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RESUMO

INTRODUCAO. A neuroinflamacéo é um processo essencial & prote¢io
do organismo, entretanto, pode tornar-se prejudicial quando persistente.
Neste sentido, o exercicio fisico tem sido utilizado na modulacdo da
resposta imune, € possivelmente na neuroinflamacdo. OBJETIVOS. Foi
investigado os efeitos do exercicio fisico, através da roda de corrida,
sobre a neuroinflamacdo e o comportamento tipo-doeng¢a induzidos pelo
tratamento com o lipopolissacarideo (LPS) bacteriano em camundongos
Suicos. METODOS. Camundongos (N-199, linhagem Suicos, machos,
idade 12-15 semanas, massa corporal 47,1+0,7 g) foram inicialmente
divididos em dois grupos experimentais: grupo controle sedentdrio
(SED); e grupo exercicio (livre acesso 4 rodas corrida, RC). Apds 6
semanas do programa de exercicio, metade dos animais foram tratados
com LPS (0,33mg/kg, intraperitoneal), a outra metade com veiculo
(solucdo salina 0,9%, SAL); o que permitiu a construcdo de 4 grupos
experimentais: SED-SAL (N=23), SED-LPS (N=22), RC-SAL (N=16) e
RC-LPS (N=15). Nao observamos mortalidade de animais induzida pelo
LPS. Estes animais foram avaliados quanto aos parametros fisiolégicos:
distancia percorrida na roda de corrida, massa corporal, ingesta de ragao
e dgua. Além disso, os animais foram submetidos as tarefas
comportamentais: campo aberto e splash test ou suspensdo pela cauda,
seguido da eutandsia (deslocamento cervical), para obtengdo do soro e
dissecagdo do coértex pré-frontal e do miusculo quadriceps.
RESULTADOS. A aderéncia ao exercicio na RC foi de 22,6% + 5,6.
Ap6s 4 horas, o LPS aumentou a concentragdo das interleucinas (IL) IL-
1B no soro, bem como aumentou a concentracdo de IL-1f e IL-6 no
cortex pré-frontal. O exercicio preveniu o aumento da IL-6. O LPS
também diminuiu as concentracdes de dopamina (DA) e do seu
metabdlito Acido 3 4-diidroxifenilacético (DOPAC) no cértex pré-
frontal, o que foi prevenido nos animais exercitados. O exercicio
diminuiu a taxa DOPAC/DA no cértex pré-frontal dos animais tratados
com SAL e LPS. Os animais tratados com LPS apresentaram prejuizos
de locomocdo, perda de massa corporal, ingesta de ra¢do e dgua. Além
disso, o LPS prejudicou comportamento exploratério vertical e induziu
um comportamento tipo-depressivo nos testes de campo aberto e
suspensdo pela cauda, respectivamente. O exercicio atenuou
parcialmente este comportamento tipo-doenca. CONCLUSAO. Estas
evidéncias sugerem que seis semanas de exercicio fisico nas RC



previnem parcialmente a neuroinflamacdo e o comportamento tipo-
doentio induzidos apds 4 h do tratamento sist€tmico com LPS (0,33
mg/kg).

Palavras-chave: Neuroinflamacdo. Lipopolissacarideo. Comportamento
tipo-doentio. Exercicio Fisico.



ABSTRACT

INTRODUCTION. Neuroinflammation is an essential process for host
defense; however, it can become harmful when sustained. In this
regarding, physical exercise has been used in modulating the immune
response, and possibly in neuroinflammation. OBJECTIVES. We
investigated the effects of physical exercise at running wheel on
neuroinflammation and sickness behavior induced by bacterial
lipopolysaccharide (LPS) in Swiss mice. MATERIAL AND
METHODS. Mice (N=199, Swiss, male, 12-15 weeks, 47,1+0,7 g) were
divide into two groups: sedentary control group (SED); and exercise
group (voluntary running wheels, RW). After six weeks of exercise, the
animals were treated with LPS (0,33mg/kg, intraperitoneally) or vehicle
(0.9% saline solution, SAL), for construction of four experimental
groups: SED-SAL (N=23), SED-LPS (N=22), RW-SAL (N=16) and
RW-LPS (N=15). There weren’t deaths induced by exercise or LPS. All
animals were evaluated for the physiological parameters: distance
traveled in the running wheel, body mass, food and water intake. In
addition, the animals were submitted to behavioral tasks: open field and
slpash test or tail suspension test, followed by death (cervical
dislocation) to get the serum and for dissection of quadriceps muscle
and prefrontal cortex. RESULTS AND DISCUSSION. Adherence to
RW exercise was 22,6% + 5,6. After 4 hours of treatment, LPS
increased the concentration of IL-1p in the serum, beyond increased IL-
1B and IL-6 in the prefrontal cortex of mice. Exercise partially
attenuated the increased of IL-6. LPS also decreased the concentrations
of dopamine (DA) and its metabolite 3.,4-dihydroxyphenylacetic
(DOPAC) in the prefrontal cortex, which was attenuated by exercise.
Exercise decreased the DOPAC/DA ratio in the prefrontal cortex of
SAL- and LPS-treated mice. LPS-treated mice showed impaired
locomotion, food and water intake. In addition, LPS impairs vertical
exploratory behavior and induces depressive-like behavior in open field
and tail suspension tests, respectively. Exercise partially attenuated the
sickness behavior. CONCLUSIONS. These data suggest that six weeks
of physical exercise in RW partially prevent neuroinflammation and
sickness behavior induced after 4 h of systemic LPS treatment (0.33 mg
/kg).



Keywords:  Neuroinflammation.  Lipopolysaccharide.  Sickness
behavior. Physical exercise.
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1.INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é um fendmeno universal
crescente que estd modificando a sociedade. Projecdes para 2050
estimam que a populagd@o idosa atingird 2 bilhdes, correspondente a 22%
da populagdo (OMS, 2015). Ao mesmo tempo, as pessoas vém se
tornando fisicamente menos ativas, como resultado indireto da
Revolug¢ao Industrial (BOOTH et al., 2002; LIEBERMAN, 2013). Esta
¢ a primeira geracdo da histéria que os filhos apresentardo menor
expectativa de vida do que seus pais, um fator fortemente associado ao
sedentarismo e outros fatores de risco (OLSHANSKY et al., 2005).

Essas alteragdes no estilo de vida foram acompanhadas por um
aumento na incidéncia de vdrias doengas crdnicas ndo transmissiveis
(OMS, 2012). O sedentarismo tem sido associado como fator de risco a
diversas doencas cronicas, inclusive as doencas do Sistema Nervoso
Central (SNC) (BOOTH et al.,, 2002; NORTON et al., 2014;
SCARMEAS et al., 2011). Esse cendrio é preocupante devido a falta de
tratamento eficaz para essas doengas (LIPTON et al., 2007).

Muitas doencas neurolégicas apresentam sua fisiopatologia
relacionada a inflamagdo (revisado por PERRY; CUNNINGHAM;
HOLMES, 2007), uma resposta inflamatdria especifica do SNC
conhecida como neuroinflamacdo (revisado por ZIPP; AKTAS, 2006).
Ao lado da dieta balanceada, o exercicio fisico representa a principal
modificacdo de estilo de vida (ou ambiental). O exercicio fisico reduz a
mortalidade de todas as causas, principalmente quanto as propriedades
neuroprotetoras e anti-inflamatérias (BURKE et al., 2007; DR@YVOLD
et al., 2004; FRIEDENREICH, 2001; GRACE et al., 2007; VAN
PRAAG et al., 1999; YU et al., 2014).

1.1 INFLAMACAO

A inflamacdo é um processo complexo e dindmico que inclui
reacoes locais e sistémicas de variados tipos celulares, sinais quimicos e
vias de sinalizacdio (MEDZHITOV, 2008). E uma resposta biolégica
adaptativa que visa restaurar a homeostase (LO et al., 1999) na presenca
de uma infeccdo, dano ou estresse celular (MEDZHITOV, 2008).
Contudo, a resposta inflamatéria também é um importante mecanismo
patolégico das doencas, quando ocorre desproporcionalmente a agressao
ou um estimulo inapropriado, com potenciais efeitos deletérios para a
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propria homeostase (MEDZHITOV, 2008; PACE; HU; MILLER,
2007).

Na presenca de um estimulo nocivo ao tecido, as células imunes
inatas (por exemplo: macréfagos, mondcitos, neutréfilos e células
dendriticas) sdo ativadas e respondem de forma inespecifica produzindo
mediadores inflamatérios para uma resposta inflamatéria local, atraindo
mais fagdcitos, como macréfagos, mondcitos, neutréfilos e células
dendriticas (MEDZHITOV, 2008). Esses mediadores inflamatérios
incluem as citocinas pré-inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a)), e as interleucinas (IL)-1f e a IL-6. Essas citocinas
sinalizam o prolongamento da resposta inflamatéria e o inicio da
resposta imune adquirida através da atragdo de leucdcitos e linfécitos
(MEDZHITOV, 2008). A resposta imune adaptativa cria uma memoria
imunoldgica, onde os linfécitos produzem uma resposta celular e
humoral téxica para os agentes potencialmente prejudiciais, além da
produ¢do de anticorpos especificos para determinados patégenos
(MEDZHITOV, 2008).

1.2 NEUROINFLAMACAO

A neuroinflama¢do (ou inflamagdo do SNC) € um processo
fisiolégico de defesa celular que ativa células imunes residentes, como
astrécitos e a microglia (BECHMANN; NITSCH, 1997; CHOI et al.,
2014; HENRY et al., 2009; PUNTENER et al., 2012). Também ocorre a
infiltracdo de células imunes ativadas da periferia para o SNC
(RANSOHOFF; KIVISAKK; KIDD, 2003). O SNC ¢ considerado um
tecido privilegiado do ponto de vista imunoldgico devido a um
controlado sistema imune adaptativo e inflamatério (GALEA;
BECHMANN; PERRY, 2007). Essa caracteristica é baseada em varios
fatores:

1) Presenca da barreira hematoencefédlica (BHE);

2) Escassez de células apresentadoras de antigeno;

3) Baixa expressdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC); e,

4) Grande quantidade de moduladores anti-inflamatérios soliveis
(HARRIS et al., 2014; MULDOON et al., 2013; PACHTER; DE
VRIES; FABRY, 2003).

O privilégio imune varia com a idade e regido do SNC, algumas
vezes incompleto (CARSON et al., 2006; GALEA; BECHMANN;
PERRY, 2007; KIVISAKK et al., 2003; LOUVEAU et al., 2015). No
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SNC, a resposta imune inata é rapidamente ativada por componentes
bacterianos, dano tecidual, grande disponibilidade de citocinas,
deposicdo de placas amiloides, entre outros fatores (BECHMANN,
2005; CARSON, 2002; KIVISAKK et al., 2003; RANSOHOFF;
KIVISAKK; KIDD, 2003).

A resposta imune inata inclui a ativacdo da micréglia,
considerada o “macréfago residente no SNC”. Fisiologicamente, a
micréglia é essencial para maturacdo neuroldgica e varios processos do
desenvolvimento do SNC, como a apoptose, crescimento e migracao
axonal, regulacdo do desenvolvimento de células embriondrias
precursoras, diferenciacdo neuronal, proliferacio de astrécitos e
angiogénese (TAKAHASHI; ROCHFORD; NEUMANN, 2005;
WAKSELMAN et al., 2008).

Estimulos nocivos (ou patoldgicos) sinalizam a mudanca do
fendtipo microglial para uma forma ativada, que sintetiza e libera
citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1f e IL-6, além de 6xido
nitrico (NO), superdxido e peréxido de hidrogénio (DAVALOS et al.,
2005; HENRY et al., 2009; PUNTENER et al., 2012). A micréglia
também modula a neuroinflamacdo através da produgdo de citocinas
anti-inflamatdérias e de fatores de reparo tecidual (KHOROOSHI;
OWENS, 2010; NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005).
Um estimulo agudo pode induzir estresse celular tipicamente de curta
duracdo, que se resolvido, ndo prejudica a sobrevivéncia neuronal. A
micréglia em estado ativado divide fung¢des imunoldgicas com
macréfagos infiltrados de outros tecidos, destruindo e fagocitando virus,
bactérias e outros invasores; possivelmente apresentando os antigenos
para linfécitos infiltrados no tecido cerebral e removendo debris
celulares como parte da restauracdo tecidual. A micréglia ativada
participa da defesa do hospedeiro, mediando mecanismos de protecdo e
promovendo a resolu¢do neuroldégica (DAVALOS et al., 2005;
KHOROOSHI; OWENS, 2010; NIMMERJAHN; KIRCHHOFF;
HELMCHEN, 2005).

A ndo restauracdo da homeostasia do tecido nervoso apds a
neuroinflamac¢do aguda pode cronificar a prépria neuroinflamagado
através da sinalizagdo excessiva de citocinas pré-inflamatorias
microgliais (BODEA et al., 2014; GODBOUT et al., 2005; HENRY et
al., 2009; PUNTENER et al., 2012). Neste cendrio patolégico, a
neuroinflamacéo cronica pode estender os efeitos deletérios e/ou agravar
a lesdo neuroldgica (p.ex.. doengas neuroinflamatérias e
neurodegenerativas) (revisado por HSIEH; YANG, 2013; LAZZARINI
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etal.,2013; PERRY; HOLMES, 2014).

