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RESUMO

Corridas de ultra-maratona estdo sendo procuradas por atletas em busca de uma
melhora na performance e no condicionamento fisico. Estudos indicam seus efeitos
negativos em VAarios sistemas organicos, porém, pouco se sabe como a ultra-
maratona e o treinamento prévio de elevado volume (EV) afetam a atividade do
sistema nervoso central, em sua resposta antioxidante e na reatividade das células
gliais. O presente estudo visa investigar mecanismos de balancgo redox e de ativacao
astrocitaria que envolvem a resposta do cortex cerebral ao EV e prova de exaustdo
(TE) que simula uma ultra-maratona. Quarenta e cinco ratos machos foram usados e
distribuidos em 4 grupos. Um grupo (n=25) foi treinado em esteira motorizada,
5x/semana durante 12 semanas com duragdo até cerca de 90 min/dia, para
configurar o EV. Apoés o fim do treinamento, 15 desses animais foram submetidos ao
TE (EV-TE). O grupo controle (C) foi composto de animais que nao treinaram, mas
ficaram na esteira desligada. Em metade deles foi realizado o TE (CT-TE). Os ratos
foram eutanasiados e homogenados corticais foram obtidos para mensurar niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROS), GSH, GSSG, oxido nitrico, IL1b, ERK e
JNK1/2 total e fosforiladas. Foram também analisadas as atividades das enzimas
SOD, CAT, NADPH oxidase e o perfil de isoformas proteicas de GFAP para
avaliacdo das respostas astrocitarias. O treinamento de elevado volume aumentou
as atividades da SOD e CAT e efeito aditivo do TE foi visto apenas no grupo CT na
SOD, e entre os grupos com TE na CAT. A razdo GSH/GSSG foi aumentada nos
grupos EV e CT-TE em relacdo ao controle, enquanto os niveis de Oxido nitrico
foram reduzidos no grupo EV e CT-TE em relacdo ao controle, enquanto 0s niveis
de o6xido nitrico foram reduzidos no grupo EV; e aumentados no grupo CT-TE. Por
outro lado, os niveis da IL-1b foram aumentados pelo EV, mas ndo afetados pelo TE
em ambos os grupos. Os niveis totais de EROS aumentaram no grupo CT-TE mas
nao diferiram entre os demais grupos. Similaridade inter-grupo foi observada na
atividade da NADPH oxidase. Os niveis de ERK fosforilada/ERK total foram
reduzidos pelo EV mas nédo afetados pelo TE. Por outro lado, o teste de exaustéao
aumentou os niveis da JNK fosforilada e a razdo pJNK/total-JNK em ambos os
grupos CT-TE e EV-TE. Os niveis das isoformas proteicas de GFAP de 39, 45, 50 e
55kDa foram aumentados pelo elevado volume, mas revertidos aos valores do

controle no grupo EV-TE. O cortex cerebral apresenta resiliéncia ao dano oxidativo



provocado pelo treinamento de alto volume o qual foi capaz de induzir aumento na
atividade de enzimas antioxidantes, no balanco redox e redug&o nos niveis de NO.
Reducédo nos niveis da p-ERK sem mudanca na p-JNK ocorreu simultaneamente ao
aumento na expressado proteica de todas as isoformas de GFAP. A maioria das
respostas induzidas pelo treinamento sao revertidas pelo TE, exceto o aumento na
p-JNK2, sugerindo que mecanismos similares a metaplasticidade podem ser

induzidas pela ultra-maratona.

Palavras-chave: ultramaratona, astrogliose; inflamacéao; exercicio de elevado

volume, atividade antioxidante



ABSTRACT

Ultra-marathon races are being sought after by athletes looking to improve
performance and physical conditioning. Studies indicate their negative effects on
several organic systems, however, little is known about how ultra-marathons and
previous high volume training (EV) can affect the activity of the central nervous
system, its antioxidant response and the reactivity of glial cells. The present study
aims to investigate mechanisms of redox balance and astrocytic activation that
involve the response of the cerebral cortex to EV and an exhaustion test (TE) that
simulates an ultra-marathon. Forty-five male rats were used and distributed into 4
groups. One group (n=25) was trained on a motorized treadmill, 5x/week for 12
weeks with progressive duration up to approximately 90 min/day, to configure high
volume (EV). After the end of this training, 15 of these animals were subjected to the
ET (EV-TE). The control group (C) was composed of animals that did not train, but
remained on the treadmill turned off. Half of them were also subjected to the TE (CT-
TE) at the end of training. The rats were euthanized and cortical homogenates were
obtained to measure levels of reactive oxygen species (ROS), GSH, GSSG, nitric
oxide, IL1b, total and phosphorylated ERK1/2 and JNK1/2. The activity of the
enzymes SOD, CAT, NADPH oxidase and the GFAP protein isoforms profile were
also analyzed to evaluate astrocytic responses. High volume training increased SOD
(p=0.0008) and CAT (p=0.0025) activities and an additive effect of TE was evident on
CAT in the CT and EV groups, and on SOD in the CT group (p= 0,0211; p= 0.0001).
The GSH/GSSG ratio was increased in the EV (p=0.0272) and CT-TE (p=0.0020)
groups while nitric oxide levels were reduced in the EV (p<0.01) group; and
increased in the CT-TE group (p<0.0001) but not in the EV-TE group. On the other
hand, IL-1b levels were increased by EV but they were not affected by TE in both
groups. Total ROS levels increased in the CT-TE group (p=0.0384) but did not differ
between the other groups. Inter-group similarity was observed in NADPH oxidase
activity. Phosphorylated ERK1/2/total ERK1/2 levels were reduced by EV (p=0.047)
and not affected by TE. On the other hand, the TE increased the levels of
phosphorylated JNK-2 (p=0.0002) and the p-JNK/total-JNK ratio in both the CT-TE
and EV-TE groups (p= 0,0007; p<0.0001). The levels of GFAP protein isoforms of
39, 45, 50 and 55 KDa were increased by the EV but reverted to control values in the

EV-TE group. The cerebral cortex was resilient to oxidative damage caused by EV



training, which was able to induce an increase in the activity of antioxidant enzymes,
redox balance and a reduction in NO levels. Reduction in p-ERK levels without
change in p-JNK occurred simultaneously with increased expression of all GFAP
isoforms. Most training-induced responses were reversed by TE, except the increase
in p-JNK2, suggesting that metaplasticity-like mechanisms can be induced by ultra-
marathon.

Key words: ultra-endurance; astrogliosis; inflammation; high volume exercise,

antioxidant activity
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1 INTRODUCAO

Qual é o limite do esfor¢o? A literatura exibe que, mesmo em situacdes de
extremo estresse, 0 corpo tende a homeostase e a adaptacdo. E talvez seja por isso
gue os treinamentos de alta intensidade e volume atraia tantos atletas e até
curiosos. A ultramaratona é uma modalidade esportiva que vem sendo cada vez
mais procurada por atletas e individuos em busca de desafios.

Uma corrida de ultramaratona € um evento de corrida com parametros de
durac&o maiores que o comum. Ou seja, na ultramaratona, a distancia da corrida (e,
consequentemente, seu tempo) é muito mais longo do que a distancia de uma
corrida tradicional de maratona (JASTRZEBSKI et al., 2015). A intencao é favorecer
a constancia do individuo, que tende a correr numa intensidade moderada durante
um longo tempo. Os resultados sistémicos das ultramaratonas geralmente
encontram um processo de fadiga fisiolégica, ou “esgotamento” fisioldgico, baseado
na exaustao intensa que o individuo é submetido durante a prova. Dentro desses, o
dano muscular e o acometimento renal sdo os principais envolvidos (KNECHTLE;
NIKOLAIDIS, 2018b). Ha um estudo, inclusive, que indica que a reducdo de
longevidade que envolve atletas de ultramaratona é semelhante em individuos
sedentarios (O'KEEFE et al., 2020), trazendo a tona questionamentos sobre como o
treinamento aerobico de moderada intensidade e elevada duracdo pode influenciar
positivamente a qualidade de vida dos atletas pds ultramaratona.

Diversas vias, metabdlicas ou fisiologicas, podem estar envolvidas com o
processo de esgotamento fisioldgico previamente citado, porém a alta demanda de
energia que o0 exercicio extenuante exige de varios sistemas organicos resulta em
um colapso na funcdo oxidativa. Esse colapso libera espécies reativas de oxigénio
(EROS) na corrente sanguinea e ativa receptores envolvidos com o
desencadeamento de processos inflamatorios. Poucos estudos se debrucam na
compreensao desses efeitos ao nivel do SNC, mas a vulnerabilidade do cérebro ao
dano oxidativo pode estar envolvida com a fisiopatologia de diversas doencas (REN
et al., 2017; WANG; MICHAELIS, 2010).

Um estudo realizado pelo grupo investigou as repercussdes do treinamento
aerobico de moderada intensidade e elevado volume. Nele, viu-se que o treinamento
fisico em esteira durante 3 meses, em condicBes aerbbicas de moderada

intensidade, mas elevado volume, induziu peroxidacao lipidica no cerebelo, mas
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também modulou o perfil de expresséo de isoformas proteicas de GFAP, que é uma
proteina estrutural astrocitaria (DE SOUZA et al., 2020). O GFAP é um biomarcador
de astrocitos reativos, ou seja, seus niveis elevam-se em situacdes em que o 17
astrocito exerce seu perfil imune, respondendo a um dano. A esse processo, da-se o
nome de astrogliose (SOFRONIEW, 2020).

Considerando que: a) pouco se conhece a respeito dos acometimentos de
extremos volumes de corrida nas células astrocitarias no SNC, de forma geral, b) ha
consideraveis questionamentos a respeito dos potenciais danos fisiolégicos de ultra
corridas para a saude, c) a aplicacdo deste conhecimento tem relevancia também na
compreensao de mecanismos biomoleculares ligados a reatividade glial, o presente
estudo tem a funcéo de investigar a influéncia do exercicio de elevado volume, com

ou sem treinamento de exaustao, no perfil redox, inflamatorio e astrocitario cortical.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 EXERCICIO FiSICO AEROBICO COMO PROMOTOR DE EFEITOS
SISTEMICOS BENEFICOS

Muito visado para a analise de resposta a situacfes estressoras, 0 exercicio
fisico € um exemplo perfeito de estimulo ambiental capaz de promover “hormese”.
Hormese, (palavra de origem grega que significa “excitar’) € um termo usado na
farmacologia, biologia e medicina para definir uma resposta adaptativa das células e
organismos a doses reduzidas de estressores, capaz de gerar uma resisténcia
nesse sistema ao processo danoso. Exemplos de tipos de hormese incluem a
resposta adaptativa ao estresse ou restricdo alimentar (MATTSON, 2008). Assim,
como um indutor de hormese, o exercicio fisico de moderada ou alta intensidade
promove uma adaptacao plastica do organismo gerando uma demanda metabdlica a
ser cumprida e que pode ser adaptada e moldada. A figura 1 adaptada de Mattson
(2008) ilustra o fluxo de informagcdo molecular e celular que medeia a hormese em

organismos e células.

FATORES HORMETICOS

FATORES HORMETICOS

Estilodevida Exercicio
Restricdo de energia dietética
Fitoguimicos dietéticos
Estimulagao cognitiva

Exposicao ambiental Toxinas
Radiagao
Temperatura
Agua

Fatores intrinsecos Isquemia
Status endocrino
Neurotransmissores

ESTRESSE/SINALIZACI'\O CELULAR
Radicais livres

Fluxos ibnicos

Deplecgao de energia

v

Receptores
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Deacetilases

.

Fatores de Transcricao
Nrf-2
FOXOs
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Figura 1: Fluxo de informac&o molecular e celular que medeia a hormese em organismos e
células. Adaptado de Mattson (2008).

Durante o exercicio, é liberada uma grande quantidade de EROS e espécies
reativas de nitrogénio (ERNS), devido a intensificacdo da respiracéo celular. EROS
séo geradas pelo processo de formacédo de energia na cadeia respiratoria e, quanto

maior a demanda, maior a liberagéo destes radicais (HE et al., 2016).
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Exercicios aerdbicos tem o oxigénio como principal fonte de energia para os
musculos - estes também recebem o nome de exercicio cardiorrespiratério, por
utilizar o oxigénio captado pela respiragdo como principal suprimento de energia.
Pelo contrario, o exercicio anaerdbico consegue produzir energia através da
fermentacdo latica, utilizando a 19 glicose como fonte para a producédo de lactato.
Os parametros que definem os beneficios associados ao tipo de exercicio incluem a
intensidade e a duracdo deste (HE et al., 2016). Esses parametros definem se o
mecanismo adaptativo associado ao dano causado € favoravel ou ndo para a
homeostase celular. Um exercicio aerdbio de alta intensidade, por exemplo, tem
uma demanda muito de oxigénio, 0 que pode resultar em uma sobrecarga
mitocondrial. Estes, tendem a ocorrer com duracdo reduzida para que o musculo
nao inicie um processo de anaerobiose. Como exemplo, temos o treino intervalado
de alta intensidade (HIIT) que vem sendo popularizado no treinamento
cardiorrespiratorio de atletas.

O exercicio aer6bico em intensidade e volume moderados inicia uma quebra
na homeostase metabdlica através da liberacdo de EROS. Através disso, 0s niveis
de algumas proteinas quinases sao elevados e irdo ativar o receptor PGC1l-alfa,
conhecido como o principal regulador da biogénese mitocondrial. Isso promove uma
maior densidade mitocondrial (melhora quantitativa) e uma maior atividade
enzimatica mitocondrial (melhora qualitativa). Além disso, por si s, 0 exercicio
aerobico aumenta a distribuicdo de fibras musculares de contracao lenta e auxilia na
irrigacdo da area pelo aumento da densidade de capilares, 0 que aumenta a
producéo de energia por meio de fosforilagdo oxidativa. Um dos efeitos disso é um
sistema cardiovascular mais eficiente em levar oxigénio para o musculo (MANG et
al., 2022).

A ativacdo de mecanismos de adaptacdo em exercicios de moderada
intensidade e volume resulta em respostas benéficas como a elevacao nos niveis de
enzimas antioxidantes e a ativacdo de respostas pro-inflamatérias de recuperacao
ao dano (RADAK et al., 2013; POWERS et al., 2020; WANG et al., 2021). Todo esse
processo ocorre de forma sistémica, e o0s efeitos vdo sendo percebidos
fisiologicamente com o decorrer da prética fisica.

No caso do exercicio de alta intensidade, além da liberacdo aumentada de
EROS e ERNS pela maior necessidade energética, também ha uma maior liberacéo

de fatores pro-inflamatorios mesmo 24h apds o exercicio, exibindo uma modulagéo
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no funcionamento do sistema imune que também pode gerar respostas mal
adaptativas (GOMEZ-CABRERA et al., 2008). No entanto, recente evidéncia em
humanos, utilizando a estimulagdo magnética transcraniana, demonstrou que o HIIT
melhorou a plasticidade do cortex motor influenciando de forma mais acentuada os
niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e a inducédo da potenciagcédo
de longo prazo (LTP) do que o exercicio moderado (ANDREWS et al., 2020).

2.2 EXERCICIO DE ELEVADO VOLUME E ULTRAMARATONA

A ultramaratona é caracterizada pela longa duracao de corrida, maior do que
42.195 km (26.2 milhas), que € a quilometragem padrdo de maratonas, podendo ser
definida como uma competicdo com duragdo de 6h ou mais (JASTRZEBSKI et al.,
2015). Por isso, o parametro volume esta ligado ao tempo. Esse tipo de modalidade
exige uma preparagao prévia que envolve treinamentos de elevado volume prévios
para facilitar a performance durante a corrida.

O treinamento aerdbico de alto volume prévio e constante é o foco entre 0s
atletas praticantes de ultramaratona e favorece o aprendizado de técnicas de
manutencao energética para serem utilizadas durante a corrida. As ultramaratonas
de distancias limitadas mais frequentes estdo entre 50 km, 100 km, 50 milhas
(80Km) e 100 milhas (160 Km) (JASTRZEBSKI et al., 2015). Existem também as que
sédo limitadas pelo tempo podendo ocorrer dentro de 6h até 10 dias de duracgéo.
Algumas, inclusive, envolvem corridas de multi-estagios, atravessando paises e até
continentes. Estudos em humanos mostraram que treinamento de elevado volume e
moderada intensidade promove alteracées no perfil lipidico, em que alguns indicam
0 aumento e, outros, reducdo de HDL e a ndo-oxidacdo do LDL (WU et al., 2004;
BENEDETTI et al., 2018; GORECKA et al., 2020).

