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RESUMO

A inflamagdo é uma resposta bioldgica que ocorre em tecidos que
sofreram algum tipo de lesdo ou estresse celular. A resposta inflamatéria
¢ induzida para evitar lesdes adicionais e/ou para remover tecidos
danificados, com objetivo final de regeneracdo tecidual. Quando ocorre
no sistema nervoso central (SNC) esse mecanismo é denominado
neuroinflamagdo e estd envolvido em diversas doencas neurologicas
como Doenga de Parkinson, Doenga de Alzheimer e a depressdo. Neste
sentido, a atividade fisica tem sido utilizada na modulagdo da fungdo
imune durante os processos de neuroinflamacgéo, visto que possui papel
neuroprotetor por estimular a producdo de substincias antioxidantes e
anti-inflamatorias no cérebro. Sendo assim, este estudo investigou os
efeitos da atividade fisica voluntaria sobre a resposta inflamatoria e o
comportamento doentio em um modelo de neuroinflamagio induzido
pela administracdo de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) em
camundongos. Para tanto, 50 camundongos Suicos machos com 3 meses
de idade e com massa corporal variando entre 45-50g foram divididos
em dois grupos: um que realizou atividade fisica voluntaria em rodas de
correr durante seis semanas (Grupo Roda de Corrida - RC) e um grupo
que ndo realizou atividade fisica (Grupo Sedentario - SED). No ultimo
dia do protocolo experimental, pela manhd, foi induzida a
neuroinflamac¢do nos animais através da administragdo intraperitoneal
(i.p.) de LPS na dose de 0,33 mg/kg (Grupos RC + LPS e SED + LPS).
Apds 4 horas da administracdo do LPS, foram realizados os testes
comportamentais, seguidos da eutandsia para dissecacdo das estruturas
cerebrais ¢ do musculo quadriceps. Observou-se que os animais
expostos a atividade fisica voluntaria demonstraram aumento crescente
da quantidade de corrida diaria e tiveram consumo de ragdo e taxa de
consumo de ragdo/massa muscular maiores que os animais sedentarios.
Também, pode ser observado que a atividade fisica exerceu efeito
antidepressivo, o qual foi verificado através dos testes comportamentais
de campo aberto e suspensdo pela cauda. Ainda, a atividade fisica
voluntaria restaurou as concentragdes de dopamina e seu metabdlito
DOPAC no cortex pré-frontal dos animais tratados com LPS. A
atividade fisica também reduziu significativamente a taxa DOPAC/DA
nos grupos exercitados e as concentracdes de DOPAC no estriado dos
animais do grupo RC + SAL. Em conjunto, nossos resultados
demonstraram a atenuacdo do comportamento tipo-doenga nos animais
submetidos a atividade fisica voluntaria tratados com LPS,
acompanhado do aumento das concentracdes de DA ¢ DOPAC no



cortex pré-frontal dos mesmos. Este estudo sugere que os mecanismos
desencadeados pela neuroinflamag@o podem ser atenuados pela pratica
da atividade fisica.

Palavras-chave: Neuroinflamacdo; LPS; Atividade fisica; Exercicio
Fisico; Monoaminas.



ABSTRACT

Inflammation is a biological response that occurs after tissue injury or
cellular stress. The inflammatory response is induced to prevent
additional injury and/or to remove damaged tissue. In the central
nervous system (CNS), this mechanism is called neuroinflammation,
and it is involved in various neurodegenerative diseases such as
Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease and amyotrophic lateral
sclerosis. In this sense, physical activity has been widely used in
modulation of immune function during the neuroinflammation
processes, since it has a neuroprotetor role on antioxidant and anti-
inflammatory substances production in the brain. In this perspective, this
study aimed to investigate the effects of voluntary physical activity on
inflammatory response and the sickness behavior in a model of
neuroinflammation induced by lipopolysaccharide (LPS) administration
in mice. Therefore, 50 Swiss male mice with 3 months of age with
corporal mass of 45-50g were divided in two groups: one performed
voluntary physical activity in running wheel for six weeks (Running
wheel group - RC), and one that not performed physical activity
(Sedentary group - SED). In the last day of experimental protocol, at the
morning, the neuroinflammation was induced by intraperitoneal (i.p)
administration of LPS at a dose of 0,33 mg/kg (RC + LPS and SED +
LPS groups). After 4 hours of LPS administration, the behavioral tests
was performed, followed by euthanasia and brain structures and
quadriceps muscle dissection. It was observed that exposed animals to
voluntary physical activity showed increased the amount of daily
running and had food intake and rate food intake/body mass higher than
sedentary animals. Through behavioral tests of open field and
suspension tail, was observed that physical activity exerted
antidepressant effects. Further, voluntary physical activity restored the
concentrations of dopamine and its metabolite DOPAC in the prefrontal
cortex of LPS treated animals. Physical activity also reduced the rate
DOPAC/DA in the exercised groups and DOPAC concentrations in the
striatum of animals RC + SAL group. Taken together, our results
demonstrated the attenuation of like-disease behavior in animals trained
treated with LPS, together with the increase in DA and DOPAC
concentrations in the prefrontal cortex, suggesting that the mechanisms
triggered by neuroinflammation may be attenuated by the physical
activity practice.



Keywords: Neuroinflammation; LPS; Physicalactivity; Physical
Exercise; Monoamines.
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1 INTRODUCAO

A neuroinflamag¢do ¢ um mecanismo conhecido na patologia
das doengas neurologicas, como a Doenga de Alzheimer (DA), Doenga
de Parkinson (DP) e a depressio (HOTAMISLIGIL, 2010;
CUNNINGHAM, 2013). Este mecanismo ¢ acionado quando algum
estimulo é prejudicial ao organismo, sendo mediado por varios fatores
imunes, particularmente citocinas pro-inflamatéorias como a IL-18, a IL-
6 ¢ 0 TNF — o (CACQUEVEL et al., 2004) e as quimiocinas (UBOGU;,
COSSOY; RANSOHOFF, 2006), que atuam como importantes
sinalizadores para as células nervosas durante a resposta inflamatoria
(CUNNINGHAM, 2013).

As citocinas pro-inflamatérias ainda prejudicam a fungdo de
areas do SNC, envolvidas na coordena¢do motora e memoria, (DAVIS;
BAILEY, 1997). Os animais tratados com LPS demonstram uma
resposta exagerada as citocinas pro-inflamatérias no SNC e exibem
prejuizos comportamentais, incluindo anorexia (GODBOUT et al.,
2005), comportamento tipo-depressivo e disfuncdo cognitiva
(GODBOUT et al., 2008). Ainda, estas citocinas iniciam cascatas
bioquimicas que contribuem para o comportamento tipo doentio (do
inglés sickness behavior)', um conjunto de alteracdes comportamentais
como anedonia, anorexia, fadiga e isolamento social (DANTZER,;
KELLEY, 2007; DANTZER et al., 2008).

Dentro do laboratdrio, a neuroinflamagdo pode ser induzida
experimentalmente através do Lipopolissacarideo Bacteriano (LPS), um
componente da membrana plasmatica de bactérias gram-negativas que
contribui para a protecdo e integridade estrutural da bactéria (TUIN et
al., 2006). O LPS ¢ um agente inflamatorio comum reconhecido por
receptores Toll-like receptor 4 (TLR4) que sinaliza mecanismos
inflamatorios celulares (Figura 1). No sistema nervoso central (SNC), o
LPS desencadeia um conjunto de modificagdes microgliais e a producdo
de mediadores pro-inflamatérios para induzir um estado
neuroinflamatério (MENG; LOWELL, 1997; WEN et al, 2007,
CHUNG et al., 2010).