1.3 A NEUROINFLAMACAO COMO UM MECANISMO
PATOLOGICO DAS DOENCAS NEUROLOGICAS E
NEURODEGENERATIVAS

A presenga excessiva e cronica de fatores pré-inflamatdrios
perturba o sistema neuroenddcrino e a neurotransmissio, com
consequente alteracdo comportamental, incluindo prejuizos cognitivos,
desordens de humor e transtornos de ansiedade (revisado por
ANISMAN; MERALI, 2002). A neuroinflamacdo tem sido
caracterizada como um mecanismo patolégico de vdrias doengas
neuroldgicas e neurodegenerativas, incluindo depressdo, doenca de
Alzheimer, doenga de Parkinson, esclerose multipla e acidente vascular
cerebral (AL-HAKEIM et al., 2015; BANATI; DANIEL; BLUNT,
1998; HENEKA et al., 2015; HIRSCH; HUNOT, 2009; MACHADO et
al.,2016; WU et al., 2015).

Além disso, a neuroinflamacdo tem sido associada como um dos
mecanismos responsaveis pelo declinio neurolégico encontrado durante
o envelhecimento, principal fator de risco das doengas
neurodegenerativas (VAN DEURSEN, 2014). De acordo com Sparkman
e Johnson (2008) o processo de envelhecimento do SNC € caracterizado
pelo desequilibrio gradativo da homeostase inflamatéria (mediadores
anti-inflamatdrios vs pré-inflamatérios) em favor de um estado pré-
inflamatdrio cronico.

A ativacdo astrocitdria e microglial foi demonstrada no
hipocampo e cértex pré-frontal de pacientes com doenga de Alzheimer
(MANDYBUR, 1989; RAO; RAPOPORT; KIM, 2011; SERRANO-
POZO et al.,, 2011), assim como o aumento das concentracdes
plasmética de IL-6 (WU et al., 2015) e de IL-6, IL-8 e da proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) no encéfalo de pacientes com
doencga de Alzheimer (SOKOLOVA et al., 2009). A andlise pos mortem
do encéfalo de pacientes com doenga de Parkinson demonstrou aumento
da ativacdo da micrdglia e astrécitos, aumento da expressdo do fator de
transcricdio NF-kB (Fator de transcricdo nuclear kappa B, do inglés
factor nuclear kappa B), além do aumento da concentragdo das citocinas
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6 e TNF-o (BANATI; DANIEL; BLUNT, 1998;
NAGATSU; SAWADA, 2005; REYNOLDS et al., 2008).

Essas evidéncias demonstram um perfil neuroinflamatério nas
doencas neuroldgicas e neurodegenerativas. Estas doengas acometem
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um grande nimero de pessoas de modo crdnico, prejudicando as
atividades de vida didria (AVD) e qualidade de vida das pessoas. Além
disso, existem poucos tratamentos eficazes disponiveis que permitem
atenuar ou reverter estes processos. Assim, o desenvolvimento de novas
estratégias preventivas ou terapéuticas para estas patologias/prejuizos
que afetam o SNC € uma necessidade urgente.

14 LIPOPOLISSACARIDEO COMO UM MODELO DE
NEUROINFLAMACAO

A endotoxina lipopolissacarideo (LPS) é um componente da
parede celular de bactérias gram-negativas e representa um exemplo
bem caracterizado do reconhecimento imunoldgico inato associado a
resposta inflamatéria (AKASHI et al., 2000; HINES et al., 2013; SU et
al., 2000). O LPS ¢ utilizado para estimular o sistema imune de modo
semelhante a infeccdo bacteriana, sem a presenca de replicagdo e
aumento da patogenicidade. Estas caracteristicas tornaram o LPS um
modelo amplamente utilizado para o estudo experimental de inflamagao
(BEUTLER; RIETSCHEL, 2003; KIM; HA, 2009; MA, et al. 2000) e
da neuroinflamag¢do (BERG et al., 2004; GODBOUT et al., 2005;
HENRY et al., 2008, 2009).

O LPS estimula receptores de membrana do tipo Toll ou TLR (do
inglés toll like receptors) nos fagdcitos, mais precisamente o TLR4
(POLTORAK, 1998), que ativa a sinalizagc@o intracelular via NF-xB
para a producdo e liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios, como
citocinas e quimiocinas (SHAKHOV et al., 1990). Os TLR4 sao
altamente expressos em macrdéfagos, mondcitos e células dendriticas
(MEDZHITOV R; PRESTON-HURLBURT P; JANEWAY CA JR,
1997; YANG et al.,, 1998). Os TLR4 também sdo expressos nos
astrécitos, micréglia e neurdnios (BOWMAN et al., 2003; DIOGENES
etal.,2011).

O modelo experimental de neuroinflamacdo induzido pelo LPS
atende aos critérios de validacdo para um modelo experimental. A
neuroinflamac¢do desencadeada pelo LPS ¢é responsdvel por sintomas
como febre, ativacdo do eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal (HPA),
perda de apetite e massa corporal, diminuicdo da interagdo social,
prejuizos cognitivos, anedonia, falta de motiva¢do, comportamento tipo-
depressivo e tipo-ansioso (BLUTHE; DANTZER; KELLEY, 1992;
BOROWSKI et al., 1998; COHN; DE SA-ROCHA, 2006; GODBOUT
et al., 2005, 2008; JOHNSON; PROPES; SHAVIT, 1996; LACOSTA;
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MERALI; ANISMAN, 1999; MUNHOZ et al., 2006; O’REILLY;
VANDER; KLUGER, 1988; PLATA-SALAMAN et al., 1996;
SWIERGIEL; DUNN, 2007). Esses sintomas mimetizam os sintomas de
doencga relacionados as infecdes em humanos (BRYDON et al., 2008,
2009; VOLLMER-CONNA et al., 2004) e estdo presentes em condi¢des
clinicas que envolvem neuroinflamacio (ANISMAN et al., 1999;
SCHLATTER; ORTUNO; CERVERA-ENGUIX, 2001; SOKOLOVA
et al., 2009; TUGLU et al., 2003). Isso garante a validade aparente ou de
face do modelo experimental de neuroinflamacdo induzida pelo LPS, a
qual diz respeito o qudo bem um modelo animal pode mimetizar os
sintomas de uma determinada condi¢éo clinica.

Além disso, o0s mecanismos patolégicos presentes na
neuroinflamac¢do induzida por LPS, como ativacio da micréglia,
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e produ¢do de citocinas pré-
inflamatdérias também tem sido descritas em condicdes de
neuroinflamagcdo em humanos (BANATI; DANIEL; BLUNT, 1998;
MAES et al., 1995; NAGATSU; SAWADA, 2005; REYNOLDS et al.,
2008; TUGLU et al., 2003; WU et al., 2015). Isso garante a validade de
construto para um modelo experimental, a qual diz respeito o quido bem
um modelo animal reproduz a fisiopatologia de uma determinada
condicdo clinica em humanos.

Por fim, a validagdo de um modelo experimental prevé a validade
preditiva, que diz respeito a propriedade pela qual o modelo animal
apresenta respostas aos agentes terapéuticos disponiveis para
determinada condi¢do em humanos. A literatura tem demostrado a
eficicia terapéutica de antioxidantes (BERG et al., 2004), fatores
tréficos (PARK et al., 2011), extrato de cha verde (SINGAL et al.,
2006) e farmacos como a Propentofylline’ (MORAES et al., 2017) e
antidepressivos (CASTANON; BLUTHE; DANTZER, 2001; SHEN et
al., 1999) no modelo de neuroinflamacdo induzida pela administracdo
sisttmica de LPS. Além disso, alguns trabalhos descreveram o papel do
exercicio fisico na neuroinflamacdo experimental, com resultados
controversos, possivelmente devidos aos vieses dos estudos. Littlefield e
colaboradores (2015) demonstraram que o exercicio em roda de corrida
preveniu a reducdo da neurogénese em camundongos idosos. Tal efeito
benéfico do exercicio foi relacionado a capacidade de induzir um
fenétipo neuroprotetor na micréglia. Ainda, Barrientos e colaboradores

1 . . e .
Registrado no Brasil para uso veterindrio como Revimax 50 mg pelo
Laboratério Agener Unido.



23

(2011) demostraram o efeito anti-neuroinflamatério do exercicio fisico
na infeccdo induzida pela Escherichia coli (250 pl, i.p) através da
reducdo da concentragdo de IL-1p.

1.4.1 Vias de administracao do LPS

O LPS pode ser administrado através de diferentes vias. Muitos
autores injetam o LPS diretamente nos ventriculos cerebrais dos
animais, ou inje¢do intra-cerebroventricular (i.c.v.). A administracdo de
LPS (10 mg, i.c.v.) aumenta a resposta do eixo HPA (HABU et al.,
1998), além de elevar as concentracdes encefdlicas e plasmdtica de
TNF-a (KALEHUA et al., 2000). A neuroinflamacido decorrente da
administracdo de LPS (3-1000 ng, i.c.v.) estd associada a mudangas
comportamentais (comportamento tipo-doentio) em camundongos
(CASTANON; BLUTHE; DANTZER, 2001; PARK et al., 2011;
JOHNSON et al., 1997).

A administracdo estereotdxica do LPS é um modelo amplamente
utilizado para a indugdo da doenga de Parkinson experimental (LIU;
BING, 2011), pela potente ativacdo da micrdéglia que induz uma extensa
morte neuronal na SNpc. A administracdo estereotdxica de LPS (1-3ug
na SNpc) induz a morte de neurénios dopaminérgicos e a ativagdo da
micrdglia com consequente aumento de IL-18 na SNpc. Mesmo quando
a administracdo estereotdxica de LPS (5-10ug) ¢é realizada em locais
diferentes da SNpc, como no hipocampo e cértex, ocorre uma
neurodegeneracdo na SNpc com extensa perda de neurdnios
dopaminérgicos (KIM et al., 2000).

Além dos efeitos pardcrinos do LPS pela administracdo direta no
SNC, a administracdo periférica também ¢ utilizada para induzir o
processo inflamatério no SNC através de duas diferentes vias:
intraperitoneal (i.p.) e intravascular (i.v.). O LPS (25 ug/100g, i.v.)
aumenta as concentragdes hipotaldmicas de IL-13 (MA et al., 2000) e a
atividade do eixo HPA (100 mg/kg, i.v.) (HABU et al., 1998). De forma
similar, a administragdo de LPS i.p. (nas seguintes doses: 2 mg/kg e
0.33 mg/kg) induz a uma ativacdo da micrdglia e aumenta a expressdo e
concentragdo das citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-1p e TNF-a) no
encéfalo de roedores (FU et al., 2014; GODBOUT et al., 2005, 2008,
HENRY et al., 2008, 2009).

Muitos mecanismos foram propostos para explicar como o SNC
controla respostas imunes inatas periféricas, considerando vdrias vias
que agem em processo paralelo (revisado por MCCUSKER; KELLEY,
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2013). Uma das vias envolve nervos aferentes: citocinas produzidas
localmente e outros sinais nocivos ativam nervos aferentes primadrios,
como o nervo vago (X), durante infec¢des abdominais e viscerais. O
nervo vago (ou pneumogastrico) expressa receptores para citocinas e
TLR4. Dessa forma, neuronios aferentes do vago sdo estimulados e
transmitem sinais do sistema imune periférico para o SNC
(MOHANKUMAR; MOHANKUMAR; QUADRI, 1999, 2000;
ZIELINSKI et al., 2013).

Além da via neural de comunicacdo ripida entre o SNC e o
sistema imune periférico, existem vias humorais mais lentas para esta
comunicacdo (BANKS; ROBINSON, 2010; revisado por DANTZER,
2009; LAFLAMME; RIVEST, 2001; SAPER; ROMANOVSKY;
SCAMMELL, 2012). Uma dessas vias é representada pela producdo de
intermedidrios moleculares — prostaglandinas — em resposta a
estimulacdo de macréfagos perivasculares e células endoteliais de vasos
sanguineos do SNC pela presenca de citocinas circulantes (SAPER;
ROMANOVSKY; SCAMMELL, 2012). Além disso, a microglia é
ativada em regides onde a BHE ¢é permeavel (plexo coroide e érgios
circuventriculares) em resposta a citocinas circulantes ou outros
estimulos nocivos (LAFLAMME; RIVEST, 2001). Outra via
compreende o transporte de citocinas através da BHE: citocinas pré-
inflamatdrias em excesso na circulagdo sistémica podem ter acesso ao
SNC através dos sistemas especializados de transporte saturdvel da BHE
(BANKS, 2009; BANKS; ROBINSON, 2010).