De qualquer forma, a corrida de ultramaratona induz um perfil de estresse
oxidativo, que envolve uma alta demanda de oxigénio bem como uma demanda
energética, além de uma alta liberacdo de miocinas ocasionada pela inducédo do
dano musculoesquelético, que € um dos principais fatores lesivos dos atletas deste
tipo de corrida (KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 2018b). Mesmo com as dificuldades
envolvidas em participar de uma ultramaratona, o nimero de ultramaratonistas vem
crescendo ano apds ano, sendo cada vez mais frequentada por ndo-atletas, ou seja,

pessoas que correm de modo recreacional. Atletas podem se beneficiar pela
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plasticidade induzida pelo exercicio, que auxilia nas funcdes troficas e protetoras.
Maiores riscos ocorrem em individuos que participam de uma ultramaratona sem
preparacao fisica adequada (KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 2018b).

2.1.1 Desbalanco redox na ultramaratona

A manutencdo da homeostasia energética € bem importante para a
performance e a qualidade de vida dos ultramaratonistas. Altos volumes de corrida
coexistem com um déficit energético elevado: isso pode fazer com que haja danos
para a performance e saude do individuo. Esse déficit energético ocorre também
devido a associacao do volume extenuante de corrida com a supressao do apetite,
além dos problemas digestivos durante a corrida (KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 20182,
(CAMILETTI-MOIRON, et 21 al. 2013)). De qualquer forma, o resultado desse déficit
€ uma diminuicdo de massa corporal, onde se perde tanto massa gorda como
massa magra e fluidos corporais. Quanto mais longa for a prova que o
ultramaratonista for submetido, maior sera o nivel de déficit energético
acompanhado de uma perda de massa corporal expressiva (KNECHTLE;
NIKOLAIDIS, 2018a).

Durante um exercicio intenso ou extenuante, ha uma demanda continua e
intensa da producédo de energia. Com isso, temos um grande influxo de oxigénio
para mitocondria das células do musculoesquelético, resultando em continua
producéo de ATP bem como na liberacdo de EROS (MRAKIC-SPOSTA et al., 2015).
As EROS podem ser definidas como compostos derivados do oxigénio, radicais ou
nao-radicais, que podem reagir rapidamente com componentes celulares, resultando
em dano em proteinas, carboidratos, acidos nucleicos e envolvendo-se em
processos associados ao dano. Além disso, também podem serem sinalizadores e
mensageiros celulares (MRAKIC-SPOSTA et al., 2015).

O oxigénio tem um alto potencial redox, atuando como aceptor de elétrons no
processo de geracdo de energia metabdlica, ou producdo de ATP, sendo utilizado
em uma série de reacdes aerobicas (BAXTER; HARDINGHAM, 2016; WANG,;
MICHAELIS, 2010). Isso também pode ser prejudicial para as células quando nao
completamente reduzido, visto que a reducdo parcial desse oxigénio molecular é
uma ocorréncia comum no processo de fosforilagdo oxidativa, resultando em

espécies altamente reativas, bem como oxigénio singleto, anion superoxido,
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peréxido de hidrogénio, radical hidroxila e radical peroxila (WANG; MICHAELIS,
2010).

As espécies reativas de nitrogénio, incluindo o éxido nitrico (NO), o diéxido de
nitrogénio, o trioxido de dinitrogénio e o peroxinitrito sdo tdo prejudiciais quanto as
EROS se nao detoxificados da forma certa (BAXTER; HARDINGHAM, 2016). O NO,
por exemplo, € um produto da reacao catalisada pelo 6xido nitrico sintase (NOS) e é
relativamente pouco reativo, com exce¢do da reacdo de nitrosilacdo que ocorre
entre ele e proteinas que contém sulfidrila. Mesmo que seja pouco reativo, uma
reacao do 6xido nitrico com o superoxido pode resultar em uma molécula altamente
reativa, como o peroxinitrito, que pode nitrar proteinas em residuos de tirosina,
alterando a estrutura e fungéo proteica. A esse processo, damos o0 nome de estresse
nitrosativo (WANG; MICHAELIS, 2010). Além disso, o dano muscular pode liberar
miocinas, como IL-6 ou IL-8, que também sao responsaveis por induzir a producao
de EROS (MRAKIC-SPOSTA et al., 2015).

2.2.2 Danos sistémicos causados pelo exercicio extenuante

A literatura tem poucos dados a respeito de efeitos sistémicos do treinamento
de ultra exaustdo. A maioria dos estudos se concentram no sistema
musculoesquelético pois mais da metade dos atletas em ultramaratonas apresentam
algum problema muscular-esquelético (KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 2018a).

Os danos musculo-esqueléticos mais frequentes incluem a inflamacdo do
tenddo de Aquiles e a sindrome femoro-patelar, porém, atletas iniciantes sdo mais
susceptiveis ao dano do que atletas experientes e treinados, confirmando o
potencial adaptativo induzido pelo treinamento do exercicio fisico (KNECHTLE;
NIKOLAIDIS, 2018b).

Alguns dos danos identificados durante uma ultramaratona sédo envolvidos
com a desidratacdo, o que pode causar um processo de hiponatremia e, pela alta
ingestao de fluidos, também pode resultar na diluicdo de outros compostos no soro
(Borsato & Spinelli, 2017; Knechtle & Nikolaidis, 2018). Além disso, ha uma
influéncia direta dos metabdlicos gerados pelo metabolismo 6sseo que aumentam a
reabsorcdo e reduz a formacéo 0ssea, levando a uma reducdo na densidade 0ssea
(KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 2018b).
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Durante a ultramaratona, ha um aumento de biomarcadores como creatina
quinase, creatina quinase-MB, troponina cardiaca 1 e proteina Creativa também,
que séo indicadores de dano cardiaco. Porém, esses valores podem variar de
acordo com a velocidade e a distancia da corrida (KNECHTLE; NIKOLAIDIS,
2018b). A creatina quinase também € um biomarcador de lesdo muscular. Essas
mudancas geralmente sdo reversiveis (FREUND ET AL., 2014; KNECHTLE &
NIKOLAIDIS, 2018B; PARUK ET AL., 2020). Variacdes estruturais e anatémicas no
coracdo de atletas ultramaratonistas pés corridas também sdo importantes. Por
exemplo, o tamanho do ventriculo esquerdo aumentado, anatomicamente, € uma
variavel que pode ser positiva para a performance da ultramaratona devido a
adaptacao na oxigenacao sanguinea (KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 2018b).

O dano renal é causado pelo inicial dano muscular que pode gerar um influxo
de proteinas musculares como mioglobina na corrente sanguinea. Em casos de
desidratagdo, como no calor extremo em corridas localizadas em temperaturas
elevadas, os rins acumulam essas proteinas musculares excessivas, 0 que resulta
em niveis de creatinina, ureia, acido urico, sodio, potassio e calcio aumentados.
Porém, essa reducdo na funcdo renal geralmente €& temporaria e reversivel
(KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 2018b).

Os danos digestivos sdo frequentes nos ultramaratonistas, sendo o mais
presente a nausea, que pode ser explicado na variagdo da motilidade do esb6fago
durante a corrida. Além disso, ndo é rara a ocorréncia de infeccbes como a
endotoxemia, caracterizada pela liberacdo de LPS e altas 23 quantidades de
endotoxinas pré-inflamatdrias na corrente sanguinea pela presenca de bactérias
gram-negativas no sistema entérico que, resultam no perfil inflamatério agudo
encontrado (KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 2018b).

2.2.3 Exercicio exaustivo na modulacéo do perfil inflamatério

Mudancas na resposta inflamatdria aguda pos ultramaratona vem sendo
descritas, como um aumento na proteina C-reativa, aumento da ferritina, TNF-alfa,
IFN-y, IL1B, tudo isso acompanhado de uma leucocitose. Esses achados estdo
geralmente associados com o dano no sistema musculoesquelético e com
biomarcadores encontrados no soro (KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 2018b; SKINNER et
al., 2021).
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Sabemos que o exercicio fisico, de forma geral, estd envolvido com a
liberacdo de miocinas pelo muasculo na corrente sanguinea. A IL-6 € a primeira
miocina encontrada no plasma depois de um exercicio aerObico extenuante
(PEDERSEN et al. 2001). Alguns estudos tratam a IL-6 como um sensor energético,
pois seus niveis sdo exacerbados quando o glicogénio intramuscular é
comprometido (ALVES et al., 2022; SKINNER et al., 2021). Mesmo assim, nao foi
encontrada uma correlacdo da liberagéo de IL-6 com marcadores de dano muscular
como a creatina quinase (CK). O envolvimento da IL-6 também pode estar
associado com a modulacdo da lipélise e do metabolismo glicolitico tdo utilizado
durante um exercicio extenuante - além disso, a disponibilidade de carboidratos
aparenta regular os niveis de IL-6 durante o exercicio (SKINNER et al., 2021).

Num estudo que avaliou o perfil inflamatério a partir de citocinas, vemos que
houve um aumento de IL-6 proporcional a duracéo do exercicio (PEDERSEN et al.
2001) e outros estudos confirmam esse resultado (ALVES et al., 2022; SKINNER et
al.,, 2021). O aumento caracteristico de IL-6 durante o exercicio extenuante da
ultramaratona pode estar ligado ao aumento da lipdlise, como uma compensacao
sistémica, para manter as necessidades energéticas cerebrais do individuo durante
a ultramaratona quando comparado a maratona (MILLET; MARTIN; TEMESI, 2018;
SKINNER et al., 2021; (CAMILETTI-MOIRON, et al. 2013).

Outra miocina liberada durante o exercicio fisico € a IL-8, uma citocina pro-
inflamatoria classica que atua como fator quimioatrativo para os leucdcitos. O
aumento dos niveis de IL-8, quando ligado ao dano muscular induzido por atividade
fisica, estd associado com o receptor CXC-2, expresso nas células endoteliais
microvasculares presentes no masculo, regulando a angiogénese muscular para
facilitar a regeneracdo muscular (ALVES et al., 2022). Geralmente, IL1-B e TNF-alfa
sdo as citocinas mais expressivas em reacfes de fase aguda. A IL1-B € a principal
citocina envolvida com processos de inflamacédo, além de mediar processos 24
celulares como proliferacéo, diferenciacéo e apoptose (ALVES et al., 2022).

O primeiro sinal de reconhecimento de dano se da através dos receptores
presentes na membrana celular. Ao identificar padrbes de reconhecimento de dano
(DAMPs) ou padrbes de reconhecimento de patégenos (PAMPS), os receptores do
tipo toll (TLR receptores) induzem uma ativacdo do fator de transcricdo NF-k@ para o
nacleo. A partir disso, temos a oligomerizacao do inflamassoma NRLP3 (Skinner et

al., 2021) que resulta na ativacdo da caspase-1. A caspase-1 € responsavel pela
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maturacdo da pré-IL1-B j4 produzida a partir de mecanismos de transcricdo no
ndcleo e, a partir de uma clivagem, a molécula de IL1-B esta ativa e pronta para

intermediar reacdes inflamatdérias (Figura 2).
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Figura 2: Resposta inflamatéria aguda ao exercicio extenuante. O receptor TLR reconhece
os DAMPS e PAMPS associados a mudanca de microambiente na corrente sanguinea,
trazendo-o para dentro da célula. O NF-Kb é ativado para iniciar a transcricdo da pro-IL1-B e
pré IL-18 dentro do nlcleo. O inflamassoma em contato com as ERNS/EROS que
conseguem ultrapassar a membrana, inicia um processo que resulta na ativagéo e liberagéo
da caspase-1. A caspase-1 cliva a pro-IL-1B e a pr6- IL-18, maturando e liberando-as na
corrente sanguinea. O aumento da IL1-B na corrente sanguinea estimula o recrutamento de
células do sistema imune e de outras citocinas (GONCALVES, L. V. P. G., 2024).

Estudos variam quanto aos niveis de liberacdo destas citocinas depois de
uma corrida de ultramaratona (ALVES et al., 2022). Além disso, Procaspase-1
Caspase1 ativada Resposta inflamatéria aguda induzida pelo exercicio extenuante ¢
Maturacdo de IL1-B induzida pela ativagcdo da caspase + Ativagdo de outras

caspases e citocinas ¢« Recrutamento de mondécitos e macrofagos Macréfago ativo
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Mondcito ativo Alta demanda energética EROS/ERNS Nucleo Caspase-1 ativada
Célula muscular Resposta extenuante ao exercicio inflamatéria aguda 25 vemos que
a IL-6 demonstra alguns efeitos anti-inflamatérios, como na inibicdo de producéo de
TNF-alfa (um marcador pro-inflamatério). Os elevados niveis de IL-6 liberado pelo
musculo também podem suprimir a producdo de TNF-alfa, exercendo efeito anti-
inflamatério (STARKIE et al., 2003). Logo, a funcdo do processo inflamatério
desencadeado com a ativacéo inicial da IL1-B tem base na resposta aguda a injuria,
a fim de conter o dano (SKINNER et al., 2021).

Em um estudo comparativo realizado com atletas entre uma maratona
tradicional e uma ultramaratona, foram observados niveis elevados de IL1-B, IL-6,
IL-8, MCP-1 e IFN-y em relagéo aos maratonistas tradicionais - a hipoétese levantada
€ a de que o elevado aumento de IL1B pode ser o estopim para 0 aumento de outras
citocinas (como IL-6, IL-8 e MCP-1) pela ativacédo da via do inflamassoma NLRP3
(SKINNER ET AL., 2021). A ativagdo de macrofagos do tipo M1 é o primeiro
estimulo de resposta aguda do exercicio de elevado volume, que estimula a
producédo de IL1-B a partir dessa estimulacéo direta ou indireta também (ALVES et
al., 2022).

Um dos maiores moduladores encontrados nesse processo inflamatorio,
relacionado ao exercicio fisico, € o aumento da hemoglobina oxidada, um produto de
hemdlise identificado como um gatilho para ativacdo do NLRP3 e producéo de IL-1B
(ALVES et al., 2022; MILLET; MARTIN; TEMESI, 2018; SKINNER et al., 2021). Altos
niveis de hemoglobina oxidada estimulam uma reacao inflamatoria crénica que pode
criar um microambiente toxico para a sobrevivéncia celular (ALVES et al., 2022).
Nesse mesmo estudo, houve o aumento de outras citocinas proinflamatérias como
IL-8 e MCP-1 e seus papéis também estdo estritamente relacionados com o
recrutamento de células inflamatérias, como mondcitos, neutroéfilos e linfocitos para o
local de inflamac&o que seria o musculo (ALVES et al., 2022), na tentativa de conter
a inflamacao aguda Esses resultados exibem uma resposta de fase aguda que pode
estar envolvida com alguns danos encontrados de forma sistémica relativos a
ultramaratona (ALVES et al., 2022).

Uma correlacdo favoravel foi relatada quando o treinamento prévio de
elevado volume aumenta os niveis das células NK (natural killer), que tem uma
influéncia positiva no sistema imune, reconhecendo células estranhas ao organismo,

participando assim do mecanismo de vigilancia imunoldgica. Ao mesmo tempo que a



30

ultramaratona reduz os niveis de imunoglobulina, o treinamento de exercicio de
elevada duragcdo com moderada intensidade pode aumentar a concentragdo de
imunoglobulinas e reduz o risco de infeccdo (KNECHTLE; NIKOLAIDIS, 2018b). Ou
seja, 0 treinamento para as ultramaratonas pode ser benéfico para o individuo,
mesmo que a corrida, per si, ndo tenhaefeitos benéficos de forma imediata.

Se o exercicio fisico obtiver um limiar de recuperacdo, tempo e duracdo
favoraveis, a maioria das alteragbes encontradas em marcadores de dano cardiaco,
renais e imunes sdo reversiveis, bem como os danos estruturais (VAGNER et al.,
2006; ALVES et al., 2022). Em atletas, esse limiar pode ser mais flexibilizado devido
a uma maior resisténcia adquirida pelo treinamento fisico. As quebras que ocorrem
no estado redox, sdo uma indicagdo patofisiologica de doencas, principalmente no
cérebro, no caso de doencas neurodegenerativas. Em um individuo treinado sem
orientagdo, as chances da persisténcia de um dano cronico associado a ultra
exaustdo podem exercer padrbes negativos para a saude do individuo em longo
prazo (CURRIE et al., 2015).

2.3 RESPOSTA ANTIOXIDANTE CEREBRAL AO DANO OXIDATIVO

Dentre todos os sistemas que sofrem danos a partir do estresse oxidativo, o
cérebro € um dos mais prejudicados. Essa maior vulnerabilidade cerebral é
alimentada por varios caracteristicas do sistema nervoso central, como: 1) a alta
guantidade de oxigénio que as circuitarias neuronais demandam, 2) a abundancia de
metais redox-ativos (ferro e cobre podem catalisar uma producdo mais toxica de
radicais livres, 3) o cérebro se constitui de lipidios e niveis altos de acidos graxos
poli-insaturados também oxidaveis que sao extremamente importantes para as
funcdes neuronais, mas torna o cérebro sensivel ao ataque de EROS, 4) a perda de
suporte tréfico pode induzir a ativacdo do NOX e, além disso, 4) a resposta imune
gue resulta na ativacdo microglial induzida pela elevacéo de citocinas faz com que,
além do alto nivel de EROS, haja a expresséo da sintase induzivel do éxido nitrico
(iINOS), que produz NO e citocinas inflamatérias (REN et al.,, 2017; WANG;
MICHAELIS, 2010).