'0 comportamento tipo-doentio é uma tradugdo livre do inglés sicknessbehavior.
Esta terminologia ainda nao foi padronizada para o portugués.
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Figura 1: Papel do LPS na neuroinflamacao. (BRENNEIS et al., 2011).

A neuroinflamacdo também desempenha um importante papel
no comportamento animal, como os estados de humor e depressdo
(FAROOQ et al.,, 2012). As desordens do estado de humor sio
frequentemente acompanhadas de tristeza, irritabilidade e mudangas
psico-fisiolégicas, como disturbios do sono, do apetite ¢ do desejo
sexual, constipacdo, perda de interesse nas atividades rotineiras ou
eventos com amigos, choro e pensamentos suicidas em pacientes
depressivos (BELMAKER; AGAM, 2008). As evidéncias tém revelado
um aumento na expressao de citocinas pro-inflamatérias no SNC desses
pacientes, compativel com neuroinflamagdo (HOWREN; LAMKIN;
SULS, 2009; DOWLATI et al., 2010; HANNESTAD; DELLAGIOIA;
BLOCH, 2011).

1.1 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ATIVIDADE FISICA E
NEUROINFLAMACAO

A atividade fisica e o exercicio fisico tém sido utilizados com
objetivos antinflamatorios (ERICKSON; KRAMER, 2009), mas
também possui propriedades antioxidantes, neuroprotetoras e
neuroplasticas (O'DELL et al., 2012; TUON et al., 2012). Existem
diferencas entre os conceitos de atividade fisica e exercicio fisico.
Atividade Fisica, segundo Caspersen e colaboradores (1985), é qualquer
movimento corporal produzido pelos musculos esqueléticos que resulta
em gasto energético maior do que os niveis de repouso, ou seja, sao
movimentos basicos executados no nosso dia a dia como, por exemplo:
andar, descer e subir escadas, correr para pegar o dnibus. Ja o exercicio
fisico, segundo o mesmo autor, ¢ a forma planejada, estruturada,
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repetitiva e intencional da atividade fisica que possui o objetivo de
melhora ou manutengdo de um ou mais componentes da aptiddo fisica e
do desempenho esportivo.

De acordo com esses conceitos podemos sugerir que quando os
animais sdo submetidos a corrida em esteira em protocolos
experimentais pré-definidos, eles estdo realizando exercicio fisico. Ja a
atividade fisica na roda de corrida é voluntaria e ndo estruturada,
diferente do exercicio fisico. Entretanto, estes conceitos ainda ndo foram
padronizados para os animais de laboratorio. A literatura muitas vezes ¢é
contraditoria, pois muitos trabalhos utilizam o termo exercicio fisico
para animais expostos as rodas de corrida (SWALLOW et al., 2001;
WATERS et al., 2004; VAN PRAAG et al., 2005; O'DELL et al., 2012).
Por exemplo, o volume e as velocidades maxima e média de corrida
aumentam progressivamente em animais expostos a roda de correr
(AGUIAR et al., 2013). Isto pode ser considerado um aumento na
sobrecarga de trabalho dos animais, uma caracteristica do treinamento
fisico. Finalmente, este ainda ¢ um debate em aberto para os modelos
animais de exercicio fisico.

Utilizando-se do exercicio fisico, Criswell et al., (2004)
demonstraram que doze semanas de corrida em esteira (3 dias/semana
em sessdes de 15-25 min a 22-25 m/min) diminuiram significativamente
as concentragdes de TNF-a em ratos naive’. Wu et al, (2007)
demonstrou que cinco semanas de corrida moderada (5 dias/semana em
sessoes 10 min a 9 m/min) em esteira aumentaram as concentragdes
hipocampais de BDNF e reduziram o prejuizo cognitivo induzido pelo
LPS. Tanaka et al., (2010) utilizaram um protocolo de exercicio agudo
de corrida em esteira até a exaustdo, com aumento gradual da
velocidade a partir de 9 m/min, e demonstraram uma redugdo nas
concentracdes do TNF-a periférico induzido pelo LPS.

A atividade fisica também ¢ uma potencial intervencdo para
melhorar o desempenho cognitivo e retardar a progressdo de doencas
neurologicas (ARCHER; FREDRIKSSON; JOHANSSON, 2011). Choi
et al (2014) demonstraram que a atividade fisica exerce efeitos
neuroprotetores no sistema dopaminérgico de ratos Parkinsonianos e
ainda efeitos neurogénicos (VAN PRAAG et al., 1999; VAN PRAAG;
KEMPERMANN; GAGE, 1999; COTMAN; BERCHTOLD, 2002),
bem como contribui para a recuperagdo funcional por outros
mecanismos, incluindo a forga muscular ou a melhora da velocidade de

% Modelo animal ou sujeito de estudo nunca exposto a manipulagdes farmacologicas
ou ambientais.
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resposta. Ainda, em diversos estudos, a implementagdo de programas de
exercicio fisico em individuos nas fases iniciais da DP tem resultado na
melhora das AVDs, desempenho motor, ambulacdo e independéncia
funcional global (AYAN; CANCELA, 2012).

Em roedores, a corrida voluntaria proporciona melhoras em
algumas deficiéncias neurologicas e facilita a recuperacdo funcional
pela redugdo da perda neuronal (CARRO et al., 2001). O estudo de
Cunha et al., (2013) mostra que a atividade fisica voluntaria em roda de
corrida produz efeitos antidepressivos, assim como outros trabalhos
(DUMAN et al., 2008; AGUIAR et al., 2014b). Dessa forma, a atividade
fisica esta associada com a diminui¢do do risco de prejuizos cognitivos,
melhora do aprendizado ¢ da memoria através da melhora da fungdo
hipocampal, estabilizagdo do humor e facilitacdo da recuperagdo de
fungdes neurologicas (COTMAN; BERCHTOLD, 2002; TILLERSON
et al., 2003; VAN PRAAG, 2009)

1.2 ATIVIDADE FISICA VOLUNTARIA EM RODA DE
CORRER

As rodas de corrida tém sido amplamente usadas como medida
de atividade fisica em roedores de laboratorio (Figura 2). A maioria dos
roedores facilmente corre nas rodas e (SHERWIN, 1998) e por esse
motivo a roda de corrida é frequentemente usada para acessar os niveis
de atividade fisica geral ou entdo para modular os efeitos do exercicio
(PATTERSON; LEVIN, 2008; HASKELL-LUEVANO et al., 2009).
Comumente, quando a roda de corrida ¢ introduzida, os niveis de
atividade sdo aumentados e a quantidade de corrida na roda realizada
pelos roedores demonstra alguma variabilidade intra e entre-espécies
(FRIEDMAN; GARLAND; DOHM, 1992).
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no Laboratério de Bioenergética e Estresse Oxidativo — LABOX — CCB/UFSC. (A)
Gaiola com roda de correr bloqueada. (B) Gaiola com roda de correr livre. (C)
Contador da distancia (SCHEFFER, 2013).

