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RESUMO

O exercicio fisico oferece varios beneficios para a saude do cérebro, no entanto, ainda
sdo incertos os mecanismos que justificam as alteragdes cerebrais, relacionadas ao
exercicio, em condigado de privagdo do sono (PS). Além disso, ainda n&o s&o claros
os efeitos diferenciais em individuos, sejam, adultos jovens ou idosos. A irisina, um
horménio ligado ao exercicio fisico, desempenha um importante papel fisiolégico e
provavel beneficio associado ao exercicio. Esse estudo tem por objetivo determinar
os efeitos do exercicio fisico sobre parametros comportamentais, inflamacao,
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) e expressao de FNDC5/irisina em
camundongos, adultos jovens e idosos, privados de sono. Foram utilizados
camundongos Swiss, machos, sendo 48 adultos jovens (3 meses) e 48 idosos (18
meses). Os animais foram distribuidos em oito grupos (n=12 cada): controle (adulto
jovem e idoso), exercicio fisico (adulto jovem e idoso), PS (adulto jovem e idoso) e
exercicio fisico+PS (adulto jovem e idoso). Apds oito semanas, foram realizados os
testes de memoria de trabalho, comportamento depressivo e de ansiedade. Logo
apos, foram coletadas amostras de sangue e tecido cerebral (hipocampo). O exercicio
fisico melhorou a memadria de trabalho (p=0,01) e o0 comportamento semelhante a
depressao (p=0,002) nos animais adultos jovens. Nos animais idosos, o0 exercicio
reduziu o comportamento semelhante a depresséao (p<0,0001) e ansiedade (p<0,006).
Os niveis plasmaticos de TNF e IL-6 foram superiores em ambos 0s grupos
submetidos a PS (p<0,05). A expressao de albumina hipocampal apresentou-se
reduzida nos grupos exercicio e exercicio prévio a PS (p<0,05). A expressédo de
FNDC5/irisina hipocampal foi maior nos grupos exercicio e exercicio prévio a PS
(p<0,05). O presente estudo mostra que, em animais adultos jovens e idosos, a PS
associa-se a alteragcdes comportamentais, inflamacao e aumento da permeabilidade
da BHE. Por outro lado, o exercicio prévio a PS aumenta a expressao de

FNDC5/irisina, reduz os niveis inflamatérios e permeabilidade da BHE.

Palavras-chave: exercicio fisico; irisina; comportamento; privacdo do sono; cérebro.



ABSTRACT

Exercise offers several benefits for brain health. To date, it is not fully clarified how
exercise modifies brain alterations in the presence of sleep deprivation (SD).
Furthermore, the differential effects concerning young and old animals are still unclear.
Irisin, a hormone related to exercise, plays an important physiological role and may be
associated with the benefits of exercise. This study aims to determine the effects of
physical exercise on behavioral parameters, inflammation, permeability of the blood-
brain barrier (BBB) and expression of FNDC5/irisin in sleep-deprived mice, both, young
and old. Male Swiss mice were used, 48 young adults (3 months) and 48 old mice (18
months). Animals were distributed into eight groups (n=12 each): control (young adult
and elderly), exercise (young adult and elderly), SD (young adult and elderly), and
physical exercise + SD (young adult and elderly). Working memory, depressive and
anxiety behavior tests were performed and, shortly after, blood and hippocampus were
collected. Exercise improved working memory (p=0.01) and depression-like behavior
(p=0.002) in young adult animals. In old animals, exercise reduced depression-like
behavior (p<0.0001) and anxiety (p<0.006). Plasma levels of TNF and IL-6 were higher
in the SD groups (p<0.05). Hippocampal albumin expression was reduced in the
exercise and exercise groups prior to SD (p<0.05). The expression of hippocampal
FNDC5/irisin was higher in the exercise and exercise groups prior to SD (p<0.05). The
present study shows that, in young and old mice, SD is associated with behavioral
changes, inflammation and increased BBB permeability. On the other hand, exercise
prior to SD increases the expression of FNDC5/irisin, reduces inflammatory levels and

BBB permeability.

Keywords: physical exercise; irisin; behavior; sleep deprivation; brain.
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1 INTRODUGAO

E bem reconhecido que um sono de exceléncia, com boa qualidade e duracéo,
€ necessario para a manutencédo de diversas fungdes, como, a energia, o humor, a
capacidade de aprendizado, a consolidacdo da memodria, o desempenho cerebral, a
plasticidade neuronal e a regeneragao de tecidos (Li, 2021; Sippel et al., 2020; Takeuchi
et al., 2018; Tyagi et al., 2023).

Na atualidade, é possivel constatar que mudancgas nos habitos de sono, como
dificuldade para iniciar e manter o sono, sonoléncia excessiva diurna e reducao do tempo
total de sono sao frequentes (Krystal et al., 2021; Rubin et al., 2023). De maneira geral,
a privagao de sono (PS) pode estar relacionada a condigdes fisioldgicas ou patoldgicas
resultando em impactos agudos e crénicos, tanto nas atividades da vida diaria, quanto
no desenvolvimento de enfermidades (Garcia et al., 2021; Liew et al., 2021; Palma; Si et
al., 2024).

A PS envolve a supressao ou eliminagado de parte do sono (Abrams, 2015;
Chernyshev, 2023). Essa condigao clinica provoca disturbios de certas fungdes
celulares, que podem resultar em danos de comportamentais, neurobiolégicos e
metabdlicos (Periasamy et al., 2015; Pires et al., 2015; Si et al., 2024; Yusugaki et al.,
2023; Zhang et al., 2024).

Nesse contexto, estratégias para minimizar os efeitos deletérios da PS sao
cada vez mais estudadas. A literatura mostra que mudancas nos habitos de sono e no
estilo de vida podem ser pronunciadas e permanentes (Baranwal; Phobe; Siegel, 2023;
Kinoshita et al., 2020). Tem sido mostrado que o exercicio fisico regular oferece
beneficios para fungbes cognitivas, comportamentais e do sono. Mais especificamente,
o exercicio fisico contribui para melhoria significativa na saude cerebral, no humor, na
capacidade de memodria, na arquitetura do sono, na qualidade do sono e na qualidade
de vida (Chan et al., 2019; Dolezal et al., 2017; Guszkowska et al., 2022; Nowacka-
Chmielewska et al., 2022). Deve ser considerado que esses efeitos podem ser idade
dependente.

Diante do exposto, neste estudo, foi considerada a hipétese de que a irisina,
uma miocina liberada durante o exercicio, pode ser uma das responsaveis pela
promoc¢ao de melhorias nos aspectos comportamentais. A irisina pode ainda atenuar a

inflamacao e a permeabilidade da BHE em um modelo de PS. Atualmente, diversos
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estudos comprovam os efeitos positivos do exercicio fisico. Estudos sobre a influéncia

da idade mais idosa sobre tais mecanismos ainda nao foram totalmente estudados.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Neurobiologia do sono

Em situagdes mais propensas ao sono, particularmente a noite, neurdnios do
nucleo pré-optico ventrolateral hipotaldmico liberam neurotransmissores inibitorios,
especialmente o acido gama-aminobutirico (GABA) e galanina. A acado desses
mediadores na inibicdo dos neurbnios do sistema ascendente excitatérios
relacionados a vigilia e excitagcdo, como os histaminérgicos, facilitam a transicéo
vigilia-sono (Saper et al., 2017).

O sono é um estado complexo reversivel essencial para a sobrevivéncia e que
envolve padrdes especificos de atividade cerebral. Varias regides anatbmicas do
sistema nervoso participam do controle do estado vigilia-sono. De forma resumida, o
prosencéfalo basal esta envolvido na promog¢do da atividade cortical. O sistema
reticular, formado por neurénios que se estendem do bulbo até o hipotalamo posterior,
participa na manutencao da vigilia. O tdlamo exerce modulagéo do ciclo vigilia-sono.
Regides do hipotalamo, como o nucleo supraquiasmatico, interagem com o cérebro,
glandula hipofisaria e sistema autbnomo em um sistema complexo. Portanto, varias
regides cerebrais influenciam o ciclo vigilia-sono (Falup-Pecurariu et al., 2021).

A regulagéo do ciclo vigilia-sono € realizada através de neuromediadores ou
neurotransmissores, como a serotonina (5-HT), noradrenalina (NE), histamina,
hipocretina, acetilcolina (ACh), dopamina e glutamato, que sao conhecidos por
exercerem importantes papéis no mecanismo de despertar. Os neuromediadores
GABA e galanina apresentam agéo inversa (Falup-Pecurariu et al., 2021; Kiehn et al.,
2023).

Define-se o dormir como a auséncia da vigilia. O ciclo normal do sono humano
é formado por dois estados que se alternam, sono N-REM (Non-rapid eye movement)
e sono REM (Rapid Eye Movement).

O sono N-REM ¢ dividido em trés estagios/fases: N1, N2 e N3, e acredita-se
que esta envolvido na ‘limpeza” do cérebro, como a plasticidade sinaptica,

consolidagdo da memdria e depuragao de metabdlitos cerebrais (Chauvette; Seigneur;
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Timofeev, 2012; Mcadonald; Cote, 2021). No estagio de transigao (N1), o sono é leve
e tem curta duragdo. O estagio de sono N2 é caracterizado pela redugao da atividade
cerebral. Nessa fase, ocorrem as ondas do sono, mais profundas que o N1, mas ainda
€ considerado sono leve. Na fase de sono profundo (N3) ocorrem as ondas deltas,
que sao maiores e lentas. Considera-se que nesse estagio ocorre a regeneragao fisica
(Boyce et al., 2016).

O Sono REM caracteriza-se pela presenga de movimentos oculares rapidos
(REM). Tal atividade pode ser registrada através de eletroencefalograma e
eletromiograma (Boyce et al., 2016). Durante a fase de sono REM, é comum a
ocorréncia dos sonhos. O sono REM também tem papel importante na consolidagao
da memoria. Nessa fase, a atividade cerebral é intensa e comparavel a vigilia. Em
linhas gerais, o corpo permanece mais relaxado, com a redugéo do tdbnus muscular.
Os movimentos oculares manifestam-se durante o sono REM (Boyce et al., 2016;
Fattal et al., 2023).

Um outro sistema importante e profundamente ligado ao sono € o ritmo
circadiano. Trata-se de uma regulacéao ritmica de diversos sistemas que configuram
um reldgio biolégico. O ritmo circadiano em humanos tem uma duragao de 24 horas e
exerce influéncia sobre varios processos fisiolégicos e comportamentais, como
regulagao dos horménios, a temperatura corporal, o sono e a vigilia (Takahashi, 2017).

Portanto, o ritmo circadiano e o sono estao intimamente relacionados. O nucleo
supraquiasmatico € o marcapasso circadiano. Essa estrutura recebe informacdes
provenientes do sistema visual, a partir do trato retino-hipotalamico, possibilitando a
sincronizagdo com os ciclos de claro-escuro. Essa sincronizagédo € fundamental um
alinhamento do ritmo com as condigdes do ambiente e a alternancia entre a vigilia e
o sono (Mieda, 2020).

Existe uma variagdo circadiana nos niveis plasmaticos dos
neurotransmissores. A dopamina e noradrenalina, por exemplo, ambos
neurotransmissores excitatérios, apresentam niveis mais baixos durante o sono
quando comparado a vigilia (Holst; Landolt, 2018). Dessa forma, o reldgio circadiano
parece influenciar a liberagdo desses neurotransmissores (Kim; Reed, 2021). Outras
substancias apresentam niveis mais altos durante o sono, como ocorre com a
melatonina, horménio fundamental na regulagéo do sono e dos ritmos circadianos. A
administragdo pode auxiliar na indugao do sono, inibir a vigilia e alterar as fases do

reldgio circadiano (Cajochen; Krauchi; Wirz-Justice, 2003; Holst; Landolt, 2018).
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O ritmo circadiano também influencia a arquitetura do sono, regulando os
estagios e a duragado do sono ao longo da noite (Tabuchi et al., 2021). Deve ser
lembrado que a exposigéo a luz regula o ritmo circadiano e particularmente o ritmo do
sono, interferindo no seu inicio, duracdo e estabilidade (Tahkamod; Partonen;
Personen, 2019).

2.2 Privagao do sono

O sono é fundamental para a manutencao de uma boa qualidade de vida, sendo
tdo importante quanto o alimento e a agua para o corpo humano. De forma contraria,
a sua auséncia pode gerar diversos efeitos nocivos ao organismo. A PS é um
problema crescente na sociedade moderna, onde as demandas da vida cotidiana,
como a rotina de trabalho (trabalho por turnos), estudos e compromissos sociais,
muitas vezes competem com o tempo destinado ao sono. Além disso, problemas de
saude, como o estresse e ansiedade afetam o sono (Boivin; Boudreau, 2014; Liu et
al., 2016).

As investigacbes sobre a PS datam desde o século passado. Desde entéo,
numerosos estudos tém sido desenvolvidos acerca do assunto. A PS é uma condicao
comum que acomete cerca de 20% da populacao adulta, tornando-se um problema
de saude publica. Insénia ou ma-qualidade do sono caracterizam-se pela reducao da
duragao do sono, assim como pelo sono de baixa qualidade, que pode ocorrer tanto
de forma aguda, por uma noite, quanto de forma crdnica (noites consecutivas)
(Hirshkowitz et al., 2015).

A PS tem sido associada a consequéncias fisicas e de saude. Um individuo
sonolento esta mais suscetivel ao envolvimento em acidentes domésticos, transito e
de trabalho, assim como na tomada de decisdo. A memdria e a concentragao também
podem ser prejudicadas. Evidéncias mostram que um dia de PS pode provocar
alteragdes na coordenagao de movimentos de forma semelhante a ingestao de alcool.
Isso explica, em parte, o aumento do risco de acidentes associados & PS (Durmer;
Dinges, 2005; Kim et al., 2015).

No mesmo sentido, estudos mostram que individuos que dormem menos de
seis horas por noite tém uma probabilidade maior de desenvolver doengas vasculares
cerebrais (DVC). Observa-se também um risco aumentado de obesidade, relacionado

a alteragcdo nos niveis dos horménios grelina e leptina; de diabetes, por conta da
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resisténcia maior a insulina; comprometimento cognitivo; mudangas no
comportamento, como ansiedade e depressdo; reducdo da qualidade de vida
autorrelatada; osteoporose, maior risco de desenvolvimento de cancer colorretal e de
mama e aumento do risco de doengas cardiovasculares (DCV). Observa-se também
um aumento na mortalidade (Cappuccio et al., 2010; Huang et al., 2022).

A PS também acarreta consequéncias para a saude mental. A auséncia de
sono correlaciona-se com transtornos de humor, comportamento depressivo e
ansiedade. Existe uma associacdo evidente entre a privacdo crénica do sono e
aumento do risco de desenvolver ou agravar esses disturbios psicopatolégicos (Cao
et al.,, 2024; Riemann et al., 2020). Além disso, o sono tem grande importancia no
processamento de emocdes e memodrias. Evidéncias indicam que na fase do sono
REM, o cérebro reorganiza-se e guarda informagdes, auxiliando no enfrentamento das
vivéncias diarias (Pace-Schott; Germain; Milad, 2015).

A PS pode impactar significativamente as pessoas de diferentes faixas etarias.
Observa-se que alguns sintomas da PS s&o observados tanto nas criangas quanto
nos adultos. Alguns desses sintomas s&o a sonoléncia diurna, bocejos frequentes,
cochilos em situacdes e horarios nao habituais, tais como, assistindo televisao, lendo
algo como passageiro de carro ou transporte publico, alteragées do humor, prejuizos
na concentragdo e irritabilidade (Hirshkowitz et al., 2015).

Nas criangas, a falta de sono resulta em disturbios do crescimento, devido a
prejuizos na produgao do hormdnio do crescimento (GH), potencialmente afetado pela
auséncia ou reducao do sono profundo (Tham; Schneider; Broekman, 2017). O sono
insuficiente também pode ocasionar alteragbes em horménios que regulam a
saciedade, contribuindo para o aumento do peso corporal (Anton-Paduraru; Teslariu;
Mocanu, 2016). Nessa faixa etaria, observa-se aumento da irritabilidade e
hiperatividade, além de reducdo do desempenho académico secundarios aos
prejuizos para a memoria e concentragao (Berger et al., 2020; Molcho-Haimovich et
al., 2023; Tso et al., 2019).,

Nos jovens, a PS também gera consequéncias, como alteragdes hormonais e
impactos negativos no rendimento escolar e relagdo social. Os efeitos mais comuns
nesse grupo sao os disturbios de humor, como a depressao e ansiedade, e o declinio
no desempenho escolar, uma vez que a PS prejudica a capacidade de concentragao,
memodria e aprendizagem (Felsé et al., 2023; Hysing et al., 2016).
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Na fase adulta, a falta de sono afeta a saude fisica e mental, aumentando a
probabilidade de desenvolver doencas crbénicas. O diabetes, hipertensao e doencas
cardiacas séo condigdes cronicas associadas a PS (Antza et al., 2022; Tobaldini et
al., 2017). Ap6s a quarta década de vida, € comum que a duragéo dos estagios do
sono seja alterada. Por exemplo, os estagios profundos sao diminuidos, o que pode
provocar efeitos deletérios importantes no dia seguinte, como prejuizos cognitivos e
comportamentais (Dorffner; Vitr; Anderer, 2014). Nessa populagcdo em especifico, a
PS pode acelerar o declinio cognitivo e agravar problemas de saude ja existentes (Ma
et al., 2020).