Os niveis de EROS/ERNS estdo associados com mecanismos de
neurodegeneracdo resultante de situacbes de estresse, como hipoxia ou
hipoglicemia (WANG; MICHAELIS, 2010). Onde jA h& uma superproducdo de
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EROS/ERNS e uma baixa detoxificacdo dessa reatividade, como no envelhecimento
ou algumas doencas, o0 estresse oxidativo influencia negativamente lipidios,
proteinas e &cidos nucleicos devido a oxidacdo destas macromoléculas. (BAXTER;
HARDINGHAM, 2016; HUBER; ALMEIDA, 2008). Algumas formas que 0 neurdnio
usa para se proteger desse processo danoso inclui renovacéao lipidica, degradacdo
de proteinas e excis@o e reparo de bases de DNA para impedir que as proteinas
percam sua funcionalidade (WANG; MICHAELIS, 2010).

O sistema de neutralizacdo responsavel por atenuar o estresse oxidativo é o
sistema antioxidante enziméatico ou ndo-enzimatico. No cérebro especificamente, o
sistema antioxidante resume-se a 1) sistema da glutationa, 2) sistema
tioredoxina/peroxiredoxina, e 3) o0 sistema superéxido dismutases e catalase
(BAXTER; HARDINGHAM, 2016; HUBER; ALMEIDA, 2008; WANG; MICHAELIS,
2010).

Esse sistema antioxidante esta sendo constantemente regulado pela célula
astrocitaria. Os astrécitos podem tanto produzir, armazenar e secretar agentes
antioxidantes, tanto quanto remover aminoacidos excitatorios associados ao
metabolismo do glutamato (BAXTER; HARDINGHAM, 2016). Sendo responsavel
pela comunicacdo entre a barreira hematoencefalica (BHE) e a célula neural, a
célula astrocitaria consegue detectar os desbalancos oxidativos e secretar ou nao
moléculas antioxidantes para balancear os niveis de radicais livres, variando seu
fendtipo morfologico e bioquimico (BAXTER; HARDINGHAM, 2016; WANG,;
MICHAELIS, 2010).

Os astrécitos sado necessarios durante a fase aguda de resposta ao dano e
também sdo responsaveis por secretar fatores neuroprotetores com a funcdo de
estimular uma regeneracéo do tecido lesado. Entende-se hoje que, além de suporte,
0 astrdcito pode reagir ao dano de forma similar em alguns aspectos com a resposta
da microglia (JHA et al., 2019).

Em processo de dano neural, o astrocito, anteriormente em estado de
repouso, muda o seu fendétipo para um estado reativo e hipertréfico. O nome desse
processo € o de astrogliose reativa, caracterizado por uma morfologia alterada, e por
variacdes na expressao génica e proteica de acordo com o fenotipo adquirido
(SOFRONIEW, 2020). Esse fenoétipo depende do dano e do tipo de lesdo. Podem
exibir um fendtipo neuroprotetor, responsavel pelo aumento na transcricdo de

moléculas que sao favoraveis para a injuria, liberando fatores neurotréficos e
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citocinas anti-inflamatorias, como LIF, IL6 e trombospondinas - estudos nomeiam
esse astrocito de A2. A lesdo também pode induzir um fenétipo neurotéxico. Esse
fendtipo indica a expressdo da cascata de complemento classica relacionada com a
poda sindptica, impedindo o crescimento de neuritos ou a formacdo de sinapses
(JURGA et al., 2021). A esse astrocito, nomeamos de Al. Além disso, quando hd um
dano crénico e continuo, o astrdcito, que jA secreta fatores pro-inflamatérios no
fenotipo Al, pode amplificar a atividade inflamatéria da micréglia e responder como
um “crosstalk” negativo, tornando as células gliais cada vez mais ativas em “looping”.
Logo, as células cerebrais deixam de exibir seu fenétipo protetor para tornarem-se
as responsaveis pela fisiopatologia no dano (SOFRONIEW, 2020).

A y-l-glutamil-I-cisteinil-glicina (glutationa, GSH) é produzida em baixas
concentragbes por neurdnios e em altas quantidades por astrocitos. A sua
biossintese envolve a participacdo de duas enzimas: y-glutamil sintetase que sera
responsavel pela formacéo da ligacao peptidica entre os aminoacidos glutamato e a
cisteina; e a glutationa sintetase que liga esse 28 dipeptideo a glicina, formando a
glutationa (BALDELLI et al., 2019; BAXTER; HARDINGHAM, 2016).

A via da glutationa possui trés grupos de enzimas responsaveis por catalisar
reacdes de defesa do organismo: a glutationa oxidase (GO), a glutationa peroxidase
(GSH-Px) e a glutationa redutase (GR) (HUBER; ALMEIDA, 2008). A glutationa
oxidase catalisa a reacdo que converte glutationa (GSH) em glutationa oxidada
(GSSG), especificamente, 2 moléculas de glutationa dissulfeto e uma molécula de
peroxido de hidrogénio (H202). O GSSG, na forma "oxidada", é fundamental nas
vias de sinalizacao redox devido ao seu efeito eliminador abrangente contra diversas
espécies reativas de oxigénio. Exemplos de espécies reativas que podem ser
eliminadas sdo o radical hidroxila (OH), anion superoxido (O2-), peroxido de
hidrogénio (H202) e o radical lipidico peroxil (HOO), podendo acontecer de forma
direta ou indireta, quando a reducdo ocorre através das enzimas antioxidantes ja
citadas. Todo esse processo € ilustrado na Figura 3. A razéo entre GSH/GSSG é
universalmente aceita como um indicativo do status redox celular devido a
capacidade antioxidante do GSH (BALDELLI et al., 2019; BAXTER; HARDINGHAM,
2016; HUBER; ALMEIDA, 2008).

JA a glutationa peroxidase, também localizada intracelularmente, tem
diferencas estruturais das outras enzimas devido a adicdo de uma selenocisteina no
seu sitio ativo (BALDELLI et al.,, 2019; HUBER; ALMEIDA, 2008). Sua atividade
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antioxidante (cGPx classica) € documentada por converter a molécula oxidativa
H202 em 2H20, oxidando o GSH em GSSG, além de ter acdo reguladora em
hidroperoxidos fosfolipidicos, liberados quando o ataque ocorre & membrana celular
(PHGPx) (BALDELLI et al., 2019). A degradacdo do GSH ocorre de forma
extracelular e esse processo é catalisado pela enzima y-glutamiltranspeptidase (y-
GT), que cliva o GSH em cisteinil-glicina (Cys-Gly) e glutamato (BALDELLI et al.,
2019; BAXTER; HARDINGHAM, 2016).

Quanto ao processo de sintese de novo de GSH, temos a glutationa redutase
como responsavel por ser a principal catalisadora desse ciclo de reducgdo. A
glutationa redutase auxilia na regeneracdo de GSH por intermédio da oxidacdo de
NADPH, reduzindo o GSSG a GSH (BALDELLI et al., 2019). Nesse processo, um
grupo sulfidrila presente numa cisteina do sitio ativo da enzima ataca uma ligagéo
sulfidrilica, liberando uma molécula de GSH. Depois disso, um ataque de forma
intramolecular do grupo sulfidrila do segundo residuo de cisteina libera a segunda
molécula de GSH, formando um dissulfeto ciclico. A partir dai a conversdo de
NADPH para NAD+ possibilita a conversao desse dissulfeto ao GR e entao, reinicia-
se o ciclo redutivo (BALDELLI et al., 2019; BAXTER; HARDINGHAM, 2016).

O sistema da tioredoxina esta intrinsecamente ligado com a via da glutationa,
ajudando na manipulacao do sistema de sinalizacdo redox. Composto por TrxR, Trx
e NADPH, ele também é um sistema redutor dissulfito, como a via da GSH (REN et
al., 2017). Um dos motivos que torna esse sistema imprescindivel para o organismo,
€ que a atividade de TrxR no cérebro continua constante mesmo na deficiéncia
grave de selénio (Se) - a GPx, por exemplo, perde maior parte de sua atividade
(REN et al., 2017).

A tioredoxina reduzida faz parte de redutases eficientes com amplo espectro
de substratos oxidativos, catalisando a conversdo de ligacGes dissulfeto em tiois
através de um mecanismo de troca dissulfeto-ditiol (REN et al., 2017). Tanto o GSH
como o Trx oxidado sdo convertidos em tiois pelo consumo de NADPH através de
ciclagem redox via TrxRs/GRs (REN et al., 2017). Um estudo relatou que a
tioredoxina-1 protege astrOcitos contra o estresse oxidativo pela manutencédo da
atividade da peroxiredoxina (WANG et al., 2016).

O radical O2- é um dos EROS que mais provocam dano nas células e
moléculas do organismo. Existe uma enzima responséavel pela sua degradacdo com

0 nome de superdxido dismutase (SOD), que age quebrando os ions superéxido e
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formando peroxido de hidrogénio (H202), (WANG; MICHAELIS, 2010). A enzima
antioxidante catalase (CAT) por sua vez é responséavel pela degradagcdo do H202,
resultando em um H20 e O2 (Figura 3) (BALDELLI et al.,, 2019; BAXTER;
HARDINGHAM, 2016).

Alguns estudos elucidam a importancia do sistema Trx mitocondrial na
neutralizacdo das EROS no cérebro e isso se deve a reduzida expressdo da CAT
(REN et al., 2017). A pouca expressdo de CAT pode contrabalancear com a maior
expressdo de outras enzimas. Ja que o Prx, GPx e CAT sdo responsaveis pela
decomposicdo de H202 de forma especifica e eficiente, vemos a importancia do
sistema glutationa/tireodoxina no balanceamento do ambiente redox (BAXTER;
HARDINGHAM, 2016; REN et al., 2017).

O NO é uma molécula que, apesar de ser um radical livre, também é
envolvida com varios mecanismos homeostaticos atuando como sinalizadora
molecular, como na regulacdo do ténus vascular ou na contracdo e relaxamento
muscular (REN et al., 2017). NO é um radical livre sintetizado pela NO sintase
endogenamente a partir da reacdo entre Larginina, NADPH e oxigénio, com o
NADPH como doador de elétrons (BALDELLI et al.,, 2019; REN et al., 2017). Por
estar envolvido com diversos processos, 0 NO possui uma grande versatilidade,
apresentando-se em diversas formas redox com distintos processos de reatividade.
Alguns mecanismos fazem com que o NO ligue-se ao GSH formando S- 30
nitrosoglutationa (GSNO) considerado uma reserva intracelular para conter o
estresse nitrosativo (BALDELLI et al., 2019) (Figura 3).

O NO pode exercer efeitos diretos e indiretos: os diretos, acontecendo até em
concentracfes baixas, provém de sua interagdo com alvos bioldgicos; ja os indiretos,
em concentracfes mais altas, sdo mediados pela interacdo do NO com espécies
reativas (CALABRESE et al., 2007). Um exemplo onde NO pode atuar como
"antioxidante" no estresse oxidativo/nitrosativo é quando liberado por macréfagos
ativados. Estes, inibem as enzimas produtoras de EROS, as NADPH oxidases, o
gue possivelmente ocorre via nitrosilacdo de proteinas seguida pela perda do grupo
protético heme, onde fica o oxigénio (BALDELLI et al., 2019). O crosstalk entre NO e
GSH é o pivd da manutencdo da homeostase no musculo, visto que o musculo
retoma o GSH do plasma em altos niveis de espécies reativas, e elevados indices
de NO, formando ONOO- ou NO2, correlacionando-se com dano irreversivel para
proteinas (Figura 3) (BALDELLI et al., 2019).
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Além da NOS neuronal (NNOS) e a endotelial (eNOS), existe a NOS induzida
(INOS) que é regulada de forma independente de calcio ou calmodulina e néo €
expressa de forma constitutiva. A expressao de iNOS e producdo de NO pode ser
induzida por citocinas inflamatérios e LPS liberados pelas bactérias (REN et al.,
2017). O NO também pode se envolver numa modificacdo pos-transducional (PTM)
também chamada de S-nitrosilacédo, que adiciona de forma direta a molécula de NO
a um tiol reativo de cisteina, formando S-nitrosotidis (SNOs), podendo podem alterar
o estado homeostatico e a atividade proteica (REN et al., 2017).

No SNC, o NO funciona como neurotransmissor excitatério através da
ativacao endogena da guanilato ciclase soluvel, resultando na formacao de GMP
ciclico (cGMP) e ativacdo constante dos receptores de NMDA. Além disso, o NO
também pode fazer S-nitrosilacdo. Esse PTM no SNC pode determinar ou ndo a
viabilidade das células neuronais (REN et al., 2017). De forma positiva, a S-
nitrosilacdo pode proteger os neurdnios da excitotoxicidade induzida pelo glutamato
(CALABRESE et al., 2007; BAXTER; HARDINGHAM, 2016; REN et al., 2017). O NO
produzido pela nNOS pode realizar a nitrosilagdo de tidis especificos nas
subunidades do receptor NMDA e modular negativamente o influxo de ions. E isso
pode ocorrer em varias moléculas, como fatores de transcricdo, sitio ativo cisteina
de caspases, desempenhando um possivel papel protetor (REN et al., 2017).
Negativamente, essa nitrosilagdo de proteinas estd associada a alteracdes
patolégicas tendo o estresse nitrosativo como causa. Se temos a S-nitrosilacdo de
enzimas antioxidantes, temos prejuizo no mecanismo oxiredutivo. A S-nitrosilacéo
de diferentes moléculas pode contribuir para o acimulo de proteinas mal dobradas,
bem como processos de autofagia e apoptoticos (KNOT et al.,, 2009; REN et al.,
2017).
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Figura 3: Resposta de enzimas antioxidantes importantes para a manutencdo da homeostases para
conter danos oxidativos e nitrosativos (GONCALVES, L. V. P. G., 2024).

2.4 ALTERACOES NO SNC INDUZIDAS PELO EXERCICIO FISICO E
NEUROPLASTICIDADE.

Diferentes estimulos induzem respostas diferentes no cérebro, e essa
variagdo, no que se refere ao exercicio, pode ser relativa a intensidade, volume ou
tipo de exercicio praticado. Por exemplo, o exercicio aerébico e de resisténcia
modula a memdria espacial de duas formas diferentes: no aerdbico, isso ocorre pela
modulacdo do BDNF hipocampal, j& o exercicio de resisténcia, possui efeitos mais
proeminentes relativas ao IGF-1 central (HORTOBAGYI et al., 2022).

Estudos realizados tanto em animais como humanos elucidam que a chave
para a compreensédo dos efeitos do exercicio fisico esta na intensidade (CURRIE et
al., 2015; FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2022). Sabemos que um exercicio
aerobico em intensidade crescente potencializa gradativamente as respostas
cardiometabolicas produzidas por exercicios de menor intensidade. O treinamento
de resisténcia de alta intensidade também aumenta as fungBes contrateis e
neuromusculares produzidas pelo treinamento de moderada intensidade
(HORTOBAGYI et al., 2022).

O treinamento aerdbico melhora a capacidade antioxidante, a afinidade das
mitocondrias pelo oxigénio, eleva niveis de proteinas envolvidas com a fosforilacédo
oxidativa, além de afetar positivamente a biogénese mitocondrial. As mudancas
anteriormente descritas podem ser neutralizadas de forma dependente da
intensidade, resultando na por uma producédo elevada de EROS, o que é prejudicial
a neuroplasticidade e ao funcionamento cognitivo (HORTOBAGY! et al., 2022).

Alguns limitam o estudo da neuroplasticidade a processos relacionados com o
aprendizado e o desenvolvimento de novos habitos apenas, mas o cérebro utiliza
desse atributo tanto em situacdes danosas como resultado de privacdo sensorial
(HORTOBAGYI et al., 2022; HOTTING; RODER, 2013). A neuroplasticidade é a
capacidade do sistema nervoso de modificar sua organizagao interna e circuitaria a
partir de demandas do ambiente. As reorganizagcdes encaminhadas ocorrem

primariamente através da ativacdo de respostas neuroquimicas que resultam em
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mudancas corticais estruturais, alterando o comportamento fenotipico do individuo
(HOTTING; RODER, 2013).