A atividade nas rodas ¢ costumeiramente usada para medir a
atividade dos ritmos circadianos em todas as subordens de roedores
(KATONA; SMALE, 1997). Além disso, existe uma relagdo entre as
quantidades de corrida na roda e o consequente aumento no gasto
energético, que pode resultar no aumento do consumo de comida
(COUTINHO et al., 2006). Segundo o estudo de Coutinho et al., (2006)
a gordura corporal pode diminuir nesses animais, demonstrando que,
mesmo com o aumento do consumo de comida o balango energético
negativo ¢ alcangado. Similarmente, quando ratos possuem livre acesso
a roda de corrida eles irdo mostrar altos niveis de atividade fisica e
aumentar o seu consumo de comida comparado a ratos sedentariosz
(DIXON; ACKERT; ECKEL, 2003). Essas modificagdes assemelham-
se ao exercicio fisico.

Um grande nimero de estudos tem reportado também
alteragdes comportamentais apos o acesso as rodas de corrida, tanto em
ratos como em camundongos. Frequentemente essas mudangas sdo
atribuidas ao exercicio e muitos desses efeitos dependem da duragdo da
exposi¢do a roda de corrida. Oito semanas de corrida voluntéaria na roda
aumentam as medidas de comportamento defensivo e as avaliacdes de
risco em ratos (BURGHARDT et al., 2004). Da mesma forma, a roda de
corrida também altera o comportamento tipo-depressivo em roedores.
Estes comportamentos sdo avaliados usando testes como a suspensdo
pela cauda o teste de campo aberto. Nestes testes, a imobilidade ¢
considerada uma medida de comportamento tipo-depressivo (CRYAN;
VALENTINO; LUCKI, 2005). Comumente, tem sido descritas
diminuicdes na imobilidade nos testes comportamentais apds a
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submissdo dos animais a roda de correr (BJORNEBEKK; MATHE;
BRENE, 2005; AGUIAR et al., 2014a).

A grande vantagem do exercicio em roda de corrida é que ele
pode ser conduzido sem um periodo de aclimata¢do e ndo necessita da
presenga constante do pesquisador, visto que as rodas permanecem nas
caixas dos animais durante todo o periodo experimental.

1.3 ATIVIDADE FiSICA VOLUNTARIA E SEUS EFEITOS NO SNC

A atividade fisica voluntaria produz mudangas estruturais e
moleculares no SNC, bem descritas no hipocampo, onde sdo
consistentes com a melhora da sua fungdo (COTMAN; BERCHTOLD,
2002; VAN PRAAG, 2009). Ratos e camundongos com livre acesso as
rodas de corrida melhoram a plasticidade sinaptica do hipocampo
(FARMER et al., 2004) e aumentam a expressao e as concentracdes de
neurotrofinas (RUSSO-NEUSTADT; BEARD; COTMAN, 1999). A
atividade fisica voluntidria na roda de corrida ainda promove
angiogénese, neurogénese (VAN PRAAG et al., 2005) e a plasticidade
neuronal no giro dentado (REDILA; CHRISTIE, 2006). Em humanos, a
melhora da fun¢@o hipocampal pode contribuir para os efeitos benéficos
do exercicio no aprendizado ¢ na meméria (COTMAN; BERCHTOLD,
2002; KRAMER; ERICKSON; COLCOMBE, 2006).

No SNC, o exercicio modifica os sistemas de neurotransmissao
das monoaminas: dopamina, noradrenalina e serotonina (MEEUSEN;
DE MEIRLEIR, 1995). A sua importincia em desordens do SNC foi
inicialmente relatada em estudos post mortem de tecido cerebral e fluido
cerebrospinal de pacientes com DP a partir dos anos 60 (JOHANSSON;
ROOS, 1967, BERNHEIMER et al., 1973). Os autores demonstraram
reducdo das concentracdes de monoaminas em sujeitos sedentarios, e
maiores concentragdes em sujeitos exercitados.

Posteriormente estudos demonstraram que 30 minutos de
corrida voluntiria na roda aumentaram o metabolismo da DA no
estriado de camundongos (BLISS; AILION, 1971) e que 8 semanas de
corrida voluntaria na roda resultam em elevadas concentracdes de
catecolaminas (dopamina e noradrenalina) no SNC (DE CASTRO;
HILL, 1988). Além disto, recentemente foram relatadas alteragdes no
sistema dopaminérgico no mesencéfalo basal apos 6 semanas de corrida
voluntaria na roda (GREENWOOD et al., 2011), sugerindo que este
modelo de atividade fisica modula o metabolismo das monoaminas no
SNC. De modo geral, este efeito tem-se demonstrado benéfico para as
fungdes neurologicas, como anteriormente descrito.
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As monoaminas estdo envolvidas em diversas fungoes
neurologicas, como 0s processos cognitivos e o estado de humor. Os
sistemas dopaminérgicos e noradrenérgicos estdo envolvidos em
funcdes cognitivas como fluéncia verbal, vigilancia e excitagdo (BLIER;
BRILEY, 2011). O prejuizo da neurotransmissdo dopaminérgica pode,
por exemplo, prejudicar a ativacdo dos ganglios da base e reduzir a
estimulagdo do cortex motor levando a fadiga central, que por sua vez
pode influenciar a capacidade de exercicio (FOLEY; FLESHNER,
2008; SCHEFFER, 2013).

A atividade fisica também exerce efeitos benéficos a curto e
longo prazo nos sintomas da depressdo (BABYAK et al., 2000), além
disso, a inatividade fisica estd associada ao aumento do risco de
desenvolvimento de varias doencas, como a diabetes mellitus tipo-2,
doengas cardiovasculares e cancer colorretal (LAMPINEN;
HEIKKINEN; RUOPPILA, 2000). Um estudo longitudinal com
estudantes da Universidade de Harvard nos Estados Unidos mostrou
uma baixa prevaléncia de depressdo nos fisicamente ativos
(PAFFENBARGER; LEE; LEUNG, 1994). Doses adequadas de
exercicio aerdbico apresentaram-se como uma terapia efetiva para
depressdo leve a moderada, enquanto uma dose baixa foi equivalente ao
placebo (DUNN et al., 2005). Trabalhos basicos demonstraram efeitos
ansioliticos e antidepressivos da atividade fisica voluntaria em roedores
(BINDER et al., 2004; DUMAN et al., 2008; CUNHA et al., 2013;
AGUIAR et al., 2014a). As diferentes formas de ativacdo em diferentes
espécies de roedores podem contribuir para diferentes respostas
neuroquimicas e  comportamentais &  corrida  voluntaria
(BJORNEBEKK; MATHE; BRENE, 2006). Finalmente, estudos
epidemioldgicos apoiam este trabalho, relacionando positivamente
atividade fisica e satide mental (GALPER et al., 2006)’.