A administrag@o sistémica de LPS ativa macréfagos TLR4+ que
reconhecem o LPS e estimulam a producédo da citocina pré-inflamatdria
IL-1p, capaz de reforgar a sua prépria sintese e a de outras citocinas
classicamente sinérgicas a inflamagdo (como o TNF-a e a IL-6) (HINES
et al., 2013; AKASHI et al., 2000; SU et al., 2000). A inflamac¢ado
sistémica aguda ainda induz a expressdo transitéria de mediadores proé-
inflamatdria no SNC e ativag¢do da micréglia, de modo moderado e sem
morte neuronal (JEONG; JOU; JOE, 2010). O LPS também induz a
producdo das citocinas TNF-a, IL-6, IL-1f3, entre outros mediadores
pré-inflamatérios pelos astrécitos e micréglia (BLOCK et al., 2013;
CHOI et al., 2014; FU et al., 2014; KIM et al., 2004; PACE; HU;
MILLER, 2007; SAVAGE et al., 2012). Ap6s as primeiras horas da
administracdo do LPS, uma robusta resposta inflamatéria é organizada,
atenuada parcialmente nos estdgios avancados por respostas anti-
inflamatdrias, como a producdo da interleucina anti-inflamatéria IL-10
(ANDRE et al., 2008; FU et al., 2014; HENRY et al., 2009). Ao
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contrario do tratamento Unico de LPS, desafios sist€micos repetidos em
camundongos sustentam o fenétipo inflamatdrio microglial, induzem a
perda de neurdnios (BODEA et al., 2014) e produzem alteracdes na
vascularizagio cerebral (PUNTENER et al., 2012).

1.4.2. O papel da neuroinflamacéo induzida pelo LPS nos prejuizos
neuroquimicos e comportamentais

Uma das consequéncias da estimulagdo do sistema imune inato
periférico € a produgdo de citocinas pré-inflamatdrias no SNC (BLOCK
et al., 2013; HENRY et al., 2008; KIM et al., 2004; MOHANKUMAR;
MOHANKUMAR; QUADRI, 1999, 2000; PACE; HU; MILLER,
2007). Essas citocinas atuam direta ou indiretamente sobre os neurénios
e a glia (micréglia e astrdcitos) e perturbam o sistema neuroenddcrino e
a neurotransmissdo, com consequente alteracdo comportamental
(BLUTHE; DANTZER; KELLEY, 1992; DIOGENES et al., 2011;
DUNN, 1992; GODBOUT et al., 2005, 2008; HENRY et al., 2008;
LACOSTA; MERALI; ANISMAN, 1998).

1.4.2.1 Prejuizos na sinaliza¢do das monoaminas

As monoaminas sdo produtos da descarboxilacdo de aminodcidos.
As principais monoaminas sdo as catecolaminas originadas da tirosina
(dopamina — DA, noradrenalina — NA, e adrenalina), a serotonina (5-
HT) derivada do triptofano e a histamina da histidina. A ativag¢do do
sistema imune periférico pode perturbar a neurotransmissdao de
neurotransmissores monoaminérgicos no SNC (ZUCKERMAN;
SHELLHAAS; BUTLER, 1989).

O aumento da degradagdo das monoaminas em resposta a
administracdo de LPS e citocinas pré-inflamatdrias tem sido relatadas
em diversas regides do SNC, incluindo o hipotdlamo, locus coeruleus,
cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala. Sdo relatados aumento da
degradacdo de serotonina no hipocampo e hipotdlamo, enquanto ha um
aumento de 4cido 3 4-diidroxifenilacético (DOPAC) no corte pré-frontal
(ANDO; DUNN, 1999; HAYLEY et al., 2001; HAYLEY; WALL;
ANISMAN, 2002; LAVICKY; DUNN, 1995; LINTHORST et al.,
1995; MOLINA-HOLGADO; GUAZA, 1996) Van Heesch e
colaboradores (2014) demonstraram aumento da degradacdo da DA no
nicleo accumbens e no cértex pré-frontal medial de camundongos
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tratados com LPS, reforcado pelo aumento nas concentragdes dos
metabolitos DOPAC e dacido homovanilico. Zager e colaboradores
(2009) observaram uma diminuicdo da fun¢do dopaminérgica
(diminui¢do do turnover da DA) no estriado de camundongos tratados
com LPS. A administragdo de LPS também induz a morte neuronal de
neurdnios dopaminérgicos na Substancia Negra associada a diminui¢do
da DA nesta regiao (WU et al., 2011).

Além disso, as citocinas IL-6 e TNF-o aumentam a
metabolizacdo da serotonina, facilitando a conversdo deste
neurotransmissor em seu metabdlito dcido S-hidroxindolacético (Wang
and Dunn, 1998; Zhang et al., 2001). A citocina IL-1p altera a utilizacdo
da DA (MASANA; HEYES; MEFFORD, 1990; SHINTANI et al.,
1993) e aumenta a utilizacdo hipotalamica de noradrenalina e
serotonina, além de aumentar a liberacdo de DA (SHINTANI et al.,
1995).

1.4.2.2 Comportamento tipo-doentio

As citocinas pré-inflamatérias no SNC promovem mudangas
comportamentais no sentido da preservacdo de energia, o que ¢é
importante para o suporte a resposta imune e recuperacdo do organismo.
Esse novo estado comportamental ¢ denominado comportamento do
tipo-doentio (do inglés sickness behavior), caracterizado por perda de
apetite e massa corporal, diminuicio da interacdo social,
hipolocomogio, fadiga, prejuizos cognitivos e hiperalgesia (BLUTHE;
DANTZER; KELLEY, 1992; COHN; DE SA-ROCHA, 2006;
JOHNSON; PROPES; SHAVIT, 1996; O’REILLY; VANDER;
KLUGER, 1988; PLATA-SALAMAN et al., 1996; SWIERGIEL;
DUNN, 2007). Além disso, o comportamento tipo-doentio ¢&
caracterizado por prejuizos na motivacdo (HINES et al., 2013),
comportamento tipo-depressivo (GODBOUT et al.,, 2005, 2008;
HENRY et al.,, 2008), comportamento tipo-ansioso (LACOSTA;
MERALI; ANISMAN, 1999) e anedonia (BOROWSKI et al., 1998).

O comportamento pode ser definido como atividades observéaveis,
tanto em humanos como em animais. Assim, parametros fisioldgicos
como febre, perda de massa corporal e diminui¢cdo de ingesta de comida
e liquido, ndo sdo comportamentos per se, porém sdo sintomas do
comportamento tipo-doentio (MCCUSKER; KELLEY, 2013).

Os sintomas comportamentais, juntamente com a resposta de
febre, inerentes ao comportamento tipo-doentio, representam uma
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estratégia altamente organizada do organismo para lidar com uma
infecc@o ou estimulo nocivo (HART, 1988). Em termos fisiolégicos a
febre corresponde a um novo estado homeostético caracterizado pelo
aumento da temperatura corporal. Essa temperatura corporal mais
elevada estimula a proliferacdo de células imunes e é desfavordvel para
o crescimento de muitos patégenos bacterianos e virais.

No comportamento tipo-doentio ocorre uma reorganizacdo da
percepgdo e acdo que tornam O organismo mais apto para lidar com o
processo inflamatério (DANTZER, 2001la). Essas mudancas
comportamentais frequentemente envolvem alteragdes da motivagdo
(MCCUSKER; KELLEY, 2013), assim, o comportamento tipo-doentio
em roedores ¢é frequentemente acessado através da avaliacdo da
motivagdo para a exploracdo social, pois a neuroinflamacdo ¢é
responsdvel por uma grande diferenca no tempo de exploracdo entre
animais sauddveis e doente, com um menor tempo de exploracdo
apresentado pelo animais doentes. A motiva¢do para o consumo de
comida ou liquidos também fornece uma ferramenta de avaliacdo do
comportamento tipo-doentio, com uma diminui¢do do consumo pelos
animais doentes.

Apesar do comportamento tipo-doentio configurar uma cléssica
resposta do hospedeiro contra o patégeno, existem evidencias que
sugerem que este tipo de comportamento ¢ desencadeado por estimulos
nao imunes, como no caso de estressores ambientais (DANTZER,
2001a).

1.5 EXERCICIO FISICO

O sedentarismo é um fator de risco conhecido para diversas
doencas, principalmente doencas cardiovasculares (DCV) como a
hipertensdo arterial, obesidade, e diabetes do tipo 2 (BERLIN;
COLDITZ, 1990; KNOWLER et al., 2002; MANSON et al., 1999;
MENOTTI et al., 2016). Nos tdltimos anos, o sedentarismo também vem
sendo sugerido como um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas neuroldgicas (TREJO et al., 2002; VILLAR-CHEDA et al.,
2009). Isto reflete os principais alvos de investigacdo da industria
farmacéutica a partir dos anos 70 (DCV) e 90 (doencas neuroldgicas).

Durante as tultimas décadas, muitas evidéncias clinicas,
translacionais e experimentais divulgaram os beneficios da atividade e
exercicio fisico para manutencdo da saide em geral, inclusive do SNC
(revisado por ERICKSON; HILLMAN; KRAMER, 2015). O exercicio
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fisico tem sido associado a neuroreabilitacdo, neuroprotecdo,
neuroplasticidade, e também a algumas evidéncias sugerem efeitos anti-
inflamatérios (revisado por SVENSSON, LEXELL, DEIERBORG,
2015).

A atividade fisica e o exercicio fisico sdo termos que descrevem
diferentes conceitos. A atividade fisica € definida como qualquer
movimento corporal produzido pelos musculos e que resulta em gasto
energético superior ao repouso relativo. A atividade fisica na vida didria
pode ser categorizada em ocupacional, esporte, atividades domésticas
entre outros. O exercicio fisico € uma subcategoria de atividade fisica,
planejada, estruturada e realizada de forma repetida, com objetivo de
manutencdo ou aumento da capacidade fisica (CASPERSEN;
POWELL; CHRISTENSON, 1985).

1.5.1 Roda de correr: um modelo experimental de atividade ou
exercicio fisico?

A atividade locomotora é uma caracteristica da vida animal, e na
maioria das espécies de mamiferos representa um fator indispensavel
para a sobrevivéncia (busca de alimento e abrigo, escape de predadores,
entre outros). Quando se trata de roedores, a atividade locomotora
indispensdvel para a sobrevivéncia e pode ser denominada de atividade
fisica espontanea. Para roedores de laboratério a atividade fisica
esponténea inclui atividades como a locomocao dentro de seu habitat em
busca de 4gua e ragdo, exploracio do ambiente, atividades de
autolimpeza, entre outros. Quando a atividade locomotora ndo ¢
requerida para a sobrevivéncia, homeostase e ndo é motivada por fatores
externos pode ser denominada de exercicio fisico (GARLAND et al.,
2011). Roedores correm voluntariamente longas distdncias na roda de
correr (mais de 6 km/dia) (ALLEN et al., 2001; STRANAHAN et al.,
2009; STRANAHAN; KHALIL; GOULD, 2006) e este paradigma tem
sido utilizado como um modelo de exercicio fisico em roedores
(ALLEN et al., 2001; IKEDA et al., 2000).

Quando se avalia os critérios para a validade de um modelo
experimental, a roda de corrida atende aos critérios de validade de
construto, relacionada com a habilidade de um modelo reproduzir
aspectos fisiopatoldgicos de determinado evento. Da mesma forma que
o exercicio fisico em humanos é recomendado para o aumento do gasto
energético e controle da massa corporal, alguns trabalhos na literatura
demonstram que a atividade de roedores na RC ¢ suficiente para
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melhorar o perfil corporal (HYATT et al., 2015). A literatura demonstra
que a atividade de roedores nas RC modifica as fibras musculares
esqueléticas e cardiacas de modo semelhante ao exercicio fisico
aerdbico. Allen e colaboradores (2001) demonstraram que duas semanas
de atividade na RC foi suficiente para aumentar significativamente a
proporcdo de massa cardiaca sobre a massa corporal (ALLEN et al.,
2001).

A RC também atende ao critério da validade preditiva de um
modelo experimental, que diz respeito a propriedade pela qual um
modelo animal pode demonstrar respostas terapéuticas de forma
semelhante a determinada condi¢do em humanos. O exercicio fisico na
RC demonstra ser terapéutico no modelo de trauma cranio encefélico ao
diminuir os prejuizos cognitivos e volume da lesdo. Estes beneficios
foram associados a atenuagdo das vias inflamatdrias e ao aumento da
neurogénese (PIAO et al., 2013). O exercicio na RC também normaliza
a concentragdo plasmatica de leptina e restaura as alteracdes patoldgicas
num modelo de taupatia (KOGA et al., 2014). Além disso, o exercicio
em RC previne a ativacdo microglial decorrente do envelhecimento, e
ainda, induz um fenétipo neuroprotetor na micréglia (KOHMAN et al.,
2012).

1.5.2 Exercicio fisico e neuroinflamacéo

Os beneficios do exercicio sdo pleiotrdpicos e associados a varios
mecanismos, como a melhora do metabolismo das monoaminas
(AGUIAR et al., 2014; CUNHA et al., 2013; EYRE; BAUNE, 2012), da
producdo de fatores neurotréficos, densidade dos vasos sanguineos,
sinaptogénese, neurogénese (AGUIAR et al., 2008; KIUCHI; LEE;
MIKAMI, 2012; PIAO et al., 2013; SIGWALT et al., 2011; SOTO et
al., 2015; STRANAHAN; KHALIL; GOULD, 2006; VAN PRAAG et
al., 1999; YU et al., 2014), além de melhora do estado redox e da
atividade mitocondrial (AGUIAR et al., 2014; LIU et al., 2000;
NAVARRO et al., 2004; RADAK et al., 2006).