A neuroplasticidade pode induzir também mudangas mal adaptativas,
resultando em consequéncias comportamentais negativas. O desenvolvimento e
manutencdo do comportamento de adicdo ou “vicio” em drogas psicoativas, por
exemplo, pode ser associado com a reorganizacdo em regides frontais e
hipocampais relativas ao consumo frequente da substancia (HORTOBAGY!I et al.,
2022; HOTTING; RODER, 2013). Essas modulagdes mal adaptativas podem ocorrer
diante de outros estimulos toxicos (HORTOBAGYI et al., 2022).

Estudos que buscam estimulos indutores de neuroplasticidade séao
importantes para buscar a possibilidade de tratar doencas neurodegenerativas ou
danos neuronais. Essa busca inclui mecanismos e areas que estejam associadas
com o processo de aprendizado e a memoria, que é tao prejudicado apos o declinio
cognitivo do envelhecimento (HORTOBAGY! et al., 2022). Uma dessas terapéuticas
indicadas por especialistas para induzir a neuroplasticidade é o exercicio fisico (de
Souza Fernandes, et al. 2020).

Ao nivel molecular, o lactato liberado pelo musculo no treinamento anaerébico
estimula a proliferacdo de neurdnios e células gliais, além da producdo de BDNF
(BAXTER; HARDINGHAM, 2016; FERNANDEZRODRIGUEZ et al., 2022;
HORTOBAGYI et al., 2022). Isso tem um grande papel na neuroplasticidade pelo
estimulo a neurogénese. Esse lactato também pode aumentar a excitabilidade
neuronal, além de favorecer a liberacdo de fatores de crescimento endotelial
vascular, estimulando a angiogénese cortical, realizar a captacdo de cetonas e a
iniciar a depuracdo de beta-amiloide e outros produtos residuais prejudiciais aos
neurdnios (HORTOBAGYI et al., 2022; HOTTING; RODER, 2013).

O exercicio pode estimular mecanismos que envolvem o fator de crescimento
de insulina (IGF-1) e atuar por diversas vias (HOTTING; RODER, 2013). O exercicio
praticado de maneira regular também modula a biogénese mitocondrial, melhorando
a capacidade antioxidante, a afinidade das mitocondrias pelo oxigénio e as proteinas
envolvidas na geracdo de ATP. Além disso, o exercicio estimula a formacdo de
sinapses e a reestruturacéo das anteriores (LI et al., 2021).

O astrocito estd intimamente envolvido com processos sinaptogénicos, além
da modulacdo ativa do processo neuroplastico. Os finos processos astrociticos

envolvem terminais pré-sinapticos e dendritos de sinapses excitatéria, fornecendo
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base estrutural para a comunicacao sinaptica (DZYUBENKO; HERMANN, 2023).
Além de regular a 33 sinaptogénese, o astrécito libera moléculas de adesdo que
promovem formacdo e estabilizacdo de sinapses, favorecendo a manutencdo da
transmissao sinaptica. A trombospondina (TSP-1 e TSP-2) € um exemplo de
glicoproteina liberada pelo astrocito que estd intimamente associada com o
desenvolvimento de novas sinapses em diversas condi¢cdes incluindo as induzidas
pelo exercicio fisico de intensidade moderada (HOL; PEKNY, 2015).

Mesmo nao possuindo potenciais de acdo semelhantes aos neurdnios, 0s
astrocitos podem reagir a estimulos através de elevacbes transitérias de Ca2+
intracelular (DZYUBENKO; HERMANN, 2023). Essas elevacbes podem
desencadear a liberagcdo de varias moléculas para os neurbnios, bem como
gliotransmissores que podem regular a atividade sinaptica e a excitabilidade
neuronal. O lactato liberado pelo exercicio (a partir da via metabdlica anaerébica),
por exemplo, é transportado ao neurdnio pela via astrocito-neurdnio pois a glicélise
(via metabdlica aerobica) é regulada negativamente no neurénio (DZYUBENKO;
HERMANN, 2023; VIGHLARSEN et al., 2021). Logo, a principal fonte de energia
para a manutencdo da atividade neuronal esta ligada a funcionalidade astrocitaria
(DZYUBENKO; HERMANN, 2023).

A microglia também esta envolvida na neuroplasticidade induzida pelo
exercicio fisico por ser uma das maiores reguladoras de remodelagem sinaptica (LI
et al.,, 2022). A eliminacdo de sinapses especificas de forma dependente de
atividade neuronal é garantida pelos componentes fagociticos do complemento C1q
e C3 na micrdglia e pela exposicao de fosfatidilserina e pentraxinas nas membranas
pré-sinapticas (DZYUBENKO; HERMANN, 2023).

O treinamento aerobico também auxilia no desenvolvimento de habilidades
que resultam na melhora do funcionamento cognitivo (HOTTING; RODER, 2013;
LIANG et al., 2021). Pesquisas relatam a importancia do exercicio aerébico em
processos especificos, como em funcdes executivas e habilidades que requerem um
maior controle cognitivo (Contreras-Osorio et al.,2022). Por habilidades executivas,
temos atencao visual e auditiva ou controle motor, bem como o desenvolvimento de
outras habilidades relacionadas a linguagem. Respostas como estas podem levar ao
remodelamento da circuitaria do cortex cerebral, resultando em modificacdes
estruturais (HOTTING; RODER, 2013; LI et al., 2021).
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Os mecanismos de gliotransmissdo, mesmo que nao sejam todos
esclarecidos, favorecem a modulacdo da atividade neuronal em situagcbes
homeostéticas, de dano ou de estresse. Além disso, o cérebro demonstra uma
capacidade de autorregulacdo estavel de suas redes cerebrais, atuando como um
sincicio celular em busca da estabilizacdo homeostética (DZYUBENKO; HERMANN,
2023).

Essa questdo torna-se mais abrangente quando adicionamos outros fatores,
como o envelhecimento ou doengas neurodegenerativas. Estrela et al. (2017)
buscou compreender a variacdo de volume cerebral em individuos atletas idosos
para compreender os mecanismos funcionais deste tipo de exercicio associado a um
dano prévio. O estudo foi realizado com atletas idosos exercitando-se numa corrida
de elevado volume em comparacédo a uma corrida de volume reduzido; mostrou-se
gue o exercicio de elevado volume em idosos induz um perfil inflamatorio e redox
mais favoravel do que o de baixo volume (ESTRELA et al., 2017).

A capacidade do cérebro de armazenar e modular informacdes € resultado da
plasticidade sinaptica, como por exemplo, no mecanismo envolvido na formacéo de
memoarias. Sabemos que a medida que novos neurdnios e circuitarias se integram,
eles podem substituir conexdes anteriores (LOPRINZI, P. 2019; ABRAHAM & BEAR,
1996). Para a plena compreensao de como a informacdo é armazenada no cérebro,
temos o processo de potenciacdo de longa duracdo (LTP) que € um mecanismo de
aumento de repostas pos-sinapticas glutamatérgicas depois de estimulacfes
sincronas e recorrentes que podem resultar na melhoria da transmisséo do sinal a
longo prazo. Isso significa que se torna mais facil atingir aquele resultado devido a
uma adaptacdo que facilita a transmissdo sinaptica (BECKHAUSER et al. 2016;
ABRAHAM & BEAR, 1996). Por ser uma via basicamente glutamatérgica, o seu
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) é um receptor inotropico glutamatérgico
desempenha um papel importante nesse armazenamento. Quando se encontra
perto do terminal pré-sinaptico, o0 NMDA é responsavel por permitir o influxo de
célcio nos neurdnios pos-sinapticos (BALTACI, S. et al, 2019). Em conjunto com a
Calmodulina, proteina ligante de Ca2+, regulam a atividade de proteinas
intracelulares. As proteinas reguladas pelo LTP sdo proteinas imprescindiveis na
formacdo de memoria de curto prazo a partir de um processo de facilitagdo
sinaptica. Essas proteinas vao tornar o neurbnio pds sinaptico mais susceptivel a

gerar novos potenciais de acao daquele mesmo estimulo (BALTACI, S. et al, 2019).
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Assim que ocorre o influxo de calcio, a expressédo da plasticidade sinaptica
requer ativacdo de proteinas ligadas a cascatas de sinalizacdo, como calcio
calmodulina quinase Il (CaMKIll), quinase regulada por sinal extracelular (ERK),
proteina quinase A dependente de adenosina monofosfato ciclico (CAMP) (PKA) e
proteina quinase C (PKC). Dependendo do sinal e da via ativada, estas podem
modificar a quantidade e a eficacia de receptores AMPA de glutamato no receptor
poés-sindptico. A depressdo de longa duracdo (LTD) também é importante na
consolidacdo de memoérias pois permite também o esquecimento de informacfes
gue ndo sdo mais importantes, ou que nao sdo mais estimuladas, para a
permanéncia de informacdes relevantes (BALTACI, S. et al, 2019; ABRAHAM & 35
BEAR, 1996). O LTD é caracterizado pela reducao do fluxo de célcio a partir desse
estimulo. Com o nivel de Ca2+ abaixo do limiar de ativacdo sinaptica, temos o
esquecimento da informacdo até que o estimulo seja alto de novo, iniciando um
processo de reconsolidacdo. Quando o LTP é induzido, a quantidade de receptores
AMPA aumenta e o oposto ocorre quando falamos no LTD (BALTACI, S. et al,
2019).

O NO atua como mensageiro retrogrado na liberacdo de mais glutamato na
fenda sinaptica. Um influxo de calcio a longo prazo ativa vias que regulam o fator de
transcricdo CREB-2 que pode regular a sintese proteica de proteinas ligadas ao
BDNF, por exemplo, que atua por meio da formacdo de novas sinapses. A esse
processo, € chamado de plasticidade sinaptica (ABRAHAM & BEAR, 1996).
Evidéncias de varios estudos indicam que o exercicio moderado melhora a LTP em
varias regides cerebrais. No hipocampo, por exemplo, este efeito persistiu mesmo
apos um periodo de sedentarismo (DONG et al., 2022). Por outro lado, evidéncias
obtidas a partir de manipulacdes genéticas mostram a importancia de niveis
fisiolégicos de EROS sobre a plasticidade sinaptica. Assim, a reducdo na producao
de EROS afeta negativamente o LTP no hipocampo sugerindo que a plasticidade
hipocampal envolvida na formacdo de memodrias e/ou na sua consolidacdo requer
estados redox especificos (BECKHAUSER et al. 2016).

2.5 VULNERABILIDADE NEURONAL SELETIVA E EFEITOS DO EXERCICIO
FiSICO
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A susceptibilidade especifica de certas regides do cérebro ao dano oxidativo
€ vista em algumas areas cerebrais especificas como o hipocampo ou as células
neuronais cerebelares, mesmo que seja um conceito pouco investigado. Cada area
cerebral possui uma demanda especifica de acordo com as necessidades dos
circuitos neurais e do fendtipo neuroquimico daquela respectiva area (WANG;
MICHAELIS, 2010).

Alguns dos fatores que a literatura traz em resposta a essa maior
susceptibilidade de algumas areas cerebrais sdo 1) um aumento de EROS intrinseco
ao tipo de neurdnio e a sua necessidade energética, 2) disfuncdo mitocondrial que
resulta na baixa producédo de ATP que ndo supre as necessidades celulares, 3) a
demanda de sinalizacéo diferente dos tipos de popula¢gdes neuronais, e também 4) a
proporgdo reduzida de astrocitos/ neurénios pode aumentar a vulnerabilidade dos
neurdnios a condi¢gdes como o estresse oxidativo (WANG; MICHAELIS, 2010).

De forma maléfica ou benéfica, as respostas gliais podem variar de acordo
com o nivel de estresse no microambiente e de acordo com as moléculas imunes
secretadas (ALVES et al., 2022; ESTRELA et al., 2017). Quando ha uma
instabilidade no sistema redox ou processos degenerativos no sistema nervoso
central, os astrocitos e as células microgliais podem atuar na busca de reestabelecer
a integridade regional (BAXTER; HARDINGHAM, 2016). A micréglia € a primeira
célula imune presente na variacdo redox e € responsavel pela liberacdo de citocinas
pré- e antiinflamatorias para combater e limitar o processo inflamatorio. Essas
citocinas irdo estimular a ativacdo da célula astrocitaria que também liberara
moléculas sinalizadoras e quimiotaxicas, retroalimentando a ativacdo microglial e
resultando em um “crosstalk” que prolonga a ativacdo de ambas as células, o que
pode resultar em prejuizo crénico (JHA et al., 2019).

Alguns estudos indicam que a disfuncédo astroglial pode ter influéncia na
vulnerabilidade dos neurénios em regides com o estado redox alterado (BAXTER,;
HARDINGHAM, 2016; WANG; MICHAELIS, 2010). Estes, incluem dados genémicos
gue evidenciam o aumento da ativacdo transcricional de genes relacionados a
respostas inflamatdrias em regides de maior vulnerabilidade (WANG; MICHAELIS,
2010). Mesmo que, na maioria das vezes, respostas inflamatdrias possam proteger
0 neurdnio, ha evidéncias de que a inflamacdo cronica pode ser a causa da

vulnerabilidade seletiva neuronal.
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Uma grande diferenga na resposta de neurGnios granulares cerebelares e
neurdnios corticais foi descrita (WANG; MICHAELIS, 2010). Quando o neurdnio
cerebelar foi colocando numa tenséao de oxigénio de 20% in vitro, houve aumento de
células mortas enquanto as culturas primarias de neurdnios corticais sobreviveram
(WANG et al., 2009). O mesmo ocorreu apos inducdo ao estresse oxidativo por
Paraquat (BHATIA et al., 2019). Além disso, as células cerebelares exibiram uma
maior expressao de genes associados com o dano oxidativo (WANG et al., 2009).
Discute-se que a vulnerabilidade dos neurdnios cerebelares ao estresse oxidativo
pode estar correlacionada com a coordenacdo motora reduzida e o prejuizo ao
aprendizado motor associado com o envelhecimento (ISKUSNYKH et al., 2024).

Um estudo que investigou o cérebro de individuos treinados logo apos uma
corrida de ultramaratona, encontrou-se uma redugdo acentuada e regional-
especifica na substancia cinzenta de areas occipital-parietais e temporais, além do
cortex cingulado anterior e o nucleo caudado direito ventral (FREUND et al., 2014).
A discusséao deste achado baseia-se no fato da reducdo da matéria cinzenta dessas
areas ter ou néo ligacdo com frequente demanda de ativacdo cerebral durante a
corrida, ou seja, uma reducdo da matéria cinzenta regido-especifica poderia estar
associada a reducéo de ativacao de areas nédo-utilizadas durante a corrida. Porém,
foram vistas reducdes em areas ligadas a processamento espaco-visual, associacao
auditivas e em planejamento motor, mesmo que essas alteracdes sejam 37
reversiveis apds 80 dias, devido ao treinamento atlético prévio (FREUND et al.,
2014). Neste mesmo estudo, foi visto uma reducdo de 11% da massa cinzenta
global do individuo 24 horas apos a realizacdo de ultramaratona (FREUND et al.,
2014).

Visto que o cérebro em envelhecimento reduz cerca de 1% ao ano, a questao
torna-se a de entender se a reversibilidade estrutural e bioquimica apds exercicio de
ultra exaustdo ocorre devido a uma adaptabilidade do treinamento de elevado
volume prévio realizado por atletas e se haveriam efeitos negativos irreversiveis ou
danosos. Por outro lado, um outro estudo sugere que o treinamento de alto volume,
ao longo da vida, produz altos niveis de aptidao cardiorrespiratoria e relaciona-se
fortemente com aumento na substancia cinzenta do cortex cerebral, o que constroi
uma reserva cortical no inicio da vida e mantém esse beneficio ao longo da faixa
etaria de 40 a 70 anos (WOOD et al., 2016). Uma analise mais recente realizada

com 14 atletas do sexo masculino, detectou aumento no volume de regides corticais
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e subcorticais como talamo, caudado, globo pélido e hipocampo, ap6s ultramaratona
de 119.2 Km (SINGIN et al., 2021). Neste mesmo estudo, foi também detectado que
o liquido cérebro espinhal bem como a substancia branca néo foi alterado.

A despeito da inexisténcia de um consenso entre os estudos que avaliaram a
vulnerabilidade do sistema nervoso ao exercicio de elevado volume, discute-se que
a pratica regular do exercicio aerdbico € capaz de reduzir os danos relativos ao
exercicio extenuante agudo, resultando em um processo de adaptacédo aos desafios
oxidativos (ESTRELA et al., 2017; FREUND et al., 2014; LIANG et al., 2021; PARUK
et al., 2020).

2.6 GFAP NA MODULACAO DA FUNCIONALIDADE ASTROCITARIA

Como visto anteriormente, o astrocito ativado difere do astrécito em repouso
por ser um participante ativo de processos imunes no SNC. Em diversos tipos de
condicBes patoldgicas, as células astrocitarias ativam-se, hipertrofiam, proliferam e
elevam os niveis dos filamentos intermediarios (FI) presentes no citoesqueleto
astrocitario, caracterizando a astrogliose (HOL; PEKNY, 2015).

