral diminui o
comportamento inato de ansiedade (Kheirbek ez al., 2013; Lee et al., 2017). O hipocampo
anterior humano ¢ andlogo ao hipocampo ventral em roedores. Estudos relatam que
hipocampo anterior ¢ menor em pacientes com depressdao nao medicados, e maior em
pacientes tratados com antidepressivos, quando comparado com individuos saudaveis
(Boldrini et al., 2013). Em primatas ndo humanos o aumento do comportamento tipo-
ansioso e atividade neuroendocrina também esta relacionada a um aumento do

metabolismo do hipocampo anterior (Shackman et al., 2013).

Diferencas dorso-ventrais também sdo observadas em relagdo a neurogénese.
Especificamente, em roedores o nimero de células adultas que expressam doublecortina
(DCX, marcador de neurdnios imaturos) ¢ maior no GD dorsal do que no ventral (Jinno,
2011). Porém, o nimero de neurdénios maduros adultos ¢ maior no GD ventral do que no
dorsal, sugerindo que no geral, mais neuroénios podem ser adicionados ao GD ventral
(Tanti et al, 2013). De acordo com a segregacdo funcional entre o hipocampo dorsal e
ventral, a neurogénese dorsal ¢ aumentada em roedores que sofrem estimulagdo especial
e contextual complexa em ambiente enriquecido (Kempermann et al., 1997; Tanti et al.,
2013). Por outro lado, modelos animais de estresse cronico, como derrota social,
submissdo social e estresse cronico imprevisivel estdo associados a diminuicdo da
neurogénese no GD ventral (Lehmann et al., 2013; Mahar et al., 2014; Wu et al., 2014).
Além disso, o tratamento cronico com antidepressivos aumenta a neurogénese
predominantemente no GD ventral e neutraliza os efeitos do estresse nesta sub-regido

tanto em roedores (Mahar ef al., 2014) quanto em humanos (Boldrini et al., 2009).

No hipocampo, a conectividade celular basica do circuito trissindptico ¢ mantida
em toda a extensdo dorso-ventral (Christensen et al., 2010). Entretanto, a conectividade
aferente e eferente do hipocampo difere acentuadamente entre os polos dorsal e ventral
(Strange et al., 2014). De acordo com seu papel no processamento no estresse € humor, o
hipocampo ventral esta no centro de um circuito neural complexo que regula a ansiedade
e a emocdo. Estudos recentes mostraram que este circuito neural inclui projecdes
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glutamatérgicas do hipocampo ventral para vérias estruturas de processamento a jusante
que estdo envolvidas na regulagdo da ansiedade, respostas ao estresse e busca de
recompensa, implicados no processo de medo e interagdo social (Padilla-Coreano et al.,
2016). Projecdes do hipocampo ventral ao nicleo accumbens regulam a liberagdo de
dopamina da area tegmentar ventral e estdo implicadas na busca de prazer e recompensa
(Britt et al., 2012), bem como na regulacdo da susceptibilidade ao estresse e resiliéncia
(Bagot et al., 2015). O hipocampo ventral é também um importante regulador do sistema
neuroendodcrino, que inibe a atividade do eixo HPA e a liberagdo de glicocorticoides. No
nivel do circuito neural, as projecoes do hipocampo ventral ativam os interneurdnios
GABA¢érgicos, que por sua vez inibem a produgdo do hormonio liberador de

corticotrofina a partir do nucleo paraventricular do hipotalamo (Anacker et al., 2014).

No cérebro de mamiferos, a neurogénese adulta ocorre em duas regides, na zona
subgranular (ZSG) no GD da formacdo hipocampal, uma regido importante para
formag¢do de memoria e fungdes cognitivas, € na zona subventricular (ZSV) dos
ventriculos laterais (Oomen ef al., 2014). Na ZSV, os residuos de células B1 revestem a
fronteira entre o corpo do estriado e o ventriculo lateral. Essa subpopulacdo de células
possui propriedades astrogliais e atua como células-tronco neurais. As células B1 dao
origem a progenitores intermediarios, que dividem-se gerando os neurdnios destinados
ao bulbo olfatorio (Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009). Em roedores, as células
progenitoras localizadas na ZSV migram em dire¢@o ao bulbo olfatério por uma via bem
definida denominada corrente migratoria rostral. Apds alcancarem o centro do bulbo
olfatério, essas células migram radialmente em direcdo as camadas celulares, aonde se
diferenciam em uma grande variedade de tipos celulares, incluindo neurdnios
periglomerulares, interneuronios e também astrdcitos e oligodendrdcitos (Scorza et al.,

2005).

Ao contrario das células B1 na ZSG, que se encontram na parede ventricular, com
prolongamentos que entram em contato com o liquido cefalorraquidiano, as células da
glia radial na ZSG residem mais profundamente no parénquima cerebral na camada de
células granulares do GD da formacao hipocampal, que ndo tem contato com o sistema
ventricular e atua como células tronco neurais, também conhecidas como células tipo 1
(Ghosh, 2019). As células da glia radial geram progenitoras intermediarios (células tipo
2ae2b), que se diferenciam em células do tipo 3 ou células granulares imaturas, astrocitos

radiais tem trés dominios principais. O lado dos astrocitos radiais, conhecido como
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dominio proximal, estd voltado para hilo e tem contato com vasos sanguineos e processos
laterais, que também entram em contato com os outros astrocitos radiais (Kitamura ef al.,
2009). O segundo dominio ¢ o dominio intermediario, que inclui o corpo da célula e o
eixo principal. O dominio intermediario dos astrdcitos radiais interage com células
progenitoras intermediarias e células granulares. Este segundo dominio € importante para
as interacdes célula-célula de células tronco neurais com sua progénese e para detecgdo
de atividade neural local e sinalizagdo de células granulares. O terceiro dominio é o
dominio distal, que ¢ altamente ramificado e tem contato com outras células granulares,
axonios e sinapses na camada molecular (Merkle et al., 2014). As células progenitoras
primarias sdo conhecidas como células do tipo I ou do tipo B. As mesmas se dividem para
produzir progenitoras em estagio intermediario (tipo 2, tipo 3 ou células tipo D), que entao
passam por mais ciclos de divisdo celular para gerar neur6nios granulares imaturos pos
mitoticos. Esses neurdnios glutamatérgicos entdo se integram ao GD como componentes
funcionais dos circuitos do hipocampo (Figura 3) (Van Praag et al., 2002; Hevner ef al.,
2006; Ge et al., 2008). Sinais ambientais regulatorios desempenham um papel crucial na
identificacdo do destino progenitor neural para se tornarem neurénios ou astrocitos

(Kempermann et al., 2015).
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Figura 3- Fases da neurogénese no hipocampo adulto
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Legenda: O circuito neural trissindptico no hipocampo do cortex entorrinal através do GD, CA3 e CAL. b
Processos de desenvolvimento da neurogénese do hipocampo adulto. Células-tronco neurais adultas no
hipocampo (células gliais semelhantes a glia, células Tipo 1) e sua diferenciagdo através de progenitores

intermediarios para amadurecer neurénios GD. Fonte: adaptado de Toda et al., 2019.

Uma das vias que participa deste processo de sobrevivéncia e proliferacdo de
novos neurdnios € a via de sinalizagdao que tem a participagao da proteina mTOR. Quando
esta proteina ¢ fosforilada, na sequéncia da cascata bioquimica ocorre a fosforilagdo da
4EBP1, a mesma se separa da proteina elF4E que fica livre para se ligar em outras
proteinas relacionadas com fatores necessarios para tradugdo de novas proteinas (Takei e
Nawa, 2014). Assim, esta via de sinalizagdo contribui para processos de crescimento,
proliferag¢do e sobrevivéncia neuronal. Com aumento da idade ocorre uma diminuigdo da
neurogénese, portanto a promocdo da neurogénese hipocampal tornou-se uma nova
estratégia para prevencao e tratamento de diversas patologias, como a depressdao e DA

(Lazarov e Marr, 2010).

Na depressdo ocorre uma deficiéncia de fatores neurotroéficos, como o BDNF no
hipocampo, o que contribui para uma diminui¢do na sobrevivéncia e proliferagdo de

neurdnios hipocampais (Bus € Molendijk, 2016). Tem sido reportado que em roedores
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submetidos a modelos de depressdo ocorre uma diminuicdo de BDNF no hipocampo,
como por exemplo em camundongos submetidos ao protocolo de estresse cronico
imprevisivel (Chai et al., 2019) e estresse cronico (Zhong et al., 2018), bem como no
modelo de estresse induzido por predador (Wu et al., 2019) e depressao induzida por
corticosterona (Pazini et al,, 2017). Em pacientes com depressdao o BDNF também se
encontra reduzido no plasma (Uint et al., 2019) e no soro (Chang et al., 2018). Ha relato
também de redugdo desta neurotrofina no hipocampo post mortem de pacientes suicidas
(Youssef et al., 2018). Niveis aumentados de BDNF no GD foram encontrados em
amostras post mortem de individuos com depressao submetidos a tratamento com
antidepressivo quando comparado a individuos com depressdo que ndo estavam sendo

tratados com antidepressivos (Chen et al., 2001).

Na DA também ocorre uma diminuicao dos niveis de fatores neurotréficos, como
o BDNF. Um estudo feito em células SH-SY5Y mostrou que os niveis de BDNF
diminuem ap6s um insulto com AP e que esta diminuicdo estd relacionada com a
diminui¢cdo de CREB, um fator que regula a transcricio de BDNF (Rosa e Fahnestock,
2015). Em modelos animais de DA também é comum a diminui¢do do contetido de BDNF
no hipocampo de roedores, proveniente da administracdo de APi-42 (Qiu et al., 2006;
Chen et al., 2019) e no modelo de animal transgénico APP/PS1 (Liu, H. et al., 2015). Em
idosos os niveis de BDNF no soro podem estar diminuidos e mediar o declinio do volume
do hipocampo relacionado a idade (Erickson et al., 2010). Além disso, um estudo em
pacientes com DA mostrou que os niveis de BDNF estdo diminuidos no plasma ou no
soro e os niveis de CREB também estao diminuidos nos linfocitos (Platenik et al., 2014;
Balietti et al., 2018; Ng et al, 2019). Além disso, ha evidéncias de prejuizo na

neurogénese hipocampal em individuos portadores da DA (Moreno-Jimenez et al., 2019).

A neurogénese hipocampal adulta pode ser influenciada positivamente por
diversos fatores, incluindo antidepressivos e exercicio fisico. Tem sido sugerido que
alteragdes na composicdo da microbiota intestinal podem influenciar a expressao de
BDNF no hipocampo e a neurogénese, através da modulagao da atividade do nervo vago,
o qual exerce um papel bidirecional na comunicagdo entre o intestino e o cérebro (O'Leary
et al., 2018). O tratamento com antibidticos a longo prazo em camundongos adultos é
suficiente para induzir a diminui¢do da neurogénese no hipocampo nesses animais e

resultam em déficits na tarefa de reconhecimento de novo objeto (Mohle ef al., 2016).
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1.3.2. Eixo intestino-microbiota-cérebro

Ultimamente vem sendo destacada a influéncia de oOrgdos periféricos no
comportamento ¢ em doencas relacionadas com o SNC. Destaca-se neste trabalho o
intestino, o0rgdo que faz parte do segmento do canal alimentar e ¢ responsavel pela
digestdo de alimentos e absorcao de nutrientes (Dinan e Cryan, 2017a). O intestino
delgado ¢ um 6rgdo tubular de 6 a 7 metros de comprimento, comecando no piloro do
estobmago e terminando na valvula ileocecal. Do mais proximal ao distal, o intestino
delgado ¢ divido em duodeno, jejuno e ileo (Volk e Lacy, 2017). Enquanto o intestino
grosso € o principal responsavel pela absor¢do e transporte de agua e eletrélitos, a
principal fun¢do do intestino delgado ¢ a digestdo e absor¢ao de nutrientes (Volk e Lacy,
2017; Spiller e Hoad, 2019). Cada regido do intestino delgado pode absorver e digerir
uma variedade de nutrientes, incluindo carboidratos, proteinas, gorduras, 4gua, vitaminas
lipossoluveis, minerais e micronutrientes (Kiela e Ghishan, 2016). As células da mucosa
intestinal responsaveis pela absorcdo sdo os enterocitos, os quais t€ém cerca de 3000
microvilosidades em sua superficie, ajudando a aumentar a area da superficie para

facilitar a absorcao em 30 a 600 vezes (Volk e Lacy, 2017).

As vilosidades s3o prolongamentos da parede do intestino, dispostas lado a lado
regularmente ao longo de toda sua superficie interna. Essas vilosidades sdo cobertas por
células epiteliais colunares. Quando hd diminuicdo da quantidade e tamanho dessas
vilosidades, ha diminuicdo de capacidade do intestino digerir e absorver nutrientes, sendo
essa condicdo comum em patologias como doenga celiaca e sindrome do intestino
irritdvel (Ensari e Marsh, 2018). As células da cripta também sdao encontradas no intestino
delgado, secretam diversas enzimas, como sacarase € maltase que atuam na digestao dos
dissacarideos sacarose e maltose, respectivamente. Muitas proteinas de transporte sdo
responsaveis pelo transporte de solutos através do trato gastrointestinal, enquanto o
movimento de fluidos através do epitélio acontece devido ao transporte ativo de
principalmente sodio, cloreto e bicarbonato (Traber ef al., 1992). As células caliciformes
sdo presentes também, tem como fun¢do secretar mucina que se dissolve na agua
formando muco, protegendo o revestimento intestinal (Figura4). A exocitose desse muco
¢ dependente de varios processos celulares que parecem modular o acimulo e a secre¢ao

de granulos de mucina. (Kim e Khan, 2013; Birchenough et al., 2015).
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Figura 4 - Epitélio duodenal do intestino delgado

Célula caliciforme

Enterdcitos

Cripta
Células de Paneth

Legenda: Representagdo de estruturas presentes no intestino obtida por coloragdo com hematoxilina e
eosina. A estrutura maior ¢ a vilosidade, nela estdo presentes os enterdcitos e entre eles as células

caliciformes. Abaixo esta mostrada a cripta de Lieberkiihn contendo as células de Paneth. Fonte: do Autor.

Além das células anteriormente mencionadas, temos as células de Paneth, as quais
estdo mostradas na Figura 4, que sdo células epiteliais encontradas nas posigdes
inferiores das criptas no intestino delgado. Estas células sdo responsaveis pela homeostase
celular, bem como no estabelecimento e configuracdo da barreira da mucosa intestinal
(Gassler, 2017). No intestino, um complexo sistema molecular ¢ estabelecido para manter
a homeostase do microbioma do hospedeiro e para moldar a composi¢do das bactérias
que colonizam o intestino. Para este proposito, as células de Paneth possuem granulos
contendo diferentes tipos de peptideos antimicrobianos, que sdo substancias de defesa do
hospedeiro. A liberagdao do contetido desses granulos ocorre ap6s a interacao de antigenos
bacterianos com receptores do tipo 7o/l presentes nessas células. Posteriormente ocorre

um aumento de calcio intracelular, ativando canal de potéassio dependente de calcio
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(mIKCal, em roedores). Assim o conteudo dos granulos ¢ liberado para o limen, com
objetivo de conter microorganismos patogénicos ¢ manter a saide intestinal (Ayabe et

al., 2000; Ouellette, 2006) (Figura 5).

Figura 5- Liberacao de peptideos antimicrobianos pela célula de Paneth

~ = Bartéria patogénica
§ canal de potéssio
= PaM
.E!lnulno
@ Antigeno da bactéria

Célula de Paneth

Legenda: As células de Paneth ficam localizadas no fundo das criptas de Lieberkiihn no epitélio do intestino
delgado. Apos reconhecimento do antigeno da bactéria patogénica pelo receptor, ocorre um aumento de
calcio intracelular, seguido da abertura de canal de potassio dependente de célcio. Assim ocorre a liberagao
de peptideos antimicrobianos dos granulos para o lumen do intestino, podendo ter acdo nas bactérias

patogénicas. Fonte: Do autor.

As defensinas s3o a principal familia de peptideos antimicrobianos secretados
pelas células de Paneth. Além das defensinas, as células de Paneth sdo capazes de secretar
outros peptideos antimicrobionanos, incluindo lisozima, fosfolipase secretora A2

(sPLA2), Reglll, angiogenina 4 e catelicidinas (Peterson e Artis, 2014).

O eixo intestino-cérebro ¢ composto pela comunicagdo bidirecional entre SNC e
periferia, envolvendo sistema enddcrino (eixo HPA), sistema imune (citocinas e
quimiocinas) € sistema nervoso autonomo. O sistema nervoso autdbnomo, simpatico e
parassimpatico impulsiona os sinais aferentes decorrentes do limen transmitidos por vias
de sinalizagdo entéricas, espinhais e vagais para o SNC e sinais eferentes do SNC para a
parede intestinal (Dinan e Cryan, 2017a). O eixo HPA ¢ considerado o nucleo do eixo
eferente de estresse que coordena as respostas adaptativas do organismo a diversos

estimulos estressores. Particularmente, esta localizado no sistema limbico, uma zona
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crucial do encéfalo predominantemente envolvida na memoria e nas respostas
emocionais. O estresse ambiental, ativa este sistema que através da secrecdo do fator
liberador de corticotrofina (CRF) do hipotdlamo, estimula a secre¢do do fator
adrenocorticotrofico (ACTH) da glandula hipofise, que por sua vez, leva a liberagcdo de
cortisol pelas glandulas suprarrenais (Menke, 2019). O cortisol ¢ um hormonio
relacionado com estresse, que afeta muitos 6rgaos humanos, incluindo o encéfalo (Swaab
et al., 2005). Assim, ambas as linhas de comunicac¢ao neural e hormonal interagem para
permitir que o cérebro influencie as atividades das células efetoras funcionais intestinais,
como as células imunes, epiteliais, neurdnios entéricos e células musculares lisas. Estas
mesmas células estdao sob a influéncia da microbiota intestinal cujo papel contribuinte nas
comunicagdes reciprocas do eixo intestino - cérebro tem sido investigado (Scott ef al.,

2013; Dinan e Cryan, 2017b).

Outro componente desse eixo € a microbiota intestinal, que ¢ o conjunto de
microrganismos que habita o intestino. E estimado que o corpo de um ser humano adulto
tenha 100 trilhdes de bactérias, as quais 80% residem no intestino. O microbioma
intestinal hospeda mais de 100 espécies bacterianas, que em conjunto sao responsaveis
pela manutengdo do equilibrio dindmico do metabolismo (Lozupone et al., 2012). As
bactérias dos filos Firmicutes e Bacteroidetes sdo as mais abundantes no intestino

(Rinninella et al., 2019).

Estudos recentes sugerem que a microbiota entérica tem um impacto importante
no eixo intestino-cérebro (podendo ser chamado de eixo intestino-microbiota-cérebro),
interagindo ndo apenas localmente nas células intestinais, mas também diretamente com
SNC através de vias de sinalizagdo neurais, endocrinas, imunes e metabolicas. O
envolvimento da microbiota no SNC ¢ o mais recente paradigma em neurociéncias,
mostrando que essa comunicagdo pode ser util na descoberta de novos tratamentos para

doengas que afetam o SNC (Liu et al., 2015; Dinan e Cryan, 2017a; Scriven et al., 2018).

Os microrganismos do intestino desempenham um papel importante na promogao
do desenvolvimento e homeostase do adulto, por exemplo, eles podem afetar as funcdes
metabolicas humanas decompondo os complexos polissacarideos nos alimentos (Wang e
Wang, 2016). Além disso, os microrganismos intestinais podem regular o movimento
intestinal, manter a barreira intestinal integra e distribuir gordura no tecido. Esses
microrganismos podem afetar a funcdo imunoldgica através do desenvolvimento de
tecido linfoide associado ao intestino e pela prevencdo da colonizagcdo de patdgenos,
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podendo afetar o metabolismo energético e a fungao mitocondrial do hospedeiro (Wang

e Kasper, 2014).

Virias evidéncias tém sugerido que a modulagdo de alguns mecanismos no SNC
ocorra pela microbiota intestinal, principalmente através de mecanismos neuroimunes ¢
neuroenddcrinos, frequentemente envolvendo o nervo vago (Forsythe ef al., 2014). Essa
comunicac¢do ¢ mediada por varios metabdlitos gerados pelos microrganismos residentes
do intestino, que incluem acidos graxos de cadeia curta, acidos biliares secundarios,
precursores de hormonios e neurotransmissores € metabolitos ativos. Estas moléculas
propagam sinais principalmente através da interacdo com células enteroendocrinas,
células enterocromafins e o sistema imune da mucosa intestinal (Bonaz et al., 2018). No
entanto, alguns desses metabodlitos podem atravessar a barreira intestinal, percorrer a
circulagdo sistémica e atravessar a barreira hematoencefalica. Ainda nao esta
completamente elucidado se essas moléculas atingem alvos celulares no SNC diretamente
ou apenas induzem respostas centrais a longa distancia via nervo vago ou aferentes
espinhais. Além de gerar esses metabdlitos que ativam os mecanismos endogenos de
sinalizacdo do SNC, a microbiota pode produzir ou contribuir independentemente para
produgdo de varias moléculas neuroativas, entre elas o acido gama-aminobutirico
(GABA), a serotonina (5-HT), a norepinefrina e a dopamina (Figura 5). No entanto, ainda
ndo esta bem elucidado se estes compostos alcangam receptores e contribuem para ativar

vias de sinalizagao no SNC (Cussotto et al., 2018; Scriven et al., 2018).