O efeito anti-inflamatério do exercicio € associado a sua
capacidade de regular a funcdo do eixo HPA, aumentar a
disponibilidade de citocinas anti-inflamatérias, bem como, relaciona-se
com a redugdo na ativacdo da micréglia, na concentracdo e expressao de
citocinas pré-inflamatérias, além de diminuir a expressdo de genes
relacionados ao sistema imune (HARE et al., 2014; KIUCHI; LEE;
MIKAMI, 2012; MARTIN et al., 2013; PARACHIKOVA; NICHOL;
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COTMAN, 2008; SWIERGIEL; DUNN, 2007; ZHAO et al., 2014).
Nesse sentido, estudos pré-clinicos tem investigado o efeito do
exercicio fisico na resposta imune do SNC e demonstrado um potencial
efeito anti-neuroinflamatério em diferentes modelos experimentais de
encefalomielite, traumatismo cranio-encefdlico (TCE), doenca de
Parkinson, doenga de Alzheimer e envelhecimento (BERNARDES et
al., 2013, 2015; GIBBONS et al., 2014; GOMES DA SILVA et al.,
2013; KOHMAN et al., 2013; NICHOL et al., 2008; TUON et al., 2015;
ZHAO et al., 2014; DALLAGNOL et al., 2016). Bernardes e
colaboradores (2013) verificaram que 6 semanas de natacdo diminufram
as concentragdes de TNF-a e IL-1P no encéfalo e medula espinal de
camundongos submetidos a um modelo experimental de
encefalomielite. Nesse estudo também foi observado uma diminui¢do
dos escores da doenca, perda de peso e desmielinizagdo, apds o
protocolo de exercicio (BERNARDES et al. 2013). Kohman e
colaboradores (2013) demonstraram que 10 semanas de exercicio em
RC reduziram a ativagc@o da micrédglia (diminui¢do de micréglia positiva
para MHC II e CD86) no hipocampo de camundongos velhos. A
exposi¢do a RC durante 8 semanas diminuiu a expressdo das citocinas
IL-1p e IL-10, associado a efeitos ansiolitico e antidepressivo e melhora
do comportamento motor de animais C56BL/6J velhos (DALLAGNOL
et al., 2015). Zhao e colaboradores (2014) demostraram que 4 semanas
de exercicio em RC melhorou o desempenho sensdrio-cognitivo-motor
em um modelo experimental de TCE. Esses efeitos neuroprotetores do
exercicio foram associados com a diminui¢do da ativacdo da micréglia,
bem como com a atenuag¢do do volume da lesdo e redugdo de perda
neuronal (ZHAO et al., 2014). Tuon e colaboradores (2015) verificaram
que 8 semanas de corrida na esteira ou fortalecimento muscular
atenuaram o aumento do NF-kB e de citocinas pré-inflamatérias (TNF-
a, Interferon gama [IFN-y] e IL-17) no hipocampo e estriado de
camundongos em um modelo experimental de doenca de Parkinson.
Goes e colaboradores (2014) demonstraram que 4 semanas de natagdo
protegeram o estriado de camundongos C57BL/6J contra o estresse
oxidativo, neuroinflamacdo, além de prevenir a diminuic@o dos niveis de
DA e DOPAC causados por exposi¢do a 6-hidroxidopamina (6-OHDA).
O exercicio diminuiu a concentragio de IL-1f no hipocampo de
camundongos Balb/cBylJ velhos (apds 28 dias de exposicdo 4 roda de
corrida) e ratos Fischer 344 velhos (apds 18 semanas de exposi¢cdo 4
roda de corrida), tais achados foram associados a melhora da
neurogénese no hipocampo dos animais (GIBBONS et al., 2014;
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SPEISMAN et al., 2013), além disso, o exercicio modifica 0os mesmos
parametros em camundongos Tg2576 apds 3 semanas de corrida na RC
(NICHOL et al., 2008). Gomes da Silva e colaboradores (2013)
verificaram que 10 dias de exercicio aerdbico em esteira aumentou as
concentragdes de IL-10 no hipocampo de ratos Wistar idosos, contudo,
os niveis das citocinas pré-inflamatérias IL-1f, IL-6 ¢ TNF-o ndo foram
diferentes dos animais classificados como sedentarios.

1.5.3. Exercicio fisico ¢ 0 modelo de neuroinflamacio induzido por
LPS

Embora vérios estudos tenham demonstrado que diferentes
exposi¢des a atividade ou exercicio fisico podem reduzir as respostas
inflamatdérias (BERNARDES et al., 2013; GOMES DA SILVA et al.,
2013; NICHOL et al., 2008; ZHAO et al., 2014), os efeitos do exercicio
sobre a inflamacdo e o comportamento tipo-doentio induzidos pelo LPS
sdo escassos e controversos. Uma sessdo de exercicio fisico intenso em
esteira diminuiu as concentracdes plasmdticas de TNF-a em
camundongos C3H/HeN apds a administragdo periférica de LPS (1
mg/kg, i.v.) (TANAKA et al., 2010). Chen e colaboradores (2007)
demostraram que quatro semanas de exercicio em esteira reduziram
significativamente as concentracdes das citocinas pré-inflamatorias
(TNF-a e IL-1f) em ratos Wistar-Kyoto. O exercicio também atenuou a
taquicardia, a hipotensdo sistémica, e as modificacdes patolégicas no
coragdo, figado e pulméo induzidas pelo LPS (10 mg/kg i.v.). Em um
modelo de diabetes tipo I, 3 semanas de exercicio na esteira aumentaram
o tempo de sobrevida e reduziram as concentragdes séricas de TNF-a
induzidas pelo LPS (15 mg/kg i.v.) em ratos Wistar (HUNG et al.,
2008). Ainda, existem evidéncias anti-inflamatérias do exercicio fisico
apds a administracdo de LPS (0.06 ng/kg i.v.) em humanos (STARKIE
et al., 2003).

Por outro lado, Rowsey e colaboradores (2006) demonstraram
que 8 semanas de exercicio fisico nas RC aumentaram a resposta febril
de ratos Sprague Dawley em resposta ao LPS (0,05 mg/kg i.p.), sem
modificar a atividade locomotora. Criswell e colaboradores (2004)
demostraram que 12 semanas de exercicio em esteira aumentou as
concentra¢des sérica de TNF-a e a atividade da P—glucuronidase (um
marcador de dano tecidual) em ratos Sprague Dawley tratados com LPS
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(6 mg / kg ip). Em hamsters, 20 semanas de exercicio fisico nas RC nao
modificaram as concentracdes séricas de IL-6 e a resposta febril apds a
administracdo de LPS (0,01 mg/kg i.p.) (CONN et al., 1995).

Em relacdo a neuroinflamacao, Littlefield e colaboradores (2015)
demonstraram que nove semanas de exercicio nas RC preveniram a
redu¢do da neurogénese induzida por LPS (250 pg/kg i.p.) em
camundongos C57BL6/] idosos. Este beneficio do exercicio foi
relacionado a capacidade de induzir um fendtipo neuroprotetor na
micréglia. Wu e colaboradores (2007) demonstraram que cinco semanas
de exercicio moderado em esteira atenuou as reducdes do Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) e de seu receptor TrkB,
além de atenuar os prejuizos cognitivos, induzidos pelo LPS (4 doses de
Img/kg i.p.) em camundongos C57BL/6J. Entretanto, estes beneficios
do exercicio ndo foram associados a efeitos anti-inflamatérios no SNC.
Wu e colaboradores (2011) também demostraram que cinco semanas de
exercicio fisico em esteira protegeu neur6nio dopaminérgicos da SNpc
contra a toxicidade do LPS (1 mg/kg i.p.) em camundongos C57BL/6]J.
Mas este efeito protetor do exercicio ndo foi consequéncia de
imunomodulagdo, pois as concentracdes das citocinas pré-inflamatérias
(TNF-a e IL-1p) e quimiocinas (MCP-1 ¢ MIP-1 [proteina inflamatdria
de macréfago-1]), bem como o grau de ativagdo da micréglia e o
nimero de micréglia na SNpc foram semelhantes entre os animais
sedentdrios e os exercitados (WU et al., 2011).

Martin e colaboradores (2013) demonstraram que mesmo 10
semanas de exercicio fisico em RC (considerado um longo periodo) ndo
foram suficientes para reverter o aumento na expressdao de TNF-a, IL-
1B, IL-10 no cérebro de camundongos C57BL6/J velhos injetados com
LPS (0,33mg/kg). Além disso, esse protocolo de exercicio ndo reverteu
o comportamento tipo-doentio induzido pelo LPS (MARTIN et al.,
2013). Martin e colaboradores (2014) também demonstraram que um
curto periodo de exposicdo as RC para camundongos C57BL/6J jovens
(30 dias) e velhos (70 dias) ndo foram suficientes para reverter o
aumento da expressio das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 e o
comportamento tipo-doentio induzido pelo LPS.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista as recentes investigagdes que indicam o
envolvimento de citocinas em desordens neuroldgicas, parece que o
aumento da expressdo destas moléculas no cérebro pode causar lesdo de
neurdnios. Para tanto, torna-se vidvel o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para desordens do SNC, que incluam a inibi¢do
de moléculas imunitdrias e inflamatdrias. Assim, o exercicio fisico e
seus potenciais efeitos anti-inflamatdérios podem vir a contribuir para a
prevencdo e/ou tratamento de problemas neuroldgicos. Contudo, as
evidéncias em relacdo ao papel anti-neuroinflamatério do exercicio no
modelo de neuroinflamacdo induzida por LPS sdo conflitantes. Para
tanto, os mecanismos subjacentes a isso necessitam ser investigados.

3. HIPOTESE

Com base nas evidéncias anti-neuroinflamatérias do exercicio em
varios modelos experimentais de doencas neuroldégicas, formulamos a
hipétese de que o exercicio fisico previne pardmetros de
neuroinflamagdo cortical e comportamento tipo-doentio induzido pelo
LPS (0,33 mg/kg, i.p.). Para testar essa hipdtese, propomos um
programa de exercicio usando camundongos Suicos adultos jovens em
rodas de corrida durante 6 semanas.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do exercicio fisico nas RC sobre pardmetros
de neuroinflamagdo cortical e comportamento tipo-doentio induzido
pelo LPS (0,33 mg/kg, i.p.) em camundongos adultos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar o desempenho motor dos camundongos nas RC,
através da avaliagdo da distancia didria percorrida pelos animais na RC.

2. Investigar os efeitos do exercicio fisico sobre o metabolismo
muscular, através da avaliagdo da atividade com Complexo I
mitocondrial.

3. Investigar os efeitos do exercicio fisico sobre o comportamento
tipo-doentio em camundongos tratados com LPS, avaliando o
comportamento animal através da avalicdo dos parametros fisiolégicos:
distancia percorrida na RC, massa corporal, consumo de ragdo e dgua.

4. Investigar os efeitos do exercicio fisico sobre o comportamento
tipo-doentio em camundongos tratados com LPS, através dos testes
comportamentais: campo aberto, splash test e suspensao pela cauda.

5. Investigar os efeitos do exercicio fisico sobre pardmetros de
neuroinflamacgdo, através do tratamento de camundongos com LPS e
avaliacdo das concentracdes das citocinas IL-18 e IL-6 no soro
sanguineo e cortex pré-frontal dos animais.

6. Investigar os efeitos do exercicio fisico sobre o metabolismo da
DA, através do tratamento de camundongos com LPS e avaliacdo das
concentragdes de DA e de seu metabdlito DOPAC no cértex pré-frontal
dos animais.
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5.METODOLOGIA
5.1 ANIMAIS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina com
nimero de protocolo CEUA N° 1958010616 (ANEXO I).

Foram utilizados 199 camundongos machos, da linhagem Suica,
adultos jovens com 3-5 meses de idade, massa corporal 47,1+0,7 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de
Bioquimica do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Santa Catarina (CCB/BlocoC/UFSC). Os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas (38 X 31 X 17 cm) com temperatura (22+1°C), ciclo de
luz de 12 horas claro/escuro (inicio do ciclo claro 4s 07:00). Foi
disponibilizada alimentacdo e dgua ad libitum.

5.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
5.2.2 Rodas de corrida (RC)

Apdés uma semana de ambientacdo no Biotério Setorial, os
camundongos foram isolados randomicamente em gaiolas individuais
(28 x 17 x 13 cm), configurando inicialmente dois grupos
experimentais:

1) Sedentario (SED) (n=67);
2) Roda de corrida (RC) (n=132).