O citoesqueleto dos astrocitos modula-se a partir de processos dinamicos de
proliferacdo e despolimerizacdo dos Fl. Durante a astrogliose, a hipertrofia permite
gue o astrocito alcance toda a extensdo da lesdo, auxiliando no isolamento e
facilitando a resolucdo (HOL; PEKNY, 2015). A proteina acida fibrilar glial (GFAP) &
o principal filamento intermediario encontrado nos astrocitos do SNC, sendo
biomarcador tanto da presenca astrocitdria como da astrogliose (BRENNER;
MESSING, 2021; LIN et al., 2021). Os elevados niveis de GFAP indicam uma maior
resposta proliferativa e hipertrofica do astrocito a processos danosos. Além do
GFAP, outros IFs que fazem parte do citoesqueleto, como a vimentina e a 38
nestina, também podem sofrer alteracdes (DZYUBENKO; HERMANN, 2023).

A principal funcdo da proteina GFAP € a de garantir a estabilizacdo do
citoesqueleto e ser a base dos processos que envolvem a comunicacdo célula-
barreira hematoencefalica, permitindo a nutricdo e o suporte neuronal (LI et al.,
2020). O gene GFAP modula respostas transcricionais na proteina de filamento, mas
alguns fatores de transcricdo podem modular a expressao do GFAP, iniciando
processos de diferenciagdo ou suprimindo a atividade génica (BRENNER;

MESSING, 2021). Os principais fatores de transcricdo que regulam a expressao
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génica de GFAP incluem a cascata Janus kinase-2 (JAK2), o transdutor de sinal e
ativador de transcricao 3 (STAT3), a sinalizacdo do NF-kB (NF-Kb), proteina quinase
reguladora de sinalizagéo extracelular (ERK) 1/2/c-Jun-N-terminal-quinase (JNK) e
PPARYy (LI et al., 2020).

A transcricdo proteica também pode ser regulada epigeneticamente através
de enzimas modificadoras de cromatina, que podem influenciar o estado fenotipico
das moléculas de GFAP através de estados de fosforilagdo e metilacdo (BRENNER;
MESSING, 2021; HOL; PEKNY, 2015; LI et al.,, 2020). Além disso, estudos
demonstram que proteinas quinases (PKA e PKC) também sdo importantes para a
modulagéo de GFAP de forma pdés-translacional (LI et al., 2020).

Em algumas condicbes adversas, o influxo de Ca2+ e as juncodes
comunicantes ativam JNK que fosforila c-Jun para facilitar a ligagdo do fator de
transcricdo génica AP-1 ao promotor do gene GFAP, auxiliando na sua expresséo.
Essa mobilizagdo de calcio intracelular também ativa PKA e PKC causando
hiperfosforilagdo do GFAP em astroécitos (LI et al., 2020). A ativacdo de JNK também
pode ser modulada por proteinas quinases envolvidas com a via da MAPK,
principalmente em situacdes relacionadas com estresses.

Quando hé regulacao positiva da via JAK2/STATS3, por exemplo, temos um
padrdo que é a ativacdo da glicoproteina 130 (GP130). A GP130 € um receptor
comum da familia de citocinas e algumas moléculas ligam-se e ativam esse
receptor, como a IL-6, o fator inibitério de leucemia (LIF), entre outros (BRENNER;
MESSING, 2021). Como ja vimos, a IL-6 € uma miocina liberada pelo musculo
durante o exercicio fisico, podendo ativar o receptor GP130 e resultar na fosforilacao
e ativacdo da via JAK2/STAT3, com consequente aumento na expressao de GFAP
(ALVES et al., 2022). Essa via também esta envolvida com a regulacdo positiva de
outras citocinas inflamatérias, como fator de necrose tumoral (TNF-alfa) e
interleucina 1-B (IL1-B). O NF-kB também pode ser considerado um fator de
transcricdo da expressao genica de GFAP. Estudos indicam que a iNOS e o receptor
Toll-like 4 (TRL4) sdo elevados na ativacado da via NF-kB. O 39 iNOS, por exemplo,
liga-se com o NF-kB no citoplasma e promove a sua transferéncia para o nucleo (LI
et al., 2020).

Ha um efeito ambiguo do PPARy na regulacdo da expressdo de GFAP,
podendo inibir ou estimular o perfil transcricional. Isso pode ser explicado pela

atividade de enzimas modificadoras de cromatina - essa molécula é dependente da
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ativacao de outras vias e moléculas (BRENNER; MESSING, 2021; LI et al., 2020).
Ele pode ser regulado positivamente dependendo da ativagdo de outra cascata, a
via fosfatidilinositol quinase 3 (PI3K)/AKT; jA a regulacdo negativa depende da
CDK5, o que é mais relacionado a ativacdo da via pERK1/2 e JNK (Figura 5) (LI et
al., 2020).

A ERK1/2 é uma quinase mitogénica que secreta sinais facilitadores para a
expressdo de GFAP (BRENNER; MESSING, 2021; LI et al., 2020). Tanto ela como a
JNK e a p38 estdo envolvidas com a via de ativagcdo da MAPK, envolvidas com
diferenciacao, proliferacdo e sobrevivéncia (Figura 5) (LI et al., 2020). Temos uma
quinase dependente de ciclina (CDK5), juntamente com a p35, que esta envolvida
com a fosforilacdo de PPAYr - fator de transcricdo inibitério do gene GFAP. Essa
guinase ira estimular a fosforilagdo do PPARy para permitir que o PPARYy iniba a
expressao génica de GFAP. Sem a fosforilacdo de PPARYy, devido a baixos niveis de
CDK5, a ERK1/2 e JNK estimulam a transcricdo génica da molécula (Figura 5). Além
disso, a ativacdo de CDK5 pode contrabalancear a superexpressao de GFAP em
casos de astrogliose (LI et al., 2020). A pERK1/2 também é responsavel por induzir
um aumento transiente na expressao de GFAP (LI et al.,, 2020), além de sua
sinalizacdo estar envolvida com a capacidade migratoria de astrocitos reativos e a
extensado da fibra de GFAP ao redor do nucleo (DZYUBENKO; HERMANN, 2023; LI
et al., 2020). Em ratos com hipoperfusédo cerebral crénica, que € responsavel por
aumentar os niveis proteicos da pERK1/2, o treinamento fisico aerobico de baixo
volume (20 min) por 2 meses reduziu o0s niveis desta molécula bem como da p-JNK,
0 que configurou um mecanismo de neuroprotecao (CAO et al., 2022).

A expressdao de GFAP varia, principalmente, em processos neuro
inflamatoérios. Essas mudancas vao depender quase que totalmente do
microambiente, visto que a plasticidade do GFAP esta intimamente ligada a
mudanca nas funcdes neuronais (BRENNER; MESSING, 2021; LI et al., 2020). A
anormalidade do GFAP e a plasticidade disfuncional do astrocito podem variar a
excitabilidade dos neurdnios proximos, a nheurogénese e o sistema de reparo, bem
como causar apoptose e degeneracao tecidual (WANG; MICHAELIS, 2010).

Porém, cada tipo de neuroinflamacdo, cada qual com suas variacdes
antigénicas, pode liberar diferentes citocinas e ativar diferentes vias que modulam
diferencialmente a expressao de GFAP - de diferentes formas e 40 em diferentes
condicOes (ALVES et al., 2022; HOL; PEKNY, 2015; LIN et al., 2021).
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Subtipos adversos de GFAP sdo vistos devido a variagdo nos sitios de
fosforilagdo do gene GFAP. Esses, dependendo das vias sinalizatérias ou moléculas
de ativacéo, podem produzir diferentes padrdes de estabilidade das fibras de GFAP
(HOL; PEKNY, 2015; LI et al., 2020).

O GFAP tem algumas isoformas em que a massa molecular varia entre 30 e
53kDa, além disso, variacdes nas isoformas de GFAP podem ser resultantes de
processos danosos. Até 12 isoformas de GFAP j& s@o reconhecidas na literatura
(BRENNER; MESSING, 2021; LI et al.,, 2020; LIN et al., 2021). Essas isoformas
podem resultar de locais de inicio alternativo bem como processos de splicing
alterativo que ocorre no gene GFAP — no splicing alternativo, éxons sao clivados em
locais diferentes na molécula de RNA recém-sintetizada (também chamada de
premRNA) e a transcricdo dos éxons varia, gerando isoformas diferentes de um
unico gene (BRENNER; MESSING, 2021; HOL; PEKNY, 2015). No cérebro humano,
temos a presenca de outras isoformas como GFAPaq, 8, 9, , k, A135, A164, Aexon6,
e Aexon 7; ja no cérebro de roedores, também ha a expressao do GFAPy além dos
citados, mas ndo ha as isoformas A135, A164 e Aexon6 como no cérebro humano
(LI et al., 2020).
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Figura 5: Vias e fatores de transcrigdo envolvidos com a modulagéo génica da molécula
GFAP a partir de proteinas quinases (GONCALVES, L. V. P. G., 2024).
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Dentre todas, a GFAPa é a mais abundante no astrocito, tendo um papel
primordial na integridade morfolégica do astrocito e na homeostase Citocinas
Fatores de crescimento ROS Proliferacéo celular Diferenciacéo celular Fosforilagéo
de outros fatores de transcricdo 41 (BRENNER; MESSING, 2021; LI et al., 2020). A
reducdo de GFAP em processos apoptéticos especificos pode ser correlacionada
com a reducao de GFAPa, especificamente, o que € compensado com um aumento
das outras isoformas (HOL; PEKNY, 2015; LI et al., 2020). O GFAP®S, por exemplo, é
expresso por células proliferativas da glia radial, sendo mais proeminente em fases
de neurodesenvolvimento. Geralmente, pode estar localizado em nichos
neurogénicos importantes durante a vida do individuo, como a zona subventricular
(SVZ) (LI et al.,, 2020; LIN et al.,, 2021). Outra isoforma que também pode ser
regulada positivamente durante o desenvolvimento do sistema nervoso € o0 GFAP-k,
uma isoforma presente no perfil fenotipico de glia entérica e, por vezes, pode estar
em niveis elevados na doenca de Parkinson (HOL; PEKNY, 2015; LIN et al., 2021).

Mesmo que os elevados niveis de GFAPa presentes na célula astrocitaria
contribuam para a estabilizagcdo da rede de Fl, o aumento de GFAPS pode levar ao
colapso do citoesqueleto, com mudancas visiveis na morfologia celular, mesmo que
nao haja alteracdo na migracéo celular ou na proliferacdo (LI et al., 2020). Quando
h& uma superexpressao da molécula de GFAP, podemos ter um fenétipo fatal onde
temos uma quantidade grande de agregados proteicos similares as fibras de
Rosenthal (RFs) encontradas em pacientes humanos com diagnéstico de doenca de
Alexander (BRENNER; MESSING, 2021; LIN et al., 2021). O papel das isoformas de
GFAP e das moléculas ligadas a modulacdes estruturais nos astrocitos ainda vem
sendo elucidado por estudos. Estes buscam a compreensdo funcional da célula
astrocitaria e a importancia desta molécula tanto na homeostase como em

processos danosos.

2.6.1 Exercicio fisico como modulador da expressao de GFAP

Como ja dito, o potencial benéfico do exercicio fisico pode variar de acordo
com intensidade, duragdo e outras variaveis relativas ao tipo de exercicio fisico. A
astrogliose durante o exercicio fisico também pode revelar-se tanto de forma
neuroprotetora como neurotoéxica, de forma dependente do estimulo antigénico (LI et

al., 2020). Ciente que a vulnerabilidade seletiva neuronal torna areas cerebrais
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especificas mais vulneraveis a danos, as diferencas astrocitaria também estédo
associadas as variagdes funcionais relativas a area. Como ja citado, a reducéo de
volume encontrada no cérebro de ultramaratonistas é regido especifica, tendo maior
intensidade em areas ativadas pelo cérebro (FREUND et al., 2014). Além disso, de
forma molecular, o estudo in vivo de Lundquist et al. (2019) demonstrou o0 aumento
de expressao dos genes envolvidos com o processo de astrogliose reativa em areas
cerebrais que séo ativadas durante o exercicio fisico (LUNDQUIST et al., 2019).

A verdade é que os circuitos, que orquestram de forma conjunta e regido
especifica a comunicacao neuronal, estdo intimamente envolvidos com variacdes no
fenotipo astrocitario. Este mesmo estudo também demonstrou que o exercicio fisico
modifica a morfologia astrocitaria ativamente, além de direcionar sua expresséo
génica — e isso também envolve mudancas relativas ao tempo de exercicio. Essas
mudancas foram observadas em um modelo in vivo do Mal de Parkinson
(LUNDQUIST et al., 2019). Ja quando o exercicio voluntario é realizado apds uma
isquemia cerebral, uma analise transcriptbmica dos astrocitos exibiu 70 genes
regulados negativamente que tem associacdo com a morfologia neuronal
(YAMAGUCHI et al., 2023).
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Figura 6: Filamentos intermediarios encontrados nos astrécitos como vimentina, nestina e
sinemina e as diferentes isoformas de GFAP descobertas (HOL & PEKNY, 2015)

A morfologia foi a chave do estudo astrocitario desde a descoberta do GFAP
como biomarcador, mas ainda sao poucos o0s estudos que se debrugcam em
investigar mecanismos de funcionalidade astrocitaria associados com as variacdes
de intensidade ou duracdo de exercicio. Em um estudo anterior realizado por nosso
grupo (DE SOUZA et al., 2020), roedores participaram de uma simulacdo de
ultramaratona e exibiram uma variagdo negativa na expressao de GFAP-alfa, com
aumento de isoformas variantes de peso molecular inferior, mesmo que
acompanhados de 3 meses de treinamento prévio. Além disso, foi encontrado dano
cerebelar pelos altos indices de estresse oxidativo.

Esse achado prévio, ligado a uma area motora como o cerebelo, abre uma
porta que envolve a tentativa de compreender mecanismos relacionados com a
reatividade astroglial em insultos como esse, na busca de diferenciar mecanismos
de plasticidade benéficos ou maléficos. Até onde a resposta astrocitaria ao insulto
pode resultar em neuroprote¢cdo? E em que ponto pode tornar-se uma reacao
neurotoxica? Além disso, o estudo prévio traz luz a busca da compreensdo do
exercicio de elevada duracdo e de ultra exaustdo na perspectiva do processo de
plasticidade e adaptacéo.

A importancia do coértex cerebral para o planejamento e estratégia envolvidos
no controle motor e a sua relativa resisténcia a diferentes tipos de insultos bem
como o fendtipo diferencial de astrocitos quando comparado a glia de Bergman do
cerebelo, motivou o presente estudo. Em uma perspectiva comparativa, avaliando
resposta antioxidante bem como a reatividade astrocitaria e vias de sinalizacéo

induzidas pelo exercicio de elevado volume e ultramaratona foram investigados.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar se o treinamento de elevado volume, associado ou ndo a ultramaratona,
interfere na resposta antioxidante do coértex cerebral e em parametros

neuroquimicos e vias de sinalizacao celular associadas a reatividade glial.

