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A doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem crénico-degenerativa, caracterizada clinicamente
por uma perda gradual e progressiva da memoria. H4 um substancial corpo de evidéncias
demonstrando o papel central do peptideo beta-amildide (AB) na fisiopatologia da DA. A
administragdo intracerebral desde peptideo em roedores tem mostrado ser um modelo
bastante util para o estudo desta doenca e interven¢des neuroprotetoras. Portanto, o objetivo
do presente trabalho foi investigar o efeito de um treinamento de natacdo (ST) sobre o
comportamento cognitivo e marcadores de estresse oxidativo e neuroinflamacdo em um
modelo de doenga de Alzheimer induzido pelo peptideo AB1.49€m camundongos Swiss Albinos.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: (1) sedentario/veiculo; (2)
sedentario/AB1.40: (3) exercicio/veiculo; (4) exercicio/AB1.40. Os grupos AR receberam infusédo
intracerebroventricular (i.c.v.) do peptideo AB;.4 (3pl/sitio; 400pmol/animal) e os grupos veiculo
infusdo i.c.v. de veiculo PBS (phosphate-buffered-saline; 3pl/sitio). Os grupos exercicio foram
submetidos a um ST com aumento progressivo de intensidade e duracdo por 8 semanas
(5x/semana), e os grupos sedentarios mantidos em inatividade fisica. Apos 24 horas da Ultima
sessdo de exercicio, os camundongos receberam AB;.4 ou PBS (rota i.c.v.). Sete dias apos as
infusdes i.c.v., os camundongos foram submetidos a testes comportamentais e, finalmente, a
eutanasia. O hipocampo (HC) e o cortex pré-frontal (PFC) foram removidos para os ensaios
bioquimicos. Nossos resultados demonstraram que o ST foi efetivo em atenuar as seguintes
alteragdes causadas pelo peptideo AB1.40: (1) prejuizos nas memorias de curto e longo prazo no
teste de reconhecimento de objetos, sem alterar a atividade locomotora; (2) aumento dos niveis
de espécies reativas (RS) e diminuicdo dos niveis de tidis ndo-protéicos (NPSH) no HC e PFC;
(3) inibicdo da atividade da superéxido dismutase (SOD) e aumento da atividade da glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST) no HC e PFC; (4)
Aumento dos niveis de interleucina-1 beta (IL-1B) e fator de necrose tumor-alfa (TNF-a) e
diminuicdo dos niveis de interleucina-10 (IL-10) no HC e PFC. Em conclusdo, nés sugerimos
que o exercicio regular pode prevenir o declinio cognitivo, 0 estresse oxidativo e a
neuroinflamagdo induzida pelo peptideo AB;.40 €m camundongos, suportando a hipétese de
gue o exercicio pode ser utilizado como uma medida ndo-farmacolégica para reduzir os
sintomas da DA.

Palavras-chave: doenca de Alzheimer, exercicio, peptideo APi40, estresse oxidativo,
neuroinflamacao.
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Alzheimer’s disease (AD) is a chronic degenerative disorder, clinically characterized by gradual
and progressive decline in memory. There is a substantial body of evidence demonstrating the
central role of beta-amyloid (AB) peptide in the pathophysiology of AD. The administration of
this peptide into the brain of rodents has been shown to be a useful model for the study of this
disease and neuroprotective interventions. Thus, the aim of this study was to investigate the
effect of swimming training (ST) on cognitive behavioral and markers of oxidative stress and
neuroinflammation in a mouse model of DA induced by AB;4 peptide. The animals were
randomly assigned into four groups: (1) sedentary/vehicle; (2) sedentary/ABia; (3)
exercise/vehicle; and (4) exercise/AB1.40. AB1.240 groups received intracerebroventricular (i.c.v.)
injection of AB49 (3pl/site; 400pmol/mouse) and vehicle groups received i.c.v. injection of PBS
(phosphate-buffered-saline; 3pl/site). Exercise groups were submitted to swimming training (ST)
with progressive increase in time and duration for 8 weeks (5x/week), and sedentary groups
were kept in physical inactivity. After 24h of last bout of ST, mice received AR 40 or vehicle (by
i.c.v. route). Seven days after i.c.v. injections, mice were submitted to cognitive behavioural
tests and, finally, submitted to euthanasia. The hippocampus (HC) and prefrontal cortex (PFC)
were removed for biochemical assays. Our results demonstrated that ST was effective in
attenuating the following impairments caused by AB;4 peptide: (1) impairment on short-term
and long-term memories in object recognition test, without altering the locomotor activity; (2)
increased reactive species (RS) levels and decreased non-protein thiols (NPSH) levels in HC
and PFC; (3) inhibition of the superoxide dismutase (SOD) activity and increase in glutathione
peroxidase (GPx), glutathione reductase(GR) and glutathione S-transferase (GST) activities in
HC and PFC; and (4) increased tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-1 beta (IL-
1B8) levels and reduced and interleukin-10 (IL-10) levels in HC and PFC. In conclusion, we
suggest that regular exercise may prevent cognitive decline, oxidative stress and
neuroinflammation induced by AB;.4 peptide in mice, supporting the hypothesis that exercise
can be used as a non-pharmacological tool to reduce the symptoms of DA.

Keywords: Alzheimer’s disease, AB1.4o peptide, oxidative stress, neuroinflammation.
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PS1 = Presenilina 1

PS2 = Presenilina 2

SORL = Sortilin-related receptor = gene relacionado ao receptor da sortilina

AB = Amyloid-beta = Beta-amilbide

NFT = Neurofibrilary tangles = Emaranhados neurofibrilares

ADAM = A disintegrin and metalloproteinase = proteina que apresenta 0s
dominios metalopeptidase e tipo-desintegrina

sAPPa = Fragmento soluvel da proteina precursora amildide gerado por acao
de a- secretase

sAPPB = Fragmento sollvel da proteina precursora amiléide gerado por acéo
de B-secretase
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p-ERK = forma fosforilada da proteina quinase regulada por sinal extracelular
p-p38 = forma fosforilada da proteina p-38 pertencente a classe das proteinas

quinases ativadas por mitdégenos (MAPK)
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IL-1B = interleucina 1-beta

IL-1 = interleucina 1

IL-6 = interleucina 6

IL-8 = interleucina 8
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NT3 = neurotrofina 3

NT4 = neurotrofina 4

NT5 = neurotrofina 5

NT6 = neurotrofina 6

NGF = Nerve growth factor = fator de crescimento neural
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi dividida em trés partes principais. Na parte |
encontram-se a INTRODUCAO e OBJETIVOS. Os resultados que fazem parte
desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de manuscrito, o qual se
encontra no item MANUSCRITO, parte Il deste trabalho. As se¢cbes materiais e
métodos, resultados, discussdo dos resultados e referéncias bibliograficas,
encontram-se no proprio manuscrito e representam a integra deste estudo. Os
itens DISCUSSAO e CONCLUSAO, encontrados na parte Il desta
dissertacdo, apresentam interpretacbes e comentarios gerais sobre os
resultados apresentados no manuscrito neste trabalho. O item REFERENCIAS
refere-se somente as citacdes que aparecem nos itens introducéo, discussao e
conclusdo desta dissertacdo. No item PERSPECTIVAS, estdo expostos o0s

possiveis estudos para dar continuidade a este trabalho.
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INTRODUCAO

1. Doenca de Alzheimer

Dados recentes mostraram que a prevaléncia global da doenca de
Alzheimer (DA) era de 26.6 milhdes de pessoas em 2006, com uma expectativa
de aumento para 106.8 milhdes de pessoas em 2050 (Lautenschlager et al.,
2012). A DA é a causa mais comum de deméncia, cuja apresentagdo clinica
tipica € a perda progressiva da memoria e das fung¢des cognitivas (Bateman et
al.,, 2012). Com diminuicdo consideravel da independéncia funcional e
causando sofrimento ao paciente, familiares e cuidadores, a DA pode levar a
morte dentro de 3 a 9 anos apls o seu diagndstico (Bateman et al., 2012;
Querfurth e Laferla, 2012). O principal fator de risco para a DA é a idade, com
sua incidéncia dobrando a cada 5 anos apds os 65 anos de idade (Querfurth e
Laferla, 2012). Outros fatores de risco incluem o0s genéticos, doencas
cardiometabdlicas, traumatismo cerebral e fatores ambientais como o consumo
de cigarro e exposi¢cdo ao aluminio (Ballard et al., 2011; Nunomura et al.,
2006). Do ponto de vista genético, mutacdes nos genes da proteina precursora
de amiloide (APP) e das presenilinas 1 (PS1) e 2 (PS2) sao responsaveis pelo
desenvolvimento precoce da doenca, ao passo que mutacbes no gene
relacionado ao receptor da sortilina (SORL) estdo implicadas com o
desenvolvimento tardio da doenca (Ballard et al., 2011).

A despeito da etiologia da DA ser inconclusiva, ha um substancial corpo
de evidéncias demonstrando o papel de “pivd central” do peptideo beta-
amildide (AB) na fisiopatologia da doenga (Laferla et al., 2007; Prediger et al.,
2007; Tarawneh e Holtzman, 2010; Bateman et al., 2012; Zhao et al., 2012).
Neste sentido, o acumulo intra e extracelular do peptideo AR no cérebro &
responsavel pela formacéo de placas amildides extracelulares e emaranhados
neurofibrilares (NFT) intracelulares, dois marcadores neuropatologicos
patognomonicos da doenca (Ballard et al., 2011). Laferla (2008) sustenta que o

acumulo do peptideo AB ocorre devido a falhas nos mecanismos de producao
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(hiperproducéo) e degradacéo (reducdo do clearance amildide). O peptideo AB
(38-43 aminoacidos) € derivado de uma molécula precursora denominada
proteina precursora amildide (APP), a qual é uma proteina transmembrana
consistindo de 695-770 aminoacidos. A molécula APP pode sofrer proteolise
por 2 rotas, uma nao-amiloidogénica e outra amiloidogénica, como mostra a

figura 1.

Non-amyloidogenic Amyloidogenic

sAPPOL

sAPPP

Presenilin1or 2

Nicastrin

ADAMSY, PEN2

orT7 BACEI APH-1 ﬁAB
—_— —_—

c83 APP APP C99 AICD

Figura 1: llustracdo das rotas n&o-amiloidogénica e amiloidogénica da
protedlise da molécula APP.

sAPPa: fragmento solUvel da proteina precursora amiléide gerado por acéo de
a- secretase; ADAM 9/10 ou 17: = proteina que apresenta os dominios
metalopeptidase e tipo-desintegrina tipos 9/10 ou 17; C83: produto proteolitico
da clivagem da APP pela a-secretase contendo 83 residuos C-terminal; APP:
proteina precursora de amiléide; BACEL: enzima beta-secretase; C99: produto
proteolitico da clivagem da APP pela B-secretase contendo 99 residuos C-
terminal; sAPP: fragmento sollvel da proteina precursora amiloide gerado por
acao de B- secretase; PEN2: estimulador da presenilina-2; APH-1: anterior
pharynx-defective 1; AB: peptideo B-amiloide; AICD: dominio intracelular da
APP.

Fonte: Laferla et al., 2007

Resumidamente, em neurbnios funcionais, a rota nao-amiloidogénica é a

predominante. Nesta rota, a clivagem enzimatica da APP é mediada pela
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enzima a-secretase (pertencente a familia das desintegrinas e metaloproteases
— ADAM) que atua ao nivel de bicamada lipidica. A clivagem realizada pela a-
secretase ocorre dentro do dominio AB, prevenindo a formacao e liberagao do
peptideo AB (Laferla et al., 2007). Além disso, a clivagem da a-secretase libera
dois fragmentos, o C83 (que ndo pode ser convertido em peptideo amiléide) e
o ectodominio sAPPa, o qual é reportado ter funcdo neuroprotetora, podendo
atuar como um fator de crescimento (Zhang et al., 2012a). Por outro lado, em
neurénios disfuncionais predomina a rota amiloidogénica, onde a molécula APP
é clivada pela enzima -secretase (8-site APP cleaving enzyme: BACE 1) no
“raft lipidico” da membrana plasmatica, liberando o ectodominio sAPPB e
retendo ao nivel de membrana os ultimos 99 aminoacidos da molécula APP
(C99) (Laferla et al., 2007). Foi sugerido atualmente que o ectodominio sAPPf
pode ser clivado e gerar um N-terminal que ativa a sinalizacdo apoptética da
caspase-6 (Zhang et al., 2012a). O fragmento C99, por sua vez, €
subsequentemente clivado a 38-43 aminoacidos pelo complexo y-secretase
(que inclui as presenilinas 1 e 2 — PS1, PS2). Esta clivagem produz
predominantemente os peptideos ABi14 € APis2, €m uma razdo de 10:1,
respectivamente (Laferla et al., 2007). Apesar de mais abundante, a isoforma
AB1-40 € mais soluvel e menos propensa a formar placas amiléides (Ballard et
al., 2011). A isoforma ABi1.42 € insollvel e forma placas facilmente (Ballard et
al., 2011) tendo também mais afinidade por metais de transicdo redox ativos,
e.g. Cu" e Fe* produzindo mais radicais hidroxil através das reacdes de
Fenton (Jomova et al., 2010; Jomova e Valko, 2011). O acumulo de isoformas
do peptideo AB em regides corticais € o pilar da hipdtese da cascata amildide
(Ballard et al., 2011; Bateman et al., 2012). Segundo esta hipétese, 0s
peptideos AR em sua forma monomérica sofrem processo de oligomerizacao,
formando oligbmeros (2 a 12 peptideos) que séo as formas mais neurotéxicas
e responsaveis por originar as placas amildides (agregados de fibrilas
amiléides). Acumulados no meio intra e extraneuronal, estes oligdbmeros
induzem eventos toxicos, causando disfuncdo sinaptica e morte de neurbnios

(Ballard et al., 2011), como ilustrado pela figura 2.
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Figura 2: Hipotese da cascata amildide.
AB = peptideo beta-amildide; APP = proteina precursora de amiléide.
Fonte: Ballard et al., 2011.

Neste contexto, a neurotoxicidade induzida pelos agregados AB gera
uma cascata de insultos celulares, causando lesdes mitocondriais, disturbio do
metabolismo do célcio, lesdo de reticulo endoplasmaético, internalizacdo de
receptores de neurotransmissores e inibicdo do sistema ubiquitina-
proteossoma (SUP) (Laferla, 2008). O SUP é um complexo citosdélico que
degrada proteinas danificadas e excedentes, o qual € responsavel por um dos
mecanismos de degracdo amiléide e, deste modo, € um sistema chave na
fisiopatologia da DA (Laferla et al., 2007). Outro fendmeno importante a
ressaltar, € a relagdo entre o peptideo AR e a proteina tau, uma proteina
responsavel pela estabilizacdo dos microtubulos do citoesqueleto neuronal
(Tarawneh e Holtzman, 2010). Em condi¢cdes normais, as formas fosforilada e
desfosforilada da proteina tau estdo em equilibrio. Entretanto, o aumento dos
niveis de peptideos AB pode induzir a hiperfosforilagao desta proteina através
da ativacdo de fosfoquinases especificas, nomeadamente glicogénio sintase
quinase 3B (GSK3pB), quinase dependente de ciclina (CDK5) e quinase
dependente de sinal extracelular (ERK2) (Ballard et al., 2011; Laferla, 2008).
Uma vez fosforiladas, as proteinas tau perdem sua afinidade pelos

microtubulos, agregando-se no corpo dos neurbnios na forma de pares de
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filamentos helicoidais, que sdo os NFT. Uma vez desestruturado o
citoesqueleto neural e em raz&o da toxicidade direta dos NFT, a transmisséo
neural é prejudicada (Huang e Jian, 2009). Um resumo dos eventos toxicos dos
oligbmeros AP é representado pela figura 3.

O resultado da neurotoxicidade AB-induzida a nivel anatémico é a atrofia
de regibes corticais onde ocorrem os depoésitos amildides e que estdo

relacionadas a memodria, aprendizado e a emocgdo, como o cortex entorrinal,

hipocampo, prosencéfalo basal e amigdala (Mattson, 2004).

