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APRESENTACAO

Esta tese esta organizada em topicos, a saber: Introducédo, Objetivos,
Capitulos 1 a 3, Discussao, Conclusdes, Perspectivas e Bibliografia.

A Introducdo apresenta o embasamento tedrico que nos levou a
formular a proposta de trabalho. Os Objetivos — geral e especificos — estdo
dispostos no corpo da tese e em maiores detalhes inseridos dentro de cada
trabalho. Os Capitulos contém os resultados apresentados na forma de
trabalhos publicados em inglés (capitulo 1 - manuscrito submetido, capitulo 2 —
artigo publicado), e os resultados referentes ao terceiro objetivo sédo
apresentados em portugués.

O topico Discussdo apresenta uma interpretacdo geral dos resultados
obtidos nos diferentes trabalhos. Nas secdes Conclusdes e Perspectivas séo
apresentadas as conclusdes da tese e algumas possibilidades de futuros
trabalhos a partir dos resultados obtidos.

A Bibliografia contém somente as referéncias dos trabalhos citados nos

tépicos Introducéao, Capitulo 3 e Discusséao.

Vi
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RESUMO

O envelhecimento é um processo no qual ocorrem altera¢des estruturais e funcionais da
maioria dos 6rgaos, que podem levar ao aumento da susceptibilidade a varias doencas
associadas a idade. Assim, varias estratégias tém sido investigadas a fim de se reduzir
0os sintomas relacionados a idade e o exercicio fisico tem demonstrado efeito
neuroprotetor em diferentes modelos experimentais. Nesta tese, investigamos os efeitos
do exercicio fisico moderado sobre a memdria e sobre parametros bioguimicos no
hipocampo e no musculo séleo de ratos Wistar de 3, 6 e 22 meses de idade. Para isso,
foram realizados trés experimentos distintos que deram origem aos trés capitulos
apresentados na tese. No primeiro experimento, estudamos o efeito do exercicio fisico
em ratos de 3 e 22 meses de idade. Neste experimento, o exercicio preveniu o déficit de
aquisicao da memodria de referéncia relacionado a idade. Além disso, preveniu 0 aumento
do estresse oxidativo no hipocampo de ratos envelhecidos e também promoveu o
aumento da expressdo dos fatores neurotroficos BDNF, NT-3 e IGF-1 no hipocampo
destes animais. E importante ressaltar que houve uma correlagdo positiva entre a
reducdo do estresse oxidativo e a laténcia para encontrar a plataforma no 5° dia de treino
na tarefa de memoaria de referéncia, ou seja, a reducédo do contelido de espécies reativas
e da lipoperoxidacao pelo exercicio esta correlacionada com a melhora do desempenho
de memodria dos ratos envelhecidos. No segundo experimento, avaliamos o efeito do
exercicio fisico em ratos de 3, 6 e 22 meses de idade. Corroborando com os resultados
apresentados no experimento anterior, foi demonstrado que o exercicio fisico moderado
preveniu os déficits de memoria espacial de referéncia e de trabalho relacionados a
idade. O treinamento cognitivo no Water maze aumentou a atividade das enzimas Na*,K"-
ATPase e AChE no hipocampo de ratos adultos e envelhecidos. O aumento na atividade
da Na',K*-ATPase foi ainda maior nos ratos envelhecidos submetidos ao exercicio fisico
combinado com o treinamento cognitivo. Além disso, foi observada uma correlacao
positiva entre a atividade da Na’,K'-ATPase no hipocampo dos ratos envelhecidos
exercitados e a laténcia para encontrar a plataforma no 5° dia de treino na tarefa de
memoria de referéncia, ou seja, o aumento da atividade da Na' K'-ATPase esta
associado com a melhora do desempenho de memdria relacionado ao exercicio fisico.
De acordo com esses dados, também foi observada uma correlacdo negativa entre a
atividade da Na*,K*-ATPase e a diferenca (delta) entre a média das laténcias entre os
trials 1 e 4 na tarefa de memaria de trabalho, o que demonstra que os ratos envelhecidos
exercitados apresentaram um melhor desempenho na tarefa de meméria de trabalho
associado com o aumento na atividade da Na',K*-ATPase. No terceiro experimento,
investigamos o efeito do exercicio fisico em ratos de 3 e 22 meses de idade. O exercicio
aumentou o conteldo de espécies reativas e a lipoperoxidacdo no musculo so6leo de
ratos jovens. Ratos envelhecidos apresentaram um aumento da lipoperoxidacdo e uma
reducdo na atividade da enzima catalase. O exercicio induziu um aumento dos niveis de
espécies reativas, uma redugdo no contetudo de sulfidrilas e o aumento de proteinas
carboniladas; contudo, promoveu o aumento da atividade das enzimas superéxido
dismutase e catalase no séleo dos ratos envelhecidos. Assim, os resultados do primeiro e
do segundo experimento demonstram que o exercicio fisico preveniu o declinio da
memoaria espacial relacionado a idade e que esse efeito pode ser mediado por fatores
qgue incluem a reducdo do estresse oxidativo, o aumento da expressdo de fatores
neurotréficos e o aumento da atividade da enzima Na*,K*-ATPase no hipocampo de ratos
envelhecidos. Os resultados do musculo demonstram que o s6leo dos ratos jovens,
embora susceptivel ao aumento das espécies reativas e lipoperoxidagdo, ndo apresentou
dano as proteinas, sugerindo gue outros mecanismos, como o sistema de defesa
antioxidante ndo enzimatico, possam estar atuando para compensar os efeitos do
exercicio. Além disso, o musculo dos ratos envelhecidos parece ser mais sensivel que o
dos ratos jovens as alteragdes do estado oxidativo celular induzidas pelo exercicio fisico,
porque apesar dos animais envelhecidos exercitados apresentarem um aumento na
atividade das enzimas antioxidantes, ndo houve uma reducdo do dano oxidativo.
Palavras-Chave: exercicio fisico, envelhecimento, ratos, estresse oxidativo, fatores
neurotroéficos, enzimas Na*,K*-ATPase e AChE.



ABSTRACT

Aging is a process in which structural and functional changes occur in most organs and
may lead to increased susceptibility to various age-related diseases. Several
approaches have been investigated with the aim of reducing age-related symptoms
and physical exercise is a therapeutic strategy that has presented neuroprotective
action in different experimental models. In this context, some studies show that regular
physical exercise is related to the improvement of quality of life and to the prevention of
age-related cognitive decline. In the present thesis, we investigated the effect of
moderate physical exercise on memory and on biochemical parameters in the
hippocampus and soleus muscle in 3, 6 and 22 months-old rats. For that, three
different experiments were carried out, which gave rise to the three chapters presented
in this thesis. In the first experiment, we studied the effect of physical exercise in 3 and
22 months-old rats. In this experiment, the exercise prevented the age-related
acquisition deficit of reference memory. In addition, exercise prevented the increased in
oxidative stress and also was able to increase the expression of neurotrophic factors
BDNF, NT-3 and IGF-1 in the hippocampus of aged rats. It is important to note that
there was a positive correlation between the reduction of oxidative stress and latency
to find the platform on the 5™ day of training in the reference memory task, i.e.,
reduction of reactive species levels and lipid peroxidation, might be associated with the
exercise-related memory improvement. In the second experiment, we evaluated the
effect of physical exercise in 3, 6 and 22 months-old rats. Corroborating with the results
presented in the previous experiment, it was demonstrated that moderate physical
exercise prevented age-related spatial reference and working memory deficits. It has
also been shown that the cognitive training in Water maze increased the activity of the
Na',K*-ATPase and AChE enzymes in the hippocampus of adult and aged rats. The
increase in Na*,K*-ATPase activity was even further increased in aged rats that were
submitted to physical exercise combined with cognitive training. In addition, a positive
correlation was observed between the Na*,K*-ATPase activity in the hippocampus of
aged exercised rats and the latency to find the platform on the 5" day of training in the
reference memory task, i.e., the increase in Na',K*-ATPase activity is associated with
the exercise-related memory improvement in aged rats. Consistently, a negative
correlation between the Na*,K*-ATPase activity and the difference (delta) between the
mean latencies of trials 1 and 4 in the working memory task was also found, i.e., the
exercised aged rats showed better performance in the working memory task
associated with the increase in Na*,K*-ATPase activity. In the third experiment, we
investigated the effect of physical exercise in 3 and 22 months-old rats. Exercise
increased the reactive species content and lipid peroxidation in soleus muscle of young
rats. Aged rats showed an increase in lipid peroxidation and a reduction in the catalase
activity. Exercise induced an increase in reactive species levels, a reduction in
sulfhydryl content and an increase in carbonyl proteins; however, the exercise was able
to increase the superoxide dismutase and catalase activities in the soleus of aged rats.
Thus, the results of first and second experiments demonstrate that physical exercise
prevents the age-related decline of spatial memory and this effect might be related to
the reduction of oxidative stress, increased expression of neurotrophic factors and the
increase in the Na',K*-ATPase activity in the hippocampus of aged rats. The muscle
results demonstrate that soleus of young rats, although susceptible to the increased in
reactive species and lipid peroxidation, showed no damage to proteins, suggesting that
other mechanisms, such as the non-enzymatic antioxidant defense system, may be
acting to compensate the effects of exercise. In addition, the muscle of the aged rats
seems to be more sensitive than the young rats to changes in the cellular oxidative
state induced by exercise, since aged exercised animals showed an increase in the
activity of antioxidant enzymes, but there was no reduction of oxidative damage. Key-
words: physical exercise, aging, rats, oxidative stress, neurotrophic factors, Na* K"-
ATPase and AChE enzymes.
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1. Envelhecimento

O envelhecimento € um processo bioldgico complexo caracterizado pelo
declinio gradual e progressivo das funcdes fisiolégicas e bioquimicas da
maioria dos Orgdos, podendo levar ao aumento da susceptibilidade a varias
doencas associadas a idade (Paradies et al., 2011; Bo et al., 2013). No Brasil,
estima-se que em 50 anos aproximadamente 30% da populacdo estard na faixa
etaria acima dos 65 anos (IBGE, 2008). Estes dados sédo relevantes, uma vez
gue demonstram a importancia da pesquisa sobre o envelhecimento, com
vistas a contribuir para uma melhor qualidade de vida na terceira idade.

Embora o envelhecimento seja frequentemente acompanhado de
condicBes fisiopatologicas, muitos individuos envelhecem sem desenvolver
gualquer patologia significativa (Depp e Jeste, 2006). Contudo, mesmo nesses
casos ha um declinio relativo de varias funcdes psicofisiologicas, que incluem
0S processos cognitivos como aprendizado e memoria (Aine et al., 2010).

As alteracdes fisioldgicas e estruturais que ocorrem no cerebro durante o
envelhecimento podem levar a diferentes graus de declinio cognitivo (Migliore e
Coppede, 2009). Estudos em seres humanos demonstraram que a memdaria
espacial € uma das principais habilidades cognitivas afetada durante o
envelhecimento (Hdélscher, 2003). A memadria espacial é importante para situar
0 individuo em relacdo ao seu ambiente por meio da formacdo de uma
representacao cognitiva imediata do espaco. Este mapa cognitivo é construido
pelo hipocampo, que incorpora os detalhes relativos a velocidade e dire¢do do
movimento, assim como a informacao relacionada ao espagco e aos objetos
(O’Keefe e Nadel, 1979; Holscher, 2003). Enquanto os individuos envelhecidos
podem lembrar-se da quantidade de itens em uma tarefa de memoéria espacial,

eles apresentam déficits na contextualizacdo espacial destes itens, o que
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demonstra que a ativagdo do hipocampo e das estruturas cerebrais
relacionadas durante esta tarefa de navegacdo espacial esta atenuada em
individuos envelhecidos (Moffat et al., 2006; Kukolja et al., 2009).

Estudos em roedores também demonstram que o envelhecimento esta
relacionado com um pior desempenho em tarefas de memoria, tanto em tarefas
espaciais, como o labirinto aquatico de Morris (Zhang et al., 2012; Haider et al.,
2014; Taridi et al., 2014) quanto em tarefas aversivas, como a esquiva inibitéria
(Lovatel et al., 2013; Bertoldi et al., 2017).

A hipétese dos radicais livres e do estresse oxidativo tem sido muito
estudada nos ultimos anos entre as possibilidades para explicar o processo de
envelhecimento (Harman, 1956; Tiana et al., 1998; Liochev, 2013) (Figura 1) e
varios estudos em animais experimentais demonstram que o aumento da idade
€ acompanhado pelo desequilibrio entre a producdo dos radicais livres e as
defesas antioxidantes teciduais (Sanz et al., 1997; Floyd e Hensley, 2002;
Savitha et al., 2005). Conceitualmente, radicais livres sdo moléculas que
apresentam um elétron desemparelhado no seu orbital mais externo, o que faz
com que sejam substancias altamente instaveis e reativas (Halliwell, 1991,
2012). Muitas espécies reativas sdo centradas no oxigénio e por isso
denominadas de espécies reativas de oxigénio (EROS), que podem ser um
radical livre, como o radical hidroxila (OH), ou podem ser outras substancias
reativas que nao sao radicais livres, como € o caso do peréxido de hidrogénio
(H202) (Gomes et al., 2012). Por outro lado, um antioxidante & definido como
uma molécula responsavel por neutralizar os efeitos de um radical livre ou de
uma espécie reativa, doando um elétron para esta molécula e estabilizando-a,
sem tornar-se um radical livre (Vannucchi et al., 1998). O organismo dos

mamiferos possui antioxidantes ndo-enzimaticos, como as vitaminas C e E, por
5



exemplo, e antioxidantes enzimaticos, como as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Quando ha um
desequilibrio entre a geracdo de radicais livres e a atividade do sistema de
defesa antioxidante, ocorre o estresse oxidativo, fendmeno envolvido em
muitos processos patoldégicos (Betteridge, 2000; Evans et al., 2000; Halliwell,

2012).

Capacidade Antioxidante

Dano Oxidative Potencial

- Catalase
- Alto consumo de oxigénio e glicose - 50D, GPx
podem levar a producio de espécies - G5H, ascorbato
reativas - Acido urico, tocoferol

-Regides com altas concentracies de

ferro + ascorbato/ ferro pro-oxidante

-Acidos graxos insaturados
A J ‘

Estresse Oxidativo

Proteinas oxidadas, lipideos

- Proteinas, lipideos, dcidos ‘ peroxidados, bases
Hz0z, OH-, NO. Fe, Cu, Oz nucléicos, metabdlitos oxidadas, etc.
Espécies Oxidantes Alvos Celulares Produtos de Oxidagdo

Figura 1. Representacao esquematica do estresse oxidativo celular. As espécies oxidantes sédo
produzidas e interagem com os alvos celulares gerando produtos de oxidagdo Unica e estes,
em alguns casos, causam estresse oxidativo nos tecidos. H>O, peréxido de hidrogénio; OH ",
radical hidroxila; NO, éxido nitrico, Fe, ferro; Cu, cobre; O,", radical anion superdxido; SOD,
superéxido dismutase, GPx, glutationa peroxidase; GSH, glutationa (Adaptado de Floyd e
Hensley, 2002).

O estresse oxidativo também esta relacionado com declinio de
memoria associado a idade (Pietd Dias et al., 2007). O cérebro é
particularmente susceptivel aos efeitos das espécies reativas (Figura 2), devido
a sua alta taxa metabdlica e sua capacidade de regeneracao celular diminuida
em relacdo aos outros 6rgdos. Isto, somado com a reducdo das defesas
antioxidantes e dos mecanismos de reparo durante o envelhecimento, resulta

no acumulo de dano oxidativo, o que pode levar ao aparecimento de doencas




neurodegenerativas. Além disso, existem interagdes entre o estresse oxidativo e
outros mecanismos moleculares que podem causar neurodegeneragao, COmo a
ativacao de células gliais, disfuncdo mitocondrial e morte celular programada

(Andersen, 2004; Martin e Grotewiel, 2006; Jurgens e Johnson, 2012).

MnSOD
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Figura 2. Desenho esquemético da formacao de espécies reativas nas células. (A) Formacgéao
do radical &nion superdxido (O,") a partir de oxigénio (O2) e elétrons de alta energia. O Oy"
pode ser convertido pela superdxido dismutase (MnSOD) em perdxido de hidrogénio (H202) ou
pela reacdo de Fenton, na presenca de ferro (Fe*), em radical hidroxila (OH). (B)
Decomposicdo do H.O, em agua (H.0) e O, pela enzima catalase e em H,O e glutationa
oxidada (GSSG) pela enzima glutationa peroxidase (GSH peroxidase). (Adaptado de Migliore
e Coppede, 2009).

O hipocampo € uma estrutura fundamental para funcbes cognitivas
como aprendizado e memdria, e parece ser particularmente vulneravel ao
envelhecimento (Serrano e Klann, 2004; Bartsch e Wulff, 2015). Assim, 0 seu
funcionamento adequado depende da atividade de enzimas de membrana que
também demonstram ter fung&o importante para a cognicdo. A Na*,K*-ATPase
€ uma enzima transmembrana essencial, responsavel pela manutencédo do

gradiente eletroquimico através da membrana celular. Além desta funcao,



alguns estudos tém demonstrado que essa enzima exerce influéncia sobre o
processamento de memdéria (Wyse et al., 2004; dos Reis-Lunardelli et al., 2007,
Morth et al., 2011). Por exemplo, foi relatado que ratos submetidos a um
modelo experimental de hiperargininemia, um erro inato do metabolismo do
ciclo da uréia, apresentaram uma reducao na atividade hipocampal da enzima
Na',K'-ATPase e também um declinio significativo na tarefa de memoria
aversiva, sugerindo um possivel envolvimento desta enzima com o processo de
aprendizado e memodria (Dos Reis et al., 2002). Apesar destas evidéncias,
poucos estudos investigaram a atividade da enzima Na*,K*-ATPase no cérebro
durante o envelhecimento e ainda, quando investigaram, avaliaram a atividade
da enzima no cérebro total e ndo em uma estrutura cerebral especifica (Fraser
et al., 2001; Carageorgiou et al., 2008).