44



Figura 6- Eixo intestino-microbiota-cérebro
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Legenda: A microbiota intestinal pode sinalizar para o cérebro através de varias vias que incluem: regulagéo
da atividade imunoloégica e produg¢do de citocinas pro-inflamatorias que podem estimular o eixo HPA para
produzir o hormoénio liberador de corticotrofina e cortisol, ou impactar diretamente na atividade
imunolégica do SNC, através da producdo de acidos graxos de cadeia curta como propionato, butirato e
acetato. A microbiota também produz neurotransmissores que podem entrar na circulagdo e atravessar a
barreira hematoencefalica modulando o metabolismo do triptofano e metabolitos como a serotonina, acido
quinurénico e acido quinolinico. As vias neuronais e espinais, particularmente as vias de sinalizagdo
aferentes do nervo vago, sdo criticas na mediacao do efeito da microbiota intestinal na func¢do encefalica e
no comportamento. Os acidos graxos de cadeia curta e o indol produzidos pela microbiota também tém
impacto benéfico nas células EC do sistema nervoso entérico. Abreviaturas: ACTH, hormoénio
adrenocorticotropico; CRH, horménio liberador de corticotropina; EC, células enterocromafins; GABA,

acido gama-aminobutirico; HPA, hipotalamo-hip6fise-adrenal. Fonte: adaptado de Kennedy et al., 2017.

Com o aumento da idade ocorre uma diminuicdo da diversidade de bactérias na
microbiota intestinal (Kowalski e Mulak, 2019). A idade ¢ o fator de risco mais
importante para DA, e uma das mais modificagdes mais proeminentes relacionadas a

idade ¢ a mudang¢a na composicdo da microbiota, que além de regular a estrutura e a
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func¢ao do eixo intestino-cérebro, também influencia no desenvolvimento do cérebro e do
comportamento (Luczynski et al., 2016; Sharon et al., 2016; Carlson et al., 2018). Além
disso, com aumento da idade ocorre uma hiperestimulag¢do do sistema imunolégico que
resulta em um estado cronico de inflamagao de baixo grau, a qual pode estar associada ao
estado inflamatorio persistente da mucosa intestinal. Estas alteragdes inflamatérias no
intestino estdo relacionadas a diminuicao da diversidade e estabilidade da microbiota
intestinal (Mohajeri, 2019). Estas alteracdes levam a quebra da barreira intestinal, ao
aumento das citocinas pro-inflamatorias e produtos derivados de bactérias na circulagao,
ao comprometimento da barreira hematoencefalica e a neuroinflamacao (Kohler ef al.,

2016).

Ao menos que o hospedeiro seja exposto a estressores ecologicos significativos, a
microbiota intestinal mantém uma composic¢ao estdvel em adultos. No entanto, algumas
alteragdes especificas associadas ao aumento da idade foram observadas em pacientes
com DA, como por exemplo, uma redugdo na diversidade da microbiota intestinal, como
também diminui¢cdo nas bactérias do género Lactobacillus e Bifidobacterium, bactérias
que contribuem de forma benéfica com organismo de seu hospedeiro. Outros fatores
também afetam a composicdo da microbiota ao longo da vida, tais como qualidade da
dieta, ingestao de fibras, tratamento antimicrobiano ou infecgdes e pratica de exercicio

fisico (Kohler et al., 2016; Kowalski e Mulak, 2019).

Mudangas na microbiota intestinal relacionadas com a idade e as interacdes com
o sistema imunologico podem ser relevantes para o funcionamento cerebral em idosos.
Ha evidéncias de que a diminuigdo da estabilidade e diversidade da microbiota no idoso
pode estar relacionada a reducdo do volume cerebral e da func¢do cognitiva, uma vez que
a diminui¢do no peso do cérebro ou na perda de massa cinzenta e branca ¢ paralela as
alteracdes do sistema imunologico, aumento do estresse oxidativo e acimulo de AP em

forma de placas no cérebro (Kohler et al., 2016; Jiang et al., 2017).

A microbiota intestinal ¢ uma fonte significativa de amiloides, produzida por
exemplo pela Escherichia coli. A produ¢do de amiloide ajuda as bactérias a se ligarem
umas as outras formando biofilmes e a auxiliando a resistir a destrui¢ao por fatores fisicos
ou imunologicos (Cherny et al., 2005). Embora amiloides bacterianos sejam diferentes
dos amiloides do SNC em sua estrutura primaria, eles compartilham similaridade em sua
estrutura terciaria. A exposi¢ao de proteinas amiloides bacterianas no intestino podem
causar a ativacdo do sistema imunoldgico, consequentemente aumentando a resposta
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imune, podendo ocasionar a producao enddgena de amiloide no cérebro (Kowalski e

Mulak, 2019).

Ja foi documentado em estudos in vitro e in vivo que os amiloides bacterianos
podem atuar como proteinas pridnicas, provocando a semeadura cruzada, na qual uma
proteina amiloidogénica (curi, tau, AP, a-syn e Prion) faz com que outra (por exemplo,
proteinas hospedeiras com uma estrutura primaria diferente) sofra alteragao
conformacional, adotando uma estrutura terciaria com maior porcentagem de folha 8

(Friedland e Chapman, 2017).

A microbiota também pode contribuir para o desenvolvimento da depressdao. Em
alguns modelos animais de depressdo a microbiota também ¢ alterada, indicando uma
possivel relagdo entre microbiota intestinal e o comportamento tipo-depressivo (Scriven
et al., 2018; Huang et al., 2019; Pennisi, 2019). Estudos mostram que administra¢do de
cepas probidticas como L. rhamnosus, B. infantis (Slykerman et al., 2017) e uma
formulacgdo de L. helveticus e B. longum, melhora o comportamento tipodepressivo em
animais, além de aliviar sofrimento psicologico, incluindo pardmetros de depressdo em
humanos saudaveis (Messaoudi et al., 2011). Infec¢des com patégenos podem induzir
comportamento doentio em animais infectados, os quais apresentam fadiga, isolamento
social, diminui¢do do apetite ¢ aumento do comportamento tipo-ansioso (Lyte et al.,
2006; Gareau et al., 2011; De Palma et al., 2014). Intervengdes na microbiota intestinal
utilizando estresse ou antibioticos também estdo associadas com comportamento tipo-
depressivo e ansioso em roedores (Lurie et al., 2015; Frohlich et al., 2016; Guida et al.,
2018). Por outro lado, a suplementagdo com probidticos especificos pode prevenir ou
reverter essas alteracdes comportamentais relacionadas a depressdo e ansiedade
(Slyepchenko et al., 2014; Steenbergen et al., 2015; Scriven et al., 2018; Wallace et al.,
2019).

1.4. EXERCICIO FiSICO COMO ESTRATEGIA NA PREVENCAO DA
DEPRESSAO E DA

Com o aumento da expectativa de vida € esperado um maior nimero de individuos
com doengas neurodegenerativas, entre elas a DA. Com essa perspectiva tem-se a
necessidade de novas abordagens farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas para prevencao e
tratamento de DA, como também para as comorbidades que podem afetar esses pacientes

(Castellani e Perry, 2012). Uma abordagem ndo farmacolédgica que pode ser usada para
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melhorar qualidade de vida e prevenir DA ¢ o exercicio fisico, que quando praticado de
forma regular reduz sintomas de depressao e deméncia mostrando que o exercicio fisico
pode ser uma alternativa de tratamento adjuvante para doencas que afetam o SNC (Matura
et al., 2016). O efeito positivo do exercicio no SNC estéd relacionado com aumento da
sintese e liberacdo de neurotrofinas, que pode resultar em aumento da neurogénese e
neuroplasticidade hipocampal (Deslandes et al., 2009). Estudos mostram que a pratica de
exercicio fisico moderado em adultosmelhora aspectos de qualidade de vida e protegem

contra o declinio cognitivo que ocorre no envelhecimento (Sofi ef al., 2011; Kulmala et

al., 2014).

Ja foi reportado na literatura que a pratica regular de exercicio fisico aerdbico
previne atrofia de regides cerebrais relacionadas a idade e aumenta o volume dos lobos
frontais e do lobo temporal superior esquerdo, que estdo envolvidos na cognigdo,
memoria e controle da atengdo (White e Castellano, 2008; Erickson ef al., 2011; Yu et
al., 2014). O treinamento aerdbico de intensidade moderada mostrou uma melhora na
ativagdo funcional do cérebro em idosos (idade entre 70 ¢ 80 anos), permitindo maior
eficiéncia ao completar tarefas e pode proporcionar melhora do humor (Ten Brinke et al.,

2015; Morris et al., 2017).

Estudos tém mostrado que o exercicio fisico estd envolvido na regulagdo da
prolifera¢do, diferenciagcdo, sobrevivéncia e maturacdo das células-tronco neurais,
podendo ser uma estratégia para promocado da neurogénese hipocampal adulta (van Praag
et al.,2002; Song et al., 2016). Na fase inicial da neurogénese na ZSV, acredita-se que o
exercicio fisico aumenta o fornecimento de energia para dar suporte a células que estdo
se desenvolvendo. O exercicio fisico pode estimular o aumento da liberagdo de
neurotransmissores, como glutamato e serotonina na area cortical ou subcortical,
auxiliando na promocao da neurogénese adulta (van Praag, 2008; Liu e Nusslock, 2018a).
Ainda, o exercicio fisico esta envolvido no aumento da sintese de fatores neurotroficos
no SNC, como o BDNF, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de
diferenciagdo de crescimento 11 (GDF11) e o fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF-1), que estdo envolvidos no processo de desenvolvimento e maturacdo de

novos neuronios (Mokhtarzade et al., 2018; Tari et al., 2019).
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A prética de exercicio fisico aerdbico tem mostrado impacto positivo no intestino,
aumentando a diversidade microbiana e o metabolismo funcional em humanos e
camundongos (Monda et al., 2017; Dalton et al., 2019). A alterag@o dos perfis bacterianos
e a influéncia dos subprodutos produzidos a partir das bactérias intestinais por meio do
exercicio fisico podem ter o potencial de reverter as condi¢cdes associadas com a
obesidade, doengas metabolicas, ma alimentagdo, juntamente com condigdes neurais e

comportamentais.

Os efeitos do exercicio fisico sobre a fungdo intestinal parecem depender da sua
intensidade. Véarios estudos relatam que o exercicio fisico praticado de forma intensa pode
levar a um aumento na permeabilidade intestinal, dano gastrointestinal e endotoxemia
leve. Porém, os treinos de exercicio fisico direcionados ao tratamento da sindrome do
intestino irritdvel proporcionam melhorias nos sintomas dessa sindrome (Clark e Mach,
2016; Hajizadeh Maleki e Tartibian, 2017; Engel et al., 2018). O exercicio fisico parece
ser uma potencial influéncia externa sobre a capacidade de alterar a biodiversidade
intestinal de maneira quantitativa e qualitativa. Essas mudangas provenientes da pratica
de exercicio fisico aerobico de intensidade moderada sugerem que este podem fornecer
beneficios para a fungdo gastrointestinal, humor e saude mental, destacando que o
exercicio fisico pode mediar melhorias tanto no intestino quanto no cérebro (O'sullivan

et al., 2015; Dalton et al., 2019).

O nervo vago esta na interface do eixo intestino-cérebro, sendo que sua ativagao
alterada ¢ comumente encontrada em pacientes com distirbios relacionados ao intestino
quanto em transtornos psiquiatricos como depressdo. Varias formas de exercicios fisicos,
incluindo yoga e treinamento fisico aerdbico, podem melhorar o tonus parassimpatico
(Breit et al., 2018). Além disso, os efeitos de probidticos no eixo HPA e nos sintomas
relacionados com a depressdo sdo abolidos através do procedimento da vagotomia
(seccdo cirurgica do nervo vago) (Breit et al., 2018). Essas evidéncias sugerem que
quaisquer alteragdes provenientes da pratica de exercicio fisico na diversidade e
quantidade de bactérias na microbiota intestinal seriam potencialmente manifestadas
através da influéncia na comunicagdo vagal entre o intestino e o cérebro (Carabotti ef al.,

2015; Breit et al., 2018).

Como mencionado anteriormente, o aumento de BNDF proveniente da pratica de
exercicio fisico parece ser um dos principais fatores relacionado com a melhora na
depressdo e nos sintomas cognitivos presentes na DA, bem como na prevencdo ou
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reversao da atrofia em regides especificas do cérebro (Sleiman et al., 2016; Walsh et al.,
2018). Estudos que utilizam antibidticos para eliminar a microbiota de animais, mostram
que esta intervencao causa déficits na neurogénese hipocampal (Mohle et al., 2016; Foster
etal.,2017) Foi demonstrado que a utilizagdo de probidticos e exercicios fisicos aerdbicos
reverteram individualmente o declinio da neurogénese e da fungdo cognitivas de
camundongos tratados com antibidticos (Luczynski et al., 2016; Mohle et al., 2016).
Embora ndo seja possivel afirmar que os efeitos do exercicio fisico na neurogénese
ocorram devido a alteracdes na microbiota intestinal, estudos mostram que a
suplementagdo com Bifidobacterium aumentou a expressao de BDNF no cérebro de

camundongos (Bercik et al., 2011; Savignac et al., 2013).

Em humanos adultos, os filos Firmicutes e Bacteroidetes sdo geralmente presentes
em maior quantidade na microbiota intestinal, com os outros filos sendo cerca de 10% da
composi¢ao da microbiota (Dalton et al., 2019). O filo Firmicutes tem bactérias na sua
maioria com parede celular gram-positiva. Esse filo contém mais de 250 géneros de
bactérias. O filo Bacteroidetes tem na sua maioria bactérias com parede celular gram-
negativas. Este filo inclui cerca de 20 géneros. A composi¢ao da microbiota intestinal ¢
mantida pela relacdo simbidtica entre bactérias patogénicas e ndo patogé€nicas e pode ser
demonstrada pela relagdo equilibrada dos filos Bacteroidetes e Firmicutes (Conlan ef al.,
2012). Mudangas na composicdo da microbiota intestinal podem acontecer devido a
diversos fatores como mudangas na dieta, ingestdo de antibidticos ou invasdes de
patogenos que podem causar mudanga para um estado de desequilibrio e inflamatorio
(Lozupone et al., 2012). Atualmente, € postulado que mudangas negativas na microbiota
intestinal desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de varias doengas
incluindo diabetes tipo 2 (Hartstra ef al., 2015), sindrome do intestino irritdvel (Hoveyda
et al., 2009), doengas cardiovasculares (Tang e Hazen, 2014), alergias (Inoue e Shimojo,

2015) e transtornos de humor (Scriven et al., 2018).

Embora o impacto do exercicio fisico na relagdo entre o intestino e o cérebro nao
seja totalmente conhecida (O'sullivan et al., 2015), ha relatos que o exercicio aerobico
pode aumentar a diversidade microbiana e o metabolismo funcional em humanos e
camundongos (Bermon et al., 2015; Mika et al., 2015; Welly et al., 2016). A pratica de
exercicio fisico ¢ capaz de alterar os perfis bacterianos, influenciar os metabolitos

produzidos, podendo reverter condigdes associadas a obesidade, doengas metabolicas, ma
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alimentacdo, transtornos mentais ¢ comportamentais (Monda et al., 2017; Dalton et al.,

2019).

Um estudo mostra que em atletas hd maior propor¢do de bactérias do filo
Firmicutes e menor de Bacteroidetes, comparados ao grupo controle. Em animais ha
divergéncia nos resultados, por exemplo um estudo com exercicio fisico for¢ado por 16
semanas (roda de corrida)/5 x por semana mostrou aumento das bactérias do filo
Firmicute e diminuicao do filo Bacteroidetes em camundongos exercitados comparado
ao grupo controle com dieta hiperlipidica (Kang et al., 2013). Por outro lado, um estudo
desenvolvido por Evans e colaboradores (2014) relatou valores de Firmicutes inferiores
e Bacteroidetes superiores ap6s um protocolo de 12 semanas de corrida voluntaria em
camundongos em relagdo aos animais sedentdrios (Evans et al., 2014). Este estudo
também demonstrou que o exercicio fisico foi capaz de prevenir a obesidade induzida por
dieta hiperlipidica. Os diferentes resultados entre esses estudos sugerem que o papel do

exercicio fisico na microbiota ainda ndo esta totalmente elucidado (Dalton et al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

Segundo a OMS e a Associagdo Internacional de Doenga de Alzheimer estima-se
que o numero de individuos com DA pode chegar a 67,5 milhdes em 2050. Como
consequéncia aumentaria o numero de individuos com a comorbidade depressao/DA
(Gauthier et al., 2010; Guzman-Martinez et al., 2019). Considerando a alta prevaléncia e
gravidade destas condi¢des clinicas, existe a necessidade de estratégias para prevengao

desta comorbidade.

Tendo em vista que: a) a farmacoterapia da DA ¢ apenas paliativa, tratando
sintomas sem ser eficaz em diminuir a progressdo da doenga. b) o BDNF promove
beneficio para a saude mental, com melhora na cogni¢ao ¢ humor (Chen et al., 2015); ¢)
o exercicio fisico promove diminui¢dao da neuroinflamagao e estresse oxidativo no SNC
(Garcia-Mesa et al., 2016; Svensson et al., 2015); d) o exercicio fisico promove aumento
de BDNF no hipocampo (Koo et al., 2013; Wrann et al., 2013; Chen, N. et al., 2015); e)
a préatica de exercicio fisico promove alteragdes positivas na microbiota intestinal; e f) a
terapia proposta neste projeto seria de facil acesso aos pacientes e ja ¢ utilizada por
humanos para outros fins (Dishman et al., 2006), hipotetizamos que o exercicio aerobico
de resisténcia pode ter efeito preventivo sobre o comportamento tipodepressivo,
alteragdes neuroquimicas, alteracdes morfoldgicas e na microbiota intestinal induzidas

por um modelo da DA em camundongos.

Considerando o impacto social da depressao associada com a DA, esperamos
contribuir para estabelecimento de possiveis alternativas terapéuticas que possam auxiliar
na prevengdo dessas enfermidades, bem como expandir os conhecimentos do
envolvimento do exercicio fisico na salide mental, contribuindo para a elucidagdo de

alguns dos alvos celulares e moleculares envolvidos neste efeito benéfico.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito profilatico do exercicio fisico aerdbico no comportamento tipo-
depressivo, nas alteragdes neuroquimicas e morfologicas e na composi¢do da microbiota

intestinal induzido por ABi.40 em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Investigar o efeito tipo antidepressivo e ansiolitico do exercicio fisico em

camundongos submetidos a administracao do Afi-4o;

b) Verificar o efeito do exercicio fisico sobre a proliferacdo e sobrevivéncia

neuronal e niveis de BDNF no hipocampo de camundongos submetidos a administra¢do

do APi-40;

c) Investigar o efeito do exercicio fisico sobre a fosforilagdo de mTOR no

hipocampo de camundongos submetidos a administragdo do APi-40;

d) Verificar o efeito do exercicio fisico sobre a morfologia duodenal de

camundongos submetidos a administragdo de ABi-40;

e) Avaliar o efeito do exercicio fisico sobre a abundancia dos filos Firmicutes e

Bacteroidetes no conteudo fecal de camundongos submetidos a administragdo de A1-4o.
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4 RESULTADOS

Os resultados dessa tese estdo apresentados em dois capitulos. Cada capitulo é composto
de uma répida introducdo sobre o tema abordado no mesmo, seguido das metodologias
utilizadas, os resultados e as discussdes pertinentes a cada capitulo. Além disso, cada
capitulo possui conclusdes parciais dos resultados obtidos. As referéncias de todos os

capitulos encontram-se no final da tese.

Capitulo I - AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DE BDNF E VIA mTOR NO
EFEITO PROFILATICO DO EXERCICIO FiSICO NO COMPORTAMENTO
TIPO-DEPRESSIVO INDUZIDO PELO PEPTIDEO A4

“Prophylactic effect of physical exercise on APi-s0-induced depressive-like behavior: role

of BDNF, mTOR signaling, cell proliferation and survival in the hippocampus”

Julia M. Rosa, Francis L. Pazini, Gislaine Olescowicz, Anderson Camargo, Morgana
Moretti, Joana Gil-Mohapel, Ana Lucia S. Rodrigues. Publicado na Progress in Neuro-
Psychopharmacology & Biological Psychiatry 94:109646, 2019.

Capitulo II: EFEITO PROFILATICO DO EXERCICIO FiSICO NO
COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO E DISFUNCAO DA MICROBIOTA
INTESTINAL INDUZIDO POR Api-0

“Prophylactic effect of exercise on Api4o-induced depressive-like behavior and gut
microbiota dysfunction in mice”

Julia M. Rosa, Francis L. Pazini, Anderson Camargo, Ingrid Wolin, Gislaine Olescowicz,
Livia B. Eslabao, Elisa C. Winkelmann-Duarte, Ana Lucia S. Rodrigues. Submetido aLife

Sciences.
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CAPITULO I - AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO BDNF E DA VIA DE
SINALIZACAO DA mTOR NO EFEITO PROFILATICO DO EXERCiCIO
FiSICO SOBRE O COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO INDUZIDO
PELO PEPTIDEO Api-0

I.1. INTRODUCAO

A DA ¢ uma enfermidade neurodegenerativa que se caracteriza por disfungao
cognitiva progressiva, sendo a forma mais comum de deméncia e a principal causa de
incapacidade no final da vida (Prince et al., 2013). Embora o comprometimento cognitivo
progressivo, particularmente o déficit na memoria, seja o achado mais comum dessa
doenca, os sintomas neuropsiquiatricos sdo persistentes e afetam uma porcentagem
significativa de pacientes (Galts et al., 2019). A depressdo ¢ um dos transtornos
neuropsiquiatricos mais comuns associados a DA, resultando em maior
institucionalizacdo ¢ mortalidade. De fato, cerca de 50% dos pacientes com DA tem
depressd@o ou sintomas depressivos (Chi et al., 2014; Galts et al., 2019). Embora os
mecanismos subjacentes a comorbidade entre a DA e a depressdo ainda ndo sejam
totalmente compreendidos, alteragdes na neurogénese do hipocampo em adultos (ou seja,
alteragdes na proliferagdo e na sobrevivéncia de células recém-geradas) tém sido relatadas

tanto na DA quanto na depressdo (Herbert e Lucassen, 2016; Pazini ef al., 2017).