3.2. ESPECIFICOS

1) Analisar os paréametros indicativos da performance de corrida durante o
treinamento e parametros relativos ao peso e consumo alimentar;

2) Investigar a resposta antioxidante do tecido cortical ao estresse, causado pelo
treinamento e pelo teste de exaustdo, analisando atividade das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), NADPH oxidase, bem como o0s niveis de
marcadores inflamatérios como o NO e a interleucina 1-Beta;

3) Avaliar o estado redox analisando niveis de GSH e GSSG;

4) Pesquisar o perfil de expressédo das isoformas da proteina fibrilar acida de glia
(GFAP) para a compreensdao do perfil de expressao astrocitaria do cortex cerebral;

5) Identificar vias de sinalizacdo celular que estdo envolvidas com a resposta

astroglial e mecanismos de plasticidade e metaplasticidade.
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5.1 RESUMO

A corrida de ultramaratona (UER) tem sido associada a alteracdes transitérias
no desempenho cognitivo e volume cerebral. Anteriormente, demonstramos que o
treinamento de corrida de alto volume (EV) em roedores, sob intensidade moderada,
induziu estresse oxidativo cerebelar. Quando esse treinamento foi seguido por um
teste de exaustao (TE) simulando a UER, modificacdes no perfil de isoformas GFAP
sugeriram comprometimento da reatividade dos astrécitos. O presente estudo
investigou se essa vulnerabilidade oxidativa e astroglial ocorre no cortex cerebral
(Cx). Quarenta e cinco ratos machos adultos foram divididos em quatro grupos de
acordo com o EV e TE: controle (C), controle+TE (CET), EV e EV-ET. O periodo de
treinamento foi de até 90 min/dia, 5 vezes/semana durante 3 meses (velocidade de
12 m/min). Homogenados do Cx foram obtidos para analises do perfil de isoformas
da GFAP, niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS), 6xido nitrico (NO), GSH,
GSSG, IL1b, ERK1/2 e JNK1/2 total e fosforiladas e atividades de NADPHoxidase,
superoxido dismutase e catalase. O treinamento de EV aumentou as atividades da
SOD e CAT e efeito aditivo do TE foi evidenciado na 52 CAT nos grupos CT e EV e
na SOD no grupo CT. A razdo GSH/GSSG aumentou nos grupos EV e CT-TE e os
niveis de NO foram reduzidos no grupo EV; e aumentados no grupo CT-TE. EV
aumentou niveis da IL-1b mas ndo o TE. Os niveis de EROS aumentaram apenas
no grupo CT-TE. Similaridade inter-grupo ocorreu na atividade da NADPH oxidase.
A razdo p-ERK1/2 /ERK1/2 total foi reduzida pelo EV mas nédo pelo TE. Porém, os
niveis da p-JNK-2 e a razdo p-JNK-2/total-JNK foram aumentados pelo TE. Niveis
das isoformas de GFAP de 39, 45, 50 e 55 KDa foram magnificados pelo EV mas
revertidos aos valores do controle no grupo EVTE. O Cx apresenta resiliéncia ao
dano oxidativo provocado pelo EV aumentando atividade de enzimas antioxidantes,
o balanco redox e reduzindo niveis de NO. Reducdo nos niveis da p-ERK1/2 sem
mudanca na p-JNK ocorreu simultaneamente ao aumento na expressao de todas as
isoformas de GFAP. A maioria das respostas induzidas pelo EV foram revertidas
pelo TE, havendo aumento na p-JNK2. Dados sugerem que mecanismos similares a

metaplasticidade podem ser induzidas pela ultramaratona apds o treinamento EV.

Palavras-chave: ultra-exaustdo; astrogliose; inflamagdo; exercicio de elevado

volume
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5.2 INTRODUCAO

A ultramaratona vem sendo cada vez mais procurada pelos atletas em busca
de desafios (JASTRZEBSKI, et. al., 2015). Mesmo diante de uma intensidade
moderada, como geralmente é praticado, ainda h& questdes e resultados
inconclusivos quanto aos efeitos de elevados volumes de exercicio (O'KEEFE et al.,
2020).

Os resultados sistémicos das ultramaratonas geralmente indicam fadiga
fisiolégica nos individuos. O dano muscular e 0 acometimento renal sdo alguns dos
principais efeitos (JASTRZEBSKI et al., 2015). Estudos indicam uma redugdo de
longevidade envolvendo atletas de ultramaratona (O'KEEFE et al., 2020).

Alteracbes no desempenho cognitivo, humor e no volume cerebral vem sendo
relatados como consequéncia de ultramaratonas em humanos (ANGLEM et al.,
2008; FREUND et al., 2014; WOOD et al., 2016; KROKOSZ et al., 2020; SINGIN et
al., 2021).

Sabe-se que a vulnerabilidade das diferentes regides cerebrais ao exercicio
fisico é variavel (CHALIMONIUK et al.,, 2015). Regifes cujos volumes foram
reduzidos ou aumentados pos-ultramaratona sdo associadas com o movimento e 0
planejamento motor (FREUND et al., 2014; SINGIN et al., 2021). Mesmo assim,
poucos estudos investigaram os efeitos do exercicio de elevado volume no
metabolismo do sistema nervoso central.

Um estudo prévio realizado pelo nosso grupo investigou as repercussdes do
treinamento aerdbico de moderada intensidade e elevado volume (EV) por 3 meses,
associados ou ndo a uma corrida de ultramaratona, no cerebelo de ratos adultos. Os
resultados evidenciaram estresse oxidativo induzido pelo EV e mudanca no perfil de
isoformas proteicas de GFAP apds a ultramaratona, sugestivas de reducdo na
reatividade astrocitaria (DE SOUZA et al., 2020). O cerebelo é caracterizado pela
presenca de células da glia de Bergmann, cuja funcao primordial envolve a migracao
dos neurbnios cerebelares e a poda sinaptica, astrocitos protoplasmaticos
localizados na camada granular e astrocitos fibrosos localizados na substancia
branca. Essas células diferem dos astrdcitos presentes no cortex cerebral (LEE et
al., 2022), cuja resiliéncia a danos oxidativos vem sendo descrita como maior que a
do cerebelo mesmo diante de alteragdes nos niveis de oxigénio (WANG et al., 2009)

ou apos inducdo de estresse oxidativo por pesticidas como o Paraquat (BHATIA et
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al., 2019). Além disso, as células cerebelares exibiram uma maior expressdo de
genes associados com o dano oxidativo (WANG et al., 2009).

A principal motivacdo do presente estudo considera que: a) pouco se conhece
a respeito dos acometimentos de extremos volumes de corrida nas células
astrocitarias no SNC de forma geral, b) ha consideraveis 54 questionamentos a
respeito dos potenciais danos fisiolégicos de ultra corridas para o sistema nervoso,
c) a aplicacdo deste conhecimento tem relevancia também na compreensao de
mecanismos biomoleculares ligados a reatividade glial. Assim, o nosso principal
objetivo é questionar se elevados volumes de corrida em condi¢cdes de intensidade
moderada sdo capazes de ativar positivamente o perfil redox e inflamatério cerebral,
além do fendtipo neuroquimico astrocitario. Visa também entender potenciais
mecanismos de neuroplasticidade relacionados a pratica subsequente de uma prova

de ultramaratona.

5.3 MATERIAIS E METODOS

5.3.1 Animais

Quarenta e cinco ratos machos Wistar de 60 dias foram obtidos na unidade
de producao animal da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil, sob a
aprovacao e diretrizes para Uso de Animais de Laboratorio previamente aprovadas
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco,
Brasil (CEUA) (0048/2023).

As condicfes de acomodacao destes roedores incluiram: ciclo claro-escuro
de 12 horas sob fotoperiodo inverso (luzes acesas as 18 horas), em ambiente
controlado com temperatura (22°C + 2°C) e tiveram livre acesso a alimentacdo e
agua.

Antes do treinamento, foi realizado um teste de treinabilidade que conseguiu
randomizar 0s animais em 2 grupos: controle (colocados na esteira mesmo
desligada), elevado volume (que percorreram, no fim do treinamento, até 90 min/dia
de treinamento). A partir disso, esses grupos foram subdivididos em: controle (CT: n
= 7, colocados na esteira mesmo desligada), CT com teste de exaustdo (CT-TE: n =
7), elevado volume (EV: n=7), EVcom TE (EV-TE: n=7).
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5.3.2 Protocolo de Treinamento

Uma semana antes do inicio do treinamento, todos os animais foram
adaptados a esteira para ratos a uma velocidade de 5 m/min durante 10 min.
Utilizou-se uma esteira motorizada (produtos AVS ®) com pistas individuais,
equipada com amortecedor e choque traseiro (2,0 mA). O choque traseiro néo
ultrapassou 0,5 mA e foi utilizado apenas no periodo de adaptacdo como forma de
condicionar os ratos.

Os animais foram randomizados a partir do teste de treinabilidade. O teste de
treinabilidade em esteira foi avaliado em uma escala de 1 a 5 de acordo com o0s
seguintes critérios: (1) recusa em correr, (2) corredor abaixo da média (corre
esporadicamente, mas para de correr constantemente), (3) corredor médio (mantém
uma corrida constante, mas cai ou para de correr esporadicamente), (4) corredor
acima da média (corredor consistente, ocasionalmente cai para tras na esteira) e (5)
bom corredor (Dishman et al., 1988). Os animais classificados com escore =3 foram
randomizados nos grupos especificos de treinamento. Apenas dois animais
pontuaram <3, e esses animais foram retirados pois nédo forma considerados habeis

para a performance necessaria.

TABLE 1 | Training protoco
Week Training Time (Min) Frequency of Recovery
threshold (%~ weekly training
m/min) HV sessions (hours)
Adaptation 1 5 m/min 10 min
< o 0 I mi X <
ase 9 U U mi 3 X Z
50% 30 min
10 min 5x 24
50 min 5x 24
2°Phase 7 60% 60 min
60% 70 min
60% 80 min 2
10 709 90 min
3°Phase 11 70 90 min 5x
12 70% 90 min 5x 24
MV, moderate-volume training; HV, high-volume training

Tabela 1. Protocolo de treinamento. Adaptado de Souza et al (2021).

Depois da adaptacéo, os animais foram submetidos a um teste de velocidade

maxima para determinar um limiar de intensidade moderada para o treinamento.
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Nesse teste de VMax, houveram incrementos de velocidade (5m/min a cada 3min)
em uma corrida gradativa de limiar, comecando em 5m/min até a velocidade maxima
alcancada por animal. A partir disto, foi definida a velocidade média por animal que
ficou entre 50- 70% da Vmax, para evitar induzir uma possivel anaerobiose.

O protocolo de treinamento ocorre de forma gradativa e continua por 12
semanas. Cada sessdo de treinamento foi precedida de 5 min de aguecimento no
inicio da corrida e tendo 5 min de recuperacgéo ao final da corrida - em média, 30%
da Vmax. Os animais tiveram de 3 a 5 sessfes de 56 treinamento por semana de
intensidade baixa a moderada (50-70% da intensidade maxima alcancada pelo
animal no teste de Vmax), caracterizando os grupos EV e EV-TE, aumentando o
tempo de forma gradativa de 10 para 90 minutos por dia ao longo das 12 semanas.
Vinte e quatro horas apds o treinamento, os grupos CT-TE e EV-TE foram
submetidos ao teste de exaustédo. A intencao de associar o TE ao grupo CT envolve
a compreensédo do TE de forma isolada. Esse teste busca induzir uma simulacao de
ultramaratona, sendo realizado até a distancia maxima de corrida de cada animal até
gue ele se recuse a correr (como indicador, usamos o toque na caixa de corrida 10
vezes por 1 min). A intensidade usada na corrida foi de baixa a moderada.

Apés 24h do treinamento, os animais do grupo CT e EV foram pesados,
eutanasiados e anestesiados com isoflurano 100% para decapitacdo e remocao
imediata do cértex cerebral. Apés 24h do TE, os animais do grupo CT-TE e EV-TE

também foram eutanasiados para a remoc¢ao e homogeneizacéao cortical.

5.3.3 Andlise de desempenho na corrida

Para andlise do desempenho de corrida, foram avaliados: velocidade maxima
(metros/min) e um protocolo indicador de performance (modificado) chamado de
sistema AEY, que é definido em pontos (RiosKristjansson, et al. 2019). O sistema
AEY fornece um parametro semiquantitativo para analisar a performance de corrida
de cada rato, sendo analisado trés vezes numa corrida (no inicio, meio e fim), numa
pontuacéo entre 0 a 1 de acordo com cada variavel (A, E e Y). No estudo, apenas o
parametro A foi utlizado devido a uma limitacdo protocolar relacionado ao
funcionamento da esteira. Na variavel A, investigamos o posicionamento do rato na
esteira e sua forma de corrida para reduzir variagées biologicas na adaptacdo de

cada um desses animais (Rios-Kristjansson, et al. 2019)
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5.3.4 Analise bioquimica do perfil antioxidante cortical

5.3.4.1 Preparacao de tecido

A disseccdo do cortex (ambos os hemisférios) foi feita utilizando-se salina
gelada. O peso umido foi obtido apds retirada do excesso de liquido em papel
toalha, seguida de imersdo imediata do cortex em 1ml de solugdo salina para
manutencédo no freezer a —80°C. Em seguida, este tecido foi homogeneizado de
forma mecéanica a 4°C num tampéao de lise contendo 50mM Tris (pH 7.4) contendo
0.5 mM EGTA, 1mM fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), 1mM ortovanadato, 1%
nonidet e 1% 57 coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich). O homogenato
resultante foi centrifugado por 10 min a 10.000 g a 4°C e os sobrenadantes

armazenados a -80°C para analises posteriores.

5.3.4.2 Andlise de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Os niveis relativos de EROS gerados foram analisados por fluorimetria
utilizando o diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA ou DCFDA). Essa molécula néo
fluorescente pode ser livremente difundida pelas membranas celulares. Quando
internalizada, o grupo diacetato é clivado pelas esterases. O produto € convertido
em um metabdlito altamente fluorescente DCF na presenca de EROS. Na andlise, é
feita uma diluicdo de 1:1 de amostra e reagente DCFDA numa placa de 96 pocos.
Essa reacdo € incubada por 30 min em 37°C. A fluorescéncia foi mensurada em
504nm de excitacdo e 529nm de emissao. Os valores foram exibidos em unidades

de fluorescéncia por miligrama de proteina (RLU/mg).

5.3.4.3 Andlise estimativa dos niveis de 6xido nitrico (NO)

Os niveis de nitrito foram mensurados a partir da utilizacdo do reagente de
Griess (Sigma-Aldrich) de acordo com o descrito por Nijmeh et al. (2018) como um
indicador de producéo de NO. Volumes iguais de amostra (100uL) e de reagente de
Griess foram colocados em placas de 96 pocos e reagiram por 10 min em

temperatura ambiente (~22 °C). A mensuracdo da absorbéncia do composto
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diazobnio foi realizada em um comprimento de onda de 540nm. Uma curva padrao
com concentragBes previamente conhecidas de nitrito de sodio foi utilizada como
referéncia para a definicdo dos resultados, que foram expressos como nmol por mg
de proteina.

5.3.4.4 Atividade total de superéxido dismutase (SOD)

A avaliacdo da atividade enzimatica superoxido-dismutase total (tSOD) foi
descrita por Green et al. (1982). Sobrenadantes de coértex (60uL) em triplicata foram
previamente incubados em banho-maria a 37°C. Foi adicionado 920uL de tampéao de
carbonato de sodio a 0,05% pH 10,2 EDTA 0,1mM. A reacao iniciou-se ao adicionar
20uL de epinefrina 150mM em &cido acético a 0,05%. A analise cinética do
decaimento da atividade da enzima foi vista a partir de alteragbes de absorbancia
por 15 s durante um total de 2 min, sendo medidos num comprimento de onda de
480nm. Visto que uma unidade de SOD é o suficiente para causar 50% de inibicao
da oxidacdo da epinefrina, a atividade enzimatica cortical de t- 58 SOD foi expressa

em unidades por miligrama de proteina (U/mg de proteina).

5.3.4.5 Atividade enzimatica da catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT) também foi expressa em unidades por
miligrama de proteina (U/mg de proteina) (MISRA e FRIDOVICH, 1972). Da mesma
forma, triplicatas de sobrenadantes corticais (60uL) foram diluidas com 905uL de
tampéao de fosfato de sédio pH 7,0. A adicao de 35 pl de perdxido de hidrogénio 300
mM em tampdao fosfato de sédio inicia a reacdo. A mensuracao € feita a partir da
taxa de decomposicdo de H202 pela reacdo da enzima CAT, sendo analisada a
partir da constante da taxa k que foi de 2.3 levando em conta as condi¢cdes de
experimentacdo (pH: 7,0; temperatura: 22°C). As mudancas de absorbancia foram

medidas a cada 10s, por 1.5s a 240nm de comprimento de onda.

5.3.4.6 Niveis de glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de glutationa reduzida foram mensurados tendo como referéncia

uma curva padréo construida com concentracdes previamente conhecidas de GSH
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utilizando o protocolo descrito por Hissin and Hilf, 1976. As amostras sdo diluidas
com tampao fosfato 100 mM com EDTA (5 mM) (pH 8,0) (450uL de tampao/50uL de
amostra). Na placa de 96 pocos, é adicionada em triplicata 50uL dessa mistura,
140uL de tampao fosfato a 100mM e 10 pL de solugdes de o-phthaldialdehyde
(OPT). As placas foram incubadas em ambiente protegido da luz a temperatura
ambiente durante 15min. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofluorimetro
com comprimento de onda de 350nm e os resultados foram expressos em umol por

mg de proteina.

5.3.4.7 Niveis de glutationa oxidada (GSSG)

Os niveis de GSSG também foram mensurados a partir de um protocolo
descrito por Hissin and Hilf, (1976), onde o sobrenadante foi incubado a temperatura
ambiente com 20uL de N-etilmaleimida (NEM) 0,04M durante 30min para interagir
com o0 GSSG presente no tecido. Diluida com 430 mL de hidroxido de sédio (NaOH)
0,1 M (50uL de + 20uL de NEM+430uL de NaOH 0,1M), 50 pL dessa mistura, 140
ML de NaOH 0,1 M e 10 mL OPT foram colocados nos pogos de uma placa de 96
pocos. Os resultados foram mensurados a partir de uma curva padrdo de
concentragdo com valores prévios conhecidos de GSSG, sendo expressos em pmol
por mg de proteina. A leitura foi feita em espectofluorimetro com comprimento de
onda de 350nm.

