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RESUMO

O envelhecimento esta associado a diminuicdo da cognicdo e memoria e
ao aumento da suscetibilidade a doencas neurodegenerativas. Entre as
medidas de promocao de saude, o exercicio fisico é um dos principais
responsaveis pela prevencdo a morbidades, pela reducdo no risco de
mortalidade por doencas cardiovasculares, diabetes, obesidade e
osteoporose. Além disso, o exercicio fisico é neuroprotetor; no entanto,
a maioria dos estudos envolvem apenas os efeitos da modalidade de
treinamento aerdbio em animais jovens. Os beneficios de outros
protocolos de exercicios, como treinamento de forca em animais idosos,
permanecem desconhecidos. Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito do treinamento aerdbio e de forca sobre a
meméria espacial e a plasticidade do hipocampo em ratos velhos. Foram
utilizados ratos Wistar de 24 meses de idade que foram submetidos ao
treinamento aerébio ou de forca durante 50 min de 3 a 4 dias por
semana durante 8 semanas. A memoria espacial e a sinalizacdo
neurotrofica e glutamatérgica no hipocampo de ratos idosos foram
avaliadas apds treinamento aerébio ou de forca. Tanto o treinamento
aerobio quanto o treinamento de forca melhoraram a cognicdo durante o
desempenho de uma tarefa de memdria espacial. Notavelmente, a
melhora da memoria espacial foi acompanhada por um aumento nas
proteinas de plasticidade sindptica no hipocampo apds o treino, com
algumas diferencas nas funcdes intracelulares dessas proteinas entre os 2
protocolos de exercicio. Além disso, a sinalizagdo neurotréfica (CREB,
BDNF e receptor P75NTR) aumentou apds o treinamento para ambos 0s
protocolos de exercicio, e 0 exercicio aerébio aumentou especificamente
as proteinas glutamatérgicas (receptor NMDA e PSD-95). Observou-se
também uma diminuicdo nos danos ao DNA apds o treinamento aeroébio.
Em contraste, o treinamento de forca aumentou os niveis de PKC o ¢ os
fatores pro-inflamatérios TNF-o e IL-1B. Em geral, 0s presentes
resultados mostram que tanto o treinamento aerébio quanto o
treinamento de forca melhoraram a memoria espacial em ratos velhos
através da indugdo de mecanismos moleculares distintos de
neuroplasticidade. Nossos resultados estendem a ideia de que os
protocolos de exercicios podem ser usados para melhorar a cognicédo
durante o envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento; Memoria; Exercicio aerobio;
Exercicio de forca.






ABSTRACT

Aging is associated with impaired cognition and memory, and increased
susceptibility to neurodegenerative disorders. Among the health
promotion measures, physical exercise is one of the main responsible for
preventing the morbidity by reducing the risk of mortality from
cardiovascular disease, diabetes, obesity and osteoporosis. Physical
exercise is neuroprotective; however, the major evidence of this effect
involves studies of only aerobic training in young animals. The benefits
of other exercise protocols such as strength training in aged animals
remains unknown. Thus, the aim of this study was to evaluated the
effect of aerobic and strength training on spatial memory and
hippocampal plasticity in aging rats. Aging Wistar rats performed
aerobic or strength training for 50 min 3 to 4 days/week for 8 weeks.
Spatial memory and neurotrophic and glutamatergic signaling in the
hippocampus of aged rats were evaluated after aerobic or strength
training. Both aerobic and strength training improved cognition during
the performance of a spatial memory task. Remarkably, the
improvement in spatial memory was accompanied by an increase in
synaptic plasticity proteins within the hippocampus after exercise
training, with some differences in the intracellular functions of those
proteins between the 2 exercise protocols. Moreover, neurotrophic
signaling (CREB, BDNF, and the P75NTR receptor) increased after
training for both exercise protocols, and aerobic exercise specifically
increased glutamatergic proteins (NMDA receptor and PSD-95). We
also observed a decrease in DNA damage after aerobic training. In
contrast, strength training increased levels of PKC o and the pro-
inflammatory factors TNF-a. and IL-1f. Overall, our results show that
both aerobic and strength training improved spatial memory in aging
rats through inducing distinct molecular mechanisms of neuroplasticity.
Our findings extend the idea that exercise protocols can be used to
improve cognition during aging.