Amyloid
AP O plaques

Hyper-
l phosphorlated

tau / i i \/
Tangles Gg
Synaptic

Proteasome dysfunction

) Oligomers =

Figura 3: Neurotoxicidade dos oligdbmeros AR.
Fonte: Laferla et al. 2007

Além das placas amiléides e dos NFT, muitos estudos reportam que o
estresse oxidativo e a neuroinflamagcdo s&o importantes marcadores
neurobiologicos da DA, sendo considerados dois mecanismos da
neurotoxicidade induzida pelo peptideo AR (Squier et al., 2001; Nunomura et
al., 2006; Jomova et al., 2010; Zhao et al., 2012). Nunomura et al. (2006)
sustentam que lesdes radicalares precedem a deposi¢cdo amildide no cérebro,
indicando que o estresse oxidativo pode ser o gatilho para a amiloidogénese, ja
estando presente na fase prodromica da doenca. Recentemente, foi
demonstrado que a infusdo intracerebroventricular (i.c.v.) de peptideo ABi-40
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pode mimetizar alguns sinais da DA em roedores, induzindo estresse oxidativo,
neuroinflamacdo e prejuizos cognitivos (Prediger et al.,, 2007; Passos et al.,
2010; Piermartini et al., 2010; Gao et al., 2012; Santos et al., 2012). Prediger et
al. (2007) verificaram niveis diminuidos de glutationa (GSH) no hipocampo e
cortex pré-frontal de camundongos Swiss albinos ap6s 7 dias da administracao
i.c.v. de APi40. Similarmente, Piermatini et al. (2011) demonstraram que a
infuséo i.c.v. do peptideo AB1.40 induziu peroxidacao lipidica, morte celular e
aumento dos niveis da ciclooxigenase-2 (COX-2) no hipocampo de
camundongos Swiss albinos. Aumentando os niveis de radicais livres (RL) o
peptideo AR pode induzir disfuncdo sinptica, cascatas de apoptose,
hiperfosforilacdo da proteina tau e, consequentemente, reducdo da capacidade
cognitiva (Mattson, 2004).

Além do estresse oxidativo, ha um consideravel corpo de evidéncias
demonstrando que uma resposta inflamatéria patolégica esta presente em
doencas neurodegenerativas, como na doenca de Parkinson e DA (Tupo e
Arias, 2005; Gleesom et al., 2011; Leem et al., 2011; Pervaiz e Hoffman-Goetz,
2011; Woods et al. 2012). De fato, citocinas pro-inflamatérias classicas, como o
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a interleucina 1-beta (IL-1B) estdo
implicadas com o declinio cognitivo e a deméncia (Foster et al., 2011). Por
exemplo, niveis de TNF-a no cértex frontal, temporal e parietal e niveis de IL-
18 encontram-se elevados em pacientes com DA, assim como 0s niveis de
TNF-a e IL-1 estdo aumentados no hipocampo de camundongos transgénicos
para DA (Pervaiz e Hoffman-Goetz, 2011). Insultos celulares como infecgbes e
0 estresse oxidativo ativam células gliais, e.g. microglias astrocitos, que liberam
citocinas inflamatérias — que em niveis elevados podem ativar rotas de
apoptose, como a rota da caspase-3 — acelerando 0s processos
neurodegenerativos (Dickson, 2004). Medeiros et al. (2010) indicam que o
TNF-a € um importante mediador da neurotoxicidade ABi-40-induzida, estando
relacionado com o declinio da meméria em camundongos. Nesse sentido, o
peptideo AR, per se, pode atuar como um agente pré-inflamatério causando a
ativacdo de muitos componentes inflamatérios, como os astrocitos, as
microglias e o sistema do complemento (Tupo e Arias, 2005). Além disso, as
micréglias sdo ativadas pelas placas amildides, uma vez que estas células

possuem papel central na resposta a lesdes patoldgicas no SNC, devido as
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suas funcdes fagociticas (Tupo e Arias, 2005). Em verdade, ha uma importante
relacdo entre estresse oxidativo e neuroinflamacdo. Os RL podem ativar
receptores tipo-toll (TLR) de células imunes que desempenham importante
papel em rotas de sinalizacdo para inflamacédo (Woods et al.,, 2012), assim
como as microglias ativadas podem produzir RL (Tupo e Arias, 2005).

A relacdo causa x efeito entre o peptideo AB e os eventos de estresse
oxidativo e neuroinflamacéo € inconclusiva. Ha estudos que apontam que o
estresse oxidativo decorrente do envelhecimento ou da disfuncdo mitocondrial
(Verri et al., 2012), ou ainda a neuroinflamacéo seriam o gatilho inicializador da
amiloidogénese e toda sua cascata neurodegenerativa (Frank-Cannon et al.,
2009). No entanto, o que se percebe com clareza é que respostas oxidativas e
inflamatorias estdo presentes tanto em estagios iniciais quanto finais da doenca
(antes e depois do acumulo amiléide) e, portanto, sdo importantes alvos

terapéuticos da DA.

2. Exercicio fisico e DA

O exercicio fisico é considerado um dos mais importantes fatores de
protecdo para a DA, junto com os fatores nutricionais e atividades ocupacionais
e educacionais (Ballard et al. 2011). Varios estudos indicam que o0 exercicio
fisico pode melhorar a funcdo cognitiva e prevenir a deméncia em idosos
(Kramer et al, 2006; Lista e Sorrentino, 2010; Radak et al., 2010;
Lautenschlager et al., 2012; Stranaham e Mattson, 2012). De fato, resultados
de estudos transversais e epidemiolégicos prospectivos e retrospectivos das
Gltimas duas décadas tém demonstrado uma correlacdo positiva entre o
exercicio fisico e a cognicdo em idosos (Lista e Sorrentino, 2010). A prevencao
do declinio cognitivo induzida pelo exercicio & também verificada em
portadores de DA de ordem genética, como portadores de polimorfismos da
apolipoproteina E (APOE) com a presencga do alelo €-4, que aumenta o risco de
desenvolver a doenca em até 7x. Esta lipoproteina esta envolvida no controle
da carga amiloide (Foster et al., 2011). Aléem disso, € observada uma
consideravel relacao entre a aptidao fisica e o desempenho cognitivo (Soumare
et al., 2009) e progressdo a deméncia em idosos com DA (Vidoni et al., 2011).
Foster et al. (2011) reportaram efeitos positivos do exercicio fisico sobre
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biomarcadores da DA em humanos. Segundo estes autores, € observado uma
reducdo da captacdo do composto de imageamento de Pittsburg (PIB) no
exame de tomografia por emissdao de positrons (PET) em individuos
fisicamente ativos. O PIB € uma molécula rastreadora radioativa capaz de se
ligar as placas amiloides, e permite o diagnostico precoce da doenca. Ademais,
estes autores explanam que sédo encontrados niveis aumentados de AB142 NO
liguido cerebrospinal de pacientes de DA sedentarios, e que isto pode ser
revertido pelo exercicio fisico.

Especula-se que o exercicio tenha um efeito positivo sobre a cinética de
degeneracéo neural, bloqueando o continuum da deméncia. Neste sentido, o
processo neurodegenerativo exibe uma rapida perda neuronal na fase inicial,
sendo um momento propicio para intervencdes protetoras. E nesta fase que o
exercicio pode ser mais efetivo, agindo profilaticamente (Foster et al., 2011),

como demonstrado na figura 4.

Fraction of nomral cells remaining

| |
] 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
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Figura 4: Curva hipotética da cinética de morte neuronal. Mostrando uma
gueda exponencial nos primeiros anos, onde intervencdes protetoras como o
exercicio poderiam ser mais efetivas.

Fonte: Foster et al., 2011.
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Decerto, estudos utilizando modelos animais demonstraram que o
exercicio regular é capaz de alterar diversas caracteristicas fenotipicas da DA,
como reducdo do acumulo amiléide (Adlard et al., 2005; Nichol et al., 2008;
Yuede et al.,, 2009), aumento da degracdo amildide (Radak et al., 2001;
Ogonovszky et al.,, 2005), reducdo do acumulo da forma hiperfosforilada da
proteina tau (Leem et al., 2009; Belarbi et al., 2011) e reducdo da morte
neuronal (Um et al., 2011), assim como melhoria da memoria, em diferentes
modelos de camundongos transgénicos para DA (Nichol et al., 2008;
Parachikova et al., 2008; Garcia-Meza et al., 2011; Liu et al., 2011).

Apesar de haver um grande corpo de evidéncias suportando o efeito
protetor do exercicio sobre a cognicdo e o risco de desenvolver doencas
neurodegenerativas como a DA, os mecanismos biolégicos e moleculares
subjacentes a este efeito permanecem ndo totalmente elucidados. Tem sido
demonstrado que o cérebro é responsivo ao exercicio. Dois dos principais
mecanismos exercicio-induzidos sdo a neurogénese e a neuroplasticidade,
mediados por familias de moléculas neurotréficas, como as neurotrofinas (Vivar
et al., 2012). Estas moléculas séo sintetizadas e liberadas por neurbnios assim
como por tecidos inervados nao-neuronais, e.g. musculo-esquelético
(Lessmann e Brigadski, 2009). Elas atuam como fatores de crescimento, sendo
essenciais para a diferenciacdo, crescimento e sobrevivéncia de neurdnios,
células gliais e formacéo de novas sinapses; algumas delas incluem os fatores
neurotréficos 3, 4/5 e 6 (NT 3, NT 4/5 e NT/6), fator de crescimento neural
(NGF) e o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (Poo, 2001). O BDNF
€ considerado o modulador critico da neuroplasticidade induzida pelo exercicio
(Cotman et al., 2007). Nesse sentido, foi demonstrado que o exercicio pode
aumentar a proliferacdo de células tronco neurais pluripotenciais e sua
diferenciacdo em neurbnios, 0 que pode ser responsavel pelo aumento da
memoria e do aprendizado (Foster et al., 2011). De fato, tanto os niveis quanto
a expressdo de BDNF em diferentes regides cerebrais sofrem aumento em
resposta ao exercicio, sobretudo no hipocampo (Neeper et al., 1995; Berchtold
et al., 2005). O exercicio, particularmente o aerdbio, € capaz de modular os
niveis periféricos de BDNF em humanos, aumentando os niveis séricos desta
neurotrofina. O BDNF pode atravessar a barreira hemato-encefélica nas duas

direcbes e, em vista disso, seus niveis periféricos podem representar uma
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importante reserva cerebral (Coelho et al., 2012). Em roedores, foi
demonstrado que o aumento basal dos niveis de BDNF no hipocampo ocorre
em poucos dias de exercicio voluntario em rodas de correr (Johnson e Mitchell,
2003), com este efeito persistindo por até 2 semanas apOs sua interrupcao
(Bertchold et al., 2010). Estudos também demonstraram que o aumento dos
niveis de BDNF no hipocampo eram positivamente correlacionados com a
distancia percorrida nas rodas de correr, o que sugere que o efeito do exercicio
pode ser volume-dependente (Johnson e Mitchell, 2003; Bertchold et al., 2005).
Uma supra-regulacdo dos niveis de BDNF no hipocampo também foi
demonstrada por estudos que utilizaram protocolo de corrida em esteira
(Casillas et al., 2012) e natacdo (Ogonovszky et al., 2005). Interessantemente,
Liu et al. (2011) mostraram que o treinamento em esteira com baixa
intensidade e duracdo de até 30 minutos, aumentou a expressao hipocampal
de BDNF, em conjunto com diminuicdo do declinio cognitivo e morte neuronal
em camundongos transgénicos para DA (APP/PS1 — que super-expressam as
proteinas APP e PS1). Este resultado reforca o envolvimento do BDNF como
modulador da neuroprotecdo do exercicio frente a DA. Além disso, foi
demonstrado que o exercicio pode amplificar a eficacia sinaptica, na medida
em que genes relacionados a funcdo sinaptica como a sinapsina | (envolvida
na liberacdo de vesiculas sinapticas) e a sinaptogamina (envolvida na
formacdo de vesiculas sindpticas) tém sua expressao aumentada em resposta
ao exercicio, com este efeito sendo mediado via BDNF (Molteni et al., 2002).
Com efeito, o exercicio pode aumentar tanto o BDNF quanto os
componentes de suas vias de sinalizagdo para a nheurogénese e
sinaptogénese, e.g. ao ativar rotas de sinalizacdo da proteina quinase
dependente de calcio/calmodulina Il (CAMPK 1) e de proteinas quinase
ativadas por mitégenos (MAPK). Estas sinalizacdes intracelulares estéo
implicadas com o aumento da producéo de sinapsina | e pela ativagao do fator
de transcricAio CREB (CAMP response elemento binding protein). O CREB é
uma molécula chave para a potenciacdo de longo prazo (LTP) no hipocampo —
um fendbmemo importante na formacdo da memoaria de longo prazo (Molteni et
al., 2002; Lista e Sorrentino, 2010). O BDNF pode inclusive, ativar direta ou
indiretamente a neurogénese através do aumento dos niveis de

neurotransmissores, como a acetilcolina (Lista e Sorrentino, 2010).

29



Em resumo, a modulacdo do BDNF é um dos mecanismos moleculares
de neuroprotecdo e melhoria da fungdo cognitiva induzidos pelo exercicio,
sendo encontrado em humanos e animais saudaveis e transgénicos para DA.
Entretanto, estes mecanismos ainda necessitam serem mais bem
compreendidos. N&o menos Iimportantes, foram evidenciados outros
mecanismos protetivos do exercicio sobre a neuropatologia da DA, como a
angiogénese cerebral e o aumento do clearance amildide nos plexos coroides
(Foster et al., 2011). Uma vez que as placas amildides podem ser formadas
tanto no paréngquima neuronal quanto vascular, uma hipoperfusdo sanguinea
no cérebro também é evidenciada na DA (Austin et al., 2011). Foi demonstrado
que o exercicio aumenta a expressdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), resultando no surgimento de novos capilares no cérebro,
restaurando a perfusdo cerebral (Foster et al., 2011). Considerando estes
resultados em conjunto, é sustentado que o exercicio pode atuar aumentando a
‘reserva cognitiva” e a “reserva metabdlica”, auxiliando na manutencdo da
adaptacdo neuronal a perturbacdes decorrentes do envelhecimento e
neurodegeneracdo (Stranaham e Mattson, 2012). Alguns autores cunharam
estes eventos como “efeitos farmacomiméticos” do exercicio (Stranaham et al.,
2009).

Por fim, outros estudos apontam que 0 exercicio possui propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias, e que estes podem ser mecanismos de
protecdo conferidos pelo exercicio contra a DA (Radak et al., 2010; Woods et
al., 2012).

3. Exercicio fisico e estresse oxidativo

O estresse oxidativo é estabelecido em condi¢cdes em que o balango
entre a producdo de oxidantes e as defesas antioxidantes é desequilibrado em
favor da primeira (Sies, 1986). O estresse oxidativo esta implicado com a
fisiopatologia de doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, cancer e
doencas neurodegenerativas (Radak et al., 2008).

O oxigénio € considerado uma molécula paradoxal, pois é vital para a
producdo energética através da fosforilagcdo oxidativa mitocondrial em seres

Vivos aerdbios, ao passo que seu consumo gera substancias toxicas, capazes
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de gerar danos em estruturas celulares e subcelulares. Estas substancias sao
conhecidas como radicais livres (RL) e sao produzidas durante reacdes
metabdlicas oxidativas (Cooper et al., 2002). No entanto, os RL também
possuem func¢des bioldgicas importantes, participando de respostas imunes,
detoxificacdo de xenobidticos, sinalizacdo intracelular, neurotransmissao e
vasodilatacao (Valko et al., 2007; Radak et al., 2008).

Em condicdes fisioldgicas, cerca de 85-90% do oxigénio molecular é
utilizado pelas mitocondrias e o restante (10-15%) sofre oxidac&o direta ou €
utilizado por oxidases e oxigenases (Halliwell e Guteridge, 1999). Ademais,
cerca de 2 a 5% do oxigénio molecular utilizado na cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial ndo sofre reducao tetravalente, dando origem ao radical
anion superoéxido (O,") (Halliwell e Guteridge, 1999). Parte do oxigénio pode
também ser reduzido univalentemente, gerando outros intermediarios, como o
peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxil (OH’). O O, e 0o OH’ séo
radicais livres por definicdo, por possuirem um elétron desemparelhado na sua
estrutura orbital, ao passo que o H,O, é um nédo-radical parcialmente reduzido,
capaz de gerar OH' ao reagir com fons Cu* e Fe*? durante a reacdo de Fenton
(Halliwell e Cross, 1994). O radical OH" é o mais reativo dos intermediarios, por
ser capaz de reagir com diversas biomoléculas e ndo possuir defesa
antioxidante enziméatica (Halliwell e Guteridge, 1999). Estes intermediarios sédo
considerados coletivamente espécies reativas (RS), os quais desestruturam
moléculas de lipidios, proteinas e acidos nucléicos, resultando em inativacao
enzimatica, danos em membranas plasmaticas e alteracdo do DNA celular
(Halliwell e Cross, 1994). Em verdade, pequenos niveis de RS e lesdes
oxidativas sdo encontrados em condicdes fisiologicas (Halliwell e Cross, 1994).
Estes niveis sdo mantidos dentro de limites estreitos pela acédo de sistemas de
defesa antioxidante, presentes em todas as células do organismo e que podem
ser divididos em enzimaticos e ndo-enzimaticos (Yu, 1994). As principais
enzimas antioxidantes sao a superoxido dismutase (SOD), a glutationa
peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). A SOD é responséavel pela detoxificacdo
do O, através de reacdo de dismutagdo, sendo encontrada principalmente em
duas isoformas: mitocondrial (MNSOD) e citosolica (CuZnSOD). A CAT elimina
0 H,0,, reduzindo-o a adgua. A GPx também desempenha importante papel na
detoxificagdo do H,O, convertendo a glutationa reduzida (GSH) a glutationa
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oxidada (GSSG), formando agua (Halliwell e Guteridge, 1999). As defesas
antioxidantes nao-enziméticas incluem compostos enddgenos como a
glutationa, ceruloplasmina, hormoénios sexuais, melatonina e compostos
exdgenos como o0s tocoferois, acido ascoérbico, carotendides e flavonoides
obtidos através da dieta ou suplementacao (Fisher-Wellman e Bloomer, 2009;
Gomes et al., 2012).