O exercicio fisico tem sido proposto como uma possivel estratégia de prevencao
para a DA (Cass, 2017) e a depressdo (Stanton e Reaburn, 2014). Os mecanismos
subjacentes aos seus efeitos benéficos no contexto desses disturbios ndo estio bem
estabelecidos, mas podem estar relacionados a sua capacidade de potencializar a
neurogénese hipocampal adulta (van Praag, Christie, et al, 1999; van Praag,
Kempermann, ef al., 1999; Saraulli et al., 2017) e aumentar o suporte trofico através do
aumento de BDNF (Liu e Nusslock, 2018b). De fato, o BDNF ¢ altamente expresso no
cérebro, e essa expressdo aumenta apos a pratica de exercicio fisico (Berchtold et al.,
2002; Cotman e Berchtold, 2002; Binder e Scharfman, 2004; Farmer et al., 2004; Cotman
et al., 2007; Boehme ef al., 2011). Além disso, o BDNF também pode ingressar no
cérebro através da barreira hematoencefilica (Pan et al., 1998). De especial interesse, o
BDNF demonstrou ser essencial para a regula¢do da prolifera¢do celular, bem como
diferenciagdo, maturagdo e sobrevivéncia neuronal, contribuindo assim para a

neuroplasticidade estrutural no hipocampo (Zigova et al., 1998; Olson et al., 2006).
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O BDNF pode se ligar ao seu receptor de TrkB, iniciando uma cascata de
fosforilagao podendo culminar na ativagdo da mTOR, que pode promover a sobrevivéncia
neuronal, bem como neurogénese (Takei e Nawa, 2014). Embora tenha sido demonstrado
que o exercicio fisico de forca ou resisténcia cronica resulta em aumento da sintese de
proteina miofibrilar ¢ massa muscular através da ativacao da sinalizagdo de mTOR
(Watson e Baar, 2014), os efeitos do exercicio fisico sobre a modula¢do da via de
sinalizacdo mediada por mTOR no cérebro ndo estdo bem estabelecidos. Alguns estudos
demonstraram aumento da fosforilagdo de mTOR (ativa¢dao) no hipocampo de roedores
submetidos ao exercicio fisico (Fang et al., 2013; Lloyd et al., 2017), no entanto, outros
nao mostraram a fosforilagdo de mTOR ou nao relataram alteragdes na fosforilacdo de

mTOR no hipocampo e cortex pré-frontal apos exercicio fisico (Elfving et al., 2013).

Nos ultimos anos, varios estudos t€ém sugerido que a sinalizagdo de mTOR pode
estar envolvida em doencas relacionadas a idade, incluindo DA, visto que o aumento da
fosforilagdo desta proteina tem sido associado com a gravidade desta doenga (Pei e
Hugon, 2008). No entanto, os possiveis efeitos benéficos do exercicio fisico na
modulagdo de mTOR em modelos de animais de DA sdo atualmente muito limitados
(Watson e Baar, 2014). Porém, o exercicio fisico em esteira foi capaz de atenuar o
aumento da fosforilacgdo de mTOR em um modelo animal transgénico de DA

(NSE/htau23) através da ativagdo da Akt/mTORCI1 (Kang e Cho, 2015).

A administracdo do APi-40 em roedores mimetiza alguns dos sintomas cognitivos
presentes na DA (Prediger et al., 2007; De Oliveira et al., 2014). Além disso, esse modelo
também ¢ caracterizado pelo desenvolvimento de comportamento tipo- depressivo e
ansioso (Pamplona et al., 2010; Dos Santos ef al., 2013; Lanznaster et al., 2016; Rosa et
al., 2018), tornando-se um modelo util para estudar mecanismos subjacentes a depressao

associada a DA.

Diante desse cenario, o presente estudo avaliou o possivel efeito profilatico do
exercicio fisico na prevencao da ocorréncia de comportamento tipo-depressivo € ansioso
e déficits cognitivos induzidos pela administragdo de Afi40 em camundongos. Além
disso, este estudo também investigou se o exercicio fisico modula a sinalizagdo de BDNF
e mTOR, bem como a proliferagdo e sobrevivéncia de células do hipocampo apds a

administracao de Ai-40.
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I.2. MATERIAIS E METODOS

1.2.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss (30-40 g, 45-55 dias de idade)
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(Florianopolis, SC, Brasil). Eles foram alojados em grupos de 10 animais por gaiola de
plastico sob condig¢des controladas de luz (das 7:00 as 19:00 horas) e temperatura (21 +
1°C). Os camundongos tiveram livre acesso ragao e dgua ¢ foram mantidos no biotério
setorial para adaptacdo uma semana antes do inicio do protocolo experimental. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos experimentais especificados. Todas
as manipulacdes foram realizadas entre 13:00 e 17:00 horas. Todos os procedimentos
deste estudo foram realizados de acordo com o Guia do Instituto Nacional de Satde para
o Cuidado ¢ Uso de Animais de Laboratério e aprovado pelo Comité de Etica da
Institui¢do (CEUA N° 5142180518). Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o

sofrimento dos animais e reduzir o nimero de animais usados nesses experimentos.

1.2.2. Tratamentos

APi-40 € 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) (Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO, EUA) foram utilizados neste estudo. APi-40 foi dissolvido em solu¢do tampao salina
fosfato (PBS; pH 7,4; 1 mg/mL) e incubado a 37°C durante quatro dias para induzir a
agregacdo. APi4 (3 pl; 400 pmol/camundongo) foi administrado por via
intracerebroventricular (i.c.v.). BrdU ¢ um anélogo de timidina exdgeno que pode ser
incorporado ao DNA durante a fase S do ciclo celular como substituto da timidina
remanescente nas células pos-mitoticas (Duque e Rakic, 2011). BrdU foi dissolvido em
PBS e administrado intraperitonealmente (i.p.). A dose de BrdU (100 mg/kg, i.p.) € o
protocolo de injecdes foram escolhidos com base em estudo anterior Gil-Mohapel ef al.,
(2013). Os animais foram levemente anestesiados com isoflurano (2,5%; Abbot
Laboratorios do Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) antes de serem submetidos as
injegdes i.c.v., as quais foram realizadas a mao livre. Resumidamente, uma agulha
hipodérmica de 0,4 mm de didmetro externo presa a uma canula ligada a uma seringa
Hamilton de 25 pl foi inserida perpendicularmente através do cranio (ndo mais do que 2
mm no cérebro) de cada camundongo. AP1-40 ou veiculo (PBS) foi injetado diretamente
no ventriculo lateral esquerdo, nas seguintes coordenadas de bregma: antero-posterior
(AP) 0,1 mm; mediolateral (ML) 1 mm e dorsoventral (DV) 3 mm. Todos os

camundongos exibiram um comportamento normal dentro de 1 min apos a inje¢do. A
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injecdo foi administrada por 30 segundos e a agulha permaneceu por mais 15 segundos
para evitar o refluxo das substancias injetadas. O local da inje¢ao foi de 1 mm a esquerda
do ponto médio em uma linha tracada através da base anterior das orelhas. Apos a
dissecacao de cada encéfalo, o local da injecdo foi examinado macroscopicamente, € em
casos de posicionamento errado da inje¢do ou qualquer sinal de hemorragia cerebral, os
cérebros foram excluidos das analises posteriores (<5%) (Rosa et al., 2018; Prediger et
al., 2007). APi40o ou veiculo foram administrados dez dias antes dos testes

comportamentais (Ludka et al., 2017; Rosa et al., 2018).

Foram utilizados trés grupos distintos de animais: os animais do grupo 1 foram
submetidos ao exercicio em esteira (5 dias/semana, 40 min por dia por 4 semanas) ¢
submetidos a administragao de ABi40 18 dias apds o inicio do protocolo de exercicio
fisico. Vinte e quatro horas apods o término das 4 semanas de exercicio fisico em esteira,
os animais foram sacrificados por decapitagdo e seus hipocampos foram isolados e
utilizados para determinar os niveis de BDNF e o imunocontetido de mTOR (Figura 7A).
Um segundo grupo de animais foi usado para avaliagdo do desempenho cognitivo e
analise da proliferacdo de células hipocampais. Os camundongos foram submetidos ao
exercicio fisico em esteira durante 4 semanas, submetidos a administragdo de APBi-40 18
dias ap0s o inicio do protocolo de exercicio fisico e BrdU (100 mg/kg, i.p.) em intervalos
de 12 h durante 3 dias consecutivos apos o final do exercicio fisico em esteira. Vinte e
quatro horas ap6s a ultima injecdo de BrdU, os camundongos foram submetidos a tarefa
de localizagdao do objeto e posteriormente sacrificados por perfusdo transcardiaca. As
secgoes do encéfalo foram entdo processadas para imuno-histoquimica com BrdU
(Figura 7B). Um terceiro grupo de animais foi usado para avaliagdo de comportamento
tipo-depressivo e andlise da sobrevivéncia das células do hipocampo. Os camundongos
submetidos a administracao de BrdU (100 mg/kg, i.p.) em intervalos de 12 horas durante
3 dias consecutivos antes do inicio do protocolo de exercicio fisico em esteira (4
semanas). APi-40 foi administrada 18 dias ap6s o inicio do protocolo de exercicio fisico e
os animais foram submetidos ao TNF e TCA 24 h apds o término do protocolo de
exercicio fisico. Os camundongos foram entao sacrificados por perfusao transcardiaca e

os cérebros foram processados para imuno-histoquimica com BrdU (Figura 7C).
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Figura 7- Linha do tempo experimental
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Legenda: Para todos os experimentos, os camundongos dos grupos exercitados foram submetidos a 4
semanas de corrida em esteira (5 dias / semana, 40 min / dia). Dezoito dias apos o inicio do protocolo de
exercicio fisico os camundongos submetidos a administragdo de AP.4 (400 pmol/ animal/ i.c.v.) ou veiculo
por viai.c.v. Vinte e quatro horas ap6s o ultimo dia de exercicio fisico os camundongos foram eutanasiados,
os hipocampos foram dissecados ¢ utilizados para avaliar os niveis de BDNF maduro por ELISA e o
imunoconteudo de mTOR por Western Blot (A). Para analise da proliferag@o celular, administrou-se BrdU
(100 mg / kg, i.p.) a cada 12 h durante trés dias consecutivos apos o final do protocolo de exercicio fisico
em esteira. Vinte e quatro horas apds a tltima inje¢ao de BrdU, os camundongos foram submetidos a tarefa
de localizag@o do objeto e, subsequentemente foram transcardialmente perfundidos. As sec¢des do encéfalo
foram entdo processadas para imuno-histoquimica para BrdU para avaliar o nimero de células recém-
nascidas (células BrdU+) no GD do hipocampo (B). Para andlise de sobrevivéncia de células recém-
geradas, os animais foram administrados com BrdU (100 mg / kg, i.p.) de 12 em 12 h durante trés dias
consecutivos antes do inicio do protocolo de exercicio fisico. Vinte e quatro horas apds o ultimo dia de
exercicio fisico (isto ¢, 4 semanas apos as injecdes de BrdU) os animais foram submetidos a testes
comportamentais (TNF e TCA) e subsequentemente sacrificados por perfusio transcardiaca. Os
hipocampos foram entdo processados para imunohistoquimica para BrdU para avaliar a sobrevivéncia de
células do GDrecém-geradas (ou seja, o nimero de células que incorporaram BrdU e ainda estavam
presentes no GD 4 semanas depois) (C). TCA — teste do campo aberto; TNF — teste do nado forcado; TRO

— teste de realocagao de objeto.
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1.2.3. Protocolo de Exercicio Fisico

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: 1-
sedentarios; 2- exercitados em esteira; 3- sedentérios / APi-40; 4- exercitados em esteira /
APi-40. Os animais dos grupos exercitados foram submetidos a um periodo de 4 semanas
de exercicio fisico aerobico composto por 5 sessdes de corrida por semana (segunda a
sexta-feira) em aparelho de esteira (Insight ®, Ribeirao Preto, SP, Brasil). Cada sessao de
corrida durou 40 min/dia. A velocidade da esteira foi progressivamente aumentada (em
incrementos de 2 m/min por semana) durante o periodo de 4 semanas, iniciando em 6
m/min no inicio do protocolo e concluindo com 12 m/min ao final do protocolo. A corrida
em esteira ocorreu sempre entre as 13:00 e as 15:00 horas. Os camundongos do grupo
controle (sedentérios) foram colocados em uma esteira travada pelo mesmo periodo de
tempo. Os animais dos grupos “exercitados” foram monitorados para garantir sua
seguranga e o treinamento. Este protocolo de exercicio fisico em esteira foi adaptado de

Liu et al. (2009).

1.2.4. Teste do Nado Forcado (TNF)

O método original descrito por Porsolt ef al. (1977) baseia-se na observacdo de que
quando os animais sdo submetidos a uma situacdo inescapavel, apoés um periodo de
agitacdo inicial, adotam uma postura de imobilidade. Agentes antidepressivos diminuem
0 tempo em que os animais permanecem imoveis. O camundongo ¢ considerado imoével
quando flutua ou faz apenas movimentos necessarios para manter sua cabeca acima da
agua. O tempo de imobilidade foi cronometrado durante 6 minutos em um cilindro
plastico de 10 cm de diametro e 24 cm de altura contendo 19 cm de altura de agua, a

temperatura de 25°C £ 1°C (Figura 8).
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Figura 8- Teste do nado forgado

Imovel Em movimento

Legenda: O animal ¢é colocado dentro de um cilindro com agua, no qual o animal executa movimentos
necessarios somente para manter a cabeca acima da dgua. O tempo de imobilidade é cronometrado por 6

min. Fonte: imagem cedida por Agatha Oliveira.

I.2.5. Teste de campo aberto (TCA)

A atividade locomotora foi avaliada no TCA, como descrito anteriormente (Rodrigues et
al., 2002). O aparelho consiste em uma caixa de madeira medindo 60 cm de largura x 40
cm de profundidade x 50 cm de altura. O piso da arena foi dividido em 12 quadrantes
iguais. O numero de quadrantes cruzados com todas as patas (cruzamentos), numero de
episodios de autolimpeza, levantamentos, o nimero de bolos fecais e o tempo gasto no
centro do aparelho foram registrados durante uma sessdo de 6 minutos. O aparato foi

limpo com etanol a 10% entre os testes (Figura 9).
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Figura 9- Teste do campo aberto

Legenda: Os animais sao colocados dentro de uma arena quadriculada e o numero de cruzamentos com as

4 patas ¢ registrado. Fonte: imagem cedida por Agatha Oliveira.

1.2.6. Teste de realocacao de objeto

A memoria espacial foi avaliada usando o teste de realocagcdo de objeto. Essa
tarefa ¢ baseada na tendéncia espontanea de roedores, previamente expostos a dois objetos
1dénticos, para posteriormente explorar um dos objetos por um periodo mais longo de
tempo quando este € movido para um novo local e quando comparado ao outro objeto nao
deslocado (Murai et al., 2007). O aparato experimental utilizado neste estudo foi uma
caixa de madeira de campo aberto (60 cm de largura x 40 cm de profundidade x 50 cm
de altura). Retangulos de plastico idénticos (4 cm de altura x 4,5 cm de largura) foram
usados como objetos. O protocolo utilizado baseou-se no método previamente descrito
por dos Santos et al. (2013). Os camundongos foram colocados no centro do aparelho
com dois objetos idénticos colocados a 7 cm das paredes do campo aberto. Os animais
exploraram os dois objetos por 3 min, e o tempo de exploracao foi registrado com um
crondmetro por um investigador cego para a identidade dos animais. Considerou-se que

os camundongos exploravam sempre que cheiravam, mexiam ou olhavam para cada
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objeto a uma distancia de nao mais do que 1 cm do respectivo objeto. Apds a fase de
treinamento, os camundongos foram removidos do aparato por um intervalo de 90 min.
Ap0s esse intervalo, um objeto foi movido no aparato. O tempo gasto por cada animal
para explorar os objetos em locais novos (deslocado) e antigos (familiares) foi registrado
por 3 min. Os locais dos objetos foram contrabalangados entre os grupos. Como dado do
desempenho cognitivo, o indice de localizagdo de objetos foi calculado como descrito
anteriormente por Dos Santos et al. (2013): (T deslocado x 100) / (T deslocado + T
familiar), onde T descolado ¢ o tempo gasto explorando o objeto deslocado e T familiar

¢ o tempo gasto explorando o objeto nao deslocado (Figura 10).

Figura 10 - Teste de realocacao de objeto

90 min

Legenda: Os animais exploraram dois objetos por 3 min e a exploragdo foi registrada. Apds intervalo de 90
min, um objeto foi movido para um novo local. O tempo gasto por cada animal explorando os objetos em

locais novos (deslocado) e antigos (familiares) foi registrado por 3 min. Fonte: do autor.

1.2.7. Niveis de BDNF maduro

Vinte e quatro horas apds o término do protocolo de exercicio fisico, os
camundongos foram eutanasiados. Os hipocampos foram rapidamente dissecados em
gelo e congelados com nitrogénio liquido antes do armazenamento a -80°C até o uso. As
amostras foram homogeneizadas em tampao de lise (137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH
8,0, 10% glicerol e coquetel de inibidores de protease e fosfatase (Thermo Scientific,
Rockford, IL, EUA). A quantificagdo de proteinas totais foi determinada em todos os
homogenatos utilizando albumina de soro bovino como padrao (Lowry et al., 1951). O
sangue total foi coletado e centrifugado, e o soro foi armazenado a -80°C para posterior

analise. O BDNF também foi mensurado no soro, pois os niveis desta neurotrofina sao

63



mais elevados no soro do que no plasma, tanto em humanos quanto em roedores (Karege
et al., 2005). Os niveis hipocampais e séricos d¢ BDNF maduro foram mensurados por
ensaio imunoadsorvente ligado a enzima de captura de antigeno (ELISA) usando um kit
Promega BDNF Emax® ImmunoAssay System ELISA (Promega, Madison, WI, EUA)
de acordo com as instrugdes do fabricante € como descrito anteriormente (Da Fonseca et
al., 2018). Os niveis de BDNF foram expressos como pg BDNF / mg de proteina
(hipocampo) ou pg BDNF / ml (soro).

1.2.8. Imunodetec¢ao de proteinas por Western Blot

O imunocontetido de mTOR no hipocampo foi determinado por imunodetec¢ado
por Western Blot, como previamente descrito (Moretti et al., 2013). Os hipocampos
foram dissecados, mecanicamente homogeneizados em 500 pl de tampao de amostra (200
mM Tris, 40 mM EDTA, 4% SDS, pH 6,8) e imediatamente fervidos durante 5 min. A
amostra foi diluida em uma solucdo contendo 1: 4 v / v; 40% de glicerol, Tris 50 mM,
azul de bromofenol e f-mercaptoetanol, que foram adicionados a cada amostra a uma
concentragcdo final de 5%. As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (concentragdo 10%) contendo SDS (SDS-PAGE; miniVE Vertical
Eletroforesis SystemTM, GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA) e gel de
entrada com 4% de acrilamida. A seguir as proteinas foram transferidas para as
membranas de nitrocelulose (Mini-PROTEAN Tetra cell Eletrophoresis System, Bio-
Rad, Hercules, CA). Para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia as membranas
foram coradas com Ponceau 0,5% em dacido acético 1%. Apds este processo, as
membranas foram bloqueadas durante 1 hora com leite em p6 desnatado 5% TBS (Tris
10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5. As membranas foram bloqueadas (1 h) com leite
desnatado a 5% em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). Niveis totais (1:1000;
Cell Signaling®, MA, EUA) e forma fosforilada (Ser***®) de mTOR (1: 1000; Cell
Signaling®, MA, EUA) e B-actina (1:1000; Cell Signaling®, MA, EUA) foram
detectadas incubando membranas durante a noite com anticorpos primarios especificos
(produzidos em coelho) diluidos em TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-10 a
0,1%, pH 7,5) contendo albumina a 2,5%. As membranas foram entdo incubadas com um
anticorpo secundario ligado a peroxidase anti-coelho (1:5000; Cell Signaling®, MA,
EUA) durante 1 h e as reagdes desenvolvidas por quimioluminescéncia (LumiGLO, Cell
Signaling, Beverly, MA, EUA). Apo6s todos os passos de bloqueio e incubagdo, as

membranas foram lavadas trés vezes (5 minutos cada) com TBS-T. A densidade dptica
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(DO) foi quantificada utilizando o Image Lab Software® 4.1 (Bio-Rad Laboratories). Os
niveis de fosforilagdo de mTOR foram determinados como uma razio entre o DO da
banda fosforilada e a DO da banda total. O imunoconteudo de mTOR foi determinado
como uma razao entre a DO da banda de mTOR e a da banda de B-actina. Os resultados

sd0 expressos em porcentagens em comparacdo ao grupo controle (100%).

1.2.9. Processamento de tecido para imuno-histoquimica

Os camundongos foram anestesiados com pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) e
transcardialmente perfundidos com cloreto de sodio a 0,9% (NaCl) seguido por
paraformaldeido a 4% (PFA). Os cérebros foram removidos e deixados em 4% de PFA
durante a noite a 4°C, e depois transferidos para solucao de sacarose 30%, posteriormente
congelados em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C até o seccionamento. Os cérebros
foram seccionados coronalmente em um criostato a uma espessura de 30 um. Para
detectar células positivas para BrdU, as sec¢des foram incubadas durante 30 min em HC1
1 M a 67°C para desnaturar a dupla hélice de DNA e subsequentemente incubadas em
solugdo de bloqueio (5% de soro de cavalo normal em 0,1 M de PBS contendo 0,25%
Triton X-100 durante 1 h). Apdés o bloqueio, as sec¢des foram incubadas com um
anticorpo primario de camundongo monoclonal de rato contra BrdU (1:100; Abcam, Sao
Paulo, SP, Brasil) em solugdo bloqueadora a 2% a 4° C por 36 h. As secgdes foram entdo
incubadas com o anticorpo secunddrio anti-rato conjugado com Cy3 (1:200; Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, EUA). Todas as secgdes foram montadas em laminas
de vidro e cobertas com uma solugao de montagem fluorguard antifade (Sigma Chemical

Company).