5.3.5 Analises de expressao proteica cortical

Os homogenatos foram centrifugados a 1000 g a 4 °C por 10 min e o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 ‘C. Amostras de homogenatos
corticais foram diluidos em tampéo de amostra e fervidos por 5 min. Quarenta
microgramas de proteina por poco foram separados eletroforeticamente em gel de
poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio 15% contendo 10% de SDS, 30% solucédo de
acrilamida/bis-acrilamida, 1.5M TRIS-HCI (pH 8.8), e 10% APS, TEMED a 100V,
0,15A e 300 W. Depois da separacdo, s proteinas foram transferidas para a
membrana de nitrocelulose (Malne Manufacturing, SA, 0.22micron) durante 1 h e
30min a 250V, 0,35A e 300W. As membranas foram bloqueadas por 1h em solucéo
de Tris-Tween 20 (TBS-T) contendo 5% de BSA.
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Em seguida, foram encubadas com anticorpo primario policlonal coelho anti-
GFAP (Dako Germany, 1:1000), policlonal coelho anti-IL-1B (Sino Biological Inc,
Beijing, China, 1:2000), anti p-ERK, anti-ERK total, anti p-JNK, anti-JNK total (Santa
Cruz Biotechnology) diluido em TBS-T overnight a 4 ° C. Apés lavagens (3 vezes,
10min cada) em TBS-T, as membranas que foram incubadas com anticorpo primario
coelho, foram tratadas com anticorpo secundario anti-coelho (Jackson
ImmunoResearch, USA; 1: 20.000) ou anti-mouse (Jackson ImmunoResearch, USA;
1: 20.000) diluido em TBS-T durante 2 horas. Posteriormente, as membranas foram
lavadas em TBS-T e coradas com reagente Luminata (Millipore, USA) via
guimioluminescéncia usando um sistema de imagem ChemiDoc (Bio-Rad, USA).
Posteriormente, anticorpos anti-B-actina monoclonal (CLOUD, 1:2.000) e anticorpo
secundario anti-coelho (Jackson ImmunoResearch, USA; 1: 20.000) foram utilizados.
As figuras digitalizadas das bandas foram analisadas pelo programa Image Lab
6.0.1 (Bio-Rad,USA). Os niveis de GFAP e IL1-B foi normalizado aos valores
guantitativos da proteina beta-actina. Os niveis de p-ERK foram normalizados pelos
valores quantitativos de ERKtotal, e os de p-JNK pela JNK-total ou pela beta actina.
As isoformas de GFAP foram analisadas separadamente e individualmente para a

obtencao dos dados. A intensidade das bandas foi medida por densitometria.

5.3.6 Andlise estatistica

O teste Shapiro Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. As
comparacdes entre os grupos foram feitas pela analise de variancia ANOVA de duas
vias (two-way), com analise de multiplos fatores interagindo entre os grupos (tipo de
treinamento vs. teste de exaustdo). Quando apropriado, combinacBes post-hoc
foram realizadas usando o teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls. O
programa Graphpad Prism (versdo 10.0) foi utilizado, considerado valor de

significancia p < 0,05.

5.4 RESULTADOS

5.4.1 Parametros da corrida
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O consumo de ragao néo variou entre os grupos (Figura 1A). Na 122 semana,
animais do grupo EV tiveram uma significativa reducéo de peso em relagéo ao grupo
CT, como vemos na figura 1B e IC. O peso dos animais de diferentes grupos foi
crescendo de acordo com o tempo, obedecendo ao ganho de peso e a curva de

crescimento relativa a idade (Figura 1B-C).
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Figura 1: Parametros de corrida por grupo. (A) Consumo de racdo por grupo durante o
periodo de treinamento (B) Peso médio (g) por semana em 12 semanas. (C) Linha de
tendéncia de peso médio dos animais por semana em 12 semanas. *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Com relacao a velocidade maxima, o grupo CT teve diferenca apenas entre o
primeiro e o segundo teste, com um desvio padrdo notavel devido a variacéo
biolégica envolvida na falta de adaptacdo dos animais na esteira quando comparado
com o EV (Figura 2A). Como esperado, os animais do grupo EV tiveram um
desempenho superior na sequéncia de testes de velocidade maxima do que o grupo
controle (ndo exibido, 1°-3°, EV-EV p= 0.094), tendo diferenca significante entre os

grupos CT e EV em todos os testes de velocidade maxima (p= 0.043) (Figura 2A).



67

30 . —
* L 1 E 20_
3 ] I 2 i T
ST 204 ¥ ot 154
5E [ I 23
£E L £5 10
sg 10
10 £=
3 &
=
0 T T 0 I |
CT EV CT-TE EV-TE
AEY system: A (points)
= 0.9+
E ) EV
2 os T Tl f | EVTE
1
£ T EEESEE
o 0.7 T TI-41
g S8 | l
m 0.6 I
g ! 1
La]
b=
< 57—
4 8 12

Weeks

Figura 2. Parametros de corrida por grupo. (A) Variacdo nas 3 pontuacées em m/min do
teste de velocidade méxima por grupo. (B) Variacdo de peso nos animais que realizaram o
TE. Pesagem realizada antes e pds TE. Resultado da diferenca entre as duas (diferenca em
0). (C) Pontuacéo do sistema AEY: A. Analise da adaptagcdo de cada rato a esteira em 12
semanas. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Com relagdo a velocidade maxima, o grupo CT teve diferenca apenas entre o
primeiro e o segundo teste, com um desvio padrdo notavel devido a variacdo biologica
envolvida na falta de adaptagdo dos animais na esteira quando comparado com o EV
(Figura 2A). Como esperado, os animais do grupo EV tiveram um desempenho superior na
sequéncia de testes de velocidade maxima do que o grupo controle (ndo exibido, 1°-3°, EV-
EV p= 0.094), tendo diferenca significante entre os grupos CT e EV em todos os testes de
velocidade méaxima (p= 0.043) (Figura 2A).

O grupo EV-TE teve uma maior perda de peso, com diferenca de um dia, depois do
altimo treinamento e apds o teste de exaustdo, comparado com o grupo CT-TE (Figura 2B).

Isso pode estar relacionado com o maior tempo de exaustdo que o grupo EV levou ao se
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manter na esteira. Para analisar a adaptacdo a esteira de cada animal de forma individual,
RiosKristjansson, J. G. et al. (2019) mostrou um protocolo que permite quantificar a
adaptacéao do animal de acordo com seu comportamento na esteira. A pontuacéo A, que foi
a que utilizamos em um protocolo adaptado, nos permite definir a corrida de cada rato em
pontos que véo de 0 a 1. Como vemos na figura 3D, o grupo EV teve uma boa evolucao no
periodo de adaptacdo, chegando perto da pontuacao ideal de treinamento ao fim das 12
semanas. Os roedores possuem um padrao bioldgico diferente do exigido no treinamento de
elevado volume, visto que o exercicio padrao realizado por roedores sao corridas curtas e
rapidas para fugir de predadores (Rios-Kristjansson, et al. 2019). O grafico demonstra que
os animais foram bem adaptados ao exercicio praticado, mesmo com a variacao biolégica
intrinseca de cada um (FIGURA 2C).

5.4.2 Efeitos do EV com e sem TE sobre a resposta oxidativa do cértex cerebral

Houve elevagédo significante da atividade da enzima SOD no grupo EV em
relacédo ao CT (p=0.0008) e do CT-TE em relacdo ao CT (p=<0.0001), (Figura 4A). A
CAT foi superior nos grupos de TE em relacdo ao seu respectivo controle (CT vs.
EV, p=0.0025; CT-TE vs. EV-TE, p= 0,0211), de forma independente do teste de

exaustao (Figura 4B).
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Figura 4: Resposta antioxidante cortical. (A) Niveis da atividade de superdxido dismutase
(u/mg de proteina). (B) Niveis de atividade da catalase (u/mg de proteina). * p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Figura 5: Resposta antioxidante cortical. (A) Niveis da atividade de superdxido dismutase
(u/mg de proteina). (B) Niveis de atividade da catalase (u/mg de proteina). (C) Niveis de NO
(nmol/mg proteina). p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ***p < 0,0001

O DCFDA é um biomarcador de niveis de espécies reativas de forma
inespecifica, ou seja, € capaz de identificar qualquer aumento nos niveis de
espécies reativas, seja nitrosativa ou oxidativa. Os niveis de EROS foram
encontrados elevados no cortex no grupo CT-TE em comparacdo ao grupo CT
(p=0.0384), o0 que nao ocorreu nos grupos EV e EV-TE. Ou seja, ndo foi encontrado
um nivel de estresse oxidativo significante relativo ao TE quando treinado
previamente (Figura 5A). Por outro lado, a atividade da NADPH oxidase néo variou
de forma significativa em nenhum dos grupos (Figura 5B). Os niveis de NO foram
reduzidos pelo treinamento de elevado volume (p<0.01) em relacdo ao grupo CT.
Em relacdo aos efeitos do TE, houve um aumento pelo TE no grupo controle, mas
ndo no grupo EV (p<0.0001) (Figura 5C).

Os niveis de glutationa oxidada (GSSG) no CT-TE reduziu em relagdo aos
niveis do controle (p=0.0372). Os niveis de GSH nao alteraram entre si, mas na

razdo entre GSH/GSSG tivemos um aumento nos niveis de GSH tanto no EV em
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relagédo ao controle (p=0.0272), como no CT-TE em relacdo ao controle (p=0.0020)

(Figura 6).
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Figura 6: Resposta da glutationa cortical. (A) Niveis de glutationa reduzida expressa em
uM/mg de proteina. (B) Niveis de glutationa oxidada expressa em uM/mg de proteina. (C)
Razao entre os niveis de GSH/GSSG. p <0,05; **p < 0,01;

5.4.3 Efeitos do exercicio de EV com e sem TE sobre niveis de IL-1b

Os niveis de pro-IL-1B nao variaram entre si, porém os niveis IL-1b foram
aumentados pelo TE no grupo controle (p= 0.0312), mas ndo no grupo EV-TE.
Inclusive, houve uma reducéo dos niveis de IL-1B no EV-TE comparado ao EV que

nao teve o treinamento de exaustdo (p = 0.0256) (FIGURA 7).
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Figura 7: Resposta inflamatoria. (A) Niveis de pro-IL1-B. (B) Niveis de IL1-B. (C) Imagem de
western-blotting de ambas isoformas e normalizador. p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p
< 0,0001. Os dados foram normalizados pelos niveis de B-actina. Os valores representam
média £ DP num N de 3 experimentos independentes por grupo. Todos 0s experimentos

foram realizados em triplicata.

5.4.4 Efeitos do exercicio de EV com e sem TE sobre o perfil de expressdo das
isoformas de GFAP

Em relacdo a isoforma de 39kDa, que contribui para um fenétipo mais imaturo
do GFAP, tivemos um aumento no grupo EV em relacdo ao CT (EV vs. CT, p=
0.0117) e em relagéo a EV-TE (EV vs. EV-TE, p=0.0018) (Figura 8A). Isso também
aconteceu na isoforma de 50kDa (CT vs. EV, p= 0.0272; EV vs. EV-TE, p= 0.0234)
(Figura 8B). A isoforma de 55kDa, que tem sua proliferacdo associada com um perfil
de astrogliose, teve um aumento apenas no grupo EV em relacdo ao controle (CT
vs. EV, p=0,0062) (Figura 8C), assim como foi observado na isoforma de 42kDa (CT
vs. EV, p=0,0256) (Figura 8D). Ou seja, o nivel das isoformas proteicas de GFAP

aumentou no grupo EV, mas retornou aos valores do CT no grupo EV-TE (Figura 8).
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Figura 8: Perfil de expressdo de GFAP no treinamento de EV com ou sem TE. (A) Niveis da
isoforma de GFAP de 39kDa. (B) Niveis da isoforma de GFAP de 50kDa. (C) Niveis da
isoforma de GFAP de 55kDa. (D) Niveis da isoforma de GFAP de 42kDa. (E) Imagem de
western-blotting de isoformas e normalizador. **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. Os
dados foram normalizados pelos niveis de B-actina. Os valores representam média + DP
num N de 3 experimentos independentes por grupo. Todos o0s experimentos foram

realizados em triplicata.

5.4.5 Efeitos do exercicio de EV e TE nas vias de sinalizacdo celular envolvidas com

diferenciacéo astrocitaria e outros mecanismos de plasticidade

A razdo de ERK fosforilada/ERK total buscou analisar a atividade da via da ERK,
gue esta envolvida com diferenciacdo e com alteracbes no perfil de isoforma de
GFAP. Como vemos na figura X, os niveis de ERK fosforilada/ERK total foram
reduzidos pelo EV (CT vs. EV, p=0.047) mas nao afetados pelo TE (Figura 9).
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Figura 9: Niveis de p-ERK. (A) Razéo entre p-ERK e ERK-total. **p < 0,01; ***p < 0,001;
**¥p < 0,0001. Os dados foram normalizados pelos niveis de ERK-total. Os valores

representam média + DP num N de 3 experimentos independentes por grupo. Todos o0s

experimentos foram realizados em triplicata.
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Por outro lado, um aumento nos niveis da JNK-2 fosforilada (p-JNK) foi
observado no grupo EV-TE comparado ao grupo EV (EV vs. EV-TE, p= 0.0002),
bem como no grupo CV-TE em relacdo ao CT (p=0.0416) (Figura 10A). (Figura 10A).
Nos valores de JNK total, como vemos na figura 10C, temos um aumento no grupo
CT-TE em comparacdo com o grupo CT (p<0.001) e EV (p<0.01). Na figura 10B e
10D, vemos a correlagcdo entre os niveis de pJNK com a total. A relagdo mostra o
aumento proeminente nos niveis de pJNK nos grupos com TE em relacdo ao
controle (CT vs. CT-TE, p= 0,0007; EV vs. EV-TE, p<0.0001), bem como entre os

grupos que fizeram o treinamento de exaustédo (p<0.0001), evidenciando a ativagao
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Figura 10: Niveis de p-JNK e JNK-t. (A) Niveis de p-JNK (B) Razao entre p-JNK e JNK-total
(C) Niveis de JNK total. (D) Imagens de western-blotting e normalizador. **p < 0,01; ***p <
0,001; ****p < 0,0001. Os dados foram normalizados pelos niveis de JNK-total. Os valores
representam média + DP num N de 3 experimentos independentes por grupo. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata.
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5.5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como principal motivacdo, comparar se a resposta
antioxidante e astrocitéria do cortex cerebral diante do treinamento fisico aerébico de
elevado volume (EV) poderia ser maior do que a observada previamente no cerebelo
(DE SOUZA, et al. 2020). Os achados, de fato, corroboraram a hipotese inicial,
demonstrando que o cortex cerebral apresentou uma resiliéncia ao dano oxidativo
induzido pelo treinamento de elevado volume e esta resposta ndo foi aumentada
pelo teste de exaustéo que simula a ultramaratona.

Vimos que o consumo de racdo nao teve variagdo significante entre o0s
grupos, mas o peso dos animais ao decorrer das semanas sim. Na 122 semana, ou
seja, ultima semana de treinamento, os animais CT tiveram um aumento no peso em
relacdo ao grupo EV, como era o esperado. Em relacdo aos testes de velocidade
maxima, o grupo CT obteve resultados inferiores ao grupo EV em todos os 3 testes.
Como esperado, a velocidade maxima do grupo EV foi crescendo de acordo com a
evolucao do treinamento. No grupo CT, isso também reflete a falta de adaptacdo na
esteira dos animais que nao realizaram o EV. Outro dado que exibe a evolucdo dos
grupos € a pontuacao de A no sistema AEY: ha uma linha exponencial crescente e
constante na adaptacdo dos ratos a esteira que vai do inicio da adaptacdo até as
Ultimas semanas e reflete a consonancia entre o perfil de corrida de cada animal
entre o grupo.