O exercicio agudo induz a producdo de RS, devido ao aumento do
consumo de O, e a ativacdo de reacOes fisiolégicas durante e apos a
interrupcdo do esforco (Fisher-Wellman e Bloomer, 2009). Por exemplo,
durante o exercicio ha um aumento da demanda energética muscular que
resulta em acréscimo de até 100 vezes no fluxo sanguineo dos musculos
ativos, assim como ocorre uma elevacdo de 10-15% no consumo de O
corporal total (Banerjee et al., 2003). Ademais, em condicbes de repouso, O
fluxo eletrbnico mitocondrial gera 1% de O2”, com este valor aumentando em
10-15% durante o exercicio (Halliwell e Guteridge, 1999). A producédo de RS e
estresse oxidativo induzidos pelo exercicio agudo estdo relacionados a fatores
como idade, estado nutricional e intensidade relativa do esfor¢co, com estes
eventos sendo mais ocorrentes em protocolos de exaustdo (Gomes et al.,
2012). A formacdo de RS pode ocorrer tanto durante o exercicio, como no
periodo pdés-exercicio (Fisher-Wellman e Bloomer, 2009), e alguns de seus
mecanismos sdo ilustrados pela figura 5. Estes mecanismos incluem
primeiramente: (1) aumento da produgcdo de O," através do vazamento de
elétrons no transporte eletrdnico mitocondrial; (2) auto-oxidacdo de
catecolaminas; (3) metabolismo de prostandides; (4) fenbmeno de isquemia-
reperfusdo decorrentes dos eventos ciclicos musculares sobre a vasculatura,
gerando hipoxia (estresse redutivo) seguida de reoxigenacdo (explosdo
radicalar); (5) ativacdo da via da xantina oxidase. Estes mecanismos ocorrem
durante a realizacdo do exercicio e sdo seguidas de outros mecanismos
durante o periodo pés-exercicio, provenientes de microlesdes por estresse
mecanico e de reacao inflamatdria local subseqiente: (6) explosdo respiratoria
fagocitica; (7) desequilibrio na homeostase do calcio; (8) destruicdo de
proteinas contendo-ferro (Fisher-Wellman e Bloomer, 2009). Cabe ressaltar
gue estes mecanismos dependem do tipo de exercicio e ocorrem a nivel

periférico. Exercicios estaticos geram mais mecanismos de isquemia-
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reperfusdo e mais ativacfes metabdlicas induzidas por estresse mecanico, ao
passo que exercicios dinamicos, principalmente os de natureza aerdbia
demandam maior fluxo sanguineo e, portanto, induzem formacgdo de RS pelo
aumento do consumo de O, e pelo estresse de cisalhamento nas paredes
arteriais (Fisher-Wellman e Bloomer, 2009). Uma producdo de RS também
ocorre diretamente no cérebro, e esta relacionado ao aumento dos niveis da
dopamina em resposta ao exercicio. A oxidacdo da dopamina por monoaminas

oxidases resulta na formacéo de H,O, (Aksu et al., 2009).

During Exercise

1 Mitochondrial electron transport

1 VO, p 1 Catecholamines
1 Prostanoids

1 Ischemia/reperfusion g1 Xanthine Oxidase
(Tissue specific;

severity dependent on

exercise mode; static

muscle action (e.g., as in

resistance exercise) or blood

shunt (e.g., as in sprint exercise)

followed by reoxygenation)

Excessive trauma — P Disruption of iron
containing protein

Post Exercise 1 Prostanoids
Muscle fiber injury Proteolysis
(Mechanical)

Inflammation

Imbalance in calcium homeostasis

Figura 5: Mecanismos da producéo de RS induzida pelo exercicio.
Fonte: Fisher-Wellman e Bloomer (2009).
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Em contrapartida, o exercicio crénico é capaz de causar adaptacdes no
sentido de amplificar a capacidade antioxidante em diversas células e tecidos
corporais, como musculo esquelético, coracdo, figado e cérebro de animais
exercitados (Banerjee et al., 2003; Radak et al., 2008). Tanto as defesas
antioxidantes enzimaticas quanto ndo-enzimaticas em diversos tecidos sofrem
importante adaptacdo frente ao exercicio (agudo e crbnico), sobretudo as
enzimas SOD e CAT e o sistema da glutationa (Ji, 2000). Estudos
epidemioldgicos demonstraram que o exercicio fisico regular pode aumentar a
expectativa de vida e reduzir a incidéncia de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo (Radak et al., 2008). Em humanos, foi mostrado que a atividade
eritrocitaria e musculo-esquelética das enzimas SOD e GPx e a capacidade
antioxidante total plasmatica (TRAP) séo superiores em individuos atletas em
comparacao com individuos destreinados, protegendo contra a peroxidacao
lipidica mensurada no plasma (Marzatico et al. 1997; Schneider et al., 2005).

Nesse contexto, a propriedade antioxidante do exercicio pode ser
compreendida com base em principios horméticos. A teoria da hormesis
postula que a exposicdo repetida a toxinas ou estressores traz beneficios ao
corpo, aumentando o desempenho fisiolégico e a saude fisica (Fisher-Wellman
e Bloomer, 2009). Em toxicologia, hormesis € um fenbmeno de dose-resposta,
caracterizado por uma estimulacdo a baixas doses e inibicdo a altas doses de
exposicao a um téxico, que pode ser representado por uma curva com formato
de U invertido (Radak et al., 2008). Nesse particular, o exercicio agudo atua
como um estressor estimulante ao aumentar a geracdo de RS, onde
exposicdes repetidas ao exercicio (treinamento fisico) provocam adaptacdes no
sentido de ativar e causar uma supra-regulacdo dos sistemas antioxidantes
biolégicos (Fisher-Wellman e Bloomer, 2009). Do ponto de vista mecanistico, a
resposta hormeética exercicio-induzida deve-se ao fato de as células de
mamiferos serem dotadas de rotas de sinalizagdo sensiveis ao estado redox
intracelular e que podem ser ativadas pelo estresse oxidativo (Ji et al., 2006).
Em outras palavras, as RS geradas pelo exercicio servem de sinal para a
ativacdo de proteinas quinases como a MAPK (p38 e ERK1 e ERK2), que por
sua vez ativam o fator nuclear kappa-B (NFkB), o qual pode aumentar a
expressdo @génica de enzimas antioxidantes. De fato, varias enzimas

antioxidantes contém receptores para o NFkB e, portanto, sdo alvos potenciais
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para a regulacdo ascendente ativada pelo exercicio (Ji et al., 2006). Por altimo,
0 aumento dos niveis de RS também estd relacionado as adaptacdes
especificas do tecido muscular ao treinamento fisico, como a angiogénese, a
biogénese mitocondrial e a hipertrofia muscular (Gomes et al., 2012).

Em repouso, o cérebro representa aproximadamente 20% e 25% do
consumo total de oxigénio e glicose do corpo respectivamente, assim como
representa 14-20% da distribuicdo relativa do débito cardiaco (Ter-Minassian,
2006). O cérebro é especialmente susceptivel a danos oxidativos, devido ao
seu alto consumo de O, altos niveis de ferro livre e lipidios poli-insaturados,
associadamente aos seus baixos niveis de enzimas antioxidantes comparados
a outros tecidos (Ter-Minassian, 2006). Radak et al. (2008) afirmam que apesar
do fluxo cerebral de O, ser relativamente constante durante uma atividade
fisica, o desafio oxidativo induzido pelo exercicio evoca adaptacdes
especificas, como aumento da atividade de enzimas antioxidantes e
reparadoras de lesfes teciduais, assim como diminuicdo dos danos oxidativos
— 0 gqual, em ultima andlise, provoca um aumento da resisténcia ao estresse
oxidativo. Estes autores também reportam que a melhoria da funcdo cognitiva
esta relacionada a diminuicdo de marcadores de carbonilagdo protéica,
lipoperoxidacdo e danos ao DNA no cérebro de roedores submetidos a
treinamento fisico. Somani et al. (1994) verificaram que um treinamento em
esteira com aumento progressivo de intensidade elevou a atividade da enzima
SOD no tronco cerebral e estriado de ratos. Outras evidéncias mostraram que
0 exercicio crbnico atenuou o0 estresse oxidativo em modelos animais de
isquemia cerebral (Cechetti et al., 2012), epilepsia (Souza et al., 2009), doenca
de Parkinson (Lau et al., 2011) e traumatismo cerebral em ratos (Mota et al.,
2011). Em um modelo de DA induzido por infuséo i.c.v. de streptozotocina
(STZ), Rodrigues et al. (2010) demonstraram que O treinamento em esteira
com intensidade moderada restaurou os niveis de glutationa no hipocampo de
ratos. Um et al. (2011) mostraram que camundongos Tg-NSE/PS2m
submetidos a treinamento em esteira com baixa intensidade e longa duracéo
por 3 meses tiveram a expressdao de SOD 1 e SOD 2 aumentada no
hipocampo. Outros marcadores de estresse oxidativo ligados a DA também
podem ser afetados pelo exercicio, como verificado por Garcia-Mesa et al.
(2011). Estes autores encontraram diminuicdo da peroxidagdo lipidica,

35



aumento da atividade da GPx e aumento dos niveis de GSH no cortex de
camundongos com transgenia tripla para DA (3x-Tg-AD) apés 6 meses de livre
acesso a rodas de correr. Estes resultados foram paralelos a diminuicdo do
déficit cognitivo, melhoria da funcdo sensoério-motora e diminuicdo da
ansiedade.

Em resumo, o exercicio regular é capaz de gerar adaptacdes nas
defesas antioxidantes enddgenas, seguindo principios horméticos. Nesse
particular, embora tenha sido reportado o efeito positivo do treinamento de alta
intensidade sobre parametros de estresse oxidativo em roedores (Ogonovszky
et al., 2005), o treinamento fisico quando executado de forma intensa e
prolongada, acompanhado de periodos de recuperacdo e dieta insatisfatorios,
pode provocar um aumento das lesBes oxidativas e perda da performance
atlética (Fisher-Wellman e Bloomer, 2009). Em geral, a resposta dos sistemas
antioxidantes cerebrais ao treinamento fisico sdo tecido-especificas, dependem
da configuracdo do protocolo de exercicio e da responsividade das diferentes
regides cerebrais (Ji, 2000). Em modelos animais, estudos mostraram um
efeito positivo do exercicio sobre o estado redox de estruturas como
hipocampo e cértex frontal, as quais séo regiées implicadas com a memoria e a
funcdo executiva. Ademais, tem sido demonstrado que o exercicio é eficaz em
atenuar o estresse oxidativo em diversos modelos animais de insultos pro-
oxidantes e doencas, incluindo a DA. Devido a preservagcao da funcionalidade
dos neurdnios, ao mitigar o estresse oxidativo, € muito provavel que um dos
mecanismos protetivos do exercicio sobre a funcéo cognitiva seja o seu efeito
estimulador das defesas antioxidantes. Em dltima analise, ao aumentar 0s
niveis de RS o exercicio pode também, modular indiretamente os niveis de
BNDF, CREB e sinapsina, ativando rotas de sinalizagéo redox-sensiveis destes
fatores de crescimento (Radak et al., 2008).

4. Exercicio Fisico e Neuroinflamagéo

O termo neuroinflamacdo vem sendo utilizado para denotar uma
inflamacé&o especifica no sistema nervoso central (SNC), que nao reproduz as
caracteristicas da inflamacdo periférica, mas que produz eventos

neurodegenerativos, como depdsito amildide, neurite distrofica e fosforilagdo da
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proteina tau (Streit et al., 2004). Infeccbes, traumas, toxinas e outros estimulos
sdo capazes de ativar o sistema imune inato no SNC. Esta resposta
neuroinflamatoéria ativa as micréglias, que liberam mediadores inflamatorios,
como citocinas e quimiocinas. Além disso, estes mediadores podem produzir
estresse oxidativo, levando a um estado neuroinflamatorio cronico,
perpetuando o ciclo inflamatério (Frank-Cannon et al., 2009). Este estado
cronico de inflamacdo no cérebro estd relacionado a véarias patologias
neurodegenerativas, como doenca de Parkinson, doenca de Huntington,
esclerose lateral amiotréfica e a DA (Frank-Cannon et al., 2009). No que se
refere a DA, as placas amiléides causam a ativagcdo das microglias, que
liberam citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a e a IL-1B. Estas citocinas
estdo relacionadas a tauopatias e a inducao de apoptose (Streit et al., 2004).
Foi demonstrado que o exercicio regular pode diminuir o risco de
desenvolver doencas cronico-degenerativas, e apregoa-se que isto seja
decorrente do seu efeito anti-inflamatorio, aumentando a resiliéncia celular aos
eventos téxicos inflamacéo-induzidos (Stranahan et al., 2012). Gleesom et al.
(2011) sugerem que este efeito anti-inflamatoério do exercicio ocorra através de
4 mecanismos principais: (1) diminuigdo da gordura visceral; (2) aumento da
liberacdo de hormonios imunomoduladores; (3) aumento da liberagdo de
citocinas anti-inflamatdrias; (4) diminuicdo da expressao de receptores tipo-toll
(TLR) em células imunoldgicas. Conforme estes autores, a gordura visceral
esta relacionada ao desenvolvimento de doencas metabdlicas e degenerativas,
como hipertensédo e diabetes tipo Il. Isto se deve em parte pela secrecdo
cronica de TNF-a e outras adipocinas toxicas, levando a um estado sistémico
de inflamacé&o crbnica de baixo grau. O exercicio pode mobilizar e oxidar esta
gordura, atrofiando estes adipoécitos e reduzindo a inflamacéao sistémica. Um
episodio de exercicio agudo estimula o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal,
liberando na corrente sangliinea os hormdnios adrenalina e cortisol, que além
de funcdo metabdlica, também possuem acdo imunoregulatéria. Tanto o
cortisol quanto a adrenalina podem inibir a producéo de TNF-a pelas células
imunes. Além disso, o cortisol possui atividade anti-inflamatéria potente
(Gleesom et al., 2011). Ademais, o exercicio agudo induz a producdo e
liberacdo de mioquinas, que sao citocinas produzidas pela contragdo muscular,
tais como a interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e interleucina (IL-15)
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(Petersen e Pedersen, 2005). Ou seja, 0 exercicio pode ativar uma cascata de
producdo de citocinas e proteinas imunomoduladoras, através da producao
inicial da IL-6 (Petersen e Pedersen, 2005), como demonstrado pela figura 5.

Exercise

(Anti-inflammatory)

Figura 5: Cascata de citocinas induzida pelo exercicio, com o surgimento
de moduladores anti-inflamatérios no plasma durante o esforco fisico.
Eixo Y: niveis de citocinas anti-inflamatorias; Eixo X: tempo de exercicio. IL-6:
interleucina-6; TNF-R: receptor soluvel do fator de necrose tumoral-alfa; IL-1ra:
antagonista dos receptores de interleucina-1; IL-10: interleucina-10.

Fonte: Petersen e Pedersen, 2005.

A IL-6 pode influenciar varios tecidos ndo-musculares e pode, inclusive,
atravessar a barreira hemato-encefalica e atuar a nivel central (Pervaiz e
Hoffman-Goetz, 2011). A IL-6 provoca o aparecimento da interleucina-10 (IL-
10) no plasma, o qual € uma citocina anti-inflamatoria classica. A 1L-10 é
secretada principalmente por linfécitos auxiliares T-CD4+ e inibe a producéo de
TNF-a, IL-1B e de proteinas quimiotaxicas, limitando as respostas inflamatorias
agudas. A IL-6 também evoca a liberacdo do antagonista dos receptores de
interleucina 1 (IL-1ra) e do receptor soluvel de TNF (STNF-a), os quais inibem a
producdo de TNF-a e IL-1, respectivamente. O IL-1ra liga-se a receptores de
IL-1 de células imunes, sem induzir resposta intracelular, inibindo a transducao
de sinal responséavel pela producao de IL-1 (Pervaiz e Hoffman-Goetz, 2011). A

producdo de IL-10 pode também ser aumentada, através da formacdo de RS
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exercicio-induzida, ja que cascatas de sinalizacao redox-sensiveis também séo
responsaveis pela sintese de IL-10 (Woods et al., 2012). Adicionalmente, o
exercicio pode diminuir a expressdo de receptores tipo-toll (TLR) em
monaocitos. A ativacdo destes receptores esta relacionada a cascatas de
sinalizacdo inflamatéria e € um importante mecanismo de modulacdo da
inflamacéo sistémica (Gleesom et al., 2011). Os mecanismos anti-inflamatorios
exercicio-induzidos estéo ilustrados pela figura 6.
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Figura 6. Potenciais mecanismos anti-inflamatorios do exercicio.