No ser humano em geral, apenas uma noite de privagao parcial de sono ativa
expressdes génicas em células sanguineas mononucleares consistentes com
acumulo de danos que podem alterar o ciclo celular, sendo suficiente para acelerar o
envelhecimento celular de um idoso. Os achados do estudo relacionam casualmente
a PS a etiologia do envelhecimento bioldgico e reforga a hipétese de que a PS

contribui para aumentar o risco de doengas (Carroll et al., 2016).

2.3 Efeitos da privagao do sono no cérebro

O sono favorece a plasticidade sinaptica e manutencdo da forga sinaptica.
Portanto, um dos tecidos mais acometidos pela PS é o cérebro. O comprometimento
da plasticidade sinaptica e a redugdo da forgca sinaptica leva a prejuizos das
habilidades cognitivas, como a memoria, aprendizado e a atengao (Tudor et al., 2016;
Vecsey et al., 2015). Estudos mostram que apds uma tarefa de aprendizado, mesmo
poucas horas de PS associam-se a prejuizo na formagéao e consolidagao da memoria.
O desempenho de tarefas que necessita de atencao é reduzido de forma proporcional
ao tempo acordado acumulado (Hudson; Van Dongen; Honn, 2020).

O hipocampo, uma estrutura cerebral de papel fundamental no armazenamento
de memorias e no desenvolvimento do aprendizado, é particularmente vulneravel a
PS (Havekes; Abel, 2017). O cértex pré-frontal, regido relacionada a atencéo e
execugao de tarefas, € particularmente alterado com a PS e especialmente quando
esta ocorre de forma aguda (Whitney; Hinson; Nusbaum, 2019).

As alteracdes no tecido cerebral apds a PS podem manifestar-se de diversas

maneiras, como mudangas no humor, piora dos transtornos psiquiatricos e
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comprometimento do comportamento em neurodegenerativas e nas sindromes
demenciais (Cote et al., 2013; Lewis et al., 2017).

Tem sido observado, que de forma microscépica, uma estrutura cerebral
comprometida pela PS é a barreira hematoencefalica (BHE). O dano na BHE pode ser
a base fisiopatologica para causa e/ou agravamentos dessas doengas e pode estar
associado a PS (Bean; Ciesla 2021; Dudek et al., 2020; Nation et al., 2019; Sabia et
al., 2021).

A BHE é uma estrutura fisica reguladora, controlando a passagem de
substancias do sangue para o cérebro, impedindo e protegendo de agentes nocivos,
possiveis causadores de doengas (Larsen; Martin; Byrne, 2014). Disfuncdes na BHE
podem resultar em desregulagao idnica e interferir na homeostase de sinalizagdo. A
penetracdo indesejavel de células e moléculas que afetam o sistema imunoldgico
pode causar declinio dos neurénios e danos a fungao cerebral (Zhao et al., 2023).

A BHE é formada principalmente por células endoteliais, células murais, células
imunes, células da glia e células neurais que, em conjunto, colaboram para construir
a unidade neurovascular (Figura 1). Quando a BHE esta saudavel e operante, isso
indica que essas estruturas estdo integras e, portanto, a permeabilidade paracelular
é reduzida (Matsuoka et al., 2022; MCconnell; Mishra, 2022).
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Figura 1 - Figura esquematica da barreira hematoencefalica
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Fonte: Nair, Ramaiyan e Sukumaran (2018), adaptado.

As células endoteliais sao células epiteliais escamosas simples que compdem
as paredes dos vasos sanguineos. No sistema nervoso, essas células controlam com
precisdo a passagem de moléculas, ions e células do sangue para o cérebro. As
células endoteliais tém portanto caracteristicas e propriedades Unicas em relacéo as
células epiteliais de outros tecidos (Matsuoka et al., 2022).

Outro componente da BHE sao as células musculares lisas. Essas, por sua vez,
fazem parte das células murais e circundam os grandes vasos e os pericitos. Os
pericitos, por sua vez, sao células encontradas na superficie do tubo endotelial
microvascular e recobrem as paredes endoteliais da microvasculatura (Halaidych;
Mummery; Orlova, 2019). A membrana basal circunda o tubo vascular e possui
funcdes relacionadas aos processos de sinalizacao vascular, além de fornecerem uma
barreira adicional (Leclech; Natale; Barakat, 2020).

De maneira geral, a PS aumenta a permeabilidade da BHE. Com o aumento da
permeabilidade da BHE, substancias que normalmente seriam impedidas de alcancar
0 cérebro passam a entrar, como € o caso da albumina. Geralmente, o0 aumento da

permeabilidade ocorre por danos causados nas proteinas de barreira (He et al., 2014).
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A PS pode levar a ativagdo do sistema imunoldgico cerebral, resultando em
inflamacgao do tecido. A inflamagao nada mais é do que uma resposta do organismo,
como forma de defesa, contra a entrada de elementos agressores, como as
substancias patogénicas. Além disso, durante a resposta inflamatéria, pode ocorrer
um aumento da produgao de radicais livres, espécies reativas de oxigénio (EROs) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN), gerando um desequilibrio entre a produgéao e
remogao dessas espécies reativas. Tal sequéncia agrava o estresse oxidativo e os
danos secundarios a BHE (Zielinski et al., 2014.; Zhang et al., 2014).

Estudos adicionais mostram que prejuizos na fungéo neurovascular, alteragoes
na regulagédo do fluxo sanguineo cerebral e comprometimento da barreira protetora
podem ser secundarios a PS (Attwell et al., 2010; Wu et al., 2023). Além dos prejuizos
causados pela PS na BHE, o envelhecimento pode afetar tanto a integridade da
barreira quanto a sua funcdo. As evidéncias indicam que o envelhecimento torna a
BHE mais permeavel, facilitando a entrada de substancias nocivas e aumentando o
risco de danos cerebrais (Knox et al., 2022).

As proteinas de jungao desempenham um papel fundamental na manutengao
da integridade da BHE. Com a idade, a expressao e a fungao dessas proteinas podem
diminuir, comprometendo a capacidade da BHE de funcionar como uma barreira
eficaz (Erd6; Denes, De Lange, 2017; Errede et al., 2023). Com o envelhecimento,
ocorre um aumento na inflamagédo cronica em todo o corpo, incluindo o sistema
nervoso central (SNC). Tal inflamagéo pode também afetar a BHE, tornando-a mais
permeavel e suscetivel a danos (Bowman et al., 2018).

Com o passar dos anos, ocorre também uma diminui¢ao do transporte eficiente
de nutrientes essenciais para o cérebro através da BHE. Essa redugao da oferta de
nutrientes ao cérebro pode contribuir negativamente para a fungao cerebral (Pan et
al., 2011). Em resumo, as altera¢des na BHE associadas ao envelhecimento podem
colaborar para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, como a doenga

de Alzheimer (Sweeney et al., 2018).

2.4 Doenga vascular cerebral

A doenga vascular cerebral (DVC) é uma condigdo frequente que afeta os

vasos sanguineos cerebrais e manifesta-se por um fluxo sanguineo cerebral alterado

e lesédo neuroldgica secundaria (Chen et al., 2022). A DVC pode ser classificada em
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acidente vascular cerebral isquémico (AVCi), acidente vascular cerebral com
hemorragia cerebral intraparenquimatosa secundaria (HIP) e hemorragia
subaracnoide (HSA) ou meningea (Feigin et al., 2014).

O AVC é uma das principais causas de DVC, sendo uma das principais origens
de dbito global e a terceira causa de invalidez. E importante notar que fatores de risco
como hipertensdo arterial, diabetes, tabagismo, obesidade, sedentarismo e
envelhecimento podem aumentar significativamente o risco de desenvolvimento de
DVC (Yuan et al., 2023). De todos os fatores de risco, a idade avangada se apresenta
com o maior peso nas DVC (Yousufuddin; Young, 2019).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), milhdes de pessoas
morrem por acidente vascular cerebral (AVC), sendo o AVC isquémico o mais comum,
com cerca 1,1 milhao de individuos. Atualmente, as doencas cerebrais de pequenos
vasos (DCPV) sao as principais responsaveis pelos AVCs (Lam et al., 2023). A DCPV
€ uma condigao crbénica e progressiva que afeta as arteriolas, capilares e pequenas
veias que irrigam a substancia branca e as estruturas profundas da substéncia
cinzenta, sendo uma condicao caracterizada por uma variedade de sintomas clinicos
e alteragdes cerebrais especificas (Cuadrado-Godia et al., 2018; Li et al., 2018).

O AVC pode ser definido como um déficit neurolégico advindo de uma lesao
cerebral focal aguda e iniciada por uma causa vascular (Campbell; Khatri, 2020). O
AVC pode ser hemorragico ou isquémico. O segundo é causado por oclusao arterial
e é mais prevalente (Campbell et al., 2019). Apesar de menos prevalente, o AVC
hemorragico é responsavel por uma maior morbidade e mortalidade, principalmente
por conta da deterioragdo subita da consciéncia e disfungdo neurolégica (Montano;
Hanley; Hemphill, 2021).

A DCPV caracteriza-se por danos as pequenas artérias, arteriolas, capilares e
pequenas veias cerebrais (Markus; Erik de Leeuw, 2023). Essa doenga é a principal
causa vascular de comprometimento motor e do equilibrio, bem como por alteracoes
de condi¢gdes comportamentais e.g. depressao e apatia (Lam et al., 2023). Apesar da
relevancia e intensa preocupacdo com as DCPV, as condutas preventivas ou
terapéuticas sao limitadas. Alteragdes do estilo de vida, como exercicio fisico regular
e modificagbes dos habitos alimentares s&o, atualmente, recomendadas para a
prevencao e terapia (Gao et al., 2022).
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2.4.1 Doenca vascular cerebral e o envelhecimento

A expectativa de vida tem aumentado gradualmente no ultimo século e,
paralelamente, tem sido observado um aumento acelerado de doengas associadas ao
envelhecimento, como as doengas degenerativas, doengas cardiovasculares (DCV) e
cerebrovasculares. A idade avangada influencia negativamente essas doengas pelo
efeito natural do envelhecimento, assim como pelo aumento dos fatores de risco (Izzo
et al., 2018).

O AVC é a segunda causa de 6bito mundial, assim como também a segunda
causa de deméncia, e a principal causa de incapacidade motora adquirida em adultos.
Apds 55 anos de idade, estima-se que o risco de AVC dobre a cada década (Markus;
Pereira; Cloud, 2016). Essa faixa etaria ainda é responsavel por dois tercos da
morbimortalidade associadas ao AVC (Yousufuddin; Young, 2019).

Em pacientes idosos, o curso geralmente mais grave do AVC pode ser
secundario a uma deficiéncia motora prévia e a presenca de deméncia. Essas
condigbes sao frequentes no idosos e contribuem para uma morbidade mais grave
(Busl et al., 2013; Denti et al., 2010). Também, uma maior ineficiéncia da rede arterial
leptomeningea pode colaborar para a menor resisténcia a isquemia (Arsava et al.,
2014). Mais ainda, a reducdo da neuroplasticidade, com o avangar da idade,
compromete o potencial de recuperagao funcional pés-AVC (Ribo et al., 2014).

Com o envelhecimento, ocorrem mudancas na estrutura e funcionamento dos
vasos sanguineos e seus principais componentes, como o endotélio vascular e parede
arterial média. Essas transformacdes levam a uma reducdo da capacidade
vasodilatadora do endotélio vascular. Os componentes da parede arterial também
passam por um decaimento lento observando-se aumento dos depdsitos de calcio e
hipertrofia secundaria, o que caracteriza a rigidez vascular comum em pessoas idosas
(Ungvari et al., 2020).

Essas alteragbes aumentam o risco de DCV (Izzo et al., 2018). A aterosclerose,
uma condicdo em que ocorre o acumulo de placas de gordura nas paredes das
artérias, inclusive no cérebro, aumenta a chance de DVC no idoso. Dado o
enrijecimento da parede arterial, também denominada arteriosclerose, a presséo
arterial costuma aumentar tornando-se um fator de risco adicional paraa DVC (Mozos,
Lascu; Glicor, 2018).
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2.4.2 Doenca vascular cerebral e a privagdo do sono

Nos ultimos anos, estudos tém avaliado o impacto do sono nos desfechos da
saude e da doenca (Ferrie et al., 2011; Leng et al., 2015). Trabalhos anteriores
apresentaram a relacao entre a curta duracdo do sono e 0 aumento dos riscos de
AVC, doencas coronarianas, sindrome metabdlica e outras doencgas (Leng et al.,
2015; Tobaldinl et al., 2017; Xi et al., 2014). A PS e alguns disturbios do sono, insénia
€ apneia obstrutiva do sono, por exemplo, aumentam o risco de DCV. Essas condicdes
influenciam também doencgas cardiovasculares, como a hipertenséo, obesidade e o
diabetes. Tais comorbidades associadas aumentam o risco e gravidade da DCV
(Belloir; Makarem; Shechter, 2022; Calhoun; Harding, 2010; Hargens et al., 2013; Li
et al., 2021).

Alguns mecanismos comuns explicam a associagao entre a PS e o aumento do
risco de DCV. Sendo o sono fundamental na regulagéo da presséo arterial, a PS pode
provocar uma hipertensao sustentada, dessa forma, contribuindo para o aumento do
risco da DCV (Makarem et al., 2021). A PS associa-se a processos inflamatorios e a
a inflamagao crénica pode contribuir para aterosclerose (Motivala et al., 2011). No
mesmo sentido, a PS pode levar a alteracbes da funcido endotelial, afetando a
distensibilidade dos vasos. A complacéncia ou capacidade de distensao dos vasos é
essencial para permitir o fluxo sanguineo adequado e prevenir doengas vasculares
(Cherubini et al., 2021).

E fundamental ressaltar que a associacdo entre a PS e DCV é complexa e
multifatorial, sendo afetada por varios aspectos do modo de vida. Dessa forma, apesar
de algumas evidéncias sugerirem uma possivel associagao entre a PS e o aumento
do risco de DCV, mais estudos sao necessarios para entender os mecanismos
subjacentes e a extensdo dessa relagdo. Além disso, respostas individuais a PS
podem variar individualmente (Minkel et al, 2014; Van Dongen; Vitellaro; Dinges,
2005).

2.4.3 Doencga vascular cerebral e o sedentarismo
A inatividade fisica e o comportamento sedentario no cotidiano dos individuos

€ crescente. Os termos inatividade fisica e o comportamento sedentéario nao sao a

mesma coisa. A inatividade fisica pode ser definida como niveis insuficientes de
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atividade fisica, de acordo com as recomendagdes da OMS (Ledo; Knuth; Meucci,
2020). J& o comportamento sedentario, é definido como qualquer comportamento em
que o gasto energético seja igual ou inferior a 1,5 equivalentes metabdlicos da tarefa
(MET) nas posi¢des sentada, reclinada ou deitada em repouso (Vaha-Ypya et al.,
2018).

Nas doencgas crénicas, como a DVC, o sedentarismo é um fator de risco
importante (Lavie et al., 2019). E sabido que a inatividade fisica e o comportamento
sedentario aumentam as chances do desenvolvimento dos AVC's isquémico e
hemorragico. O sedentarismo contribui ainda para outras doengas, como a
hipertensao arterial, o diabetes mellitus e a obesidade, que também colaboram para
a ocorréncia de eventos cerebrovasculares (Babaeva et al., 2018; Same et al., 2016;
Wang et al., 2022).