Keywords: Aging; Memory; Aerobic exercise; Strength exercise.
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1 INTRODUCAO
1.1  ENVELHECIMENTO

O Envelhecimento biolégico é um complexo processo
multifatorial, caracterizado por uma progressiva perda da integridade
fisiolégica, levando a um prejuizo na funcdo e aumento da
vulnerabilidade a morte (Xi et al., 2013). Neste sentido, o
envelhecimento tem sido sugerido como o principal fator de risco no
desenvolvimento de doengas degenerativas como a doenga de
Alzheimer, doenca de Parkinson, céancer, diabetes e doencas
cardiovasculares (Ergin et al., 2013; Xi et al.,, 2013). Fatores
fisioldgicos, genéticos e ambientais, que promovem ou retardam o
processo de envelhecimento, tém sido cada vez mais estudados pela
comunidade cientifica. No entanto, os exatos mecanismos que regem o
processo de envelhecimento, principalmente em nivel molecular, ainda
permanecem obscuros.

Nos Ultimos anos, houve um aumento da populacdo idosa
mundial, e acredita-se que essa populacdo aumente cada vez mais em
proporcBes exponenciais. Dados da Organizacdo Mundial de Salde
(2012) sugerem que, até o ano de 2025, a populacdo mundial contara
com quase 2 bilhdes de pessoas com idade de sessenta anos ou mais. No
Brasil, segundo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
populacdo de idosos é de, aproximadamente, 32 milh8es, sendo o sexto
pais com maior nimero de idosos no mundo. Com esse aumento da
populacdo idosa, cresce a preocupagdo com os problemas associados a
salde, j& que com o avanco da idade aumenta muito a incidéncia de
doencas em decorréncia das alteragGes fisioldgicas que acompanham o
processo de envelhecimento (Wick et al., 2000).

Os fatores fisioldgicos, que contribuem para o processo de
envelhecimento, compreendem uma série de alteracdes nas funces
organicas e mentais devido exclusivamente aos efeitos da idade
avancada sobre o organismo, fazendo com que o organismo perca a
capacidade de manter o equilibrio homeostatico e que todas as funcfes
fisiologicas gradualmente comecem a declinar (Xi et al., 2013). De
acordo com Guimardes e Cunha (2004), fatores ambientais como estilo
de vida também desempenham papel fundamental no fendtipo
do envelhecimento.  Neste  contexto, individuos idosos sé&o
particularmente suscetiveis a desequilibrios nutricionais, sendo este
processo, relacionado com o aumento da mortalidade, risco aumentado
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de desnutricdo proteico-energética e de nutrientes, susceptibilidade
aumentada a infecces e reducdo da qualidade de vida (Guimardes e
Cunha, 2004).

1.1.1 Envelhecimento Cerebral

O envelhecimento esta associado com alteragcdes progressivas
na funcdo de multiplos sistemas, incluindo comportamento, sensagdes,
cogni¢do, memoria e controle motor (Mahncke et al., 2006). Neste
cenario, o papel do cérebro como um integrador central das alteracdes
fisiolégicas durante o envelhecimento estd sendo alvo de indmeros
estudos (Anderton, 2002; Droge e Schipper, 2007; Mora et |., 2007,
Bishop et al., 2010; Haider et al., 2014).