O sistema colinérgico € o principal sistema neurotransmissor envolvido
nos sintomas cognitivos da deméncia e possivelmente do envelhecimento
(Bartus et al., 1982; Schliebs e Arendt, 2011); as evidéncias indicam haver uma
deplecdo mudltipla e difusa de varios marcadores bioguimicos em neurdnios
colinérgicos (Meneses, 1999; Peters, 2006; Lee et al., 2010). Além disso, tem
sido demonstrado que o declinio da funcdo colinérgica relacionado a idade
pode ser parcialmente responsavel pelos déficits de memaria de curto (Haider
et al., 2014) e de longo prazo (Papandreou et al., 2011) em roedores. Assim,
alguns trabalhos demonstraram que ha uma reducéo na atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) relacionada com a idade em estruturas cerebrais
de roedores (Carageorgiou et al., 2008; Jolitha et al., 2009; Haider et al., 2014).
Neste contexto, também foi relatado que a sintese e liberacéo de acetilcolina, a

captacédo de colina e a densidade dos receptores colinérgicos diminuem com o



envelhecimento, o que pode explicar pelo menos em parte a reducdo na
atividade da AChE (Gibson e Peterson, 1981; Araujo et al., 1990).

As alteragbes induzidas pelo envelhecimento ocorrem em diversos
sistemas fisiolégicos. Desta forma, alguns estudos demonstram que o tecido
muscular também é alvo destas alteracdes, sendo a principal delas conhecida
como sarcopenia do envelhecimento, uma condi¢cdo associada com declinio
progressivo da massa, da forca e da funcdo do musculo esquelético em seres
humanos (Mitchell et al., 2012). A sarcopenia pode privar o individuo de sua
independéncia, afetando sua a qualidade de vida e causando dificuldades para
realizacdo das tarefas diarias, aléem de aumentar o risco de quedas bruscas e
fraturas (Szulc et al., 2005).

Estudos em seres em humanos demonstraram que a reducdo da massa
muscular durante o envelhecimento parece ser decorrente de varios fatores,
incluindo atrofia de fibras do tipo Il (Hunter et al.,, 2004), inatividade fisica
(Doherty, 2003; Macaluso e De Vito, 2004) alteracbes do estado hormonal,
diminuicdo da ingestdo calorica e proteica, aumento de mediadores
inflamatodrios e alteracéo da sintese de varias proteinas (Doherty, 2003).

Apesar da perda da funcdo do musculo esquelético ndo ser totalmente
compreendida, estudos em roedores sugerem o forte envolvimento do aumento
do estresse oxidativo (Szczesny et al., 2010). Neste sentido, foi relatado que
durante o envelhecimento ha um aumento de espécies reativas no musculo
esquelético (Jackson, 2011), o que pode estar associado com a reducdo da
captacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico (Capel et al., 2005); assim o
aumento do célcio intracelular leva ndo apenas ao aumento de espécies
reativas, mas também a oxidacdo de proteinas musculares e a liberacdo de

fatores apoptoticos (Orrenius et al., 2003).



No que se refere a idade equivalente entre seres humanos e roedores,
mais especificamente a espécie Rattus norvegicus, de acordo com Sengupta
(2013), 1 ano de idade para seres humanos € equivalente a 13,8 dias para
ratos. No entanto, este célculo pode ser usado apenas em certas fases da vida
do rato, pois eles tém uma infancia breve e acelerada em relagdo aos seres
humanos, tornando-se sexualmente maduros as 6 semanas de idade, o que
difere dos humanos, que desenvolvem-se lentamente e ndo atingem a
puberdade até 11-12 anos de idade. Os ratos atingem sua idade adulta aos 6
meses e podem ser considerados envelhecidos com 24 meses, 0 equivalente a
60 anos para humanos. Nesta tese, utilizamos ratos de 22 meses de idade
como grupo senescente; contudo, considerando o tempo de duracdo dos
experimentos até a eutanasia, 0S mesmos chegaram proximos aos 24 meses

de idade.

2. Exercicio Fisico

O exercicio fisico é uma abordagem n&o farmacoldgica que favorece a
saude e o bem-estar e traz beneficios psicolégicos, proporciona integracao
social, melhora a autoestima (Duman, 2005; Reid et al., 2010), bem como
promove a reducdo do risco de desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas associadas a idade em seres humanos (Scarmeas et al.,
2009). Além disso, outro ponto que merece destaque é o fato de que a
atividade fisica tem sido considerada uma das estratégias mais acessiveis e
importantes para proteger a funcéo cerebral da populacdo em geral (Weuve et
al., 2004; Kramer e Erickson, 2007).

Em modelos experimentais foi demonstrado que a atividade fisica

melhora a capacidade cognitiva em ratos envelhecidos (Sampedro-Piquero et
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all., 2013), atenua os déficits motores, melhora as disfun¢des neuroldgicas em
diferentes processos neurodegenerativos e atenua a perda neuronal associada
a idade (Larsen et al., 2000). Outros estudos também demonstraram que o
exercicio fisico apresenta efeitos benéficos como a melhora da funcéo
cerebrovascular, além de promover o aumento da neurogénese, da plasticidade
e da secrecao de fatores de crescimento (Cotman e Engesser- Cersar, 2002;
Zhang et al., 2012).

O exercicio fisico também promove beneficios metabdlicos e adaptacdes
funcionais no musculo esquelético durante o envelhecimento em roedores
(Tromm et al., 2016). O soOleo, um musculo que apresenta uma grande
proporcao de fibras do tipo I, € um dos musculos mais utilizados durante o
exercicio de corrida em esteira e apresenta alta atividade de enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) (Powers et al., 1994), sendo um bom modelo para o estudo
das alteracdes fisioldgicas induzidas pelo treinamento fisico em ratos jovens e
envelhecidos (Lambertucci et al., 2007).

Foi demonstrado que em seres humanos o treinamento fisico melhora a
capacidade fisica contratil, a sintese de proteinas (Balagopal et al., 2001) e a
funcdo mitocondrial (Menshikova et al., 2007). O exercicio de resisténcia &
recomendado para o tratamento e prevencdo da sarcopenia, proporcionando
uma melhora significativa na funcdo do musculo esquelético em pacientes
idosos, tais como a velocidade de marcha e a capacidade de executar tarefas
diarias (Frontera et al., 2000; Braith et al., 2006).

E importante ressaltar que as respostas fisiologicas associadas ao
exercicio fisico dependem do protocolo de treinamento utilizado, que pode

variar de acordo com o tipo de motivagdo (forcado ou voluntario), com a
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intensidade do esforco (leve, moderado ou intenso), com a duragéo (tempo por
sessdo) e com a frequéncia com que é realizado (por exemplo, diario, trés
vezes por semana, etc) (Narath et al., 2001).

No ambiente experimental, o protocolo de treinamento forcado consiste
em sessdes de corrida em esteira ergométrica ou de nado forgado (Radak et
al., 2001), enquanto o livre acesso a uma roda de corrida é considerado um
exercicio fisico voluntario (Russell et al.,, 1987). Varios trabalhos tém
demonstrado diferentes respostas, dependendo do protocolo de treinamento
utilizado (Narath et al., 2001; Ang e Gomez-Pinilla, 2007). Tanto o exercicio
voluntario quanto o forcado tém sido utilizados para investigar os efeitos da
atividade fisica sobre a funcéo cerebral e sobre o musculo esquelético; no
entanto, tem-se argumentado que o exercicio forcado € mais consistente, uma
vez que todos os animais sdo submetidos as mesmas condicfes experimentais
(Moraska et al., 2000).

Quanto a intensidade do esforco, o exercicio fisico pode ser classificado
como leve, moderado ou intenso, de acordo o consumo maximo de oxigénio
(VO2 max), que representa a capacidade maxima que o organismo de um
individuo tem para captar e utilizar o oxigénio do ar que esta inspirando para
gerar trabalho. Assim, o teste do VO> max € um instrumento bastante utilizado
para a prescricdo e orientacdo de programas de exercicio fisico. Um exercicio
leve corresponde entre 30 a 49% do VO2 max, um exercicio moderado entre 50
a 74%, enquanto que um exercicio € considerado intenso acima de 75% do
VO2 max (American College of Sports Medicine, 1998). Embora a intensidade
do esforco seja determinada de acordo com objetivo de cada estudo, cabe
destacar que o exercicio moderado tem demonstrado uma melhor acao

neuroprotetora quando comparado aqueles de maior intensidade (Scopel et al.,
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2006).

Nesta tese, utilizamos o protocolo de exercicio forcado em esteira
ergométrica adaptada para ratos e de intensidade moderada (60% do VO
max), com duragcdo de 20 minutos por dia e frequéncia de 3 vezes por semana
durante um periodo total de 4 semanas. Esse protocolo de exercicio foi
selecionado em funcdo dos resultados obtidos em outros trabalhos do nosso

grupo de pesquisa (Ben et al., 2009; Cechetti et al., 2012).

1.2.1 Exercicio fisico e memaria

Varias evidéncias apoiam a ideia de que a atividade fisica pode
compensar o declinio cognitivo que ocorre na idade adulta avancada (Raz et
al., 2005). Desta forma, dados de estudos epidemiologicos demonstraram que
a atividade fisica estd associada com a melhora da funcdo cognitiva em
individuos envelhecidos (Ahlskog et al., 2011) e pode estar correlacionada com
alteracoes estruturais no cérebro (Erickson et al., 2009).

No estudo realizado por Van Praag e colaboradores (2005) foi relatado
gue camundongos envelhecidos que foram sedentarios até os 18 meses de
idade e entdo expostos ao exercicio fisico voluntario, apresentaram melhora
significativa do desempenho cognitivo quando comparados aos controles de
mesma idade. Kim e colaboradores (2010) também demonstraram que o
exercicio forcado de corrida em esteira ergométrica melhorou a memoria de
curta duracdo e a memoria espacial em ratos senescentes pelo aumento da
neurogénese e pela supresséo da apoptose no giro denteado.

Outros estudos em roedores demonstram que o exercicio fisico facilita a
aquisicdo e a retencdo da memoria em varias tarefas dependentes do

hipocampo em animais jovens e envelhecidos, as quais incluem o labirinto
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aquatico de Morris (van Praag, 2009), a esquiva inibitéria (Radék et al., 2006) e
o teste de reconhecimento de objetos (O’Callaghan et al., 2007). Costa e
colaboradores (2012) relataram que o exercicio de corrida em esteira realizado
uma vez por semana durante 8 semanas preveniu o declinio da memdria de
reconhecimento em ratos Wistar de meia-idade. Além disso, Cechetti e
colaboradores (2012) mostraram que o exercicio de corrida em esteira realizado
3 vezes por semana durante 12 semanas melhorou o aprendizado e a memoria
espacial e reduziu a lipoperoxidacdo apds a hipoperfusdo cerebral cronica em
ratos.

O efeito da atividade fisica sobre o estado oxidativo celular é bastante
complexo e depende de fatores como idade e sexo e também da intensidade e
do tempo de duracédo do exercicio (Pingitore et al., 2015). Embora o exercicio
regular de intensidade moderada possa ser benéfico para reduzir o estresse
oxidativo, 0 exercicio aerdbico ou anaerébico agudo e intenso esta associado
ao aumento da producdo de espécies reativas em humanos (Radak et al.,
1999) e também em roedores (McArdle et al., 2004). Sabe-se também que o
exercicio pode induzir o aumento do estresse oxidativo, mas esse estimulo
parece ser necessario para promover a regulacdo das defesas antioxidantes
enddégenas pelo exercicio (Pingitore et al., 2015), conforme explicado pela
teoria da Hormese (Figura 3). De acordo com esta teoria, o exercicio fisico
regular esta associado a reducdo de espécies reativas e ao aumento das
defesas antioxidantes, reduzindo o dano oxidativo celular e promovendo

ativacao dos mecanismos de reparo em mamiferos (Vassalle et al., 2015).
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Figura 3. Hormese e exercicio. O exercicio regular promove a hormese, reduz o estresse
oxidativo, protege contra o aparecimento e progressao de doencas, melhora o desempenho e a
gualidade de vida. O exercicio extenuante aumenta o estresse oxidativo e o risco de doencas.
No entanto, um estado de estresse oxidativo que é muito baixo leva a uma falta de beneficios
relacionados com hormese e pode ser prejudicial para a saude. (Adaptado de Pingitore et al.,
2015).

Corroborando com a teoria da Hormese, Radak e colaboradores (2006)
demonstraram uma reducdo na concentracdo de radicais livres no cérebro de
ratos que foram submetidos ao exercicio fisico regular, enquanto outros
estudos ndo observaram alteracdes na atividade de enzimas antioxidantes em
estruturas cerebrais de ratos adultos submetidos ao exercicio agudo e intenso

(Acikgoz et al., 2006; Aksu et al., 2009).
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A melhora da sinalizacéao por fatores troficos tem sido considerada uma
das principais hipéteses para explicar os efeitos positivos da atividade fisica
sobre a cognicdo em seres humanos, com a atencdo centrada nas
neurotrofinas (Salehi et al.,, 2003; Salehi et al., 2004). As neurotrofinas séao
compostas por uma familia de polipeptideos que regulam vérias funcbes
neuronais incluindo proliferagéo, sobrevivéncia, migracdo e diferenciacdo. O
fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) e a neurotrofina-3 (NT-3)
fazem parte desta familia e sdo sintetizados por neurénios-alvo, inicialmente
nas formas de pré e pré-proteinas, sendo suas acfes mediadas pela ligacao a
duas classes diferentes de receptores (Curtis et al., 1995; Villanueva, 2013).

Evidéncias demonstram que a expressao de NT-3 esta relacionada com
a melhora da funcéo cognitiva em roedores (Fischer et al., 1994; Kaisho et al.,
1999). Neste sentido, foi observado que ratos envelhecidos que tiveram melhor
desempenho na tarefa de memoria de trabalho também apresentaram um
aumento dos niveis de NT-3 no hipocampo (Bimonte et al., 2003).

O BDNF esta relacionado com o0 aumento da plasticidade sinaptica (Lu e
Chow, 1999; Nakata e Nakamura, 2007), com a inducdo e manutencéo da fase
tardia da potenciacdo de longa duracdo (Korte et al.,, 1995), com a
sobrevivéncia e a diferenciacdo neuronal (Reichardt, 2006) e com a protecao
contra a morte de neurénios no hipocampo (Pringle et al.; 1996).

Alguns estudos tém demonstrado que tanto o exercicio fisico agudo
guanto o regular podem aumentar os niveis periféricos de BDNF em individuos
jovens e envelhecidos sadios (Coelho et al., 2013; Szuhany et al., 2015). Neste
contexto, embora os mecanismos moleculares responsaveis pelo aumento dos
niveis de BDNF em reposta ao exercicio ainda ndo sejam totalmente

compreendidos, estudos sugerem que esse aumento seja originado tanto de
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fontes centrais quanto periféricas, sendo 70-80% do BDNF circulante derivado
do cérebro e os niveis remanescentes derivados de fontes periféricas, como
plaquetas, células B e T e monécitos (Rasmussen et al., 2009).

Em modelos experimentais, tem sido demonstrado que o exercicio fisico,
além de melhorar o desempenho comportamental, também facilita a
plasticidade sinaptica no hipocampo, uma estrutura-chave para a
aprendizagem espacial (Cotman et al., 2007). Vérias evidéncias reforcam a
ideia de que o BDNF é essencial para a funcdo hipocampal, para a plasticidade
e para o aprendizado (Kuipers e Bramham, 2006). Estudos em roedores
demonstram que o exercicio aumenta o BDNF em varias regides do cérebro,
especialmente no hipocampo, e que esse efeito do exercicio pode ser
observado até semanas apés o seu término (Berchtold et al., 2005). O aumento
do BDNF hipocampal pelo exercicio é mediado por sistemas de
neurotransmissores (Russo-Neustadt e Chen, 2005), pelo sistema
neuroendocrino (Cotman e Berchtold, 2002) e pelo fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1) (Ding et al., 2006). Assim como o BDNF, a
expressdo do gene do IGF-1 é aumentada nos neurdnios hipocampais em
resposta ao exercicio, permanecendo elevada mesmo apos varios dias do seu
término (Ding et al., 2006). Os niveis de IGF-1 periférico circulantes sao
rapidamente aumentados em resposta ao exercicio e parecem ser essenciais
para a neurogénese (Trejo et al., 2001) e para a facilitacdo da memoria

induzida pelo exercicio em ratos (Ding et al., 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do exercicio sobre o aprendizado e a memoria através da cascata de fatores
de crescimento. (A) O exercicio aumenta o aprendizado pela inducdo do BDNF e do IGF-1.
Neurotransmissores, incluindo os receptores NMDA e o sistema noradrenérgico (NE), o IGF-1
periférico e central medeiam a inducdo do BDNF hipocampal com o exercicio. (B) O exercicio
estimula a neurogénese no hipocampo através da interacdo entre os efeitos de IGF-1 e VEGF.
IGF-1 e VEGF periféricos atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) e promovem o
aumento da proliferacdo e sobrevivéncia celular (Adaptado de Cotman et al., 2007).