Individuos que utilizam dispositivos eletrénicos de forma excessiva e/ou
trabalham sentados por periodo prolongado, possuem maior risco de DVC em
comparagao com individuos fisicamente mais ativos (Hooker et al., 2022). Uma das
explicacoes dessa relacao direta entre o sedentarismo e DVC pode ser o fato de que
individuos fisicamente inativos apresentam maiores prejuizos na saude vascular,
como disfuncido endotelial, inflamagao sistémica e dislipidemia, fatores esses que
colaboram para o desenvolvimento de aterosclerose e outras condi¢gdes vasculares a
nivel cerebral (Daniele; Lucas; Rendeiro, 2022; Hamburg et al., 2007; Nosova et al.,
2014).

O estilo de vida saudavel, como a realizagao frequente de exercicios fisicos, é
capaz de reduzir consideravelmente os riscos de um AVC. Deve ser considerado que
o exercicio fisico regular pode reduzir o risco de AVC a partir da sua atuagéo sobre
fatores de risco, como a hipertensao arterial, dislipidemia, diabetes, consumo de alcool
e de cigarro (lzquierdo et al., 2021; Lee et al., 2003).

Além disso, o exercicio eleva o colesterol da lipoproteina de alta densidade
(HDL-C) e melhora a plasticidade e fun¢ao endotelial das artérias coronarias (Chiriaco
et al., 2022; Franczyk et al., 2023). Segundo dados anteriores, individuos altamente
ou moderadamente ativos apresentam menor incidéncia ou mortalidade por AVC
quando comparado as pessoas com reduzido nivel de atividade fisica (Diep et al.,
2010; Ghozy et al., 2022).
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2.5 Exercicio fisico aerdbio e seus beneficios sobre a barreira hematoencefalica

Uma boa aptiddo cardiorrespiratoria €, indiscutivelmente, uma das medidas
mais importantes para a saude geral. De forma contraria, uma baixa condi¢céo
cardiorrespiratoria € um fator de risco para morbidade e mortalidade por DCV. Nesse
sentido, a atividade fisica e inatividade fisica apresentam-se como moduladores
ambientais da aptiddo cardiorrespiratdria (Appelqvist-Schmidlechner et al., 2020;
Hussain et al., 2018).

O exercicio fisico melhora, de maneira n&o invasiva, a saude mental, tais como,
em casos de depressdo, ansiedade e doengas neurodegenerativas (Garvey et al.,
2023; Guo et al., 2022). Além dos beneficios gerais proporcionados pelo exercicio
fisico, estudos tém demostrado seus multiplos efeitos sobre a BHE. Tem sido
registrada uma melhora no transporte de insulina, melhora da permeabilidade da BHE
e, maior protecdo contra danos causados por substancias de abuso.
Secundariamente, observa-se uma melhora do comprometimento cognitivo associado
ao comprometimento da BHE induzida por hipoperfusdo cerebral crénica e também
em danos na BHE potencialmente secundarios a obesidade (Brown et al., 2022,
Malkiewicz et al., 2020; Malkiewicz et al., 2019).

Esses achados sugerem um papel fundamental do exercicio na manutengao
da integridade e funcdo da BHE. Dessa forma, o exercicio pode contribuir na
prevencao e tratamento de doencas neuroinflamatérias e também em condi¢des onde
ha comprometimento cognitivo (Malkiewicz et al., 2019).

No mesmo sentido, o exercicio fisico afeta a inflamacao e melhora a funcao
endotelial, justamente por elevar o fluxo sanguineo, que por sua vez, leva ao aumento
do estresse de cisalhamento e, consequentemente, estimulo da liberacao de 6xido
nitrico. O exercicio melhora o equilibrio de reducao-oxidagcdo no SNC, a partir da
regulacao positiva das moléculas antioxidantes endogenas (Matkiewicz et al., 2019).

O treinamento regular pode reduzir os niveis de citocinas inflamatorias no
cérebro, como a IL-6 e TNF (Chupel et al., 2018; Su et al., 2022). Tais citocinas a
inflamacgao sistémica de baixo grau. Sabe-se que mesmo a inflamagao sistémica de
baixo grau pode afetar a BHE (Grimm et al., 2016). Vale ressaltar que o exercicio
reduz a inflamacao através de uma reducao da liberacado de citocinas inflamatérias

pela musculatura esquelética. A musculatura exercitada aumenta a liberagdo das
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citocinas anti-inflamatérias IL-1ra e IL-10, que por sua vez reduzem os niveis de
citocinas pro-inflamatoérias, como TNF, IL-1 e IL-6 (Su et al., 2022).

Apesar do exercicio agudo de alta intensidade provocar um pico na atividade
das células inflamatérias e nas concentracbes plasmaticas da proteina C-reativa
(PCR), o exercicio crénico de intensidade submaxima induz mecanismos adaptativos
que, a longo prazo, neutralizam a inflamagdo. Essas alteracbes podem ser
mensuradas a partir da reducédo dos niveis de PCR, IL-6 e TNF. Ao mesmo tempo
observa-se elevacao dos niveis de citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina-10
(IL-10) (Docherty et al., 2022).

O exercicio é também capaz de reduzir a expressao de receptores Toll-like, na
superficie de mondcitos. Esses receptores podem ser mediadores na inflamacéao
sistémica (Wu; Hu; Chen, 2020). Dessa forma, a fungao muscular, a inflamagéao e o

exercicio fisico estéo intrinsicamente ligados (Docherty et al., 2022).

2.6 O exercicio fisico e a irisina

As células musculares, também chamadas de midcitos, sdo responsaveis por
produzir miocinas em resposta a contracido do musculo esquelético. Essas miocinas
apresentam-se aumentadas na corrente sanguinea apo6s o exercicio (Bostrom et al.,
2012; Carson, 2017). Os efeitos benéficos do exercicio podem ser parcialmente
atribuidos as miocinas (Di Liegro et al., 2019).

As miocinas, citocinas e peptideos produzidos pelas fibras musculares durante
o exercicio, fazem a comunicagéo entre a musculatura esquelética e alguns érgaos
(Severinsen; Pedersen, 2020). Existem receptores de miocinas em varios tecidos,
como musculo, coragao, figado, pancreas, células imunes e cérebro. A IL-15, IL-8,
BNDF, dentre outras, sdo exemplos de miocinas sintetizadas na musculatura
esquelética. Além dessas, mais recentemente, foi identificada a irisina (Bostrom et al.,
2012).

A irisina € um fragmento de uma proteina da membrana celular chamada de
fibronectina tipo Ill de dominio, contendo a proteina 5 (FNDC5). A FNDC5 é formada
por 209 aminoacidos, que contém uma sequéncia N-terminal composta por 29
aminodacidos, um dominio de fibronectina tipo Il (94 aminoacidos), uma regido nao
identificada (29 aminoacidos), um dominio transmembrana (19 aminoacidos) e uma

regiao C-terminal (39 aminoacidos). A FNDCS5 é uma proteina N-glicosada contendo
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oligossacarideos ligados a asparagina na sequéncia ASn-X-ser/Thr, em que o X é
algum aminoacido, com excegao da prolina. A por¢ao N-terminal é clivada para
producao de irisina, que € liberada na circulagcdo A irisina possui dois sitios de N-
glicosilagédo nas posi¢cdes Asn-7 e Asn-52 (Figura 2) (Panati et al., 2018).

Figura 2 - Estrutura de FNDCS5 e formacéao da irisina.
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Fonte: Korta, Poche¢ e Mazur-Biaty (2019), adaptado.
Os provaveis locais de N-glicosilagdo sdo marcados como pontos pretos. Asn- asparagina; GIcNAc- N-
acetilglucosamina; Ser- serina; Thr - treonina; X- qualquer aminoacido exceto prolina.

A FNDCS5, uma glicoproteina transmembrana do musculo esquelético,
expressa-se no coragao e cérebro (Bostrom et al., 2012). A expressdo da FNDCS5 é
regulada pelo co-ativador gama 1 alfa do receptor ativado pelo proliferador de
peroxissoma (PGC-1a), que, por sua vez, € induzido pelo exercicio fisico. A clivagem
do FNDC5 na porgéo ectodominio libera o fragmento soluvel de irisina (Wang et al.,
2022).

Evidéncias tém mostrado que a irisina promove mudangas no tecido adiposo,
sendo capaz de converter gordura branca em gordura marrom (Bostrom et al., 2012).
A irisina esta envolvida na melhora da tolerancia a glicose, reduzindo a resisténcia a
insulina (Li et al., 2019). Também contribui para uma regulagdo do comportamento
depressivo, a partir da ativacao da via PGC-1a e-FNDC5/irisina no hipocampo. Tem

sido relatada uma promoc¢ao do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) em
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algumas regides cerebrais, (Wang; Pan, 2016), uma proliferacdo de osteoblastos
(Chen et al., 2020), e também beneficios para o SNC através de aumento da
neurogénese (Jodeiri Farshbaf; Alviia 2021; Piya et al., 2014). Além disso, também
desempenha importante papel na regulagcdo de fatores de risco na doenca de
Alzheimer, influenciando positivamente a neurogénese hipocampal, reduzindo a
inflamacado e o envelhecimento (Panati; Suneetha; Narala, 2016; Waseem et al.,
2021).

Vale ressaltar que apesar de ser encontrada no pancreas, testiculos, figado e

estdbmago, a irisina € secretada principalmente pelos musculos esqueléticos (Korta;
Poche¢; Mazur-Biaty, 2019). O exercicio fisico, juntamente com o PGC-1a, sdo os

responsaveis por induzir a sua secrecaéo (Waseem et al., 2021). A PGC-1a regula
genes em resposta as condigdes nutricionais e fisiolégicas no tecido adiposo marrom,
musculatura esquelética, tecido cardiaco e hepatico (Norheim et al., 2014).

Os niveis de irisina circulante, hepaticos, cardiacos e cerebrais sdo maiores em
individuos fisicamente ativos. De forma contraria, seus niveis sdo menores nos
individuos sedentarios e menos ativos. O exercicio de longa duragdo aumenta a
expressao de PGC-1q, inclusive na musculatura esquelética. Observa-se entdo, uma
melhora dos parametros metabdlicos, como a producdo de FNDC5 e subsequente

clivagem e secregao de irisina (Kahraman, 2018; Moreno-Navarrete et al., 2013).

2.7 Efeitos da irisina no cérebro

O exercicio fisico, através da contragao muscular, induz a expressao de irisina
no cérebro, sendo notavelmente observada no hipocampo, cértex frontal e liquido
cefalorraquidiano. Acredita-se que essa proteina seja responsavel pelo efeito
neuroprotetor no exercicio fisico (Bostrom et al., 2012; Isalam et al., 2021; Lourengo
et al,, 2019; Maekawa et al., 2018; Wang et al., 2022; Wrann et al., 2013).

Os exercicios aerdbios e resistidos induzem na musculatura esquelética a
ativagéo de PGC-1a, um coativador transcricional, modulador do metabolismo celular,
envolvido na biogénese da mitocéndria e no metabolismo oxidativo. Esse, por sua vez,
ativa o FNDC5 que é clivado por uma enzima ainda desconhecida para liberar irisina
circulante, que entéo atinge o cérebro perpassando a BHE e manifestando o seu efeito

neuroprotetor (Sadier et al., 2024) (Figura 3). Ao induzir a expressao de FNDC5 no
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hipocampo, a irisina parece alterar a expressdo génica em células gliais e neurdnios.
A irisina influencia o desenvolvimento neuronal de células tronco embrionarias,

ativando o BDNF e outros genes que protegem o sistema nervoso (Wrann, 2015).

Figura 3 - Papel neuroprotetor do exercicio fisico na barreira hematoencefalica
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Fonte: adaptado de SADIER et al. (2024).

Evidéncias anteriores tém mostrado o papel protetor da irisina na BHE. Estudos
mostram que a irisina pode atenuar a neuroinflamacdo e o estresse oxidativo,
reduzindo a quantidade de microglia ativada, a ativagéo dos astrocitos e a expressao
de IL-6 e TNF- (Pignataro et al., 2021). Tudo isso se reflete na manutencdo da
integridade da barreira e redugédo do dano cerebral em diversas condigbes de modelos
animais (Guo et al., 2021; Guo 2019).

Em modelos de traumatismo cranioencefalico, a irisina reduziu a disfuncao da
BHE, promovendo a expressao da proteina desacopladora 2 (UCP-2) na membrana
mitocondrial dos neurdnios, atenuando danos mitocondriais e aliviando a resposta
inflamatéria e do estresse oxidativo (Guo et al., 2021). No mesmo sentido, em um
modelo de isquemia-reperfusdo cerebral, o tratamento com irisina reduziu o dano
cerebral e protegeu a BHE. Tal efeito pode ser justificado a partir da regulagéo da

expressao e atividade da metaloproteinases nove (MPP-9), que aumenta a
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permeabilidade da BHE (Guo et al, 2019). Esses achados sugerem o papel
neuroprotetor dessa miocina na preservacédo da integridade e fungdo da BHE em
condigbes patologicas. Evidéncias recentes sugerem que a irisina periférica atravessa
a BHE e atinge areas cerebrais ligada a cognicao (Islam et al., 2021).

Estudos tém mostrado que os niveis de FNDC5/irisina hipocampal apresentou-
se reduzido em modelos de estresse cronico (Babaei et al., 2021; Wu et al. 2021).
Outros estudos também relataram que a depressdao apdés o AVC ou doenca
coronariana associou-se a redugao da irisina plasmatica (Han et al., 2019; Tu et al.,
2018). Atualmente, apesar dessas evidéncias, ainda ndo se sabe como a irisina se

comporta no cérebro privado de sono.
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3 JUSTIFICATIVA

A PS associa-se a manifestagdo de diversas condigdes clinicas e patolégicas.
O exercicio fisico crénico, uma estratégia eficaz e de baixo custo, pode ser benéfico
frente aos efeitos deletérios da PS. O exercicio potencialmente melhora a saude
cerebral, o humor, a memodria, o sono e a qualidade de vida. Atualmente, os mecanismos
que justificam os beneficios do exercicio ndo sao totalmente compreendidos. Além disso,
ainda nao estdo claras as acdes diferenciais do exercicio em individuos jovens e idosos.

A irisina, um horménio produzido pelo musculo esquelético, apdés o exercicio
fisico, associa-se a varios efeitos bioldgicos. No cérebro, ela é capaz de melhorar a
cognigao, a aprendizagem e a memdria. Até o momento, ndo se conhece amplamente a
acao dessa molécula. Particularmente, ndo se sabe sobre a influéncia do exercicio em
jovens comparados a idosos e na presenga da PS. Torna-se entdo importante investigar
os efeitos do exercicio fisico crénico sobre as alteragcbes comportamentais, os
marcadores inflamatérios, a permeabilidade da barreira hematoencefalica e a expressao
de FNDC5/irisina hipocampal. Serdo analisadas as diferengas entre animais jovens e

idosos e a influéncia da privagéo do sono.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do exercicio fisico cronico sobre pardmetros comportamentais,
inflamacgao, permeabilidade da barreira hematoencefalica e expressao da FNDC5/irisina

hipocampal em camundongos adultos jovens e camundongos idosos, privados do sono.

4.2 Objetivos especificos

Em camundongos adultos jovens, idosos e controles, submetidos a: exercicio

fisico, privacado de sono e exercicio fisico + privacdo de sono, avaliar:

Memodria espacial de trabalho
Comportamento semelhante a depressao
Comportamento semelhante a ansiedade

Niveis plasmaticos das citocinas TNF e IL-6

AN N NN

Expressao proteica de albumina e FNDCS5 no hipocampo
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Kits e anticorpos

¢ Kit ELISA Duo-Set TNF (R&D Systems, Minesota, EUA);

¢ Kit ELISA Duo-Set IL-6 (R&D Systems, Minesota, EUA);

e Anticorpo Anti-Beta actina, EP1123Y, Rabbit monoclonal (Millipore
Corporation, EUA);

¢ Anticorpo Anti-Rabbit IgG (ab191866, abcam, Cambridge);

¢ Anticorpo Anti-albumin, #4929 (Cell Signaling, Massachusetts, EUA);

e Anticorpo Anti-FNDC5 (ab131390, abcam, Cambridge);

5.2 Equipamentos e materiais

e Balancga analitica bioprecisa (Shimadzu, Brasil);

o Centrifuga refrigerada para tubos (Cientec, Brasil);

e Criotubos, 2,0ml;

e Equipamentos de protegdo individual (EPI’s): avental de algodao, propé
(protegéo para os pés), touca, mascara e luvas de nitrila;

o Espectofotdbmetro (Beckman Coulter, EUA);

¢ Fotodocumentador para western blot;

o Geladeira e freezer ThermoScientific (-80°C);

e Intrumental cirurgico;

e Lanceta plastica;

¢ Placas de petri;

¢ Ponteiras para pipetas;

¢ Ragao para camundongos (Presence-Labina®);

e Sacos plasticos com simbolo de contaminante;

e Tubos de polipropileno para centrifuga;

e Tubos Eppendorfs, 1,5ml;

e Tubos Falcons, 15 e 50ml;

¢ Vidraria: béqueres, pipetas manuais e tubos de ensaio;

e Vortex Maxi Mix Il;

o Espectrofotdmetro UV-Visible (Shimadzu UV-260, Téquio, Japao);
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e Esteira Modelo Insight® (Equipamento, Pesquisa e Educagao-Co., Brasil);
e Labirinto em cruz elevada;

e LabirintoemY;

¢ Microplacas de 96 pocos;

e Vidraria: béqueres, pipetas manuais e tubos de ensaio.

e Leitor de placa de ELISA,;

e Aparatos para corrida e transferéncia para a técnica de western blot;

e Aparato para o protocolo de PS (tanque e plataformas).
5.3 Animais

Os experimentos deste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Cuidados com Animais da Universidade Federal do Ceara (UFC), Brasil (protocolo
numero 8974250719). O estudo seguiu as Diretrizes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Inicialmente, noventa e seis camundongos (Mus musculus, da linhagem Swiss,
25-30g) machos provenientes do Biotério Setorial, Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFC, foram acomodados em estantes ventiladas, numa sala do
préprio biotério, com temperatura controlada, ciclo claro/escuro normal de 12 horas e
alojados em caixas de polipropileno (n=6 em cada caixa), contendo raspas de
madeira, como forragdo, agua e ragao ad libitum. Posteriormente, foi feita a solicitagao
de mais 24 camundongos para compor o grupo idoso, pois, especificamente no que
diz respeito aos animais idosos, a perda por morte e outras comorbidades associadas
ao envelhecimento é relativamente comum (Accardi; Caruso, 2017; Ferruci; Fabbri,
2018; Leonardi et al., 2018).