3Mens sana in corpore sano ("uma mente sd num corpo sio") ¢ uma famosa citagdo
latina, derivada da Satira X do poeta romano Juvenal.
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2 HIPOTESE

O exercicio fisico apresenta efeitos ansioliticos, antidepressivos
e anti-inflamatorios em varios modelos animais de doengas neurologicas
ou envelhecimento. A partir dessas evidéncias elaboramos a seguinte
hipotese: a atividade fisica voluntaria pode amenizar o comportamento
doentio induzido pelo tratamento sistémico com LPS através de
modificagdes no metabolismo de monoaminas no SNC.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da atividade fisica voluntaria sobre o
comportamento tipo-doentio e o metabolismo das aminas biogénicas
DA e 5-HT e seus metabolitos DOPAC e 5-HIAA em um modelo de
neuroinflamagdo induzido pela administragcdo de LPS em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Mensurar a quantidade de atividade fisica realizada através da
distancia diaria percorrida na roda de corrida, o consumo de ragdo e a
massa corporal dos animais;

ii) Avaliar os efeitos da atividade fisica sobre o comportamento
doentio dos camundongos, através dos testes comportamentais de
suspensdo pela cauda e campo aberto;

iii) Avaliar os efeitos da atividade fisica sobre as concentragdes
de dopamina (DA) e serotonina (5-HT), e de seus metabdlitos acido 3,4-
diidroxifenilacético (DOPAC), acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), no
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado dos animais;

iv) Avaliar os efeitos do exercicio fisico na atividade do
Complexo I da cadeia respiratoria mitocondrial da musculatura
esquelética dos animais;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 50 camundongos Suigos machos adultos com
3 meses de idade e massa corporal variando entre 45 e 50 gramas,
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Santa
Catarina (CCB/Bloco C/UFSC). Os animais foram isolados em gaiolas
com temperatura controlada a 22+1°C, ciclo de luz de 12 horas
claro/escuro (liga 7 horas AM) e alimentagdo/agua ad libitum (Figura 3).
Durante todos os procedimentos foram seguidos os principios basicos do
uso de animais em toxicologia (adotados pela Sociedade de Toxicologia
em Julho de 1989), minimizando o nimero de animais bem como seu
sofrimento. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina com
numero de protocolo CEUA N° PP00760.

Figura 3: Gaiolas com rodas de correr acopladas utilizadas no protocolo
experimental. (Fonte: Arquivos do autor).
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4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os camundongos foram divididos randomicamente e isolados
individualmente em gaiolas de biotério (28 x 17 x 13 cm), conformando
quatro grupos experimentais:

1) Sedentario (SED + SAL)

2) Sedentario + LPS (SED + LPS)

3) Roda de correr (RC + SAL)

4) Roda de correr + LPS (RC + LPS)

4.3 ATIVIDADE FiSICA

O protocolo de atividade fisica voluntaria teve duragdo de seis
semanas (AGUIAR et al., 2014b). Os animais do grupo SED foram
expostos a rodas bloqueadas, para evitar o viés de enriquecimento
ambiental (Figura 2A) (SCHEFFER, 2013). Os animais do grupo RC +
SAL tiveram livre acesso a roda de correr (12.7 cm de didmetro)
anexada dentro das gaiolas (Figura 2B) e a distancia percorrida pelos
animais durante a atividade fisica foi mensurada diariamente através de
contadores digitais (Figura 2C) (AGUIAR et al., 2013; AGUIAR et al.,
2014a). O consumo de ragdo e a massa corporal foram registrados
semanalmente.

44 TRATAMENTO COM LIPOPOLISSACARIDEO (LPS):
MODELO DE NEUROINFLAMACAO

Apds as seis semanas de atividade fisica (42° dia), a
neuroinflamagdo foi induzida através da administragdo intraperitoneal
(i.p.) de LPS na dose 0,33 mg/kg (DUTRA et al., 2002; CASTRO, J. P.
et al., 2006) no periodo da manha. Apds 4 horas da administragcdo de
LPS nesta mesma dose ocorre o aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias no SNC, resultando em um comportamento tipo-doentio
transitério leve em camundongos adultos (BERG et al.,, 2004;
GODBOUT et al., 2005). O veiculo LPS foi NaCl 0,9% (salina). As
injecdes foram realizadas no volume 0,1mL/10g de massa corporal. O
grupo SED + SAL foi tratado com solugdo salina.

Apds 4 horas do tratamento LPS, foram realizados os testes
comportamentais, seguidos da eutanasia para dissecagdo das estruturas
cerebrais (cortex pré-frontal, estriado e hipocampo) e musculo
quadriceps (Esquema 1). As amostras foram armazenadas a -80°C para
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posteriores andlises bioquimicas. Os testes comportamentais ¢ analises
bioquimicas estdo descritas no item 4.6 a seguir.

LPS Testes comportamentais
de Campo aberto e

f Suspensao pela cauda
. % B N

Exposicdo a roda de correr

Semanas ‘ I Horas

Esquema 1: Representagdo esquematica do desenho experimental do projeto. Os
animais tiveram livre acesso a roda de correr, durante seis semanas. No ultimo dia,
pela manha, receberam uma dose de lipopolissacarideo bacteriano (LPS - 0,33
mg/Kg) e quatro horas apds foram realizadas as avaliagdes comportamentais e a
coleta de amostras cerebrais e musculares para posteriores analises. (Fonte:
Arquivos do autor).

4.5 ANALISE COMPORTAMENTAL

Os animais foram habituados ao ambiente durante 1 hora antes
dos testes comportamentais. Os testes foram realizados durante a fase
clara do ciclo (10 as17h).

4.5.1 Teste de campo aberto

Este teste avalia a atividade motora dos animais através da
exploragdo de uma arena, ou campo aberto (BASSO; BEATTIE;
BRESNAHAN, 1995). Neste trabalho, os animais foram colocados
individualmente em uma arena circular (60 cm de didmetro, 50 cm de
altura) durante 10 minutos. A distancia percorrida (m) e o niamero de
levantamentos sobre as patas traseiras foram avaliados automaticamente
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e manualmente, respectivamente, através da plataforma ANY-mazeTM
versdo 4.99 (Stoelting Inc., Wood Dale, IL, USA).

4.5.2 Teste de suspensio pela cauda

O teste de suspensdo pela cauda (TSC) foi utilizado
inicialmente em 1985 para medir a eficacia de drogas antidepressivas
(STERU et al., 1985; CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005) ¢ o
seu uso vem crescendo substancialmente a fim de avaliar em roedores a
eficicia de drogas antidepressivas. Neste teste os animais foram
suspensos 50 ¢cm acima do chdo através de uma fita adesiva colocada
aproximadamente 1 cm da ponta da cauda. Tipicamente, os roedores
suspensos imediatamente demonstram grande agitagdo na tentativa de
escape, seguidos do desenvolvimento da postura imével (CRYAN;
MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). O tempo de imobilidade foi
avaliado durante 6 minutos, de acordo com o método descrito por Steru
et al. (1985). Os camundongos foram considerados imoveis somente
quando eles estiveram completamente parados, a excecdo dos
movimentos respiratérios. Os pardmetros de imobilidade foram
avaliados manualmente através do software ANY-mazeTM versao 4.99
(Stoelting Inc., Wood Dale, IL, USA).

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DO COMPLEXO I

Para a mensuragéo das atividades enzimaticas do complexo I da
cadeia respiratoria as amostras foram homogeneizadas em dez volumes
de tampao fosfato de potassio 5 mM, pH 7,4, contendo sacarose 300
mMm, 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
analises. A atividade do Complexo I foi mensurada através da redugio
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 respiratéria foi calculada como pmol ou nmol.
min-lmg de proteina e mensurada utilizando-se de um
espectrofotdmetro.