O IGF-1 € um importante fator trofico para o crescimento e para reacoes
metabdlicas. Os principais 6rgdos responsaveis pela sintese de IGF-1 incluem
0s mausculos, o figado e o cérebro; neste ultimo o IGF-1 é sintetizado
principalmente pelos macrégafos perivasculares e pela microglia (Carro et al.,
2000).

No estudo realizado por Trejo e colaboradores (2001) foi observado que
a liberacdo periférica de IFG-1 € um dos fatores responsavel por induzir a
proliferacéo celular no giro denteado, pois a administracéo cronica do anticorpo
anti-IGF-1 preveniu os efeitos positivos do exercicio de corrida em esteira em
ratos adultos. Neste estudo, também foi demonstrado que o exercicio fisico

promoveu a captacdo de IGF-1 circulante pelo cérebro, bem como a

neurogénese no hipocampo. Além disso, foi relatado que um dos varios efeitos
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do exercicio mediado pelo IGF-1 no cérebro € promover o aumento da
expressdo de BDNF no hipocampo. Em outro estudo, realizado por Ding e
colaboradores (2006), foi observado que o bloqueio do receptor de IGF-1
durante o exercicio em ratos preveniu a melhora da memoria induzida pelo
exercicio, e também reverteu o aumento dos niveis de BDNF. Além desses
efeitos, tem sido demonstrado que o IGF-1 periférico também é necessério
para a remodelacdo dos vasos induzida pelo exercicio fisico no cérebro de
roedores (Lopez-Lopez et al., 2004).

Outro fator tréfico que tem sido estudado como alvo dos efeitos do
exercicio fisico é o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). O VEGF
€ uma importante proteina com funcéo neuroprotetora, responsavel por regular
a proliferagcdo das células endoteliais, a angiogénese, e esta fortemente
envolvido com a neurogénese (Fabel et al., 2003; Ding et al., 2006). Além
disso, foi demonstrado que os efeitos da atividade fisica sobre o contetudo de
VEGF e sobre a expressdo do seu RNA mensageiro parecem ser dose
dependentes do exercicio (Ding et al., 2006).

Além da melhora da sinalizacéo por fatores tréficos, os efeitos positivos
do exercicio fisico sobre a cognicdo podem estar relacionados a outros
mecanismos, como a regulacado de enzimas-chave que também desempenham
papel importante no processo de aprendizado e memoria, como € 0 caso da
Na',K*-ATPase e da AChE (Wyse et al., 2004; Haider et al., 2014). Apesar
destas evidéncias, estes mecanismos ainda tém sido pouco explorados. Assim,
torna-se importante investigar os efeitos do exercicio fisico sobre a atividade
destas enzimas, buscando avaliar as possiveis correlacdes com o desempenho

dos animais jovens e envelhecidos nas tarefas de aprendizado e memodria.
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Diante do exposto, a hipotese de trabalho desta tese é de que o
exercicio fisico moderado pode prevenir o declinio de memoria relacionado a
idade e que este efeito pode estar associado com a reducdo do estresse

oxidativo, com o aumento da expressdo de fatores neurotroficos e com a

atividade das enzimas Na',K'-ATPase e AChE no hipocampo de ratos
senescentes. Além disso, como 0 exercicio atua no organismo como um todo, &
possivel que o muasculo séleo dos ratos senescentes responda de maneira
diferente as alteracbes do estado oxidativo decorrentes do treinamento fisico

guando comparado ao musculo dos ratos jovens.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre a memoria e sobre
parametros bioquimicos e moleculares no hipocampo e no musculo esquelético

de ratos senescentes.

2.1.1 Objetivos Especificos
I.  Investigar o efeito do exercicio fisico moderado sobre a funcdo cognitiva
de ratos Wistar machos de 3 e 22 meses de idade através da memoria
de referéncia na tarefa de Water maze, bem como investigar os
parametros de estresse oxidativo e a expressao de fatores neurotréficos

no hipocampo;

II.  Avaliar o efeito do exercicio fisico moderado sobre a funcdo cognitiva de
ratos Wistar machos de 3, 6 e 22 meses de idade, bem como avaliar a
atividade das enzimas Na*,K*-ATPase e AChE no hipocampo dos ratos
apos o treinamento cognitivo ou apos o exercicio fisico combinado com

o treinamento cognitivo;

. Estudar o efeito do exercicio fisico moderado sobre o estado oxidativo

celular no musculo esquelético (s6leo) de ratos Wistar machos de 3 e 22

meses de idade.
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3. CAPITULO |

Manuscrito: Treadmill running prevents age-related
memory deficit and alters neurotrophic factors and
oxidative damage in the hippocampus of Wistar rats —

submetido ao periddico Behavioural Brain Research
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Abstract

Clinical and pre-clinical studies indicate that exercise is beneficial to many aspects of brain
function especially during aging. The present study investigated the effects of a treadmill
running protocol in young (3 month-old) and aged (22 month-old) male Wistar rats, on: |)
cognitive function, as assessed by spatial reference memory in the Morris Water maze; Il)
oxidative stress parameters and expression of neurotrophic factors BDNF, NT-3, IGF-1 and
VEGF in the hippocampus. Animals of both ages were assigned to sedentary (non-exercised)
and exercised (20 min of daily running sessions, 3 times per week for 4 weeks) groups.
Cognition was assessed by a reference memory task run in the Morris Water maze; twenty four
hours after last session of behavioral testing hippocampi were collected for biochemical
analysis. Results demonstrate that the moderate treadmill running exercise: 1) prevented age-
related deficits in reference memory in the Morris Water Maze; Il) prevented the age-related
increase of reactive oxygen species levels and lipid peroxidation in the hippocampus; )
caused an increase of BDNF, NT-3 and IGF-1 expression in the hippocampus of aged rats. These
results suggest that both exercise molecular effects, namely the reduction of oxidative stress
and the increase of neurotrophic factors expression in the hippocampus, might be related to

its positive effect on memory performance in aged rats.

Key Words: Hippocampus, aged rats, treadmill running exercise, oxidative stress, neurotrophic

facts, Morris Water maze task

List of abbreviations: BDNF: brain-derived neurotrophic factor; CAT: catalase, DCF:
dichlorofluorescein, EXE: exercised, FGF-2: fibroblast Growth Factor 2, H,DCF: 2'7’-
dichlorofluorescein, IGF-1: insulin-like growth factor-1, NT-3: neurotrophin-3, MDA:
malondialdehyde, VO,: peak oxygen uptake, ROS: reactive oxygen species, SED: sedentary,
SOD: superoxide dismutase, TBARS: thiobarbituric acid reactive substances, VEGF: vascular

endothelial growth factor.
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1. Introduction

Aging is a time-dependent process leading to anatomical and physical changes that
reduce physiological activity of many organs [1, 2]. It is well known that aging is frequently
associated with age-mediated structural and functional alterations in the hippocampus [3], i.e.,
decreases in cognitive performance that are associated to impairment of synaptic
transmission, changes in neurotransmitter levels [4], as well as to the attenuation of
hippocampal neurogenesis [5], aging is also associated, at the cellular level, with oxidative
stress, impairment of mitochondrial function and DNA repair, and with decreased tissue
regeneration activity [6]. The increase in reactive oxygen species may be a crucial contributor
to brain senescence and neurodegeneration in aged rodents and humans [7, 8], and has been
tentatively related to cognitive impairment. Free radicals cause oxidative damage to critical
biological molecules and, in order to handle that, organisms utilize endogenous defenses,
including antioxidant enzymes as superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase,
as well as non-enzymatic antioxidants (as, for example, glutathione, ascorbate and
tocopherol) [9]. These molecules provide support for aerobic cells to maintain a reducing state
despite the oxidizing environment [10].

A number of trophic factors, important proteins for maintaining survival and function
of neurons, have also shown neuroprotective/neurotrophic properties [11]. Interestingly, the
levels of proteins such as vascular endothelial growth factor (VEGF), brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and neurotrophin-3 (NT-3) are
dynamically regulated in the brain [12, 13], as well as are positively related to the
enhancement of cognitive function [14]. In addition, there is evidence on the importance of
NT-3 expression for cognition during aging, especially in the hippocampus [15].

Numerous experimental approaches have been used with the aim of reducing age-
related brain changes, and physical exercise has revealed many beneficial effects. Both
voluntary and forced exercise have been used to investigate the effects of physical activity on
brain function; however, it has been argued that forced exercise gives more consistent results
since all subjects are submitted to the same experimental conditions [16]. Moderate and
regular physical activity improves performance in different memory and learning tasks in aged
and young rodents [17-20]. Moreover, previous studies show that exercise increases brain
antioxidant capacity and reduces oxidative stress [18, 21, 22]. It was also reported that
exercise increases the expression and levels of several neurotrophic and growth factors,
including IGF-1 [23], fibroblast Growth Factor 2 (FGF-2) [24] and BDNF [25]. Indeed, it is well
known that the beneficial effects of physical exercise on brain function are mediated by both

BDNF and IGF-1 [14, 23]; however, little is known about exercise effects on brain NT-3
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expression.

The present study investigated the effect of a moderate treadmill running exercise
protocol in young and aged Wistar rats on: |) cognitive function, as assessed by spatial
reference memory in the Morris Water maze; Il) oxidative stress parameters, namely the
reactive oxygen species, lipid peroxidation, superoxide dismutase and catalase activities and
expression of neurotrophic factors BDNF, NT-3, IGF-1 and VEGF in the hippocampus. The
working hypothesis is that treadmill running exercise will prevent aged-related memory
deficits, and that such effect is possibly associated to a reduction of oxidative stress and to

increased expression of neurotrophic factors in the hippocampus of aged rats.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Young (3 months-old) and aged (22 months-old) male Wistar rats were obtained from
the Central Animal House of the Department of Biochemistry of the Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. They were maintained in a temperature controlled
room (22 + 1 2C), on a 12/12 h light/dark cycle, with food and water available ad libitum. The
NIH “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (NIH publication No. 80-23, revised
1996) and the official governmental guidelines, in compliance with the Federacdo das
Sociedades Brasileiras de Biologia Experimental, were followed in all experiments. The aged
animals were housed three per cage. The study was approved by the Ethics Committee of the

University under protocol number 24199.

2.2. Exercise training

Rats were habituated with the treadmill apparatus to minimize novelty stress and
randomly divided into sedentary (SED, non-exercised) and exercised (EXE, 20 min of daily
running sessions, 3 times per week for 4 weeks) groups. The exercise training consisted of
running sessions in an adapted motorized rodent treadmill (INBRAMED TK 01, Porto Alegre,
Brazil) at 60% of the animals' maximal oxygen uptake [26]. Peak oxygen uptake (VO,) was
measured indirectly in all animals before training, as follows. Each rat ran at a low initial speed
on the treadmill; the speed was increased by 5m/min every 3 min until the point of exhaustion
(i.e., failure of the rats to continue running). The time to fatigue (in min) and workload (in
m/min) were taken as indexes of exercise capacity, which was in turn taken as VO, max [26,
27].

The protocol of exercise was of daily 20 minutes running sessions, three times per

week for 4 weeks [28, 29]. Any animal that refused to run was encouraged by gently tapping
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on the back. Sedentary rats were handled exactly as the experimental animals and were left
on the treadmill for 5 min without any stimulus to run. All procedures occurred between 7 and
12 am. The experimental design is shown in figure 1. The number of animals per group was:

SED young= 11; EXE young= 11; SED aged= 10 and EXE aged= 10.

2.3. Reference Memory Assessment

Hippocampus-dependent spatial learning and memory were assessed using the Morris
Water maze. The maze consisted of a black circular pool with 200 cm in diameter filled with
water (temperature around 23 2C, depth 40 cm) situated in a room with visual cues on the
walls. A transparent platform with 10 cm in diameter was submerged in the water (2 cm below
the water surface) and the pool was conceptually divided into four quadrants and had four
points designated as starting positions (N, S, W or E) [30, 31].

Twenty four hours after the last exercise session rats were submitted to the reference
memory task. Rats were trained on 5 consecutive days, receiving 4 trials per day, and 24 h
after the last training session a probe trial was performed. Each daily session consisted of four
trials with a 10 min intertrial interval. A trial began when the rat was placed in the water at one
of the four starting positions, chosen at random, facing the wall. The order of starting position
varied in every trial and any given sequence was not repeated on acquisition phase days. The
rat was given 60 s to locate the platform; if the animal did not succeed it was gently guided to
the platform and left on it for 10 s. Rats were dried and returned to their home cages after
each trial. The latency to find the platform was measured in each trial and the mean latency
for every training day was calculated. The probe consisted of a single trial with the platform
removed. Here, the latency to find the original platform position, the time spent in the target

and in the opposite quadrants were analyzed [31-33].

2.4. Tissue preparation

Twenty four hours after last session of behavioral assessment, animals were
euthanized by decapitation without anesthesia. The brain was rapidly removed and the
hippocampus was quickly dissected out on a glass dish over ice. To assess the reactive oxygen
species levels, superoxide dismutase and catalase activities the hippocampus was
homogenized in 10 volumes (1:10, w/v) of 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4 containing
140 mM KCI. The homogenates were then centrifuged at 800 xg for 10 min at 4 °C and the
supernatant was used for assays. To determine the levels of TBARS, the hippocampus was
homogenized in a Pyrex tube 1:10 (w/v) in 1.15% KCI. Homogenates were centrifuged at 800

xg for 10 min at 4 °C and the supernatant was used for the assay. The number of animals per
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group was: SED young= 5-6; EXE young= 5-6; SED aged=5 and EXE aged= 5.

2.5. Reactive oxygen species (ROS)

ROS production was measured according to the method of LeBel and colleagues [34]
and based on the oxidation of 2’7’-dichlorofluorescein (H,DCF). The sample was incubated in a
medium containing 100 uM 2'7’-dichlorofluorescein diacetate (H,DCF-DA) solution. The
reaction produces the fluorescent compound dichlorofluorescein (DCF) which is measured at

Aem=488 nm and Aex=525 nm; results are presented as nmol DCF/mg protein.

2.6. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

TBARS, an index of lipid peroxidation, was determined according to the method
described by Ohkawa and colleagues (1979) [35]. Hippocampus supernatants in 1.15% KClI
were mixed with 20% trichloroacetic acid and 0.8% thiobarbituric acid and heated in a boiling
water bath for 60 min. TBARS were determined by the absorbance at 535 nm and calculated as

nmol of malondialdehyde (MDA) formed per milligram of protein.

2.7. Superoxide dismutase (SOD) activity

The SOD activity assay is based on the capacity of pyrogallol to autoxidize, a process
highly dependent on superoxide, the substrate for SOD. The inhibition of autoxidation of this
compound occurs in the presence of SOD, whose activity can be then indirectly assayed
spectrophotometrically at 420 nm [36]. A calibration curve was performed with purified SOD
as standard, in order to calculate the activity of SOD present in the samples. Results were
reported as units per milligram of protein. SOD activity was expressed as the amount of

enzyme that inhibits the oxidation of epinephrine by 50%, which is equal to 1unit.

2.8. Catalase (CAT) activity

CAT activity was assayed using a double-beam spectrophotometer with temperature
control (Hitachi U-2001). This method is based on the disappearance of H,0;at 240 nm in a
reaction medium containing 20 mM H,0;, 0.1% Triton X-100, 10 mM potassium phosphate
buffer pH 7.0, and 0.1-0.3 mg protein/mL [37]. One CAT unit is defined as 1 mmol of H,0;

consumed per minute and the specific activity is represented as CAT units/mg protein.

2.9. Protein determination
Protein was measured by the method of Lowry and colleagues [38] using bovine serum

albumin as standard.
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2.10. Western Blotting

Tissue was homogenized in lysis buffer containing 50 mM of Tris-HCI, 4% SDS, and
EDTA 2mM; boiled and added 25% of a solution containing 5% B-mercaptoethanol, 40%
glycerol, and 0,02% bromophenol blue. Equal protein concentrations (20 ug/lane, determined
by Lowry method [38]) were put onto 12% SDS-PAGE (Mini-PROTEAN, Bio-Rad — 1658004) and
subsequently transferred to nitrocellulose membrane (Trans-blot SD semi-dry transfer cell, Bio-
Rad —1703940) for 1 h in transfer buffer (48 mM Trizma, 39 mM glycine, 20% methanol). The
nitrocellulose membranes were washed for 10 min in Tris-buffered saline (TBS; 0.5 M NacCl, 30
mM Trizma, pH 7.5), followed by incubation overnight at 42C in blocking solution (TBS plus 2%
bovine serum albumin and 0.05% Tween 20). After incubation, the blot was washed three
times for 5 min with TBS plus 0.05% Tween-20 (T-TBS), and then incubated overnight at 4 °Cin
blocking solution containing the antibody: anti-VEGF (sc-507, 1:1000, Santa Cruz), anti- BDNF
(ab27932, 1:1000, Abcam), anti-NT-3 (ab65804, 1:1000, Abcam), anti-IGF-I (#05-172,
1:1000, Millipore) and anti-actin (1:2000, Sigma). The blot was then washed three times for 5
min with T-TBS and incubated for 1 h at room temperature in solution containing horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit 1gG (#AP132P, 1:10000, Millipore), HRP anti-mouse
IgG (#AP124P, 1:10000, Millipore) (GE Healthcare, Sao Paulo—Brazil). The blot was washed
again three times for 10 min with T-TBS and once for 10 min with TBS. The chemiluminescence
signal was detected using an ECL Kit (GE Life Sciences - RPN2109). Immunoblots were
quantified by scanning the membranes in Image Quant LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences -
United Kingdom) and determining optical densities through Image Studio Lite V5.0 (LI-COR
Biosciences — US). The number of animals per group was: SED young= 4-6; EXE young= 4-6; SED
aged= 5 and EXE aged=4-5.