Os animais do grupo RC tiveram livre acesso a roda de corrida
(12.7 cm de diametro) fixadas dentro de suas gaiolas (Figura 1A). A
distancia percorrida pelos animais foi mensurada diariamente através de
contadores digitais (AGUIAR et al., 2013, 2014; KOHMAN et al.,
2013; LITTLEFIELD et al. 2015 - Figura 1B). A exposi¢d@o as rodas de
corrida teve duracdo de seis semanas, conforme descrito por nosso
grupo de pesquisa e de outros estudos da literatura (AGUIAR et al.,
2014; NADERI et al., 2015; ROCKL et al., 2007; SPEAKER et al.,
2014; THOMPSON et al., 2015). Durante o mesmo periodo, os animais
do grupo SED foram expostos as rodas bloqueadas (Figura 1C), para
evitar o viés de enriquecimento ambiental (ECLARINAL et al., 2016;
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MARTIN et al., 2013; LITTLEFIELD et al. 2015). Os animais que ndo
percorreram 2 km didrio nas 2 primeiras semanas foram excluidos do
grupo RC (77,3+5,6%), e foram alocados para o grupo SED. Devido a
maior propor¢do de animais no grupo SED em relacdo ao RC, 123
animais foram excluidos do grupo SED. Nenhum animal morreu durante
nenhum experimento independente desta fase do protocolo
experimental.

V. b T A B RN AN
Figura 1. Modelo experimental de exercicio fisico em roda de corrida utilizado
no Laboratdrio de Bioenergética e Estresse Oxidativo - LABOX — CCB/UFSC.
(A) Gaiola com roda de corrida livre. (B) Contador da distancia. (Fonte:

Arquivos do autor). (C) Gaiola com roda de corrida bloqueada.

5.2.3 Modelo experimental de neuroinflamacido: administracao
sistémica de LPS

Ap6s 6 semanas de exercicio (42°dia), os animais foram tratados
com LPS (lote 3129, serotipo 0127: B8, Sigma-Aldrich®) na dose 0,33
mg/kg (i.p.). Essa dose foi selecionada com base em estudos
demonstrando que 0,33 mg/kg de LPS induz a uma neuroinflamacio e
um comportamento tipo-doentio transientes em camundongos adultos
jovens, aproximadamente apds 4 horas do tratamento sistémico com
LPS (ANDRE et al., 2008; BERG et al., 2004; GODBOUT et al., 2005,
2008, HENRY et al., 2008, 2009). O grupo controle foi tratado com
veiculo NaCl 0,9%. As inje¢des foram realizadas no volume 10 ml/kg
de massa corporal. Um animal (N=1) morreu durante o tratamento.
Assim, foram formados quatro grupos experimentais no 42°dia:

1) Sedentario + salina 0,9% (SED + SAL) (n= 23);

2) Sedentdrio + LPS 0,33 mg/kg (SED + LPS) (n= 22);
3) Roda de correr + salina 0,9% (RC + SAL) (n= 16);

4) Roda de correr + LPS 0,33 mg/kg (RC + LPS) (n= 15).
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A partir do tratamento com LPS (42° dia), os animais
pertencentes aos 4 grupos experimentais foram divididos em 2
protocolos experimentais:

e Protocolo Experimental 1 - Tratamento LPS no 42° dia, retorno as
gaiolas de origem, e avaliagdo de parametros fisiolégicos durante
6 dias (43-48° dia): distancia na RC, massa corporal, e consumo
de ragdo e dgua (Figura 2).

e Protocolo Experimental 2 - Apés 4 h do tratamento LPS ou
veiculo no 42° dia, os animais foram submetidos, sem intervalo,
aos testes comportamentais de campo aberto e splash test ou
suspensdo pela cauda, descritos posteriormente, seguido da
eutandsia por deslocamento cervical, e coleta de amostras de
tecido cerebral, muscular e sanguineo, processados e
armazenados para andlises futuras (Figura 3).

Nenhum animal morreu durante nenhum experimento
independente desta fase do protocolo experimental.

420dia
% Eutanasia

1 2 3 4 5 6 . 1 2 3 4 5 6
semanas dias
Avaliagdo dos pardametros Injecio i.p. Avaliagdo dos pardmetros
fisiolégicos — semanal LPS (0,33mg/kg) fisiolégicos — didria
ou
Massa corporal salina Massa corporal

Consumo de ragdo
Consumo de 4dgua
Distancia percorrida na RC

Consumo de ragdo
Consumo de agua
Distancia percorrida na RC

Figura 2. Desenho experimental 1. Os animais tiveram livre acesso a roda de
corrida, durante seis semanas. No tltimo dia de exposi¢do as rodas os animais
foram tratados com uma injecdo i.p. de LPS (0,33mg/kg — para indugdo do
modelo de neuroinflamacdo) ou de solugdo salina 0,9%. Apds esse tratamento,
os animais foram quanto aos parametros fisioldgicos por um periodo de seis
dias e, entdo, eutanasiados. Abreviacdes: i.p. (Intraperitoneal); LPS
(Lipopolissacarideo); RC (Roda de corrida).
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Splash Test
\_ $plash

Teste do
campo aberto

(coleta das
estruturas)

1 2 3 4 5 6 *~ 1 2 3 4

semanas horas

Injegdo i.p.
LPS (0,33mg/kg)
ou
Salina

Figura 3. Desenho experimental 2. Os animais tiveram livre acesso a roda de
corrida, durante seis semanas. No ultimo dia de exposi¢@o as rodas (42°dia) os
animais foram tratados com uma inje¢fo i.p. de LPS (0,33mg/kg — para indugdo
do modelo de neuroinflamacdo) ou de solugdo salina 0,9%. Apés um periodo de
quatro horas do tratamento, os animais foram submetidos, sem intervalo, aos
testes comportamentais de Campo aberto e Splash Test ou Suspensdo pela
Cauda. Finalizando os testes, os animais foram eutanasiados para a coleta de
amostras cerebrais, musculares e de sangue para posteriores andlises.
Abreviagdes: i.p. (Intraperitoneal); LPS (Lipopolissacarideo).

5.3 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO TIPO-DOENTIO
5.3.1 Avaliacao dos parametros fisiologicos

O comportamento tipo-doentio foi avaliado através dos
parametros fisioldgicos: atividade locomotora na RC, massa corporal,
ingesta de ragdo e de d4gua, como descrito na literatura (CAREAU et al.,
2012; DANTZER, 2001b; KORCZYN, 2011; MARTIN et al., 2013).
Esses parametros fisiolégicos foram avaliados semanalmente durante o
periodo pré-tratamento (até 6° semana; 42° dia) e diariamente durantes 6
dias no periodo apds tratamento com LPS (43-48° dia - Figura 2).

5.3.2 Testes comportamentais
A andlise do comportamento tipo-doentio foi realizada 4 horas

apés o tratamento (BERG et al., 2004; GODBOUT et al., 2005). Os
animais foram habituados durante 1 hora em uma sala com som e luzes
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atenuados antes dos testes comportamentais, os quais foram realizados
durante a fase clara do ciclo (9h -17h).

5.3.2.1 Teste do Campo Aberto

O campo aberto avalia a locomog¢do ambulatorial e o
comportamento exploratério (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN,
1995; VAN RIEZEN; LEONARD, 1990). O teste foi realizado
individualmente com cada animal, isolado visual e acusticamente, em
um ambiente com iluminag¢do controlada (10 lux) durante 5 minutos de
livre exploracdo em uma arena circular (didmetro 60 cm). O teste foi
video-gravado e posteriormente avaliado quanto a distancia percorrida
(m), o nimero de levantamentos (comportamento exploratdrio vertical),
o tempo dispendido em levantamento (s) e as velocidades méxima e
média (m/min) dos animais, através da plataforma ANY-maze™ .

5.3.2.2 Splash Test

O splash test foi adaptado de Yalcin et al. (2008). Esse teste
avalia comportamento de autolimpeza, caracterizado como a limpeza da
pele ao lamber ou cocar, apds a pulverizacdo com uma solugdo de
sacarose 10% no dorso do animal. A viscosidade da solugdo induz um
comportamento de higiene nos animais. Com a presenca de sintomas
depressivos, como a diminui¢cdo da motivagdo e do autocuidado, ocorre
um aumento da laténcia (tempo entre a pulverizacdo e o inicio da
higienizac@o) e diminui¢do do nimero e tempo gasto com a higiene
(D’AUDIFFRET et al., 2010). O teste foi realizado individualmente
com cada animal, na sequéncia do teste do campo aberto. Os animais
permaneceram isolados visual e acusticamente, na mesma arena onde
estavam ambientados. Apds a pulverizacdo com a solugdo de sacarose
10% no dorso do animal, o teste foi video-gravado durante 5 minutos e
posteriormente avaliado quanto o nimero de autolimpezas, tempo gasto
com a autolimpeza (s) e a laténcia para o primeiro episédio de
autolimpeza (s).

5.3.2.3 Teste de Suspensdo pela Cauda
O teste de suspens@o pela cauda é comumente utilizado para

avaliar o comportamento tipo-depressivo, sendo realizado com base no
método descrito por Steru (1985). O teste se baseia em submeter o
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animal a um estresse de curto prazo através da suspensdo pela cauda,
sendo analisadas a agitacdo (tentativa de escape) ou a imobilidade
(comportamento tipo-depressivo). O teste foi realizado individualmente
com cada animal, na sequéncia do teste do campo aberto. Os
camundongos foram visualmente e acusticamente isolados, suspensos
por uma fita adesiva a 50 cm do chéo, pela ponta da cauda (lcm). O
teste foi video-gravado por 6 minutos e posteriormente avaliado quanto
o numero de episddios imdveis, tempo de imobilidade (s).

5.4 EUTANASIA E COLETA DAS ESTRUTURAS

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical apds 4
horas do tratamento com LPS ou salina. A partir disso, foram coletadas
amostras de sangue coagulado a temperatura ambiente durante 30 min e
centrifugados a 1000 RPM durante 10 min. O soro foi removido e
armazenado a -80°C. Foram dissecados o cortex pré-frontal e o muisculo
quadriceps, as quais foram imediatamente congeladas com nitrogénio
liquido e armazenadas a -80°C.

5.5 DOSAGEM DE PROTEINAS

As proteinas totais das amostras do cortex pré-frontal foram
avaliadas pelo método de Lowry modificado (PETERSON, 1977), que
usa albulmina sérica bovina (BSA) como padrio.

56 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DO COMPLEXO I
MITOCONDRIAL

Para a mensuracdo da atividade enzimdtica do complexo I da
cadeia respiratdria as amostras de quadriceps foram homogeneizadas em
dez volumes de tampao fosfato de potdssio 5 mM, pH 7.4, contendo
sacarose 300 mM, MOPS 5 mM, EGTA 1 mM e albumina sérica bovina
0,1%. Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado a 3.000 x g
durante 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para a
realizagdo das andlises. A atividade do Complexo I foi mensurada
através da reducdo do ferrocianeto dependente de NADH em um
comprimento de 420 nm, como descrito previamente por Cassina e Radi
(1996). A atividade do complexo I da cadeia respiratdria foi calculada
como nmol/min/mg de proteina e mensurada utilizando-se de um
espectrofotdmetro.
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5.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CITOCINAS POR
IMUNOENSAIO ENZIMATICO (ELISA)

Este método foi utilizado com o objetivo de determinar o efeito
das intervencdes (LPS e exercicio fisico) sobre pardmetros
inflamatdrios. As amostras de cortex pré-frontal dos animais foram
homogeneizados em cinco volumes de tampdo Tris 10 mM contendo
1mM 4cido etileno diamino tetra-acético (EDTA), Triton 1%, inibidores
de protease aprotinina 1u/mL, quimostatina 1x/mL e leupeptina 1z/mL
e lp/mL de fenil metil sulfonil fluoride. Apés a homogeneizagdo, a
amostra foi centrifugada a 14.000xg por 10 minutos a 4°C, e o
sobrenadante separado para a quantificagdo das citocinas. Foram
realizadas a quantificagdo das citocinas IL-1 e IL-6, no soro e
sobrenadante, por imunoensaio enzimatico usando kit comercial (R&D
System®).

5.8 DETERMINACAO DO CONTEUDO DA DOPAMINA E SEU
METABOLITO ACIDO  34-DIIDROXIFENILACETICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

A concentragdo de DA e seu metabdlito DOPAC foram
determinados em homonegato do cértex pré-frontal dos camundongos,
com o objetivo de determinar uma possivel relacdo entre alteracdes
comportamentais induzidas pelas intervengdes (LPS e exercicio fisico) e
alteracdes na neurotransmiss@do monoaminérgica. O  protocolo
experimental foi realizado de acordo com Castro e colaboradores
(2012). As amostras de cortex pré-frontal de cinco a seis animais de
cada grupo foram dissecadas, pesadas e sonicadas por 5 segundos em
dez volumes de 0.1 N 4cido perclorico/0.05% EDTA diss6dico/0.05%
metasulfito sédico.

As concentracdes da DA e DOPAC foram determinadas através
da andlise de 20 pL. do sobrenadante em um sistema composto por uma
fase mdvel contendo fosfato de sdédio (90 mM), acido citrico (50 mM),
heptanosulfonato de sédio (1,7 mM), EDTA (48 uM), 10 % de
acetonitrila pH 3,0 com um fluxo de 0,3 mL/minuto em uma coluna C18
de 120 x 2,0 mm (Synergi Hydro). Nessas condigdes o tempo de
retencdo das monoaminas e de seus metabdlitos foi de aproximadamente
2,7 minutos para DA e 4,2 minutos para o DOPAC. As concentrag¢des de
DA e DOPAC foram determinadas por um detector eletroquimico
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(Waters 2465) no HPLC (Alliance €2695, Waters, Milford, USA) ¢
calculadas como ng/g de proteina (CASTRO et al., 2012).