1.2.10. Quantificacado Morfologica

Todas as seccdes contendo o GD e abrangendo todo o eixo dorsal/ventral do
hipocampo (de 1,34 mm posterior ao bregma até 3,52 mm bregma posterior) foram usadas
para a analise de células positivas para BrdU, resultando em 9 a 10 secgdes do GD por
animal. As secc¢des contendo a parte dorsal (de bregma-1,34 a -2,18; aproximadamente,
cinco secgdes coronais por cérebro) e ventral do GD (de bregma -2,30 a -3,16;
aproximadamente, cinco secgdes coronais por cérebro) foram também avaliadas
separadamente para determinar o numero de células positivas para BrdU nos GD dorsais
e ventrais (Xiong et al., 2017). A quantificacdo de células positivas para BrdU foi
realizada em laminas codificadas usando um microscopio Olympus (Olympus BX41,

Center Valley, PA, EUA) com objetivas de x 10 e x 40. O software Image Q-capture Pro
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5.1 e uma camera Q Camera de 3,3 megapixels (Q-imaging Inc, Surrey, BC, Canadd)
foram usados para captura das imagens. Uma abordagem estereoldgica modificada foi
usada para estimar o nimero total de células marcadas na ZSG do GD hipocampal como
descrito anteriormente Gil-Mohapel ef al. (2013). Para cada se¢do, todas as células
positivas para BrdU presentes dentro de dois a trés diametros nucleares abaixo da camada
de células granulares foram contadas. Dessa maneira o calculo foi feito através da
multiplicagdo da média do nimero de células BrdU+ marcadas no GD total pelo nimero
total de secgoes de 30 um de espessura contidos no GD inteiro (60 fatias), GD dorsal (30
fatias), ou GD ventral (30 fatias) 1.3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (S.E.M.). As
diferengas entre os grupos experimentais foram determinadas pela anélise de variancia de
duas vias (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Duncan, exceto nos resultados
obtidos na tarefa de localizagdo do objeto, que foram analisados por teste t de Student
para determinar se o indice de localizagao foi diferente do desempenho casual (50%). Um

valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo.

I.4. RESULTADOS

1.3.1. Efeito do exercicio fisico em esteira no TNF, TCA e desempenho cognitivo

Os resultados apresentados na Figura 11A-B mostram a influéncia do protocolo
de exercicio fisico em esteira (4 semanas, 40 min / dia) ou administracdo de ABi-40 na
resposta comportamental de camundongos no TNF. A ANOVA de duas vias revelou um
efeito significativo do exercicio fisico em esteira ([F (1,28) = 39,88, p < 0,01]), da
administracao de ABi-40 ([F (1,28)=10,39,p <0,01)], e uma interagao significativa entre
APi-40 % exercicio fisico em esteira ([F (1,28) = 4,74, p < 0,05]). A andlise de post hoc
indicou que animais que submetidos a administragdo de APi4o tiveram aumento
significativo no tempo de imobilidade no TNF em comparacdo com grupo controle (p <
0,01). Além disso, este protocolo de exercicio fisico reduziu o tempo de imobilidade no
TNF quando comprado ao grupo controle (p < 0,05) e ABi-40 (p < 0,05), indicando que
este protocolo de exercicio fisico produziu um efeito tipo-antidepressivo em
camundongos e preveniu o comportamento tipo-depressivo em animais que receberam
administracao de APi-40 (Figura 11A). Em relagdo ao tempo de laténcia para iniciar o
periodo de imobilidade no TNF ilustrado na Figura 11B, a ANOVA de duas vias revelou

uma interagdo significativa entre APi.40 X exercicio fisico em esteira [F (1,28)= 13,55, p
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< 0,01], mas nenhum efeito principal significativo de APi—s0 administracao [F (1,28) =
0,004, p = 0,95] e exercicio fisico em esteira [F (1,28) = 3,60, p = 0,07]. A Figura 11C
mostra que a administragdo de ABi-40 € / ou exercicio fisico em esteira nao apresentou
efeito significativo sobre a atividade locomotora global, avaliada no TCA (tratamento
AP0 [F (1,28) = 0,04, p =0,83]; F (1,28) = 1,42, p = 0,24]; administragdo de APi-40 x
exercicio fisico em esteira [F (1,28) = 3.84, p = 0,60]).
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Figura 11- Efeitos da corrida em esteira no comportamento tipo-depressivo induzido por

ABi1-40 no TNF
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Legenda: Efeitos da administracdo de A 1.40 € / ou exercicio fisico em esteira no tempo de imobilidade (A)

e tempo de laténcia (B) no TNF e no numero de cruzamentos no TCA (C) (n = 8 animais / grupo). Barras

representam médias + S.E.M. * p < 0,05, ** p <0,01 quando comparado com o grupo tratado com veiculo;

#p < 0,05, ## p < 0,01 em comparagdo com o grupo sedentario administrado com AB-4 (ANOVA de duas

vias seguido pelo teste post hoc de Duncan).
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Os resultados apresentados na Figura 12A-D mostram os efeitos do protocolo de
exercicio fisico em esteira e / ou administracdo de peptideos APi.40 em parametros
avaliados no TCA, como tempo gasto no centro do aparato, nimero de episddios de
autolimpeza, numero de bolos fecais e nimero de episddios de levantamentos e. Em
relagdo ao tempo gasto no centro do TCA (Figura 12A), a ANOVA de duas vias revelou
um efeito principal significativo do exercicio fisico em esteira ([F (1,28) = 6,61, p <
0,05]), pois os camundongos submetidos ao exercicio fisico permaneceram mais tempo
no centro do aparato em comparagao com camundongos sedentarios (p <0,05). Um efeito
principal significativo da administracdo do Afi-40 também foi detectado ([F (1,28) =
156,50, p <0,01]), uma vez que camundongos tratados com Ai.40 permaneceram menos
tempo no centro do aparato em comparacao com o grupo controle (p < 0,01), sugerindo
que APi-40 resultou no desenvolvimento de comportamento tipo-ansioso. No entanto, nao
foi observada uma interacdo significativa entre AP140 X exercicio fisico em esteira ([F

(1,28) = 0,28, p = 0,66]).

No que diz respeito ao nlimero de episoddios de autolimpeza, a ANOVA de duas
vias revelou efeitos significativos do exercicio fisico em esteira ([F (1,28) = 12,37, p <
0,01]) e administragao de ABi-40 ([F (1,28) = 11,00, p < 0,01), bem como uma interagao
significativa de APi-40 X exercicio fisico em esteira ([F (1,28) = 9,70, p <0,01]) (Figura
12B). Posteriormente, a analise post-hoc revelou um aumento significativo no nimero de
episodios de autolimpeza em camundongos submetidos a administragdo de AP0 (p <
0,01), um efeito que foi completamente abolido pelo protocolo de exercicio fisico
utilizado (p < 0,01), evidenciando o efeito tipo-antidepressivo do exercicio fisico em

esteira.

Em relagcdo ao numero de bolos fecais, a ANOVA de duas vias revelou efeito
principal significativo da administracdo do ABi-40 ([F (1,28) =4,40, p <0,05]) e um efeito
significativo da interacdo entre APi-40 X exercicio fisico em esteira ([F (1,28) = 5,85, p <
0,05]), mas ndo do exercicio fisico em esteira ([F (1,28) = 3.15, p = 0.08) (Figura 12C).
A andlise post-hoc revelou um aumento significativo no nimero de bolos fecais nos
camundongos que receberam a administragdo de APi40 (p < 0,01), um efeito que foi
significativamente abolido pelo exercicio fisico em esteira (p < 0,01), mais uma vez

destacando o efeito ansiolitico deste protocolo de exercicio fisico.

Em relagdo ao ntmero de episodios de levantamentos (Figura 12D), a
administragcdo de APi40 e/ou exercicio fisico em esteira ndo alterou o niumero destes
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episodios. Nao foram mostrados efeitos significativos da administragdo de ABi-a0 [F
(1,28) = 2,80, p = 0,10]; exercicio fisico em esteira [F (1,28) = 2,75, p = 0,16];

administracdo de APi—40 X exercicio fisico em esteira [F (1,28) = 0,56, p = 0,45]).

Figura 12-. Efeitos da corrida em esteira no comportamento tipo-ansioso induzido por
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Legenda: Efeitos da administragcdo de A 140 € / ou exercicio fisico no tempo gasto no centro do aparato de
campo aberto (A), nimero de episddios de autolimpeza (B), nimero de bolos fecal (C) e ntimero de
episodios de levantamentos (D) no TCA (n = 8 animais / grupo). Barras representam médias + S.E.M. @@
p < 0,01 entre camundongos tratados com A4, comparados com grupo veiculo (efeito principal
significativo da administragdo de APi-40); $ p < 0,05 em compara¢do com camundongos sedentarios (efeito
principal significativo do exercicio fisico); ** p < 0,01 em comparagdo com os camundongos tratados com
veiculo; ## p < 0.01 comparado com grupo sedentario (ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc

de Duncan).

Os resultados descritos na Figura 13A-B mostram os efeitos do exercicio fisico
em esteira no desempenho cognitivo avaliado na tarefa de realocacdo do objeto em grupo
independente de animais. Em relagdo ao indice de localizagcdo do objeto durante a sessao
de treinamento, a ANOV A de duas vias ndo revelou nenhum efeito principal significativo

do exercicio fisico em esteira ([F (1,27) = 0,13, p = 0,72]), da administracdo do ABi.40 ([F
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(1,27) = 0,31, p = 0,58]) e da interacao APi-40 x exercicio fisico em esteira ([F (1,27) =
0,05, p = 0,82]). De fato, todos os animais, independentemente das manipulagdes a que
foram expostos, dispenderam aproximadamente 50% do tempo explorando cada objeto e,
portanto, nao mostraram preferéncia por nenhum dos objetos e suas respectivas
localizagdes (Figura 13A). Por outro lado, durante a sessao de teste (Figura 13B), todos
0s grupos experimentais ficaram mais tempo explorando o objeto que foi movido para
um novo local quando comparado com o tempo explorando o objeto ndo deslocado, como
indicado por um aumento significativo no indice de localizagao do objeto (p <0,01). Este
resultado indica que todos os animais foram capazes de reconhecer o objeto deslocado
(sedentario: t =4,96, df =7, p <0,01; exercitado: t =9,27, df = 6, p < 0,01; administragdo
APi40: t =428, df = 7, p < 0,01; APi4o x exercicio fisico: t = 9,17, df =7, p < 0,01

quando comparado com a exploracdo de 50%).
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Figura 13- Efeitos da exposi¢do APi-40 € do exercicio fisico em esteira na memoria

espacial dependente do hipocampo na tarefa de realocagao do objeto
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Legenda: Efeitos da administragdo de AP 1.40 € / ou exercicio fisico sobre o indice de localizagdo de objeto
durante a sessdo de treinamento (A) e sessdo de teste (realizada apds um intervalo de 90 min) (B) (n= 7

animais / grupo). ** p <0.01 comparado com 50% (teste t de Student).

1.3.2. Efeito do exercicio fisico em esteira nos niveis de BDNF e no imunocontetdo
de mTOR

A Figura 15A-B ilustra os efeitos do exercicio fisico em esteira e da
administracdo de APi-40 nos niveis de BDNF no soro e hipocampo de camundongos

(painéis A e B, respectivamente). Em relacdo aos niveis séricos de BDNF, a ANOVA de
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duas vias revelou um efeito principal significativo do exercicio fisico em esteira [F (1,17)
=6,22, p <0,05], pois os camundongos exercitados apresentaram niveis séricos de BDNF
mais elevados do que os camundongos sedentarios (p < 0,05). No entanto, nenhum efeito
principal significativo da administragao de APBi-40 [F (1,17)=0,52, p =0,47] e da interacao
entre administragdo de APi40 x exercicio fisico em esteira [F (1,17) = 0,24, p = 0,62]
foram detectados. No hipocampo, a ANOVA de duas vias revelou efeito significativo da
intera¢do entre administragdo APi.40 X exercicio fisico em esteira [F (1,25) = 10,04, p
<0,01], mas nenhum efeito principal significativo da administracao de ABi-40 [F (1,25) =
2,40, p = 0,13] e exercicio fisico em esteira [F (1,25) = 4,06, p = 0,054]. Além disso, a
analise post-hoc revelou que a exposi¢ao a ABi-40 diminuiu significativamente os niveis
de BDNF no hipocampo em comparagao com os animais do grupo controle (p <0,01), e
que o protocolo de exercicio fisico utilizado foi capaz de impedir essa alteragao (p <0,01)

(Figura 15B).
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Figura 14- Efeitos da administracdo de APi-40 e/ou exercicio fisico em esteira nos

niveis de BDNF maduro no soro e no hipocampo
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Legenda: Niveis de BDNF no soro (A) e no hipocampo (B) (n = 5-8 animais / grupo). Os resultados sio
expressos como média + S.E.M. $ p <0,05 em comparagdo com camundongos sedentarios (efeito principal
significativo do exercicio fisico); ** p < 0,01 em comparagdo com camundongos tratados com veiculo; ##

p <0,01 em comparagdo com os camundongos sedentarios submetidos a administragdo de AB .40 (ANOVA

de duas vias seguido pelo teste post hoc de Duncan).
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A Figura 15 ilustra os efeitos da administragao de APi-40 € / ou exercicio fisico
em esteira no imunocontedo de p-mTOR e mTOR total no hipocampo. A ANOVA de
duas vias revelou um efeito principal significativo do exercicio fisico em esteira [F (1,28)
=11,59, p <0,01] e da interagdo APi-40 x exercicio fisico em esteira [F (1,28) =6.09, p <
0.05], mas ndo mostrou um efeito significativo da administragdo de AP0 [F (1,28) =
2,95, p=0,09] em relacdo a p-mTOR / mTOR. A andlise post hoc indicou que os animais
tratados com APi-40 exibiram diminui¢do da fosforilagdo de mTOR no hipocampo (p
<0,01), um efeito que foi prevenido pelo exercicio fisico (p <0,01), como mostra a Figura
15B. Em relagao aos niveis totais de mTOR, ndo houve efeitos principais significativos
da administragdo de ABi4o [F (1,28) = 1,19, p = 0,28] e do exercicio fisico em esteira [F
(1,28) = 0,09, p = 0,76] e interacdo entre administragdo de APi-40 X exercicio fisico em
esteira [F ( 1,28) = 0,78, p = 0,38] (Figura 15C), indicando que a exposi¢ao ao ABi-40 e/

ou 4 semanas de corrida em esteira ndo impactaram o nivel total dessa proteina.
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Figura 15- Efeitos da administracao de AB1-40 e/ou protocolo de exercicio fisico em

esteira no imunocontetdo de p-mTOR e mTOR no hipocampo
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Legenda: Imunoconteudos representativos de p-mTOR, mTOR e B-actina (controle de carga) (A). Analise
quantitativa da fosforilagdo de mTOR (determinada pela razdo p-mTOR/mTOR) (B) e do imunocontetido
de mTOR total (determinado pela razdo mTOR/B-actina) no hipocampo de camundongos sedentarios e
exercitados submetidos & administracdo de veiculo ou ABi4 (n = 8 animais/grupo). Os resultados sdo
expressos como percentagem de controle (grupo sedentario, tratado com veiculo) + S.E.M. ** p < 0,01 em
comparagdo com camundongos tratados com tratados veiculo; ## p < 0,01 comparado com o sedentario

administrados com ABi.40 (ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de Duncan).
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1.3.3. Efeito do exercicio fisico em esteira na proliferacio e sobrevivéncia de células
do hipocampo

A Figura 16 investigou a influéncia da administracdo de APi-40 e/ou exercicio
fisico em esteira na proliferagdo de células do hipocampo. A ANOVA de duas vias
revelou efeitos significativos da administragdo de APi40 [F (1,21) = 46,50, p < 0,01] e
exercicio fisico em esteira [F (1,21)=417,55, p <0,01], bem como interagao significativa
da administragdo de APi40 x exercicio fisico em esteira [F (1,21) = 5,79, p <0,05]. A
analise post-hoc revelou que o protocolo de exercicio fisico aumentou significativamente
o numero de células positivas para BrdU presentes ao longo de todo o GD do hipocampo
quando comparado ao grupo controle (sedentario) (p < 0,01) (Figura 16B). Além disso,
a administragdo de ABi-40 causou uma redug@o no niamero de células positivas para BrdU

em todo o GD (p < 0,01), efeito que foi prevenido pelo exercicio fisico (p < 0,01).

A proliferacao celular também foi analisada individualmente no GD ventral e
dorsal. Em relacdo a proliferagdo no GD ventral, a ANOVA de duas vias revelou efeitos
significativos da administracdo de ABi-40 [F (1,20) = 24,08, p < 0,01] e exercicio fisico
em esteira [F (1,20) = 300.29, p < 0.01 ], bem como na interagdo entre a administragao
de APi-40 x exercicio fisico em esteira [F (1,20) = 8.87, p < 0,01]. As analises post-hoc
revelaram diferencas semelhantes as obtidas em todo o GD, ou seja, o exercicio fisico
aumentou significativamente o numero de células positivas para BrdU no GD ventral em
comparagdo com o grupo controle (camundongos sedentarios tratados com veiculo) (p <
0.01), enquanto o tratamento com A4 diminuiu o nimero de células proliferativas
nesta regido do GD (p < 0,01). Camundongos tratados com APi-40 € submetidos ao
exercicio fisico apresentaram um ntimero de células proliferativas positivas para BrdU no
GD ventral semelhante ao observado em camundongos exercitados tratados com veiculo,
indicando que o exercicio fisico em esteira foi capaz de prevenir o déficit induzido por

APi-40 na proliferagdo celular no GD ventral (Figura 16C).

No GD dorsal, a ANOVA de duas vias revelou um efeito principal significativo
do tratamento APi40 [F (1,21) = 26,56, p < 0,01], em camundongos submetidos a
administracdo de AP 140, mostrando uma reducdo significativa no nimero de células
positivas para BrdU no GD dorsal quando comparadas com camundongos tratados com
veiculo (p < 0.01). Um efeito principal significativo do exercicio fisico em esteira [F
(1,21) = 154,67, p < 0,01] também foi observado, pois os animais exercitados

apresentaram um aumento significativo na proliferagdo celular no GD dorsal, em
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comparac¢ao com os animais sedentarios (p < 0,01). No entanto, ndo foi detectado efeito
significativo da interag@o entre a administracao de APi-40 x exercicio fisico em esteira [F

(1,21)=0,47, p = 0,50] em relacdo a proliferacao celular no GD dorsal (Figura 16D).
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Figura 16- Efeitos da administracao de APi-40 €/ou protocolo de corrida em esteira na

proliferagao de células do hipocampo
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Legenda: (A) Fotomicrografias representativas dos efeitos do exercicio fisico em esteira sobre o nimero de
células proliferativas positivas para BrdU presentes na ZSG do GD do hipocampo de camundongos tratados
com veiculo ou APi-40. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 10 x (barra de escala = 200 um)
ou 40 x (barra de escala = 50 um; insercdo). As células positivas sdo denotadas com setas brancas. Numero
total de células positivas para BrdU presentes ao longo da ZSG de todo o GD hipocampal (B), bem como
porgdes ventral (C) e dorsal (D) (n = 6-7 animais / grupo). Os resultados estio representados como média
+ S.EM. @@ p < 0,01 entre os grupos tratados com AP0 e tratados com veiculo (efeito principal
significativo da administracdo de ABi0); $$ p < 0,01 em comparagdo com grupo sedentario (efeito
principal significativo do exercicio); ** p < 0,01 em comparagdo com camundongos tratados com veiculo;
## p < 0,01 em comparagdo com o grupo sedentario administrados com ABi.40 (ANOVA de duas vias

seguido pelo teste post hoc de Duncan).
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Para avaliar os efeitos da administracao de APi-40 €/ou exercicio fisico em esteira
na sobrevivéncia de células recém-geradas no GD do hipocampo, um grupo distinto de
camundongos recebeu BrdU (100 mg / kg / i.p.) durante trés dias antes do inicio do
protocolo de exercicios e foram sacrificado 4 semanas depois, 24 h apos a ultima sessao
de exercicio. A ANOVA de duas vias revelou um efeito principal significativo da
administragdo de APio [F (1,21) = 11.65, p < 0,01], uma vez que os camundongos
submetidos a administragcdo de APi-40 apresentaram uma reducao significativa no nimero
de células positivas para BrdU sobreviventes presente ao longo de todo o GD do
hipocampo em comparag¢ao com camundongos tratados com veiculo (p <0,01). Um efeito
principal significativo do exercicio fisico em esteira também foi observado [F (1,21) =
148,005, p < 0,01], pois os camundongos submetidos ao protocolo de exercicio fisico
apresentaram um aumento significativo no numero de células positivas para BrdU
sobreviventes quando comparado com o grupo de animais sedentdrios. (p < 0,05). No
entanto, ndo foi detectada interacdo significativa entre APi-40 X exercicio fisico em esteira

[F(1,21)=2,14, p = 0,15] (Figura 17B).

Além disso, a sobrevivéncia celular nas por¢des ventral e dorsal do GD do
hipocampo também foram analisadas individualmente. No GD ventral (Figura 17C), a
ANOVA de duas vias revelou efeitos principais significativos da administragdo de APi-
40 [F (1,20) = 17.30, p < 0,01] e do exercicio fisico em esteira [F (1,20) = 254.73, p <
0,01], bem como uma interagdo significativa entre APi.40 € 0 exercicio fisico em esteira
[F (1,20) = 8,81, p < 0,01]. Posteriormente, a analise post hoc indicou que o tratamento
com APi.40 causou uma diminui¢do significativa na sobrevivéncia celular na porcao
ventral do GD (p < 0,01), efeito que foi prevenido pelo exercicio fisico (p < 0,01). Além
disso, o exercicio fisico também foi capaz de aumentar o numero de células positivas para

BrdU sobreviventes no GD ventral (p <0,01).