2.11. Statistical analysis

Latencies in the Morris Water maze task were analyzed using two-way repeated-
measures analysis of variance (ANOVA), with aging and exercise as independent variables and
session as the repeated measure. Results of ROS levels, TBARS, SOD/CAT activity ratio and
western blotting were analyzed by two-way ANOVA or one-way ANOVA, whenever
appropriate, followed by Duncan’s post hoc test. Values are expressed as mean * standard

error (S.E.). Significance was assumed whenever p<0.05.
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3. Results
3.1. Reference memory in the Morris Water maze

SED aged rats showed a reference memory acquisition deficit, requiring more time to
find the platform in the Sthday of training (41.24 + 1.91 seconds) than the SED young rats
(17.66 + 1.77 seconds), (Fig. 2; Fua= 18.468, p<0.05). Exercise was able to prevent such
memory impairment, since the latency of EXE aged group to find the platform (24.3 + 2.94
seconds) was not different from that of SED young group. However, both aged groups (SED =
43.4 £ 3.76, and EXE = 39.9 £ 5.74) differed from the SED young group (control, 21.45 + 1.81) in
the time to find the platform area (F(1,42= 23.01, p<0.05) in the probe trial.

The mean of swimming speed was of 0.47 + 0.0016 cm/s for control animals (SED
young rats) and 0.86 = 0.002 cm/s for SED aged rats (F(1,40= 3.235, p>0.05), demonstrating that
aging did not cause any gross motor deficit. The general mean of swim speed was 0.59 + 0.001

cm/s for all animals.

3.2. Oxidative stress parameters

As predicted, SED aged rats showed an increase in ROS levels in the hippocampus
when compared to the SED young group (Fig. 3A; F(1,22)= 66.66, p<0.05); the exercise protocol
was able to prevent such increase in the EXE aged, but not in EXE young, group (F1,22= 19.40,
p<0.05). Interestingly, a positive correlation was found between ROS content in the
hippocampus and the time to find the platform in the 5™ day of training in Water Maze task (r=
0.82, p<0.05), demonstrating that the increase in ROS levels is probably associated to the
memory impairment in aged rats.

The investigation of lipid peroxidation revealed an increase in TBARS levels in the
hippocampus of SED aged animals when compared to SED young group (Fig. 3B; F(1,19= 7.00,
p<0.05). Although the exercise protocol reduced the lipid peroxidation in the hippocampus of
EXE aged rats (F1,19= 9.74, p<0.05), it did not affect young exercised rats. There were also
positive correlations between the lipid peroxidation and the ROS content (r= 0.67, p<0.05), and
with the time to find the platform in the 5" day of training in Water Maze task (r= 0.62,
p<0.05), showing that the decrease in oxidative stress, i.e. reduction of ROS levels and lipid
peroxidation, might be associated with the exercise-related memory improvement. The effects
of aging and exercise on the antioxidant brain enzymes are presented in Fig. 3C. There was no

difference on [SOD]/[CAT] activity ratios between groups.
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3.3. Western blotting

Western blotting was performed to assess the expression of neurotrophic factors in
the hippocampus (Fig. 4). There was no effect of aging in the expression of BDNF in the
hippocampus, however the exercise was able to increase its expression in the EXE aged, but
not in EXE young, group when compared to the SED young group (Fig. 4A; F1,21)= 4.23, p<0.05.
Similarly, there was no effect of aging on the expression of NT-3 in the hippocampus, though
the exercise increased the expression of this protein in the EXE aged group when compared to
the SED young group (Fig. 4B; Fj1,17)= 6.10, p<0.05), with no effect on the expression of NT-3 in
the EXE young rats.

The trophic factors IGF-1 and VEGF were also studied. The results showed effects of
aging and of exercise on the increased expression of IGF-1 in the hippocampus (Fig. 4C; F(1,22)=
6.00, p<0.05; F1,22= 11.36, p<0.05; respectively). In fact, the EXE aged group was different
from all other tested groups. On the other hand, no effect was observed in the EXE young
group; and there was no effect of aging or exercise on the VEGF expression in the

hippocampus of young and aged rats (Fig. 4D; F(1,21)= 2.62, p=0.087).

5. Discussion

The present study investigated the effects of a moderate treadmill running exercise
protocol on spatial learning and memory, ROS levels, lipid peroxidation, superoxide dismutase
and catalase activities and the expression of neurotrophic factors in the hippocampus of young
and aged male Wistar rats. Consistent with the working hypothesis, running exercise
prevented the age-related reference memory deficit, an effect possibly associated to the
demonstrated reduction of oxidative stress together with the increased expression of BDNF,
NT-3 and IGF-1 in the hippocampus. Additionally, there were robust correlations between the
reduction in oxidative status by exercise, i.e. decreased in ROS levels and lipid peroxidation in
the hippocampus of aged rats, and the performance in the reference memory task.

Cognitive function of rats was assessed by Morris Water maze task, a hippocampus-
dependent spatial learning test [33]. Confirming previous reports [39, 40], present data
demonstrate that aged rats showed acquisition deficit of reference memory when compared
to young animals. As expected, the moderate treadmill running exercise was able to prevent
the aged-related cognitive deficit, improving the performance of aged rats in this task. In
agreement with that, Sampedro-Piquero and colleagues [41] showed that running exercise on
a rotarod during 2 months improved spatial memory in aged rats, and another study
demonstrated that 12 weeks of treadmill running improved recognition and aversive memory

in aged rats [42]. However, in the probe trial both aged groups differed from control rats ( SED
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young group) in the time to find the platform area, which demonstrates that the exercise
protocol here used improved memory acquisition, but did not affect memory retention.

Considering available evidence of hippocampus oxidative stress parameters and
neurotrophic factors activity on cognition, we investigated whether the positive effect of
physical exercise on age-related memory impairment performance could be associated to such
variables. Oxidative stress, an imbalance between free radical production and antioxidant
defense activity, may be associated with a range of degenerative diseases observed during
aging, including those related to learning and memory deficits [43, 44]. Figure 3 shows an
increase in ROS levels in the hippocampus of aged rats, which are in accordance with date from
literature [45, 46]. Interestingly, treadmill running exercise was able to reduce the levels of
these radicals in the hippocampus of aged animals, which may have contributed to improve
memory performance since there was a positive correlation between ROS content and the
time to find the platform in the 5" day of training in Water Maze task. It is well known that
oxidative stress may lead to lipid peroxidation, and TBARS seems to be a good marker for its
evaluation [45, 47]. Here, TBARS levels in the hippocampus of aged rats were increased when
compared to that of young rats, indicating an age-related increased on lipid peroxidation. In
agreement with such results, other authors also demonstrated that this parameter was
markedly increased in aged rats [45, 48]. On the other hand, moderate treadmill running
exercise reduced lipid peroxidation in the hippocampus of aged rats. In addition, there was a
positive correlation between the hippocampus lipid peroxidation and the ROS levels, as well as
with the time to find the platform in the 5" day of training in Water Maze task, showing that
the decrease in oxidative stress, i.e. reduction of ROS levels and lipid peroxidation, might be
associated with the exercise-related memory improvement. Surprisingly, SOD/CAT activity
ratio was not altered by either aging or exercise, suggesting that the observed reduction in
oxidative damage is due to action of exercise by different pathways.

Neurotrophic factors are important proteins involved in the maintenance of cell
survival and differentiation, synaptic strengthening, increased resistance to oxidative stress
and memory [49-51]. As shown in figure 4, treadmill running exercise increased the expression
of BDNF, NT-3 and IGF-1 in the hippocampus of aged rats, but not of VEGF. Accordingly,
studies have demonstrated that exercise may modulate the expression of neurotrophic factors
even when initiated late in life [19]. Besides, studies have showed that both BDNF and IGF-1
signaling are crucial mechanisms underlying improved learning in response to exercise [14, 52].
In addition, it was shown that the role played by IGF-1 during exercise may be associated with
the action of BDNF since, like BDNF; its receptors are abundant in the hippocampus [53-55].

Figure 4B demonstrates the effect of exercise on NT-3 expression. Interestingly, treadmill
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running exercise significantly increased the expression of NT-3 in aged rats. NT-3, a close relative
to BDNF in the neurotrophin family [56], has shown to play an important role in ameliorating
aging-related cognitive deficits [15, 57]. In this context, it was reported that the overexpression
of NT-3 in mice prevented age-related spatial learning impairments [57] and that the
intracerebroventricular infusion of this neurotrophin improved spatial learning in aged rats [58].
However, to the best of our knowledge, this is the first study to show that exercise is able to
increase the expression of NT-3 in aged rats, suggesting that the upregulation of neurotrophic
factors is a key mechanism though which exercise improved memory performance.
Summarizing, present study demonstrates that moderate treadmill running exercise: 1)
prevented age-related deficit in the Morris Water Maze reference memory task; Il) prevented
the age-related increase of reactive oxygen species levels and lipid peroxidation in the
hippocampus; Ill) increased the expression of BDNF, NT-3 and IGF-1 in the hippocampus. These
results suggest that both exercise molecular effects, namely the reduction of oxidative stress
and the increase of neurotrophic factors expression in the hippocampus, might be related to
its positive effect on memory performance in aged rats, thus reinforcing the importance of
physical exercise as a non-pharmacological therapeutic/preventive strategy for cognitive

decline related to aging.
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Figure 1. Diagram showing the timeline of experimental design. The treadmill running exercise
protocol (20 min/day, 3 times per week during 28 days) was used. Morris Water maze training
started 24 hours after the last session of treadmill exercise and was performed during 5 days,
followed by the probe trial. Rats were euthanized twenty four after behavioral assessment and
the hippocampus was dissected out for biochemical analysis.

Figure 2. Effect of aging and treadmill running exercise on the latency to find the platform
during the five training sessions in the Reference Memory task in the Morris Water maze (n=
10-11 animals per group). Data are expressed as means and were analyzed by repeated
measures ANOVA followed by Duncan’s post hoc test. The Standard Error Mean, SEM bar,
shows the mean of standard errors for all groups/days. Values were considered significant
when p<0.05. * significantly different from the control group (young SED rats).

Figure 3. Effect of aging and treadmill running exercise on free oxygen species content (A), on
lipid peroxidation (B) and on [SOD]/[CAT] activity ratio (C) in the hippocampus of rats (n= 5-6
animals per group). Results are expressed as percentage of control group (SED young group,
mean * SE) and were analyzed by Two-way ANOVA followed by Duncan. *= values significantly
different from SED young group; *p<0.05. "= values significantly different from SED young and
SED aged group; *p<0.05.

Figure 4. Effect of aging and treadmill running exercise on BDNF (A), NT-3 (B), IGF-1 (C) and on
VEGF expression (D) in the hippocampus of rats (n= 4-6 animals per group). Results are
expressed as percentage of control group (SED young group, mean + SE) and were analyzed by
Two-way ANOVA followed by Duncan. *= values significantly different from SED young group;
*p<0.05. *= values significantly different from EXE young group and SED aged group; *p<0.05.
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Figure 3B
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Figure 3C
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Figure 4A
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Figure 4C
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Figure 4D
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Abstract Regular physical activity has shown to improve
the quality of life and to prevent age-related memory defi-
cits. Memory processing requires proper regulation of
several enzymes such as sodium—potassium adenosine
triphosphatase (Na*, K*-ATPase) and acetylcholinester-
ase (AChE), which have a pivotal role in neuronal trans-
mission. The present study investigated the effects of a
treadmill running protocol in young (3 months), mature (6
months) and aged (22 months) Wistar rats, on: (a) cogni-
tive function, as assessed in the Water maze spatial  tasks;
(b) Na*, K*-ATPase and AChE activities in the hippocam-
pus following cognitive training alone or treadmill running
combined with cognitive training. Animals of all ages were
assigned to naive (with no behavioral or exercise training),
sedentary (non-exercised, with cognitive training) and exer-
cised (20 min of daily running sessions, 3 times per week
for 4 weeks and with cognitive training) groups. Cognition
was assessed by reference and working memory tasks run
in the Morris Water maze; 24 h after last session of behav-
ioral testing, hippocampi were collected for biochemi-
cal analysis. Results demonstrated that: (a) a moderate
treadmill running exercise prevented spatial learning  and
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memory deficits in aged rats; (b) training in the Water maze
increased both Na*, K*-ATPase and AChE activities in the
hippocampus of mature and aged rats; (c) aged exercised
rats displayed an even further increase of Na*, K*-ATPase
activity in the hippocampus, (d) enzyme activity correlated
with memory performance in aged rats. It is suggested
that exercise prevents spatial memory deficits in aged rats
probably through the activation of Na*, K*-ATPase in the
hippocampus.

Keywords Hippocampus - Aged rats - Na*, K*-ATPase -
AChE - Cogpnitive training - Treadmill running

Introduction

Aging is a complex biological process characterized by
physiological and structural brain changes leading to dif-
ferent degrees of cognitive decline associated to neurode-
generative disorders [1]. According to the United Nations
Department of Economic and Social Affairs (2013) [2] the
proportion of the world’s population aged 60 years or over
increased from 8% in 1950, to 12% in 2013 and it is esti-
mated to reach 21% in 2050, with a further increase in the
frequency of age-related neurodegenerative diseases.
Cognitive impairment may be related to biochemi-
cal changes during aging [3]. The hippocampus is a piv-
otal structure for cognitive functions such as learning and
memory, and seems to be particularly vulnerable to aging
[4]. The appropriate function of the hippocampus depends
on the activity of key membrane enzymes that also proved
to be important for cognition. Sodium-potassium adeno-
sine triphosphatase (Na*, K*-ATPase), for instance, is a
crucial transmembrane enzyme responsible for the elec-
trochemical gradient across the cell membranes. It has
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been demonstrated that Na*, K*-ATPase impairment is
associated with spatial learning and memory deficits [5];
also the training on a spatial task is accompanied by an
increase in activities of total ATPase and Na*, K*-ATPase
in the hippocampus [6]. Interestingly, although some stud-
ies have demonstrated its role on memory processing [7,
8], there are just few reports on age-related changes of
Na* K*-ATPase activity, with conflicting results [9, 10].

The cholinergic system seems to be specially impaired
during aging [3]. A key enzyme in this system is acetylcho-
linesterase (AChE), which degrades acetylcholine (ACh) in
the synaptic cleft, thus regulating neurotransmitter avail-
ability [11]. Interestingly, some studies have shown that
hippocampal ACh release and vesicular ACh transporter
expression are increased during cognitive training, such
as performance of a learned spatial memory task [12, 13];
however, there are no reports on the AChE activity during
cognitive training.

Several approaches have been investigated in order to
reduce age-related symptoms, and physical exercise has
proven to bear neuroprotective effects. Regular physical
activity is an important non-pharmacological therapeu-
tic/preventive strategy for many diseases, particularly to
those related to brain aging [14, 15]. Accordingly, it has
been shown that exercise improves performance in differ-
ent learning and memory tasks in aged and young rodents
[16-18]. In this context, forced treadmill running has been
successfully used in several studies for its consistency,
since all animals are submitted to the same experimental
conditions [19], and showed to have a positive effects over
the deficits related to aging [20, 21].

The present study investigates the effect of a moderate
treadmill running exercise protocol in young, mature and
aged Wistar rats, on: (a) cognitive function, as assessed
in the Water maze spatial tasks; (b) Na*, K*-ATPase and
ACNhE activities in the hippocampus after cognitive training
alone or treadmill running combined with cognitive train-
ing. The working hypothesis is that exercise training will
prevent age-related deficits in spatial reference and work-
ing memory, and that this effect might be associated to the
studied enzyme activities.

Materials and Methods
Animals

Male Wistar rats of 3 (young), 6 (mature) and 22 (aged)
months of age (total number of 129 animals, divided in
four blocks of 30-35 animals each) were obtained from
the Central Animal House of the Department of Biochem-
istry of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. Animals were maintained on

@ Springer

a 12/12 h light/dark cycle in an air-conditioned constant
temperature (22 £ 1 °C) colony room, with free access to
food and water. The NIH ‘‘Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” (NIH publication No. 80 — 23,
revised 1996) and the official governmental guidelines, in
compliance with the Federacdo das Sociedades Brasilei-
ras de Biologia Experimental, were followed in all exper-
iments. The aged animals were housed three per cage.
The study was approved by the Ethics Committee of the
University under protocol number 24199.