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram descritos como média + erro padrdo da
média (EPM). A inferéncia foi realizada através de andlise da varidncia
(ANOVA) de duas vias, com fator repeticdo e teste post hoc de
Bonferroni quando aplicdvel. As diferencas foram consideradas
significativas quando P<0,05. A plataforma estatistica utilizada foi o
programa STATISTICA (StatSoft Inc., v.13).
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6. RESULTADOS

6.1 O DESEMPENHO MOTOR DOS ANIMAIS NAS RODAS DE
CORRIDA

A figura 4 mostra a distancia didria percorrida pelos animais nas
RC durante 6 semanas (42 dias) antes do tratamento LPS (0,33 mg/kg,
i.p.). A aderéncia dos animais as RC foi 22,6% + 5,6. Houve um
aumento significativo da distancia percorrida pelos animais nas rodas de
corrida a partir do dia 10 [F(41,8)=3.8; post hoc de Bonferroni; P< 0,05;
Figura 4]. Neste periodo, os animais correram 24 + 0,9 km/dia. O
tratamento com LPS (42° dia) diminuiu significativamente a distancia
didria percorrida pelos animais nos 6 dias posteriores ao tratamento
[F(5,1)=44; P< 0,05; Figura 4].
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Figura 4. Distincia percorrida nas rodas de corrida. A distincia didria
percorrida aumentou significativamente durante as 6 primeiras semanas (n=22).
O LPS (42° dia) diminuiu esta distancia. Os dados representam a média + EPM.
(ANOVA de repeti¢do seguido pelo post hoc de Bonferroni). Abreviagdes: LPS
(Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC (Roda de correr); SED (Sedentdrio).

A atividade do complexo I da cadeia respiratéria foi avaliada no
musculo quadriceps femoral apds 4 h do tratamento (salina ou LPS). O
exercicio fisico causou modificacdes, entretanto, o LPS reduziu
significativamente a atividade do complexo I mitocondrial no
quadriceps dos animais [F(1,25) = 5,5; P< 0,05; Figura 5], como reforca
a literatura (FRISARD et al., 2015; HANSEN et al., 2015;
MCGIVNEY; BRADLEY, 1980).



44

4000~

w
(=3
(=3
o
1
*

2000

1000+

0-

Atividade do complexo |
(nmol NADH/min/mg proteina)

]
&

2 2 2
\e,v Q 0\;_,?'
Q.

£ &
Figura 5. Efeito do exercicio fisico sobre a atividade do Complexo I
mitocondrial apés a administracdo de LPS (0,33mg/kg, i.p.). A atividade do
Complexo I foi avaliada em amostras do musculo quadriceps de camundongos
Sui¢os machos adultos nos grupos SED/SAL (n=10), SED/LPS (n=9), RC/SAL
(n=5), e RC/LPS (n=6). O exercicio ndo alterou a atividade do complexo 1. O
LPS diminuiu a atividade deste complexo mitocondrial. Os dados representam a
média + EPM. *P<0.05 vs SAL (ANOVA de 2 vias). Abreviacdes: LPS
(Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC (Roda de correr); SED (Sedentdrio); i.p
(Intraperitoneal).

6.2 OS EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO E DO LPS SOBRE 0OS
PARAMETROS FISIOLOGICOS: MASSA CORPORAL, CONSUMO
DE RACAO E AGUA

A figura 6 ilustra a massa corporal dos animais no periodo pré-
tratamento (por 42 dias) e apds 6 dias da administragdo de LPS. Como
esperado, houve um aumento significativo da massa corporal dos
animais no decorrer das seis semanas pré-tratamento [F(5,245)=118,7;
P< 0,05 — Figura 6], sem diferencas quanto ao condicionamento fisico
dos animais exercitados e sedentdrios. O tratamento com LPS (42° dia)
diminuiu significativamente a massa corporal dos animais sedentdrios e
exercitados em relacdo aos seus controles tratados com salina
[F(1,47)=11,7; P< 0,05; Figura 6].
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Figura 6. Efeito do exercicio sobre a perda de massa corporal induzida pela
administracdo de LPS (0,33mg/kg, i.p.). A massa corporal dos camundongos
Suicos machos adultos foi avaliada durante seis semanas pré-tratamento e seis
dias apds o tratamento com LPS ou salina. A andlise foi feita nos grupos
SED/SAL (n=15), SED/LPS (n=14), RC/ SAL (n=12), e RC/LPS (n=10). A
massa corporal dos animais aumentou significativamente no periodo pré-
tratamento e ndo foi diferente entre os animais sedentdrios e exercitados. O
tratamento com LPS (42° dia) diminuiu a massa corporal dos animais e o
exercicio ndo teve efeito sobre esse pardmetro no periodo pds-tratamento. Os
dados representam a média + EPM. (ANOVA de repeticdo). Abreviagdes: LPS
(Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC (Roda de correr); SED (Sedentdrio);
i.p. (Intraperitoneal); pré-tto (Pré-tratamento); pds-tto (Pds-tratamento).

As figuras 7A e 7B representam a ingesta de racdo e consumo de
agua pelos animais no periodo pré-tratamento (por 42 dias) e apds 6 dias
da administracdo de LPS. Houve um aumento significativo do consumo
de rag¢do durante as seis primeiras semanas do protocolo experimental,
ou fase pré-tratamento [F(5,220)=5,6; P< 0,05; Figura 7A], compativel
com o aumento da massa corporal. A partir da quarta semana do periodo
pré-tratamento, os animais do grupo corrida (RC) aumentaram
significativamente a ingesta de alimento em relacdo aos seus controles
sedentérios [F(5,220)=2.3; P< 0,05 - post hoc de Bonferroni - Figura
7A], mas que ndo se refletiu num aumento de massa corporal (Figura 6).

O tratamento com LPS (42° dia) diminuiu significativamente o
consumo de racdo dos animais [F(1,43)=7.,3; P< 0,05; Figura 7A],
retornando aos niveis basais no terceiro dia pds-tratamento LPS, mas
sem influéncia do exercicio fisico (post hoc de Bonferroni - Figura 7A).

Quanto ao consumo de dgua, houve um aumento significativo no
decorrer das seis semanas do periodo pré-tratamento, sem diferengas
quanto aos grupos sedentdrio ou exercicio [F(5,150)=8,6; P< 0,05
(Figura 7B). Este comportamento ndo foi modificado pelo tratamento
LPS (Figura 7B).
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Figura 7. Efeito do exercicio sobre a ingesta de racdo e de dgua dos animais
ap6s administracdo de LPS (0,33mg/kg, i.p.). A ingesta de alimento e de liquido
dos camundongos Sui¢cos machos adultos foi avaliada durante seis semanas pré-
tratamento (pré-tto) e seis dias apds o tratamento (pds-tto) com LPS ou salina. A
andlise foi feita nos grupos SED/SAL (n=15), SED/LPS (n=14), RC/ SAL
(n=12), e RC/LPS (n=10). A ingesta de alimento (A) e de liquido (B) dos
animais aumentou significativamente no periodo pré-tratamento. A ingesta de
alimento foi significativamente maior no grupo RC a partir da quarta semana
(A). O LPS diminuiu a ingesta de alimento (A), mas ndo teve efeito sobre a
ingesta de liquido (B) dos animais. A diferenca na ingesta de alimento entre os
animais dos grupos SAL e LPS foi revertida no terceiro dia, porém o exercicio
ndo contribuiu para esta reversdo (A). Os dados representam a média + EPM.
(ANOVA de repeti¢do seguido pelo post hoc de Bonferroni). Abreviagdes: LPS
(Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC (Roda de correr); SED (Sedentdrio);
i.p. (Intraperitoneal); pré-tto (Pré-tratamento); pds-tto (Pds-tratamento).

6.3 OS EFEITOS DO EXERCICIO FISICO E DO LPS NO
DESEMPENHO DOS ANIMAIS NOS TESTES
COMPORTAMENTAIS DO CAMPO ABERTO, SPLASH TEST E
SUSPENSAO PELA CAUDA

A endotoxina LPS aumenta a expressdao e concentragdo de
citocinas pro-inflamatdrias no SNC de roedores. Essa neuroinflamagdo é
responsdvel por alteracdes comportamentais conjuntamente denominado
de comportamento tipo-doentio (FU et al., 2014; GODBOUT et al.,
2005; HENRY et al., 2008, 2009). Nas figuras 8, 9, 10 e 11 serdo
apresentados os resultados dos testes comportamentais para a avaliacdo
do comportamento tipo-doentio.
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A figura 8 mostra os resultados do teste do campo aberto. A
administracdo de LPS ndo modificou a locomog¢do, nem a velocidade
média e maxima dos animais (Figuras 8A, B, e C respectivamente).
Como desfecho secundério, o exercicio diminuiu significativamente a
velocidade méxima dos animais [F(1,21)=3,9; P<0,05; Figura 8C].
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Figura 8. Efeito do exercicio sobre o comportamento exploratério horizontal
avaliado através do campo aberto apds administragdo de LPS (0,33mg/kg, i.p.).
As andlises foram realizadas nos grupos SED/SAL (n=8), SED/LPS (n=8),
RC/SAL (n=4), e RC/LPS (n=5). O LPS ndo alterou os pardmetros: distincia
percorrida (A), velocidade média (B) e velocidade maxima (C) avaliados no
teste. O exercicio diminuiu a velocidade méxima (C) percorrida pelos animais
no teste. Os dados representam a média + EPM. # P<0.05 vs SED (ANOVA de
2 vias). Abreviagoes: LPS (Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC (Roda de
correr); SED (Sedentdrio); i.p. (Intraperitoneal).

As figuras 9A e 9B representam o perfil de levantamentos (sobre
as patas traseiras) dos animais no campo aberto apds 4 horas da
administragdao de LPS. O LPS diminuiu o nimero [F(1,21)=8.9; P<0,05;
Figura 9A] e o tempo dos levantamentos [F(1,2)=5,99; P<0,05; Figura
9B]. O exercicio reverteu parcialmente ambos os prejuizos, tanto o
nimero [F(1,2)=3,5; P<0,05; Figura 9A] quanto o tempo dispendido nos
levantamentos [F(1,2)=4,5; P<0,05; Figura 9B].
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Figura 9. Efeito do exercicio sobre o comportamento exploratério vertical
avaliado através do campo aberto apds administragdo de LPS (0,33mg/kg, i.p.).
As andlises foram realizadas nos grupos SED/SAL (n=8), SED/LPS (n=8),
RC/SAL (n=4), e RC/LPS (n=5). O LPS diminuiu o nimero de levantamentos
(A) e o tempo dispendido em levantamento (B). O exercicio reverteu
parcialmente os prejuizos no nimero (A) e tempo (B) de levantamento. Os
dados representam a média + EPM. *P<0.05 vs SAL e # P<0.05 vs SED
(ANOVA de 2 vias). Abreviagdes: LPS (Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC
(Roda de correr); SED (Sedentdrio); i.p. (Intraperitoneal).

A figura 10 mostra os resultados do splash test apés 4 horas da
administragdao de LPS. O LPS nio alterou o nimero e tempo dispendido
nas autolimpezas (grooming) realizada pelos animais, bem como a
laténcia para o primeiro episdédio de autolimpeza (Figura 10A-C).

Como desfecho secundario, o0  exercicio aumentou
significativamente o ndmero [F(1,21)=4,7; P<0,05; Figura 10A] e o
tempo de autolimpeza [F(1,20)=5,34; P<0,05; Figura 10B] dos animais.
Além disso, o exercicio diminuiu a laténcia para o primeiro episédio de
autolimpeza [F(1,20)=5,6; P<0,05; Figura 12C].
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Figura 10. Efeito do exercicio sobre a motiva¢do avaliada através do teste
comportamental splash test apds administra¢cdo de LPS (0,33mg/kg, ip.). A
andlise foi feita nos grupos SED/SAL (n=9), SED/LPS (n=9), RC/ SAL (n=8), e
RC/LPS (n=6). O LPS nio teve efeito sobre o nimero de autolimpezas (A), o
tempo de autolimpeza (B) e a laténcia para a o primeiro episédio de
autolimpeza (C). O exercicio aumentou o nimero de autolimpezas (A) e o
tempo de autolimpeza (C), além de diminuir a laténcia para o primeiro episédio
de autolimpeza (C). Os dados representam a média + EPM. # P<0.05 vs SED
(ANOVA de 2 vias). Abreviagdes: LPS (Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC
(Roda de correr); SED (Sedentdrio); i.p. (Intraperitoneal).