No GD dorsal (Figura 17D), a ANOVA de duas vias revelou um efeito da
administragdo de ABi4o [F (1,21) = 10,35, p < 0,01], em camundongos submetidos a
administracdo de AP 140 apresentando uma reducao significativa no nimero de células
positivas para BrdU sobreviventes no GD dorsal quando comparado com camundongos
tratados com veiculo (p < 0,01). Foi também observado um efeito principal significativo
do exercicio fisico em esteira [F (1,21) = 90,75, p < 0,01], em camundongos submetidos
ao protocolo de exercicio fisico, mostrando um aumento significativo no niimero de

células sobreviventes positivas para BrdU no GD dorsal quando comparado com
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camundongos sedentarios (p < 0,01). No entanto, ndo houve interagao significativa entre
a administracdo de APi-40 x exercicio fisico em esteira [F (1,21) = 0,76, p = 0,40] em
relacdo ao numero de células sobreviventes positivas para BrdU presentes na porgao

dorsal do GD.
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Figura 17- Efeitos da administracdo de AB1-40 e / ou protocolo de corrida em esteira

na sobrevivéncia de células recém-geradas no hipocampo
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Legenda: (A) Fotomicrografias representativas dos efeitos do exercicio fisico em esteira sobre o nimero de
células sobreviventes positivas para BrdU presentes na ZSG do GD hipocampal de camundongos tratados
com veiculo ou ABi.4 (n=6-7 animais/grupo). As imagens foram obtidas com uma ampliacdo de 10 x
(escala barra = 200 um) ou 40 x (barra de escala = 50 um; inser¢do). As células positivas sdo denotadas
com setas. Numero total de células positivas para BrdU presentes ao longo da ZSG de todo o GD
hipocampal (B), bem como suas porg¢des ventral (C) e dorsal (D). Os resultados estdo representados como
média + SEM. @@ p <0,01 entre camundongos tratados com A4 e tratados com veiculo (efeito
principal significativo da administragdo de APi40); $ p < 0.05, $$ p < 0,01 em comparagdo com
camundongos sedentarios (efeito principal significativo do exercicio fisico); ** p < 0,01 em comparagdo
com camundongos tratados com veiculo; ## p < 0,01 em comparagdo com o grupo sedentario submetido a

administracdo de ABi-40 (ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de Duncan).
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1.5 DISCUSSAO

A ocorréncia de depressdo em comorbidade com a DA estd associada a maior
frequéncia de sintomas motivacionais, incluindo fadiga, lentiddo psicomotora e apatia,
que sao associados a reducdo da qualidade de vida desses pacientes (Teng ef al., 2008;
Winter et al., 2011; Galts et al., 2019). No presente estudo, a administragao de APi-40
resultou no desenvolvimento de comportamento tipo-depressivo (avaliado com o TNF)
em camundongos. Além disso, a administracdo de APi40 também resultou em
comportamento tipo-ansioso, como demonstrado pelos parametros avaliados no TCA
(diminuicao no tempo gasto no centro do aparato do campo aberto, aumento no nimero
de episédios de autolimpeza e aumento no numero de bolos fecais). E importante observar
que esses déficits comportamentais foram acompanhados por niveis reduzidos de BDNF
maduro e menor fosforilagio de mTOR (Ser?**) (indicativo de menor ativagio) no
hipocampo, bem como diminui¢do da proliferacdo celular e sobrevivéncia de células
recém-geradas no nicho neurogénico do GD do hipocampo, incluindo por¢des ventrais e
dorsais. Destaca-se que a maioria dos prejuizos comportamentais, neuroquimicos e
estruturais induzidos por APi-40 foi abolida em camundongos que praticaram 4 semanas
de corrida em esteira (5 dias/semana/40 min/dia), estratégia terapéutica ndo invasiva e
nao-farmacologica, destacando os efeitos protetores do exercicio fisico neste modelo de

DA que mimetiza as fases iniciais da doenca em camundongos.

No presente estudo, um aumento significativo no tempo de imobilidade, bem
como redugdo da laténcia para a imobilidade foram observados em camundongos
submetidos ao TNF 10 dias apos a administragcdo de Ai-40, indicando que a exposi¢do a
APi40 resulta no desenvolvimento de comportamento do tipo-depressivo. A
administragdo de APi-40 €/ou exposicdo a 4 semanas de exercicio fisico em esteira ndo
produziu efeitos significativos na atividade locomotora dos animais no TCA, indicando
que as diferencas detectadas no TNF ndo foram o resultado de alteracdes simples na
atividade locomotora geral. Esses resultados estdo de acordo com achados anteriores que
relataram nenhuma alteragdo na atividade locomotora em camundongos tratados com
APi-40 (Lanznaster et al., 2016; Guerra De Souza et al., 2018; Rosa et al., 2018). Noés e
outros grupos de pesquisa ja demonstramos anteriormente que o protocolo de
administracdo de APi-40 (400 pmol/sitio, i.c.v.) causa comportamento tipo-depressivo em
camundongos, conforme avaliado pelo TSC (Dos Santos et al., 2013; Ludka et al., 2017,
Rosa et al., 2018) e o TNF (Guerra De Souza et al., 2018). Corroborando com estes
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achados e apoiando ainda mais a relagao entre a exposi¢ao ao APi-40 € o desenvolvimento
de comportamento tipo-depressivo, demonstramos recentemente que o aumento no tempo
de imobilidade no TSC induzido por Ai-40 pode ser abolido pelo tratamento com o
inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina fluoxetina (um antidepressivo classico)
(Rosa et al., 2018). Além disso, o0 mesmo protocolo de exposi¢ao ao APi4o também
mostrou ser sensivel aos efeitos de varios compostos antidepressivos potenciais incluindo
atorvastatina (Ludka et al., 2017), neuropeptideo Y (dos Santos et al., 2013) e creatina
(Rosa et al., 2018). Juntos, esses achados sugerem que esse modelo de exposicao ao APi-

40 € util para estudar os mecanismos subjacentes a comorbidade entre DA e depressao.

Além de ser um teste comumente utilizado para verificar possiveis efeitos
estimulantes ou sedativos de drogas antidepressivas e estratégias antidepressivas nao
farmacoldgicas, o TCA ¢ também uma ferramenta eficaz para o rastreamento de drogas
ansioliticas efetivas ou para a detec¢do de comportamentos tipo-ansioso (Prut e Belzung,
2003). Para este fim, o tempo gasto no centro do aparato, bem como o nimero de
episodios de levantamento e de autolimpeza e o nimero de bolos fecais produzidos sao
medidas uteis para avaliar comportamento semelhante a ansiedade. Particularmente, o
tempo gasto no centro do aparato pode fornecer uma indicacdo sobre se um dado
tratamento ou intervengdo resultou em comportamento tipo-ansioso ou ansiolitico.
Quando o animal exibe um aumento do tempo gasto na periferia do campo aberto e uma
redu¢do no tempo gasto no centro, este perfil comportamental ¢ interpretado como um
comportamento ansioso € esta relacionado com tigmotaxia (Hall, 1934). Por outro lado,
a autolimpeza ¢ considerada uma medida sensivel do estresse e do comportamento
relacionado a ansiedade (Kalueff ef al., 2016). Além disso, um aumento na defecacdo
durante o0 TCA também ¢ considerado um comportamento tipo-ansioso em roedores
(Hall, 1934) e compostos ansiogénicos, como a cafeina e a N-metil-beta-carbolina-3-
carboxamida (FG-7142), aumentam a defecagdo neste teste (Patki et al., 2015). A
interpretacdo dos episodios de levantamentos ¢ mais complexa, com alguns estudos
associando esse comportamento a ansiedade, enquanto outros sugeriram que esse
comportamento esta relacionado principalmente a atividade exploratoria (Lever et al.,

2006).

No presente estudo, camundongos tratados com APi40 apresentaram uma
diminuigdo significativa no tempo gasto no centro do aparato no TCA, bem como um

aumento no numero de episddios de autolimpeza e no nimero de bolos fecais, paradmetros
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que podem ser indicativos de comportamento tipo-ansioso. Por outro lado, os grupos
submetidos ao exercicio em esteira apresentaram um aumento do tempo de permanéncia
no centro do TCA quando comparados aos camundongos sedentarios, sugerindo que o
exercicio fisico pode ter um efeito tipo ansiolitico. Além disso, este protocolo de 4
semanas de corrida em esteira foi eficaz em abolir o aumento na autolimpeza e defecagao
induzido por APi-40, refor¢cando que este protocolo de exercicio fisico pode proporcionar
efeitos do tipo ansiolitico. Estes dados corroboram com a literatura, a qual relata que o
exercicio fisico por 4 semanas foi capaz de prevenir o comportamento relacionado a
ansiedade induzido pelo choque elétrico nas patas (Seo, 2018) ou pela privagao do sono

(Vollert et al., 2011) em ratos.

Em contraste, no presente estudo, APi-40 e/ou corrida em esteira nao alteram o
nimero de episddios de levantamentos no TCA, um resultado que concorda com a
auséncia de efeito dessas intervengdes na atividade locomotora geral. Assim, este achado
concorda com a suposi¢do de que o comportamento de levantamento pode ser
interpretado como um tipo de atividade exploratoria em roedores. De acordo, um estudo
que comparou o comportamento relacionado a ansiedade em ratos classificados de acordo
com a quantidade de levantamentos, ndo encontrou diferengas substanciais em relago as
respostas emocionais entre animais que exibiram um alto nimero de respostas de
levantamento comparados com animais que ndo exibiram esse perfil de resposta
comportamental (Thiel et al., 1999). Juntos, esses resultados sugerem que as respostas de

levantamento podem nao estar associadas ao comportamento relacionado a ansiedade.

E valido ressaltar que os sintomas depressivos podem preceder o diagnostico
clinico da DA ou ocorrer mais tardiamente, juntamente com o aparecimento dos déficits
cognitivos (memoria) (Chi ef al., 2014; Galts et al., 2019). Em consonéncia com estas
observagoes, no presente estudo, a administracao de APB1-40 ndo prejudicou o desempenho
na tarefa de localiza¢do do objeto, um paradigma comportamental que tem sido usado
para avaliar a memoria dependente do hipocampo (Assini et al., 2009; Moreira et al.,
2012). Foi relatado em um estudo prévio que a ocorréncia de comportamento tipo-
depressivo precede a disfuncdo cognitiva na tarefa de localizacdo do objeto em
camundongos submetidos a administracdo de APi.40 na mesma dose usada no presente

estudo (dos Santos et al., 2013).

Neste estudo, também demonstramos que o protocolo de corrida em esteira por 4
semanas foi capaz de prevenir o comportamento tipo-depressivo em camundongos
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submetidos a administracao de Ai-40. Curiosamente, o exercicio fisico também foi eficaz
na melhoria do desempenho cognitivo em camundongos tratados com veiculo (ndo
expostos ao APi-40), destacando ainda mais os efeitos benéficos do exercicio fisico no
aumento do desempenho cognitivo. De forma similar ao nosso estudo, o exercicio fisico
aerobico em esteira foi capaz de prevenir a ocorréncia de comportamento tipo- depressivo
em outros modelos de depressao, incluindo exposicao ao estresse cronico leve (Lee et al.,
2015) e bulbectomia olfatéria (Shin et al., 2017). No entanto, nesses estudos os animais
realizaram exercicio fisico apds a exposi¢ao ao estresse ou bulbectomia olfatoria,
enquanto em nosso estudo, camundongos realizaram a corrida em esteira antes da
exposicao ao APi-40, destacando o possivel efeito profilatico do exercicio fisico. Esta
abordagem ¢ particularmente relevante, considerando que as medidas preventivas

representam um dos principais esfor¢os no campo da neurologia (Hsu e Marshall, 2017).

Neurotrofinas como o BDNF tém sido implicadas nos mecanismos de agdo de
farmacos antidepressivos (Schmidt ¢ Duman, 2007). Alteragdes nos niveis de BDNF tém
sido implicadas na fisiopatologia tanto da depressdo quanto da DA (Galts et al., 2019),
uma vez que os niveis cerebrais diminuidos dessa neurotrofina foram mostrados tanto na
depressao (Sen et al., 2008) como na DA (Platenik et al., 2014). Além disso, tanto o
exercicio fisico agudo quanto o cronico podem aumentar os niveis séricos de BDNF em
humanos (Griffin et al., 2011), um efeito que provavelmente est4 relacionado ao fato de
que o exercicio fisico € efetivo no aumento do conteudo de BDNF no musculo esquelético
(Yu et al, 2017). Além disso, o aumento nos niveis séricos de BDNF pode ser
acompanhado por uma elevagdo nos niveis desta neurotrofina no cérebro. De fato, o
BDNF periférico pode atravessar a barreira hematoencefélica através de um sistema de
transporte de alta capacidade, saturavel e unidirecional (Pan ef al., 1998). Recentemente,
foi demonstrado que as contragdes musculares podem induzir a expressao de BDNF no
hipocampo (Maekawa ef al., 2018) e uma semana de corrida em esteira foi capaz de
aumentar a expressao desse fator neurotréfico no hipocampo (particularmente no GD) e

no cortex perirrinal (Griffin ef al., 2011).

No presente estudo, observamos uma redug¢ado significativa nos niveis de BDNF
maduro no hipocampo de camundongos submetidos & administragdo de APi.40. Vale
ressaltar que este resultado estd de acordo com estudos anteriores que mostram uma
redugdo nos niveis dessa neurotrofina na sub-regiao hipocampal CA1 de ratos submetidos

a administragdo de APi-40 no hipocampo dorsal direito (Qiu et al., 2006). Essa redugao
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nos niveis de BDNF pode estar subjacente, pelo menos em parte, ao desenvolvimento de
comportamento tipo-depressivo em camundongos expostos ao ABi.40. De fato, os niveis
reduzidos de BDNF no hipocampo tém sido observados em varios modelos de depressao,
sendo que este efeito pode ser revertido por agentes com potencial tipo-antidepressivo
como creatina (Pazini et al., 2016) e o exercicio fisico em esteira por 4 semanas

(Callaghan et al., 2017).

No presente estudo, a reducao dos niveis de BDNF maduro induzida por ABi-40
no hipocampo foi abolida pelo exercicio fisico. Por outro lado, embora a exposi¢cdo ao
AP1-40 ndo tenha alterado os niveis séricos dessa neurotrofina, quatro semanas de corrida
em esteira resultaram em um aumento nos niveis séricos da forma madura desse fator
neurotrofico. Uma possibilidade para explicar o aumento de BDNF decorrente da pratica
de exercicio fisico seria a conversao de pr6o-BDNF para o BDNF maduro apds o protocolo
de corrida em esteira. Neste cendrio, € importante notar que pro-BDNF ¢ BDNF maduro
tém efeitos opostos na sobrevivéncia neuronal e neurogénese hipocampal. O pro-BDNF
esta associado com apoptose enquanto o BDNF maduro estd relacionado com
neurogénese hipocampal (Chao, 2003; Chen et al., 2016). Curiosamente, o ambiente
enriquecido aumentou a conversdo do pr6-BDNF em BDNF maduro no hipocampo de
ratos (Cao et al., 2018). Além disso, um estudo recente mostrou que o exercicio fisico de
resisténcia aumentou a propor¢do de BDNF/pr6-BDNF no hipocampo de ratos,
melhorando a neurogénese e abolindo o comportamento tipo-depressivo apos acidente

vascular cerebral (Luo ef al., 2019).

Ha evidéncias de que tanto na DA como na depressdo ocorre uma disfun¢do na
via de sinalizacdo mediada por mTOR (Réus ef al., 2015; Franco et al., 2017). A mTOR
participa como uma proteina integradora de sinais ambientais e intrinsecos (por exemplo,
fatores de crescimento, mitdgenos, nutrientes, fontes energéticas e estresse) traduzindo
estes estimulos em respostas celulares adequadas (Magnuson et al., 2012; Huang e
Fingar, 2014). A mTOR constitui o nucleo catalitico de dois complexos de sinalizagdo
conhecidos, complexo mMTORC1 e mTORC?2. Fatores de crescimento, como o fator de
crescimento de insulina 1 (IGF1) ou o fator de crescimento endotelial (EGF), ativam o
mTORCI1 através da PI3K-Akt ou da Ras-MAPK (ERK)- RSK, respectivamente. Apds a
ativagdo, a mTOR se autofosforila no residuo Ser**3!. Apos a ativagdo por mTORCI, a

proteina ribossomica S6 cinase beta-1 (S6K1) fosforila mTOR no residuo de Ser®**,
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resultando em sua ativacao por meio de uma retroalimentagao positiva (Magnuson et al.,

2012; Huang e Fingar, 2014).

E digno de nota que um estudo post mortem mostrou um aumento na fosforilagio
(ou seja, ativagio) de mTOR (Ser**®) e seus alvos subsequentes S6/p-S6 e Raptor/p-
Raptor no hipocampo de pacientes com DA em comparagdo aos controles. Além disso,
esse aumento na fosforilagcdo (ativacdo) de mTOR parece estar correlacionado com o
declinio cognitivo e a gravidade da doencga, sendo mais pronunciado no hipocampo de
pacientes com DA avancada (Sun et al., 2014). Ao contrario desses achados post mortem,
no presente estudo, observamos uma redugio significativa nos niveis de mTOR (Ser>*4®)
no hipocampo de animais tratados com Afi40. Uma possivel explicacdo para essa
diferenca entre os achados post mortem anteriores e os presentes resultados pode estar
relacionada ao fato de que no presente estudo os niveis de fosforilagdo da mTOR foram
avaliados apenas 10 dias ap6s a administragdo de APi-s0, correspondendo a uma fase
inicial da DA, antes do desenvolvimento de deficiéncias cognitivas (ou memoria). Vale
ressaltar que ocorreu uma auséncia de efeito cognitivo na tarefa de localizagcdo do objeto
nos animais submetidos a administragdo de APi40. Além disso, a diminui¢ao da
fosforilagdo da mTOR observada no presente estudo pode ser devido a reducao da
fosforilagdo da Akt. Esta proposicdo se baseia no fato que ha relato de uma redugdo da
fosforilacdo desta proteina no hipocampo de camundongos expostos @ mesma dose de
ABi4o (Passos et al., 2010). E valido ressaltar que uma reducio semelhante na
fosforilagio da mTOR hipocampal também foi relatada em modelos animais de
depressao, indicando que uma diminui¢do na ativagao hipocampal da mTOR pode ser um
mecanismo comum subjacente a ocorréncia de comportamento tipo-depressivo. Por
exemplo, roedores expostos ao estresse cronico imprevisivel exibiram comportamento
tipo-depressivo, acompanhado por uma reducao nos niveis de fosforilacio da mTOR no
hipocampo (Zhong et al., 2014). Além disso, a diminuicdo da fosforilagio da mTOR
também foi observada no hipocampo de camundongos submetidos a administracdo
cronica de corticosterona, um modelo farmacologico de depressao (Pazini et al., 2016).
Portanto, a diminuicao da fosforilagdo desta proteina em animais expostos ao ABi-40 pode
estar, pelo menos em parte, relacionada ao comportamento tipo-depressivo exibido por

estes animais.

Os efeitos do exercicio fisico na sinalizagdo de mTOR no cérebro nao estio

totalmente elucidados. De fato, enquanto alguns estudos relataram aumento da ativacao
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da mTOR cerebral em roedores submetidos ao exercicio fisico, outros ndo relataram
alteracdes nesta via de sinalizagdo. Por exemplo, um estudo demonstrou que a corrida
forcada em esteira (15 m/min, 30 min/dia, por 5 dias) aumentou os niveis de BDNF no
hipocampo em camundongos, sendo este efeito associado a ativacao do receptor TrkB e
subsequente ativagao da sinalizagao PI3K/Akt/mTORCI1 (Fang et al., 2013). Da mesma
forma, 6 semanas de corrida voluntaria ou forgada aumentaram a fosforilagdo da mTOR
em varias regides do cérebro, incluindo o hipocampo, a amigdala, o cortex pré-frontal e
o estriado (Lloyd et al., 2017). Por outro lado, em outro estudo, a corrida forcada em
esteira s6 foi capaz de induzir um aumento transitorio da expressao da mTOR no
hipocampo de ratos. Esta maior expressdao da mTOR foi detectada apenas 24 h ap6s um
dia de exercicio fisico em esteira, mas ndo estava mais presente quando os ratos foram
submetidos a 2 semanas ou § semanas de corrida em esteira (Elfving et al., 2013). Em
outro estudo ndo foram observadas alteragdes na fosforilagio da mTOR no hipocampo e
no cortex cerebral de ratos submetidos a um protocolo de corrida em esteira (entre os dias
pos-natal 21 e 60) (Victorino et al., 2017). No presente estudo, embora o exercicio fisico
por si s6 ndo tenha resultado em aumento da fosforilacdo/ativacio da mTOR (como
demonstrado pela comparacdo dos grupos exercitados sedentdrios e tratados com
veiculo), este protocolo de corrida em esteira foi capaz de prevenir a redugdo na
fosforilagdo da mTOR hipocampal observada em camundongos sedentarios submetidos
a administracdo de APi-40. Esses resultados sdo semelhantes aos relatados anteriormente
em ratos submetidos ao estresse de imobiliza¢do, um protocolo que reduziu a fosforilagao
da mTOR hipocampal em animais de controle (sedentérios), mas nao naqueles que foram
submetidos a um protocolo de corrida em esteira (Fang et al., 2013). Esses resultados
sugerem que a corrida em esteira pode potencializar a ativacdo da mTOR, particularmente

em condicdes associadas a diminuicao de sua fosforilacao.