O grupo CT por ser um grupo sedentario ndo teve indices de reducdo de
massa corpoérea. Houve variacdo apenas quando foi analisado a variacdo de peso
dos grupos que realizaram o TE antes e depois do TE. O grupo EVTE, com
treinamento prévio, obteve uma reducédo de massa corporal mais acentuada apés o
TE comparado ao CT-TE. A perda de massa corporal e reducdo de peso € uma
caracteristica comum depois de ultramaratonas JASTRZEBSKI et al., 2015) que
entra em consonancia com os dados encontrados no presente estudo. A supressao
dos efeitos do treinamento EV sobre os niveis totais de EROS em parte foi devida a
um aumento nas atividades da SOD e CAT, que também se elevaram com o efeito
aditivo do TE. O aumento na atividade da SOD e CAT foram observados no cortex
cerebral de ratos submetidos a treinamento aerdbico moderado realizado por 6
semanas, 60 min/dia (CHALIMONIUK et al., 2015). A auséncia de peroxidagéo

lipidica foi também observada nesta regido quando similar treinamento de 60min /dia
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foi feito por apenas 4 semanas. Assim, os achados obtidos no presente estudo
indicam que a capacidade antioxidante e diferencial do cortex cerebral pode ser
mantida mesmo quando o treinamento € realizado por 3 meses e com duragéo de
até 90 min/dia. Um outro aspecto que reforca esta resiliéncia é a de que a atividade
da enzima NADPH oxidase nao foi afetada, indicando que n&o houve producao
excessiva de radicais superoxido. Os niveis de NADPH oxidase néo significantes
entre 0os grupos achados diferem do aumento observado na atividade desta enzima
em ratos idosos submetidos a um treinamento fisico por 8 semanas (5 x ao dia) mas
com volume de apenas 50 min diarios em ratos idosos (JEONG et al., 2021).

Outro achado que contribuiu foi 0 aumento na razdo GSH/GSSG induzida
pelo elevado volume, o qual indica uma melhora na capacidade redox cortex. Tal
aumento foi acompanhado por uma reduc¢éo nos niveis de NO. A interacdo reciproca
entre NO e GSH tem sido relacionada como um mecanismo necessario para
modular o status redox das células (BALDELLI et al., 2019). Além de seu efeito
antioxidante, o GSH também pode reduzir o fluxo de NO. Evidéncia a favor disto, foi
obtida observandose que niveis reduzidos de GSH podem desencadear um grave
desequilibrio de NO, causando morte neuronal (AQUILANO et al., 2011). Mesmo
uma pequena diminuicdo ndo toxica de GSH no cérebro causou nitracdo de
proteinas que foi revertida pela inibicdo da producdo de NO (AQUILANO et al.,
2011b). Alguns estudos analisaram o impacto do exercicio de intensidade moderada
ou elevada. Esses relataram niveis aumentados de GSH no cérebro. No entanto, em
uma revisdo sistematica dos efeitos do treinamento aerobio no status redox,
Camiletti-Moirén et al. (2013) ndo encontraram uma homogeneidade na resposta de
GSH, GSSG e GPx, mas uma ligeira tendéncia a um efeito positivo do exercicio
aerobico sobre esses parametros. Vale ressaltar que os resultados obtidos no
presente estudo sdo distintos dos observados no cerebelo de ratos submetidos ao
mesmo tipo de treinamento de EV e ET (DE SOUZA et al., 2020). Neste estudo
prévio, a razdo GSH/GSSG e os niveis de NO nao foram modificados. Um efeito
benéfico do treinamento de EV no cortex cerebral foi também aqui evidenciado pelo
aumento nos niveis de EROS e NO induzidos pelo TE no grupo controle mas néo no
grupo EV-TE. Neste caso, o aumento na razdo GSH/GSSG né&o foi capaz de
neutralizar o estresse oxidativo, indicando que mecanismos adicionais de reposta

antioxidante foram ativados pelo treinamento.
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Sabe-se que a inflamacdo desempenha um papel importante durante as
respostas de defesa do organismo a diferentes tipos de estimulos facilitando a
regeneracdo tecidual. No cérebro, a resposta inflamatéria moderada pode ser
benéfica e vital em algumas circunstancias, mas também deletéria em doencas
cerebrais crénicas. O exercicio de longa duracdo em intensidade baixa a moderada
tem sido documentado como um importante modulador da neuroinflamacéo e
ativacao glial, induzindo respostas adaptativas (Mee-Inta et al.,2019). A transcricéo
génica da IL-1b também pode ser estimulada pelo estresse oxidativo (Haddad e
Harb, 2005). No cérebro saudavel, os niveis do pré-IL-1b e a IL-1b ativa estdo
baixos. A IL1-B pode estimular uma variedade de vias de sinalizagao, incluindo
aquelas envolvidas na plasticidade sinaptica (Hewett et al., 2012). Por outro lado, os
niveis de IL-1b no cérebro podem ser aumentados por danos locais e/ou inflamacéo
periférica (PITOSSI et al., 1997; LAYE et al.,2000; HEWETT, 2012).

Os dados do presente estudo mostram que aumento dos niveis de IL1b no
cortex cerebral foram induzidos apenas no grupo EV sendo revertidos no grupo EV-
TE. Estes achados mostram que 0s niveis desta IL ndo estdo diretamente
relacionados a uma reducéo do estado redox e aumentada producédo de EROS. Os
resultados aqui observados diferem também dos relatados no cerebelo onde apenas
o TE aumentou niveis de IL-1b em todos os grupos (DE SOUZA et al., 2020). Por
outro lado, se assemelham na resposta do grupo EV-TE, onde foi vista uma reducéo
em seus niveis. Embora o mecanismo envolvido neste efeito ndo foi estudado no
presente trabalho, isto indica que o estimulo prévio do treinamento de EV pode
induzir respostas similares a metaplasticidade e apés exposicao ao TE.

A ERK1/2 é uma quinase mitogénica que secreta sinais facilitadores para a
expressdo de GFAP (BRENNER; MESSING, 2021; LI et al., 2020). Tanto ela como a
JNK e a p38 estdo envolvidas com a via de ativacdo da MAPK, envolvidas com
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia (LI et al., 2020). Ativacdo da via de
sinalizacdo da ERK1/2 no musculo vem sendo descrita apds alguns tipos de
treinamento fisico, como indicativas de um estado de reatividade. Por outro lado,
emlado, em ratos com hipoperfusdo cerebral crénica, que é responsavel por
aumentar os niveis proteicos da pERK1/2, o treinamento fisico aerdbico de baixo
volume (20 min) por 2 meses reduziu os niveis desta molécula bem como da p-JNK,
0 que configurou um mecanismo de neuroprotecdo (CAO et al., 2022). Os nossos

achados evidenciaram que o treinamento EV provocou uma reducdo nos niveis de
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fosforilacdo da ERK1/2, os quais ocorreram concomitantemente a preservacao dos
niveis da p-JNK e JNK-t.

Estudos in vitro utilizando culturas de astrocitos mostraram que astrocitos tipo
1 expressam niveis comparaveis as duas isoformas de JNK1/2 enquanto o astrocitos
tipo 2 e oligodendrdcitos predominantemente expressam JNK-1 (ZHANG et al.,
1997). Estimulos inflamatorios como TNF-alfa, estimulam predominantemente a
JNK-1 (ZHANG et al., 1997). As evidéncias aqui obtidas relativas aos niveis de p-
JNK foram analisadas em relacdo a isoforma p-JNK-1 o qual é predominante
expresso em astrécitos reativos a estimulos inflamatérios. Assim, o aumento na
razdo pJNK/total JNK induzido pelo TE tanto no grupo controle como no de EV,
podem indicar mecanismos de reatividade distintas e uma potencial resposta similar
a metaplasticidade, onde a inversao dos efeitos do estimulo prévio ocorre.

Vale ressaltar que estas alteracbes na expressdo da JNK total ou pJNK
ocorreram quando os niveis de todas as isoformas de GFAP foram similares ao
controle. No grupo CT-TE, ela coincide com um aumento nos niveis de NO e EROS.
Por outro lado, no grupo EV-TE, ocorre na auséncia do estresse oxidativo aqui
analisado. Futuros estudos precisam ser feitos para elucidar estas questoes.

As isoformas envolvidas com o processo de enrijecimento dos filamentos
intermediarios (39kDa e 45kDa) (HOL & PEKNY, 2015) foram encontradas elevadas
no grupo de EV em relacdo ao CT. Quando comparadas ao EV-TE, percebemos um
retorno ao controle que é caracteristica de um perfil adaptativo na resposta do GFAP
ao dano. No estudo anteriormente realizado pelo grupo, a partir de analises no
cerebelo, vimos que no TE, mesmo com o treinamento prévio de elevado volume
(EV-TE), houve uma elevacao na isoforma de 39KDA (DE SOUZA, et al. 2020). Ou
seja, as células cursam com um fenotipo onde ha enrijecimento do citoesqueleto,
podendo impedir sua proliferacédo e funcionalidade (HOL & PEKNY, 2015).

Essas isoformas que exibiram uma reducdo no EV-TE em compara¢do com o
EV estdo envolvidas em uma reducdo na astrogliose, retornando aos niveis do
controle, indicando um processo de adaptacdo a partir do exercicio. Mesmo que
danoso, as células astrocitarias corticais dos individuos que tiveram um treinamento
prévio de elevado volume tiveram uma maior resisténcia ao processo oxidativo e
inflamataorio relativo ao TE. As isoformas de 50kDa e 55kDa tem um ponto isoelétrico
gue é favoravel para pH acidos, aumentando sua expressdao em fases proliferativas

do ciclo celular. O aumento no perfil de expressdo de isoformas com 50kDa e
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55kDAp envolve processos de proliferacdo e ativacdo da resposta astrocitaria frente
ao dano (HOL & PEKNY, 2015).

E visto que os resultados das analises bioquimicas coadunam com o perfil de
expressao proteica do GFAP quando vemos 0s retornos aos hiveis basais no TE.
Sabendo que a célula astrocitaria € responsavel pelo armazenamento e liberacédo de
enzimas antioxidantes, como SOD e CAT, percebemos a importancia dos variados
fendtipos astrocitarios dentro de um processo de injuria. Além disso, os astrécitos
sdo as maiores reservas de glutationa (GSH) do cérebro, o que corrobora com o
aumento dessa razdo na sua ativacdo. A plasticidade relacionada encontrada
ocorre, principalmente, no grupo EV-TE. O estudo mostra uma visao variada sobre
as respostas antioxidantes e a fungéo das células gliais do cortex cerebral a partir do
treinamento de alto volume. Por fim, o cortex cerebral apresenta resiliéncia ao dano
oxidativo induzido pelo treinamento de alto volume. No entanto, tais efeitos ndo séo
intensificados pela prova de ultra resisténcia. A falta de reatividade antioxidante ou
astroglial adicional apds TE indica respostas plasticas adaptativas relacionadas a

vias de sinalizacao celular distintas.
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ANEXO 1. Aprovacdo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
(2/2)

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Blociénclas

Ay Prof Nelzon Chaves o/n
$0670-420 / Recife - PE - Brasa
Fores: 2126 8842
cevaBufpe b

“ Recife, 21 de setembro de 2023
Oficio n* 72/23

Da Comiss#o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Belmira Lara da Silveira Andrade da Costa
Departamento de Fisiologia e Farmacologia/CB

Processo n°0048/2023

Certificamos gue a proposta intitulada “Pode o exercicio aerébico deelevado
volume induzir remodelagem fenotipica e vias de sinalizacaodiferenciais
em astrocitos do cerebelo e cortex cerebral de ratos? implicacoes para a
neuroplasticidade™”. Registrado como 0048/2023 sob a Responsabilidade do
Prof. Belmira Lara da Silveira Andrade da Costa Que envolve a producao.
manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de

29/08/2023
Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da autorizacao 25/08/2023 até 25/07/2025

Espécie/linhagem/raca Rato isogénico /wistar

N? de animais 48 animais

Peso/ldade 60 g / 30 dias

Sexo Machos (48)

Origem: Biotério de Criacao Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia

Destino: Biotério de Experimentacao Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia

Atenciosamente

— /\"
Prc‘;l. Sebastido R. F. Silva

Prasidents CEVAIUFPE
SIADE 27aRR0

ANEXO 1. Aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
(2/12)
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Ax. Prof Nelson Chaves o/n

50670420 / Recife ~ PE - Brasdl
Fones: 2126 8842

\\ cena@tufpebe

PARECER

Certificamos que a proposta intitulada "Estresse oxidativo cerebelar em ratos
apés corridas de elevados volumes e uma dieta rica em licopeno”,
registrada com o n° 0035/2017do processo, sob a responsabilidade da Prof.
Belmira Lara da Silveira Andrade da Costa, que envolve a produgdo,
manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino),
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), em reunido no dia 27/10/2020.

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | Novembro de 2020 a novembro de 2021
Espécie/linhagem/raga | Ratos heterogenico /Wistar
N° de animais 30
Peso/ldade 150g / 60 dias
Sexo Macho (30)
Origem: Biotério de Bioterio do Departamento de Fisiologia da UFPE
Criagao
Dg‘{x;&?‘t&;‘; :e Bioterio do Departamento de Fisiologia da UFPE

Atenciosamente

L

Prof, Sebastido R, F. Silve
Vice-Prasidente CEUAUFPE
SIAPE 2345891

ANEXO 2. Premiacdo — MENCAO HONROSA - Apresentacio em poster — Simposio

Internacional de Neuroquimica e Fisiopatologia da célula Glial 2022 (UFBA).

FEDERAL UNIVERSITY OF BAHIA
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES
LABORATORY OF NEUROCHEMISTRY AND CELL BIOLOGY

LR R R R R R ]

CERTIFICATE

This is to certify that the work entitled HIGH-VOLUME EXERCISE ASSOCIATED WITH ULTRA-ENDURANCE
RUNNING MODIFIED THE ASTROCYTIC GFAP ISOFORM PROFILE by the authors Lilian Vanessa da Penha
Gongalves; Raphael Fabricio de Souza; Ricielle Lopes Augusto; Silvia Regina Arruda de Moraes; Matheus
Nunes Gama; Danielle Dutra Pereira; Giselle Machado Magalhdes Moreno, Fernanda Maria Araujo de
Souza; Belmira Lara da Silveira Andrade da Costa received the award as the best work presented as poster
during the VII INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON NEUROCHEMISTRY AND PATHOPHYSIOLOGY OF THE
TAL CELL/ X1 SYMPOSIUM OF UPDATE ON PHARMACOLOGY AT UFBA carried out by the Laboratory
Neurochemistry and Cell Biology of the Federal University of Bahia, from October 11th to the 14th

2022.

A
5 : f
E;El i lSr'.l mm@? A
Graduate Program in Immunefogy Coordinator




ANEXO 3. Premiacdo - Apresentacdo em Pdster — Simpadsio Internacional de

Neuroquimica e Fisiopatologia da célula Glial 2023 (UFBA)

: FEDERAL UNIVERSITY OF BAHIA
o “ . INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES & %)
euroGha LABORATORY OF NEUROCHEMISTRY AND CELL BIOLOGY

CERTIFICATE

We certify that the work entitled "Ultra endurance running after high-volume training do not intensify
cerebral cortex antioxidant response or astroglial reactivity” by the authors Lilian Vanessa da Penha
Gongalves; Arthur Vinicius da Silva Cabral; Ricardo Gomes dos Santos Nunes; Moara Rodrigues
Costa; Ana Cristina Falcio Esteves; Fernanda Priscila Barbosa Ribeiro; Marry Aneyts de Santana
Cirilo; Raphael Fabricio de Souza and Belmira Lara da Silveira Andrade da Costa was awarded in the
Poster Session during the VII INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON NEUROCHEMISTRY AND
PATHOPHYSIOLOGY OF THE GLIAL CELL - Advanced School In Neurochemistry 2023: Increasing Diversity
in the Training of Neuroscientists in Bahia Brazil carried out by the Laboratory of Neurochemistry and Cell
Biology of the Federal University of Bahia, from November 20 to 24, 2023,

President of Meeting VIIT NeuroG

ANEXO 4. Premiacao — Apresentacao Oral — Simpdsio Internacional de

Neuroquimica e Fisiopatologia da célula Glial 2023 (UFBA)

T FEDERAL UNIVERSITY OF BAHIA
Vi L INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES g
“NeuroGlia LABORATORY OF NEUROCHEMISTRY AND CELL BIOLOGY

CERTIFICATE

We certify that the work entitled “Ultra endurance running after high-volume training do not intensify cerebral
cortex antioxidant response or astroglial reactivity” by the authors Lilian Vanessa da Penha Gongalves;
Arthur Vinicius da Silva Cabral; Ricardo Gomes dos Santos Nunes; Moara Rodrigues Costa; Ana Cristina
Falcdo Esteves; Fernanda Priscila Barbosa Ribeiro; Marry Aneyts de Santana Cirilo; Raphael Fabricio de
Souza and Belmira Lara da Silveira Andrade da Costa was awarded in in the Oral Presentation Session
during the VIII INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON NEUROCHEMISTRY AND PATHOPHYSIOLOGY OF THE GLIAL
CELL - Advanced School In Neurochemistry 2023: Increasing Diversity in the Training of Neuroscientists in
Bahia Brazil carried out by the Laboratory of Neurochemistry and Cell Biology of the Federal University of

Bahia, from November 20 to 24, 2023.
%A{‘&- gémm

President of Meeting VIl NeuroGlia
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