Evidéncias sugerem que as fungdes do cérebro se tornam menos
eficientes com a idade, com algum grau de desconexao entre as areas do
cérebro que normalmente funcionam em conjunto em adultos jovens
(Yankner et al., 2008, Bishop et al., 2010). Isso pode refletir, pelo
menos em parte, na alteracdo da expressao de genes que afetam a fungéo
sindptica, a integridade axonal e a mielinizagdo (Bishop et al., 2010).
Assim, o Sistema Nervoso Central (SNC) parece ser o sistema biolégico
mais comprometido durante o envelhecimento e as alteracGes na
cognicdo, meméria e comportamento observados no idoso se refletem
na suscetibilidade dos neur6nios e das células da glia (astrécitos e
oligodendrécitos) aos mais variados danos no decorrer desse processo
(Cangado e Horta, 2006).

Estruturalmente o cérebro de um idoso, quando comparado ao
de um jovem, tem seu volume diminuido, sendo que esta diminuicdo
ndo é uniforme (Drag e Bieliauskas, 2010). Altera¢es nas substancias
branca e cinzenta na regido frontal do cérebro também tém sido
observadas, 0 que causa impacto significativo nos processos cognitivos
relacionados a esta regido (Pfefferbaum e Sullivan, 2005).

Anderton (2002) observou perda neuronal associada ao
envelhecimento sendo que estas alteracdes podem ou ndo estar
associadas a diminuicdo no tamanho dos neurénios. Uma das principais
consequéncias dessas alteragbes morfolégicas nos neurbnios é a
diminuicdo na sintese de neurotransmissores (Berchtold et al., 2013).
Essas perdas celulares no SNC podem se manifestar como disfuncdes
comportamentais, como por exemplo, déficits cognitivos (Cancado e
Horta, 2006). Portanto, o estudo dos mecanismos responsaveis pela
neurodegeneracdo e a identificacdo precoce de alteragcbes moleculares,
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tem sido cada vez mais importante para a compreensdo das bases
bioldgicas relacionadas com as alteracbes comportamentais
normalmente associadas com o envelhecimento e/ou com as diversas
neuropatologias.

Além disso, como a sintese de proteinas é afetada com o avanco
da idade, e a acdo dos neurotransmissores se da através de enzimas e
receptores de membrana, as alteragfes nos neurotransmissores podem
gerar mudancas funcionais (Bernhardi, 2005). Dessa forma, tem sido
relatado alteracdes do glutamato e seus receptores, presentes na maioria
das sinapses excitatdrias e responsaveis pelas funcfes motoras e
cognitivas que se encontram alteradas durante o processo de
envelhecimento (Zhao et al., 2009). De acordo com Kumar (2015), o
receptor glutamatérgico ionotrépico do tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) desempenha importante papel na aprendizagem e memoria e é
crucial na formacdo da memdria espacial.

Os receptores NMDA possuem uma distribuigdo heterogénea
por todo o SNC atingindo sua maior densidade na regido CA3 do
hipocampo (Zamzow et al., 2013). Zhao e colaboradores (2009)
sugerem que a idade avangada estd associada a um declinio na funcéo
destes receptores e da expressdo das subunidades dentro das regides
cerebrais envolvidas na funcdo cerebral superior, incluindo a
plasticidade sinaptica. Dessa forma, estudos tem observado que a
plasticidade sinaptica mediada pelo receptor de NMDA e a sua
hipofungdo desempenham um papel vital nas deficiéncias cognitivas
associadas a idade (Foster, 2012; Zamzow et al., 2013). Possivelmente,
a evidéncia mais forte do comprometimento na fungdo do receptor
NMDA vem de estudos fisiolégicos que indicam que 0s potenciais
excitatérios pods-sindpticos mediados pelo receptor NMDA séo
reduzidos em aproximadamente 50-60% em hipocampo de animais
idosos (Kumar, 2015).

Os receptores NMDA estdo relacionados com varias moléculas
importantes na transmissdo sinptica, como a proteina de densidade p6s-
sinaptica (PSD-95). PSD-95 esta relacionada com sinapses
glutamatérgicas regulando a maturacdo (El-Husseini et al., 2000) e a
forca (Migaud et al. 1998, Beique e Andrade 2003) das sinapses
excitatorias. Assim, qualquer desestabilizacdo dessa molécula, como no
envelhecimento, pode acarretar na inibicdo da plasticidade sinaptica
(Steiner et al., 2008). Da mesma forma, tem sido sugerido que a arvore
dendritica e 0 nimero de sinapses diminuem no envelhecimento e que
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estes fatores sdo provaveis contribuintes para o declinio cognitivo
observado neste processo (Yankner et al., 2008).