A ZSG do GD hipocampal ¢ um dos poucos nichos neurogénicos no encéfalo de
mamiferos adultos (Toda et al., 2019). A neurogénese do hipocampo adulto engloba a
geracdo de novas células granulares funcionais provenientes de células-tronco neurais
adultas localizadas na ZSG através da amplificacdo de células progenitoras intermediarias
e neuroblastos (ou seja, neurénios imaturos), bem como a integracdo desses neuronios
recém-gerados em células neurais em circuitos existentes (Kempermann et al., 2004; Lie
et al., 2004). O processo neurogénico ¢ regulado e influenciado por multiplos fatores

ambientais e intrinsecos da célula. Diversos estudos sugerem que déficits na neurogénese
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hipocampal podem ser responsaveis, pelo menos em parte, por algumas das alteracdes na
funcdo hipocampal observadas tanto na DA quanto na depressao (Toda et al., 2019). De
fato, um dano na proliferacao de células do hipocampo foi previamente relatado em ratos
submetidos a administracao de ABi-s0 por 10 semanas (Kimura et al., 2009). Concordando
com essas evidéncias, no presente estudo, a administragdo de APi40 diminuiu a
proliferagdo celular e a sobrevivéncia de células recém-geradas no GD do hipocampo.
Por outro lado, esses déficits na plasticidade estrutural do hipocampo induzidos por ABi-
40 foram prevenidos pelo protocolo de exercicio fisico em esteira por 4 semanas,
destacando o efeito protetor da corrida moderada na modulagao dessas duas fases criticas
do processo neurogénico. O periodo de 4 semanas corresponde ao tempo necessario para
que as células recém geradas amaduregam completamente e, portanto, constitui o tempo
ideal para avaliar a sobrevivéncia de células recém-geradas no hipocampo. Varios estudos
sobre os efeitos do exercicio fisico na neurogénese do hipocampo em adultos utilizaram
protocolos de exercicio fisico com duragdo semelhante ao usado no presente estudo (Ma

etal.,2012; Kwon et al., 2013; Kim et al., 2014; Sung, 2015; Luo et al., 2019).

Também mostramos que a redugdo na proliferagdo e sobrevivéncia celular
induzido por APi4o0 ocorreu tanto na porgdo ventral e dorsal do GD hipocampal. E
importante ressaltar que enquanto o hipocampo dorsal se comunica com regides cerebrais
associadas a cognicao, estando envolvido principalmente nos processos de aprendizagem
e memoria, o hipocampo ventral tem conexdes com regides cerebrais envolvidas na
regulacdo emocional e no comportamento afetivo, sendo portanto, principalmente
envolvido na mediacao da resposta ao estresse, bem como emogao e afeto (Fanselow e
Dong, 2010). Desta forma, a auséncia de diferencas na proliferacdo celular e na
sobrevivéncia de células recém-geradas entre as porg¢des dorsal e ventral do GD do
hipocampo em camundongos submetidos a administragdo de APi.40 sugere que esse
peptideo provoca um amplo comprometimento nesses estagios de neurogénese, ao longo
de todo o eixo dorso-ventral do hipocampo. Esse achado nao foi relatado anteriormente
na literatura. Além disso, enquanto a reducdo na proliferagdo e sobrevivéncia celular
observada no GD dorsal pode estar associada aos déficits cognitivos associados a
exposicao APi-40, a diminuig¢do na proliferagao e sobrevivéncia celular que foi observada
no GD ventral provavelmente contribui para o comportamento tipo-depressivo induzido
pela administragdo de APi-40. De forma semelhante, foi relatado que 3 dias de privagdo

de sono, um protocolo que causa déficits cognitivos e resposta anormal ao estresse,
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causou redug¢do da proliferagao celular tanto no aspecto dorsal quanto ventral da ZSG do
hipocampo de rato, avaliada por imuno-histoquimica para a proteina Ki-67 do ciclo
celular (Murata et al., 2018). Por outro lado, uma diminui¢@o na proliferagao celular foi
especificamente observada na por¢ao ventral do GD do hipocampo em um modelo de
depressao induzido pela administragao cronica de corticosterona em camundongos

(Pazini et al., 2017).

No presente estudo, o exercicio fisico per se foi efetivo no aumento de
proliferacdo e a sobrevivéncia de células recém-geradas tanto do GD dorsal e ventral, um
resultado que pode estar relacionado ao fato de que este protocolo de exercicio fisico foi
capaz de melhorar o desempenho cognitivo, bem como provocar um efeito tipo-
antidepressivo em camundongos tratados com veiculo. Esses achados estdo de acordo
com estudos prévios que mostram o potente efeito pro-neurogénico do protocolo de
corrida em esteira por 4 semanas em roedores (Kim et al., 2014; Sung, 2015; Kim et al.,
2017). Além disso, nossos resultados também sugerem que este protocolo de corrida em
esteira pode ser uma estratégia ndo invasiva para prevenir o comprometimento do
processo neurogénico observado apds a administracdo de APi-40. De acordo com estes
resultados, um estudo anterior usando o modelo de camundongo transgénico da DA
(3xTg) demonstrou que o protocolo de corrida em roda voluntaria durante 11 semanas foi
eficaz no aumento da neurogénese do hipocampo adulto, mas sem prevenir as alteragdes
neuropatolégicas caracteristicas desta doenga. E importante destacar que a fluoxetina nio
foi capaz de promover a neurogénese hipocampal adulta neste modelo transgénico de DA,
ao contrario do exercicio fisico em roda de corrida voluntaria, destacando ainda mais o
potente efeito pro-neurogénico do exercicio fisico (Marlatt et al., 2013). Da mesma
forma, camundongos transgénicos para DA (TgCRNDS) submetidos ao protocolo de roda
de corrida voluntdria por 2 meses nao apresentaram declinio no nimero de células
positivas para BrdU no GD hipocampal (Maliszewska-Cyna et al., 2016). Considerando
estas descobertas, ¢ razoavel especular que a manutenc¢do da neurogénese no hipocampo
de animais adultos por meio da pratica de exercicio fisico pode promover plasticidade
estrutural e funcional na DA. Estudos futuros sdo necessarios para melhor caracterizar o
modelo induzido por Afi40 e determinar se as mudangas comportamentais,
neuroquimicas e estruturais relatadas aqui progridem com a exposi¢do a longo prazo a

esse peptideo. Ainda ¢ importante investigar futuramente se a pratica de exercicio fisico
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também ¢ capaz de prevenir déficits associados a estagios posteriores de progressao da

DA.

1.6 CONCLUSAO
Os resultados do presente estudo sumarizados na Tabela 1 e ilustrados na Figura

18 corroboram com achados prévios mostrando que a administracdo in vivo do APi-20 em
camundongos constitui um modelo experimental util para estudar o comportamento tipo-
depressivo e as alteragdes neuroquimicas e estruturais associadas ao hipocampo. O
comportamento tipo-depressivo induzido por ABi-4 foi paralelamente acompanhado pela
reduc¢do nos niveis de BDNF maduro e fosforilagio de mTOR (Ser?**¥) no hipocampo,
alteragdes relacionadas com prejuizo na sobrevivéncia celular nesta estrutura. Além disso,
a administragdo de APi-40 reduziu a proliferacdo celular e a sobrevivéncia de células
recém-geradas em todo o GD do hipocampo, incluindo suas por¢des ventral e dorsal. E
importante ressaltar que um protocolo moderado de corrida em esteira por 4 semanas foi
eficaz em prevenir esses déficits, principalmente no GD ventral, indicando que a pratica
de exercicio fisico pode ser uma estratégia de estilo de vida eficaz para prevenir DA e/ou

retardar sua progressao.
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Tabela 1- Resumo dos resultados obtidos no Capitulo I

Parametros Grupos
Exercitado AP Sedentario AP + Exercicio
Imobilidade l T +*
Laténcia = +
imobilidade l
cruzamentos = = =

Tempo no centro
N° de autolimpeza
Bolos fecais

N° de
levantamentos

Realocagao de
objeto Treino

Realocagao de
objeto Teste

BDNF sérico
BDNF hipocampal
p-mTOR (Ser**®)
mTOR total
Proliferagao total

Proliferacao no GD
ventral

Proliferacao no GD
dorsal

Sobrevivéncia total

Sobrevivéncia GD
ventral

Sobrevivéncia GD
dorsal

i — — Il

e e T S S

—_— - [l

“— «— || <« <« |

i S N —

| N N

H
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1

Legenda: 1 aumento em relagdo ao grupo controle; | reducdo em relagdo ao grupo controle; = sem
diferenga significativa em relagdo ao grupo controle; # prevengdo do efeito em relagdo ao grupo

sedentario Ap.
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Figura 18- Representacao esquematica dos resultados comportamentais e morfoldgicos

obtidos no Capitulo I
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Legenda: Resumo dos resultados obtidos no Capitulo I, animais submetidos a administragdo de APi-0
apresentaram comportamento tipo-depressivo e ansioso, diminui¢do de BDNF e fosforilagdo de mTOR no
hipocampo, como também a diminui¢do da proliferacdo e sobrevivéncia celular no GD do hipocampo. A
pratica de exercicio fisico foi capaz de prevenir esses parametros. Fonte: do Autor.
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CAPITULO II: EFEITO PROFILATICO DO EXERCICIO FISICO NO
COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO E DISFUNCAO DA MICROBIOTA
INTESTINAL INDUZIDO POR Api-40

I1.1 INTRODUCAO

A DA ¢ reconhecida pela OMS como uma prioridade global de satde publica, pois
¢ a forma mais comum de deméncia em idosos e € a principal causa de incapacidade no
final da vida (Lane et al., 2018). Além disso, os pacientes com DA podem apresentar
sintomas psiquidtricos, e o distirbio psiquiatrico mais comum presente nesses individuos
¢ a depressdo (Galts et al., 2019). Um estudo de meta-analise relatou que a depressao esta
presente em aproximadamente 40%-50% dos casos de DA, resultando em maior

institucionalizagdo e mortalidade desses individuos (Chi et al., 2014; Zhao et al., 2016).

A disfun¢do no eixo microbiota-intestino-cérebro pode estar subjacente tanto a
patogénese da DA como da depressdo (Cenit e al., 2017; Kobayashi et al., 2017; Quigley,
2017). Portanto, a regulagdo do microbioma comensal do intestino que desempenha um
papel essencial na protec¢do contra infecgdes, modelando e regulando as respostas imunes,
mantendo a homeostase do hospedeiro (Zhang et al., 2015), poderia ser uma terapia

promissora tanto para a DA (Bonfili ef al., 2017) como para a depressdao (Cheung et al.,

2019).

As células caliciformes do epitélio intestinal sdo importantes reguladoras da
homeostase intestinal, pois secretam mucinas e outros produtos essenciais para a defesa
intestinal (Allaire et al., 2018). Tem sido indicado que as células de Paneth (células
especializadas no epitélio do intestino delgado) também desempenham um papel
importante na imunidade inata através da sua capacidade de secretar peptideos e proteinas
antimicrobianas (Elphick e Mahida, 2005). A imunidade inata fornece a primeira linha de
defesa contra microorganismos invasores e confere prote¢do ao desencadear respostas
inflamatorias e antimicrobianas. Os déficits das células de Paneth induzem a disbiose da
microbiota em camundongos (Riba et al., 2017), que pode ser um fator de risco para
depressdo (Liang ef al., 2018). Portanto, estratégias terapéuticas que poderiam melhorar
a resposta de células de Paneth poderiam ser um novo alvo para o manejo de sintomas
depressivos associados a alteragdes neurodegenerativas.

Os principais desafios atuais na depressdo associados a DA incluem a falta de

tratamentos eficazes e poucas estratégias preventivas bem estabelecidas. O exercicio
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fisico tem sido proposto como estratégia nao farmacologica tanto para DA (Paillard et al.,
2015; Cass, 2017) como para depressdo (Stanton e Reaburn, 2014). Recentemente,
relatamos o efeito profilatico do exercicio fisico em esteira no comportamento tipo-
depressivo induzido por APBi-40 em camundongos (Rosa et al., 2019), um efeito associado
a modulagdo do BDNF hipocampal, sinalizagdo mTOR e promogao da proliferagdao
celular, sobrevivéncia de células recém-geradas no GD hipocampal. Vale ressaltar que
evidéncias sugerem que a neurogénese do hipocampo adulto pode ser influenciada pelo
microbioma (Ogbonnaya et al., 2015). Além disso, foi relatado que o exercicio fisico
pode modificar a composi¢ao da microbiota intestinal em humanos e roedores (Allen et

al.,2015; Liu et al., 2015; Monda et al., 2017; Dalton et al., 2019).

Diante deste cendrio, o presente estudo avaliou os possiveis efeitos profilaticos do
exercicio fisico sobre alteragcdes comportamentais e relacionadas ao eixo intestino-
microbiota-cérebro em camundongos: a) comportamento tipo-depressivo avaliado no
TSC e no FUST; b) parametros morfologicos no duodeno avaliados pela coloragao de
hematoxilina e eosina e microscipia eletronica de transmissao; ¢) abundancia de bactérias

dos filos Firmicutes e Bacteroidetes no conteudo fecal.

I1.2 MATERIAIS E METODOS
I11.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (30-40 g, 45-55 dias de idade)
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(Florianopolis, SC, Brasil). Os camundongos foram alojados em grupos de 10 animais
por gaiola de plastico sob condigdes controladas de luz (luzes acesas no periodo de 7:00
as 19:00 horas) e temperatura (21 = 1°C). Os camundongos tiveram acesso livre a ragao
padrdo de laboratorio e a 4gua da torneira filtrada e se adaptaram ao laboratorio por pelo
menos 1 semana antes do inicio do protocolo experimental. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em grupos experimentais especificos. Todas as manipulagdes foram
realizadas entre 13:00 e 17:00 horas. Todos os procedimentos deste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica da Instituicio (CEUA N° 5142180518). Todos os
esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o numero de

animais usados nesses experimentos.
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I1.2.2 Tratamentos

Foi utilizado APi-40 (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) dissolvido
em solucdo tampao salina fosfato (PBS; pH 7,4; 1 mg/mL) e incubada a 37°C durante
quatro dias para induzir a agregacdo. APi4o (3 ul; 400 pmol/camundongo) foi
administrado por via i.c.v. Os animais foram levemente anestesiados com isoflurano
(2,5%; Abbot Laboratorios do Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) antes das injecdes
i.c.v., as quais foram realizadas usando um método a mao livre. Resumidamente, uma
agulha hipodérmica de 0,4 mm de didmetro externo presa a uma canula ligada a uma
seringa Hamilton de 25 pl foi inserida perpendicularmente através do cranio (ndo mais
do que 2 mm no cérebro) de cada camundongo. ABi-40 ou veiculo (PBS) foi injetado
diretamente no ventriculo lateral esquerdo, nas seguintes coordenadas de bregma: antero-
posterior (AP) 0,1 mm; mediolateral (ML) 1 mm; e dorsoventral (DV) 3 mm. Todos os
camundongos exibiram um comportamento normal dentro de 1 min apos a inje¢do. A
injecdo foi administrada por 30 segundos e a agulha permaneceu por mais 15 segundos
para evitar o refluxo das substancias injetadas. O local da inje¢ao foi de 1 mm a esquerda
do ponto médio em uma linha tragada através da base anterior das orelhas. Apos a
dissecacao de cada encéfalo, o local da injecdo foi examinado macroscopicamente, sendo
que em casos de posicionamento errado da injecdo ou qualquer sinal de hemorragia
cerebral foram excluidos das anélises restantes (<5%) (Rosa et al., 2018; Prediger et al.,
2007). ABi-40 ou veiculo foram administrados dez dias antes dos testes comportamentais

(Rosa et al., 2018; Ludka et al., 2017).

I1.2.3 Protocolo de Exercicio fisico
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: 1-sedentarios; 2-

exercicio em esteira; 3-sedentarios/Ai-40; 4- exercicio em esteira/APi-40. Os animais dos
grupos exercitados foram submetidos a um periodo de 4 semanas de exercicio fisico
composto por 5 sessdes de corrida por semana (segunda a sexta-feira) em aparelho de
esteira (Insight ®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Cada sessao de corrida durou 40 min/dia.
A velocidade da esteira foi progressivamente aumentada (em incrementos de 2 m/min por
semana) durante o periodo de 4 semanas, iniciando em 6 m/min no inicio do protocolo e
concluindo com 12 m/min ao final do protocolo. O protocolo de corrida foi realizado
entre as 13:00 e as 15:00 horas. Os camundongos do grupo controle (sedentérios) foram
colocados em uma esteira travada pelo mesmo periodo de tempo. Os animais dos grupos
de corrida foram monitorados de perto para garantir sua seguranga e treinamento (Rosa

et al.,2019) (Figura 19).
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Figura 19- Linha do tempo experimental.
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Legenda: Os camundongos dos grupos exercitados foram submetidos a 4 semanas de corrida em esteira (5

dias/semana, 40 min/dia). Dezoito dias apds o inicio do protocolo de exercicio fisico os camundongos
receberam administragdo de ABi-40 (400 pmol/ animal/ i.c.v.) ou veiculo pela via i.c.v. Vinte e quatro horas
apos o ultimo dia de exercicio fisico os camundongos foram submetidos aos testes comportamentais (teste
de suspensdo pela cauda- TSC, teste do farejamento da urina de fémea -TFUF e teste do campo aberto -
TCA). Subsequentemente, os camundongos foram transcardialmente perfundidos, o duodeno e as fezes
foram coletados, as sec¢des do duodeno foram processadas para andlise histoloégica do duodeno por
coloragdo com H&E e para analise em microscopia eletronica de transmissdo das células de Paneth e
microvilosidades. As fezes foram coletadas para analise de filos de bactérias por RT- qPCR. (Fonte: do

Autor, com algumas imagens obtidas do Mind the Graph).

I1.2.4 Teste de suspensao pela cauda (TSC)

Os camundongos foram suspensos pela cauda com fita adesiva a 50 cm do chdo e o tempo
de imobilidade (em segundos) foi registado numa sessao de 6 min (Steru ef al., 1985). Os
camundongos foram considerados imdveis apenas quando suspensos passivamente e
completamente imodveis. Este teste tem validade preditiva, uma vez que os

antidepressivos convencionais diminuem o tempo de imobilidade neste teste (Figura 20).
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Figura 20 - Teste de suspensdo pela cauda

Legenda: A) Representa o animal imével e B) representa o animal em movimento. Fonte: imagem cedida

por Agatha Oliveira.

I1.2.5 Teste de campo aberto (TCA)

Para avaliar os efeitos do tratamento farmacoldgico sobre a atividade locomotora,
os camundongos foram avaliados no teste do campo aberto, como descrito anteriormente
(Rodrigues et al., 2002). Os camundongos foram colocados individualmente em uma
caixa de madeira (40 x 60 x 50 cm) com o piso dividido em 12 quadrantes iguais. O
nimero de quadrantes cruzados pelo animal com suas quatro patas (cruzamentos) foi

registrado durante um periodo de 6 min (Figura 21).
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Figura 21- Teste do campo aberto

Legenda: Os animais sao colocados dentro de uma arena quadriculada e o nimero de cruzamentos com as

4 patas ¢ registrado. Fonte: imagem cedida por Agatha Oliveira.

I1.2.5 O teste de farejamento da urina da fémea (TFUF)

Neste teste, o comportamento de busca de recompensa foi avaliado. Uma hora
antes do teste, os camundongos foram habituados a uma haste flexivel com ponta de
algodao inserido na sua gaiola. O teste teve trés fases: 1) uma exposi¢do (3 min) a esta
haste embebida em dgua deionizada; 2) um intervalo de 45 min durante o qual o animal
nao foi exposto ao procedimento; e 3) uma exposi¢do (3 min) a uma haste flexivel
embebida em urina fresca coletada de fémeas na fase estro do ciclo estral. Durante a fase

3, a duragdo do farejamento foi registrada (Malkesman et al., 2010) (Figura 22).
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Figura 22 - Teste de farejamento da urina da fémea

.ﬁ.:u. | Urina |

7 /7

45 min
i

s

Habituagio Tests

Legenda: Na fase de habituagdo o animal é exposto a uma haste flexivel com agua por 3 min. Apos 45
minutos, o animal ¢ exposto a uma haste flexivel embebida em urina de fémea na fase estro do ciclo estral,
por 3 min, sendo o tempo de farejamento registrado. (Fonte: do Autor, com algumas imagens obtidas do

Mind the Graph).

I1.2.6 Colorac¢ao com hematoxilina e eosina (H&E)

Os camundongos foram anestesiados com pentobarbital (50 mg / kg, i.p.) e
transcardialmente perfundidos com cloreto de sodio a 0,9% (NaCl) seguido por
paraformaldeido a 4% (PFA). O duodeno foi dissecado e um segmento de
aproximadamente 5 cm foi coletado, fixado em PFA a 4% e embebido em parafina.
Seccoes (5 um) foram cortadas dos blocos em parafina utilizando um micrétomo rotativo
Leica RM2255 (Leica Biosystems Nussloch, Heidelberger StraBle, Alemanha). As
seccoes foram entdo coradas com hematoxilina e eosina (H&E) utilizando o sistema de
transferéncia Leica ST5010 Autostainer XL (Leica Biosystems Nussloch, Heidelberger
Strale, Alemanha) com protocolos padrdo. As laminas foram montadas usando uma
resina sintética (Entellan; Merck, Alemanha). As andlises foram realizadas em imagens
do scanner de slides Axion Scan (ZEISS International, Oberkochen, Alemanha). A altura
e a largura de 5 vilosidades foram medidas por cada segmento para determinar a altura
das vilosidades. Células caliciformes foram contadas em 5 vilosidades e as células de
Paneth foram contadas em 5 criptas. A profundidade da cripta foi medida a partir da

jungdo cripta-vilosidade at¢ a base em 5 amostras.
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I1.2.7 Microscopia eletronica de transmissiao de células de Paneth e
microvilosidades

Ap0s a perfusdo transcardiaca, um segmento duodenal (2 cm) foi retirado de dois
camundongos por grupo. Os segmentos duodenais foram fixados por 24 h em
glutaraldeido a 2,5% em solu¢do salina tamponada com fosfato 0,1 M (PBS) pH 7.4, e
pos-fixados por 1 h em solucao de tetréxido de 6smio a 2% em tampao fosfato pH 7,4 (1:
1). As amostras foram lavadas com PBS seguido de agua (10 min cada lavagem).
Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série utilizando acetona em diversas
concentragdes e, em seguida, incorporadas na resina de Spurr (EMS, Hatfield, PA, EUA).
Secgdes ultrafinas (70 nm) foram feitas utilizando um ultramicrotomo (Leica, Reicheit
Ultracut S, Viena, Austria) e contrastadas utilizando acetato de uranilo e citrato de
chumbo. As fotomicrografias foram feitas em microscopio eletronico de transmissao JEM

1011 (JEOL, Téquio, Japao) a 80 kV.