Todas as precaugdes foram tomadas com a finalidade de reduzir o sofrimento

e diminuir o nimero de animais utilizados.

5.4 Procedimentos experimentais

O experimento foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa foram utilizados
camundongos adultos jovens (3 meses de idade; n= 48). Na segunda etapa, foram
utilizados camundongos idosos (18 meses de idade; n=48). Todos os animais foram

distribuidos aleatoriamente em oito grupos experimentais (n=12 animais/cada). O
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estudo envolveu entdo, os seguintes grupos: controle adulto jovem, controle idoso,

exercicio fisico adulto jovem (EXE) (exercicio em esteira por 8 semanas), exercicio

fisico idoso (EXE) (exercicio em esteira por 8 semanas), privagao de sono (PS) (72
horas de PS REM) adulto jovem, privagao de sono (PS) (72 horas de PS REM) idoso,

e combinagao exercicio fisico + PS adulto jovem e idoso (exercicio em esteira por 8

semanas seguido de 72 horas de PS REM). Todos os grupos (com e sem intervengéo)

tiveram um intervalo de 24 horas logo apds as oito semanas, com a finalidade de

manter o padrao temporal do experimento. Esse periodo foi estabelecido baseado na

condigdo dos animais do grupo EXE+PS, pois ja vinham de um treino em esteira

exaustivo por 60 min e seria por demais estressante submeter esses animais ao

protocolo de PS logo em seguida. O desenho do estudo esta apresentado abaixo

(Figura 4):

Figura 4 - Desenho do estudo para os animais adultos jovens e idosos nos grupos
controle, submetidos ao exercicio fisico, somente submetidos a privacdo de sono e
submetidos a exercicio prévio a privacao do sono, respectivamente.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

5.5 Protocolo de exercicio fisico em esteira rolante

Os animais foram familiarizados na esteira motorizada de oito canais (Model

Insight® -Equipamento, Pesquisa e Educacéo-Co., Brasil) (Figura 5). O exercicio foi

realizado durante o dia, das 11h as 13h (zeitgeber - ZT 6 e 7), de segunda a sexta,

baseado no estudo de Daniele et al. (2017).
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Figura 5 - Esteira rolante motorizada com oito camundongos Swiss.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Inicialmente, os animais foram submetidos ao protocolo de adaptacao durante
1 semana (5 sessdes de treino com tempo total de 10 min/sesséo e velocidade fixa
de 3 m/min). Os animais relutantes em se exercitar durante a fase de adaptagao, foram
excluidos do estudo (cerca de 10%). Vinte e quatro horas apdés a semana de
adaptagao, os animais foram submetidos ao teste de esforgo maximo (TEM) para
definicdo da carga de trabalho. O referido teste baseou-se no teste de capacidade
aerobica maxima de Ferreira et al. (2007). O teste utilizou uma velocidade inicial de 6
m/min € um incremento de 3 m/min a cada trés minutos até a exaustido que foi
estabelecida quando o camundongo encostava-se na parte posterior da baia da
esteira, por pelo menos cinco vezes em um minuto. A velocidade maxima atingida por
cada animal foi anotada para determinagao da carga de trabalho e uso no protocolo
de treinamento. Dois dias apds o TEM, iniciou-se o treinamento em esteira. A
intensidade do treinamento foi de 60% da velocidade maxima (Vmax) atingida no
TEM, de acordo com a classificagdo proposta por Howley (2001): muito leve, menor
que 20% da Vmax; leve, entre 20-39% da Vmax; moderada, de 40-60% da Vmax;
intensa, de 61-84% da Vmax; muito intensa, igual ou superior a 85% da Vmax;
maxima, com 100% da Vmax. O protocolo de treinamento foi adaptado do estudo de
Tsai et al. (2018) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Protocolo de treinamento em esteira rolante.

Semana Velocidade (m/min) Duragéao
(min)
1% semana
(familiarizag&o - Segunda a Sexta) 03 10
Sabado (TEM) 06 até a exaustao
segunda-feira 20
terca-feira 60% Vmax do TEM 30
2% semana quarta-feira 40
quinta-feira 50
sexta-feira 60
3% semana 60% Vmax do TEM 60
42 semana 60% Vmax do TEM 60
5% semana 60% Vmax do TEM 60
Sabado (reteste TEM) 06 até a exaustao
6% semana 60% Vmax do TEM 60
72 semana 60% Vmax do TEM 60
8% semana 60% Vmax do TEM 60

TEM- teste de esforgo maximo; Vmax- velocidade maxima; min- minutos; m/min- metros por minuto;
%- porcentagem.

Com afinalidade de reduzir o estresse relacionado ao treino, nenhum estimulo
elétrico ou sonoro foi empregado no presente estudo. Apenas um leve toque na cauda

dos camundongos foi utilizado para incentiva-los a correr, quando necessario.

5.6 Protocolo experimental de privagao do sono

No presente estudo, foi utilizado o método de 72 horas de PS REM adaptado
do teste de plataformas multiplas originalmente desenvolvido para ratos (Nunes; Tufik,
1994) (Figura 6). Cinco camundongos foram submetidos a esse método por vez,
sendo colocados em tanques de 41x34x16,5cm, preenchidos com agua, contendo 14

plataformas de 3 cm de didmetro cada, com a agua até 1 cm abaixo da superficie de
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cada plataforma. Nesse modelo, os animais tém a capacidade de se locomover no
tanque pulando de uma plataforma para outra, evitando assim o isolamento social.
Durante todo o periodo de PS, os camundongos tiveram acesso a ragéo e agua ad
libitum.

Figura 6 - Modelo de privagao do sono em plataformas multiplas

Fonte: Kamali et al. (2016).
5.7 Testes comportamentais

A ordem dos testes comportamentais durante o experimento foi a seguinte:
Inicialmente os animais fizeram o teste de memoéria de trabalho no labirinto em Y, logo
em seguida fizeram o teste de ansiedade no labirinto em cruz elevado e, para finalizar,

realizaram o teste de suspensao de cauda.
5.7.1 Teste de memodria de trabalho - Labirintoem Y

A memodria de trabalho, também chamada de memaria operacional, foi testada
utilizando o labirinto em forma de Y (Y-maze) (Figura 7). Nesse experimento, cada

animal foi colocado individualmente no labirinto, em forma de Y, com os trés bracos
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idénticos, nos quais eles tendem a alternar entre os diferentes ambientes (Sarter;
Bodewitz; Stephens, 1988). O labirinto em Y é formado por trés bragos (16 cm de

altura x 5 cm de largura x 40 cm de comprimento).

Figura 7 - Modelo do teste labirintoem Y.

0

Fonte: Elaborada pelos autores.

Para a andlise da capacidade de memorizagéo, os bragos foram designados
com os numeros um, dois e trés. O camundongo foi introduzido no labirinto e, durante
oito minutos, o numero de cada brago no qual o animal adentrou foi observado. Foi
contabilizado como acerto cada vez que o animal entrou em trés bracos diferentes
sem repeticdo. O desempenho do teste foi apresentado em forma de porcentagem e

calculado usando a seguinte equacao matematica (Figura 8):

Figura 8 - Equagao matematica para avaliagdo da memoria de trabalho

Numero de acertos
Alternancias espontaneas (%) = X100

Numero total de entradas - 2

Fonte: Sarter, Bodewitz e Stephens (1988).

A eficacia desse experimento pode ser comprovada pela elevada frequéncia
de alternéncia nos grupos, o que sugere que 0s animais conseguem lembrar em qual
braco do labirinto entraram por ultimo e, assim, manter uma alternancia consistente.
Apds cada sesséao do teste, o labirinto foi limpo e higienizado com alcool a 70% e seco

com papel toalha para remocao de quaisquer pistas olfativas.
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5.7.2 Teste de sintomas depressivo-simile — Suspensao de cauda

O teste para avaliagdo do comportamento semelhante a depressao seguiu a
metodologia descrita por Steru et al. (1985). Esse teste € frequentemente utilizado nas
pesquisas experimentais basicas como forma de avaliagdo de atividade
antidepressiva (El Yacoubi et al, 2001). Todos os animais foram mantidos em
isolamento acustico e visual, em seguida suspensos a uma altura de 60 cm acima do
solo segurando-os pela extremidade da cauda, cerca de 1 cm de distancia da base
(Figura 9). A medic&o do tempo total de imobilidade do rato foi registrada durante um
periodo com duragéo de 5 minutos. A imobilidade dos animais foi registrada somente
quando eles se mantinham suspensos passivamente e completamente sem
movimento (Cryan, Mombereau, Vassout, 2005) (FIGURA 9.; a. imobilidade; b.
movimentag&o do corpo e/ou patas). Neste modelo, os animais quando submetidos a
determinados periodos de estresse tendem a desenvolver uma postura imével,

caracterizando um comportamento semelhante a depresséo.

Figura 9 - Figura esquematica do teste de suspensé&o de cauda.

a. b.

[ !

DI (-

Fonte: Berocoso et al. (2013).

5.7.3 Avaliacao da ansiedade - Labirinto em cruz elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi desenvolvido a partir do estudo de
Pellow et al. (1985) em ratos, e validado por Lister (1987) em camundongos. Esse
labirinto € composto por dois bragos abertos opostos (30x5x25cm) e dois fechados
(30x5x25cm), também opostos, formando uma cruz grega (Figura 10) (Lister, 1987;
Pellow et al., 1985).
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Todos os bragos estao ligados por uma plataforma central de 5cm x 5cm. Cada
brago tem 30 cm de comprimento por 6 cm de largura, e estao situados a uma altura
de 31 cm do chdo. Cada camundongo, individualmente, é colocado no centro do
labirinto, virado para um dos bracos fechados, permitindo-se que explore livremente o
aparelho por 5 minutos. Durante este periodo, os tempos gastos explorando os bragos
abertos e fechados, bem como o numero de vezes que entra com as quatro patas em
cada braco. Apds o término da avaliacdo com um tempo de 5 min em cada
experimento, o LCE é limpo com alcool a 70% e seco com papel toalha para remocao
de quaisquer pistas olfativas. Os resultados sdao expressos como a média percentual
de entradas em relagao ao tempo total do experimento (300 segundos).

Sao entdo anotados os seguintes critérios como forma de avaliar o
comportamento:

* Numero de entradas nos bracos abertos: refere-se ao momento em que o animal

entra nos bragos abertos com todas as patas.

» Tempo de permanéncia nos bracos abertos: refere-se ao tempo de permanéncia nos

bragos abertos, em segundos.

* Numero de entradas nos bracos fechados: refere-se ao momento em que o animal

entra nos bracgos fechados com todas as patas.

» Tempo de permanéncia nos bracos fechados: refere-se ao tempo de permanéncia

nos bragos fechados, em segundos.

Neste experimento, os animais que foram privados do sono tendem a evitar os
bracos abertos, mostrando uma preferéncia por ficar nos bragcos fechados. Um
aumento seletivo nos parametros relacionados aos bragos abertos (entradas e tempo)

mostra um efeito ansiolitico, e o inverso para comportamentos ansiogénicos.
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Figura 10 - Figura esquematica do teste de labirinto em cruz elevado.

Fonte: Ari et al. (2019).

5.8 Coleta das amostras

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo apds a oitava semana do
experimento e foram coletados o hipocampo e o plasma sanguineo. O tecido cerebral
foi congelado, imediatamente apds a coleta em nitrogénio liquido e, logo apds, em
freezer -80°, para as analises de western blot. O sangue, apés separagao do plasma,

foi armazenado em freezer -80° para posterior ensaio imunoenzimatico de ELISA.

5.9 Avaliagao das alteragées neuroquimicas e séricas

5.9.1 Quantificagao de proteinas por Western Blot

As amostras de hipocampo foram descongeladas e transferidas para outro tubo
junto com tampéao de RIPA para homogeneizagéo. Logo apds, foram centrifugadas e
o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. A quantificagado de proteina utilizou
o Kit BCA - Thermo Fisher®. Apds a quantificagdo, foram realizadas misturas do
tampao de amostra, 4gua destilada e hipocampo. Logo apds, seguiu-se o banho-maria
em 100° por 5 minutos. A concentragao das proteinas foi determinada por ensaio
colorimétrico (Bradford, 1976).
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De forma simplificada, as amostras foram pipetadas no gel de acrilamida, de
acordo com a concentragdo padronizada das proteinas. Em seguida foi feita a corrida.
Logo apos a corrida, foi realizada a etapa de transferéncia para uma membrana de
nitrocelulose. Foi iniciada entdo, a etapa de bloqueio com leite em p6 (5%) para o caso
da ALBUMINA (Anti-Albumin antibody, #4949, cell signaling). Um bloqueio com bovine
serum albumim (BSA) foi realizado para o FNDC5 (Anti-FNDC5 antibody ab131390,
abcam) (5%), ambos por 1h 30 min. Em seguida foram realizadas as lavagens (TBS-
T, 3x10 minutos) e incubagdo com anticorpo secundario (Anti-rabbit antibody
ab191866, abcam), por 1h. Foram feitas novas lavagens (TBS-T, 3x10 minutos) e
incubacao overnight com os anticorpos primarios (Anti-Albumina e Anti-FNDC5). Por
fim, as membranas foram lavadas (TBS-T, 3x10 minutos) e embebidas com solugéo
composta de Luminol e Perdxido e fotodocumentadas (Gel Doc XR+ Gel

Documentation System, Bio-Rad).

5.9.2. Ensaio imunoenzimatico ELISA

O sangue foi coletado imediatamente apds a decapitagcdo dos animais e
armazenado no eppendorf. Em seguida, foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos,
o plasma coletado foi, logo apés, congelado em freezer -80° para posterior andlise de
fator de necrose tumoral (TNF) (Mouse TNF-alpha DuoSet ELISA, R&D Systems, cat#
DY410) e interleucina-6 (IL-6) (Mouse IL-6 DuoSet ELISA, R&D Systems, cat#
DY406). A placa foi sensibilizada com anticorpo de captura e permaneceu overnight.
No dia seguinte, foram feitas as etapas de acordo com o protocolo disposto no kit

especifico para cada anticorpo e proposto pelo fabricante R&D Systems.

5.10 Analise estatistica

As medidas descritivas foram exibidas na forma de média (x erro padrédo).
Todos os dados foram submetidos a andlise de normalidade e homogeneidade de
variancia. A técnica de andlise de variancia (ANOVA) foi usada, seguida do teste pos-
analise de Tukey, para contrastar resultados entre multiplos conjuntos de dados e
comparagdes entre pares. Para comparagéo entre dois grupos, foi utilizado o teste T

de Student pareado e nao pareado, quando pertinente.
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O procedimento de andlise estatistica foi conduzido por meio do software
GraphPad Prisma 5.03 (San Diego, USA). O nivel de significancia estatistica foi

estabelecido em p < 0,05.
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6 RESULTADOS

Os animais adultos jovens, apés a primeira semana de adaptagao,
apresentaram uma velocidade entre 20-22 m/min no reteste exaustivo. A velocidade
utilizada para os treinos da segunda a quinta semana foi de 12-13 m/min. No final da
quinta semana, a velocidade do reteste exaustivo foi de 23-24 m/min, com velocidade
de treino variando de 14-15 m/min da sexta até a oitava semana.