Exercise Training

Rats were randomly divided into naive (with no behavio-
ral or exercise training), sedentary (SED) (non-exercised,
with cognitive training) and exercised (EXE) (20 min
daily running sessions, 3 times per week for 4 weeks
and with cognitive training) groups. The exercise train-
ing consisted of running sessions in an adapted motor-
ized rodent treadmill (INBRAMED TK 01, Porto Alegre,
Brazil) at 60% of the animals’ maximal oxygen uptake
[22]. Peak oxygen uptake (VO,) was measured indi-
rectly in all animals before training, as follows. Each rat
ran on the treadmill at a low initial speed with the speed
being increased by 5 m/min every 3 min until the point
of exhaustion (i.e., failure of the rats to continue run-
ning). The time to fatigue (in min) and workload (in m/
min) were taken as indexes of exercise capacity, which
was in turn taken as VO, max [22, 23]. The exercise pro-
tocol was of daily 20 min running sessions, three times
per week for 4 weeks [24, 25]. Any animal that refused to
run was encouraged by gently tapping on the back. Sed-
entary rats were handled exactly as the experimental ani-
mals and were left on the treadmill for 5 min without any
stimulus to run. All procedures occurred between 7 and
12 am. The experimental design is shown in Fig. 1.

Spatial Memory in the Morris Water Maze

Twenty-four hours after the last exercise session rats
were submitted to behavioral spatial memory testing in
the Morris Water maze. The maze consisted of a black
circular pool with 200 cm in diameter filled with water
(temperature around 23 °C, depth 40 cm) situated in a
room with visual cues on the walls. A transparent plat-
form with 10 cm in diameter was submerged in the water
(2 cm below the water surface) and the pool was concep-
tually divided into four quadrants and had four points
designated as starting positions (N, S, W or E) [26, 27].
Two different spatial memory protocols were run: refer-
ence and working memory [28].
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Fig. 1 Diagram showing the
timeline of experimental design.
The treadmill exercise protocol

Runningtraining period
(3 times/week, 28 days)

performed during 4 days. Rats

(20 min/day, 3 times per week Vs A ~
during 28 days) was used. Ref-
erence memory training started 1 28 29 37 40 41
24 h after the last session of
treadmill exercise and was per- } ,{,/ : = : | > days
formed during 5 days, followed X V!v
by the probe trial. The working ' ! ¥  Euthanasia
memory protocol started 48 h ! '
after the probe trial and was E v Last session (working memory)
]
]
U

were euthanized 24 h after
behavioral assessment and the
hippocampus was dissected out
for biochemical analysis

Morris Water Maze (working memory)

Morris Water Maze (reference memory)

Last session of treadmill exercise

Reference Memory Protocol

In this task rats received five daily training sessions and a
probe trial in the 6th day. Each session consisted of four
trials with 10 min of inter training session interval. A
trial began when the rat was placed in the water at one
of the four starting positions, chosen at random, facing
the wall. The order of starting position varied in every
trial and any given sequence was not repeated on acquisi-
tion phase days. The rat was given 60 s to locate the plat-
form; if the animal did not succeed it was gently guided
to the platform and left on it for 10 s. Rats were dried and
returned to their home cages after each trial. The latency
to find the platform was measured in each trial and the
mean latency for every training day was calculated. The
probe consisted of a single trial, as described before, with
the platform removed. Here, the latency to reach the orig-
inal platform position, the time spent in the target and in
the opposite quadrants were analyzed [27-29].

Working Memory Protocol

This protocol consisted of four trials/day, during four
consecutive days, with the platform location daily
changed. Each trial was conducted as described in the ref-
erence memory protocol, with a 5 min intertrial interval.
Latency to find the platform was measured in each trial
and the mean latency for every trial, along the 4 days,
was calculated, allowing for the observation of the ability
of animals in locating the novel platform position in the
day [27, 29]. Working memory was assessed by the dif-
ference (delta) between mean latencies of trial 1 (acquisi-
tion trial) and trial 4 (test trial) in the four sessions.

Tissue Preparation

Twenty-four hours after last session of behavioral assess-
ment, animals were euthanized by decapitation without
anesthesia. The brain was rapidly removed and the hip-
pocampus was quickly dissected out on a glass dish over
ice.

Na*, K*-ATPase Activity Assay

The hippocampi were homogenized in ten volumes (1:10,
w/v) of 0.32 mM sucrose solution containing 5.0 mM
HEPES and 1.0 mM EDTA, pH 7.5. The homogenates
were centrifuged at 1000xg for 10 min; the supernatants
were removed for Na*, K*-ATPase activity determination.

The reaction mixture for Na*, K*-ATPase activity assay
contained 5.0 mM MgCl,, 80.0 mM NaCl, 20.0 mM KClI
and 40.0 mM Tris-HCI, pH 7.4, in final volume of 200 mL.
The reaction was initiated by addition of ATP to a final
concentration of 3.0 mM. Controls were carried out under
the same conditions with the addition of 1.0 mM ouabain.
Na*, K*-ATPase activity was calculated by the difference
between the two assays, as described by [30]. Released
inorganic phosphate (Pi) was measured by the method of
[31]. Specific activity of the enzyme was expressed as nmol
Pi released per min per mg of protein. All samples were run
in duplicates.

AChE Activity Assay
For the AChE assay the hippocampi were homogenized in
ten volumes of 0.1 mM potassium phosphate buffer, pH

7.5, and centrifuged for 10 min at 1000xg. The superna-
tants were used for the enzymatic AChE analyses. AChE
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activity was determined according to the method of Ell-
man and colleagues [32]. Hydrolysis rates were measured
at ACh concentration of 0.8 mM in 300 pL assay solu-
tion with 30 mM phosphate buffer, pH 7.5, and 1.0 mM
5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) at 25 °C.
About 15 pL of hippocampus supernatant was added to the
reaction mixture and preincubated for 3 min. The hydroly-
sis was monitored by formation of the thiolate dianion of
DTNB at 412 nm for 2-3 min (intervals of 30 s). All sam-
ples were run in triplicate.

Protein Determination

Protein was measured by the method of Lowry and col-
leagues (1951) [33] using bovine serum albumin as
standard.

Statistical Analysis

Latencies in the reference memory training were analyzed
using two-way repeated-measures analysis of variance
(ANOVA), with aging and exercise as independent vari-
ables and session as the repeated measure. Latencies in the
working memory task, as well as results of Na*, K*-ATPase
and AChE were analyzed by two-way ANOVA or one-way
ANOVA, whenever appropriate, followed by Duncan’s post
hoc test. Values are expressed as mean * standard error
(S.E.). Pearson correlation analysis was used to study the
relationship between behavioral and biochemical results.
Significance was assumed whenever p<0.05.

Results
Reference Memory

Sedentary aged rats showed reference memory acquisition
deficit, as expected, requiring more time to reach the plat-
form in the 5th day of training (35.35 £ 2.82 s) than the SED
young rats (21.9 + 1.84 ), [Fig. 2; Fp 99)=5.79; p < 0.05].
Interestingly, the latency of the EXE aged group to reach
the platform (29.6 + 3.6 s) was not significantly different
from that of the SED young group, i.e., the exercise was
able to prevent the age-related memory deficit. Both mature
groups, SED and EXE, did not show performance differ-
ences when compared to the young ones (27.38 + 4.10;
30.20+ 3.46; respectively). Surprisingly, both aged groups
(SED =40.26 + 4.37, and EXE = 37.06 + 4.96) differed
from the SED young group (control, 23.09 £+ 1.99) in
the time to reach the platform area during the probe trial
[F(Z, 105)=5.625; p<005]

Aging did not cause any gross motor deficit, since the
mean of swimming speed was 0.7 + 0.002 cm/s for control
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Fig. 2 Effect of aging and treadmill running on the latency to find
the platform during the five training sessions in the Water maze
reference memory protocol (n = 12-29 animals per group). Data
are expressed as means and were analyzed by repeated measures
ANOVA followed by Duncan’s post hoc test. The standard error
mean, SEM bar, shows the mean of standard errors for all groups/
days. Values were considered significant when p <0.05. *significantly
different from the control group (young SED rats)
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difference (s) ( trial 1 - trial 4)
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Fig. 3 Effect of aging and treadmill running on the Water maze
working memory performance (n = 12-19 animals per group). Bars
represent meant SE of latencies differences between 1st and 4th trial.
Results were analyzed by two-way ANOVA followed by Duncan’s
post hoc test. VValues were considered significant when p < 0.05. *sig-
nificantly different from the control group (young SED rats)

animals (SED young rats) and 0.5 + 0.002 cm/s for SED
aged rats [F(, ¢1y= 0.152; p > 0.05]. The general mean of
swim speed was 0.5 + 0.002 cm/s for all animals.

Working Memory

Working memory was assessed by the difference (delta)
between mean latencies of trial 1 (acquisition trial) and
trial 4 (test trial) in the four sessions. Similarly, the SED
aged group showed a clear working memory impairment
(6.28 £ 2.03 s) in comparison with the SED young group
(14.5+3.425) [Fig. 3; F(; 87y=4.09; p < 0.05]. The  exer-
cised aged group performance did not differ from that of

young controls; i.e., the running exercise also prevented the
age-related working memory deficit. Both mature  groups
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had performances similar to those of young SED and EXE
groups.

Biochemical Analysis

The assessment of Na*, K*-ATPase activity in the hip-
pocampus of naive rats revealed no activity differences dur-
ing aging (Table 1). On the other hand, as shown in Fig. 4,
the Water maze training alone was able to increase the Na™,
K*-ATPase activity in both SED mature and aged groups.
Moreover, treadmill running combined with cognitive train-
ing further increased in enzyme activity when compared to
all other groups [F, s4 = 6.35; p < 0.05], suggesting that
this enzyme is altered by both cognitive training and exer-
cise. Interestingly, there was a positive correlation between
Na*, K*-ATPase activity in the EXE aged group and the
time to reach the platform in the 5th day of training in the
reference memory task (Fig. 5a, r = 0.68; p < 0.01), i.e., the
increase in Na*, K*-ATPase activity is associated with the
exercise-related memory improvement in aged rats. Con-
sistently, a negative correlation between Na*, K*-ATPase
activity and the difference (delta) between mean latencies
of trial 1 and trial 4 in the working memory task (Fig. 5b,
r=-0.67; p = 0.01) was also found, i.e., the EXE aged rats
showed better performance in the working memory task
associated with the increase in Na*, K*-ATPase activity.

The results of AChE activity in the hippocampus of
naive rats demonstrated a decrease of enzyme activity in
aged rats, as compared with young ones (Table 1). Con-
versely, the cognitive training increased the AChE activity
in all age groups when compared to the naive young group
[Fig. 6; F4, 47y=19.38; p <0.05], whereas treadmill running
did not potentiate the observed effect. This suggests that
AChE enzymatic activity is modified by cognitive training,
but not by treadmill exercise.

Discussion

Consistent with our hypothesis, present results show that a
moderate treadmill running protocol prevents age-induced

Table 1 Effect of aging on Na*, K*-ATPase and AChE activities in
the hippocampus of naive rats

Groups  Na*, K*-ATPase (nmol Pi AChE (umol ACSCh/h/
released/min/mg protein—% mg protein—% control)
control)

Young  31.94+7.65 1.24 +0.068

Mature  29.58 + 4.26 1.30 £ 0.040

Aged 49.36 +5.98 1.04 + 0.063*

Values are expressed as mean + standard error
*Significantly different from control group (young rats)

# mNAIVE
300 - . I uSED
250 - * EXE

nmol Pi released/min/mg protein (%
control)

0 T |
young

mature aged

Fig. 4 Effect of aging, cognitive training and treadmill running com-
bined with cognitive training on Na*, K*-ATPase activity in the hip-
pocampus of rats (n = 4-8 animals per group). Results are expressed
as percentage of naive group (mean + SE) and analyzed by Two-way
ANOVA followed by Duncan’s post hoc test. *significantly different

from control group (naive group); *significantly different from all oth-
ers groups; *p < 0.05

spatial reference and working memory deficits in aged rats.
The Na*, K*-ATPase activity was altered both by cogni-
tive training and treadmill running, however, the AChE
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Fig. 5 Correlation findings in aged rats: A correlation between Na*,
K*-ATPase activity and reference memory (time to find the plat-
form in the 5th day of training) (r = 0.68; p < 0.01) and B correlation
between Na*, K*-ATPase activity and working memory (difference
between mean latencies of trial 1 and trial 4) (r= —0.67; p = 0.01).
Data analyzed by Pearson’s test
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Fig. 6 Effect of aging, cognitive training and treadmill running com-
bined with cognitive training on AChE activity in the hippocampus of
rats (n = 4-8 animals per group). Results are expressed as percentage
of naive group (mean + SE) and analyzed by Two-way ANOVA fol-
lowed by Duncan’s post hoc test. *significantly different from control
group (naive group)

enzymatic activity was affected only by the cognitive
training. Since there were powerful correlations between
memory performance and the Na*, K*-ATPase activity
in the exercised aged rats, we suggest that the increase in
this enzyme is an important component of the mechanism
through which exercise prevents age-related cognitive def-
icits. To our knowledge, this is the first study that inves-
tigates the effect of both cognitive training and treadmill
exercise on Na*, K*-ATPase and AChE activities during
aging.

Presented findings confirm previous reports showing
that memory impairment is associated with aging [34, 35].
Rat cognition was here assessed by using Morris Water
maze tasks, a hippocampus-dependent spatial learning
test in which animals are required to learn the location of
a hidden platform in the pool, and that incorporates both
reference and working memory [28, 35]. Present data dem-
onstrates that aged rats showed deficit on acquisition of
reference memory task and memory deficit in the work-
ing memory task when compared to young animals. As
predicted, moderate treadmill running exercise was able
to prevent both aged-related cognitive deficits, improving
the performance of aged rats in both Water maze tasks.
However, in the probe trial both aged groups differed from
control rats (SED young group) in the time to find the plat-
form area, which demonstrates that the exercise protocol
here used improved memory acquisition, but did not affect
memory retention. Previous report shows that treadmill
exercise during 2 weeks improves the aversive memory
[20], as well as voluntary wheel running enhances spatial
memory task in aged rats [36].

In order to understand the mechanism by which physical
exercise improves memory performance, its effects on Na*,
K*-ATPase and AChE activities in the hippocampus of

@ Springer

male aged rats were investigated. As previously mentioned,
Na*, K*-ATPase is a crucial membrane protein responsible
for the active transport of sodium and potassium ions in the
nervous system, necessary to maintain the ionic gradient
for neuronal excitability [8]. In addition, among the vari-
ous functions already described, some studies have shown
the influence of Na*, K*-ATPase enzyme on memory pro-
cessing [7, 8]. However, until now, few studies evaluated
the Na*, K*-ATPase activity during brain aging [9, 37].
Present results showed no differences in Na*, K*-ATPase
activity in the hippocampus during aging (Table 1). How-
ever, cognitive training in Morris Water maze increased the
activity of this enzyme in the hippocampus of mature and
aged rats. In agreement with our finding, Tsakiris and col-
leagues [38] demonstrated that Na*, K*-ATPase activity
was significantly increased in the brain of adult male rats
submitted to a forced swimming. Besides, Moseley and
colleagues [5] reported that Na*, K*-ATPase alpha-2 and
-3 isoforms-deficient mice displayed learning and memory
deficits. It was also reported that spatial memory training is
accompanied by increase in monomeric and dimeric forms
of Na*, K*-ATPase subunit alpha-3, which is exclusively
expressed in neurons and highly expressed in hippocampus,
as well as an increase in activity of this enzyme [6]. Results
in Fig. 4 showed that treadmill running combined with
cognitive training was able to further increase the Na*, K*-
ATPase activity in the hippocampus of aged male rats and
this effect probably contributed to the improvement of
memory in these animals. Accordantly, there was a posi-
tive correlation between the increased in Na*, K*-ATPase
activity and the performance of exercised aged rats in the
5th day of training in the reference memory task, as well
as in the working memory task, where exercised aged rats
also presented improved memory performance, thus dem-
onstrating that the exercise-related memory improvement
might be associated with the increase in the activity of this
enzyme.

Additionally, it is well known that the cholinergic system
of mammalian brain plays an important role during learn-
ing and memory and seem to be specially impaired during
aging [3, 39]. In this context, AChE has been extensively
studied in last years as a therapeutic target, particularly for
the symptomatic treatment of neurodegenerative diseases
[3]. Accordingly, we observed a decrease in AChE activity
in the hippocampus of aged rats when compared to young
ones (Table 1). This finding is in agreement with data from
literature, demonstrating that AChE activity is decreased
in the brain with aging [3, 10]. Indeed, Carageorgiou and
colleagues [10] reported that 24 months-old rats showed a
reduction in AChE activity in the whole brain in compari-
son to the 8 months-old rats. Nevertheless, cognitive train-
ing alone was able to increase the AChE activity in the hip-
pocampus of young, mature and aged rats, it is possible that
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the increase in AChE activity is due to the increase in ACh
release, a result of cognitive training [12, 13]. In addition,
the cognitive training might have improved AChE func-
tion, since it was demonstrated that the learning of a spatial
task modifies the function of cholinergic neurons project-
ing to the hippocampus, which become progressively more
active [40]. Besides, it has also been shown that spatial
learning increases muscarinic ACh receptor immunoreac-
tivity in cell bodies of CA1-CA2 pyramidal neurons [41].
On the other hand, it was observed that treadmill running
combined with cognitive training was not able to further
increase AChE activity.