4.7 QUANTIFICACAO DAS CONCENTRACOES DE DA, DOPAC,
5-HT E 5-HIAA.



34

As amostras de cortex pré-frontal, estriado e hipocampo foram
obtidas através do método de dissecacdo cerebral, tratadas com acido
perclorico e posteriormente sonicadas e centrifugadas a 16.000 x g for
10 min a 4°C (CASTRO, A. A. et al., 2012). Os metabolitos presentes
no sobrenadante foram quantificados por HPLC (Alliance €2695,
Waters, Milford, USA). Vinte microlitros do sobrenadante foram
injetados no sistema de HPLC. O sistema esteve constituido por coluna
C18 (120 x 2,0 mm) (Synergi Hydro, Califérnia, USA), fase movel
contendo fosfato de s6dio 90 mM, acido citrico 50 mM, sédio 1-heptano
sulfonato 1,7 mM, 4cido etilenodiaminotetracético 50 pM, 10% de
acetonitrila, pH 3,0, fluxo de 0,3 mL/min, e por um detector
eletroquimico (Waters 2465). As concentragdes de dopamina (DA),
acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), serotonina (5-HT) e 4cido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) foram calculadas em ng/g de tecido ou
pmol/L.

4.8 DOSAGEM DE PROTEINA

O contetdo protéico das amostras foi mensurado empregando o
método de Lowry (LOWRY et al., 1951), utilizando albumina sérica
bovina como padrao.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A distribui¢do dos resultados foi considerada normal de acordo
com o teste Kolmogorov-Smirnov.

Os resultados foram descritos como média + erro padrdo da
média (SEM). A inferéncia foi realizada através de teste t de Student ou
analise da variancia (ANOVA) de duas vias ou repeticdo, seguidos do
teste post hoc de Fischer, quando aplicavel. O nivel de significincia
escolhido foi o= 0,05.

O tratamento estatistico foi realizado através da plataforma
STATISTICA (versao 7.0, Stat Soft, Inc.). Os graficos foram
construidos na plataforma GraphPad Prism (versdo 5.03, GraphPad
Software, Inc.).
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5 RESULTADOS

5.1 DISTANCIA PERCORRIDA NAS RODAS DE CORRER,
MASSA CORPORAL E CONSUMO DE RACAO DURANTE AS
SEIS SEMANAS DE ATIVIDADE FiSICA.

A Figura 4A mostra o aumento significativo da distincia
percorrida durante o periodo experimental [F, 451y = 4,22; P< 0,05]. A
massa corporal dos animais ndo diferiu entre os grupos (Figura 4B). A
Figura 4C mostra o consumo semanal de racdo dos animais, que foi
significativamente maior no grupo RC em relagdo ao grupo SED [Fj 45
= 26,4; P< 0,05] a partir da terceira semana do experimento, assim
como a taxa consumo de ragdo/massa corporal do mesmo grupo [F(; 44) =
15,6; P<0,05) (Figura 4D).
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Figura 4: Distancia percorrida na roda de correr pelos animais do grupo RC e
massa corporal, consumo de racio e taxa consumo ra¢io/massa corporal dos
animais dos grupos SED e RC. A distancia diaria percorrida pelos camundongos
Suicos machos adultos do grupo RC (n=11) durante seis semanas aumentou
significativamente durante o experimento (A). A massa corporal ndo diferiu
significativamente entre os grupos SED (n=24) e RC (n=23) (B) ¢ o consumo
semanal de racdo (C) e a taxa consumo ragdo/massa corporal semanal (D) foi
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significativamente maior no grupo RC. Os dados representam a média + EPM. *P<
0,05 (ANOVA de repeti¢do seguido pelo post hoc de Fischer).

5.2 OS EFEITOS DA ATIVIDADE FiSICA E DO LPS NOS TESTES
COMPORTAMENTAIS: CAMPO ABERTO E SUSPENSAO PELA
CAUDA

As Figuras 5 A-C mostram a distancia percorrida, o nimero de
levantamentos sobre as patas traseiras e¢ a velocidade maxima,
respectivamente, no teste de campo aberto ao final das seis semanas de
experimento. O LPS diminuiu a distancia percorrida [F(; 23y = 20,75; P<
0,05] (Figura 5A) e o niimero de levantamentos [F(; 23,= 58,88; P< 0,05]
(Figura 5B) no grupo SED + LPS e a atividade fisica atenuou esse
prejuizo no grupo RC + LPS (Fischer post hoc). Podemos considerar
que atividade fisica também melhorou a velocidade média dos animais
na arena. A velocidade média ¢ a primeira funcdo derivada da distancia
(Figura 5A) em relagdo ao tempo, neste caso, fixo em 10 min (dados nao
demonstrados). Entretanto, o LPS prejudicou a velocidade maxima
desempenhada na arena. A atividade fisica ndo reverteu este prejuizo
(Figura 5C).
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Figura 5: Efeito da atividade fisica voluntiria no campo aberto apos
administracio intraperitoneal (i.p.) de lipopolissacarideo bacteriano (LPS 0,33
mg/Kg). As analises foram realizadas nos grupos SED + SAL (n=9), SED + LPS
(n=9), RC + SAL (n=7), e RC + LPS (n=7). O LPS diminuiu a distancia percorrida
(A) e o nimero de levantamentos (B) no grupo SED + LPS e a atividade fisica
reverteu esse prejuizo no grupo RC + LPS. O LPS também diminuiu a velocidade
maxima desempenhada no teste (C), porém a atividade fisica ndo reverteu esse
prejuizo. Os dados representam a média + EPM. * P<0.05 vs SAL e " P<0.05 vs
LPS (ANOVA de 2 vias seguida do post hoc de Fischer).
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A Figura 6 mostra os resultados do teste de suspensdo pela
cauda. Nao foi observada diferenca entre os grupos na laténcia para o
primeiro episddio imodvel (Figura 6A). Os animais do grupo RC + SAL
apresentaram um tempo significativamente menor de imobilidade
[Fi28= 5,40; P<0,05] quando comparados com o grupo SED + SAL
(Figura 6B) demonstrando os efeitos antidepressivos da atividade fisica,
anulados pelo LPS. A Figura 6C reforca o efeito antidepressivo da
atividade fisica, pois o nimero de episdédios imoveis diminuiu nos
grupos RC + SAL e RC + LPS em relagdo ao grupo SED + SAL e SED-
LPS, respectivamente [F(1,28) = 3,22; P< 0,05].
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Figura 6: Efeito da atividade fisica voluntiria no teste comportamental de
suspensdo pela cauda em modelo de neuroinflamagdo induzido pela
administracio intraperitoneal (i.p.) de lipopolissacarideo bacteriano (LPS 0,33
mg/Kg). A analise foi feita nos grupos SED + SAL (n=9), SED + LPS (n=9), RC +
SAL (n=8), e RC + LPS (n=6). Nao houve diferenga entre os grupos em relacdo ao
tempo de laténcia para o primeiro episddio (A). O exercicio foi antidepressivo, pois
diminuiu o tempo de imobilidade (B) e o niimero de episddios imoveis (C) no grupo
RC + SAL. Os dados representam a média + EPM. * P<0.05 vs SAL e * P<0.05 vs
LPS (ANOVA de 2 vias seguida do post hoc de Fischer)