Por outro lado, evidéncias sugerem diminuicdo dos niveis de
acetilcolina, dopamina e serotonina, acido gama-aminobutirico (GABA)
e das endorfinas (Cancado e Horta, 2006; Haider et al., 2014). Estes, por
sua vez, também sdo considerados importantes neurotransmissores
envolvidos com os processos de memdria. Assim, a diminuicao destes
pode comprometer a transmisséo sinaptica e a potenciacdo e depressdo
de longa duracdo (LTP/LTD), responsaveis pelas disfuncbes cognitivas
e motoras no individuo idoso (Pires, 2009).

A plasticidade sinaptica pode ser afetada pela reducdo de
moléculas conhecidas como neurotrofinas (NT) durante o processo de
envelhecimento (Mattson et al., 2004; Mora et al., 2007). Foi observado
que a infusdo desses fatores no encéfalo de animais velhos atenua os
déficits cognitivos e motores produzidos por alteragdes colinérgicas e
dopaminérgicas, respectivamente (Mora et al., 2007). Estas moléculas
atuam como fatores de crescimento, sendo essenciais para a
diferenciacdo, crescimento e a sobrevivéncia de neurdnios e células
gliais assim como na modulagéo da transmisséo e plasticidade sinéptica
(Lewin e Barde, 1996).

Assim como outras moléculas, as NT sdo sintetizadas a partir de
precursores, denominados pré-neurotrofinas, as quais sdo clivadas
proteoliticamente produzindo as NT na sua forma madura (Lu et al.,
2005). Estas moléculas sdo armazenadas no complexo de golgi e entdo
transportadas ao terminal axOnico pré-sindptico ou dendritos poés-
sinapticos onde sdo secretadas (Lewin e Barde, 1996). No cérebro de
mamiferos, quatro NT foram identificadas: fator de crescimento neural
(NGF), fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), neurotrofina-3
(NT 3) e neurotrofina-4 (NT 4). Estas moléculas se ligam a duas classes
distintas de receptores, o receptor de neurotrofina p75 (p75N™R), e os
receptores da familia tirosina-quinase (Trk), que inclui Trk-A, Trk-B e
Trk-C. Ao contrario do receptor p75N™R, que tem uma afinidade
semelhante para todas as NTs e pode promover morte celular por
apoptose, cada receptor Trk liga-se seletivamente a uma NT diferente
promovendo a ativagdo de vias relacionadas a sobrevivéncia das células
(Lu et al., 2005). O NGF liga-se preferencialmente ao Trk-A, o BDNF e
0 NT-4 ligam-se ao Trk-B e 0 NT-3 liga-se ao Trk-C (Figura 1) (Lim et
al., 2003; Lu et al., 2005).
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Figura 1. Modelo representativo das neurotrofinas e de seus receptores
especificos. As neurotrofinas ligam-se seletivamente a receptores especificos de
Trk promovendo a sua dimerizacdo e ativagdo de vérias vias de transdugdo de
sinal. O NGF liga-se em alta afinidade ao Trk-A, o BDNF e 0 NT-4 ligam-se ao
Trk-B e o NT-3 liga-se ao Trk-C, ao passo que todas as pro-neurotrofinas se
ligam ao receptor p75NR ativando cascatas de morte celular. NGF = Fator de
crescimento neural; BDNF = fator neurotréfico derivado do encéfalo; NT-3 =
neurotrofina 3; NT4 = Neurotrofina 4 (Adaptado de Chao, 2003).