Concluding, our results demonstrated that: (a) a moder-
ate treadmill running exercise prevented age-related deficits
in spatial learning and memory deficits in aged rats; (b)
training in the Water maze increased both Na*, K*-ATPase
and AChE activities in the hippocampus of mature and
aged rats; (c) aged exercised rats displayed an even further
increase of Na*, K*-ATPase activity inthe hippocampus;
(d) enzyme activity correlated with memory performance
in aged rats. It is suggested that exercise prevents spatial
memory deficits in aged rats probably through the activa-
tion of Na*, K*-ATPase in the hippocampus. Further stud-
ies are needed to describe the mechanisms through which
Na*, K*-ATPase activation mediates memory function dur-

ing aging.
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5. CAPITULO Il

Efeito do exercicio fisico sobre o estado oxidativo celular
no musculo esquelético (soéleo) de ratos Wistar machos de

3 e 22 meses de idade.
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1. INTRODUCAO

A sarcopenia € um fenbmeno natural do processo de envelhecimento
gue resulta em perda de massa, de for¢ca e de funcdo do musculo esquelético,
normalmente acompanhada pela diminuicdo da mobilidade, da resisténcia
fisica e de lentiddo da marcha, fatores que aumentam o risco de quedas e de
fraturas entre os idosos (Mitchell et al., 2012).

O masculo esquelético humano é composto por dois tipos principais de
fibras, do tipo | e Il (Brooke e Kaiser, 1970). Existe uma variagado na propor¢cao
destas fibras entre os musculos das diferentes regides do corpo, 0 que esta
relacionado com a funcdo desempenhada por cada um deles (Barstow et al.,
1996). As fibras do tipo | séo fibras de contracéo lenta, apresentam um menor
diametro e sao ricas em mitocondrias e enzimas oxidativas, enquanto que, as
fibras do tipo Il sdo de contracdo rapida, apresentam diametro maior e tém
predominio do metabolismo energético anaerdbico (Powers et al., 1994).

Embora as causas da perda da funcédo e da massa muscular relacionada
a idade ainda ndo sejam totalmente compreendidas, o declinio funcional do
musculo esquelético parece estar fortemente associado ao estresse oxidativo
(Szczesny et al.,, 2010). Além disso, estudo realizado por Porter (1995)
demonstrou que com o avancar da idade o musculo esquelético de seres
humanos diminui gradualmente de volume, principalmente devido a uma
reducdo do numero de unidades motoras e de fibras musculares, além da
reducdo no tamanho das fibras do tipo Il. Outro estudo demonstrou que, além
da reducdo no tamanho das fibras do tipo Il, o envelhecimento também
promove uma troca de fibras do tipo Il para fibras do tipo | (Balagopal et al.,

2001). Assim, os musculos que apresentam alta porcentagem de fibras de tipo |
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sdo menos afetados e ndo apresentam grandes alteragdes pelo
envelhecimento.

Entre as alteracdes do estado oxidativo celular que ocorrem no musculo
com o envelhecimento, alguns estudos em roedores destacam um aumento do
contetdo de espécies reativas no musculo vasto lateral profundo (Bejma e Ji,
1999) e também um aumento da lipoperoxidacdo no musculo séleo de ratos
envelhecidos (Lambertucci et al., 2007).

No organismo, os tecidos com maior taxa de consumo de oxigénio,
como o cérebro, por exemplo, expressam maiores quantidades de enzimas
antioxidantes do que aqueles com menor atividade metabolica (Jenkins, 1993).
No mudsculo, um Orgdo bastante heterogéneo, a atividade das enzimas
antioxidantes varia muito de acordo com o tipo de fibras; assim, as fibras do
tipo I, por apresentarem carater oxidativo, possuem maior atividade das
enzimas antioxidantes em comparacdo as fibras do tipo Il (Schiaffino e
Reggiani, 2011).

Adams e colaboradores (1994) demonstraram que o musculo séleo de
ratos apresenta cerca de 97% de fibras do tipo | e apenas 3% de fibras do tipo
[I. Assim, por apresentar uma composicdo homogénea de fibras e ser um
musculo que tem funcado postural, o s6leo € considerado um bom modelo para
a investigacdo das alteracdes fisioldgicas induzidas pelo treinamento fisico em
ratos jovens e envelhecidos (Lambertucci et al., 2007).

Estudos em roedores demonstraram que a atividade contratil do musculo
pode promover o aumento acentuado de espécies reativas, devido ao aumento
do consumo de O,, especialmente nos casos de exercicio intenso ou agudo
(Davies et al., 1982; Bejma and Ji, 1999). Durante o treinamento, a producao
de espécies reativas tem sido atribuida ao alto consumo de O,, que pode
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chegar a 10-20 vezes os niveis sistémicos (Astrand et al., 1986) e até 100 a
200 vezes os niveis do musculo esquelético (Halliwell and Gutteridge, 2007),
resultando em aumento substancial do fluxo de elétrons na cadeia respiratoria
mitocondrial.

Contudo, o aumento de espécies reativas no musculo durante a
atividade fisica parece ser necessério para promover a regulacao das defesas
antioxidantes enddgenas, conforme postulado pela teoria da Hormese
(Pingitore et al., 2015). Neste contexto, alguns estudos tém demonstrado que,
embora exista uma adaptacdo das defesas antioxidantes no organismo em
resposta ao aumento da geracdo de substancias oxidantes, essa adaptacéo €
afetada no musculo de animais envelhecidos, de maneira que a producao de
espécies reativas é superior a capacidade do sistema de defesa antioxidante, o
gue pode resultar em dano oxidativo ao musculo (Ji, 1993; Dilger e Johnson,
2008).

Assim, considerando que os efeitos do exercicio fisico ocorrem no
organismo como um todo e que o musculo de ratos senescentes pode
apresentar alteracdes decorrentes do envelhecimento, o objetivo desse
capitulo foi avaliar o efeito do exercicio fisico moderado sobre o estado
oxidativo celular no musculo so6leo dos ratos senescentes. A nossa hipétese de
trabalho € de que o musculo séleo dos ratos senescentes apresenta uma
resposta diferente frente as alteracdes do estado oxidativo como consequéncia

do treinamento fisico quando comparado ao musculo dos ratos jovens.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

Ratos Wistar machos de 3 (jovens) e 22 meses de idade (envelhecidos)
foram obtidos do biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. Eles foram mantidos em uma
sala com temperatura controlada (22 + 1 °C), com ciclo claro/escuro (12/12 h),
agua e comida disponiveis ad libitum. Em todos os experimentos, foram
seguidos 0 "Guia para Cuidados e Uso de Animais de Laboratério" do NIH
(publicacdo NIH No. 80-23, revisada em 1996) e as diretrizes governamentais
oficiais, em conformidade com a Federacdo das Sociedades Brasileiras de
Biologia Experimental. Os animais envelhecidos foram alojados em numero de
trés por gaiola. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade

sob o protocolo niumero 24199.

2.2 Protocolo de exercicio fisico

Os animais foram habituados na esteira ergométrica com o objetivo de
minimizar estresse a novidade e foram divididos aleatoriamente em grupos
sedentarios (SED, ndo exercitados) e exercitados (EXE, 20 min de sessdes
diarias de corrida, 3 vezes por semana durante 4 semanas). O treinamento
fisico consistiu em sessbes de corrida em uma esteira motorizada adaptada
para roedores (INBRAMED TK 01, Porto Alegre, Brasil) a 60% da capacidade
maxima de oxigénio dos animais (Cechetti et al., 2012). O pico maximo de
oxigénio (VO,) foi mensurado indiretamente em todos os animais antes do
treino. Cada rato correu a uma baixa velocidade inicial; a velocidade foi
aumentada em 5 m/min a cada 3 min até ao ponto de exaustao (isto €, falha
dos ratos de continuar a correr). O tempo de fadiga (em min) e a carga de
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trabalho (em m/min) foram tomados como indices de capacidade de exercicio,
que foi por sua vez tomado como VO, maximo. Todos os procedimentos foram
realizados entre 7 e 12 horas. O desenho experimental estd demonstrado na
Figura 1.

Exercicio de corrida em

esteira ergométrica
(3 vezesisemana, 28 dias)

A
'd N
1 28 29 34 35
I || L | .
| Il !!dlas
v v v

AN J Eutanasia e obtencéo do musculo séleo para as
Y analises bioquimicas

Avaliacao da memoria de
referéncia no Water maze

Figura 1. Desenho experimental. O protocolo de exercicio de corrida em esteira ergométrica
(20 min/dia, 3 vezes por semana durante 28 dias) foi utilizado. Avaliacdo da memoéria de
referéncia iniciou-se 24 horas ap6s a Ultima sesséo de exercicio e foi realizado durante 5 dias,
seguido pelo probe trial. Os ratos foram sacrificados 24 horas ap6s a avaliacdo

comportamental e 0 musculo séleo foi dissecado para anéalise bioquimica.

2.3 Labirinto aquatico de Morris

Apoés 24 horas da ultima sesséo de exercicio fisico a memoria espacial
dos animais foi avaliada utilizando-se o labirinto aquéatico de Morris. O labirinto
consiste em um tanque circular de 200 cm de diametro, sendo 40 cm de
profundidade cobertos por agua (temperatura de + 23°C), situado em uma sala
contendo pistas visuais nas paredes que o cercam. Uma plataforma com 10 cm
de didmetro encontra-se submersa 2 cm abaixo da superficie da agua. Esta
piscina é dividida, virtualmente, em 4 quadrantes e possui 4 pontos de largada
para o teste, designados como N (norte), S (sul), L (leste) e O (oeste). Para a

avaliacdo da memoria, foram utilizados 2 protocolos distintos, descritos abaixo:
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2.3.1 Protocolo de memoria de referéncia

Neste protocolo a posi¢cao da plataforma permaneceu no mesmo local
durante todo o periodo de treino.

Os ratos foram submetidos a uma sesséo diaria de treinamento durante
5 dias e o teste foi realizado no 6° dia. Cada sessao consistiu de quatro “trials”
com 10 minutos de intervalo entre eles. Nos trials, as posi¢cdes de partida foram
escolhidas aleatoriamente e cada animal foi colocado no tanque sempre de
frente para a parede. A ordem da posi¢cdo de partida variou em cada trial e
nenhuma sequéncia foi repetida nos dias de fase de aquisi¢do. Os ratos tinham
60 segundos para localizar a plataforma em cada trial; se a plataforma nao
fosse encontrada, o animal era gentilmente guiado e deixado sobre ela por
cerca de 10 segundos. Apos cada trial os animais eram secos e colocados em
suas gaiolas. A laténcia para encontrar a plataforma foi medida em cada trial e
a laténcia média para cada dia de treinamento foi calculada. Vinte e quatro
horas ap0s o Ultimo treino, um teste de 60 segundos (probe trial), sem a
plataforma foi realizado para avaliar a memoria de longo prazo para a posicao
da plataforma. Todos os animais foram colocados no labirinto em um mesmo
ponto, o mais longe possivel da posicao da plataforma e foi avaliado o tempo
gue cada animal levou para encontrar a posicao inicial da plataforma (Arteni et
al., 2003). Os resultados deste teste cognitivo foram relatados no Capitulo | e

por isso ndo serdo repetidos neste Capitulo.

2.4 Preparacao das amostras

Vinte e quatro horas apds a ultima sessdo de avaliacdo comportamental,
0s animais foram eutanasiados por decapitacdo, sem anestesia e o masculo
sbleo bilateral foi removido cirurgicamente. Para avaliar o conteldo das
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espécies reativas, das sulfidrilas, das proteinas carboniladas e as atividades
das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), o s6leo foi homogeneizado em 10 volumes (1:10, p/v) de
tampdo de fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4 contendo KCI 140 mM. Os
homogeneizados foram entéo centrifugados a 800 x g durante 10 mina 4 °C e
o0 sobrenadante foi utilizado para os ensaios. Para determinar os niveis de
TBARS, o séleo foi homogeneizado num tubo de Pyrex 1:10 (p/v) em KCI a
1,15%. Os homogeneizados foram centrifugados a 800 x g durante 10 min a 4

°C e o0 sobrenadante foi utilizado para o ensaio.

2.5 Determinacéo de espécies reativas

A producgéo de espécies reativas foi avaliada de conforme descrito por
LeBel e colaboradores (1992) e baseou-se na oxidacao de 2'7'-dicloro-diidro-
fluoresceina (H.DCF). As amostras (60 pL) foram incubadas no escuro durante
30 minutos (37 °C) com 240 uL de solucéao de diacetato de 2'7'-dicloro-diidro-
fluoresceina (H.DCF-DA) na concentracdo de 100 uM. O H,DCF-DA é clivado
pelas esterases celulares resultando em H,DCF, que € oxidado por espécies
reativas presentes na amostra. A Ultima reacdo produz o composto
fluorescente DCF que foi medido a 488 nm de excitacao e 525 nm de emisséo.
Os resultados foram expressos por nmol de DCF formado por mg de proteina.

Uma curva de calibracéo foi realizada utilizando DCF purificado como padréao.

2.6 Determinacédo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Os niveis de TBARS, uma medida de peroxidacdo lipidica, foram
determinados de acordo com Ohkawa e colaboradores (1979). O sobrenadante
em KCI a 1,15% foi misturado com acido tricloroacético a 20% e &cido
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tiobarbitdrico a 0,8% e foi aquecido em banho de agua fervente durante 60
minutos. Os niveis de TBARS foram determinados pela absorbéancia a 535 nm.
Os resultados foram expressos como nmol de malonaldeido (MDA) por mg de

proteina.

2.7 Determinacéo do conteudo de sulfidrilas totais

Este ensaio foi realizado conforme descrito por Aksenov e Markesbery
(2001), baseando-se na reducao do acido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB)
por tidis, que por sua vez se oxidam, gerando um derivado amarelo (TNB) cuja
absorcao € medida espectrofotometricamente a 412 nm. Foi adicionado 50 pL
de sobrenadante a 1 mL de tampé&o fosfato de sodio pH 7,4 contendo EDTA 1
mM. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 30 pL de DTNB 10 mM que foi apos
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente (no escuro). Os

resultados foram expressos como nmol TNB por mg de proteina.

2.8 Determinacédo do contetdo de proteinas carboniladas

As proteinas modificadas oxidativamente apresentam um aumento do
conteudo de carbonilas (Stadtman e Levine, 2003). O conteudo destas
proteinas foi avaliado por meio da reacdo com a dinitrofenilhidrazina, o que
leva a formacdo de dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo que é
mensurado espectrofotometricamente a 370 nm.

Foram adicionados 100 pL do sobrenadante em tubos de plastico
contendo 400 pL de dinitrofenilhidrazina 10 mM (preparada em HCI 2 M), que
foram mantidos no escuro durante 1 hora e agitados em vortex a cada 15
minutos. Depois, adicionou-se a cada tubo 500 pL de acido tricloroacético a
20%. A mistura foi agitada em vortex e centrifugada a 20000 g durante 3
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minutos. O sobrenadante obtido foi descartado. Lavou-se o sedimento com 1
mL de etanol/acetato de etila (1:1 v/v), agitou-se em vértex e centrifugou-se a
20000 g durante 3 minutos. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento
ressuspenso em 600 pL de guanidina 6 M (preparada numa solucao de fosfato
de potassio 20 mM pH 2,3). A amostra foi submetida a agitacao e incubada a
608 °C durante 15 minutos. Apds, centrifugou-se a 20000 g durante 3 minutos
e mediu-se a absorbancia a 370 nm (UV) em espectrofotdmetro com controle
de temperatura (Hitachi High Technologies America, Pleasanton, CA). Os
resultados foram expressos como conteudo de proteina carbonilada (nmol/mg

de proteina).

2.9 Determinacédo da atividade da superoxido dismutase (SOD)

O ensaio de atividade da SOD baseia-se na capacidade de auto-
oxidacao do pirogalol, um processo altamente dependente de superéxido, que
€ 0 substrato desta enzima. A inibicdo da auto-oxidac&do deste composto ocorre
na presenca da SOD, cuja atividade pode entdo ser indiretamente avaliada a
420 nm (Marklund, 1985). Uma curva de calibracao foi realizada utiliznado-se
uma SOD purificada como padréo, para calcular a atividade de SOD presente
nas amostras. Os resultados foram expressos como unidades por miligrama de
proteina. A atividade da SOD foi expressa como a quantidade de enzima que

inibe a oxidacéo da epinefrina em 50%, que € igual a 1 unidade.

2.10 Determinacédo da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi avaliada utilizando-se um espectrofotdbmetro de
duplo feixe com controle de temperatura (Hitachi U-2001). Este método baseia-
se na decomposicédo do H,O, a 240 nm num meio de reacdo contendo H>O; 20
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mM, Triton X-100 a 0,1%, tampao fosfato de potassio 10 mM pH 7,0 e 0,1-0,3
mg proteina/mL (Aebi, 1984). Uma unidade CAT é definida como 1 mmol de
H,O, consumida por minuto e a atividade especifica € representada como

unidades CAT por mg de proteina.

2.11 Determinacéo da atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi medida utilizando tertbutil-hidroperéxido como
substrato. O consumo de NADPH foi monitorizado a 340 nm utilizando o leitor
de microplacas SpectraMax M5 (Molecular Devices, MDS Analytical
Technologies). O meio continha 2 mM de GSH, 0,15 U/mL de GSH redutase,
0,4 mM de azida, 0,5 mM de tertbutil-hidroperoxido e 0,1 mM de NADPH. Uma
unidade GPx foi definida como 1 mmol de NADPH consumido por minuto e a
actividade especifica € representada como unidades de GPx / mg de proteina

(Wendel, 1981).

2.12 Proteinas totais
A concentracdo de proteinas totais foi quantificada de acordo com o

método descrito por Bradford (1976), usando albumina bovina como padrao.