53 A ATIVIDADE FISICA NAO MODIFICOU O PREJUIizZO
MITOCONDRIAL MUSCULAR INDUZIDO PELO LPS

A atividade do complexo I da cadeia respiratoria foi avaliada
em amostras de quadriceps. O LPS reduziu significativamente a
atividade do complexo I [F(1,25) = 5,51; P< 0,05] e a atividade fisica
nao modificou este prejuizo (Figura 7).
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Figura 7: Atividade do Complexo I em modelo de neuroinflamacio induzido
pela administraciio intraperitoneal (i.p.) de lipopolissacarideo bacteriano (LPS
0,33 mg/Kg). A atividade do Complexo I foi avaliada em amostras de musculo
quadriceps de camundongos Suigos machos adultos dos grupos SED + SAL (n=10),
SED + LPS (n=9), RC + SAL (n=5), e RC + LPS (n=6). O LPS diminuiu a atividade
do complexo I e a atividade fisica ndo reverteu este prejuizo. Os dados representam
a média + EPM.* P<0.05 vs SAL (ANOVA de 2 vias).

5.4 EFEITOS DA ATIVIDADE FiSICA VOLUNTARIA E DO LPS
SOBRE AS CONCENTRACOES DE AMINAS BIOGENICAS E
SEUS METABOLITOS NO SNC DE CAMUNDONGOS

A Figura 8 e a Tabela 1 mostram as concentragdes de dopamina
(DA) e serotonina (5-HT), assim como de seus metabolitos, acido 3,4-
diidroxifenilacético (DOPAC) e acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA)
em amostras de cortex pré-frontal, estriado ¢ hipocampo de
camundongos Suicos adultos apos administragdo de LPS (0,33 mg/kg).

O LPS reduziu significativamente as concentragdes de DA no
cortex pré-frontal dos animais sedentarios (SED + LPS) quando
comparados ao respectivo grupo controle (SED + SAL) [F(j24) = 5,43;
P< 0,05] (Figura 8A) e a atividade fisica preveniu parcialmente este
dano (post hoc de Fischer). Similarmente, o LPS também reduziu
significativamente as concentragdes de DOPAC no cortex pré-frontal
dos animais do grupo SED + LPS quando comparados ao respectivo
grupo controle (SED + SAL) [F,7 = 11,22; P < 0,05] (Figura 8B) ¢ a
atividade fisica voluntaria foi capaz de restabelecer essas concentragdes
no grupo RC + LPS.
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O LPS aumentou significativamente a taxa DOPAC/DA das
amostras de cortex pré-frontal de animais do grupo SED + LPS em
relagdo ao grupo RC + SAL (Figura 8C) [F(;. 25y = 5,90; P< 0,05] ¢ a
atividade fisica significativamente reduziu essas concentracdes em
ambos os grupos exercitados. A atividade fisica diminuiu
significativamente as concentragcdes do metabolito DOPAC no estriado
dos animais que realizaram atividade fisica voluntaria (RC + SAL) [F;.
26 = 3,94; P<0,05] quando comparados ao grupo de animais sedentarios
(SED + SAL). No grupo RC + LPS essas concentragdes foram
semelhantes as do grupo controle SED + SAL (Figura 8D).

As concentragdes das aminas biogénicas que ndo diferiram
significativamente entre os grupos experimentais estdo apresentadas na
tabela 1.

Cortex Pré-Frontal Cortex Pré-Frontal
10000 6000
- #
(=)
§ 8000 2
S £ 4000
2 6000 =2
o # g
2 4000 =
£ g 2000 &
< o
S 2000 * ]
a
2 v 2 v 2 N 2
o N o N ¥ N ¥ N
x x o o o o o -
L £ & <& & &£ <& &
Cortex Pré-Frontal Estriado
_5 10000
s =
S 4 S 8000 *
- =]
o 2
3 > 6000 *
£ =)
* =
32 S 4000
o <
&1 * & 2000
(e} [=]
S ol .
N 2 v 2 N 2 N 2
2 N 2 N 2 N i N
oF o & o o o o ¥
& & <& <& & & <& <

Figura 8: Efeito do exercicio fisico voluntirio sobre as concentracdes das
aminas biogénicas dopamina (DA) e serotonina (5-HT) e de seus metabdlitos,
acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA)
ap6s a administracio intraperitoneal de LPS (0,33 mg/kg). A produgdo dos
referidos neurotransmissores foi avaliada em diferentes estruturas cerebrais: cortex
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pré-frontal (A, B, C) e estriado (D) de camundongos Suigos 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 concentragcdes de DA (A) e de DOPAC( B) no
cortex pré-frontal dos animais do grupo SED + LPS e a atividade fisica atenuou
parcialmente esta deplecdo. O LPS aumentou significativamente a taxa DOPAC/DA
no cortex pré-frontal do grupo SED + LPS (C) e a atividade fisica reduziu
significativamente essas concentragdes em ambos os grupos exercitados. A atividade
fisica também diminuiu significativamente as concentra¢gdes de DOPAC no estriado
dos animais do grupo RC + SAL (D). Os dados representam a média =+ EPM
#P<0.05 vs SAL e *P<0.05 vs LPS (ANOVA de 2 vias seguida do post hoc de
Fischer).

Tabela 1: Concentragdes de aminas biogénicas que ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos.

Grupo
SED RC

Amina/ SAL LPS SAL LPS F P
Metabélito
5-HT 540+73,5 574+839 451+67,1 612+136,5 1,228 0,276
Hipocampo
5-HIAA 138+ 152 150+ 154 106+ 145 127£233,2 1,228 0,276
Hipocampo
DA Estriado 104+141,1 108+ 184,1 992+ 397,1 121+ 173,5 0,428 0,518
5-HIAA/ 1,38+0,12 1,12+0,07 1,18£0,05  0,75£0,19 3,13 0,08
5-HT Cortex

pré-frontal
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6 DISCUSSAO

A neuroinflamag¢do ¢ um mecanismo patoloégico das doengas
neurodegenerativas (FRANK-CANNON et al., 2009) e psiquiatricas,
como a depressdao (WALKER et al., 2014), DA (PIMPLIKAR, 2014),
DP (HIRSCH; VYAS; HUNOT, 2012), Doenca de Huntington
(MOLLER, 2010) e ELA (FROHMAN; RACKE; RAINE, 2006).
Destacam-se os prejuizos cognitivos (GODBOUT et al., 2005;
SPARKMAN; JOHNSON, 2008). A neuroinflamagdo também esta
relacionada com o comportamento de doenga, caracterizado por
sintomas como humor deprimido, falta de energia, perda do prazer
(anedonia), sono e apetite desregulados e sentimentos de culpa e/ou
suicidio (KESSLER et al., 2005).

Além do tratamento farmacologico, algumas estratégias
ambientais sfo utilizadas para prevenir ou atenuar a inflamagdo
prolongada e o comportamento doentio, auxiliando na recuperagdo de
episddios infecciosos. O exercicio fisico figura como uma dessas
estratégias, principalmente quanto as propriedades neuroprotetoras e
anti-inflamatorias relacionadas ao envelhecimento, a obesidade ou a
doengas neurodegenerativas (KEYLOCK et al.,, 2008). Quando
praticado regularmente, figura como uma alternativa de tratamento da
depressdo através da melhora dos sintomas acima citados (SJOSTEN;
KIVELA, 2006).