Importantes vias de sinalizacdo podem ser ativadas pelas NT
através da interacdo com os receptores da familia Trk: i) a via da x
fosfatidilinositol-3-quinase (P13K), a qual pode suprimir a morte celular
por inibicdo da apoptose (Berridge et al., 1989); ii) a via da quinase
ativada por mitégeno (MAPK), que estimula a atividade e/ou a
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expressao de proteinas anti-apoptéticas (Walz et al., 2000); iii) a via da
Ras, Rap-1, ERK e fosfolipase C-C-y (PLC- y) que estdo envolvidas na
modulagdo da plasticidade fisioldgica (Wu e Pardridge, 1999). Assim,
supde-se que a viabilidade neuronal pode também ser afetada pela
reducgdo persistente dessas NT no SNC (Du et al., 2003).

1.1.2 Memoéria e Envelhecimento

A memodria estd envolvida no processo de codificacdo e
armazenamento de informacOes, persisténcia e evocacdo das
informacOes adquiridas. Cada uma dessas etapas pode ser caracterizada
por alteracBes nos niveis celular, molecular e comportamental (Bonini et
al., 2007; Cammarota et al., 2007). Diferentes classificacdes vém sendo
propostas para as memorias, considerando sua fungéo, contetido e tempo
de duracdo. A memoria espacial, por exemplo, esta relacionada com sua
habilidade para codificar, armazenar e recuperar informacbes sobre
localizagdes no ambiente (Helene e Xavier, 2006). Neste cenario, surge
0 hipocampo, regido crucial para a aprendizagem e formacdo da
meméria espacial em diferentes grupos de mamiferos, além de estar
envolvido na memdria declarativa, contextual e episodica em seres
humanos (Burger, 2010; Duzel et al., 2016).

O hipocampo é uma estrutura subcortical do lobo temporal que
compde o sistema limbico formado por duas regifes principais: o giro
denteado e 0 Corno de Amon (CA), que por sua vez € subdividido nas
regides CA1, CA2 e CA3. Conexdes sindpticas do hipocampo incluem a
via perforante, as fibras musgosas, e a via colateral de Schaffer
(Izquierdo et al., 1998).

Diferentes vias de sinalizacdo estdo envolvidas no processo de
meméria no hipocampo. Os receptores glutamatérgicos NMDA, como
mencionado anteriormente, desempenham funcdes cerebrais essenciais
gue vao desde a potenciacdo em longo prazo (LTP) até a plasticidade
sinaptica, podendo ser considerado um dos receptores fundamentais do
SNC (Wang e Peng, 2016). Além do NMDA, cascatas de sinalizacdo
gue incluem a ativagdo da proteina quinase dependente de
célcio/calmodulina (CaMK), proteina quinase C (PKC), proteina
quinase A (PKA) e outras quinases estdo envolvidas no processo de
consolidagdo e armazenamento da memoria (Bonini et al., 2007;
Cammarota et al., 2007). Os efeitos de PKC, por exemplo, tem sido
diretamente associados com melhora no aprendizado e memoria,
participando de processos de neuroplasticidade e regulando a
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excitabilidade neuronal (Hongpaisanet al., 2013). Neste sentido,
estudos tém observado reducdo da atividade de PKC em hipocampo de
animais com déficits de aprendizado (Bonini et al., 2007) e, em animais
velhos (Van der Zee et al., 2004).

Déficits na estrutura e funcdo do hipocampo, relacionados com
a reducao da memoria associada com o avanc¢o da idade, sdo observados
em diversos estudos (Moore et al., 1993; Morel et al., 2015; Piskorowski
et al., 2016). Estes déficits possivelmente estdo relacionados com
alteracBes nas diferentes vias de sinaliza¢do envolvidas nos processos de
meméria (Wang e Peng, 2016). O envelhecimento em si ndo conduz a
um declinio global da memoria, mas afeta diferentemente os aspectos
especificos desta. A memoria envolve diferentes areas cerebrais, e pode
ser analisada em diversos subcomponentes. Sharma et al. (2010)
afirmam que o envelhecimento torna a meméria episodica vulneravel,
ou seja, idosos sdo mais susceptiveis a esquecerem do contexto de
ocorréncia de um evento do que o evento propriamente dito.