2.13 Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados utilizando-se analise de variancia
(ANOVA) de duas ou uma via, quando adequado, seguido pelo teste post hoc
de Duncan. Os resultados foram expressos como média * erro padrao (SE). O

p<0,05 foi considerado significativo.
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3.1 Conteudo de espécies reativas

Os ratos de 3 e 22 meses submetidos ao exercicio de corrida em
esteira apresentaram um aumento dos niveis de espécies reativas no musculo
soleo quando comparados ao grupo jovem controle (Figura 2; Fq19= 12.46;

p<0.05).
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Figura 2. Efeito do exercicio de corrida em esteira sobre o conteddo de espécies reativas no
musculo séleo de ratos de 3 e 22 meses de idade (n= 5 por grupo). Os resultados, calculados
em nmoles de DCF formado por mg de proteina, estdo expressos como porcentagem do grupo
controle (3 meses SED). Os dados foram expressos como meédia + erro padrdo. *Valores
significativamente diferentes do grupo controle; p<0,05.

3.2 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Os ratos de 3 meses submetidos ao exercicio fisico apresentaram um
aumento da lipoperoxidacdo no muasculo séleo quando comparados ao grupo
controle (3 meses SED) (Figura 3; Fa21= 13,34; p<0,05). Um achado
interessante, foi que o envelhecimento levou a um aumento da lipoperoxidacao
basal no masculo séleo (Fq21)= 34,73; p<0,05), enquanto que o exercicio ndo

teve efeito nos animais de 22 meses.
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Figura 3. Efeito do exercicio de corrida em esteira sobre a lipoperoxidacdo no musculo soleo
de ratos de 3 e 22 meses de idade (n= 5-7 por grupo). Os resultados, calculados em nmoles de
MDA formado por mg de proteina, estdo expressos como porcentagem do grupo controle (3
meses SED). Os dados foram expressos como média * erro padrdo. *Valores
significativamente diferentes do grupo controle; p<0,05.

3.3 Conteudo de sulfidrilas totais

Conforme demonstrado na figura 4, o exercicio fisico reduziu o conteudo
de sulfidrilas no muasculo so6leo dos ratos de 22 meses quando comparado ao
grupo controle (F,20= 5,67; p<0,05), mas néo alterou o contetdo de sulfidrilas

nos animais de 3 meses.
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Figura 4. Efeito do exercicio de corrida em esteira sobre o contetido de sulfidrilas no musculo
sbleo de ratos de 3 e 22 meses de idade (n= 5-6 por grupo). Os resultados, calculados em

nmoles de TNB formado por mg de proteina, estdo expressos como porcentagem do grupo
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controle (3 meses SED). Os dados foram expressos como média + erro padrdo. *Valores
significativamente diferentes do grupo controle; p<0,05.

3.4 Conteudo de proteinas carboniladas

Corroborando com os resultados do contetdo de sulfidrilas, os ratos de
22 meses submetidos ao exercicio fisico apresentaram um aumento no
conteudo de proteinas carboniladas no musculo séleo quando comparado ao
grupo controle (Figura 5; F@20= 10,38; p<0,05); contudo, ndo foram

observadas diferencas nos ratos de 3 meses.
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Figura 5. Efeito do exercicio de corrida em esteira sobre o conteddo de proteinas carboniladas
no musculo séleo de ratos de 3 e 22 meses de idade (n= 5-6 por grupo). Os resultados,
calculados em nmoles de carbonilas formado por mg de proteina, estdo expressos como
porcentagem do grupo controle (3 meses SED). Os dados foram expressos como média * erro

padrdo. *Valores significativamente diferentes do grupo controle; p<0,05.

3.5 Atividade da superoxido dismutase (SOD)
Os ratos de 22 meses apresentaram uma reducdo na atividade da
enzima SOD no musculo s6leo quando comparado ao grupo controle (Figura 6;

Fa25= 11,58; p<0.05); contudo, o exercicio reverteu parcialmente esse efeito
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do envelhecimento (F(25= 4,47; p<0,05). O exercicio nédo alterou a atividade

da SOD no musculo séleo dos ratos de 3 meses.
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Figura 6. Efeito do exercicio de corrida em esteira sobre a atividade da SOD no musculo séleo
de ratos de 3 e 22 meses de idade (n= 5-7 por grupo). Os resultados, calculados em unidades
(U) por mg de proteina, estdo expressos como porcentagem do grupo controle (3 meses SED).
Os dados foram expressos como média + erro padrdo. *Valores significativamente diferentes

do grupo controle; p<0,05.

3.6 Atividade da catalase (CAT)

Os ratos de 3 meses submetidos ao exercicio fisico mostraram uma
reducdo na atividade da enzima CAT no musculo séleo em relacdo ao grupo
controle (3 meses SED) (Figura 7; Fg,20= 18,15; p<0,05). O grupo 22 meses
SED néo apresentou diferencas em relacdo aos grupos 3 meses SED e EXE,

mas foi diferente do grupo envelhecido exercitado (F,20)= 4,16; p<0,05).
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Figura 7. Efeito do exercicio de corrida em esteira sobre a atividade da CAT no musculo séleo
de ratos de 3 e 22 meses de idade (n= 4-6 por grupo). Os resultados, calculados em unidades
(U) por mg de proteina, estdo expressos como porcentagem do grupo controle (3 meses SED).
Os dados foram expressos como média + erro padrdo. *Valores significativamente diferentes
do grupo controle; p<0,05. *Valores significativamente diferentes do grupo 22 meses SED e

iguais aos do grupo controle; p<0,05.

3.7 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)
N&o foram observadas diferencas em relacéo a atividade da enzima GPx
no musculo soleo de ratos de 3 e 22 meses de idade submetidos ou ndo ao

exercicio de corrida em esteira (Figura 8).

120 +
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Figura 8. Efeito do exercicio de corrida em esteira sobre a atividade da GPx no muasculo séleo

de ratos de 3 e 22 meses de idade (n= 4-6 por grupo). Os resultados, calculados em unidades
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(U) por mg de proteina, estao expressos como porcentagem do grupo controle (3 meses SED).

Os dados foram expressos como média + erro padrdo.

4. DISCUSSAO

Sabendo-se que as alteracdes induzidas pelo envelhecimento ocorrem
nos diferentes tecidos do organismo e que o exercicio tem efeito direto sobre o
musculo esquelético, o objetivo desse Capitulo foi avaliar o efeito do exercicio
fisico moderado sobre o estado oxidativo celular no musculo séleo de ratos
senescentes que apresentaram uma melhora do desempenho cognitivo na
tarefa de memoria espacial.

De acordo com a hipotese de trabalho desta tese, o exercicio fisico
induziu o0 aumento do estresse oxidativo no musculo esquelético séleo de ratos
jovens e envelhecidos; no entanto, este aumento foi maior no soéleo dos
animais envelhecidos, que apresentou acentuado dano as proteinas. E
possivel que as diferencas observadas entre os ratos jovens e envelhecidos
estejam relacionadas com o fato de que a capacidade de adaptacdo do sistema
de defesa antioxidante no muasculo frente as alteracbes do estado oxidativo
como consequéncia do exercicio seja diferente nos ratos senescentes,
conforme previamente demonstrado por outros autores (Ji, 2008; Barbieri e
Sestili, 2011).

No presente estudo, os animais envelhecidos n&o apresentaram
alteracdes no conteudo de espécies reativas no masculo séleo em relacdo aos
ratos jovens. Contudo, exercicio fisico moderado induziu o aumento do
conteldo destas espécies no so6leo dos ratos de ambas as idades. Neste
contexto, Bejma e Ji (1999) relataram que o exercicio agudo aumentou
significativamente o conteido de espécies reativas no musculo vasto lateral

profundo de ratas de 25 meses de idade, quando comparado aos animais
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adultos. Conforme demonstrado na figura 3, foi observado um aumento da
lipoperoxidacdo associado a idade no musculo so6leo dos ratos de 22 meses.
Corroborando com este resultado, alguns estudos demonstraram o aumento da
lipoperoxidacdo no musculo séleo de ratos envelhecidos (Glnduz et al., 2004;
Lambertucci et al., 2007). O exercicio fisico moderado aumentou a
lipoperoxidacdo no musculo séleo dos ratos jovens, resultado que esta de
acordo com o aumento do contetido de espécies reativas, mas nao alterou este
parametro nos animais envelhecidos. De acordo com esses dados, foi
demonstrado que o exercicio de baixa intensidade durante 13 semanas levou
ao aumento da lipoperoxidacdo no séleo de ratos de 2 meses de idade,
enquanto que promoveu uma reducao da lipoperoxidacdo associada a idade
em ratos de 21 meses (Lambertucci et al., 2007). Por outro lado, Bejma e Ji
(1999) relataram que o exercicio agudo aumentou a lipoperoxidacdo no
musculo vasto lateral profundo de ratas adultas e envelhecidas.

Em relacdo a avaliagdo do dano as proteinas, os resultados mostram
gue os ratos de 22 meses exercitados apresentaram uma redu¢do no conteudo
de sulfidrilas totais e um aumento no conteudo de proteinas carboniladas,
demonstrando que o exercicio esta relacionado com o aumento do dano as
proteinas nos animais envelhecidos. Neste sentido, foi demonstrado que o
exercicio agudo de corrida em esteira (Reznick et al., 1992) e que o treino de
resisténcia durante 12 semanas (Witt et al., 1992) induziram aumento
significativo na oxidacdo de proteinas no musculo esquelético de ratos.
Contudo, o exercicio ndo alterou o conteudo de sulfidrilas totais e de proteinas
carboniladas no séleo dos ratos jovens, resultado semelhante ao previamente

descrito por Bejma e Ji (1999).
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Entre os mecanismos de defesa do organismo, as enzimas antioxidantes
sdo consideradas a defesa priméria para prevenir as macromoléculas
biolégicas do dano oxidativo (Siqueira et al., 2005), sendo a SOD a enzima
responsavel por converter o O, em H,0,. A figura 6 mostra que os ratos de 22
meses apresentaram uma reduc¢ao na atividade da SOD no musculo séleo. Em
contrapartida, alguns estudos demonstram que ndo ha alteracdo no contetdo
ou na atividade desta enzima no séleo de roedores envelhecidos (Hollander et
al., 2000; Glunduz et al., 2004; Vasilaki et al., 2006), enquanto outros mostram
gqgue had o aumento na atividade da SOD no musculo sb6leo com o
envelhecimento (Oh-Ishi et al.,, 1995; Lambertucci et al.,, 2007). Esses
resultados conflitantes em relagcéo a atividade da SOD no musculo de animais
envelhecidos podem ser decorrentes das diferencas entre as linhagens de
roedores, das condi¢des de manutencdo e dos procedimentos experimentais,
ou mesmo podem refletir a formacdo do seu substrato, o O,", uma vez que a
atividade desta enzima também pode ser induzida pelo estresse peroxidativo
(Benzi e Moretti, 1995).

Os resultados demonstram que o exercicio fisico moderado promoveu
um aumento na atividade da SOD no soleo dos ratos envelhecidos. Pinho e
colaboradores (2006) relataram um aumento da atividade da SOD nos
musculos quadriceps e gastrocnémio de ratos de 8-12 meses apds 0 exercicio
de corrida em esteira durante 12 semanas. Além disso, Tromm e colaboradores
(2016) relataram um aumento da atividade da SOD em ratos de 24 meses de
idade submetidos ao exercicio de corrida quando comparado aos animais
sedentarios de mesma idade.

Ainda em relacdo as enzimas antioxidantes, o H,O, formado na reacéao
catalisada pela SOD podera ser convertido em agua pela acdo das enzimas
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antioxidantes CAT ou GPx. No presente estudo, ndo foram observadas
alteracdes relacionadas a idade na atividade da CAT no musculo séleo de
ratos. De acordo com esse resultado, Hollander e colaboradores (2000)
também ndo encontraram alteracdes no conteddo desta proteina no séleo de
ratos de 25 meses em comparagdo aos animais jovens. No entanto, alguns
estudos demonstram que ha um aumento na atividade da CAT no musculo
s6leo com a idade (Gunduz et al., 2004; Lambertucci et al., 2007). Conforme
demonstrado na figura 7, o exercicio fisico moderado reduziu a atividade da
CAT nos ratos jovens, enquanto promoveu um aumento da sua atividade nos
ratos envelhecidos em relacdo aos animais sedentarios de mesma idade. De
maneira semelhante, Pinho e colaboradores (2006) relataram uma reducéo na
atividade da CAT nos musculos quadriceps e gastrocnémio de ratos adultos
submetidos ao exercicio.

A figura 8 mostra o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre
a atividade da GPx no musculo séleo de ratos. Contudo, n&do foram observados
efeitos das variaveis estudadas sobre a atividade desta enzima. De acordo com
esses resultados, Ginduz e colaboradores (2004) também n&o observaram
alteracoes na atividade da GPx no so6leo de ratos de envelhecidos. Além disso,
Lambertucci e colaboradores (2007) ndo encontraram efeito do protocolo de
exercicio fisico utilizado sobre a atividade da GPx no musculo de ratos
envelhecidos (GlUnduz et al., 2004; Lambertucci et al., 2007).

Diante do exposto, os resultados obtidos para os animais jovens
demonstram que, embora eles sejam susceptiveis ao aumento do estresse
oxidativo no muasculo em resposta ao exercicio fisico, evidenciado pelo
aumento do contetdo de espécies reativas e da lipoperoxidacao; é importante
ressaltar que este protocolo de exercicio ndo alterou os parametros de dano
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oxidativo as proteinas nestes animais. Assim, considerando que o0 exercicio
ndo aumentou a atividade das enzimas antioxidantes no musculo dos ratos
jovens, é possivel sugerir que existam mecanismos de compensacédo de outros
sistemas, como o sistema de defesa antioxidante ndo enzimético, a fim de
evitar o dano oxidativo as proteinas como resultado do exercicio fisico.

Em conjunto, os resultados do Capitulo Il demonstram: I) o aumento da
lipoperoxidacéo e a reducdo na atividade da enzima SOD relacionado a idade
no muasculo soéleo; II) o aumento do conteddo de espécies reativas e da
lipoperoxidagcdo, e a reducdo na atividade da enzima CAT induzido pelo
exercicio no sbleo de ratos de 3 meses; Ill) o aumento do conteudo de
espécies reativas e do dano as proteinas, bem como o aumento na atividade
das enzimas SOD e CAT induzidos pelo exercicio no séleo de ratos de 22
meses. Estes resultados sugerem que o evelhecimento esta relacionado com
algumas alteracdes do estado oxidativo celular no musculo séleo. Além disso,
demonstram que o soéleo dos ratos de 22 meses € mais sensivel do que dos
ratos de 3 meses as alteracbes do estado oxidativo celular induzidas pelo
exercicio fisico, possivelmente devido a capacidade de adaptacdo reduzida do

sistema de defesa antioxidante relacionado ao envelhecimento.
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6. DISCUSSAO
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A presente tese teve por objetivo investigar os efeitos do exercicio fisico
moderado sobre a memodria e sobre parametros bioquimicos e moleculares no
hipocampo e no musculo esquelético sdleo de ratos senescentes. Mais
especificamente, as diferencas em relacdo ao desempenho nas tarefas de
memoria espacial entre ratos jovens e envelhecidos foram analisadas e
comparadas, assim como 0s possiveis mecanismos moleculares para explicar
os efeitos benéficos do exercicio sobre a funcdo cerebral nos animais
envelhecidos.

O envelhecimento é um processo bioldgico dependente do tempo e que
produz alteragdes fisicas e anatbmicas que reduzem a atividade fisiologica e
bioquimica de muitos 6rgaos (Farooqui and Farooqui, 2009; Hung et al., 2010).
Neste sentido, o envelhecimento pode estar associado com alteracfes
funcionais e estruturais no hipocampo (Rosenzweig e Barnes, 2003), uma
estrutura que € fundamental para funcgdes cognitivas como aprendizado e
memoaria. Assim, alguns estudos em roedores tém demonstrado que durante o
envelhecimento ha uma reducéo do desempenho cognitivo, a qual parece estar
associada com o comprometimento da transmissdo sinaptica, alteracdo dos
niveis de neurotransmissores (Haider et al., 2014) e também com a reducao da
neurogénese hipocampal (Fabel et al., 2003). O aumento das espécies reativas
no cérebro durante o envelhecimento € um ponto importante a ser considerado,
uma vez que, devido a sua alta taxa metabdlica e sua capacidade de
regeneracao celular diminuida em relagdo a outros 6rgaos, o cérebro é mais
susceptivel aos efeitos danosos do estresse oxidativo; além disso, o aumento
dos niveis de espécies reativas relacionado a idade tem sido frequentemente
associado ao declinio da funcdo cognitiva (Fukui et al., 2002; Mulero et al.,
2011).
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O Capitulo | investigou o efeito do exercicio fisico moderado sobre a
fung&o cognitiva de ratos Wistar machos de 3 e 22 meses de idade na tarefa de
memoria de referéncia no Water maze, bem como o efeito do exercicio sobre
parametros de estresse oxidativo tais como o contelido de espécies reativas,
lipoperoxidacéo, atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT e também na
expressdo de fatores neurotréficos como BDNF, NT-3, IGF-1 e VEGF no
hipocampo. Confirmando dados de estudos prévios (Socci et al., 1995; Taridi et
al.,, 2014), os resultados demonstraram que o0s animais envelhecidos
apresentaram déficit de aquisicdo da memoéria de referéncia. Contudo, o
exercicio fisico preveniu esse declinio cognitivo relacionado a idade,
melhorando o desempenho dos ratos envelhecidos na tarefa de memdria
espacial. De acordo com esses achados, Sampedro-Piquero e colaboradores
(2013) demonstraram que o exercicio voluntario em uma roda de corrida
durante 2 meses melhorou a memadria espacial em ratos envelhecidos e outro
estudo relatou que o exercicio de corrida durante 12 semanas melhorou a
memoaria aversiva e de reconhecimento em animais senescentes (Fléres et al.,
2014).