Os animais idosos, apds a primeira semana de adaptagao, apresentaram a
velocidade entre 15-16 m/no no reteste exaustivo. A velocidade utilizada atingida
pelos animais ao final do teste exaustivo, foi entre 15-16 m/min. A velocidade utilizada
para os treinos da segunda a quinta semana foi de 9-10 m/min. No final da quinta
semana, a velocidade do reteste exaustivo foi de 17-18 m/min, com velocidade de

treino variado de 10-11 m/min da sexta a oitava semana.

6.1 Teste do labirintoem Y

A memoria de reconhecimento espacial foi investigada, através do teste do
labirinto em Y. Respectivamente, a Figura 11 apresenta a avaliagdo da memoria de
trabalho a partir de graficos e a tabela 2 apresenta os dados descritivos. Os grupos
de adultos jovens, controle, EXE, PS e EXE+o0s estédo representados

Os animais adultos jovens ndo apresentaram diferengas na linha de base para
o percentual de alternancia entre os bragos e numero de entradas (Figura 11A, 11C e
Tabela 2). O grupo exercicio fisico prévio a PS apresentou maior percentual de
alternéncias (p=0,01) e maior numero de entradas (p=0,003) nos bragos quando

comparado ao grupo PS (Figura 11B, 11D e Tabela 2).
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Figura 11 - Avaliagcdo de memdria de trabalho através do teste Labirinto em Y (Y-
MAZE) nos grupos adultos jovens controle, EXE, PS e EXE+PS antes e apds a PS.
(a,b) percentual de alternancia espontanea; (c,d) numero de entradas em cada brago.
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Os valores foram expressos pela média £+ EPM. Teste Anova seguido do teste de Tukey (Figuras 9A e
9C) e teste T de Student nao pareado (Figuras 9B e 9D). Animais por grupo (n=9-10). “p=0,01
""p=0,003.

Tabela 2 - Dados descritivos (média + EPM) da avaliagdo da meméria de trabalho
através do teste Labirinto em Y (Y-MAZE), nos grupos adultos jovens controle, EXE,
PS e EX+PS antes e apds a PS.

Grupos N° de entradas N° de entradas % de % de
na linha de apos aPS alternancia alternancia
base espontanea na espontanea
linha de base apo6s a PS
Controle 31,50 £ 1,94 60,75 + 2,47
EXE 31,70 £ 3,03 61,01 £ 2,20
PS 36,73 + 2,49~ 14,90 £1,792 63,01 + 3,09 49,08 + 5,98°
EXE+PS 29,91 + 2,567 23,50 + 1,69 61,77 + 2,60 65,39 + 1,37

ap=0,003 comparado ao grupo EXE+PS pelo teste t de Student ndo pareado. ®p=0,01 comparado ao
grupo EXE+PS pelo teste t ndo pareado. *?p<0,05 comparado ao grupo PS e EXE+PS,
respectivamente, apds a privacéo pelo teste t-pareado. Animais por grupo (n=9-10).
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A Figura 12 apresenta a avaliagdo da memoria de trabalho a partir de graficos.
A tabela 3 apresenta os dados descritivos. Ambas nos grupos idosos controle, EXE,
PS e EXE+PS.

Nos animais idosos nao foram registradas diferengas entre os animais privados
do sono e exercitados previamente a PS em relagdo ao percentual de alternancia e
numero de entradas nos bragos (Figura 12A e 12B). Os grupos PS e exercicio fisico
prévio a PS apresentaram menor numero de entradas nos bracos que os demais

grupos (p<0,05) (Tabela 3).

Figura 12 - Avaliagédo de memoaria de trabalho através do teste Labirinto em Y (Y-
MAZE) nos grupos idosos controle, EXE, PS e EXE+PS. (a) percentual de
alternancia espontanea; (b) numero de entradas em cada brago.
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Os valores foram expressos pela média + EPM. "p<0,05, ANOVA seguido de Tukey

Tabela 3 - Dados descritivos (média + EPM) da avaliagdo da meméria de trabalho
através do teste Labirinto em Y (Y-MAZE), nos grupos idosos controle, EXE, PS e
EX+PS antes.

Grupos % de N° de entradas
alternancia
espontanea
Controle 59,89 + 2,39 34,53 £2,132
EXE 56,48 + 2,29 38,55 + 2,06°
PS 51,08 £ 1,82 23,57 +£1,30
EXE+PS 58,73 £ 4,21 25,43 + 2,54

ap<0,05 comparado ao grupo PS e EXE+PS. *p<0,05 comparado ao grupo PS e EXE+PS pelo teste
ANOVA seguido de Tukey. Animais por grupo (n=8-10).
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6.2 Teste de suspensao de cauda

O teste de suspensdo de cauda é considerado uma medida de avaliagcao do
comportamento semelhante a depresséo.

A figura 13 apresenta a avaliagdo do comportamento depressivo a partir de
graficos. A tabela 4 apresenta os dados descritivos. Ambas nos grupos adultos jovens
controle, EXE, PS e EXE+PS.

Nos animais adultos jovens houve diferenga na linha de base entre os grupos
controle e exercicio em relagdo ao tempo de imobilizagao (p=0,006) (Figura 13A e
Tabela 4). O grupo PS permaneceu mais tempo em imobilizagdo que o grupo exercicio
fisico prévio a PS (p=0,002) (Figura 13B e Tabela 4).

Figura 13 - Avaliagdo do comportamento depressivo-simile através do teste de
Suspenséao de Cauda (Tail Suspension) nos grupos adultos jovens controle, EXE, PS
e EXE+PS antes e apés a PS.
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Tabela 4 - Dados descritivos (média + EPM) da avaliagdo do comportamento
depressivo-simile, nos grupos adultos jovens controle, EXE, PS e EX+PS antes e apds
a PS.

Grupos Tempo (seg.) Tempo (seg.)
de de
imobilizacao imobilizagédo
na linha de apo6s a PS
base

Controle 93,92 + 7,142

EXE 46,00 £ 8,97

PS 76,67 + 10,92 119,3 + 10,38

EXE+PS 67,45 + 10,93 60,73 £ 12,87

ap=0,006 comparado ao grupo EXE pelo teste ANOVA. bp=0,002 comparado ao grupo EXE+PS pelo
test T de Student ndo pareado. Animais por grupo (n=9-10)

A Figura 14 apresenta a avaliagdo do comportamento depressivo a partir de
graficos. A tabela 5 apresenta os dados descritivos. Ambas nos grupos idosos
controle, EXE, PS e EXE+PS.

Nos animais idosos, o grupo PS permaneceu por mais tempo em imobilizagao
quando comparado aos demais grupos (p<0,05) (Tabela 5). O grupo exercicio prévio
a PS reduziu o tempo de imobilizagao quando comparado a PS (P<0,0001) (Figura
14).

Figura 14 - Avaliagdo do comportamento depressivo através do teste de Suspenséao
de Cauda (Tail Suspension) nos grupos idosos controle, EXE, PS e EXE+PS.
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Os valores foram expressos pela média + EPM.Teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo
(n=8-10)
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Tabela 5 - Dados descritivos (média + EPM) da avaliagdo do comportamento
depressivo, nos grupos idosos controle, EXE, PS e EX+PS antes e apos a PS.

Grupos Tempo de
imobilizagao

Controle 59,67 + 14,182
EXE 67 £ 11,280
PS 138,2+ 8,13
EXE+PS 72,29 + 8,56¢°*

ab.cp<0,05 comparado ao grupo PS pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey. *p<0,0001
comparado ao grupo PS pelo teste t de Student ndo pareado. Animais por grupo (n=8-10).

6.3 Teste do labirinto em cruz elevado

Nos investigamos, a partir do teste de labirinto em cruz elevado, o
comportamento semelhante a ansiedade.

A Figura 15 apresenta a avaliagdo do comportamento ansiogénico a partir de
graficos. A tabela 6 apresenta os dados descritivos. Ambas nos grupos adultos jovens
controle, EXE, PS e EXE+PS.

Nos animais adultos jovens ndo houve diferenca entre os animais na linha de
base e nem apds o experimento para o numero de entradas e tempo de permanéncia

nos bragos abertos (Figura 15A-15D e Tabela 6).
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Figura 15 - Avaliagdo do comportamento semelhante a ansiedade através do teste de
Labirinto em Cruz Elevado (Elevated Plus Maze Test) nos grupos adultos jovens

controle, EXE, PS e EXE+PS antes e apos a PS.
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Os valores foram expressos pela média £+ EPM. Teste ANOVA seguido do teste de Tukey (Figuras
13A e 13C) e teste T de Student ndo pareado (Figuras 13B e 13D). Animais por grupo (n=9-10)

Tabela 6 - Dados descritivos (média +

EPM) da avaliagdo do comportamento

semelhante a ansiedade através do Labirinto em Cruz Elevado, nos grupos adultos

jovens controle, EXE, PS e EX+PS antes e apos a PS.

Grupos N° de entradas  N° de entradas Tempo de Tempo de
na linha de apos aPS permanéncia permanéncia
base nos bragos nos bragcos
abertos na abertos na
linha de base apo6s a PS
Controle 6,917 £ 0,64 153,8 £ 10,06
EXE 6,20 £ 0,51 161,1 £ 10,9
PS 5,83 + 0,67 4,00 £ 0,38 129,3 £ 18,57 96,67 £ 8,45
EXE+PS 4,54 + 0,47 4,00 + 0,57 120,4 £ 16,72 87,43 + 11,61

Teste ANOVA seguido do teste de Tukey. Animais por grupo (n=9-10).
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A Figura 16 apresenta a avaliagdo do comportamento ansiogénico a partir de
graficos. A tabela 6 apresenta os dados descritivos. Ambas nos grupos idosos
controle, EXE, PS e EXE+PS.

Os animais idosos dos grupos PS e EXE tiveram menos entradas que o grupo
controle (p<0,05) (Tabela 7). Os animais do grupo PS tiveram menor tempo de
permanéncia nos bragos abertos que os grupos controle e PS (p<0,05) (Tabela 7).
Além disso, o grupo PS permaneceu menos tempo nos bragos abertos que o grupo
exercicio prévio a PS (P=0,006) (Figura 16B).

Figura 16 - Avaliagcdo do comportamento semelhante a ansiedade através do teste de
Labirinto em Cruz Elevado (Elevated Plus Maze Test) nos grupos idosos controle,
EXE, PS e EXE+PS.
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Os valores foram expressos pela média + EPM. Teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo
(n=8-10)

Tabela 7 - Dados descritivos (média + EPM) da avaliagdo do comportamento
semelhante a ansiedade através do Labirinto em Cruz Elevado, nos grupos idosos
controle, EXE, PS e EX+PS.

Grupos N° de entradas Tempo de
permanéncia

nos bragos

abertos

Controle 11,13 £ 0,782 175,9 £ 6,46
EXE 7,1+£0,70 172,1 £ 7,88¢
PS 6,28 + 0,91 111,9 £12,32
EXE+PS 7,83 + 1,64 184,5 + 16,29¢

ap<0,05 comparado ao grupo EXE e PS em relagdo ao nimero de entradas. >4 p<0,05 comparado ao
grupo PS em relagdo ao tempo de permanéncia. ANOVA seguido do teste de Tukey. Animais por
grupo (n=8-10).
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6.4 Avaliagcao dos marcadores inflamatérios

A avaliagao da inflamacgao sistémica foi realizada a partir das dosagens

plasmaticas de TNF e IL-6.

6.4.1 Niveis plasmaticos de TNF

Nos animais adultos jovens, a PS causou aumento significativo nos niveis
plasmaticos de TNF quando comparado grupos controle e EXE (p<0,05) (Tabela 8) e
uma tendéncia quando comparado ao exercicio prévio a PS (p=0,055) (Figura 17).

Nos animais idosos, os niveis plasmaticos de TNF foram superiores no grupo
PS que nos grupos controle e EXE (p<0,05) (Tabela 8) e uma tendéncia quando

comparado ao grupo exercicio prévio a PS (p=0,052) (Figura 18).

Figura 17 - Avaliagédo da concentragao plasmatica de TNF nos grupos adultos jovens
controle, EXE, PS e EXE+PS.
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Os niveis plasmaticos de TNF foram avaliados por ELISA. Os valores foram expressos pela média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado o teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo (n=6).

Figura 18 - Avaliagcédo da concentragéo plasmatica de TNF nos grupos idosos
controle, EXE, PS e EXE+PS.
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Os niveis plasmaticos de TNF foram avaliados por ELISA. Os dados sdo apresentados como média +
EPM. Para andlise estatistica foi utilizado o teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo (n=6).
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Tabela 8 - Dados descritivos (média + EPM) da avaliagao dos niveis plasmaticos de
TNF nos grupos controle, EXE, PS e EXE+PS, referente aos animais adultos jovens
e idosos.

Grupos Niveis plasmaticos de TNF Niveis plasmaticos de TNF
nos animais adultos nos animais idosos
jovens
Controle 44,61 £ 1,54 47,03 £ 1,94
EXE 43,37 £ 1,64 47,02 + 2,56
PS 67,84 £ 9,082 79,18 £ 8,33
EXE+PS 49,35+ 2,73 53,37 £ 5,59

ap<0,05 comparado aos comparado aos grupos controle e exercicio.? p<0,05 comparado aos grupos
controle e exercicio. ANOVA seguido do teste de Tukey. Animais por grupo (n=6).

6.4.2 Niveis plasmaticos de IL-6

Nos animais adultos jovens, a PS causou aumento significativo nos niveis
plasmaticos de IL-6 quando comparado aos grupos controle (p<0,05) e EXE (p<0,05)
(Tabela 9), assim como em relagdo ao grupo EXE+PS (p=0,007) (Figura 19).

Nos animais idosos, a PS gerou aumento dos niveis plasmaticos de IL-6
quando comparado aos grupos controle (p<0,05) e EXE (p<0,05) (Tabela 9), assim
como em relagéo ao grupo EXE+PS (p=0,02) (Figura 20).

Figura 19 - Avaliagcédo da concentragéo plasmatica de IL-6 nos grupos adultos jovens
controle, EXE, PS e EXE+PS.
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Os niveis plasmaticos de IL-6 foram avaliados por ELISA. Os dados s&do apresentados como média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado o teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo (n=6).
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Figura 20 - Avaliagédo da concentragao plasmatica de IL-6 nos grupos idosos
controle, EXE, PS e EXE+PS.
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Os niveis plasmaticos de IL-6 foram avaliados por ELISA. Os dados sdo apresentados como média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado o teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo (n=6).

Tabela 9 - Dados descritivos (média + EPM) da avaliagao dos niveis plasmaticos de
IL-6 nos grupos controle, EXE, PS e EXE+PS, referente aos animais adultos jovens e
idosos.

Grupos Niveis plasmaticos de IL-6 Niveis plasmaticos de TNF
nos animais adultos jovens nos animais idosos

Controle 30.97 + 1,76 30,55 + 0,64

EXE 44,26 + 7,31 27,66 + 3,05

PS 523,30 £ 9,812 84,79 +11,83°

EXE+PS 40,71+ 1,35 39,06 + 10,82

ap<0,05 comparado aos demais grupos.  p<0,05 comparado aos demais grupos. ANOVA seguido do
teste de Tukey. Animais por grupo (n=6).

6.5 Expressao proteica de albumina no hipocampo

Para avaliar alteracoes na BHE, medimos a expressao proteica de albumina no
hipocampo, uma vez que esta proteina transportada pelo sangue nao cruza o BHE
em condi¢cdes normais.

Nos animais adultos jovens, a expressao proteica de albumina no hipocampo
reduziu significativamente no grupo EXE prévio a PS quando comparado ao grupo PS
(p=0,003) (Figura 21 e Tabela 10).
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Nos animais idosos, a expressao proteica de albumina no hipocampo reduziu
significativamente no grupo EXE prévio a PS quando comparado ao grupo PS
(p=0,03) (Figura 22 e Tabela 10).

Figura 21 - Avaliagdo dos niveis proteicos de albumina nos grupos adultos jovens
controle, EXE, PS e EXE+PS.
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A expressao proteica de albumina foi avaliada por Western Blotting. Os dados sdo apresentados como
média + EPM da expresséo proteica de albumina relativo a -actina. Para andlise estatistica foi utilizado
o teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo (n=6).