Em roedores, a roda de corrida voluntaria é umdos modelos de
atividade fisica mais utilizados (SHERWIN, 1998; PATTERSON;
LEVIN, 2008) e o seu uso nas ciéncias basicas tem aumentado devido as
respostas benéficas do exercicio na saide e na doenga (LEE et al.,
2012). Nossos resultados demonstraram que a atividade fisica voluntaria
foi caracterizada pelo aumento progressivo do volume diario, o que esta
em conformidade com os achados de outros estudos (ALLEN et al.,
2001; IKEDA et al., 2006). O comportamento dos roedores na roda de
correr segue um padrdo consistente, aumentando por algumas semanas
até atingir um plato.

Existe uma variabilidade de comportamento nas rodas intrae
interespécies, devido a capacidade do animal de desempenhar um
comportamento acoplado a quantidade de recompensa das experiéncias
do animal na roda de correr, bem como outros fatores ambientais
(NOVAK; BURGHARDT; LEVINE, 2012). Ou seja, a roda de correr é
uma atividade recompensadora para os animais, do ponto de vista
neurobioldgico. A curva de distancia de corrida ¢ tipica deste tipo de
comportamento, caracterizado pelo aumento da busca pela atividade,



42

alimento, drogas. A visdo predominante é que existe mais do que um
fator determinante (SHERWIN, 1998). Explanacdes existentes sdo de
que a roda de corrida ¢ um comportamento consumatorio que satisfaz
uma motivagdo, como por exemplo, a fuga (SHERWIN, 1998) ou que
esta ligada ao sistema metabodlico como uma resposta motora a fome ou
estimulos internos relacionados ao forrageamento (GARLAND et al.,
2011) que € a busca ou exploragdo de recursos alimentares.

Alguns autores investigaram a volicdo dos animais quanto as
rodas de correr, pois os animais ficam confinados num ambiente estéril,
sem nenhum estimulo além das rodas. Para isso, Meijer ¢ Robbers
(2014) dispuseram rodas de correr num jardim proéximo a um bosque
selvagem e observaram que os animais procuravam as rodas mesmo na
auséncia de recompensas (chocolate). Este foi o primeiro estudo
demonstrando a atividade fisica nas rodas de correr em animais
selvagense os autores sugerem que a atividade fisica foi realmente
realizada voluntariamente pelos animais. Curiosamente, outros animais
também utilizaram as rodas, como sapos e até mesmo lesmas permitindo
sugerir que a atividade fisica ¢ uma atividade implicita da vida.

Em geral, a atividade na roda aumenta até um platd. Este
comportamento ocorre associado ao aumento no consumo de comida,
presumivelmente pelo aumento da demanda energética (PHAM,;
BRENE; BAUMANS, 2005; HICKEY et al., 2008; ENGEL et al., 2009;
MURRAY et al., 2010). No6s observamos este perfil nos animais do
nosso estudo. Os animais do grupo RC mostraram consumo de comida e
taxa consumo ragdo/massa corporal superior aos animais do grupo SED,
corroborando os achados de Swallow (2001) e Novak (2012). Mesmo
com a variacdo observada entre as espécies e os individuos na
magnitude dos efeitos, a roda de corrida tem a tendéncia geral a
aumentar a atividade e o gasto de energia em roedores (NOVAK;
BURGHARDT; LEVINE, 2012), como ja estd descrito em alguns
estudos. Por exemplo, hamsters Sirios exibem grandes quantidades de
corrida na roda e um consequente aumento no gasto energético € no
consumo de comida (COUTINHO et al., 2006). Similarmente, quando
ratos sdo expostos a rodas de corrida eles apresentam altos niveis de
atividade e aumento no consumo de comida comparados a ratos nao
expostos a rodas (DIXON; ACKERT; ECKEL, 2003). Assim, o
comportamento dos animais de nosso trabalho nas rodas de correr
correspondeu as evidéncias descritas na literatura.

Em nosso estudo, nés avaliamos o efeito da atividade fisica em
um modelo animal de neuroinflamagao, através do tratamento com LPS.
O LPS desencadeia uma resposta neuroinflamatéria seguida de
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neurodegeneracdo através da sinalizagdo TLR-4 das células imunitarias
do hospedeiro, como os macrofagos. O LPS entdo sinaliza a expressdo
de genes pro-inflamatorios, resultando em prejuizo cognitivo e
exacerbando os comportamentos tipo-doentio e tipo-depressivo, que sao
mecanismos de sobrevivéncia primitivos de todos os organismos
(MARTIN et al., 2013).

Para a verificagdo destes parametros, nos realizamos os testes
comportamentais de suspensdo pela cauda e de campo aberto, que sdo
baseados na premissa de que o comportamento depressivo nos
camundongos esta associado com resignacao e impoténcia (PORSOLT,
2000). No teste de campo aberto, a locomogdo e o levantar possuem
caracteristicas exploratorias e motoras, horizontal e vertical,
respectivamente (IRAVANI et al.,, 2002). O campo aberto foi
empregado para verificar os efeitos agudos do LPS no comportamento
dos animais, como também para avaliar os efeitos antidepressivos da
atividade fisica.

O LPS diminuiu a exploracdo no teste de campo aberto,
expressa pelo numero de levantamentos na arena ¢ a locomogdo dos
animais, expressa pela distdncia percorrida. Resultado semelhante havia
sido descrito recentemente por Silva e Giusti-Paiva (2014) em animais
apos 2 horas do tratamento com LPS. A atividade fisica atenuou os
prejuizos comportamentais causados pelo LPS na locomogdo e no
numero de levantamentos sobre as patas traseiras dos animais no teste
de campo aberto e estes dados estdo em conformidade com os achados
de Martin et al (2013) que observou resultados semelhantes apos 10
semanas de rodas de corrida em animais que receberam LPS. A
velocidade maxima no teste de campo aberto ndo diferiu
significativamente entre os grupos, da mesma forma que no estudo de
Goes et al (2014).

O teste de suspensdo pela cauda é um teste comportamental que
fornece um forte fator motivacional para a tentativa de fuga, pois o
animal fica pendurado de cabeca para baixo, uma posi¢do muito
desconfortavel. O efeito antidepressivo da atividade fisica também foi
observado neste teste através do menor tempo de imobilidade e da
reducdo do ntimero de episddios imoveis. Estes resultados estdo em
linha com os achados de Goes et al (2014), corroborando os efeitos
antidepressivos do exercicio nas rodas de correr. Enquanto diversos
estudos tém mostrado que o exercicio agudo exaustivo ou prolongado
pode reduzir a resposta inflamatoria do LPS em camundongos
(TANAKA et al., 2010) ou humanos (STARKIE et al., 2003), os efeitos
da atividade fisica voluntaria na inflama¢do e no comportamento
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doentio induzido pelo LPS ainda s3o controversos e de dificil
interpretagdo, devido a diferengas em numerosas variaveis, incluindo a
espécie animal, a dose ¢ a forma de administracio do LPS ¢ a
modalidade e a duracdo do exercicio (MARTIN et al., 2013).