A figura 11 mostra os resultados do teste de suspensdo pela cauda
ap6s 4 horas da administragdo de LPS. O exercicio diminuiu
significativamente o tempo de imobilidade dos controles (salina), mas
ndo nos animais tratados com LPS [F(1,28) = 54; P<0,05; Figura 11A].
A figura 11B reforca o efeito tipo-antidepressivo do exercicio, pois o
nimero de episédios iméveis diminuiu em ambos os grupos RC/SAL e
RC/LPS em relagdo aos seus controles sedentdrios [F(1,28) = 3,2; P<
0,05].
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Figura 11. Efeito do exercicio sobre o comportamento tipo-depressivo avaliado
através do teste comportamental de suspensdo pela cauda apés administracdo de
LPS (0,33mg/kg, i.p.). A andlise foi feita nos grupos SED/SAL (n=9), SED/LPS
(n=9), RC/ SAL (n=8), e RC/LPS (n=6). O exercicio foi antidepressivo, pois
diminuiu o tempo de imobilidade (A) e o nimero de episédios iméveis (B). Os
dados representam a média + EPM. *¥*P<0.05 vs SAL e # P<0.05 vs SED
(ANOVA de 2 vias seguida do post hoc de Bonferroni). Abreviagdes: LPS
(Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC (Roda de correr); SED (Sedentdrio);
i.p. (Intraperitoneal).

64 OS EFEITOS DO EXERCICIO E DO LPS SOBRE AS
CONCENTRACOES DE IL-1B E IL-6 NO SORO E CORTEX PRE-
FRONTAL DOS CAMUNDONGOS

A Figura 12 mostra as concentragdes das interleucinas IL-1f e
IL-6 no soro e no cortex pré-frontal dos animais apds 4 h do tratamento
com LPS. O LPS aumentou significativamente as concentracdes de IL-
1P no soro dos animais dos grupos avaliados [F(1,17)=81.,9; P<0,05;
Figura 12A], sem efeito do exercicio. O LPS também aumentou
significativamente as concentragdes de IL-1f [F(1,20)=59; P<0,05;
Figura 12B] e IL-6 [F(1,20)=7,1; P<0,05; Figura 12C] no cértex pré-
frontal dos camundongos. Neste caso, o exercicio preveniu parcialmente
o aumento de IL-6 [F(1,20)=7,2; P<0,05; Figura 12C], mas ndo de IL-1f3
no cortex pré-frontal dos animais.
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Figura 12. Efeito do exercicio fisico sobre as concentracdes de IL-1f e IL-6
ap6s a administracdo de LPS (0,33mg/kg, i.p.). A produgdo das referidas
interleucinas foi avaliada no soro (A) e cdrtex pré-frontal (B e C) de
camundongos Sui¢os machos adultos dos grupos SED/SAL (n=5), SED/LPS
(n=5), RC/SAL (n=5), e RC/LPS (n=5). O LPS aumentou significativamente a
concentragdo de IL-1f (A) no soro dos animais dos grupos avaliados e o
exercicio ndo preveniu esse aumento. O LPS aumentou significativamente as
concentragdes de IL-13 (B) e IL-6 (C) no coértex pré-frontal dos animais e o
exercicio preveniu parcialmente o aumento de IL-6 (C). Os dados representam a
média + EPM. *P<0.05 vs SAL e #P<0.05 vs SED (ANOVA de 2 vias).
Abreviagdes: LPS (Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC (Roda de correr);
SED (Sedentario); IL (Interleucina); i.p. (Intraperitoneal).

6.5 OS EFEITOS DO EXERCICIO E DO LPS SOBRE AS
CONCENTRACOES DE DA E DOPAC NO CORTEX PRE-
FRONTAL DE CAMUNDONGOS

O LPS reduziu significativamente as concentragdes de DA
[F(1,24) = 54; P< 0,05; Figura 13A] e DOPAC [F(1,27) = 11.2; P <
0,05; Figura 13B] no cértex pré-frontal dos animais sedentdrios, com
efeito preventivo do exercicio (post hoc de Bonferroni). O exercicio
também reduziu significativamente a taxa DOPAC/DA no cértex pré-
frontal dos animais de ambos os grupos exercitados [F (1, 25) =5,9; P<
0,05; Figura 13C].
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Figura 13. Efeito do exercicio fisico sobre as concentragdes de DA e seu
metabdlito DOPAC apés a administragdo de LPS (0,33mg/kg, i.p.). A produgdo
dos referidos neurotransmissores foi avaliada no cortex pré-frontal de
camundongos Sui¢os machos adultos dos grupos SED/SAL (n=9), SED/LPS
(n=9), RC/SAL (n=5), e RC/LPS (n=6). O LPS reduziu significativamente as
concentracdes de DA (A) e de DOPAC (B) no cortex pré-frontal dos animais do
grupo SED/LPS e o exercicio reverteu essa deplecdo. O exercicio reduziu
significativamente a taxa DOPAC/DA no cértex pré-frontal de ambos os grupos
exercitados. Os dados representam a média + EPM. *P<0.05 vs SAL e #P<0.05
vs SED (ANOVA de 2 vias seguida do post hoc de Bonferroni). Abreviagdes:
LPS (Lipopolissacarideo); SAL (Salina); RC (Roda de correr); SED
(Sedentdrio); i.p. (Intraperitoneal); DA (dopamina); DOPAC (4cido 34-
diidroxifenilacético).
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7. DISCUSSAO

O fendmeno do envelhecimento populacional projeta um
aumento na prevaléncia das doengas neurodegenerativas (entre outras
doencas degenerativas, ex.. osteoartrite), cuja idade representa o
principal fator de risco. Outro potencial fator de risco é o sedentarismo,
este modificdvel. Isto justifica a intensa rede de pesquisa sobre
abordagens para combater/amenizar os prejuizos associados ao
envelhecimento e aos mecanismos patolégicos envolvidos nas doengas
relacionadas, assim como melhorar as condigdes para um
envelhecimento sauddvel. Hoje, a investigagdo tem se concentrado em
duas frentes: (i) mudancas de estilo de vida (ou ambientais),
representados pela dieta e atividade fisica, e (ii) recursos
farmacolégicos. O sistema imune, em particular, é conhecido pelos
prejuizos causados pelo envelhecimento, um processo conhecido como
imunosenescéncia. Na ultima década, muitos trabalhos demonstraram
que o exercicio fisico regular estd associado a manuten¢@o funcional do
sistema imune e um fenétipo imune “rejuvenescido” (SIMPSON et al.,
2012; TURNER, 2016). Por exemplo, o exercicio regular aumenta a
resposta de idosos a imuniza¢do por vacinas, como contra o virus
influenza (SIMPSON et al., 2016). As modificacdes ambientais sdo
utilizadas para prevenir ou atenuar a inflamacdo prolongada e o
comportamento tipo-doentio, auxiliando na recuperagcdo de episddios
infecciosos (CARNEIRO et al., 2015; HALLGREN et al., 2015;
JORNA; BALL; SALMON, 2006). O exercicio fisico ¢ uma classica
estratégia de modificagdo ambiental, principalmente quanto as
propriedades neuroprotetoras e anti-inflamatdrias relacionadas ao
envelhecimento, a obesidade ou a doencas neurodegenerativas (BURKE
et al., 2007, DR@YVOLD et al., 2004; FRIEDENREICH, 2001;
GRACE et al., 2007; VAN PRAAG et al., 1999; YU et al., 2014).

No laboratério, a RC € um modelo de exercicio fisico muito
utilizado (LITTLEFIELD et al., 2015; MARTIN et al.,, 2013;
SHERWIN, 1998; STRANAHAN et al.,, 2009; STRANAHAN;
KHALIL; GOULD, 2006) e o seu uso nas ciéncias bdasicas tem
aumentado devido aos beneficios induzidos pelo exercicio em condicdes
fisiologicas e patoldgicas (BEDNARCZYK et al., 2009; BENSON et
al., 2015; ENGESSER-CESAR et al., 2005; FEDIUC; CAMPBELL,;
RIDDELL, 2006; GARRETT et al., 2012). A roda de corrida é uma
atividade recompensadora para os animais do ponto de vista
neurobiolégico (GREENWOOD et al., 2011). A curva da distancia de
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corrida é tipica desse tipo de comportamento, caracterizado pelo
aumento da busca pela atividade, alimento e drogas. Explanacdes
existentes sdo de que a roda de corrida é um comportamento que satisfaz
uma motiva¢do, como por exemplo, a fuga (SHERWIN, 1998) ou que
estd ligada ao sistema metabdlico (como uma resposta motora a fome,
por exemplo) (GARLAND et al., 2011).

Apesar da literatura relacionar a roda de corrida como uma
atividade de recompensa e motivagdo em roedores de laboratdrio
(GREENWOOQOD et al., 2011), os camundongos Suicos no presente
estudo apresentaram uma baixa aderéncia (22,6 + 5,6%). Entretanto, ndo
ha dados na literatura sobre aderéncia de roedores as RC para
comparacdo. Lerman e colaboradores (2002) avaliaram diferentes
linhagens de animais quanto ao desempenho fisico nas RC (tempo de
corrida, distancia percorrida e velocidade média de corrida). A linhagem
C57BL/6] (= 7,5 km/noite) seguida dos Suicos (= 6,5 km/noite)
apresentaram maior desempenho fisico nas RC comparadas as outras
linhagens, BALB/cByJ, C3H/HeJ, DBA/1J, DBA/2J, e FVB/NIJ
(LERMAN et al., 2002). Os camundongos Suicos no presente estudo
apresentaram um desempenho de 2.4 + 0,9 km/dia nas RC, de forma
semelhante ao desempenho das linhagens BALB/cByJ, C3H/Hel,
DBA/1J, DBA/2J, e FVB/NJ avaliadas por Lerman e colaboradores
(2002). Entretanto, as diferengas regionais e ambientais dificultam
comparagdes diretas. Alguns laboratdrios desenvolveram linhagens de
roedores com alto desempenho nas RC através do "cruzamento
seletivo", as chamadas linhagens seletivas (do inglés selectively bred)
para alto desempenho na roda de corrida (SWALLOW; CARTER;
GARLAND, 1998). O objetivo foi fornecer um modelo experimental
para o estudo de caracteristicas morfofisioldgicas do exercicio no
modelo das RC, que revelaram pouca variabilidade genética relacionada
as habilidades fisicas (DUMKE et al., 2001; GARLAND et al., 2002;
HOULE-LEROY et al., 2000). Os autores sugerem que O
comportamento 6timo nas RC esteja relacionado com modificacdes
neuroldgicas centrais (RHODES et al., 2001; RHODES; GARLAND,
2003; RHODES; GARLAND; GAMMIE, 2003; WATERS et al., 2013).
Por exemplo, estas linhagens seletivas apresentaram aumento na
concentracio de monoaminas e de seus metabdlitos no sistema
mesocorticolimbico associado a motivagdo (WATERS et al., 2013).
Nesta mesma linha, os resultados do presente estudo demonstraram que
o exercicio na RC foi caracterizado pelo aumento progressivo da
distancia didria percorrida nas RC, em conformidade aos outros
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trabalhos (ALLEN et al., 2001; IKEDA et al., 2006). Também foi
observado um aumento das concentracdes de DA e DOPAC, bem como
uma diminuicdo do metabolismo dopaminérgico no cértex pré-frontal
dos animais corredores. O comportamento dos camundongos
selecionados para as RC no presente estudo seguiu um padrdo
consistente, aumentando nas primeiras 2 semanas até atingir um plato.
Esse padrdao comportamental de aumento da distdncia na RC estd
relacionado ao aumento no consumo alimentar, presumivelmente pelo
aumento da demanda energética (COUTINHO et al., 2006; DIXON;
ACKERT; ECKEL, 2003; HICKEY et al., 2008; MURRAY et al., 2010;
PHAM,; BRENE; BAUMANS, 2005). Os animais do grupo RC
mostraram um consumo de comida superior aos animais do grupo SED,
porém ndo houve um aumento de massa corporal dos mesmos,
corroborando com os achados de Swallow (2001) e Novak (2012).

Este trabalho avaliou o efeito de seis semanas de exercicio fisico
nas RC em um modelo animal de neuroinflamacdo induzida pelo
tratamento sist€émico com LPS (0,33mg/kg, i.p.). O LPS desencadeia
uma resposta neuroinflamatéria através da sinalizacdo TLR4 das células
imunitdrias do hospedeiro, como os macréfagos e micréglia. O LPS
entdo sinaliza a expressdo de genes pré-inflamatérios, resultando no
comportamento tipo-doentio, um mecanismo primitivo comum de
sobrevivéncia aos seres vivos (BOWMAN et al., 2003; DIOGENES et
al., 2011). Como esperado, os animais apresentaram um comportamento
tipo-doentio induzido pelo LPS, que prejudicou o comportamento
alimentar dos animais — exercitados e sedentdrios — por dois dias,
resultando numa reducdo da massa corporal ndo recuperada apds seis
dias do tratamento. Além da perda da massa corporal, o LPS também
reduziu a funcdo motora dos animais, através da redugdo da distincia
percorrida nas RC e dos levantamentos no campo aberto. Resultados
semelhantes foram descritos por Martin e colaboradores (2013) em
camundongos C57BL/6J, o LPS (0,33mg/kg, ip.) prejudicou a
locomocgdo, e reduziu o consumo de rag¢do por 3 dias, a massa corporal
ndo foi recuperada apds 6 dias. De modo similar, Martin e colaboradores
(2013) demostraram que 10 semanas de RC nido modificou os mesmos
parametros do comportamento tipo-doentio em camundongos C57BL/6J
velhos.