61

Figura 22 - Avaliagado dos niveis proteicos de albumina nos grupos idosos controle,
EXE, PS e EXE+PS.
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A expressao proteica de albumina foi avaliada por Western Blotting. Os dados sdo apresentados como
média + EPM da expresséo proteica de albumina relativo a -actina. Para andlise estatistica foi utilizado
o teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo (n=6).

Tabela 10 - Dados descritivos (média + EPM) da avaliagao de albumina hipocampal
nos grupos controle, EXE, PS e EXE+PS, referente aos animais adultos jovens e
idosos

Grupos Niveis plasmaticos de Niveis plasmaticos de
albumina nos animais albumina nos animais
adultos jovens idosos
Controle 0,60 £ 0,05 1,12+ 0,02
EXE 0,62 + 0,03 1,07 £0,10
PS 0,91 £ 0,112 1,72 £ 0,08°
EXE+PS 0,48 + 0,04 1,01 0,14

ap<0,05 comparado aos demais grupos. ? p<0,05 comparado aos demais grupos. ANOVA seguido do
teste de Tukey. Animais por grupo (n=6).
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6.6 Expressao proteica de FNDC5 no hipocampo

A irisina € um fragmento da proteina transmembrana contendo dominio tipo Ill
(FNDC5). Nos animais adultos jovens, a expressao proteica de FNDC5 hipocampal
foi menor no PS quando comparado aos grupos EXE (p=0,009) e EXE+PS (p=0,002)
(Figura 23 e Tabela 11). Além disso, os niveis de FNDC5 foram menores nos grupos
controle quando comparado aos grupos EXE (p<0,05) e EXE+PS (p=0,05) (Figura 23
e Tabela 11).

Nos animais idosos, a expressao proteica de FNDC5 foi maior nos grupos EXE e
EXE+PS quando comparado ao grupo PS (p<0,05) (Figura 24 e Tabela 11).

Figura 23 - Avaliagdo dos niveis proteicos de FNDC5 nos grupos adultos jovens
controle, EXE, PS e EXE+PS.
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A expresséo proteica de FNDCS5 foi avaliada por Western Blotting. Os dados sdo apresentados como
média + EPM da expressao proteica de FNDCS5 relativo a B-actina. Para analise estatistica foi utilizado
o teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo (n=6).
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Figura 24 - Avaliagao dos niveis proteicos de FNDC5 nos grupos idosos controle, EXE,
PS e EXE+PS.
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A expresséo proteica de FNDCS5 foi avaliada por Western Blotting. Os dados sdo apresentados como
média + EPM da expressao proteica de FNDCS5 relativo a B-actina. Para analise estatistica foi utilizado
o teste Anova seguido de Tukey. Animais por grupo (n=6).

Tabela 11 - Dados descritivos (média + EPM) da avaliagao de FNDC5 hipocampal nos
grupos controle, EXE, PS e EXE+PS, referente aos animais adultos jovens e idosos.

Grupos Niveis plasmaticos de Niveis plasmaticos de
FNDCS5 nos animais FNDCS5 nos animais
adultos jovens idosos
Controle 1,57 £ 0,45 0,68 + 0,06
EXE 3,22 £ 0,122 0,80 + 0,05¢
PS 0,98 + 0,09 0,43 + 0,06
EXE+PS 3,06 +0,23° 0,73 + 0,06¢

ap<0,05 comparado aos grupos controle e PS. ?p<0,05 comparado aos grupos controle e PS. ¢4
p<0,05 comparado ao grupo PS. ANOVA seguido do teste de Tukey. Animais por grupo (n=6).
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7 DISCUSSAO

O trabalho atual avalia os efeitos da PS e do exercicio fisico sobre a memoaria
de trabalho, memoria espacial, ansiedade e sintomas depressivos. Foram avaliados
os efeitos da PS em animais jovens e animais idosos. Foram estudados também a
influéncia do exercicio fisico prévio sobre as alteragcdes associadas a PS nas
diferentes faixas etarias.

Deve ser ressaltado que até a presente data, este estudo é o primeiro que
investiga os efeitos do exercicio fisico aerobio crénico sobre o comportamento,
parametros inflamatorios, permeabilidade da BHE e a expressao de FNDC5/irisina
hipocampal em roedores adultos jovens e idosos privados de sono.

O sono manifesta-se de forma diferenciada na infancia, adolescéncia, em
adultos e em idosos. A PS é uma condicao frequente na sociedade atual e
reconhecidamente compromete diversos aspectos da saude. Alteracbées do humor,
comprometimento da memaria redugédo do desempenho cognitivo em geral e redugao
da atencdo séo alguns aspectos graves que necessitam de atencéo (Vaseghi et al.,
2021). A forma como a PS afeta as diferentes faixas etarias ainda é objeto de
investigacao (Acosta-Pefa et al., 2015; Schwarz et al., 2018).

O exercicio fisico parece atuar na contramao dos efeitos deletérios da PS.
Modelos experimentais podem auxiliar a mensurar os impactos da os. O
reconhecimento dos efeitos benéficos na PS ja foi reconhecido, porém os mecanismos
envolvidos ndo estao de todo esclarecidos.

No presente trabalho, o exercicio fisico melhorou a meméria e o
comportamento analogo a depresséo, nos animais adultos jovens privados de sono.
Nos animais idosos, o exercicio fisico prévio a PS reduziu o comportamento
semelhante a depressao e ansiedade. Além disso, o exercicio reduziu os niveis de
marcadores de inflamacao e permeabilidade da BHE de animais privados de sono,
sugerindo uma possivel relagdo da FNDCS5/irisina nesses efeitos benéficos do
exercicio fisico.

A memoria espacial de trabalho avaliada a partir do teste labirinto em Y revelou
um maior percentual de alterndncia espontanea entre os bragos e esse achado
relaciona-se com um melhor desempenho da memodria. Dessa forma, em

concordancia com outras investigagoes, no presente estudo, o exercicio fisico reduziu
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os danos na memodria dos animais adultos jovens privados de sono (Gibbons et al.,
2014; Xiong et al., 2015).

Estudos anteriores tém demonstrado, de forma consistente, que o exercicio
fisico tem efeitos positivos na fungéo cognitiva e saude do cérebro (Liang et al., 2021).
Individuos fisicamente ativos, de diferentes faixas etarias, apresentam melhor
desempenho cognitivo e escolar que individuos sedentarios (Alvarez-Bueno et al.,
2017; Carta et al., 2021; Diederich et al., 2017).

Em pesquisas animais, os efeitos benéficos do exercicio podem ser
evidenciados a partir de testes revelando aumento da neurogénese, alteragdes de
desempenho em testes comportamentais (Baek et al., 2016). De forma contraria, a PS
prejudica o desempenho cognitivo, tais como, a consolidagdo da memaria espacial de
trabalho (Peng et al., 2020; Santisteban et al., 2019).

Em adultos jovens, melhores niveis de atividade fisica relacionam-se
positivamente com o desempenho académico, as medidas de atencado, a resolucao
de problemas e a memoaria de trabalho (Felez-Nobrega et al., 2017; Niedermeier et al.,
2022). Ambos, adultos e idosos, exercitados regularmente apresentam beneficios nas
funcbes executivas, na atengcdo, memoria e velocidade de processamento em
comparagao com individuos sedentarios (Noguera et al., 2019; Zhang et al., 2023).

Essa melhora do desempenho de diversas funcbes relacionadas ao exercicio
fisico tem sido relacionada fatores diversos como, aumento do fluxo sanguineo
sistémico, prevencao da reducao do volume cerebral associado a idade, liberagcao de
fatores neurotroficos e incremento na neurogénese. Em consonancia com o aumento
da neurogénese, em animais exercitados, observa-se um aumento da contagem de
novos neurdnios hipocampais (Briken et al., 2014; Colcombe et al., 2006; Lee et al.,
2013; Okamoto et al., 2021; Young; Valaris; Wrann, 2019). O exercicio fisico regular
também se associa a elevacao da sobrevida dos neurdnios, maior resisténcia a lesao
cerebral, proliferacdo de sinapses, maior plasticidade e vascularizagao cerebral, que
resultam em aumento do aprendizado e manutengdo da boa fungdo cognitiva
(Hamilton; Rhodes, 2015).

Tem sido sugerido que o exercicio fisico prolongado apresenta agéo protetora
quando realizado antes do evento da PS. Uma das justificativas para tal achado é
ancorada na plasticidade sinaptica e nos mecanismos da regulagdo do estresse

oxidativo, em que o exercicio crénico melhora o sistema de defesa antioxidante
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(Garcia-Giménez; Canovas-Cervera; Pallardo, 2024; Hao; Yang; Xu; 2019; Rajizadeh
et al., 2020).

No presente trabalho, nos animais idosos, o exercicio fisico n&o foi capaz de
mitigar os prejuizos causados pela PS em relagdo a memoéria espacial de trabalho.
Um estudo analisou os efeitos da privagéo cronica de sono sobre a neurodegeneragao
tendo em consideragéao o fator idade em um modelo de Alzheimer. Nesse trabalho, os
disturbios do sono comprometeram as funcdées de memobria, particularmente em
camundongos idosos (Klimenko et al., 2023). Esses achados ressaltam a profunda
influéncia da PS nos processos de memodria em modelos animais.

De fato, o envelhecimento é complexo e associa-se a um declinio progressivo
esperado de diversas fungdes. A fungédo cognitiva, uma das mais essenciais, entre
outras, apresenta um declinio com o envelhecimento. Isso pode ser, em parte,
explicado pelas alteragbes observadas em estruturas e fungdes cerebrais, como
identificado no hipocampo (Bettio; Rajendran; Gil-Mohapel, 2017; Culig; Chu; Bohr,
2022).

Estudos anteriores mostraram como a PS interrompe a sinalizagdo do AMP
ciclico no hipocampo. Tal alteragéo afeta o processo de energia e transcrigao celular
e secundariamente compromete a conectividade neuronal, particularmente na regiao
hipocampal CA1. Esses achados reforgam as consequéncias neurobiolégicas da PS
sobre os processos de memoria a nivel molecular e celular (Havekes; Vecsey; Abel,
2012). Mais ainda, a idade pode também reduzir os efeitos do exercicio aerdbico na
neurogénese, comprometendo, entre outras, a memoria espacial (Balbim et al., 2024;
Creer et al., 2010; Morgan et al., 2018).

Prejuizos cognitivos que comumente ocorrem no envelhecimento pode ser
somado aos efeitos deletérios potenciais associados a PS. Pode-se elaborar que o
exercicio adiciona um efeito preventivo ou protetor contra a perda cognitiva. Em
situagbes extremas, pode ocorrer maior dano neuronal ao longo do tempo, assim
como uma reducao da eficiéncia das redes neurais. Tais alteragdes estruturais podem
impactar na plasticidade sinaptica e formag¢ao de novas meméorias, limitando a eficacia
do exercicio fisico em prevenir satisfatoriamente os déficits na memoria (Raven et al.,
2018; Rosenzweig; Barnes, 2003).

Além disso, outra possivel explicacdo pode ser o fato de que o exercicio
iniciou-se de forma tardia no grupo idoso, onde algumas alteragdes estruturais ja estao

instaladas. Pode-se presumir que o exercicio de curta duragao pode produzir menor
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adaptagado que o protocolo de exercicio ao longo da vida. Estudos em modelos
animais idosos mostram que quanto mais duradouro € o exercicio, maiores beneficios
ele trara para a saude em geral (Belaya et al., 2018; Marosi et al., 2012; Silva et al.,
2022).

Embora o exercicio fisico seja benéfico para a saude cerebral e a fungéo
cognitiva, sua capacidade de atenuar os efeitos negativos da PS na memaria espacial
de trabalho em animais idosos pode ser limitada. A interagdo entre o exercicio, a
privagao do sono € a memaoria € um campo complexo que requer maior investigagao
para elucidar completamente os mecanismos envolvidos e as possiveis estratégias
para otimizar a saude cerebral em condi¢cdes de PS.

De todo modo, os resultados do presente estudo, em relacdo a nenhuma
mudanga na memoéria de trabalho em animais idosos privados do sono, nao
desmerecem os beneficios do exercicio em relagao as adaptagcdes comportamentais,
celulares e moleculares confirmada em varios estudos envolvendo idosos (Kobilo et
al., 2014).

Os sintomas semelhantes a depressao foram avaliados pelo teste de
suspensdo de cauda, em que o tempo que o animal fica imobilizado é interpretado
como comportamento depressivo. Ou seja, o comportamento depressivo é
quantificado pelo tempo de imobilizacao. O exercicio fisico foi capaz de prevenir os
sintomas depressivos provocados pela PS nos animais adultos jovens e idosos. Em
concordancia com esse achado, o estudo de Daniele et al. (2017), em animais adultos
jovens, mostrou que no modelo de privagao total e parcial de sono, o exercicio foi
capaz de aumentar os niveis de serotonina no estriado. Tal achado foi associado aos
efeitos antidepressivos do exercicio.

Em estudos clinicos, de forma semelhante aos achados em modelos
experimentais animais, o sono de baixa qualidade e reduzida duracido associa-se a
piora do comportamento depressivo e elevado risco de suicidio (Matsumoto et al.,
2016). Vale ressaltar que o exercicio fisico € eficaz tanto para individuos, com ou sem
comorbidades, além de ser benéfico para aqueles com graus diversos de sindrome
depressiva (Noetel et al., 2024)

De fato, o exercicio regular € um meio ndo farmacologico eficaz no tratamento
da depressao e com potencial efeito protetor. O exercicio associa-se a melhorias na
saude mental, como observado nos animais, em testes comportamentais semelhante
a depressao (Liu et al., 2023; Luo et al., 2020).
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O exercicio favorece a liberacdo de neurotransmissores, como a serotonina e
as endorfinas. O exercicio também se associa ao surgimento de novos neurénios na
regiao do hipocampo, uma estrutura particularmente ligada a fungdo de memoria e,
de forma importante, conectada a outras regides cerebrais atuantes no controle do
humor (Lin; Kuo, 2013; Nokia et al, 2016). Além disso, através da reducdo da
liberacdo do cortisol, o exercicio pode modular a resposta ao estresse, presente na
PS (Beserra et al., 2018). Mecanismos neurobioldgicos, como a liberagao de fatores
neurotroficos e a reducdo da inflamagao cerebral podem também contribuir para os
efeitos antidepressivos do exercicio (Ignacio et al., 2019; Ren; Xiao, 2023).

No presente estudo, a avaliacdo do comportamento semelhante a ansiedade
foi feita a partir do teste do labirinto em cruz elevada (Pellow et al., 1985). No protocolo
utilizado, avalia-se o tempo de permanéncia e o numero de entrada nos bragos
abertos e fechados. Aceita-se que nesse teste, um menor nimero de entradas e
permanéncia nos bracos abertos deve ser interpretado como um maior
comportamento de ansiedade.

Curiosamente, apenas os animais adultos jovens exercitados previamente a
PS nao foram capazes de reduzir as alteragcdes no comportamento semelhante a
ansiedade. Essa nao modificagdo do comportamento ansioso esta de acordo com
estudos anteriores (Daniele et al., 2017; Novati et al., 2011; Zielinski et al., 2013). De
forma contraria, outros estudos com camundongos adultos jovens submetidos ao
treinamento em esteira e privados do sono mostraram redugao no nivel de ansiedade
(Tai et al., 2020; Schoenfeld et al., 2016). Quando se trata dos efeitos da PS em
relagdo ao comportamento semelhante a ansiedade, estudos ndo sao conclusivos. As
evidéncias sugerem o que o exercicio fisico crénico pode ndo ser capaz de prevenir
completamente tais efeitos danosos e outros mecanismos, ainda néo estabelecidos,
podem estar envolvidos.

Estudos indicam que a PS pode levar a manifestagdes de comportamento
semelhantes a ansiedade, juntamente com outros efeitos adversos, como déficits
cognitivos, estresse oxidativo, disfungao mitocondrial e neuroinflamagao (Chanana;
Kumar, 2016; Zhang et al., 2023). Além disso, o sono insuficiente tem sido associado
ao aumento dos niveis de corticosterona e alteracdes na exploracdo em testes de
ansiedade em modelos animais (Gonzalez-Castafieda et al, 2016). Embora o
exercicio fisico seja conhecido por seus efeitos positivos na saude mental, como a

reducao dos niveis de ansiedade em modelos animais (Daniele et al., 2017), quando
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se trata da interacdo entre exercicio fisico, privacdo do sono e ansiedade, os
resultados podem ser mais complexos.