Em roedores, déficits no desempenho de tarefas que envolvem
meméria espacial e operacional sdo induzidos pelo envelhecimento
(Segovia et al., 2009). Por isso, testes comportamentais realizados com
animais fornecem uma riqueza de conhecimento sobre tarefas que
dependem da integridade do hipocampo, permitindo assim uma maior
exploracdo da sua estrutura e funcdo (Driscoll e Sutherland, 2005).
Assim, testes de meméria como o de habituacdo em campo aberto,
reconhecimento de objetos e testes de memoria espacial (como o
labirinto de Barnes) sdo amplamente utilizados em animais (Mello et al.,
2008).

1.2 ALTERACOES GENETICAS NO ENVELHECIMENTO

Os mecanismos genéticos sdo modulados através da
manutencao e reparo celular, pois 0 acimulo de muta¢fes ao acaso,
combinadas com fatores genéticos e ambientais, como a expressdo de
“genes especificos do envelhecimento” relacionados com a idade
formam os fenétipos individuais para o envelhecimento (Jansen-Diirr e
Osiewacz, 2002). Neste contexto, varias teorias foram propostas para
explicar geneticamente o processo do envelhecimento, e as alteracdes na
estrutura do &cido desoxirribonucleico (DNA) sdo encontradas como
uma das principais causas desse processo (Akbari e Krokan, 2008).
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O DNA é um polimero de apenas quatro subunidades
encontrado em todas as células de todos os seres vivos e esta exposto a
uma infinidade de agentes genotdxicos, como as radiacGes, agrotdxicos,
fumacas, componentes quimicos e 0s prdprios produtos do metabolismo
celular (Silva et al., 2003). As reacdes oxidativas prolongadas como a
desaminacdo hidrolitica ou processos de alquilacdo podem modificar as
bases do DNA, ou mesmo, por vezes, causar uma completa perda de
bases na molécula, resultando na ruptura de uma das fitas (Noschang et
al., 2009). Assim, danos no DNA podem ser definidos como qualquer
modificacdo nas propriedades de codificacdo do DNA.

Estudos observaram que o DNA é progressivamente danificado
durante o envelhecimento (Hoeijmakers, 2007; Akbari e Krokan, 2008).
Neste cenario, para evitar o dano em funcéo das alteragdes no DNA, os
organismos ao longo da evolucdo desenvolveram uma rede complexa de
reparo, prevenindo assim suas possiveis consequéncias deletérias (Lord
e Ashworth, 2012). As vias de reparo sdo capazes de reconhecer um
dano e remové-lo da molécula ou ainda as células podem bloquear sua
replicacdo, impedindo a progressdo do ciclo celular. Por fim, se o dano
for severo, um Gltimo mecanismo de seguranga é ativado, a morte
celular por apoptose, impedindo que células defeituosas continuem a se
dividir (Hoeijmakers, 2009). Um esquema dos principais danos do
DNA, seus mecanismos de reparo e as consequéncias destes processos
pode ser visto na Figura 2.
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Figura 2. Danos no DNA, mecanismos de reparagdo e consequéncias. A)
agentes que causam dano no DNA (parte superior); lesGes induzidas por estes
agentes (meio); principais mecanismos de reparagao responsaveis pela remocao
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das lesdes (parte inferior). B) efeitos agudos dos danos na progresséo do ciclo
celular, conduzindo a paradas nas fases G1, S, G2 ou M (parte superior) e no
metabolismo do DNA (meio). Consequéncias dos danos em longo prazo (parte
inferior) incluem alteragcbes permanentes na sequéncia do DNA (mutacdes
pontuais que afetam um Unico gene ou aberragBes cromossdmicas que devem
envolver diversos genes) e seus efeitos biolégicos (adaptado de Hoeijmakers,
2007).