Nossos resultados demonstram esses efeitos os quais se somam
aos poucos registros ja existentes na literatura. Dessa forma destacamos
nesta dissertacdo que a atividade fisica voluntaria realizada pelos
camundongos exerceu efeito antidepressivo nos animais tratados com
LPS, comprovados pelos resultados dos testes comportamentais acima
descritos. Nosso grupo ja havia demonstrado recentemente resultados
semelhantes sugerindo este efeito da atividade fisica através da redugdo
do tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda e da
locomocao no teste do campo aberto em animais naive (AGUIAR et al.,
2014a).

A administragdo de LPS resulta também na inibicdo da
respiragdo mitocondrial (GREER; MILAZZO, 1975; MC GIVNEY;
BRADLEY, 1980). Mitocondrias sdo as organelas celulares
responsaveis pela producdo aerdbica de ATP, portanto, a fisiologia
mitocondrial € essencial para o funcionamento celular. A abundancia e
as caracteristicas funcionais da mitocondria dentro de um oOrgdo
influenciam a sua fungdo fisiologica (MENSHIKOVA et al., 2006;
LARSEN et al., 2009; PORTER et al., 2014). Estas caracteristicas
podem inclusive estar associadas com a capacidade de exercicio que é
conhecido como um potente regulador da capacidade oxidativa dos
musculos esqueléticos (HOLLOSZY, 1967, VARNAUSKAS et al.,
1970).

A cadeia de transporte de elétrons (CTE) é composta por cinco
complexos enzimaticos multiproteicos distribuidos de forma especial na
membrana mitocondrial interna. Os elétrons oriundos do NADH e do
FADH2 do ciclo de Krebs da matriz mitocondrial ¢ de outras reagdes
catalisadas por desidrogenases sdo transferidos para a CTE, tendo o
oxigénio molecular como aceptor final. Junto a este processo ocorre a
translocacdo de proétons através da membrana mitocondrial interna e a
sintese endergdnica de ATP, empregando como for¢a motriz a energia
armazenada como gradiente eletroquimico de prétons (BABCOCK;
WIKSTROM, 1992). Os elétrons que provém principalmente da
glicolise e do ciclo de Krebs sdo doados através do NADH e entram
pelo complexo 1, que transfere estes elétrons para a coenzima Q (CoQ),
também chamada de ubiquinona. Este complexo é o maior componente
protéico presente na membrana mitocondrial (DI DONATO, 2000;
SIVITZ; YOREK, 2010).
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Neste estudo as andlises da atividade do complexo I da cadeia
respiratoria foram realizadas em amostras de musculo esquelético e
mostraram que o LPS reduziu significativamente a sua atividade,
resultado este que estd em conformidade com estudos com modelos
animais que também mostraram este mesmo prejuizo apds a
administragdo de LPS, bem como no declinio da atividade dos
complexos I e III da cadeia de transporte de elétrons (JOSHI et al.,
2000; TRUMBECKAITE et al., 2001; VANASCO et al., 2008). Aguiar
e colaboradores (2014b) demonstraram que o exercicio ndo reverte a
inibicdo do complexo I mitocondrial em mitocondrias isoladas do SNC
de camundongos e tratados com o ion Il-metil-4-fenilpiridina. A
atividade fisica nio foi capaz de reverter estes prejuizos, mesmo assim,
os animais que realizaram atividade fisica voluntaria na roda de corrida
apresentaram indices maiores de locomogao e velocidade média no teste
comportamental de campo aberto, resultados que podem estar
relacionado com as adaptagdes glicoliticas musculares relacionadas a
pratica da atividade fisica.

A capacidade neuroprotetora e antidepressiva da atividade
fisica (ESLER et al., 1990) também pode ser observada através de
modificagdes no sistema de neurotransmissdo dopaminérgica, que
possui um importante papel na redugdo do comportamento tipo-
depressivo por meio do aumento de DA e 5-HT em diferentes areas do
cérebro, modulando positivamente a funcdo cerebral em niveis
fisiologicos, comportamentais e psicologicos (SUTOO; AKIYAMA,
1996).

A dopamina ¢ um membro da familia das catecolaminas dos
neurotransmissores cujos corpos celulares estdo localizados na parte
compacta da substancia negra, uma area implicada na inicia¢do do
movimento (FREED; YAMAMOTO, 1985; MEEUSEN; PIACENTINI;
DE MEIRLEIR, 2001). Nesta dissertagdo, a atividade fisica atenuou a
deplecdo de DA e DOPAC no cortex pré-frontal dos animais tratados
com LPS. A modulagdo das monoaminas pela atividade fisica depende
da velocidade e da dire¢do postural do animal (FREED; YAMAMOTO,
1985), do estado de treinamento (LIM et al., 2001; MEEUSEN;
PIACENTINI; DE MEIRLEIR, 2001), da duragéo e do tipo de exercicio
(FREED; YAMAMOTO, 1985; BAILEY; DAVIS; AHLBORN, 1993)
e ainda do sexo do animal (BAILEY; DAVIS; AHLBORN, 1993). Mark
Davis, Steven Bailey e colaboradores tém defendido a hipdtese da
interagdo da DA com a 5-HT durante a atividade fisica (BAILEY;
DAVIS; AHLBORN, 1993).
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Outro achado importante desta dissertacdo ¢ a diminuicdo da
taxa DOPAC/DA no cortex pré-frontal dos animais que realizaram
atividade fisica voluntaria. A taxa DOPAC/DA ¢ utilizada como um
indice de turnover de DA e reflete a atividade dos terminais de DA do
trato nigroestriatal (COOPER, 1991), o qual estd implicado direta e
indiretamente com os padrdes de controle do movimento. Esta
diminuicao significa que a atividade fisica estd reduzindo a degradacao
da DA extracelular nas sinapses dopaminérgicas, implicando em um
maior tempo de acdo da mesma no SNC. Isto aumenta a probabilidade
de ligagdo da dopamina extracelular aos seus receptores
dopaminérgicos, sem a necessidade de aumentar a sintese do
neurotransmissor. E uma economia de dopamina, semelhante a
economia de glicogénio muscular em sujeitos treinados.

Além dos efeitos observados no controle de movimento, a
atividade dos neurdnios dopaminérgicos também é associada com a
motivagdo para a corrida (RHODES; GARLAND; GAMMIE, 2003;
KRAVITZ; KREITZER, 2012). Esta dissertacdo sugere que a economia
de DA influencia a redugdo do comportamento doentio observada nos
animais exercitados. Nos haviamos observado esta economia de DA e
diminui¢cdo do comportamento de doenca em animais tratados com 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina, um modelo animal de DP
(AGUIAR JR, 2011). Isto esta de acordo com a literatura, camundongos
que apresentam grandes volumes de corrida voluntiria na roda
apresentam também altos niveis basais de DA ¢ DOPAC no SNC
(MATHES et al., 2010).
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7 CONCLUSAO

O principal achado deste estudo ¢ a atenuagdo do
comportamento tipo-doenga nos animais que exercitados tratados com
LPS, acompanhado do aumento das concentra¢des de DA ¢ DOPAC no
cortex pré-frontal dos mesmos, ou seja, economia de DA.

Este trabalho sugere que os mecanismos desencadeados pela
neuroinflamagdo podem ser atenuados pela pratica da atividade fisica,
demonstrado aqui em modelos experimentais de atividade fisica e
neuroinflamagao.
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