TNF: fator de necrose tumoral; IL-1RA: antagonista dos receptores de
interleucina-1; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina-10; CD4+ T4 cells:
linfécitos T-CD4+ reguladores; TLR: receptores tipo-toll; CD14+°“CD16":
monécitos inflamatérios; CD14""CD16™: mondcitos classicos.

Fonte: Gleesom et al. (2011)
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Desta forma, consecutivos episédios de exercicio podem atuar de forma
imunoregulatéria, reduzindo os niveis de neuroinflamacdo. Este efeito
neuroprotetor foi confirmado em modelos de camundongos transgénicos para
DA (Leem et al., 2011; Parachikova et al., 2008; Nichol et al., 2008), onde o
exercicio realizado em esteira e rodas de correr foi eficaz em reduzir os niveis
de marcadores inflamatérios no hipocampo, com estes resultados ocorrendo
em conjunto com a melhoria da funcéo cognitiva. Importantemente, Nichol et al.
(2008) verificaram que os niveis de TNF-a e IL-1B foram diminuidos no
hipocampo de camundongos Tg2576 apds 3 semanas de acesso a roda de
correr, concomitantemente com a diminuicdo dos niveis hipocampais do
peptideo AB1-40.

Em sintese, € possivel perceber que varios estudos demonstraram um
efeito positivo do exercicio sobre a funcdo cognitiva em humanos e modelos
animais, com estes beneficios sendo encontrados tanto em individuos
saudaveis quanto em individuos acometidos por DA. No entanto, as bases
moleculares pelo qual o exercicio atua ainda necessitam serem mais bem
investigadas, sobretudo no que se refere aos efeitos antioxidante e anti-
inflamatoérios do exercicio. Na literatura pode-se verificar que existem diversos
protocolos de exercicio em diferentes tipos de transgenia para DA em
camundongos, como exercicio em esteira e rodas de correr. No entanto, nao foi
encontrado um estudo que utilizasse a natacdo como forma de exercicio. Nao
obstante, ndo foi encontrado na literatura trabalhos que estudassem o efeito do
exercicio em modelo de DA induzida por AB1.40 em camundongos.

Em vista disso, é importante a realizacdo de estudos que investiguem o
efeito do treinamento de natacdo sobre marcadores de estresse oxidativo e
neuroinflamacdo em modelos animais para DA, a fim de fornecer mais

evidéncias sobre o papel neuroprotetor do exercicio.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar o efeito neuroprotetor do exercicio de natagcdo em um modelo
de doenca de Alzheimer induzido por infuséo intracerebroventricular do
peptideo AB1-40 €m camundongos Swiss Albinos.

Objetivos Especificos

Analisar as memoérias de curto e longo prazo através do teste de
reconhecimento de objetos nos animais sedentarios e treinados, apos
administragao do peptideo ABi.40.

Determinar a atividade das enzimas SOD, CAT, GPx, GR e GST no
hipocampo e cortex pré-frontal dos animais sedentarios e treinados, apos
administracao do peptideo AB1-40.

Determinar os niveis de RS e NPSH no hipocampo e cortex pré-frontal
dos animais sedentarios e treinados, apds administracao do peptideo AB1-40.

Determinar os niveis de TNF-a, IL-18 e IL-10 no hipocampo e cértex pré-
frontal dos animais sedentarios e treinados, apés administracdo do peptideo
AB1-40.

Comparar o desempenho cognitivo e o0s niveis de marcadores de
estresse oxidativo e neuroinflamacao no hipocampo e coértex pré-frontal entre

0s animais sedentarios e treinados, apos administragao do peptideo AB1-40.
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Abstract

This study was designed to investigate the potential neuroprotective effect of
exercise in a mouse model of Alzheimer's disease (AD) induced by
intracerebroventricular (i.c.v.) injection of beta-amyloid;.4o (AB1-40) peptide. For
this aim, male Swiss Albino mice were submitted to swimming training (ST) with
progressive increase in intensity and duration for 8 weeks before ABi-40
administration (400pmol/animal; 3ul/site, i.c.v. route). The cognitive behavioural,
oxidative stress and neuroinflammatory markers in hippocampus and prefrontal
cortex of mice were assessed 7 days after ABi.40 administration. Our results
demonstrated that ST was effective in preventing impairment in short and long-
term memories in the object recognition test. ST attenuated the increased levels
of reactive species and decreased non-protein thiol levels in hippocampus and
prefrontal cortex induced by ABi.40. Also, AB1-40 inhibited superoxide dismutase
activity and increased glutathione peroxidase, glutathione reductase and
glutathione S-transferase activities in hippocampus and prefrontal cortex —
alterations that were mitigated by ST. In addition, ST was effective against the
increase of tumor necrosis factor-alpha and interleukin-1 beta levels and the
decrease of interleukin-10 levels in hippocampus and prefrontal cortex. The
present study confirmed the hypothesis that exercise is able to protect against
some mechanisms of ABi.40-induced neurotoxicity. In conclusion, we suggest
that exercise can prevent the cognitive decline, oxidative stress, and
neuroinflammation induced by ABi40 in mice supporting the hypothesis that
exercise can be used as a non-pharmacological tool to reduce the symptoms of
AD.

Key words: Alzheimer's disease, exercise, APi4o peptide, cognitive

impairment, oxidative stress, neuroinflammation.
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1. Introduction

Alzheimer’'s disease (AD) is a chronic degenerative disorder clinically
characterized by gradual and progressive decline in memory (Bateman et al.
2012). In 2006 about 26.6 million people worldwide suffered from AD, and it has
been estimated an increase of up to 106.8 million people by 2050
(Lautenschlager et al. 2012). From the histological standpoint the presence of
both senile plagues and neurofibrillary tangles are pathological hallmarks of AD
brain (Ballard et al. 2011). Senile plagues are primarily composed of a [3-
amyloid (AB) peptide (a 38-43 amino acids peptide), in which their central role in
the pathophysiology of AD has been extensively demonstrated (Haass and
Strooper 1999; Takeda et al. 2009; Palop and Mucke 2010). In particular, AB
deposition in extracellular plaques is related to synaptic disfunction,
neuroapoptosis, and memory loss (Hardy et al. 2006; Ballard et al. 2011).
Although the mechanisms of AB-induced neurotoxicity remain unclear, it has
been considerably demonstrated that the aggregates of AR peptides in brain
induce oxidative stress and neuroinflammation (Tarawneh and Holtzman 2010;
Verri et al. 2012).

In fact, studies have suggested that oxidative stress and
neuroinflammation are involved in etiopathogenesis of AD (Nunomura et al.
2006; Piermatini et al. 2010; Verri et al. 2012). Several studies have
demonstrated that intracerebroventricular (i.c.v.) injection of ABi.40 peptide
mimicked some signs of AD in mice inducing oxidative stress (Prediger et al.
2007; Piermartini et al. 2010), neuroinflammation (Medeiros et al. 2010;
Piermartini et al. 2010; Passos et al. 2010) as well as impaired cognitive
function (Prediger et al. 2007; Medeiros et al. 2010; Passos et al. 2010;
Piermartini et al. 2010; Santos et al. 2012). The administration of ABi.40 IS
related to the induction of free radical damages (Piermartini et al. 2010; Santos
et al. 2012) and alterations in antioxidant defenses such as glutathione
depletion in prefrontal cortex and hippocampus in Swiss Albino mice (Prediger
et al. 2007). Nevertheless, deregulated inflammatory responses are a key
process implicated to the development of chronic neurodegenerative diseases
including Parkinson’s disease (PD) and AD (Leem et al. 2011). For instance,
previous data have showed that brain levels of proinflammatory cytokines such
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as tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin 1-beta (IL-1B) are
elevated in human patients with AD (Tupo and Arias 2005; Leem et al. 2011).

Exercise has been showed to be a promising non-pharmacological
approach to reduce the risk of AD (Ballard et al. 2011; Pang and Hannan 2012).
It has been demonstrated that exercise can both improve and alleviate memory
loss in elderly (Kramer et al. 2006). Additionally, it has been reported that
cardiorespiratory capacity was inversely related to cognitive impairment,
cerebral atrophy, and progression to dementia in AD patients (Vidoni et al.
2011). Despite the biological and molecular basis for such benefits are
inconclusive, it has been suggested that the antioxidant and anti-inflammatory
properties of physical exercise contribute for neuroprotection (Banerjee et al.
2003; Gleesom et al. 2011; Stranahan et al. 2012). Evidences has been shown
that chronic exercise attenuated oxidative stress in animal models of cerebral
ischemia (Cechetti et al. 2012), seizure (Souza et al. 2009), and PD (Lau et al.
2011) as well as mitigated neuroinflammation in traumatic brain injury in rats
(Mota et al. 2012). In transgenic mouse models of AD, physical exercise
protocols improved memory (Parachikova et al. 2008; Garcia-Mesa et al. 2011;
Liu et al. 2011; Um et al. 2011;), reduced inflammation (Parachikova et al.
2008) and apoptosis markers (Um et al. 2011), increased the expression of
antioxidant enzymes in hippocampus (Um et al. 2011), as well as reduced
amyloid deposition in cerebral cortex (Yuede et al. 2009). On the other hand, no
studies were found regarding the effect of physical exercise on AD-induced by
acute infusion of AB peptide into the rodent brain.

Thus, we sought to investigate the potential neuroprotective effect of
physical exercise training in hippocampus and prefrontal cortex of mice
exposed to ABi40 peptide. For this purpose, in this study we verified if a
swimming exercise program could protect against cognitive impairment induced
by i.c.v. injection of ABi.40. In addition, we investigated the potential protective
effect of swimming exercise training against oxidative stress and
neuroinflammation induced by i.c.v. injection of ABi4 in hippocampus and
prefrontal cortex. Swimming was chosen as paradigm of exercise training since
there is a lack of studies in literature concerning the impact of swimming training

protocols on mouse models of AD. Moreover, swim is a natural behaviour of
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rodents and imposes less mechanical stress due to water thrust and recruitment
of different muscles (Jolitha et al., 2006).

2. Materials and Methods

2.1 Animals

Experiments were performed using male Swiss Albino mice (30-45g, 2-4
months old). Animals were maintained at 22-25°C with free access to water and
food, under a 12:12h light/dark cycle, with lights on at 7:00 a.m. All
manipulations were carried out during light phase on the day. All efforts were
made to minimize animal suffering and to reduce the number of animals used.
The procedures of this study were conducted according to the guidelines of the
Committee on Care and Use of Experimental Animals Resources and with the
approval of Ethical Committee for Animal Use (CEUA protocol # 012/2012) of
Federal University of Pampa, Brazil.

2.2 Experimental design

Mice were randomly assigned into four groups (n=10 per group): (1)
sedentary vehicle; (2) sedentary AB1.40; (3) exercise vehicle and (4) exercise
AB140. In this experimental design, exercise groups were submitted to
swimming training (ST) for 8 weeks with a progressive increase of both intensity
and time. Sedentary groups were maintained in physical inactivity. After 24h of
last bout of ST, mice received intracerebroventricular (i.c.v.) injection of ABi-40
or vehicle. Seven days after i.c.v. injection, mice underwent cognitive
behavioural tests for 2 days and, finally, submitted to euthanasia. The
hippocampus, prefrontal cortex and quadriceps femoris muscle were removed

for assays (figure 1).

2.3 Swimming training (ST) protocol

Mice in the exercise groups were submitted to an 8-week ST program,
adapted from Huang et al. (2010) (Table 1). In the first week, mice were
acclimatized to the unfamiliar activity (swimming adaption period-SAP) in 250-L
water-filled tank with the temperature kept at 31° + 2°C, in order to decrease the

stress of swimming activity. In the SAP, animals could swim or stand in the tank
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with water depth of 5cm. In the beginning of the second week, water deep was
increased to 20cm, so that the hind limbs of the animals could not reach the
bottom of the tank. Progressively, larger weights were attached to the proximal
portions of animal’s tails in order to increase the exercise intensity; the weights
were 0-3%, in correspondence to body weight (BW) (Table 1). This intensity is
considered below to anaerobic threshold for swimming training, in which was
demonstrated by literature that workloads of up to 6% BW for rats (Gobatto et
al. (2001) and 4% BW for mice (Almeida et al. 2011) can be considered ‘sub-
threshold’ and is indicated to improvement of aerobic capacity (Gobatto et al.
2001). The ST bouts were performed five times per week, and animals swam
individually in group of 10 animals, separated by opaque acrylic boards. After
each daily ST bouts, animals were towel dried and placed near a heater until
the hair dried.

2.4 l.c.v. injection of AB1-40

AB1.40 peptide (Tocris, Ellisvile, MO, USA) was prepared as stock
solution at a concentration of 1mg/ml in sterile 0.1M phosphate-buffered saline
(PBS) (pH7.4) and aliquots were stored at -20°C. ABi.40 Solution was
aggregated by incubation at 37°C for 4 days before use, as described
previously (Prediger et al., 2007). Of particular importance, Santos et al. (2012)
recently confirmed by polyacrylamide gel electrophoresis that incubation of AB-
40 peptide at 37°C for 4 days was effective in propitiate AB1.40 aggregation. The
aggregated form of AB;.40 (400pmol/mouse) or PBS (vehicle) was administered
by i.c.v. route, using a microsyringe with a 28-gauge stainless-steel needle 3.0
mm long (Hamilton) according to previously described by Prediger et al. (2007)
and Piermatini et al. (2010). Briefly, mice were anesthetized with intraperitoneal
(i.p.) injection of sodium pentobarbital (0.067mg/g). Under light anesthesia, the
needle was inserted unilaterally 1mm to the right of the midline point equidistant
from each eye, at an equal distance between the eyes and the ears and
perpendicular to the plane of the skull. The injection volume (3pl/site) of AB1-40
or PBS was delivered gradually. The injection placement or needle track was
visible and was verified at the time of dissection. To further confirm if the

coordinates of i.c.v. injection were correct, two mice in each group were
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submitted to dye injection (Evans blue dye, 0.5ul) into the ventricles (Davisson
et al. 1998).

2.5 Behavioural assessment
2.5.1 Open-field test (OFT)

The open-field apparatus was made of a plastic box with 30 cm height
walls. The floor of the apparatus, 45 cm in length and 45 cm in width, was
divided by masking tape markers into 9 squares (3 rows of 3). Each animal was
placed individually at the center of the apparatus and observed for 4 min to
record the locomotor activity. To assess the spontaneous locomotor behaviour,
was computed the number of segments crossed with the four paws (Walsh and
Cummins 1976).

2.5.2 Object recognition test (ORT)

In this ORT mice were placed in an open box (similar to OFT) in order to
evaluate the preference for a novel object, where the short-term memory (STM)
and long-term memory (LTM) could be assayed. The ORT was performed as
described by Ennaceur and Delacour (1988) with some modifications.

Mice were allowed to explore two identical objects (sample phase) for 5
min and then returned to their home cage. To evaluate the short-term memory,
mice were returned to the open box, after a delay of 90 min, where they were
exposed to two different objects (test phase), one identical to the one previously
encountered in the sample phase, therefore now familiar, and the other is novel.
The animals were allowed to explore both objects for more 5 min. After each
trial, box and objects were cleaned with 70% ethanol. To evaluate the long-term
memory (LTM), mice were tested in same conditions with a delay of 24h after
sample phase.

The positions of the objects in the test and the objects used as novel or
familiar were counterbalanced between the animals. Exploratory behaviour was
defined as sniffing or touching the object with the nose and/or forepaws. Any
other behaviour, such as sitting on or turning around the object was not
considered as exploration. The amount of time each animal spent actively

investigating the objects was manually scored and discrimination index was
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calculated as the time exploring novel or familiar object divided by the total time

spent exploring both objects.

2.6 Tissue preparation

After behavioural tests, mice were euthanized with barbiturate overdose
(pentobarbital sodium 150mg/kg; i.p. route). Hippocampus and prefrontal cortex
were removed and rapidly homogenized in 50mM Tris-Cl, pH 7.4. The
homogenate was centrifuged at 2,400xg for 15 min at 4 °C and a fresh low-
speed supernatant fraction (S;) was used for assays. Quadriceps femoris
muscle was removed and stored at -80°C for determination of activities of
citrate synthase (CS) and mitochondrial respiratory system complex (indicators
of oxidative muscle capacity), in order to determine the efficacy of exercise

protocol.