Além dos parametros fisiolégicos acima, foi avaliado o
desempenho dos animais nas tarefas comportamentais do campo aberto,
splash test e suspensdo pela cauda. A avaliagdo comportamental baseia-
se na premissa de que o comportamento tipo-depressivo e a falta de
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motivacdo estd associada com resignagdo, impoténcia e falta de
interesse dos animais (D’AUDIFFRET et al., 2010; PORSOLT, 2000;
STERU et al., 1985). O comportamento tipo-depressivo continua apds
24 horas da administracdo de LPS (0.83 mg/kg, i.p.) (MARTIN et al.,
2014). A suspensdo pela cauda é um teste comportamental que fornece
um forte fator motivacional para a tentativa de fuga, pois o animal
permanece pendurado “de cabeca para baixo”, uma posicdo muito
desconfortdvel. No presente estudo o LPS induziu um comportamento
tipo-doentio, pois reverteu o efeito tipo-antidepressivo das RC no teste
de suspensdo pela cauda. O exercicio fisico teve um efeito tipo-
antidepressivo, pois diminuiu o tempo de imobilidade nos animais
controles no teste de suspensdo pela cauda. Este efeito tipo-
antidepressivo do exercicio fisico também foi observado através da
redu¢do do nimero de episédios imdveis dos animais exercitados —
controles-salina ¢ LPS. De forma semelhante a literatura tem
demonstrado o efeito tipo-antidepressivo do exercicio em modelos de
estresse cronico, os quais envolvem o processo inflamatdrio. Zheng e
colaboradores (2009) demonstraram que 4 semanas de exercicio na RC
reverteu os prejuizos no teste de preferéncia pela sacarose em ratos
Sprague-Dawley apds estresse cronico. Seis semanas de exercicio na RC
reverteu os prejuizos no teste do nado forcado em camundongos
C57BL/6J ap6s estresse cronico (SOLBERG et al., 1999).

Prejuizos na locomocdo e motivacdo também sdo caracteristicas
do comportamento tipo-doentio (DANTZER, 2001b). No campo aberto,
a locomocdo e os levantamentos possuem caracteristicas exploratdrias e
motoras nos sentidos horizontal e vertical IRAVANI et al., 2002). O
LPS induziu o comportamento tipo-doentio, pois diminuiu o nimero e
tempo de levantamentos no teste do campo aberto, de modo similar ao
descrito por Silva e Giusti-Paiva (2015) apds 2 horas do tratamento com
LPS (200pg/kg; i.p.). Os resultados do presente estudo demonstram que
o exercicio parcialmente atenuou os prejuizos na exploragdo vertical dos
animais no teste do campo aberto. Ainda, o LPS néo teve efeito sobre o
autocuidado dos roedores avaliado no splash test. Contudo, o exercicio
per se aumentou o nimero e tempo de autolimpeza dos animais. A
literatura também reforca estes efeitos benéficos do exercicio fisico na
motivacdo para o autocuidado, Sadeghi e colaboradores (2016)
demonstraram que 32 dias de exercicio na RC, de forma semelhante ao
tratamento com o antidepressivo fluoxetina, aumentou o tempo de
autolimpeza de ratos Wistar submetidos ao estresse de separacdo
maternal. Assim, os resultados do presente estudo revelaram que o
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exercicio fisico proporciona uma prote¢do parcial contra comportamento
tipo-doentio no modelo de neuroinflamacdo induzido pelo LPS.

A compreensdo da base evolutiva de uma resposta adequada a
doenca auxilia na compreensdo dos resultados deste trabalho, quanto a
auséncia da total reversdo do comportamento tipo-doentio pelo exercicio
fisico, como esperado inicialmente e sugerido na literatura. O
comportamento de doenca é um mecanismo de sobrevivéncia critico
primitivo para todos os organismos e pode ser demasiadamente
essencial para ser afetado pelo exercicio fisico. O comportamento tipo-
doentio tem sido descrito como uma estratégia altamente organizada
visando a sobrevivéncia do organismo (DANTZER et al., 2001;
DANTZER e KELLEY, 2007; DANTZER et al., 2008). Varios estudos
mostraram que a inibicdo de certos aspectos do comportamento tipo-
doentio resulta na diminuicdo da sobrevivéncia dos animais infectados.
Como exemplo, os animais alojados em ambientes frios ou tratados com
farmacos antipiréticos apresentam elevada taxa de mortalidade apds
infec¢do, sugerindo que uma resposta febril adequada é critica para a
defesa e sobrevivéncia do organismo hospedeiro (KLUGER, 1979).
Ratos infectados com Listeria monocytogenes que apresentam uma
diminuicdo do consumo alimentar foram alimentados via gavagem (na
mesma propor¢do que animais ndo infectados) e também apresentaram
aumento da mortalidade, indicando o papel do comportamento tipo-
doentio na resposta a doengca (MURRAY; MURRAY, 1979). Assim, no
curto-prazo avaliado (6 dias) parece que o comportamento tipo-doentio
pode ser critico para a sobrevivéncia do organismo e pode compensar os
beneficios do exercicio fisico. Entretanto, apresenta-se como uma
limitagdo deste estudo a falta de avaliagdo do comportamento tipo-
doentio em um perfodo crdnico.

Sobre os mecanismos envolvidos no desenvolvimento do
comportamento tipo-doentio através da neuroinflamacdo, foram
avaliadas as concentra¢des das citocinas pré-inflamatérias IL-1f e IL-6
no coértex pré-frontal dos animais. Como a ativagdo do sistema imune
periférico induz uma neuroinflamagao (BERG et al., 2004; GODBOUT
et al., 2005), foi avaliado se o exercicio fisico tem efeito sobre as
concentra¢des da citocina IL-1p no soro dos animais. O LPS aumentou
significativamente as concentra¢des de IL-18 no soro dos animais dos
grupos avaliados, sem efeito do exercicio sobre a concentragdo dessa
citocina no soro. Esses resultados concordam com nossos resultados
sobre a concentrac@o de citocinas no cdrtex pré-frontal e comportamento
tipo-doentio. Como esperado, o LPS aumentou significativamente as
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concentra¢des de IL-1f e IL-6 no cértex pré-frontal dos camundongos,
assim como descrito na literatura. A expressdo das citocinas IL-1 e IL-6
do encéfalo de camundongos BALB/c aumentou apds o tratamento com
LPS (0.33mg/kg, i.p.). Os aumentos na expressdo das citocinas foram
paralelos aos aumentos na concentra¢do das mesmas. Tanto IL-1[3 como
IL-6 aumentaram apdés 4 horas do tratamento com LPS quando
comparado com os animais tratados com salina (GODBOUT et al.,
2005). O perfil de expressdo das citocinas IL-1f3, IL-6 ¢ TNF-a ao longo
do tempo foi avaliada no hipocampo e hipotdlamo de camundongos
CD1 tratados com LPS (0,83mg/kg, i.p.). O pico da expressdo ocorreu 2
horas pds-tratamento para todas as citocinas, sendo que as citocinas IL-
1 e TNF-o permaneceram elevadas mesmo 24 horas apGs o LPS,
embora em uma extensdo menor do que 2 horas. Em contraste, a
expressdo da citocina IL-6 aumentou somente em 2 horas, ja retornando
aos valores basais em 6 horas (ANDRE et al., 2008). Martins e
colaboradores (2013) relataram um aumento das concentracdes das
citocinas TNF-a e IL-10 no encéfalo de camundongos C57BL6/J velhos
(LPS 0,33mg/kg), sem distin¢cdo quanto as diferentes regides cerebrais.
Os mesmos autores também demonstraram um aumento da expressao de
TNF-a, IL-1f, IL-6, e IFN-y no encéfalo de camundongos C57BL6/J
adultos ap6s 4 horas da administragdo de LPS (LPS 0,83mg/kg)
(MARTIN et al., 2014).

O exercicio ndo modificou as concentragdes de IL-1p no cortex
pré-frontal dos animais, que suportam os nossos achados da falta de
efeito da RC em vdrios pardmetros do comportamento tipo-doentio
induzido por LPS. A literatura corrobora nossos resultados. Martins e
colaboradores (2014, 2013) demonstraram que o exercicio em roda de
corrida ndo atenuou a expressdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a,,
IL-1B, IL-6, e IFN-y) no encéfalo total de camundongos C57BL6/J
adultos e velhos apds a administracdo sistémica de LPS nas doses
0,83mg/kg e 0,33mg/kg, respectivamente. Entretanto, verificamos que o
exercicio preveniu parcialmente o aumento das concentracdes de IL-6
no cortex pré-frontal dos animais. Barrientos e colaboradores (2011)
incubaram com LPS (100 ng, 2 h) a micréglia isolada do hipocampo de
ratos F344xBN F1 velhos exercitados durante 6 semanas nas RC, e
verificaram uma reducdo da expressdo da citocina IL-6 nos animais
exercitados.

Até o momento, o Unico estudo que apresenta o exercicio fisico
como um modulador do sistema imune apds a neuroinflamacao induzida
por LPS (LITTLEFIELD et al., 2015) demonstra que o exercicio fisico
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modifica o fendtipo da micréglia para um fenétipo neuroprotetor, o qual
aumenta a expressdo de fatores neurotréficos na micréglia. Porém, esta
modificacdo ndo foi capaz de modificar as concentracdes de citocinas
pré-inflamatdrias.

A capacidade neuroprotetora e antidepressiva do exercicio fisico
(ESLER et al., 1990) também pode ser observada através de
modificacdes nos sistemas de neurotransmissdao (SUTOO; AKIYAMA,
1996). A DA atua como mediador de diferentes fungdes neuroldgicas
nos mamiferos, como a regulacdo da atividade motora e de processos
cognitivos, e principalmente a modulacdo das funcdes motivacionais
relacionadas a recompensa (STUCHLIK et al., 2007). A motivagdo e a
recompensa tém sido relacionadas a ativacdo dopaminérgica no sistema
mesocorticolimbico (BERRIDGE, 2007, KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2009; LAMMEL et al., 2008; OADES; HALLIDAY, 1987,
SCHULTZ; DAYAN; MONTAGUE, 1997; SESACK; GRACE, 2010).
Foi avaliado neste estudo a neurotransmissdo dopaminérgica no cértex
pré-frontal dos camundongos. Aqui, o exercicio fisico reverteu a
deplecdo de DA e DOPAC no cértex pré-frontal dos animais tratados
com LPS, como bem demonstra a literatura, quando cinco semanas de
exercicio nas RC restauraram as concentragdes de DA na SNpc de
camundongos C57BL/6J (LPS, Img/kg, ip.) (WU et al., 2011). O
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico ¢é influenciado pelo
exercicio voluntario nas RC (MEEUSEN; DE MEIRLEIR, 1995),
reforcado pelos nossos resultados demonstrando aumento das
concentragdes de DA e DOPAC e diminuicdo da taxa DOPAC/DA no
cortex pré-frontal apds 6 semanas de exercicio. A taxa DOPAC/DA ¢é
utilizada como um findice de turnover da DA e reflete a atividade dos
terminais sindpticos de DA (AGUIAR et al., 2015). A diminuicdo da
taxa DOPAC/DA pelo exercicio fisico sugere a diminuicdo da
degradacdo de DA extracelular nas sinapses dopaminérgicas,
implicando em um maior tempo de agdo desse neurotransmissor no
SNC. Isso aumenta a probabilidade de ligacdo da DA extracelular aos
seus receptores dopaminérgicos, sem a necessidade de aumentar a
sintese do neurotransmissor. A melhora do metabolismo das
monoaminas induzida pelo exercicio foi demonstrada anteriormente
(AGUIAR et al., 2014; CUNHA et al., 2013; EYRE; BAUNE, 2012).

Embora vérios estudos tenham demonstrado que diferentes
protocolos de exercicio fisico prolongado podem reduzir as respostas
inflamatdrias induzidas pelo LPS, os efeitos do exercicio sobre o
comportamento tipo-doentio e a neuroinflamacdo sdo escassos,
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controversos e limitados as diferengas experimentais em vdrias varidveis
como a espécie do animal, o tratamento (dose x via de administracdo),
além dos diferentes desenhos experimentais de exercicio fisico, uma
limitagdo conhecida nesta drea de estudos. Nossos resultados somam
informagdes a literatura, reforcando os efeitos benéficos parciais do
exercicio na neuroinflama¢cdo e no comportamento tipo-doentio
induzidos pelo LPS.
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8. CONCLUSAO

Os dados deste estudo demonstram que seis semanas de exercicio
fisico nas RC previnem parcialmente a neuroinflamacdo e o
comportamento tipo-doentio induzidos pelo tratamento sist€mico com
LPS (0,33 mg/kg). Este estudo foi pioneiro em demonstrar que o
exercicio fisico atenua parametros da neuroinflama¢do (aumento de IL-
6) induzida pelo LPS. Além disso, o exercicio fisico apresentou efeitos
protetores independentes da neuroinflamacgdo induzida pelo LPS.

Assim, reforca-se o uso do exercicio fisico como estratégia
preventiva e/ou terapéutica em processos de neuroinflamacdo fisiologica
(envelhecimento) e patoldgica (doengas).
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