I1.2.8 Coleta de Amostras Fecais, Extracio de DNA e PCR quantitativo em tempo

real

Amostras fecais foram coletadas imediatamente apos os testes comportamentais,
diretamente a partir do c6lon em frascos estéreis e foram imediatamente congeladas a -
80°C antes da extragdo do DNA. O DNA gendmico microbiano foi extraido de cada
amostra fecal usando um kit FastDNA ™ Spin (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, EUA)
de acordo com a recomendacao do fabricante. As condi¢des de amplificagdo foram 50°C
durante 2 min, 95 ° C durante 10 min seguido por 40 ciclos de 95°C durante 30 s e 60°C
durante 90 s. Os iniciadores utilizados foram desenhados com o software Primer Express

versdo 3.0 (Applied Biosystems, EUA) e as sequéncias sdo descritas subsequentemente:

bactérias totais (ACTCCTACGGGAGGCAGCAQG) e reversas
(ATTACCGCGGCTCTGG); Firmicutes forward (GCAGTAGGGAATCTTCCG) e
TEVerso (ATTACCGCGGCTGCTGQG), Bacteroidetes forward

(GTACTGAGACACGGACCA) e reverso (ATTACCGCGGCTCTGG) (Invitrogen,
EUA). Os ensaios quantitativos de PCR em tempo real do gene do RNA ribossomico 16S
(rRNA) foram realizados utilizando o protocolo descrito por Fierer et al. (2005). Os
resultados foram analisados pelo programa software Sequence Detection Systems (SDS)

versdo 2.4 (Applied Biosystems, CA, EUA).

II. 3 ANALISE ESTATISTICA
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Os dados sao apresentados como média + erro padrao da média (S.E.M.). As
diferencas entre os grupos experimentais foram determinadas por anélise de variancia de
duas vias (ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Duncan, quando apropriado. A
analise de correlagao de Pearson foi realizada para investigar qualquer possivel relagao
entre comportamento, parametros morfoloégicos do duodeno e microbiota. Um valor de p

< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

I1.4 RESULTADOS

I1.4.1 Efeito do exercicio fisico em esteira no TSC e no TFUF

Os resultados apresentados na Figura 23A mostram os efeitos do protocolo de
exercicio fisico em esteira rolante (4 semanas, 40 min/dia) e/ou da administracao Ai-40
no TSC. A ANOVA de duas vias revelou um efeito principal significativo do tratamento
APi-40 [F (1,24) = 30,55, p <0,01]; corrida em esteira [F (1,24) = 122,97, p <0,01]; e a
interacao da administragao de APi-40 x corrida em esteira [F (1,24) = 12,82, p<0,01] em
relacdo ao tempo de imobilidade no TSC. A andlise post hoc indicou que a exposi¢do a
AP1-40 aumentou significativamente o tempo de imobilidade no teste, em comparacdo com
a administragdo do veiculo (p <0,01). Além disso, o protocolo de exercicio fisico reduziu
o tempo de imobilidade no TSC tanto em camundongos tratados com veiculo (p < 0,01)
quanto com APi-40 (p < 0,01), indicando que este protocolo de exercicio fisico teve um
efeito tipo-antidepressivo em camundongos sedentarios e evitou a ocorréncia de

comportamento tipo-depressivo em camundongos submetidos a administracao de APi-4o.

Os resultados apresentados na Figura 23B mostram os efeitos da corrida em
esteira e/ou da administracio do APi40 no comportamento motivacional em
camundongos submetidos ao TFUF. Em relagdao ao tempo gasto com farejamento, a
ANOVA de duas vias revelou um efeito principal significativo da corrida em esteira ([F
(1,24) =210,87, p < 0,01]) e a administragao do APi-40 ([F (1,24) = 46,53 p <0.01], mas
nao foi observada uma interagdo significativa da interagdo APi-40 x corrida em esteira ([F
(1,24) = 1,47, p =0,23].) A analise post hoc mostrou uma diminui¢do do tempo gasto no
farejamento da urina da fémea na fase estro do ciclo estral em camundongos submetidos
a administracdo de ABi.40 (p < 0,01), um efeito prevenido pelo exercicio fisico. Além
disso, os camundongos submetidos a exercicio fisico dispenderam mais tempo cheirando
a urina da fémea, em comparagdo com camundongos sedentarios (p < 0,01). A Figura
23C mostrou que a administragdo de APi40 e/ou corrida em esteira ndo teve efeito

significativo sobre a atividade locomotora global, avaliada com o TCA (tratamento com
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ABi4o [F (1,24) = 0,01, p = 0,97]; esteira em esteira [F (1,24) = 1,71, p = 0,20];
administragdo de APi-40 x corrida em esteira [F (1,24) =2.33, p = 0.14]).

Figura 23 - Efeitos da administragao de A 1-40 €/ou exercicio fisico em esteira no TSC

e no TFUF
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Legenda: Efeitos da administracdo de AP 1.40 € / ou exercicio fisico no tempo de imobilidade (A) no TSC,
no tempo de farejamento no TFUF (B) e no nimero de cruzamentos no TCA (C) (n = 8 animais / grupo).
Barras representam médias + S.E.M. ** p < 0,01 quando comparado com o grupo tratado com veiculo; ##
p <. 01 em comparagdo com o grupo sedentario submetidos a administragdo de a AR (ANOVA de duas

vias seguido pelo teste post hoc de Duncan).
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11.4.2 Efeito do exercicio fisico em esteira e/ou da administracio de APi-40 em
parametros morfolégicos do duodeno avaliados por coloracao de H&E

A Fig. 24 descreve os efeitos da corrida em esteira e da administragdo de APi-40
em parametros morfoldgicos do duodeno avaliados por coloracdo com H&E. A Fig. 24B
ilustra a comprimento das vilosidades de camundongos sedentdrios e exercitados
submetidos a administragdo de APi40. A ANOVA de duas vias revelou um efeito
principal significativo da corrida em esteira [F (1,16) = 56,68, p < 0,01] e efeito
significativo da administracdo de APi-40 X interag@o corrida em esteira [F (1,16) = 5,43, p
= 0,05], mas sem efeito principal significativo da administracdo de ABio [F (1,16) =
0,78, p=0,36] em relagdo a altura das vilosidades. A analise post hoc revelou que a altura
das vilosidades ¢ maior nos camundongos exercitados em compara¢do com camundongos
sedentarios, independentemente da administracdo de ABi4o (p < 0,01). Além disso, as
vilosidades possuem maior comprimento no grupo submetido a administragdo de ABi-40
que previamente foi submetido ao protocolo de exercicio em esteira em comparagao com
o grupo sedentario submetido a administracdo de APi-40 (p <0,01). A Fig. 24C mostra a
influéncia da administragdo de Ai4o0 e exercicio fisico em esteira na largura das
vilosidades do duodeno. A ANOVA de duas revelou um efeito principal significativo da
corrida em esteira ([F (1,16) = 66,04, p < 0,01]), um efeito principal significativo da
administracao do ABi-40 ([F (1,16) = 15,10, p < 0,01]), mas nenhum efeito significativo
da interagdo entre a administragdo APi-40 X interagdo corrida em esteira ([F (1,16) = 1,81,
p = 0,19]). A analise post hoc revelou que a largura das vilosidades foi maior nos
camundongos exercitados em comparagdo com os camundongos sedentarios. Além disso,
a administragdo de Afi-40 causou uma reducdo neste pardmetro morfoldgico, um efeito
que foi prevenido pelo exercicio fisico em esteira. A Fig. 24D ilustra o nimero de células
caliciformes/vilosidade em camundongos exercitados e sedentarios submetidos a
administracao de ABi-40. A ANOVA de duas vias revelou um efeito principal significativo
da corrida em esteira ([F (1,16) = 43,85, p <0,01]) e um efeito principal significativo da
administracao de ABi-40 ([F (1,16) = 5,49, p < 0,05]), mas nenhum efeito significativo da
interacao administra¢dao de APi-40 x corrida em esteira ([F (1,16)=0,08, p=0,77). Analise
post hoc indicou que camundongos submetidos ao exercicio fisico apresentaram maior
nimero de células caliciformes em comparagdo ao grupo controle (p < 0,01). A

administracao de A1-40 mostrou uma tendéncia (p = 0,08) para diminuir o nimero destas
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células em comparagdo com o grupo controle. Além disso, os camundongos exercitados
submetidos a administracao de Ai-40 apresentaram maior nimero de células caliciformes
em comparagdo com grupo sedentario submetidos a administracdo de ABi-40 (p < 0,01).
A Fig 24E descreve os efeitos da corrida em esteira ¢ da administracdo de APi-40 em
relagdo a quantidade de células Paneth/cripta. Em relagdo a este parametro, a ANOVA
duas vias revelou um efeito principal significativo da corrida em esteira [F (1,16) =
191,86, p < 0,01] e um efeito significativo da interacdo da administragdo de APi40 x
corrida em esteira [F (1, 16) = 5,10, p < 0,05]. No entanto, nenhum efeito principal
significativo da administragdao de ABi-s0 [F (1,16) = 0,07, p = 0,79] foi detectado. O teste
post hoc indicou que camundongos submetidos ao exercicio fisico apresentaram maior
nimero de células de Paneth em comparacdo ao grupo controle (p < 0,01). A
administracao de Ai-40 mostrou uma tendéncia (p = 0,09) para diminuir o nimero destas
células em comparagdo com o grupo de controle. A Fig 24F mostra os efeitos da corrida
em esteira e da administracdo de ABi-40 na profundidade da cripta. A ANOVA de duas
vias revelou um efeito principal significativo da corrida em esteira ([F (1,16) = 18,17, p
< 0,01]), um efeito principal significativo da administracao de ABi-40 ([F (1,16) = 5,40, p
< 0,05]), mas nenhum efeito significativo da interacdo da administracdo de APi-40 x
corrida em esteira ([F (1,16) = 0,09, p=0,76]). O teste post hoc indicou que camundongos
submetidos ao exercicio fisico apresentaram maior profundidade de cripta em
comparagdo ao grupo controle (p < 0,05). A administragdo de APi40 mostrou uma
tendéncia (p = 0,08) para uma menor profundidade da cripta em compara¢do com o grupo
de controle. Além disso, os camundongos exercitados submetidos a administragdao de APi-
40 apresentaram maior profundidade da cripta quando comparados com os animais

sedentéarios submetidos a administragdo de ABi-40 (p <0,01).
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Figura 24 - Efeitos da administracdo de AP 140 €/ou exercicio fisico em esteira sobre

parametros morfologicos do duodeno
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Legenda: (A) Fotomicrografias representativas dos efeitos da administracdo de Afi.40 e/ou exercicio fisico
em esteira sobre pardmetros morfologicos do duodeno: (B) comprimento das vilosidades, (C) largura das
vilosidades, (D) numero de células caliciformes/vilosidade, (E) nimero de células de Paneth/cripta, (F)
profundidade da cripta. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 20 x (barra de escala = 100 um)
ou 40 x (barra de escala = 50 um; inser¢ao). Os resultados estdo representados como média + S.E.M. ** p
< 0,01 quando comparado com o grupo tratado com veiculo; ## p < 0,01 em comparagdo com o grupo
sedentario submetidos a administracdo de ABi40 (ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de

Duncan).
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11.4.3 Efeito do exercicio fisico em esteira e/ou da administracao de Afi-40 na
morfologia das microvilosidades do duodeno avaliadas por microscopia eletronica
de transmissio

A Fig. 25 ilustra fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de
transmissdo de uma seccdo transversal do epitélio do duodeno de camundongos
submetidos a administracdo de ABi.40 e/ou exercicio fisico. Em relagdo a morfologia das
microvilosidades, diferencas visiveis no comprimento dessas estruturas podem ser
observadas entre os grupos, com camundongos exercitados apresentando um maior
comprimento das microvilosidades em relagdo aos outros grupos. E possivel observar as
microvilosidades epiteliais obtidas de camundongos sedentarios submetidos a
administracdo de APi-40 apresentam-se mais curtas e com uma heterogeneidade no seu
comprimento, mostrando um empacotamento desordenado (indicado por setas no painel

SED + Ap).

Figura 25- Efeito do exercicio fisico em esteira e/ou da administracdo de APi.40 na
morfologia das microvilosidades do duodeno avaliadas por microscopia eletronica de

transmissao

Legenda: Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo de uma seccdo transversal
do epitélio do duodeno de camundongos submetidos & administragcdo de A4 e/ou exercicio fisico. SED,
sedentario; EX, exercitado; SED + AP, animais sedentarios submetidos a administragdo de AP;.40; EX +
AP animais exercitados submetidos a administracdo de APi4. As setas mostram as microvilosidades. As

imagens foram obtidas com uma ampliagdo de 15.000 x (barra de escala = 1 um).
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11.4.4 Efeito do exercicio fisico em esteira e/ou da administracao de Afi-40 na
morfologia das células de Paneth no duodeno avaliadas por microscopia eletronica
de transmissio

A Fig. 26 mostra fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de
transmissdo de células de Paneth a partir do duodeno de camundongos submetidos a
administracao de Ai-40 €/ou exercicio fisico. Estas células contém granulos de secre¢do
com um nucleo denso rodeado por um halo periférico. E possivel observar que a
administracdo de APi-40 causou uma reducao no didmetro dos granulos de secre¢dao, bem
como um halo periférico aumentado, uma alteracao ultraestrutural ndo observada nas
fotomicrografias obtidas de camundongos exercitados que receberam administragao de

ABi-40.

Figura 26 - Efeito do exercicio fisico em esteira e/ou da administragdo de APi-40 na
morfologia das células de Paneth no duodeno avaliadas por microscopia eletronica de

transmissao

Legenda: Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo de células de Paneth
no duodeno de camundongos submetidos a administracdo de AB1-40 e/ou exercicio fisico SED, sedentario;
EX, exercitado; SED + AP, animais sedentarios submetidos a administragdo de ABi.40; EX + AP animais
exercitados submetidos a administragdo de APi4. SG = granulos de secrecdo; ER = reticulo

endoplasmatico. As imagens foram tiradas com uma ampliagdo de 5.000 x (barra de escala =2 pum).
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I1.4.5 Efeito do exercicio fisico em esteira e / ou da administracao de Afi-40 na
abundincia de bactérias dos filos Firmicutes e Bacteroidetes

Os resultados apresentados na Fig. 27 mostram os efeitos da corrida em e/ou
administracdo de APi40 em relacdo as bactérias totais e dos filos Firmicutes e
Bacteroidetes presentes no conteudo fecal. Em relagdo ao nimero total de bactérias
ilustradas na Fig. 27A, a ANOVA de duas vias ndo revelou nenhum efeito significativo
da corrida em esteira ([F (1,15) = 0,22, p = 0,64]); administra¢do de ABi4o0 ([F (1,15) =
0,18 p=0,67] e administragdo de AP0 x esteira ([F (1,15)=0,43, p=0,52]). Em relagao
ao filo Firmicutes ilustrado na Fig 27B, a ANOVA de duas vias revelou um efeito
principal significativo do protocolo de corrida em esteira ([F (1,16) =46,16,p <0,01]) e
da administragdo de ABio ([F (1,16) = 5,86 p < 0,05], mas nao foi observada interacao
significativa da interag@o entre administracdo de APi.40 x corrida em esteira ([F (1,16) =
0,77, p = 0,39]. A anélise post hoc mostrou uma diminui¢do na abundancia do filo
Firmicutes no grupo de animais expostos a administracao de ABi-s0 (p < 0,05), no entanto
o exercicio fisico foi capaz de aumentar Firmicutes em camundongos tratados com
veiculo (p <0,01), bem como foi capaz de prevenir o declinio neste parametro causado
por ABi40 (p < 0,01). Fig 27C, a ANOVA de duas vias revelou um efeito principal
significativo de corrida em esteira ([F (1,12) = 18,72, p <0,01]), administracdo de ABi-40
([F (1,12) = 10,45, p < 0,01] e da interagdo entre administragdo de APi-40 x corrida em
esteira ([F (1,12) = 9,80, p < 0,01]). A analise post hoc revelou aumento na abundancia
de bactérias do filo Bacteroidetes no grupo de animais expostos a administragao de AP;.-
40 (p <0,01). No entanto, o exercicio fisico foi capaz de prevenir o aumento causado pelo
APBi-40 (p <0,01). A Fig 27D mostra a influéncia da corrida em esteira e da administragdo
do ABi.40 narelagdo Bacteroidetes / Firmicutes. A ANOVA de duas vias revelou um efeito
principal significativo da corrida em esteira ([F (1,12) = 15,35, p < 0,01]), da
administracao do ABi-40 ([F (1,12) = 13,61, p < 0,01] e da interacdo entre administragao
do APi-40 x corrida em esteira ([F (1,12) = 13,46, p <0,01]. Andlise post hoc revelou que
a administracdo do APi-40 aumentou esta razao e o protocolo de exercicio fisico de corrida

em esteira foi capaz de prevenir o aumento desse parametro.
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Figura 27- Efeito do exercicio fisico em esteira e / ou da administracdo de AB1-40 na

abundancia de bactérias dos filos Firmicutes e Bacteroidetes
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Legenda: Efeitos da administragdo de AP .40 ¢/ou exercicio fisico na quantidade de DNA de bactérias no

contetdo fecal (A) total de bactérias (B) filo Firmicutes e (C) filo Bacteroidetes (D) Bacteroidetes/

Firmicutes (n = 3-5 animais/grupo). Barras representam médias + S.E.M. * p<0,05, ** p < 0,01 quando

comparado com o grupo tratado com veiculo; ## p < 0,01 em comparagido com o grupo sedentario exposto

a administra¢do de ABi-40 (ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de Duncan).

A Tabela 2 mostra as correlacdes significativas de Pearson entre o tempo de

imobilidade no TSC e todos os pardmetros morfologicos avaliados pela coloracdo de

H&E, bem como com a abundancia de Firmicutes e Bacteroidetes. Além disso, o tempo

gasto na TFUF mostrou correlagdo significativa com o tempo de imobilidade no TSC e

com todos os parametros morfoldgicos avaliados pela coloracio H&E, bem como com a

abundancia de Firmicutes e Bacteroidetes.
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Tabela 2 - Correlagdes de Pearson entre diferentes parametros avaliados

Parametros TSC TFUF
Comprimento da -0.77** 0.88**
vilosidade
Largura da vilosidade -0.77** 0.80**
Numero de células - 0.84** 0.84**
caliciformes
Numero de células de - 0.83%* 0.86%**
Paneth
Profundidade da cripta - 0.73%* 0.77%*
Firmicutes -0.86%* 0.90%**
Bacteroidetes 0.89%** - 0.80%**

** p <0.01. Correlagdes significativas também foram observadas entre 0 TSC e o TFUF (r = -
0,94, p <0,01) ¢ entre as células de Paneth e a profundidade da cripta (0,69, p <0,01). Nao foi
observada correlacdo significativa entre o nimero de células de Paneth e a abundancia de
Firmicutes (r = 0,46, p = 0,07), mas uma correlacio significativa foi observada entre o nimero
de células de Paneth e a abundéancia de Bacteroidetes (r = 0,50, p <0,05). Coeficiente de
correlagdo =r.

I1.5 DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que o exercicio fisico foi capaz de prevenir o
comportamento tipo-depressivo induzido por ABi—40 no TSC e o prejuizo na atividade de
busca de recompensa no TFUF em camundongos machos. Considerando que a literatura
recente reporta que a disfun¢do intestinal esta relacionada com depressdao e DA (Vogt et
al.,2017; Liang et al., 2018; Serra et al., 2019), varios parametros indicativos da fun¢do
intestinal também foram analisados. Nos fornecemos evidéncias de que o exercicio fisico
foi capaz de aumentar o comprimento e a largura das vilosidades, o nlimero de células
caliciformes e células de Paneth e a profundidade das criptas no duodeno, além de ser
capaz de prevenir a diminui¢do do filo Firmicutes e aumento do filo Bacteroidetes e da
relacdo Bacteroidetes/Firmicutes causados pela administragdo do APi-40. Além disso,
fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo sugerem que O
exercicio fisico aumentou o comprimento dos microvilosidades dos enterdcitos, bem

como o didmetro dos granulos de secrecdo das células de Paneth, enquanto a
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administracao de APi-40 causou efeitos opostos que foram prevenidos pelo protocolo de

exercicio fisico em esteira.

Um aumento significativo no tempo de imobilidade foi observado em
camundongos submetidos ao TSC 10 dias apds a administracdo de APi-40, indicando que
a exposicdo a APi-s0 resultou no desenvolvimento de comportamento tipo-depressivo.
Nosso grupo de pesquisa e outros ja demonstraram anteriormente que o mesmo protocolo
de administracao de ABi-40 (400 pmol/site, i.c.v.) causou comportamento tipo- depressivo
em camundongos, quando avaliado no teste de nado forcado (Guerra De Souza et al.,
2018; Rosa et al., 2019) e no TSC (Rosa et al., 2018). Em contrapartida, o protocolo de
exercicio fisico em esteira por 4 semanas foi capaz de diminuir o tempo de imobilidade
no TSC e prevenir o aumento induzido pela administracdo de APi40. Em um estudo
anterior do nosso grupo, um resultado semelhante foi obtido no TNF em camundongos
submetidos a mesma dose de ABi-40 € a0 mesmo protocolo de exercicio fisico em esteira
(Rosa et al., 2019), reforcando que esse protocolo de exercicio fisico em esteira tem a
capacidade de provocar um efeito tipo-antidepressivo em camundongos. Além disso,
como relatado anteriormente (Rosa et al., 2019), confirmamos que ABi-40 €/ou exercicio

fisico ndo causam alteragdo na atividade locomotora de camundongos.