2.7 Biochemical Determinations
2.7.1 Reactive species (RS) levels

To determine RS levels, fresh S; was diluted (1:10) in 50mM Tris-Hcl (pH
7.4) and incubated with 10 pl of 2',7"-dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA;
1mM), at 37°C for 30 min. The RS levels were determined by a
spectrofluorimetric method, using DCHF-DA assay, as described by
Loetchutinat et al. (2005). The DCHF-DA is enzymatically hydrolyzed by
intracellular esterases to form nonfluorescent DCFH, which is then rapidily
oxidized to form highly fluorescent 27,7 -dichlorofluorescein (DCF) in the
presence of RS. DCF fluorescence intensity is proportional to the amount of RS
that is formed. The DCF fluorescence intensity emission was recorded at 520
nm (with 480 nm excitation) 30 min after the addition of DCHF-DA to the
medium. The RS levels were expressed as arbitrary unit (AU).

2.7.2 Non-protein thiols (NPSH) levels

NPSH levels were determined by the method described by Ellman
(1959). S; was precipitated with 10% trichloroacetic acid and centrifuged at
3,000x%g for 10 min. Sulphydril groups were determined using clear supernatant.
An aliquot of supernatant was added in 1M potassium phosphate buffer (pH
7.4) and 10 mM 5, 5”-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB). NPSH levels were
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measured spectrophotometrically at 412 nm and expressed as pmol NPSH/g

tissue.

2.7.3 Superoxide dismutase (SOD) activity

SOD activity was assayed spectrophotometrically according to the
method described by Misra and Fridovich (1972). This method is based on the
capacity of SOD in inhibiting autoxidation of epinephrine to adrenochrome.
Aliquots of S; were added in a sodium carbonate (Na,CO3) buffer (50 mM; pH
10.3) and the enzymatic reaction was initiated by adding epinephrine (1 mM).
The color reaction was measured at 480 nm. One unit of enzyme was defined
as the amount of enzyme required to inhibit the rate of epinephrine autoxidation
by 50 % at 26 °C. The enzymatic activity was expressed as Units (U)/mg

protein.

2.7.4 Catalase (CAT) activity

CAT activity in S; was measured spectrophotometrically by the method
proposed by Aebi (1984), which involves monitoring the disappearance of H,0;
in the presence of S; at 240 nm. Enzymatic reaction was initiated by adding S;
and the substrate H,O, (0.3 mM) in a medium containing 50 mM potassium
phosphate buffer (pH 7.0). One unit of enzyme was defined as the amount of
enzyme required for monitoring the disappearance of H,O,. The enzymatic
activity was expressed as Units (U)/mg protein (1U decomposes 1umol
H2O2/min at pH 7 at 25 °C).

2.7.5 Glutathione peroxidase (GPx) activity

GPx activity in S; was assayed spectrophotometrically by the method
described by Wendel (1981), through the GSH/NADPH/glutathione reductase
system, by the dismutation of H,O, at 340 nm. S; was added to the medium
containing GSH/NADPH/glutathione reductase system and the enzymatic
reaction was initiated by adding H,O, (4 mM). In this assay, the enzyme activity
was indirectly measured by means of NADPH decay. H,O, is reduced and
generates GSSG from GSH. GSSG is regenerated back to GSH by glutathione
reductase present in the assay media at the expenses of NADPH. The
enzymatic activity was expressed as nmol NADPH/min/mg protein.
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2.7.6 Glutathione reductase (GR) activity

GR activity was determined spectrophotometrically as described by
Calberg and Mannervick (1985). In this assay, GSSG is reduced by GR at the
expense of NADPH consumption, which was followed at 340 nm. GR activity is
proportional to NADPH decay. An aliquot of S; was added in the system
containing 0.15 M potassium phosphate buffer (Ph 7.0), 1.5 mM EDTA, 0.15
Mm NADPH. After the basal reading, the substrate (GSSG 20 mM) was added.

The enzymatic activity was expressed as nmol NADPH/min/mg protein.

2.7.7 Glutathione S-transferase (GST) activity

GST activity was assayed through the conjugation of GSH with CDNB at
340 nm as described by Habig et al. (1974). An aliquot of S; was added in a
medium containing 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4). After that, 100
mM CDNB and GSH were added to the medium. CDNB was used as substrate.
The enzymatic activity was expressed as nmol CDNB conjugated/min/mg

protein.

2.7.8 Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-1 beta (IL-1B8) and
interleukin-10 (IL-10) levels

Levels of TNF-a, IL-1B and IL-10 in the hippocampus and prefrontal
cortex were determined using commercially available ELISA assays, following
the instructions supplied by the manufacturer (DuoSet Kits, R&D Systems;

Minneapolis). Results are shown as pg/mg tissue.

2.8 Aerobic metabolism assay
2.8.1 Citrate synthase (CS) activity

CS activity was measured from quadriceps femoris using commercially
citrate synthase activity assay kit (Sigma Aldrich). Briefly, muscle tissue from
each animal was homogenized in an extraction buffer (50 mM Tris-Hcl and 1
mM EDTA, pH 7.4). After centrifugation at 13,000 rpm for 1min at 4°C, aliquots
of supernatants were used for the measurement of the enzyme activity. The

activity of CS was expressed as units/mg protein.
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2.8.2 Mitochondrial respiratory complex activities

Quadriceps femoris muscle was homogenized in 50mM phosphate buffer
(pH 7.4) containing 0.3 M sucrose, 5mM MOPS, 1 mM EGTA and 0.1% bovine
serum albumin. The homogenates were centrifuged at 1,000xg for 10 min at
4°C. The supernatant was centrifuged at 15,000xg in order to concentrate
mitochondria in the pellet, which was finally dissolved in the same buffer (Latini
et al. 2005). Complex-I activity (NADH dehydrogenase) was measured by the
rate of NADH-dependent ferricyanide reduction rate at 420 nm (Cassina and
Rade 1996). Activity of complex-II (succinate dehydrogenase) was measured by
following reduction of 2,6-dichloroindophenol by succinate during 120s (Fischer
et al. 1985). Activity of complex-IV (cytochrome c oxidase) was measured by
following the oxidation of the reduced cytochrome c at 550 nm during 30s
(Wharton and Tzagoloff 1967). The activities of the respiratory chain complexes

were expressed as nmol/min/mg protein.

2.9 Protein determination
Protein content was measured colorimetrically according to the method

of Bradford (1976) and bovine serum albumin (1 mg/ml) was used as standard.

2.10 Statistical analysis

Results were presented as means = S.E.M. Comparisons between
experimental and control groups were performed by one-way (exercise =
independent variable) or two-way ANOVA (ABi40 X exercise treatments =
independent variables) followed by Duncan test when appropriate. A value of p
< 0.05 was considered to be significant. All tests and plotting graphics were
executed using the GraphPad prism 5 software (San Diego, CA, U.S.A.)
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3. Results

3.1 Assessment of muscle oxidative metabolism

The adaptation of skeletal muscle oxidative capacity is considered a
good mark of exercise training efficacy (Wibom et al. 1992). Citrate synthase
(CS) activity is routinely used as a marker of aerobic capacity and mitochondrial
density in skeletal muscle in experiments with rodents (Mann et al., 2010) and
humans (Leek et al. 2001; Love et al. 2011). In light of this, the activities of CS
and mitochondrial respiratory system complex were assayed in mitochondrial
isolated from quadriceps femoris in order to assay the efficacy of exercise
training protocol.

One-way ANOVA revealed that exercise increased significantly CS (Fy.12
= 25.98, p < 0.05; fig. 2A) and complex-l (F1.12 = 40.04, p < 0.05; fig. 2B) but
not complex Il (F1.12= 0.24, p = 0.6408; fig. 2B) and complex-1V (F112=0.32, p
= 0.5851; fig. 2B) activities in trained animals in relation to sedentary animals.

3.2 Behavioral assessment
3.2.1 Exploratory activity in ORT and locomotor activity in OFT
Two-way ANOVA revealed that total time exploration in ORT was not
changed significantly by AB1.40 X exercise interaction (F1 28 = 0.25; p = 0.6204),
exercise (F128=1.60; p = 0.2169) and AB1.40 (F1.28 = 0.10; p = 0.7535) (fig. 3A).
Statistical analysis of the number of crossings performed in OFT was not
changed significantly by AB1.40 X exercise interaction (F1 28 = 0.31; p = 0.5812),
exercise (F128=0.88; p = 0.3554] and AB1.40 (F1.28 = 0.16; p = 0.6882) (fig. 3B).

3.2.2 Short-term memory (STM) in ORT

Two-way ANOVA of cognitive performance in the ORT vyielded a
significant AB1.40 X exercise interaction (F;g = 13.03; p <0.05) and a main effect
of exercise APi4o (F128 = 4.34; p < 0.05) (fig. 4A). Post hoc comparisons
demonstrated that animals in the sedentary/AB;1.40 group showed a reduction in
recognition index when compared to that of animals in sedentary/ PBS group,
exhibiting ABi.40-induced impairment on STM. Physical exercise protected
against STM impairment caused by ABi.40, improving the recognition index in
ORT.
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3.2.3 Long-term memory in ORT

Statistical analysis of cognitive performance in the ORT revealed a
significant AB1.40 X exercise interaction (F1.2s= 7.83; p < 0.05) and a main effect
of exercise (F1.28 = 35.36; p < 0.05) and AB1-40 (F1.28 = 68.43; p < 0.05) (fig. 4B).
Post hoc comparisons demonstrated that injection of AB1.40 reduced recognition
index in sedentary mice, promoting impairment on LTM. Exercise prevented
against LTM impairment elicited by ABi.40, improving the recognition index in
LTM. In addition, exercise itself improved LTM, represented by increased

recognition index.

3.3 Biomarkers of oxidative stress
3.3.1 NPSH and RS levels

Two-way ANOVA of NPSH levels in hippocampus showed a significant
AB1.40 X exercise interaction (F1.20 = 8.30 p <0.05) and a main effect of exercise
(F120 = 10.36; p < 0.05) and AB1.40 (F1.20 = 9.35; p < 0.05) (fig. 5A). Post hoc
comparisons demonstrated that AB1.40 significantly decreased NPSH levels in
hippocampus of sedentary mice. Exercise restored NPSH levels in
hippocampus of exercise/AB1.40 group, at the levels of sedentary/PBS group.

Statistical analysis of NPSH levels in prefrontal cortex vyielded a
significant AB140 X exercise interaction (F1.20 = 6.20; p <0.05) and a main effect
of exercise (F1.20= 10.24; p <0.05) and AB1.40 (F1.20 = 20.26; p < 0.05) (fig. 5B).
Post hoc comparisons demonstrated that AB;.40 significantly decreased NPSH
levels in prefrontal cortex of sedentary mice. Physical exercise protected
against the decrease of NPSH levels caused by AB1.40.

Two-way ANOVA of RS levels in hippocampus demonstrated a
significant AB1.40 X exercise interaction (F12 = 14.59; p < 0.05) and a main
effect of AB140 (F120 = 10.84; p < 0.05). Post hoc comparisons revealed that
AB1-40 significantly increased RS levels in hippocampus of mice. Physical
exercise prevented the increase of RS levels caused by ABj.4 (fig. 5C).

Statistical analysis of RS levels in prefrontal cortex revealed a significant
AB1-40 X exercise interaction (F120= 16.62; p < 0.05) and a main effect of AB1.40
(F120 = 15.82; p < 0.05). Post hoc comparisons demonstrated that ABi-40
significantly increased RS levels in prefrontal cortex of mice. Physical exercise
prevented the increase of RS levels caused by ABj.40 (fig. 5D).
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3.3.2 SOD and CAT activities

Two-way ANOVA of SOD activity in hippocampus yielded a significant
AB1.40 X exercise interaction (F1.20= 0.01; p <0.05) and a main effect of exercise
(F120 = 12.97; p <0.05) and AB1-40 (F1.20 = 34.15; p < 0.05) (fig. 6A). Post hoc
comparisons demonstrated that ABi.40 significantly decreased SOD activity in
hippocampus of mice. Physical exercise protected against decrease of SOD
activity caused by ABi.40. In addition, exercise itself increased SOD activity in
hippocampus of mice.

A significant AB1.40 X exercise interaction (F120 = 50.51; p < 0.05] and a
main effect of exercise (F120 = 21.78; p < 0.05) and AB1.40 (F120 = 52.21; p <
0.05) in prefrontal cortex SOD activity of mice was observed (fig. 6B). Post hoc
comparisons demonstrated that ABi.4 significantly decreased SOD activity in
prefrontal cortex of mice. Exercise protected against SOD activity inhibition
caused by AB1.40. In addition, exercise itself increased SOD activity in prefrontal
cortex of mice.

Two-way ANOVA showed that CAT activity in hippocampus of mice was
not changed significantly by ABi.40 x exercise interaction (F120 = 1.22; p =
0.2822), exercise (F1.20 = 0.74; p = 3993) and AB1.40 (F1.20 = 0.07; p = 0.7922)
(fig. 6C).

Two-way ANOVA revealed that CAT activity in prefrontal cortex of mice
was not modified significantly by ABi1.40 X exercise interaction (F12 = 0.59; p =
0.4520), exercise (F120 = 0.02; p = 6542) and AB1.40 (F1.20 = 0.02; p = 0.8849)
(fig. 6D).

3.3.3 GR activity

Two-way ANOVA of GR activity in hippocampus demonstrated a
significant AB1.40 X exercise interaction (F116 = 14.23; p < 0.05) and a main
effect of ABi1.40 (F1.16 = 26.92; p < 0.05). Post hoc comparisons revealed that
AB140 significantly increased GR activity in hippocampus of sedentary mice.
Exercise prevented the increase of GR activity caused by AB1.40 (fig. 7A).

Statistical analysis of GR activity in prefrontal cortex revealed a
significant AB1.40 X exercise interaction (F1.16 = 9.40; p < 0.05) and a main effect
of AB1-40 (F1.16 = 23.80; p < 0.05). Post hoc comparisons demonstrated that AB;.
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40 Significantly increased GR activity in prefrontal cortex of mice. Physical

exercise prevented the increase of GR activity caused by AB1.40 (fig. 7B).

3.3.4 GPx activity

Two-way ANOVA of GPx activity in hippocampus demonstrated a
significant AB1.40 X exercise interaction (F1.16 = 54.43; p <0.05) and a main effect
of AB1.40 (F1.16 = 38.89; p < 0.05). Post hoc comparisons revealed that ABi.40
significantly increased GPx activity in hippocampus of sedentary mice. Physical
exercise prevented the increase of GPx activity caused by AB1.4 (fig. 7C).

Statistical analysis of GPx activity in prefrontal cortex yielded a significant
AB1-40 X exercise interaction (F1.16 = 43.19; p <0.05) and a main effect of AB1.40
(F116 = 24.72; p < 0.05). Post hoc comparisons demonstrated that ABi-40
significantly increased GPx activity in prefrontal cortex of sedentary mice.
Physical exercise prevented the increase of GPx activity caused by ABi-40 (fig.
7D).

3.3.5 GST activity

Two-way ANOVA of GST activity in hippocampus showed a significant
AB1-40 X exercise interaction (F120= 17.15; p <0.05) and a main effect of AB1.40
(F1.20=66.37; p < 0.05). Post hoc comparisons revealed that AB1.40 significantly
increased GST activity in hippocampus of sedentary mice. Exercise prevented
the increase of GST activity caused by AB1.40 (fig. 7E).

Statistical analysis of GST activity in prefrontal cortex revealed a
significant AB1.40 X exercise interaction (F1.20 = 2.26 p < 0.05) and a main effect
of AB1.-40 (F1.20 = 41.83; p < 0.05). Post hoc comparisons demonstrated that AB;.
40 Significantly increased GST activity in prefrontal cortex of sedentary mice.
Physical exercise prevented the increase of GST activity caused by AB1.40 (fig.
7F).

3.4 Biomarkers of neuroinflammation
3.4.1 TNF-a and IL-18 (proinflammatory cytokines) levels

Two-way ANOVA of TNF-a levels in hippocampus demonstrated a
significant AB1.40 X exercise interaction (F116 = 12.29; p < 0.05) and a main

effect of AB1.40 (F1.16 = 91.97; p < 0.05). Post hoc comparisons revealed that
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AB1-40 significantly increased TNF-a levels in hippocampus of sedentary mice.
Exercise prevented the increase of TNF-a levels caused by AB;.4 (fig. 8A).

Statistical analysis of TNF-a levels in prefrontal cortex revealed a
significant AB1.40 X exercise interaction (Fy116 = 11.55; p < 0.05) and a main
effect of ABi140 (F1.16 = 74.90; p < 0.05). Post hoc comparisons demonstrated
that AB1-40 significantly increased TNF-a levels in prefrontal cortex of sedentary
mice. Exercise prevented the increase of TNF-a levels caused by ABi.40 (fig.
8B).

Two-way ANOVA of IL-1B levels in hippocampus showed a significant
AB1-40 x exercise interaction (F1.16 = 41.18; p < 0.05) and a main effect of AB1.40
(F1ie = 127.60; p < 0.05). Post hoc comparisons revealed that APBi40
significantly increased IL-1pB levels in hippocampus of sedentary mice. Exercise
prevented the increase of IL-1 levels caused by AB1.4 (fig. 8C).