Considerando a necessidade de um melhor entendimento sobre os
mecanismos pelos quais o exercicio fisico exerce seus efeitos positivos sobre a
funcdo cognitiva durante o envelhecimento, neste primeiro Capitulo
investigamos inicialmente a sua relacdo com o estresse oxidativo e com a
expressado de alguns fatores neurotréficos no hipocampo.

Evidéncias de estudos em animais demonstram o envolvimento das
espécies reativas durante o processo de envelhecimento e sua relacdo com o
declinio da funcao cognitiva (Fukui et al., 2001, 2002; Mulero et al., 2011). Foi
observado um aumento do estresse oxidativo no hipocampo dos ratos
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envelhecidos, avaliado pelo aumento do conteddo de espécies reativas e de
lipoperoxidacdo, enquanto que os animais de mesma idade que foram
submetidos ao exercicio fisico apresentaram um reducdo significativa destes
parametros. Os resultados também demonstram uma correlagdo positiva
importante entre o0 conteldo espécies reativas e da lipoperoxidagdo no
hipocampo com a laténcia (tempo) dos ratos envelhecidos exercitados para
encontrar a plataforma no quinto dia de treino na tarefa de memoria de
referéncia no Water maze; ou seja, a reducdo dos parametros de estresse
oxidativo no hipocampo pode estar associada com melhora da memoria
relacionada ao exercicio. Esta correlacdo € realizada utilizando-se o
desempenho dos animais no ultimo dia de treino da fase de aquisicdo da
memoria de referéncia (quinto dia), porque é normalmente quando se observa
a diferenca maxima da laténcia em relacdo ao primeiro dia. No entanto, nao
houve alteracdo na razédo entre as enzimas antioxidantes SOD e CAT, o que
demonstra que o exercicio pode estar atuando sobre o dano oxidativo através
de diferentes vias moleculares.

Com vistas ao entendimento dos efeitos benéficos do exercicio fisico
sobre a memoria, grande atencdo tem sido dada a sinalizacdo mediada por
fatores neurotréficos. Esses fatores sdo proteinas importantes que estdo
envolvidas com diversas funcdes que incluem a manutencao da sobrevivéncia
e diferenciacdo celular, transmissdo sinaptica, aumento da resisténcia ao
estresse oxidativo e memdéria (Guo e Mattson, 2000; Leeds et al., 2005; Klumpp
et al., 2006). Os resultados mostram que o exercicio fisico aumentou a
expressdo dos fatores neurotroficos BDNF, NT-3 e IGF-1 no hipocampo de
ratos envelhecidos, mas néo alterou a expressdo do VEGF. De acordo com
esses resultados, estudos demonstram que o exercicio pode modular a
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expressdo de fatores neurotréficos mesmo quando iniciado em uma idade mais
avancada (Van Praag et al., 2005). O BDNF e o IGF-1 tém sido muito
estudados nos Uultimos anos e varios estudos demonstraram que ambos
desempenham fung¢des cruciais na melhora da memdria em resposta ao
exercicio (Trejo et al., 2001; Ding et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que
existe uma correlagcéo positiva entre os niveis de atividade fisica e a expressao
do RNA mensageiro do BDNF no hipocampo de ratos (Neeper et al., 1996).
Ding e colaboradores (2006) relataram que o aumento do BDNF hipocampal
pelo exercicio também é mediado pelo IGF-1. A expresséo do gene do IGF-1 é
aumentada nos neurdnios hipocampais em resposta ao exercicio, assim como
os niveis de IGF-1 circulantes, que parecem ser essenciais para a
neurogénese (Trejo et al., 2001) e para a facilitacdo da memoria induzida pelo
exercicio em ratos (Ding et al., 2006).

O aumento da expressdao de NT-3 pelo exercicio observado neste
trabalho € de grande relevancia, pois ha evidéncias que demonstram a sua
importancia para a funcéo cognitiva durante o envelhecimento, especialmente
no hipocampo (Kaisho et al., 1999; Bimonte et al., 2003). Foi relatado que a
infusdo intracerebroventricular de NT-3 melhorou o aprendizado espacial em
ratos envelhecidos (Fischer et al., 1994) e que a superexpressdao desta
neurotrofina em camundongos transgénicos preveniu o declinio de memoéria
espacial associado a idade (Kaisho et al., 1999). Este resultado € a primeira
evidéncia de que o exercicio fisico aumenta a expressdao de NT-3 no
hipocampo de ratos envelhecidos e sugere que, a regulacdo dos fatores
neutroficos juntamente com a reducdo do estresse oxidativo, pode ser um

mecanismo importante por meio do qual o exercicio fisico pode estar
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promovendo seus efeitos positivos sobre o desempenho da memoria
relacionado a idade.

Para melhor compreender os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre
a memoria demonstrados no primeiro trabalho, assim como do possivel
envolvimento do treinamento cognitivo sobre os parametros bioquimicos
analisados, no Capitulo Il estudamos o efeito do exercicio fisico moderado
sobre a fungéo cognitiva de ratos Wistar machos de 3, 6 e 22 meses de idade
através da avaliacdo da memoria de referéncia e da memaria de trabalho na
tarefa de Water maze, investigando também a atividade das enzimas Na*,K'-
ATPase e AChE no hipocampo dos ratos ap0s o treinamento cognitivo ou apés
0 exercicio fisico combinado com o treinamento cognitivo.

Estudos sugerem que o0 declinio cognitivo que ocorre durante
envelhecimento esta relacionado com alteracdes bioquimicas no cérebro, em
especial no hipocampo (Carageorgiou et al., 2008; Lovatel et al., 2013; Haider
et al., 2014). O funcionamento adequado desta estrutura também depende de
enzimas de membrana que mostram ter um papel importante para a funcéo
cognitiva, como é o caso da enzima Na',K'-ATPase (Wyse et al., 2004; dos
Reis-Lunardelli et al., 2007). Foi demonstrado que roedores deficientes de uma
isoforma especifica da enzima Na',K'-ATPase apresentaram um pior
desempenho da memdéria espacial (Moseley et al., 2007). Além disso, também
foi relatado que o treinamento cognitivo em tarefas de memaoria, como o T-
maze, pode promover o aumento da atividade da enzima Na’,K'-ATPase no
hipocampo (Heo et al., 2012). Além da Na*,K*-ATPase, particular atengéo tem
sido dada a enzima AChE, especialmente devido ao envolvimento do sistema
colinérgico com sintomas cognitivos observados durante o envelhecimento
(Haider et al., 2014).
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Neste segundo Capitulo, corroborando com os resultados apresentados
no Capitulo anterior, foi demonstrado que o exercicio fisico moderado preveniu
os déficits de memoria espacial de referéncia e de trabalho relacionados a
idade. Neste estudo, também demonstramos que o treinamento cognitivo no
Water maze aumentou a atividade das enzimas Na',K'-ATPase e AChE no
hipocampo de ratos de 6 e 22 meses de idade. E importante ressaltar que o
aumento na atividade da Na*,K*-ATPase foi ainda maior nos ratos de 22 meses
gue foram submetidos ao exercicio fisico combinado com o treinamento
cognitivo. Além disso, foi observada uma correlacdo negativa entre a atividade
da Na',K'-ATPase no hipocampo dos ratos de 22 meses exercitados e a
laténcia para encontrar a plataforma no quinto dia de treino na tarefa de
memoria de referéncia, ou seja, o aumento da atividade da Na',K'-ATPase
estd associado com a melhora do desempenho de memoaria relacionado ao
exercicio fisico nos animais envelhecidos. De acordo com esses dados,
também foi observada uma correlagdo positiva entre a atividade da Na* K'-
ATPase e a diferenca (delta) entre a média das laténcias entre os trials 1 e 4 na
tarefa de memoria de trabalho, demonstrando que os ratos envelhecidos
exercitados apresentaram um melhor desempenho na tarefa de memdria de
trabalho associado com o aumento na atividade da Na*,K*-ATPase.

Sabe-se que o sistema colinérgico desempenha uma importante funcao
no cérebro durante o processo de aprendizado e memdria e € o principal
sistema neurotransmissor envolvido com sintomas cognitivos do
envelhecimento (Hosseini-Sharifabad et al., 2011; Haider et al., 2014). Assim, a
AChE, uma importante enzima deste sistema, tem sido muito estudada como
alvo terapéutico, especialmente para o tratamento de doencas
neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer. Neste estudo foi observado
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uma reducdo na atividade da AChE no hipocampo de ratos senescentes
guando comparado aos jovens, um resultado que esta de acordo com os dados
da literatura e demonstram que a atividade desta enzima estad diminuida no
cérebro envelhecido (Carageorgiou et al.,, 2008; Haider et al., 2014). Além
disso, os resultados mostram que o treinamento cognitivo aumentou a atividade
da AChE no hipocampo dos ratos em todas as idades, o que pode estar
relacionado com o aumento da liberacdo de ACh, que também ocorre como
resultado do treinamento cognitivo (Ragozzino et al., 1996; Stancampiano et
al., 1999). E possivel que o treinamento cognitivo tenha melhorado a funcéo da
AChE, uma vez que foi demonstrado que o aprendizado em uma tarefa
espacial modifica a funcdo dos neurdnios colinérgicos, tornando-os mais ativos
(Fadda et al., 2000) e também aumenta a imunorreatividade dos receptores
muscarinicos (Van der Zee et al., 1995). Contudo, a atividade da AChE néao foi
alterada pelo exercicio fisico combinado com o treinamento cognitivo.

Considerando as fortes corrrelacbes observadas entre o desempenho
nas tarefas de memodria e a atividade da enzima Na*,K*-ATPase no hipocampo
dos ratos envelhecidos exercitados, podemos sugerir que o aumento da
atividade desta enzima pode, pelo menos em parte, explicar a prevencao do
declinio cognitivo relacionado a idade mediada pelo exercicio fisico.

Em linhas gerais (vide Figura 5), os resultados dos Capitulos | e Il
demonstram que o exercicio fisico preveniu o declinio da memdria espacial
relacionado a idade, um efeito provavelmente mediado por fatores que incluem
a reducdo do estresse oxidativo, o aumento da expressdo de fatores
neurotréficos e o aumento da atividade da enzima Na',K'-ATPase no

hipocampo de ratos envelhecidos.
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Figura 5. Efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre a memoéria, parametros de
estado oxidativo celular, expresséo de fatores neurotroficos e atividade das enzimas AChE e
Na',K*ATPase no hipocampo de ratos de 3 (jovens) e 22 meses (senescentes) de idade (LPO;

lipoperoxidacgéo).

Tendo em vista que os efeitos do envelhecimento e do exercicio fisico
afetam o organismo como um todo, no Capitulo | desta tese avaliamos os
efeitos do envelhecimento e do exercicio sobre alguns parametros de estado
oxidativo celular no hipocampo de ratos de 3 e de 22 meses e no Capitulo IlI
decidimos investigar parametros semelhantes no musculo séleo destes
mesmos animais.

Os resultados demonstram que o cérebro € mais sensivel do que o
musculo soleo as alteracdes do estado oxidativo celular relacionadas a idade,
visto que foi observado um aumento no contelddo de espécies reativas e da
lipoperoxidacdo no hipocampo, enquanto apenas a lipoperoxidacdo foi
aumentada no soleo dos ratos envelhecidos. Para melhor compreender esses
resultados, devemos levar em consideracgao as diferencas que existem entre os

dois 6rgaos, principalmente no que se refere a propor¢cdo de biomoléculas
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(especialmente de lipideos e proteinas), estrutura celular, necessidades
energéticas e tipo de metabolismo. Como cérebro é um 6rgdo que apresenta
alta taxa metabodlica, sdo necessarias grandes quantidades de O, para a
regeneracao do ATP, que é essencial para as células neuronais (Espinet et al.,
2015). No entanto, esse consumo elevado de O, pode aumentar a geracéo de
espécies reativas e deixar o cérebro mais susceptivel ao estresse oxidativo,
além de resultar no acumulo de dano oxidativo com o envelhecimento
(Farooqui and Farooqui, 2009).

Em relacdo aos efeitos da atividade fisica, sabe-se que o exercicio
aumenta a exigéncia metabolica dos musculos (Powers e Jackson, 2008). Além
disso, o musculo esquelético parece ser o principal local de geracéo de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio durante o exercicio, pois nele existem
muitos sitios de geracdo destas espécies como a mitocondria, o reticulo
sarcoplasmatico e a membrana plasmatica (Powers e Jackson, 2008).

Nesta tese observamos que o musculo foi mais susceptivel do que o
cérebro ao aumento do estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico,
possivelmente devido a acdo direta do exercicio sobre o tecido muscular.
Enquanto o protocolo de exercicio fisico utilizado foi benéfico para a funcéo
cognitiva de ratos envelhecidos, este mesmo protocolo de exercico levou ao
aumento no contetdo espécies reativas e da lipoperoxidagédo no soleo de ratos
jovens, bem como aumentou os niveis de espécies reativas no séleo dos ratos

envelhecidos (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre parametros de estado oxidativo
celular no hipocampo e no musculo séleo de ratos de 3 (jovens) e 22 meses (senescentes) de
idade (LPO, lipoperoxidac¢éao).

Embora o cérebro, diferentemente do musculo, seja um tecido nao
contratil, o aumento do metabolismo energético induzido pelo exercicio parece
influenciar indiretamente a funcdo neuronal (Dishman et al.,, 2006). Desta
forma, é possivel que os diferentes efeitos do exercicio fisico observados no
cérebro e no musculo estejam relacionados ao fato de que o exercicio pode
induzir um aumento transitério na transcricao de genes metabdlicos no musculo
esquelético, conforme demonstrado por Pilegaard e colaboradores (2000) em
um estudo realizado em humanos. Este aumento aumento na transcricdo de
genes metabdlicos pode levar a alteracbes no conteldo e na atividade de
enzimas oxidativas no musculo, que por sua vez, podem limitar o uso de
glicose e ter efeitos indiretos no metabolismo cerebral, protegendo o cérebro do
aumento das necessidades metabdlicas durante e apds o exercicio (Pilegaard

et al., 2000).
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Em resumo, considerando os efeitos do exercicio fisico moderado sobre
0 organismo de maneira geral, os resultados desta tese demonstram que o
exercicio preveniu os déficits de memdria relacionados ao envelhecimento, um
efeito provavelmente mediado pela reducdo do estresse oxidativo, pelo
aumento da expresséo de fatores neurotroficos e pelo aumento na atividade da
enzima Na',K'-ATPase no hipocampo de ratos envelhecidos. Contudo, o
exercicio ndo melhorou os parametros avaliados no musculo s6leo dos animais
envelhecidos que demonstraram melhora da funcédo cognitiva. Em conjunto,
estes dados reforcam a relevancia do exercicio fisico como uma estratégia
terapéutica ndo farmacologica importante para a prevencdo do declinio

cognitivo relacionado a idade.
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7. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos nesta tese nos permitem concluir que:

O exercicio fisico moderado preveniu o declinio de memdria relacionado
a idade na tarefa de memoria de referéncia no Water maze, bem como
preveniu o aumento no conteldo de espécies reativas e da
lipoperoxidacéo relacionadas a idade no hipocampo e promoveu o
aumento da expressao de BDNF, NT-3 e IGF-1 no hipocampo de ratos
de 22 meses de idade. A reducé@o do estresse oxidativo pelo exercicio
esta correlacionada com um melhor desempenho da memaria nos ratos

de 22 meses.

O exercicio fisico moderado preveniu o declinio da aquisicdo da
memoria espacial de referéncia e de trabalho em ratos de 22 meses. O
treinamento cognitivo no Water maze aumentou a atividade das enzimas
Na®, K'-ATPase e AChE no hipocampo de ratos de 6 e 22 meses de
idade. Os ratos de 22 meses que foram submetidos ao exercicio fisico
combinado com o0 treinamento cognitivo apresentaram um aumento
ainda maior na atividade da enzimas Na',K*-ATPase no hipocampo. O
aumento da atividade desta enzima esta correlacionado com um melhor

desempenho da memadria nos ratos de 22 meses.

O exercicio fisico moderado aumentou o conteldo de espécies reativas
e a lipoperoxidacdo no musculo séleo de ratos de 3 meses. Ratos de 22
meses apresentaram aumento da lipoperoxidacdo e reducdo na
atividade da CAT. O exercicio induziu o aumento dos niveis de espécies

reativas, reducdo no contetudo de sulfidrilas e aumento de proteinas
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carboniladas no séleo dos ratos de 22 meses; contudo, promoveu 0
aumento da atividade das enzimas SOD e CAT. Esses dados sugerem
gue o musculo séleo dos ratos de 22 meses é mais sensivel do que o
sbleo dos ratos de 3 meses as alteracbes do estado oxidativo celular

induzidas pelo exercicio fisico.
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8. PERSPECTIVAS
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Investigar o efeito do exercicio fisico moderado sobre o sistema de
defesa antioxidante ndo enzimatico, como glutationa (GSH), potencial
antioxidante total (TRAP) e reatividade antioxidante total (TAR) no musculo
sOleo de ratos senescentes, bem como avaliar o efeito do exercicio sobre a

composicao de fibras musculares no séleo destes animais.
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