Uma das possiveis explicacbes para a nao alteracdo nos parametros de
ansiedade se deve as limitacdes do modelo utilizado no presente estudo. De acordo
com alguns autores, o aumento do numero de entradas e/ou tempo de permanéncia
nos bragos abertos nos animais adultos pode ser justificado por um comportamento
tipo mania e n&o pelo efeito ansiolitico (Kirshenbaum et al., 2011).

Apesar do achado do presente estudo, o exercicio pode ser considerado um
tratamento promissor e acessivel para individuos com ansiedade. Ainda nesse
sentido, parece existir uma relagao inversa entre o exercicio e sintomas de ansiedade
(Stonerock et al., 2015).

Em relacao aos idosos, o exercicio prévio a PS apresentou efeito ansiolitico. O
envelhecimento e a PS frequentemente associam-se a sintomas de ansiedade,
justificando-se pelas mudangas neurobiolégicas, saude em geral, processos
cognitivos e emocionais. Mesmo assim, o exercicio fisico crénico preveniu os efeitos
danosos da PS, estando de acordo com o observado por Morgan et al. (2018).

No mesmo sentido, o estudo de Ibrahim et al. (2023), com humanos, destacou
os beneficios de um programa de exercicios nos parametros de sono, qualidade de
vida e bem-estar psicolégico de idosos. Isso indica que intervengdes de exercicios
podem contribuir para o bem-estar geral e potencialmente mitigar os efeitos negativos
dos disturbios do sono na saude mental da populagao idosa. Além disso, a pesquisa
de Zielinski et al. (2013) revelou que a restricdo crénica moderada do sono levou ao
aumento dos niveis de ansiedade em camundongos, enquanto o treinamento fisico
teve o efeito oposto.

Esse efeito protetor do exercicio pode ser justificado pela regulacédo de
neurotransmissores, como a serotonina e o GABA (D’ascola et al., 2018; Maddock et
al., 2016; Yuan et al., 2015). Sabe-se que a serotonina desempenha um papel crucial
na regulacédo do humor, emogéo e ansiedade (Bintari et al., 2022). Além disso,
mecanismos gabaérgicos também foram implicados a efeitos protetores de certas
intervengdes contra o comportamento semelhante a ansiedade associado a PS (Zhou
et al., 2021).

Também foi relatado que neuropeptideos neutralizam o comportamento
semelhante a ansiedade induzido pela PS. Tal achado reitera o envolvimento de
sistemas de neurotransmissores na regulacdo da ansiedade (Xie et al., 2018). Tais
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descobertas sugerem que o exercicio pode impactar positivamente os niveis de
neurotransmissores associados a ansiedade.

No presente estudo, os animais adultos jovens e idosos privados do sono e
previamente exercitados, apresentaram niveis proteicos de albumina hipocampal
reduzidos quando comparado aos animais apenas privados do sono. De forma
importante, isso mostra um efeito protetor do exercicio na redug¢ao da permeabilidade
da BHE, mesmo em condi¢des adversas. Esse achado no atual estudo justifica o efeito
protetor do exercicio no desenvolvimento de DCV (Viktorisson et al., 2024; Zhou et al.,
2024).

Em consonancia com o aumento da permeabilidade da BHE nos animais
privados do sono, observou-se o aumento da expressao plasmatica das citocinas TNF
e IL-6 nos grupos adultos e idosos privados do sono, e uma redugao dos niveis de IL-
6 nos grupos exercitados previamente a PS.

A BHE é uma estrutura fundamental para o SNC, sendo uma potente barreira
seletiva entre o sangue circulante e o tecido cerebral. Disfungdes na BHE ocorrem
secundariamente a diversas condig¢oes, incluindo lesdes cerebrais traumaticas, AVC,
infeccbes no tecido cerebral, doengas degenerativas e exercicio agudo de alta
intensidade. Outras condicbes de PS, tais como insbénia crénica, entre outras,
associam=se a maior risco de DCV (Che et al., 2021; Roh et al., 2017). A expressao
de albumina no hipocampo parece estar intrinsecamente ligada a mudangas na
permeabilidade da BHE mediadas por varios fatores, como mediadores inflamatérios,
microRNAs e danos nas proteinas que formam a barreira (Li et al, 2021). Em
condigbes de cérebro saudavel, a albumina se encontra em niveis baixos, por conta
da eficiéncia da BHE (Montagne et al., 2016).

Sabe-se que o envelhecimento pode produzir alteragcdes morfofuncionais na
BHE expressas com o aumento do vazamento de IgG no parénquima cerebral,
reducao da cobertura dos pericitos e diminuigcdo das proteinas juncionais (Errede et
al., 2023). Além disso, evidéncias mostram que a PS aumenta a permeabilidade da
BHE juntamente com o aumento de marcadores inflamatorios, como os niveis de
interleucinas (Carasso, 2009; He et al., 2014; Venancio; Suchecki, 2015). Isso pode
mostra um risco aumentado de DCV, doengas neurogenerativas e uma consequente
reducao de capacidades motoras e cognitivas.

E bem estabelecido na literatura que a PS produz aumentos significativos dos

niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias, como TNF e IL-6, de forma
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semelhante ao que foi observado no presente estudo (Shearer et al.,, 2001; Thompson
et al., 2022; Yang et al., 2023). Em consonancia, estudos anteriores mostraram que
diferentes protocolos de duracdo da PS induziram uma resposta inflamatéria que
manteve niveis elevados de citocinas mesmo apds uma longa duragao (Cao et al.,
2024; Wang et al., 2021; Yehuda et al., 2009). Deve ser lembrado que tais citocinas
estdo aumentadas também em regides cerebrais, como o cortex frontal e o hipocampo
(Cao et al., 2024; Chennaoui et al., 2015).

De forma contraria, o exercicio fisico crénico reduz as elevagdes de algumas
citocinas pré-inflamatérias induzidas pela privacao total do sono em animais adultos,
tanto a nivel cerebral, quanto a nivel periférico. Neste trabalho, os estudos se
concentraram em modelos de privagdo total do sono, especialmente em animais
adultos (Chennaoui et al., 2015)

Evidéncias indicam que o exercicio fisico cronico ativa vias anti-inflamatérias,
reduz o estresse oxidativo e tem um potencial papel de supressao aos danos da BHE
(Malkiewicz et al.,, 2019). O impacto do exercicio sobre a inflamagao tem recebido
importante atengéo dos ultimos anos. Recentemente, de forma importante, o musculo
esquelético foi identificado como 6rgao enddcrino, produzindo diversos fatores
metabdlicos e influenciando beneficamente a inflamacao sistémica e a funcao de
orgaos como o cérebro (Pedersen et al., 2012).

Além disso, o exercicio fisico regular parece aumentar a expressdo de
proteinas da jungao celular, como a claudina-5 e a ocludina, ambas de fundamental
importancia na integridade da BHE. O exercicio fisico crénico ndo apenas promove a
forga e a manutencgao de jungdes de oclusdo na BHE, como também protege contra a
perda da integridade da barreira induzida por danos (Paton et al., 2023)

O exercicio fisico também eleva a producao de fatores neurotréficos, resultando
num papel protetor da barreira (Matkiewicz et al., 2020). Modelos animais relacionam
o papel relevante de neurotrofinas que podem mediar os efeitos do exercicio na saude
e no desempenho do cérebro, dentre eles, o BDNF, presente em altas concentracoes
no hipocampo, especialmente apds o exercicio aerdbio cronico (Heisz et al., 2017).

O atual estudo mostra que a expressao de FNDC5 no hipocampo, uma proteina
muscular induzida pelo exercicio fisico, que é clivada e secretada como irisina, foi
maior nos grupos de adultos e idosos exercitados submetidos a PS quando
comparado aos grupos privados do sono. Esse achado, até a presente data, néo foi

ainda descrito na literatura relacionada.
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O musculo esquelético exercitado é capaz de secretar uma proteina chamada
PGC-1q, e os fatores regulados por essa proteina auxiliam na formagao do horménio
irisina. Inicialmente, estudos foram focados para uma avaliagao do papel da irisina no
metabolismo, particularmente no tecido adiposo (Bostrom et al.,, 2012). Nos ultimos
anos, outros trabalhos investigaram o papel da irisina em diversas situagdes e tecidos,
assim como aprofundaram o seu papel no sistema nervoso (Ho; Wang, 2021; Jodeiri
Farshbaf; Alvifia, 2021; Yang et al., 2019).

Evidéncias mostram que o exercicio aerdbio pode aumentar a expressao da
irisina no hipocampo de camundongos (Guo et al., 2021; Lourengo et al., 2019). Como
foi aqui demonstrado, dadas as evidéncias de aumento de FNDC5/irisina no tecido
cerebral, sugere-se um possivel papel neuroprotetor para a irisina. Tal evidéncia,
possivelmente, compde um dos mecanismos que explicam, em parte, o beneficio do
exercicio sobre o cérebro.

Deve ser ressaltado que ha também uma relagdo entre o BDNF e a irisina e
isso tem sido objeto de investigagdo em diversas pesquisas. Estudos mostram que o
FNDC5/irisina pode aumentar a produ¢ao de BDNF, contribuindo para o aprendizado
(Kim; Song, 2018). Sugere-se que a relacado FNDC5S/irisina, via PGC-1a, ativada por
meio de exercicios fisicos, aumenta os niveis de BDNF no hipocampo, melhorando
assim a memoria espacial (Kaur, 2023). Também se destaca o papel do FNDC5/irisina
na promogado da neurogénese hipocampal e da fungdo de memoria por meio da
modulagéo dos niveis de BDNF (Jo; Song, 2021). Além disso, estudos relataram que
um aumento dos niveis sistémicos de irisina pode induzir a expressao hipocampal de
BDNF e outros reguladores da fungéo hipocampal (Natalicchio et al., 2019).

Um ponto forte deste estudo € o desenho experimental, que permitiu investigar
os efeitos do exercicio em diferentes faixas etarias, utilizando um numero amostral
importante. O estudo foi conduzido em um ambiente favoravel e controlado, o que
reduziu as perdas dos animais que naturalmente ocorrem pelo proprio envelhecimento
ou pelos protocolos de PS e exercicio forgado. A principal limitacao do presente estudo
foi a mensuracao de poucos parametros relacionados aos danos da BHE. Outra
possivel limitagao foi a ndo inclusdo de um grupo com faixa etaria intermediaria, o que
possibilitaria 0 acompanhamento ao longo da vida, além da aplicagdo de um protocolo
de exercicio crénico de longo prazo para o grupo idoso e aplicagao de diferentes
intensidades de exercicio fisico.
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Os efeitos benéficos do exercicio aqui demonstrados, estdo em consonancia
com a literatura. O efeito protetor sobre a BHE e o papel da FNDC5/irisina aqui
demonstrado mostram a participagado da estrutura muscular em érgaos distantes e
essenciais como o cérebro. O presente estudo também destaca o beneficio do
exercicio como uma abordagem nao farmacoldgica para aliviar o comportamento
semelhante a depressdo e ansiedade, assim como também, propiciar efeitos
protetores na memodria espacial de trabalho. Os achados que mostram a protecao da
BHE pelo exercicio sdo fundamentais e corroboram dados epidemiolégicos que
mostram que o exercicio fisico se associa a uma redugao importante da DCV
(Viktorisson et al., 2024). Estudos adicionais sdo importantes e podem verificar outros
mecanismos relacionados aos efeitos neuroprotetores do exercicio fisico interagindo
coma OS e a DCV.
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8 CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que a PS induz alteragdes comportamentais,
inflamacgao e aumento da permeabilidade da BHE em animais adultos jovens e idosos.

O exercicio fisico crénico prévio a PS melhorou a memdria de trabalho e o
comportamento semelhante a depress&o nos animais adultos jovens.

Nos animais idosos, o exercicio prévio a PS reduziu o comportamento
semelhante a depressao e ansiedade.

Além disso, o exercicio prévio a PS reduziu os niveis inflamatérios, a
permeabilidade da BHE e aumentou a expressdo de FNDCS5/irisina nos animais

adultos jovens e idosos.
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ANEXO A - CARTA DE APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA PARA USO
ANIMAL

1 UNIVERSIDADE ) Comissio de Etica no
- FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeites do exercicio fisice sobre o comportamento & atividades das sirtuinas em
camundangos privadas de somd®, protocolada sob o CELA n® 8974250719 o eava), Sob & responsabilidade de Veralice Meireles
Sales de Bruin e equipe; Robson Salvians de Matos - gue envolve a produgdo, manutencio efou utilizagda de animais
pertencentes ao filo Chondata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fing de pesquisa cientifica ou ensing - estd de scordo com
oS preceitas da Lei 11.794 de B de sutubro de 2008, com o Decrete 6.899 de 15 de julho da 2009, bem COMO COMM a5 NBFMACS
editadas pele Conselho Nacional ge Controle da Experimentacda Aniral (CONCEA), @ foi aprovada pela Comissao de Etica no Usa
de Animais da Universidace Federal do Ceard [CEUA-UFC) na reunido de 10y0G2019.

Wie cartify that the proposal "Effects of physical exercise on the behavior and activities of sirtuins in sleep-deprived mrdce”, utilizing
96 Heteragenics mice (96 males), pratoced number CEUA BOT4250719 joostast), under the responsibility of Veralice Meireles
Sales de Bruin and team; Robsan Salvians de Matos - which involves the production, maintenance andfor use of animaks
bedanging ta the phylum Chardata, subphylem Vertebrata [except human beings), for sclentific reseanch purpeses or keaching - i
In accordance with Law 11.734 of October 8, 2008, Decres 6853 of July 15, 2003, as well as with the rules ssued by the National
Council for Control of Animal Experimentation [CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Ceard (CELA-UFC) in the mesting af 0971002019,

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Academical
Vigéncia da Proposta: de 082019 a 04/2021 Mrea: Departarmenta de Medicina Clinica

Origes: Biatério Central da UFC
Espcie:  Camurdongos heterogénicas sexp: Machos idade: 3 a6 semanas H: 9§
Linhagem: Swiss Pese: 13a30g

Local do experimenta: 05 experimentas serao realizados no laboratdrio do somd e ritmas blnlﬁﬁEDS & no pré-clinico. Ambos
lacalizados mo bloce de binmedicing, UFC, Parangabussu.

Fomtaleza, 10 de setembng de 2019

Moote o Bk 5.\‘?-.;1%

Prof. Dr. Alexandre Havt Binda Prafa. Dwa. Camdla Farreira Roncari
Coardenador 4a Comissio de Etica mo Use de Animais Vice-Coordenadara da Comissdn de Etica ne Use de Animaic
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal da Ceard

Pz Coresel Funas da Mala, 1137, Radoll Tadlla - fertakeeahCE : CEP BOS90.TTY - ok 55 (ES) 39662411
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; UNIVERSIDADE ) Comissiio de Etica no
;i FEDERAL DO CEARA Uso de Animais

Fomtaleza, 09 de abril de 2020
CEL W B374250719

Hirafal. Sria).
Fesponsdvel: Veralice Medreles Sabes De Bruin
frea: Departamento De Medicing Clinica

Titwle da proposta: “Efeitos do exercicie fisico sobre o comportamento & atividades das sirtuinas em camundangos privados de
T

Parecer Consubstanciado da Comissfn de Etica no Uso de Animais UFC oo zoazss

& Comissdo de Etica np Uso de Animais da Universidade Federal do Ceard, no Cumprimenta das suas atribuigdes, analisou &
APROVOU a Emenda [versap de DBMeverairo/2020} da proposia acima referenciada.