Statistical analysis of IL-1f3 levels in prefrontal cortex yielded a significant
AB1-40 X exercise interaction (F1.16 = 27.66; p < 0.05) and a main effect of AB1.40
(F116 = 192.30; p < 0.05). Post hoc comparisons demonstrated that ABi-40
significantly increased IL-1B levels in prefrontal cortex of sedentary mice.

Exercise prevented the increase of IL-1[3 levels caused by AB1.40 (fig. 8D).

3.4.2 IL-10 (anti-inflammatory cytokine) levels

Two-way ANOVA of IL-10 levels in hippocampus yielded a significant
AB140 % exercise interaction (F116 = 8.78; p < 0.05) and a main effect of
exercise (F1.16 = 87.35; p < 0.05) and AB1.40 (F1.16 = 63.38; p < 0.05) (fig. 8E).
Post hoc comparisons demonstrated that AB1.40 significantly decreased IL-10
levels in hippocampus of sedentary mice. Exercise significantly restored IL-10
levels in exercise/AB1-40 group. In addition, exercise itself significantly increased
IL-10 in hippocampus of mice.

A significant AB1.40 x exercise interaction (F116 = 0.58; p < 0.05) and a
main effect of exercise (Fi.16 = 38.02; p <0.05) and AB140 (F1.16 = 49.55; p <
0.05) in prefrontal cortex IL-10 levels of mice was observed (fig. 8F). Post hoc
comparisons demonstrated that ABi.40 significantly decreased IL-10 levels in
prefrontal cortex of sedentary mice. Physical exercise significantly restored IL-
10 levels in exercise/ABi-40 group. In addition, exercise itself significantly
increased IL-10 in hippocampus of mice.
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4. Discussion

According to the validation protocol of Takeda et al. (2009) the acute
i.c.v. injection of synthetic amyloid peptides such as ABi.40 (analogous to
peptides found in senile plaques in AD patients) has been a profitable
experimental model for the characterization of AB-neurotoxicity and the study of
neuroprotective interventions. In the present study, our results were similar and
complementary to previous studies (Prediger et al. 2007; Piermartini et al. 2010;
Medeiros et al. 2010; Passos et al. 2010; Santos et al. 2012) and extend the
notion of neurotoxic effects of AB1.40 peptide in mice. We observed in literature
that effect of ST on AD-like deficits in animal models is scarce or absent. Thus,
we resort to ST in order to investigate the protective role of this kind of exercise
in a mouse model of AD. ST is considered an effective exercise protocol to
enhance muscle oxidative capacity and promotes adaptation to physical training
in rodents similar to those observed in human beings. Likewise, swim is a
natural ability of rodents and ST lacks the presence of electric stimulus as
stress factor (Contarteze et al. 2008).

Here, we confirmed the hypothesis that exercise is able to protect against
some mechanisms of AB1.40-induced neurotoxicity. Our findings demonstrated
that an 8-week ST with low intensity was effective in preventing cognitive
impairment induced by i.c.v. injection of AB1.40 peptide. We also demonstrated
that ST protected both hippocampus and prefrontal cortex of mice against

oxidative stress and neuroinflammation caused by AB1.40 €Xposure.

4.1 Swimming training protected against cognitive impairment elicited by AB1.40

To assess the cognitive behaviour of mice we resort to the ORT. This
test is considered well-suited to study the effect of exercise on cognition and it
does not involve strong aversive elements such as foot shock delivered during
fear conditioning or food deprivation (Hopkins and Bucci 2010). ORT exploits
the natural tendency of animals to explore novel stimuli in preference to familiar
stimuli, and it is used to evaluate declarative memory. Indeed, the object
recognition is implicated with perirhinal cortex and hippocampal function and it
has shown to be impaired in patients with chronic neurodegenerative disorders
such as AD (Winters et al. 2008).
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Our data demonstrated that 7 days after surgery, the ABi.40 peptide
induced short-term memory (STM) and long-term memory (LTM) impairment in
sedentary mice revealed by the reduction of recognition index in ORT. This
finding corroborates the recent study of Santos et al. (2012), wherein ABi-40
administration caused in a significant decline in the capacity of recognize a
novel object in Swiss male mice. In contrast, ST protected against cognitive
impairment induced by AB;.40, preserving STM and LTM, revealed by preventing
reduction of recognition index in ORT. Moreover, our results demonstrated that
exercise/PBS group obtained higher recognition index than the sedentary/PBS
group in LTM task, showing that ST itself had effect on cognitive function.
Overall, using ST as protocol of exercise, our study provided evidences that
trained mice were more able to discriminate between novel and familiar object
than sedentary mice. It is important to emphasize that no significant changes
were found in number of crossings in the open field test (OFT) and total
exploration time in ORT in any of the groups ensuring that the locomotor activity
did not change neither by ST nor by AB1-40.

Our results are in agreement with studies supporting that exercise can
prevent cognitive decline and improve memory in humans (Kramer et al. 2006;
Ballard et al. 2011; Lautenschlager et al. 2012). In animal experimental models,
it has already been demonstrated that exercise can improve cognitive
performance under several conditions. Liu et al. (2011), for instance, have
showed that treadmill-running training prevented decline in spatial memory
during Water maze test in the APP/PS1 transgenic mouse model of AD.
Considering ORT, Yuede et al. (2009) have showed that both voluntary
exercise (16 weeks of wheel running) and forced exercise (16 weeks of
treadmill running) improved the performance in recognition of novel object in the
Tg2576 mouse model of AD. An improvement in the object recognition memory
induced by exercise training was also demonstrated in healthy rats (Garcia-
Capdevilla et al. 2009; Hopkins and Bucci, 2010), which utilized wheel running
as paradigm of exercise. Our results are complementary to aforementioned
studies, indicating that ST is an effective kind of exercise to protect against
cognitive deficits elicited by AB1-40 peptide or even improve memory in healthy

subjects.
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4.2 Swimming training alleviated oxidative stress in the hippocampus and
prefrontal cortex

There are strong evidences that oxidative stress is implicated with
pathophysiology of AD (Nunomura et al. 2007; Piermartini et al. 2010). Our
results have demonstrated that 7 days after a single dose of ABi40 (400
pmol/mouse; i.c.v. route), the RS levels in prefrontal cortex and hippocampus of
sedentary mice exposed to this peptide were increased. In addition, we found a
decrease in NPSH levels in hippocampus and prefrontal cortex of sedentary
animals exposed to AB1.40. Our findings are similar with previous studies that
demonstrated an increase in lipid peroxidation and a decrease in glutathione
levels in hippocampus and prefrontal cortex of mice caused by i.c.v. injection of
AB1-40 (Prediger et al. 2007; Piermartini et al. 2010) . In the present study, both
increase in RS levels and decrease in NPSH levels induced by AB1.40 in these
brain structures were attenuated by ST. The reduction of RS levels found in this
study is relevant since augmented RS levels and associated damages have
been implicated as primary factors associated with AD (Squier, 2001). Another
relevant result was the protective effect of ST on NPSH levels. The GSH (which
comprises 90% of NPSH) plays an important role protecting cells from oxidative
stress, detoxifying xenobiotics and RS, as well as being considered the main
intracellular redox buffer (Schafer and Buettner 2001). It has been reported that
AB may cause severe depletion of GSH, leading to a reduction in synaptic
density (Prediger et al. 2007). Thus, our study demonstrated that exercise may
protect against this neurotoxic mechanism of AB on cellular redox state of brain.
Similar results were reported by Garcia-Mesa et al. (2011), where voluntary
running wheel reduced lipid peroxidation and increased GSH levels in cerebral
cortex of 3xTg-AD mice. Moreover, there are reports which sustain that regular
exercise evokes specific adaptations in the brain tissue enhancing resistance to
oxidative stress such as reduction in RS levels and increased NPSH levels
(Souza et al. 2009), as well as increased antioxidant enzyme activity and
reduced oxidative damages in rodents (Radak et al. 2001; 2008).

In the present study, the oxidative stress in hippocampus and prefrontal
cortex was also characterized by alterations in the antioxidant enzymes.
Sedentary mice exposed to AB1-40 had an inhibition of the SOD activity, which is

an antioxidant enzyme involved in detoxification of superoxide anion radical.
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This result is consistent with the findings of Bagheri et al. (2011) which reported
that intrahippocampal injection of AB;.40 induced a reduction in the SOD activity
in the hippocampus of rats. Furthermore, a recent in vitro study indicated a
direct inhibition of the SOD activity by ABi.40 peptide (Oyatsi and Whiteley
2012). In our study, we also demonstrated that the activity of CAT remained
unaltered in all groups. This can be explained partly due to the lower levels of
CAT naturally found in the brain (Aksu et al. 2009). In contrast, GPx, GR and
GST activities were increased in sedentary mice exposed to AB1.40 compared to
the sedentary/PBS group. These results is in agreement with the study of
Prediger et al. (2007). These authors found an increase in GR and GPx
activities in hippocampus and prefrontal cortex of Swiss albino mice caused by
AB1-40 administered by i.c.v. route. Moreover, they supported that the increased
activities of GPx and GR could possibly reflect an adaptive attempt to
counteract oxidative damages induced by this peptide. Additionally, we suggest
that effect on glutathione enzymes occurred in response to the inhibition of the
SOD activity. Apart from the direct RS generation, with the lower activity of SOD
there is less detoxification of superoxide anion. This free radical may lead to a
reduction of free forms of iron and copper which, in turn, may enhance the
production of hydroxyl radical by Fenton and Haber-Weiss reactions
perpetuating the oxidative stress cycle.

The present study demonstrated that ST for 8 weeks prevented the
inhibition of the SOD activity and the increase in GR, GPx and GST activities
induced by ABi.40 in hippocampus and prefrontal cortex. We also found that ST
itself enhanced the SOD activity of these brain structures in exercise/PBS group
compared with sedentary/PBS group. Corroborating our results, Um et al.
(2011) demonstrated that treadmill-running for 3 weeks increased the
expression of two isoforms of the SOD enzyme (SOD-1 and SOD-2) in
hippocampus of Tg-NSE/PS2m mice. Accordingly, Devi and Kiran (2004) found
an increase of SOD activity in hippocampus and cerebral cortex of healthy rats
after 4 months of swimming exercise training with low intensity. The antioxidant
protection of exercise is based on the hormetic principle. It means that low
exposures to toxins and other stressors promote favorable organic adaptations,
enhancing physiological performance and improving health (Ji et al. 2006).

Thus, acute exposures to exercise are inducers of oxidative stress, where
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chronic exposure is required for the upregulation of antioxidant defenses.
Indeed, the generation of RS is enhanced during exercise mainly due to an
increase in the oxygen consumption, to reductive stress coming from the cyclic
events of muscle contraction (ischemia-reperfusion), and to the activation of
the xanthine oxidase (Bloomer and Goldfarb 2004). RS play an important role in
the mechanism whereby exercise confers antioxidant protection (Ji et al. 2006).
In brief, RS appear to serve as the “signal” for the activation of mitogen-
activated protein kinases (MAPKs) (p38 and ERKI1/ERK2) which, in turn,
activates the nuclear factor-kB (NFkB) which enhance the gene expression of
antioxidant enzymes. Several of these enzymes contain NFkB binding sites in
the promoter region, and they can be potential targets for exercise-activated
upregulation via the NFkB signaling pathway (Ji et al. 2006).

In the light of our results, we have suggested that up-regulation effect of
ST on NPSH levels and SOD activity was a causative event to the prevention of
increased levels of ROS and increased GPx, GR and GST activities induced by
AB140 peptide. Thus, our study demonstrated that exercise may act by

preventing an important pathophysiological mechanism of AD.

4.3 Swimming training attenuated neuroinflammation in the hippocampus and
prefrontal cortex

Neuroinflammation is a key process in the neuropathogenesis of AD and
involves the release from the activated glia of a number of neurotoxic molecules
such as RS and cytokines (Murgas et al. 2012). Excessive levels of
proinflammatory cytokines TNF-a and IL-1B are apt to induce neuronal damage
through a variety of mechanisms in AD, including the generation of free oxygen
radicals (Zhao et al. 2011). Under physiological conditions these cytokines are
expressed at low levels in the brain, but they can be induced by insults resulting
in neurodegeneration (Passos et al. 2010). Accordingly, Passos et al. (2010)
explain that AB deposition may activate microglia and astrocytes which
consequently release TNF-a and IL-183. In addition, Medeiros et al. (2010) have
reported that TNF-a is an important mediator of the AB-induced inflammatory
response and cognitive impairment. Supporting these reports, our data clearly
demonstrated that i.c.v. injection of AB1.40 induced an expressive rise in TNF-a
and IL-1B levels in hippocampus and prefrontal cortex of sedentary mice. On
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the other hand, we found that ST protected against this ABi.40-induced
proinflammatory effect reinforcing reports that have shown anti-inflammatory
effects of exercise (Gleesom et al. 2011; Stranaham et al. 2012). Our results
also corroborate previous data wherein chronic exercise attenuated
neuroinflammation in the hippocampus of transgenic mouse of AD (Parachikova
et al. 2008) and transgenic mouse model of tauophaties (Leem et al. 2011). In
the study of Leem et al. (2011) a significant reduction in the expression of TNF-
a and IL-1B in the brain of tau-transgenic mouse model was verified after
treadmill training. One of the mechanisms whereby exercise regulates
inflammation is through the increased production and release of anti-
inflammatory cytokines from contracting skeletal muscle, such as IL-10
(Gleeson et al. 2011). These authors explained that IL-10 appears to
downregulate or completely inhibits the expression of several pro-inflammatory
cytokines and other soluble mediators, such as TNF-a and IL-1B3. Synthetized in
the CNS, IL-10 is implicated with the limitation of the symptoms of AD and with
promoting the survival of neurons and all glial cells in the brain by blocking the
effects of cytokine apoptosis-inducing signals and by promoting the activation of
cell survival signaling pathways (Strle et al. 2001). Furthermore, in vitro studies
have shown that IL-10 suppressed APi.s-induced inflammatory cytokine
production in murine microglia (Szczepanik et al. 2001). In the current study, we
found that the levels of IL-10 in hippocampus and prefrontal cortex of mice were
expressively modulated by ST. The decrease in IL-10 levels induced by ABi.40
was prevented by ST preserving IL-10 levels in these structures at the same
levels of the sedentary/PBS group. Furthermore, hippocampus and prefrontal
cortex levels of IL-10 were markedly higher in exercise/PBS group than in
sedentary/PBS group. Altogether, these findings clearly demonstrated that ST
was effective in alleviating neuroinflammation and conferred anti-inflammatory
effect against AB1.40 in brain of mice. By preventing an inflammatory response,
ST reduced RS levels by an indirect antioxidant mechanism. Therefore, the
anti-inflammatory property of exercise could represent an additional mechanism

of protection against AB1-40-induced neurotoxicity.
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5. Conclusions

The present study demonstrated that an 8-week ST with low intensity
was effective in attenuating the following impairments resulting from ABi.40
exposure in mice: (1) impairment on STM and LTM in the ORT; (2) increased
RS levels and decreased NPSH levels in hippocampus and prefrontal cortex;
(3) inhibition of the SOD activity and rise in GPx, GR and GST activities in
hippocampus and prefrontal cortex; and (4) increased TNF-a and IL-1B levels
and reduced IL-10 levels in hippocampus and prefrontal cortex. In view of our
results, we indicated that ST acting as a neuroprotective agent. By up-
regulating mainly NPSH levels, SOD activity and IL-10 levels, ST mitigated the
neurotoxic effect of ABi.40, and hence protecting against memory disfunction
induced by this peptide. These findings reinforce that one of the effects induced
by exercise on cognition is due to antioxidant and anti-inflammatory properties.
By reason of ABi.40 paradigm is an useful experimental model to mimic early
memory deficits in AD without inducing pathological AD hallmarks, such as
amyloid plaques and phospho-tau positive cells (Takeda et al. 2009), we
suggest that exercise training may protect against early toxic events AB-induced
that preceding amyloid accumulation.

Only a few studies have focused on the effect of exercise on object
recognition memory in mouse models of AD (Richter et al. 2008; Yuede et al.
2009). Moreover, the most studies used treadmill running or voluntary exercise
(wheel running) as exercise paradigm to investigate the protective role of
physical exercise on AD-like deficits. Here, utilizing a ST with low intensity we
have showed that the trained/ABi1.40 group significantly explored more novel
object than the sedentary/ AB1-40 group, indicating that this kind of exercise may
be a useful intervention to counteract AB-induced cognitive impairment.
Furthermore, it was the first time that the effect of exercise was studied in a
mouse model of AD induced by i.c.v. injection of AB;.40.

In conclusion, we suggest that exercise may prevent the cognitive
decline, oxidative stress, and neuroinflammation induced by ABi40 in mice
supporting the hypothesis that exercise can be used as a non-pharmacological

tool to reduce the symptoms of AD.
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Legends of figures

Fig.1l. Overview of protocol of experimental procedures.