A via de reparo do dano envolve a reversdo direta do dano, o
reparo por excisdo (excisdo de nucleotideos, excisdo de bases e excisdo
de erros de emparelhamento de bases) e reparo de quebras duplas
(recombinacdo homologa e ndo homdloga) (Dianov et al., 2003). Estas
vias ndo sdo exclusivas para reparar os diferentes tipos de danos,
podendo ocorrer intera¢do entre dois ou mais sistemas na remocéao de
um dano. E, ainda, ndo somente as proteinas de reparo podem participar
em diferentes vias, mas outras proteinas que desempenham fungdes
celulares especificas podem se ligar ao DNA e influenciar o curso da
reparacdo (Downs et al., 2007).

Nos organismos eucariéticos, 0 reparo por excisdo de bases
(BER) é o principal mecanismo para reparar lesdes promovidas por
alquilagdes e danos oxidativos no DNA. A via BER, que atua na
reparacdo destas lesdes, é uma via complexa com endonucleases
envolvidas, que pode ser subdividida em cinco passos: (i) remoc¢édo da
base danificada por acdo de uma DNA-glicosilase, (ii) incisdo no sitio
abasico resultante (sitio apurinico-apirimidinico ou sitio AP) por uma
AP-endonuclease, (iii) processamento das extremidades terminais, (iv)
preenchimento do sitio AP e (v) reconstituicdo da fita danificada
(Fortini et al., 2003). Para a realiza¢do dessas etapas, diversas enzimas
de reparo estdo envolvidas como a DNA glicosilase de 8-oxoguanina
(OGG1) que é responsavel pelo reparo de produtos derivados de
guaninas, clivando a ligacdo glicosidica entre a base danificada e o
acucar; a endonuclease apurinica 1 (APE1), que hidroliza a ligacdo
fosfodiester na extremidade 5° da lesdo; e a DNA polimerase  (Polp)
gue insere um nucleotideo correto e excisa a extremidade 5’dRP apos a
incisdo de APEL (Figura 3) (Dianov et al., 2003; Fortini et al., 2003;
Kelley et al., 2003).
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Figura 3. Via de Reparo por Excisdo de Bases (BER). A via BER inicia com o
reconhecimento da base lesionada por uma enzima denominada DNA
glicosilase. Essa enzima excisa a base por meio da hidrélise da ligacdo N-p-
glicosidica, formando um sitio abasico. Esse sitio, por sua vez, é reconhecido e
clivado pela enzima AP endonuclease 1 (APE 1). A DNA polimerase  (Polp)
insere um nucleotideo durante a sintese do reparo e excisa a extremidade 5’dRP
apos a incisdo de APE1L. Ap6s a remogdo da alca suspensa, a fita € selada pela
DNA ligase (Adaptada de Robertson et al., 2009).

Estudos tem observado reducdo das atividades das DNA
glicosilases relacionada & idade em cinco diferentes regiGes cerebrais
(nucleo caudado, cortex frontal, hipocampo, cerebelo e tronco cerebral)
(Imam et al., 2006; Weissman.et al., 2009). Assim, a deficiéncia no
reparo do DNA pode desempenhar um papel significativo no processo
de envelhecimento, bem como contribuir para o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas relacionadas com este processo (Imam et
al., 2006)

As mutacBes e delecbes no DNA mitocondrial (MtDNA)
também contribuem para o envelhecimento (Park e Larsson, 2005).
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Essas alteracGes sdo decorrentes do microambiente oxidativo das
mitocondrias, da falta de histonas e da eficiéncia limitada dos
mecanismos de reparo do mtDNA em compara¢do com o DNA nuclear
(Linnane et al., 1989). Assim, os sistemas de estabilidade gendmica
também incluem mecanismos especificos para garantir a integridade do
mtDNA e para manter o comprimento e a funcionalidade adequada dos
telémeros (Blackburn et al., 2006; Kazak et al., 2012). Estes ultimos,
desempenham um papel importante na senescéncia celular (Reaper et
al., 2004; Takubo et al., 2010), sendo reconhecidos como marcadores
bioldgicos do envelhecimento. O encurtamento dos telémeros pode nédo
estar primariamente envolvido na inducdo da senescéncia, mas com o
acumulo de estresse oxidativo e do desgaste dos mesmos, aumenta a
probabilidade de uma célula entrar em senescéncia em diferentes tecidos
e orgdos (Oeseburg et al., 2010). Assim, a regulacdo do processo de
envelhecimento é altamente complexa, envolvendo alteracfes
neuroquimicas, musculares, danos no DNA e oxidacéo celular.