Observamos também que a administragdo de APi.40 resultou na diminuig¢do do
tempo gasto no farejamento de urina de camundongos fémea na fase estro do ciclo estral
no TFUF. Este resultado sugere de que a administracio de APi40 causou um
comportamento tipo anedonico, uma vez que o tempo em que camundongos machos
cheiram a urina das fémeas na fase estro do ciclo estral tem sido usado para avaliar um
comportamento de busca de recompensa, considerando que o paradigma TFUF ¢ baseado
na atracdo de roedores machos por feromoénios presentes na urina do sexo oposto
(Malkesman et al., 2010). Tem sido relatado que camundongos preferem farejar uma
haste flexivel embebida em urina de fémeas na fase estro do ciclo estral do que um
embebido em 4dgua (Malkesman et al., 2010). Considerando que a anedonia ¢ um sintoma
caracteristico da depressao (Winer et al., 2019), esse resultado reforca a proposta de que
o protocolo experimental de administragdo de APi-40 utilizado no presente estudo € 1util
para estudar os mecanismos subjacentes a comorbidade entre DA e depressdo, como
proposto anteriormente (Rosa ef al., 2019). Além disso, fornecemos evidéncias sobre os
efeitos benéficos do exercicio fisico no comportamento relacionado a

depressao/anedonia, uma vez que a exposi¢do a 4 semanas de exercicio fisico em esteira
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foi capaz de prevenir o comprometimento no TFUF provocado pela administragdo de
APi-40. Além disso, o exercicio fisico em esteira, por si s0, foi capaz de aumentar o tempo
gasto com farejamento de urina feminina, sugerindo que esse protocolo de exercicio fisico

induz um comportamento do tipo hedonico.

Considerando que a influéncia da satde intestinal nas respostas comportamentais
relacionadas ao humor tem sido relatada (Burokas et al., 2017; Jianguo et al., 2019),
investigamos se a administragao de APi-40 € 0 exercicio fisico em esteira poderiam afetar
alguns parametros intestinais, que podem ter influenciado os parametros
comportamentais analisados no presente estudo, sendo eles: a) comprimento e largura das
vilosidades no duodeno; b) ntiimero de células caliciformes/vilosidade e células de
Paneth/cripta, ¢) profundidade da cripta no duodeno; d) microscopia eletronica de
transmissao das microvilosidades e de células de Paneth no duodeno; €) enriquecimento

de bactérias dos filos Firmicutes e Bacteroidetes no contetido fecal.

A comunicagdo entre o intestino € o cérebro ¢ bidirecional entre o SNC ¢ a
periferia, envolvendo o sistema endécrino (eixo HPA), o sistema imunoldgico (citocinas
e quimiocinas) e o sistema nervoso autonomo. Os componentes dos sistemas
autonOmicos, simpaticos e parassimpaticos conduzem os sinais transmitidos pelos tratos
do SNC entéricos, espinhais e vagais e sinais eferentes do SNC para a barreira intestinal

(Dinan e Cryan, 2017b).

O intestino delgado ¢ onde a maioria dos produtos da hidrolise dos
macronutrientes sdo absorvidos por transportadores especificos localizados na membrana
de borda em escova dos enterocitos. Essas células possuem numerosas microvilosidades
que desempenham um papel essencial para aumentar a area de superficie disponivel para
absorcao (Desesso e Jacobson, 2001). Considerando que a influéncia do exercicio fisico
e APi40 na morfologia gastrointestinal ¢ pouco conhecida, o primeiro parametro aqui
analisado foi a medida do comprimento das vilosidades do duodeno em camundongos
exercitados ou sedentdrios que receberam administragdo i.c.v. de APi.40 ou veiculo.
Mostramos que a pratica do protocolo de exercicio fisico em esteira por 4 semanas
aumentou o comprimento das vilosidades, independentemente de os animais terem sido
expostos ao Apfi40. Considerando que uma vilosidade intestinal mais alta pode
proporcionar uma melhor absorcdo intestinal, esse resultado sugere que o exercicio fisico
em esteira poderia ter contribuido para melhorar a absor¢ao intestinal em camundongos.
Em consonancia com esses dados, foi relatado anteriormente que a natagao (30 min/dia/3x
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semana) aumentou o comprimento das vilosidades no jejuno de ratos (Gomes et al.,

2016).

Além disso, a largura das vilosidades foi maior em camundongos exercitados
quando comparados com seus pares sedentarios, como mostrado pela coloragdo H&E. A
administracdo de APi-4o reduziu a largura das vilosidades em compara¢do com o grupo
controle, um efeito prevenido pela pratica de exercicio fisico. Esse resultado reforca que
o exercicio fisico, por si s6, pode melhorar a absor¢ao intestinal de nutrientes no duodeno,
além de proteger contra uma possivel disfuncdo nesse parametro causada pela
administracdo de APi40. Mostramos que o comprimento vilosidade e a largura no
duodeno estavam negativamente correlacionados com o tempo de imobilidade na TSC e
positivamente correlacionados com o tempo gasto com farejamento no TFUF, sugerindo
que esses pardmetros morfologicos do duodeno podem exercer influéncia sobre

parametros comportamentais relacionados a depressao.

Em relagdo as microvilosidades presentes na borda dos enterdcitos, as
fotomicrografias de uma sec¢do transversal do epitélio do duodeno mostram que o
protocolo de exercicio fisico aumentou o comprimento dessas estruturas. Por outro lado,
a administracdo de APi-40 causou redugdo no comprimento das microvilosidades no
duodeno, um achado que nao foi observado quando os camundongos foram previamente
submetidos a corrida em esteira. Este achado reforca a suposicdo de que camundongos
expostos ao APi-40 apresentam menor capacidade de absorcao de nutrientes no duodeno,

uma alteracao prevenida pelo exercicio fisico.

Em relagdo ao nimero de cé€lulas caliciformes por vilosidade no duodeno, também
observamos que o protocolo de corrida em esteira aumentou o numero dessas cé€lulas
tanto em animais que foram submetidos a administragdo de APi.40 ou veiculo. As células
caliciformes produzem mucinas, que sdo proteinas altamente glicosiladas que constituem
uma parte significativa da protecdo epitelial intestinal, formando uma densa camada
protetora de muco. Essa camada mantém a hidratacdo da superficie e reduz o estresse
mecanico, além de limitar o acesso de toxinas de maior peso molecular & mucosa e
impedir a penetracdo de bactérias intestinais através da barreira epitelial intestinal (Kim
e Ho, 2010; Allaire et al., 2018). Essas células emergiram como reguladores chave da
homeostase intestinal na interface microbiota-hospedeiro no trato gastrointestinal, pois
além de sua capacidade de secretar mucina, também secretam produtos vitais na
promocao da defesa da satide do intestino (Allaire et al., 2018). Portanto, o maior nimero
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dessas cé¢lulas induzidas pelo exercicio fisico pode representar um mecanismo de defesa
intestinal desencadeado pela pratica de atividade fisica, podendo contribuir para a
homeostase intestinal. Embora ndo estatisticamente significativo, uma tendéncia a uma
diminui¢do dessas células foi observada em camundongos sedentarios expostos ao APi-
40, 0 que pode ter contribuido para causar uma disfuncao intestinal nesses animais. Uma
correlacdo negativa significativa entre as células caliciformes e o tempo de imobilidade
no TSC, bem como uma correlagdo negativa entre essas células e o TFUT podem ser
indicativos de que essas células desempenham um papel importante na homeostase do
intestino, que em conjunto podem influenciar positivamente os resultados

comportamentais relacionados ao humor.

Outro parametro avaliado no presente estudo foi o nimero de células de Paneth,
que sdo células epiteliais do intestino delgado localizadas na parte inferior das criptas
intestinais. Essas células produzem peptideos antimicrobianos entéricos, como alfa-
defensinas, que desempenham um papel importante na imunidade inata do intestino
delgado (Gassler, 2017). Neste estudo foi possivel observar que os animais expostos ao
protocolo de exercicio fisico, independente da administragao de APi-40, apresentaram
aumento no numero dessas células, como demonstrado pela coloracio de H&E,
reforgando que a pratica de exercicio fisico contribui para um melhor funcionamento dos
mecanismos de defesa intestinal. Refor¢ando ainda mais essa suposicdo, a
fotomicrografia das células de Paneth presentes no duodeno obtidas por microscopia
eletronica de transmissdao mostram que o exercicio fisico aumentou o diametro dos
granulos de secrecdo destas células, enquanto a administracdo de APi-40 reduziu esse
parametro, um efeito prevenido pelo protocolo de exercicio fisico em esteira. A
administragdo oral de probidticos (Lactobacillus casei Lc 431 e L. paracasei Lp 1518)
por 42 dias em camundongos foi recentemente relatada como capaz de aumentar as
células de Paneth na base da cripta intestinal e aumentar o nimero de granulos por célula
em relagdo a aqueles camundongos que receberam uma dieta convencional (Cazorla et
al., 2018). Os probidticos tém sido reconhecidos como uma nova estratégia que promove
comportamento tipo-antidepressivo em camundongos (Mcvey Neufeld et al., 2018; Sun
et al., 2018), além de serem uteis no manejo da depressao em humanos (Huang et al.,
2016). E interessante notar que o exercicio fisico em esteira provocou efeitos similares

aos probioticos em relagdo as células de Paneth.
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Tem sido relatado que diversas condigdes patologicas associadas com maior
susceptibilidade a depressdo e a DA, como deficiéncia de vitamina D, diabetes e
obesidade podem prejudicar a funcio das células de Paneth e sua capacidade de expressar
peptideos antimicrobianos, como a-defensinas (Laursen e Belknap, 1986; Su et al., 2016;
Yu et al., 2016). Por outro lado, uma tunica sessdo de natacdo de 30 minutos em
camundongos foi eficaz em aumentar a expressdo de varios peptideos antimicrobianos
controlados por células de Paneth e atenuar a disfun¢@o da barreira intestinal induzida por
estresse cronico (Luo et al.,, 2014). Apesar da fungdo das células de Paneth ser
comprometida em varias condi¢des patologicas, o numero dessas células parece nao estar
necessariamente relacionado a sua fun¢do. Aqui mostramos que a administragdo de APi-
40 ndo alterou significativamente o numero de células de Paneth no duodeno, mas uma

tendéncia em reduzir essas células foi observada em camundongos expostos a Ai-4o.

A profundidade da cripta foi outro parametro morfologico analisado no duodeno.
Semelhante ao resultado encontrado para o nimero de células caliciformes e células de
Paneth, este parametro também foi aumentado no protocolo de corrida em esteira,
enquanto uma tendéncia a uma diminuic¢ao na profundidade das criptas foi observada em
camundongos sedentarios expostos a Afi4o. Porém em camundongos exercitados
expostos a APi-a0 exercitados, este parametro foi semelhante ao grupo controle. Foi
observada uma correlagdo negativa entre a profundidade da cripta e o tempo de
imobilidade no TSC, sugerindo que o comportamento do tipo-depressivo (caracterizado
pelo maior tempo de imobilidade) estd associado a uma cripta duodenal mais curta. Este
resultado pode estar relacionado a um menor mecanismo de defesa devido ao menor
numero de células de Paneth causadas pela administragdo de ABi-40. Corroborando este
resultado, foi encontrada uma correlagao positiva entre a profundidade da cripta e o tempo
gasto com farejamento no TFUF. Vale ressaltar que o protocolo de exercicio em esteira
foi capaz de aumentar a profundidade de cripta, assim como o numero de células de
Paneth, um efeito paralelo a sua capacidade de causar efeito tipo-antidepressivo. Em
conjunto, esses achados sugerem que uma maior capacidade de defesa no duodeno pode

estar associada a melhora do comportamento relacionado a depressao.

Como previamente demonstrado em camundongos (Troughton e Trier, 1969;
Satoh et al., 1990), mostramos nas fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica
de transmissao que os granulos das células de Paneth de camundongos sdo bipartidos, isto

¢, apresentam um nucleo central e um halo periférico. O nucleo ¢ composto por um
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complexo polissacarideo-proteina, enquanto o halo ¢ composto de mucopolissacarideo
acido (Hampton, 1965). E possivel observar que a administragio de ABi.40 causou uma
reducdo no didmetro dos granulos de secrecdo. Todas essas alteragdes ultraestruturais

foram prevenidas pelo exercicio fisico.

Nosso estudo demonstrou que camundongos expostos a APi4o tiveram uma
diminui¢do na abundancia do filo Firmicutes em seus conteudos fecais. De forma
semelhante, amostras fecais de camundongos transgénicos para a proteina precursora
amiloide (APP) (modelo da doenca de AD) apresentaram uma diminui¢ao em Firmicutes
quando comparados a amostras obtidas de camundongos do tipo selvagem (Harach et al.,
2017). Corroborando com esses achados, um estudo que avaliou as alteragdes da
microbiota intestinal em participantes com DA encontrou uma diminui¢ao no filo
Firmicutes na microbiota desses individuos (Vogt ef al., 2017). Além disso, uma redugdo
na abundancia do filo Firmicutes também foi observada em pacientes com depressao
(Huang et al., 2019). Ainda, camundongos submetidos ao estresse cronico de contengao
(modelo animal de depressdo) apresentaram redugdo da abundancia de Firmicutes nas
fezes quando comparados ao grupo controle, um efeito revertido pelo extrato de alecrim,

o qual também foi capaz de causar efeito tipo-antidepressivo (Guo et al., 2018).

Em relagdo a influéncia do exercicio fisico em esteira sobre o filo Firmicutes,
mostramos que esse protocolo aumentou a abundancia de bactérias deste filo em
comparacdo com camundongos sedentarios. Este resultado estd de acordo com um
aumento na abundancia de Firmicutes observado apos 4 semanas de treinamento em ratos
obesos (Petriz et al., 2014) e a maior abundancia de espécies de bactérias do filo
Firmicutes em amostras de contetido fecal de camundongos submetidos a 6 semanas de
corrida em esteira (Lambert et al., 2015). Além disso, mostramos que o protocolo de
exercicio fisico utilizado no presente estudo foi capaz de prevenir a diminui¢do das

bactérias do filo Firmicutes induzida por Afi-4o.

Os principais produtos da microbiota sdo os acidos graxos de cadeia curta,
incluindo o butirato, uma molécula funcionalmente produzida no intestino dos mamiferos
pela fermentacdo da fibra alimentar (Stilling et al., 2016). Tem sido proposto que o
butirato exerce um papel benéfico contra a depressdo e doencas neurodegenerativas
(Stilling et al., 2016). No ambiente gastrointestinal, os produtores predominantes de
butirato sdo bactérias do filo Firmicutes (Rowland et al., 2018). Portanto, considerando
que o exercicio fisico em esteira aumentou a abundancia deste filo e protegeu contra a
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diminui¢do induzida por Ai-40, supomos que ele possa ser um alvo importante envolvido
nas alteragdes comportamentais avaliados no presente estudo. Nesse sentido, nosso
estudo mostrou uma correlacdo negativa entre a abundancia de Firmicutes no conteudo
fecal (indicativo de menor niumero de bactérias desse filo) e o tempo de imobilidade no

TSC e uma correlagdo positiva entre Firmicutes e tempo gasto com farejamento no TFUF.

No presente estudo, a abundancia aumentada de filo Bacteroidetes também foi
observada em camundongos submetidos a administragao de ABi-40. De forma semelhante,
um estudo realizado com pacientes com DA mostrou que esses individuos apresentam
uma maior abundancia de Bacteroidetes na microbiota fecal em comparagdo com
individuos saudaveis (Vogt et al., 2017). Da mesma forma, um aumento em Bacteroidetes
foi relatado em pacientes com depressao (Jiang et al., 2015). Além disso, o estresse por
restricdo cronica causou um aumento na abundancia de Bacteroidetes nas fezes, um efeito
neutralizado pelo extrato de alecrim (Guo et al., 2018). Corroborando com esses
resultados, observamos uma correlagdo positiva entre Bacteroidetes ¢ o tempo de
imobilidade no TSC e uma correlagdo negativa entre a abundancia de Bacteroidetes e o
tempo gasto com farejamento no TFUF. Embora o exercicio fisico em esteira ndo tenha
alterado este parametro em camundongos sedentarios, ele foi capaz de prevenir o aumento
da abundancia de bactérias do filo Bacteroidetes e abolir o aumento na relagdo
Bacteroidetes/Firmicutes induzida pela administragdo de APB1-40. Dados da literatura sobre
a influéncia do exercicio fisico na abundancia de Bacteroidetes tém proporcionado
resultados divergentes. Alguns estudos reportam resultados similares ao do nosso grupo,
mostrando uma auséncia de alteragdo na abundancia desse filo ou na relagdo
Bacteroidetes/Firmicutes em ratos submetidos a roda de corrida voluntaria (Liu et al.,
2015) ou em camundongos submetidos a roda de corrida voluntéria ou corrida em esteira
(Allen et al., 2015), mas outros mostraram maior abundéancia de Bacteroidetes (Evans et
al., 2014) ou reducao na abundancia de bactérias deste filo (Kang et al., 2014) apos a

préatica de exercicio fisico.

Portanto, os resultados aqui apresentados sdo indicativos de que uma unica
administracao de APi-40 foi suficiente para causar alteragcdes na composi¢ao da microbiota
de forma semelhante as alteracdes observadas em individuos com DA e depressdo. O
efeito protetor do exercicio fisico em esteira por 4 semanas contra esses déficits induzidos
por APi40 pode, pelo menos em parte, explicar sua capacidade de prevenir o

comportamento tipo-antidepressivo causado pelo exercicio fisico. No entanto, estudos
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adicionais sd3o necessarios para caracterizar os géneros de bactérias afetadas por essas

intervencgoes.

11.6 CONCLUSAO

Os resultados deste capitulo sumarizados na Tabela 3 indicam que a corrida em
esteira por 4 semanas provoca um efeito tipo-antidepressivo em camundongos
submetidos a administragao de APi.40 ou veiculo. Além disso, a corrida em esteira causou
varias alteracdes morfoldgicas no duodeno e na composicdo da microbiota. Tais
alteragdes podem manter a homeostase intestinal, protegendo contra a disfuncao intestinal
e o comportamento tipo-depressivo induzido pela administracdo de APi-40. Analises de
correlacdo entre os parametros morfoldgicos, bem como a abundancia dos filos
Firmicutes e Bacteriodetes e os resultados comportamentais sugerem que alteracdes na
morfologia do duodeno e da microbiota (indicativo de disfun¢do intestinal) contribuem
para o desenvolvimento de um fenotipo-depressivo. Coletivamente, os resultados
sugerem um papel fundamental do eixo cérebro-intestino para a depressao/DA e o efeito

protetor do exercicio nessa comorbidade, conforme ilustrado na Figura 28.
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Tabela 3- Resumo dos resultados obtidos no capitulo II

Parametros Grupos
Exercitado AP sedentario AP+
Exercicio
Tempo de Imobilidade +

%(—
— —

Tempo de farejamento

+

Cruzamentos = = =
Comprimento das T = +
vilosidades

Largura das vilosidades 0 ! +
Células caliciformes T p=0,08 +
Célula de Paneth T p=0,09 +
Profundidade das criptas T p=0,08 +

Bactérias totais

Firmicutes T l 7&
Bacteroidetes l T 7&
Bacteroidetes/Firmicutes = T 7&

Legenda: 1 aumento em relagdo ao grupo controle; | reducdo em relagdo ao grupo controle; = sem diferenca

significativa em rela¢@o ao grupo controle; # prevencao do efeito em relagdo ao grupo sedentario AP.
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Figura 28- Representacao esquematica dos resultados comportamentais e morfologicos
obtidos no Capitulo II

Comportamento o o, Comportamento
tipo - Gf] { J tipo
antidepressivo e B depressivo

I &
= Enterdcito |

® Célula caliciforme l
A Célula de Paneth| w
& Filo Firmicutes \ &

B Filo Bacteroldetes .

=c1.- v <qppl

Legenda: Os camundongos submetidos a administragdo de APi.40 apresentaram comportamento tipo-
depressivo acompanhado de uma diminuicdo da largura das vilosidades, além de tendéncia em diminuir a
quantidade de células de Paneth, células caliciformes e profundidade das criptas. Ocorreram também
alteracdes ultraestruturais nas microvilosidades do epitélio duodenal em camundongos sedentarios expostos
a0 ApPi-40, com microvilosiddaes mais curtas e com um padrdo heterogéneo de comprimento e uma
organizagdo desordenada. A administragdo de Api.40também causou uma reducdo do didmetro dos granulos
secretorios presentes nas células de Paneth, bem como um maior halo periférico nestas células. Ocorreu
também a diminui¢do da abundancia de bactérias do filo Firmicutes e aumento do filo Bacteroidetes. Todos
esses parametros foram revertidos pela pratica de exercicio fisico. (Fonte: do Autor, com algumas imagens

obtidas do Mind the Graph).
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5. CONCLUSAO GERAL

- Camundongos submetidos a administragdo de APi.40 apresentaram comportamento
tipo- depressivo e ansioso, diminui¢do de BDNF e fosforilagdo de mTOR no hipocampo,

bem como diminuic¢ao da proliferacao e sobrevivéncia celular no GD do hipocampo.

- Os camundongos submetidos a administragdo de APi-40 apresentaram diminui¢ao da
largura das vilosidades do duodeno. Ocorreram também alteracdes ultraestruturais nas
microvilosidades do epitélio duodenal em camundongos sedentarios expostos ao APi-4o,
com microvilosidades mais curtas e com um padrao heterogéneo de comprimento e uma

organiza¢ao desordenada.

- A administracdo de APi-4 também causou uma reducdo do didmetro dos granulos
secretdrios presentes nas células de Paneth, bem como um maior halo periférico nestas

células.

- Ocorreu também a diminuicao da abundancia de bactérias do filo Firmicutes e aumento

do filo Bacteroidetes e aumento da razdo Bacteroidetes/Firmicutes.

- Todos esses parametros foram revertidos pelo protocolo de exercicio fisico.
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6. PERSPECTIVAS

- Avaliar a influéncia do nervo vago no efeito tipo-antidepressivo do exercicio fisico.

- Avaliar o efeito tipo-antidepressivo do exercicio fisico associado com administracao de

probioticos.

- Avaliar parametros inflamatorios no intestino, soro ¢ hipocampo apds protocolo de

exercicio fisico.

- Avaliar efeito tipo-antidepressivo do exercicio fisico sobre o eixo intestino-microbiota-

cérebro em um modelo de estresse induzido pela administragdo de corticosterona.
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