Fig.2. Effect of 8-weeks ST on CS (A) and mitochondrial complex |, Il and IV (B)
activities in quadriceps femoris muscle. (n=10 per group). Values are mean *
S.E.M. *** P<0.05 compared to sedentary (one-way ANOVA).

Fig.3. Effect of 8-weeks ST and i.c.v. injection of AB;.40 (400pmol/mice) on total
exploration time in ORT (A) and number of crossing in OFT (B). (n=10 per
group). Values are mean £+ S.E.M. (two-way ANOVA).

Fig.4. Effect of 8-weeks ST and i.c.v. injection of AB1.40 (400pmol/mice) on STM
(A) and LTM (B). Values are mean = S.E.M. (n=10). *** P<0.05 when compared
sedentary/AB1.40 with sedentary/PBS. (n=10 per group). @ P<0.05 when
compared trained/PBS with sedentary/PBS. # P<0.05 when compared
trained/AB1.40 With sedentary/ABi140 (two-way ANOVA and Duncan’s multiple

range test).

Fig.5. Effect of 8-weeks ST and i.c.v. injection of ABi.40 (400pmol/mice) on
NPSH levels (A: hippocampus; B: prefrontal cortex) and RS levels (C:
hippocampus; D: prefrontal cortex). Values are mean + S.E.M. (n=10 per
group). *** P<0.05 when compared sedentary/ABi40 with sedentary/PBS. #
P<0.05 when compared trained/AB1-40 With sedentary/ABi1.40 (two-way ANOVA

and Duncan’s multiple range test).

Fig.6. Effect of 8-weeks ST and i.c.v. injection of ABi.40 (400pmol/mice) on
activities of SOD (A: hippocampus; B: prefrontal cortex) and CAT (C:
hippocampus; D: prefrontal cortex). Values are mean = S.E.M. (n=5 per group).
*** P<0.05 when compared sedentary/ABi1.s0 with sedentary/PBS. @ P<0.05
when compared trained/PBS with sedentary/PBS. # P<0.05 when compared
trained/AB1.40 with sedentary/AB1.40 (two-way ANOVA and Duncan’s multiple

range test).
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Fig.7. Effect of 8-weeks ST and i.c.v. injection of ABi.40 (400pmol/mice) on
activities of GR (A: hippocampus; B: prefrontal cortex), GPx (C: hippocampus;
D: prefrontal cortex) and GST (E: hippocampus; F: prefrontal cortex). Values
are mean = S.E.M. (n=5 per group). *** P<0.05 when compared sedentary/ApB;.-
4 With sedentary/PBS. @ P<0.05 when compared trained/PBS with
sedentary/PBS. # P<0.05 when compared trained/AB1.40 with sedentary/AB1-40

(two-way ANOVA and Duncan’s multiple range test).

Fig.8. Effect of 8-weeks ST and i.c.v. injection of AB1.40 (400pmol/mice) on TNF-
a levels (A: hippocampus; B: prefrontal cortex), IL-183 levels (C: hippocampus;
D: prefrontal cortex) and IL-10 levels (E: hippocampus; F: prefrontal cortex).
Values are mean * S.E.M. (n=5 per group). ** P<0.05 when compared
sedentary/AB1.40 with sedentary/PBS. @ P<0.05 when compared trained/PBS
with sedentary/PBS. # P<0.05 when compared trained/ABi4 Wwith
sedentary/AB1-40 (two-way ANOVA and Duncan’s multiple range test).
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Table 1. Eight-week swimming training protocol

Intensity (%) Training
time
(min/day)
1st week 0%* 20
(water depth 5 cm)
0%
2nd week (water depth 20cm) 30
3rd week 1% 30
4th week 1% 40
5th week 2% 50
6th-8th week 3% 60

* Percent weight of BW attached to tail
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PARTE IlI

DISCUSSAO

A DA ¢€é uma doenca cronico-degenerativa que acomete
aproximadamente 26.6 milhdes de pessoas em todo mundo (Lautenschlager et
al., 2012). E uma patologia que provoca perda gradual da memoria, das
fungbes executivas e da estabilidade emocional (Ballard et al., 2011). Os
avancos da medicina vém proporcionando o aumento da expectativa de vida,
no entanto, o risco de desenvolver DA aumenta substancialmente com o
avanco da idade (Larson, 2008). Especula-se que em 2050 a doenca atingira
106.8 milhdes de pessoas em todo o mundo (Lautenschlager et al., 2012).
Portanto, o estudo de medidas protetivas ou de “agentes modificadores da
doencga” é sobremaneira importante.

Estudos reportam que a inatividade fisica esta relacionada com o
declinio cognitivo durante o envelhecimento e ao risco a deméncias, como a
DA (Larson, 2008; Lautenschlager et al., 2008). Em contraste, a ado¢do de um
estilo de vida fisicamente ativo traz importantes beneficios sobre a saude em
geral, mesmo quando € iniciado em idade avancada (Goto et al., 2007). O
exercicio fisico regular é apontado como uma importante medida nao-
farmacoldgica e de relativo baixo custo econémico para a prevencao da DA.
Entretanto, os mecanismos subjacentes ao efeito do exercicio sobre
caracteristicas fenotipicas da DA ainda precisam ser mais bem elucidados.
Com este proposito, modelos animais tém sido utilizados para o estudo do
impacto do exercicio sobre marcadores neurobiolégicos da DA, devido a
possibilidade do estudo in vivo do tecido cerebral.

Ante 0 exposto, 0 objetivo deste estudo foi investigar o potencial efeito
neuroprotetor do exercicio de natacdo em um modelo de DA induzido pelo
peptideo ABi14 em camundongos Swiss Albinos, investigando o
comportamento cognitivo, bem como marcadores de estresse oxidativo e

neuroinflamacéo no hipocampo e cortex pré-frontal.
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No presente estudo, foi utilizado um protocolo de treinamento de
natacdo de natureza aerdbia, com aumento progressivo da intensidade e
duracédo, durante 8 semanas (adaptado de Huang et al., 2010). A intensidade
do exercicio foi incrementada pelo anexo de pesos na proximidade distal da
cauda dos animais. Nos utilizamos pesos equivalentes a uma margem de 0-3%
do peso corporal dos animais (figura 1). De acordo com estudos prévios, a
intensidade relativa a esta margem € considerada abaixo do limiar de lactato
para camundongos (Almeida et al., 2011), assim como € considerada eficaz
para a melhoria da capacidade aerdbia de roedores (Gobatto et al.,, 2001). A
natacao foi escolhida em razdo de néo ter sido encontrado na literatura estudos
sobre exercicio e modelos de DA em camundongos com este tipo de atividade.
Além disso, o nado € um comportamento natural de roedores, impondo menor
estresse e solicitando o recrutamento de diferentes grupos musculares (Jolitha
et al.,, 2006). De acordo com nossos resultados, a natagcdo aumentou a
atividade da CS e do complexo | da cadeia de transporte de elétrons no
musculo quadriceps femoral dos camundongos treinados em comparacdo aos
camundongos sedentarios, confirmando a eficacia do protocolo de exercicio
empregado. Estas enzimas sao importantes marcadores do metabolismo
oxidativo muscular (Holloszy e Booth, 1976; McArdle et al., 2007).

A administracdo central do peptideo sintético ABi1.40 (andlogo ao
peptideo encontrado nas placas amiléides de portadores de DA) em animais de
laboratério vem mostrando ser um modelo bastante util para o estudo da
neurotoxicidade ApB-induzida e intervengdes neuroprotetoras (Takeda et al.,
2009). Foi demonstrado que este modelo pode mimetizar varios sinais da DA,
com resultados similares aos encontrados em camundongos transgénicos para
DA (Prediger et al., 2007). Em nosso estudo, n6s demonstramos que a infusédo
i.c.v. do peptideo ABi1.40 em camundongos Swiss Albinos causou prejuizos na
memodria, estresse oxidativo e neuroinflamagdo no hipocampo e coértex pré-
frontal, corroborando e complementando estudos prévios, como os de Wang et
al., (2001), Prediger et al., (2007), Medeiros et al., (2010), Passos et al., (2010),
Piermartini et al., (2010), Gao et al. (2012) e Santos et al., (2012), que
encontraram resultados similares.

A fim de analisar o comportamento cognitivo dos camundongos, nos

utilizamos o teste de reconhecimento de objetos (ORT), o qual € um teste que
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possui uma estreita analogia com testes de reconhecimento utilizados
amplamente em humanos (Vedovelli et al., 2011). Squire (2009) cita que a
memdéria € composta por 2 sistemas principais que possuem diferentes
mecanismos operacionais e diferentes bases neuroanatébmicas: o sistema de
memoria declarativa, definido como um sistema de memdria consciente para
fatos e eventos, cujo locus anatdmico é o hipocampo e estruturas do lobo
temporal medial, e o sistema de memdria ndo-declarativa, um sistema de
memoria inconsciente para habitos, controlado pelo corpo estriado e suas
conexdes. Neste sentido, o reconhecimento de objetos € um componente
critico da memdéria declarativa humana e que, ao contrario da memaria néo-
declarativa (ou memoaria procedimental), requer uma fase de aquisicdo menos
extensiva, podendo ser adquirida com menores exposicfes ao material a ser
aprendido (Winters et al., 2008). Segundo Hopkins e Bucci (2010) o ORT é um
teste apropriado para o estudo do efeito do exercicio sobre a memoria, e que
nao envolve elementos estressantes como choques e privacdo de alimento.
Outrossim, a capacidade de reconhecimento de objetos € comumente
acometida em humanos que sofrem de DA (Winters et al., 2008).

No presente estudo, tanto a memodria de curto prazo (STM) quanto a
memoéria de longo prazo (LTM) no ORT foram prejudicadas nos camundongos
sedentarios expostos ao peptideo ABi.40, revelado pela diminuicdo nos indices
de reconhecimento neste teste. Este nosso resultado estd de acordo com um
estudo recente de Santos et al. (2012), em que foi demonstrado um
significativo declinio na capacidade de reconhecimento de um novo objeto
causado pela administracdo i.c.v. do peptideo ABi.40 em camundongos. Por
outro lado, o presente estudo demonstrou que o treinamento de natacdo
preveniu o prejuizo cognitivo induzido pelo peptideo ABi.40, preservando a STM
e a LTM e mantendo os indices de reconhecimento do grupo exercicio/AB1-40
préximos aos indices do grupo sedentario/PBS. Além disso, o treinamento de
natacdo melhorou a LTM do grupo exercicio/PBS em comparacdo ao grupo
sedentario/PBS, indicando um efeito per se do exercicio. Este efeito do
treinamento de natacdo nao foi encontrado na STM, indicando que tanto a LTM
quanto a STM podem ser afetadas de maneiras diferentes pelo exercicio.

Estes resultados estdo em concordancia com estudos que reportam que

o exercicio melhora a memodria e previne o declinio cognitivo em humanos
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(Kramer et al., 2006; Lautenschlager et al., 2008; Ballard et al., 2012). De fato,
estudos demonstraram que o exercicio pode melhorar a funcdo cognitiva em
ratos saudaveis (Garcia-Capdevila et al., 2009; Hopkins e Bucci, 2011), em
modelo de deméncia tipo-Alzheimer induzido por STZ em ratos (Jee et al.,
2008; Rodrigues et al., 2010) e em camundongos transgénicos para DA (Yuede
et al.,, 2009; Liu et al.,, 2011; Um et al., 2011). Tanto o estudo de Um et al.
(2011) quanto o de Liu et al. (2011) mostraram que o treinamento em esteira
melhorou a performance cognitiva no Water maze test em camundongos Tg-
NSE/PS2m e Tg-APP/PS1, respectivamente. Utilizando o ORT, Yuede et al.
(2009) demonstraram que camundongos melhoraram a performance cognitiva
apos 16 semanas de exercicio voluntario em rodas de correr em comparacao
aos camundongos Tg2576 sedentarios, com tempos de retencédo de 24 e 72h.
Portanto, nossos resultados complementam estes estudos, demonstrando que
o treinamento de natagdo com intensidade abaixo do limiar de lactato pode
preservar a fungdo cognitiva — particularmente a capacidade de
reconhecimento de objetos — em um modelo de DA em camundongos.

H& um crescente corpo de evidéncias demonstrando que o estresse
oxidativo esta implicado com a fisiopatologia da DA (Squier; 2001; Nunomura et
al., 2006; Piermartini et al., 2010; Chauhan e Chauhan, 2006; Verri et al.,
2012). E sugerido que os danos oxidativos estejam presentes tanto nos
estagios finais, quanto iniciais da doenca. No entanto, € possivel que o
estresse oxidativo estando presente precocemente no cérebro de pacientes
com DA, seja o gatilho para a formacdo de placas amildéides e dos NFT
(Nunomura et al., 2006). No presente estudo, nés demonstramos que 7 dias
apos uma dose unica do peptideo AB1.40 (3ul/sitio; 400 pmol/animal; rota i.c.v.)
0s niveis de RS estavam significativamente aumentados no hipocampo e
cortex pré-frontal dos camundongos sedentarios. Adicionalmente, noés
demonstramos que a administragao do peptideo AB;.40 causou um decréscimo
nos niveis de NPSH no hipocampo e coértex pré-frontal dos camundongos
sedentarios. Estes resultados sao similares a estudos anteriores que
mostraram que a infusao i.c.v. deste peptideo aumentou os niveis de RS no
hipocampo (Santos et al., 2012) causou lipoperoxidacdo no hipocampo
(Prediger et al., 2007; Piermartini et al., 2010; Santos et al., 2012), e reduziu 0s

niveis de glutationa no hipocampo (Prediger et al., 2007) e cortex pré-frontal
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(Prediger et al., 2007; Piermartini et al., 2010) de camundongos Swiss Albinos.
Vérios estudos reportaram que o peptideo AB pode aumentar os niveis de RS
(Mattson, 2004; Chauhan e Chauhan, 2006; Nunomura et al., 2006; Santos et
al., 2012) e que este € um dos mecanismos da neurotoxicidade deste peptideo
(Prediger et al., 2007; Santos et al., 2012). O peptideo AB pode, ainda, induzir
peroxidacado lipidica e causar disfungdo mitocondrial. Ao ligar-se com metais
redox-ativos como o Cu* e o Fe*?, pode danificar o reticulo endoplasmatico,
causando uma desregulacdo no metabolismo do célcio. Todos estes eventos
levam ao aumento dos niveis de RS, que podem culminar em morte celular
(Mattson, 2004). A glutationa é o principal antioxidante ti6l ndo-protéico em
células de mamiferos, sendo considerado o principal tampao redox intracelular
(Schafer and Buettner, 2001). A homeostase do estado redox cerebral &
mantida principalmente pela fungéo scavenger de radicais livres da glutationa,
sendo a primeira linha de defesa contra os RL O, e OH’ produzidos nas
células (Zhang et al., 2012b). Prediger et al. (2007) reportaram que o peptideo
AB pode causar severa deplegao dos niveis de glutationa, e que esta possui
importante papel na neutralizacdo da neurotoxicidade Ap-induzida. Além disso,
0S mesmos autores citam que o peptideo AB pode diminuir a sintese de
glutationa, e que isto esta relacionado com o aumento da morte celular e com o
aumento do acumulo intracelular deste peptideo. Recentemente, Ghosh et al.
(2012) corroboraram nossos achados ao mostrarem que camundongos com
transgenia tripla para DA (3xTg-DA) possuem niveis mais baixos de glutationa
em neurdnios corticais e hipocampais do que camundongos nao-transgénicos.
De fato, foi sugerido que niveis elevados de RS e disturbios na homeostase da
glutationa no cérebro podem ser os eventos precoces de estresse oxidativo
induzidos pelo peptideo AB, precedentes ao aparecimento das placas amildides
(zhang et al., 2012b).

Em contrapartida, n0s demonstramos que o treinamento de natagéo
preveniu 0 aumento dos niveis de RS e a deplecdo dos niveis de NPSH no
hipocampo e cortex pré-frontal induzidos pelo peptideo ABi40. Ademais, os
niveis de NPSH do grupo exercicio/AB1-40 foram mantidos proximos aos niveis
de NPSH do grupo sedentario/PBS, em ambas as regibes cerebrais. Estes
resultados s&o relevantes, pois demonstram que o treinamento de natacao

pode mitigar um mecanismo importante de alteracdo do estado redox celular
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AB-induzido. Através destes resultados, n6s também corroboramos estudos
anteriores que reportaram que o exercicio diminui os niveis de RS e lesdes
oxidativas e aumenta as defesas antioxidantes enddégenas no cérebro de
roedores (Ogonovszky et al.,, 2005; Radak et al.,2008). Similarmente aos
nossos dados, Garcia-Mesa et al. (2011) demonstraram que 0 exercicio
voluntario em rodas de correr diminuiu a peroxidacao lipidica e aumentou 0s
niveis de glutationa no cortex de camundongos 3x-Tg-DA. Yamamoto et al.
(2002) reportaram que um dos mecanismos pelos quais o exercicio fisico
cronico pode elevar os niveis de glutationa é através do aumento da atividade
de enzimas do ciclo de regeneragao redox da glutationa e do ciclo y-glutamil,
porém isto ndo foi demonstrado em tecidos cerebrais. Consecutivamente,
pode-se inferir com base em nossos resultados e em estudos prévios, que o
treinamento de natacdo ao atenuar a producdo de RS e preservar 0s niveis de
NPSH, pode interferir positivamente em um dos mecanismos implicados com a
amiloidogénese.