Resumo apresentada pelo pesquisadar: *1. Qual o local de realizagio do estude? Resp: Os experimentas serdo realizados no
laboratdrio do sono e ritmas bioldgicos & no pré-clinica. Ambes localizadas no bloco de biomedicina, UFC, Porangabussu. 2. Qual o
nimern de animals utilizados até o momenta? Especilicar o ndmero de animais por linhagem e género. Resp: Nenhum até o
mamenta. 3. Resumo da metododogia desenvolvida. Resp: - Serap utilizados 96 camundangas (Mus musculus, da livhagem Swiss)
machaos, provenientes do Blotério Central, UFC. 05 animais serdo acomodadas numa sala cem bemperatura contralada, cicle
clarfescurs nprmal de 12 horas e alojades em caixas de poliprepilena (390 = 320 © 170 mm?), contenda raspas de madeira, coma
forracda, & com dgua e comida ad libiturm durante toda o experimento. -Grupes experimentais & desenho do estudo O experimenta
serd dividide em duas etapas. Na primeira etapa serdo utilizades camundongas jovens (2-3 meses de idade; n= 48). Na segunda
etapa serdo utilizados camundonges ideses (1B-22 meses de idade; n=4B). 05 animais [jevens e idosos) serda distribuides
aleatoriamente am quatre grupes experimentais (n=12 animalsfeada) contrale, exercicio fisice, privacda de sono (PS), e
combinatio exergcicio fisica + PS5, a) GRUPD CONTROLE: camundanpas Sem nenhuma intervencio b) GRUPO EXERCICIO FiSICO:
camundongos submetidas as exercicio fisico (carrida em esteira rolante] por B semanas. CJGRUPO PRIVACAD DO SONO (PS):
camundonges serdo submeticas ao protocels de privacss de sona REM por 72 horas. d) GRUPO EXERCICIO FISICD + PRIVACAD DE
SOND: camundonpos serda, inicialments, submetidas ao esxercicio fisico {comida em esteira rolante] por B semanas & logo em
sequida {24 horas apds a dltima secsho de exercicia) 2ardo submetidos & privacho de sano REM por T2 horas. - Procedimentas: 3.3
Protocalo de exercicio fisico em esteira rolante 3.3.1 Teste prévio para selegdo dos animais 3.3.2 Protocodo de treinaments aemdbics
3.4 Protocodd experimental de privacho do soho expermental 3.5 Medidas de avaliagdo 3.5.1 Pardmetros comportamentais 3.5.1.1
Teste de memdria de trabalho - Labirinte em ¥ (Y-maze} 3.5.1.2 Teste de desespera comportamental 7 Nado forgade 3.5.1.3
fweliagdo da ansiedade T Labirinta em oruz elevado {Elevated plus-maze] 3.6 Coleta das amastras 3.7 Avaliacdo das alteragdies
neuragquimicas 3.7.1 Quantificacdo de proteinas por ‘Western Blot 3.7.2 Imunohistoguimica 3.8 fvaliacdo dos marcadores de
estresce auidative 4. Agresentacie tos resultades parciais cbtidas. Resp: Nenhum resultade parcial 5. Medificaches na compesicio
da equipe. | ) Sirm (X) Mo |Se sim, insira aqud as informagbes.] 6. Pedida de novos animais. (X] Sim { ) Mo [Se sim, insira agui as
infonmadgies. | Justificativas para solicitagdo de mais animais Nosso estudo utilizaria, Inicialmente, 96 animais (4B jovens e 4B
idosos), como descrita detalhadamente na metodalegia do projete j8 aprovado. Entretante, solicitamos a adiglo de mais 24
animals para compor o grupo dos (dosos, pais existe uma grande probabilidade de perdas [doencas e marte) acentuadas dos
animais decorrentes do priprio envelbecimento. O envelhedimento & um processo bloldgicn caracterizado pela perda progressiva
das fungles celulares e de renovagBo de tecides, devido a fatores gendticos, epigendticas, ambientais e casuais (ACCARDI, G.;
CARUSD, Z017). O ervelbeciments & um processs que awmenta gradisalments a sinerabilidade do organismo & doenca e a morte.
Indmeras eviddncias mostram diversas patelogias relacionadas ae envelbecimento, incluindo o cncer, doencas cardiovasculares,
diahetes, gte. ma das principais marcas do processo do ervelheciments & representada pela inflamagio, @nta no sangue quanta
e boa parte $0s tecidos. Essa condicdo prediz masor risco cardiovascular, fragilidade, multimorbidade, declinio da fungao fisica e
cognitiva, e até a morte (FERRUCCI; FABERI, 2018). Além disso, a inflamagdo influencia processas de envelhecimento e
desenvolvimentn de tumores [LEONARDI, 2018). ACCARDI, G.: CARUSO, C. Updates in pathobiology: causality and chance in
ageing, ape-relabed diseases and langevity. In: Updates in pathoblology: causality and chance in ageing, age-related diseases and
langevity. UNIPAPRESS, 2017. p. 13-23. FERRUCCI, Luigi: FABERI, Elisa. Inflammageing: chronic inflammation in ageing,
cardiovascidar disease, and frailty. Nature Reviews Cardiology, w. 15, n. 9, p. 505-522, 2018. LEONARDI, Giulia C. et al. Ageing:
froe inflamemation to cancer. Immunity & Ageing, v. 15, n. 1, p. 1, 2018, 7. Modificactes na metodologia proposta inkdalmente. { |
Sim ) Nao [Se sim, indita agu as informacies.] B. Modificagdes no cronograma de atividades. (¥) Sim { } Nao [Se sim, ingita agu
& infarmagies.] O estuda estava previsto iniclar com a coleta e andlise de dados nd mis de novembno de 2019 Entretants, coma
o biatérie passou por uma peduena reforma ne final do ano de 2019, resolvernas salicitar os animais apenas no inicio de 2020.
Dessa forma, @ previsao de coleta e analise dos dados passasd para Junho de 2020, alterando sucintaments o andamenta da
cranograma inicial. Témmine previsto para Agosta 2022. 9. Dutros. [Insira agui informacies complementares para justificar sua
solicitagaa, Caso Seja netessdnio.]”.
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Exercise effects on brain and behavior in
healthy mice, Alzheimer’s disease and
Parkinson’s disease model—A systematic
review and meta-analysis
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Abstract

This 5_"':'[-[‘IJII.'iL' rewicw amd ]'I1["[.1—\.'I:I'I.I]]|'5i5 EHmines oW exercase modslees braan and
behavior in healthy mice, dementia (D) and Parkinson disease (PD) models. A search was
performed on the Medling and Scopus elearonic darabases {2008 -2019). Search werms
WETE “mCe”, “Drain”, “treadmill”, “exercise™, “piysical exercise™. In the ok, 430 were
sumd bam only 103 were inchuded. Animats = 1,172; exercised 4-8 weeks (Range 24 him
32 weeks), 60 manjday (Range 8- 120 min per day), and 1012 mymsn (Range 0.2 mjmin
10 36 myimin). Hippocampus, cerebral cores, SIridnmm and whole brain wene more
Irequeently investigated. Exercise improved leaming and memory. Meta-analysis showed
thar exercise increased: cercbral BDMF in health (o = 150; z = 5.8, C1 3.43-12.05; p < 0.001
=043 %), D(n=124; z= 418, (1 = 222-9.12; p < 0.00I; 2 = 93.7 X) and PD (n = 162 =
426, 015034873 p < 0001 12 = 34.8 X). Trke improved in beadth (n = 84 2 =549, C13.8-
17.73 p < 00O, 12 = 0000) and PO (8= 22; z= 31,1 - 258-673. p <0002 2 - 938 X).
Meurogenesis increased in health (n = G8; z = 708, 0 5.65-21.25 p < 0.001; 12 1758) and
D madel (0 = 116; z = 418, C12.22-9.12 p < 0001 12 93.7 T). Exercise augmented anyloid
chearance (0= 166; Z = 7.51 1= 486- 1485, p < 0.001 [2 = 58.72) and reduced amyloid
plaques in D models (0= 49; £ =465, 01 = 3.94-153 p < 0.001 2 - 0.000). In conclusion,
EXErCise Wnproved Drain and behavior, Reurngenesis in healthy and dementia models,
reduced muicity and cerebral anyloid. Evidence reganding infLammation, cxlave sress
amil ENETEY meralsnkism Were SCare. Snelhes ﬂ..l!'l'l'il]iﬂg JOUEE ¥E CHNOEIC BXETTISE,
CEITEIR Irairingand e mi’j‘ o EXETTISe Denelil were rane. Wasoular or E]I.H.'I:IEE
metabolism Changes Were seloom repomed.
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Acute blockade of endogenous melatonin by
Luzindole, with or without peripheral LPS injection,
induces jejunal inflammation and morphological
alterations in Swiss mice

R.S. Matos'*® R.E. 0ria**" PF.C. Bruin'®, DV, Pinte®, AF.S.C. Viana®", FA. Santos®”,
A5G, Duads®, and V.M.5. Bruin™

Labaratanio de Sono e Ritmos Binlégicos, Faculdade de Medidna, Uinkersidade Federal do Ceand, Fortaleza, CE, Brasil
#Laboratteio de Produfos Maturas, Faculdade de Medicna, Unhersidade Federal do Ceard, Fortaleza, CE. Brasi
*Laboratéio da Blokogia da Cicasizagio, Oniogenia @ Nulrigia de Tecios, Faculdade de Medicina, Uriversidads Federnl da
Ceard, Fortaleza, CE. Brasil

"‘Dupina'nunh: de Morfologia, Faculdade de Medidna, Uniersidade Federal do Ceand, Fortaleza, CE. Brasil

Abstract

This sludy investigated the acule blockade of endogenous melatonin (MLT} using Lurindole with or withoul Sysiemic
lipopolysaccharide (LPS) challenge and evalualed changes in inflammatory and oxidatiee siress markens in the mouse jEjunum.
Luzindole is an MT18TE MLT receptor antaganist. Both receplors ocoour in the small imlestine. Swiss mice were realed with
gither salineg {0.35 mg'kg, é), Luzindole {0,235 mg'kg, fo) LPS {1.25 mg'kg, i ar Luzindole +LPS (0.35 and 1.25 mg'ky, &,
respaclively]. Jejunum samples were avaluated regarding inlestinal morphomelry, hislopathological cryp? scoring, and PAS-
pasilive villus gobilal cel courting. Inflammatony Iba-1, inbadeukin {ILF10, fumor necrasis Eclor [THF =2, nuclear factar [NF-RB,
mpeloperoadass (MPO), and oxidalive strass (MP-SHs, catalass, MDA, nitrasteinilribe) markens were assassed. Mics iresled
with Luzindole, LPS, and Luzindola +LPS showed vilus height sheeening. Crppl damage was wonse in the LIPS group.
Luzindsle, LPS, and Lusndoks + LPE reducad the PAS-gabled cell labeling and increased |ba-1-mmunclabelled cels compared
| the saline group. Imrmunpilotng for IL-10, THMF-2, and MNF-kB was grealer in the Lusindoke group. The LPS-challenged grouwp
shawed higher MPO aclivity than the saline and Lurindale groups. Cstalase was reducsd in the Luzindole and Luzindole + LFS
proups compared o Saline. The Luzindole group showed an ingease in MP-5Hs, an efacl elaled o compensalory G5H
aciivity. The acule blockade of endogenous MLT wilth Luzindole induced eady changes in nflammatary markers with allered
inteslinal maphalegy. The other non-deteclable delelenous effects of Luzindale may be balanced by the unoppased direct
actian of MLT in immune calis bypassing the MT1MT2 receptars.

Key words: Luzindele, Meblonin, LPS; Inllammation; Coddabive stress; Intestine

Introduction

Melalonin {5 melhaxy-M-acalyiiryplamine, MLT] iz an
ancesiral ndaoleamine, \’dlﬂl‘.‘fj‘ P’EBEI"IL in mammalks and
olher lving beings as plants. lle widespread presence
BLIQQEEIE an iI'r'I|':I'Jf1.3I"I|. roke N Essue hormeostagis. MLT
wan firzl identilied in the brain, being produced primasily
by thi pineal gland, will ils seeretien being reguisted by
the madial genieuate bedy (1),

Hawever, MLT iz alko producad b‘,' anbansshramaltn
calls of the Ggeshw: midcasa, and pravious evidance has
indicated a highes concentration of MLT in lhe pasio-
imestingl ract (aboul 400 Gemes greater) Man in the
p'neal gﬂﬂﬂ. ndead. Ihal ligsee can Ba one of the main
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Cardiovascular Responses to Unilateral, Bilateral, Upper, and Lower Limbs
Resistance Exercise
JEAML S DE OLIVEIRA,“ LEONARDO C. B. LIMA 2t RENAN V. BARRETO =t WITALO KASSIANO, 1
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Abstract Goto: »

The effects of different resistance exercizes on cardiovascular responses remain elusive. Therefore, the
present study aimed to investigate acute cardiovascular responses to unilateral and bilateral upper and
lower limb resistance exercise. Young healthy males (n=22; 26.9 + 5.4 years, 170.0 + 6.0 cm, 77.0 =
10.8 kg) participated in the present study. Four experimental sessions were carried out, each consisting
of one of the four exercises: unilateral and bilateral knee extension, unilateral and bilateral biceps curl.
Cardiovascular responses (heart rate; HR, systolic blood pressure; SBP, and rate-pressure product; RPF)
were measured at rest and after each of the three sets in each resistance exercise. All sets were
performed until concentric muscle failure with a rest interval of two min. The HE, SBE and RPP
progressively increased during all sessions with uni- and bilateral exercises of the lower and upper
limbs, Importantly, bilateral exercises, mainly of the lower limbs, induced greater increases in HE, and
RPP than unilateral exercises of the upper and lower limbs. Regarding SBE bilateral knee extension
exercise induced greater increases than unilateral biceps curl. From a practical standpoint, exercise
professionals may consider prescribing unilateral upper and lower limb exercises to alleviate
cardiovascular stress, because even when performed until concentric muscle failure, this exercise
mode seems to induce lower cardiovascular demand during the resistance training session.

Keywords: Strength training, hemodynamic responses, blood pressure, rate-pressure product
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Serum and Urinary Neutrophil
Gelatinase-Associated Lipocalin Are
Not Associated With Serum Redox
Parameters in Amateur Athletes
After an Ultramarathon
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‘Objective: To evaluate the relationship bebtween cxidative strese and NGAL levels in
biood and urine of amateur athistes after participating in a 100 km ultramarathon.

Methodology: The sample was composed of seven athletes, submitted to
anthropometric assessment, cardiopulmonary exercise test, colection of urine and
blood, measureament of bady weight. The rate of perceived exertion (RPEL, competiticon
duration, heart rate (HF]. energy expendiure and ceygen consumption 0057 wers
alzo measured during the event. The energy consumption during the race was verifisd
gt its and. The analyses were based on the meana (M) and respective standard
devigtions [50), with statistical significance sst at 5% (o < 0.05). Paired {-test was
used for comparison between the perods before and after the competition, and
Pearson's corelation coefficient was used to measure the inear comalaton betwesan
quantitative variables.

Results: Body mass index (BMI) of the sample was 25.75 hg.-"m: + 3.20, bedy fat
percentage 18.54% £+ 4.35% and V'O o, 48.87% + 4.7H. Glucose, corisol, and
neutrophil gelatinase-associated lipocaln MGAL) (o < 0.01) as well as ghutathione
pernoxidass (GP) active were higher after the race when compared o basal walues.
Moreover, lactate, creatinine, microalbuminuria, and glomerular fitration rate (GFR)
Ip = 0.001] were aleo higher after the race. After the compeatition, there was a
significant comelation only between serum MGAL and creatining, which was classified
as strong and positive 0 0.77; p < 0.05. There was a significant reduction
[0 = 0.05] of body weight after the event (72.40 kg £ 9.78} compared o before
it (388 kg + 10.25). In additon, we found an increase of RPE o =< 0.001) after
the race. The competition lasted B20.60 min (£ 117.00, with 8 127.85 bpm {(£12.02)
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reversible condition in male individuals? A systematic review
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Abstract

The anabolic—androgenic steroids (AAS) are dlinically used as an androgen replacement,
in hypogonadism treatment, to induce puberty, and alsc in the treatment of chronic
degenerative diseases. The AAS use our of clinical context is becoming massively, being
used merely for aesthetic reasons. AAS abuse may cause severe disarrangement on the
HPG axis and generate a significant decrease in testosterone synthesis and secretion by
the testes. This review aims to evaluate whether the hypogonadism induced by AAS
abuse is reversible and under what circumstances the reversibility is possible. For this,
PRISMA guidelines and several databases are used between July and September 2020,
Altogether, this systemartic review identified and analysed 179 cases of AAS users. Of
these, 168 cases had the hypogonadism clearly diagnosed and proven to be linked
exclusively to AAS abuse. However, between these 168 cases, only 328 cases presented
fully known cutcomes and among these, merely in 4, the hypogonadism was completely
reversible (2 based on drug therapy) with HPG axis recovery. In conclusion, this review
presents evidences that AAS-induced hypogonadism is a seriously underestimated
problem, and in the majority of cases, full recovery is very difficult to succeed.
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ANEXO D - PUBLICAGOES RELACIONADAS A TESE COM O ORIENTADOR
SUBMETIDOS PARA APROVAGAO EM PERIODICOS

1.

EFFECTS OF CHRONIC TREADMILL ON MEMORY, ANXIETY-LIKE
BEHAVIOR AND DEPRESSION OF YOUNG AND ELDERLY SLEEP-
DEPRIVED MICE. Revista: Behavioural Brain Research

HOW PHYSICAL EXERCISE MODIFIES THE EFFECTS OF SLEEP
DEPRIVATION IN RODENTS BEHAVIOR AND CEREBRAL TISSUE - A
SYSTEMATIC REVIEW AND META-ANALYSIS. Revista: Current Azheimer

Disease