No presente estudo, o estresse oxidativo no hipocampo e cortex pré-
frontal também foi caracterizado por alteracées em enzimas antioxidantes. Os
camundongos sedentarios expostos ao peptideo AB1.40 tiveram uma inibicdo da
atividade da SOD. Este resultado esta4 de acordo com o estudo de Bagheri et
al. (2011), que recentemente mostraram que a injec¢ao intra-hipocampal do
peptideo AB1.40 causou uma reducdo na atividade da SOD no hipocampo de
ratos. Interessantemente, Schuessel et al. (2005) demonstraram que
camundongos transgénicos Thyl-APP751s, (que superexpressam a molécula
APP e exibem altos niveis de placas amiléides) apresentaram uma clivagem
amiloidogénica da APP aumentada simultaneamente com a reducdo da
atividade da Cu-Zn-SOD; resultado este que nao foi verificado nos
camundongos transgénicos PDGF-APP695sp. (que apresentam baixa
producdo de placas amiloides). Este resultado indica que a inibicdo da Cu-Zn-
SOD pode ser um importante mecanismo oxidativo do peptideo ABi.40.
Reforcando este achado, um estudo in vitro recente mostrou que pode haver
uma inibicdo direta da atividade da Cu-Zn-SOD pelo peptideo ABi.40 (Oyatsi
and Whiteley 2012).

Em nosso estudo, ndo foram encontradas alteragbes significativas na

atividade da CAT. Isto pode ser em parte explicado pelos baixos niveis desta
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enzima naturalmente encontrados no cérebro (Aksu et al. 2009), ou ainda em
razdo da maior afinidade da GPX ao H,O, em baixas concentragdes (Kn =
1uM) em comparacdo a CAT (Kn = 1 Mm) (Sies, 1986). Em contraste, nés
encontramos que as atividades das enzimas GPx, GR e GST estavam
aumentadas no hipocampo e cortex pré-frontal do grupo sedentario/AB1.40 €M
comparacdo com o grupo sedentario/PBS. Este resultado foi confirmado por
Prediger et al. (2007), os quais demonstraram um aumento da atividade das
enzimas GPx e GR no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos Swiss
Albinos apds 7 dias da administracdo do peptideo ABi1.40. A0 encontro destes
resultados, Jhoo et al. (2004) também mostraram um aumento da atividade
destas enzimas no hipocampo e cortex cerebral apds insulto pré-oxidante
induzido por ABi42 em camundongos. Prediger et al. (2007) explicam que o
sistema da glutationa pode ser ativado em resposta ao estresse oxidativo no
cérebro de pacientes com DA, assim como em roedores tratados com A.
Assim sendo, os niveis diminuidos de NPSH encontrados no nosso estudo
também podem ser explicados pelo aumento da atividade da GPx levando ao
consumo da glutationa reduzida. O aumento da atividade da GR, por sua vez,
reflete a reducédo da GSSG a GSH, contribuindo para protecéo e reparo de tidis
protéicos celulares (Jhoo et al., 2004; Prediger et al., 2007).

Portanto, o aumento na atividade das enzimas GPx e GR — ocorrendo
em paralelo ao aumento da producdo de RS nas mesmas regides cerebrais —
pode ter ocorrido como uma reposta de neutralizacdo aos danos oxidativos AB-
induzidos (Jhoo et al., 2004; Prediger et al., 2007). Adicionalmente, nos
sugerimos que o aumento da atividade destas enzimas pode ter ocorrido
devido a inibicdo da atividade da SOD. Com a diminui¢do desta enzima ha uma
menor detoxificagdo do radical anion superoxido. Este radical livre pode
catalisar a reducéo das formas livres do ferro e do cobre que, por suas vezes,
podem aumentar a producéo do radical hidroxil através das reac¢des de Fenton
e Haber-Weiss, perpetuando os eventos ciclicos de estresse oxidativo.

A GST é uma enzima que desempenha um papel importante na
eliminacao do 4-hidroxinonenal (HNE) através da conjugacdo com a glutationa,
sendo o principal mecanismo detoxificador deste aldeido (Balogh e Atkins,
2011). O HNE, um produto da peroxidacao lipidica, através de sua natureza

eletrofilica pode formar adutos covalentes com proteinas, acidos graxos e com
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0 DNA (Vdlkel et al., 2006). Com sua neurotoxicidade demonstrada in vitro e in
Vivo, seus niveis sdo encontrados elevados no cérebro de portadores de DA
(Lovell e Markesbery, 1996). Consequientemente, o aumento da atividade da
GST no hipocampo e cortex pré-frontal encontrado em nosso estudo, pode ter
ocorrido como um mecanismo de neutralizacdo do aumento da peroxidacao
lipidica induzida pelo peptideo AB1-40.

Por outro lado, o presente estudo demonstrou que o treinamento de
natacdo por 8 semanas preveniu a inibicdo da atividade da SOD e o aumento
da atividade das enzimas GPx, GR e GST no hipocampo e cortex pré-frontal
induzidos pelo peptideo ABi-40. NOS também demonstramos que o treinamento
de natacdo, per se, aumentou a atividade da SOD nestas estruturas cerebrais
no grupo exercicio/PBS em comparacdo com o grupo sedentario/PBS. Em
acordo com nosso estudo, Um et al. (2011) demonstraram que o treinamento
de corrida em esteira por 3 meses aumentou a expressao da SOD1 e SOD2 no
hipocampo de camundongos Tg-NSE/PS2m. Nosso estudo também corrobora
a sustentacdo de que o exercicio € capaz de aumentar a atividade da SOD no
hipocampo e cortex cerebral de ratos saudaveis (Radak et al., 2012; Devi e
Kiran, 2004). A luz de nossos resultados, nds sugerimos que o0 exercicio ao
preservar os niveis de NPSH e aumentar a atividade da SOD, atuou na
prevencdo do aumento dos niveis de RS e do aumento das atividades da GPX,
GR e GST induzidos pelo peptideo AB1.40. Deste modo, ndés demonstramos que
0 exercicio pode atuar prevenindo um importante mecanismo fisiopatolégico da
DA.

Existem crescentes evidéncias relacionando a neuroinflamagédo a
neuropatologia da DA (Streit et al., 2004; Frank-Cannon et al., 2009; Pervaiz e
Hoffman-Goetz, 2011; Woods et al., 2012). Foi demonstrado que os agregados
AB podem ativar as microglias, as quais liberam varias moléculas neurotoxicas,
incluindo RS e citocinas, como a IL-18 e o TNF-a (Streit et al., 2004). Estas
citocinas sdo encontradas em niveis elevados no cérebro de pacientes com DA
e em modelos animas da doenca (Pervaiz e Hoffman-Goetz, 2011). Sendo uma
caracteristica de doencas neurodegenerativas, a ativacdo microglial e a
subsequente liberacdo cronica de citocinas inflamatoérias levam a disfuncao e
morte neuronal, favorecendo a deposicdo amildéide e contribuindo para a

aceleracéo e progressao da DA (Frank-Cannon et al., 2009).
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Suportando estes dados, nés demonstramos que 7 dias apos a
administrac@o do peptideo AB;.40, houve um aumento substancial dos niveis de
IL-18 e TNF-a no hipocampo e cortex pré-frontal dos camundongos
sedentarios. Similarmente aos nossos resultados, Alkam et al. (2008)
demonstraram que a infusdo i.c.v. do peptideo AB1.40 elevou a expressao de
TNF-a no hipocampo de camundongos C57/BL6, simultaneamente a um
prejuizo na performance no ORT. Estes resultados foram revertidos com a
administracdo de talidomida, confirmando o papel do TNF-a no déficit cognitivo
AB1-40-induzido. Em contraste, nés mostramos que o treinamento de natacéo
empregado em nosso estudo foi capaz de mitigar a elevacao dos niveis de IL-
18 e TNF-a no hipocampo e cortex pré-frontal dos camundongos expostos ao
peptideo AB1.40. Este resultado demonstra que o treinamento de natacédo pode
prevenir o efeito proé-inflamatério deste peptideo, reforcando estudos que
sustentam o efeito anti-inflamatério do exercicio (Gleesom et al.,, 2011,
Stranaham et al., 2012).

Nossos resultados também corroboram estudos prévios em que o
exercicio cronico atenuou a neuroinflamacéo no hipocampo de camundongos
transgénicos para DA e tauopatias (Parachikova et al., 2008; Leem et al.,
2011). No estudo de Leem et al. (2011) foi verificado que camundongos
NSE/htau23 (com um gene humano mutante da proteina tau) possuiam maior
expressdo de IL-18 e TNF-a no hipocampo em comparagcdo com o0s
camundongos nao-transgénicos. Apos 12 semanas de treinamento de corrida
em esteira com baixa intensidade (velocidade de 12m/min., sem inclinacéo) e
longa duragdo (até 60 min.) os niveis de IL-13 e TNF-a foram reduzidos no
hipocampo dos camundongos NSE/htau23. Paralelamente, o treinamento de
corrida em esteira causou uma infra-regulacdo de outros marcadores
inflamatorios, como a COX-2 e a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), assim
como de moléculas sinalizadoras, e.g. p-ERK e p-p38, no hipocampo dos
camundongos transgénicos.

Um dos principais mecanismos imunoregulatérios do exercicio € o
aumento da producéo e liberacdo de citocinas anti-inflamatadrias, induzidos pela
contracdo muscular (Gleesom et al., 2011). A esse respeito, € bem
estabelecido o papel da IL-10 como supressora da producao de TNF-a e IL-113
(Gleesom et al., 2011). Neste sentido, o aumento dos niveis periféricos e
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centrais da IL-10 tem sido reportado como um importante mediador biolégico
induzido pelo exercicio (Pervaiz e Hoffman-Goetz, 2011; Foster et al., 2011).
Foi reportado que a IL-10 pode diminuir os sintomas da DA (Strle et al., 2001) e
pode suprimir a producéo de citocinas inflamatoérias pelas micréglias induzida
pelo peptideo ABi42 (Szczepanik et al. 2001). No vigente estudo, nés
encontramos que o treinamento de natagcdo preveniu a reducdo dos niveis de
IL-10 no hipocampo e coértex pré-frontal dos camundongos tratados com Af1.40,
preservando os niveis desta citocina no grupo exercicio/AB1.40 aos niveis do
grupo sedentario/PBS. Ademais, no presente estudo nds verificamos que o
treinamento de natacdo elevou expressivamente os niveis de IL-10 nestas
regibes cerebrais no grupo exercicio/PBS em comparagdo com 0O grupo
sedentario/PBS.

Considerados em conjunto, nossos resultados demonstram claramente
que o treinamento de natacdo é um tipo de exercicio capaz de modular a
resposta de citocinas proé-inflamatérias no cérebro de camundongos tratados
com peptideo AB1.40, corroborando o seu papel bloqueador dos niveis de IL-13
e TNF-a. Apesar da existéncia de outros mecanismos, nds indicamos que essa
resposta exercicio-induzida foi mediada pela IL-10. Além disso, ao regular o
balanco entre citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias, o treinamento de
natacdo pode ter reduzido os niveis de RS através de um mecanismo
antioxidante indireto. Portanto, esta propriedade antiinflamatéria do exercicio
pode representar um mecanismo adicional de protecdo contra a
neurotoxicidade induzida pelo peptideo AB;-4o.

Em resumo, o presente estudo confirmou a hipétese de que o exercicio
€ capaz de proteger contra alguns mecanismos neurotoxicos do peptideo AR;.
40, agindo como um agente neuroprotetor. Nossos resultados demonstraram
gue o treinamento de natacdo por 8 semanas com intensidade leve foi efetivo
em prevenir o prejuizo cognitivo ABi.40-induzido. Este foi o primeiro estudo a
mostrar o efeito do exercicio em um modelo de DA induzido pela infusao i.c.v.
do peptideo ABi14 em camundongos. Ha uma escassez de estudos
investigando o papel do treinamento de natacdo sobre modelos de DA, assim
como poucos estudos se ativeram a investigar a interacdo exercicio X
performance de reconhecimento de objetos nestes modelos. Desta forma, com

base em nossos resultados, nds demonstramos que 0os camundongos tratados
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com ABi.40 € que foram submetidos ao treinamento de natagdo tiveram esta
capacidade cognitiva preservada em comparacdo aos camundongos
sedentarios tratados com Afi4. NOs também demonstramos que o
treinamento de natacdo protegeu o hipocampo e o cortex pré-frontal dos
camundongos contra o estresse oxidativo e a neuroinflamacéo causados pela
administrac@o central do peptideo ABi.40. NOS indicamos que estes resultados
sdo consequentes, principalmente, pelo efeito supra-regulatério do treinamento
de natacdo sobre a atividade da SOD e sobre os niveis de IL-10, protegendo a
homeostase da glutationa. Estes mecanismos podem ser explicados, em parte,
pela ativacdo de vias de sinalizacdo redox-sensiveis exercicio-induzida, em
acordo com principios horméticos.

Finalmente, tendo em vista as carateristicas do nosso modelo de estudo
e com base em dados de outros laboratérios, nés indicamos que o exercicio
fisico pode ser uma intervencao neuroprotetora bastante efetiva em estagios
iniciais da doenca, e que a adocdo de um estilo de vida fisicamente ativo,
principalmente como medida profilatica, pode amortizar a progressdo a DA em

humanos.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o treinamento de natacéo por 8
semanas com baixa intensidade foi efetivo em atenuar os seguintes danos
provocados pela infusdo i.c.v. do peptideo ABi40 em camundongos Swiss
Albinos:

e Prejuizos nas memorias de curto e longo prazo no teste de
reconhecimento de objetos.

e Aumento dos niveis de RS e diminuicdo dos niveis de NPSH no
hipocampo e cortex pré-frontal.

e Inibicdo da atividade da SOD e aumento da atividade da GPx, GR e

GST no hipocampo e cértex pré-frontal.

e Aumento dos niveis de IL-1B e TNF-a e diminuigdo dos niveis de IL-10
no hipocampo e cortex pré-frontal.

Em conclusdo, nds sugerimos que o exercicio aerdbio regular pode
prevenir o declinio cognitivo, o estresse oxidativo e a neuroinflamacao induzida
pelo peptideo ABi4 em camundongos, suportando a hipétese de que o
exercicio pode ser utilizado como uma medida n&o-farmacoldgica para reduzir

0S sinais e sintomas da DA.
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PERSPECTIVAS

Objetiva-se dar continuidade a este trabalho no doutorado. Em nosso
entendimento, outros parametros precisam ser investigados no intuito de se
compreender melhor os mecanismos envolvidos com a a¢ao neuroprotetora do
exercicio fisico sobre a doenca de Alzheimer, assim como entendemos que
precisamos utilizar um protocolo de treinamento fisico com um controle mais
rigoroso sobre a intensidade do esforgo.

Com este propoésito, objetiva-se planificar o treinamento fisico dos
animais com base no limiar anaerdbio. Objetivamos também utilizar
camundongos transgénicos para a doenca de Alzheimer portadores do gene
humano da apolipoproteina E-4 (ApoE-4-Tg), a fim de investigar o papel do
exercicio como um agente terapéutico ante o principal fator de risco genético
para a doenca de Alzheimer. Finalmente, além dos parametros estudados no
presente estudo, pretende-se investigar os niveis cerebrais de fatores de
crescimento como IGF-1 e BDNF, marcadores de apoptose como a Caspase-3

e marcadores inflamatérios como IL-6 e COX-2.

119



ANEXO |

ITHTHTER I D ETAICACAD
PTG AL INTVERSITIADE FELFRAL DO FaddiPa,
(Lt = | 1840, de 11 die janeim de 3006}

Pro-Reitoria de Pesquiza
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMATS - CEUA
Fene [55)3813 4321, F-ndd CE0A G INipamnpa.edn br

PROTOCOLO N° 01212012

Titule: Estudo do efeito neuroprotetor do exercicio aerobio no hipocampo e cortex pre-
frontal de camundongeos infundidos com beta-amiloide1-40

Pesquisador: Crstiano Ricardo Jesse [ Leandro Catielan Souza
Campus: [taqui

Telefone: (55)- 34223-1688

E-mail: cristianorcardoiesse@yvahoo.com.br . leandrocattelani@hotmail.com

Apos a analise detalhada do projeto de pesquisa a relatoria do CEUA-Unipampa emite
parecer FAVORAVEL para o cadastro do profocolo e execugﬁu do referido projeto.

Atenciosamente

W R

Luiz E. Henkes
Professor Adjumnto
Copordenader da CEUATnipampa

120