1.3 EXERCICIO FiSICO E ENVELHECIMENTO

Frente ao aumento da populacdo idosa sdo muito importantes as
pesquisas relacionadas aos mecanismos que promovem 0
envelhecimento, para que medidas de promocdo de salde possam
reduzir a prevaléncia de doencas cronicas através da melhora da
gualidade de vida (Warburton et al.,, 2006). Entre as medidas de
promogdo de salde, o exercicio fisico € um dos principais responsaveis
pela prevencao a morbidades e pela reducéo no risco de mortalidade por
doencas cardiovasculares, diabetes e obesidade (Warburton et al., 2006;
Bassi et al., 2016; Lavie et al., 2016).

Evidéncias experimentais sugerem que em nivel cerebral, o
exercicio fisico melhora a cognicdo (Lautenschlager et al., 2012;
Stranaham e Mattson, 2012), neutraliza o declinio da memdria
relacionada a idade (Van Praag et al., 2005; Mello et al., 2008) e atrasa
0 aparecimento de doengas neurodegenerativas como a doenca de
Parkinson (Tuon et al., 2012; 2015) e a doenga de Alzheimer (Larson et
al., 2006; Williams, 2014). Além disso, foi demonstrado que o exercicio
fisico apresenta potencial na prevencdo e tratamento de lesdes no
cérebro (Gobbo ¢ O’Mara, 2005) e na depressao (Tuon et al., 2014). No
entanto, a maioria dessas evidéncias relacionam os beneficios do
exercicio na modalidade aer6bio e sdo poucos que relacionam estes
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efeitos no envelhecimento. Os efeitos do treinamento de forca sobre a
funcdo cognitiva tém sido discutidos, porém, seus mecanismos
bioldgicos permanecem mal esclarecidos.

Estudos demonstraram a influéncia do exercicio fisico na
neurogénese e na plasticidade cerebral, mediados pelas NT (Leckie et
al., 2014; Yang et al.,, 2014). Nesse contexto, pesquisadores tem
sugerido que o exercicio fisico € uma importante ferramenta capaz de
aumentar os niveis de NT no encéfalo de animais. O exercicio, por
exemplo, aumenta a expressdo de BDNF no corpo estriado (Marais et
al., 2009), no hipocampo (Aguiar et al., 2011) e no cortex (Neeper et al.,
1996) de roedores; causa uma supra-regulacdo de BDNF, juntamente
com o seu receptor TrK (Li et al, 2008), melhorando assim a cogni¢do
(Gomez-Pinilla et al, 2002; Vaynman et al, 2004; Van Praag et al, 2005;
Creer et al, 2010; Bechara e Kelly, 2013). Além disso, Liu et al. (2011)
mostraram que o exercicio aumentou a expressdo hipocampal de BDNF,
em conjunto com a diminuicdo do declinio cognitivo e morte neuronal
em camundongos transgénicos para Doenca de Alzheimer (que super-
expressam a proteina precursora amiloide — APP). Notavelmente, tem
sido observado que o exercicio também pode amplificar a eficacia
sinaptica, na medida em que genes relacionados a funcédo sinaptica como
a sinapsina | e sinaptofisina (envolvidas na liberagdo e estrutura de
vesiculas sindpticas) e a sinaptogamina (envolvida na formacdo de
vesiculas sindpticas) tém sua expressdo aumentada em resposta ao
exercicio, com este efeito sendo mediado via BDNF (Molteni et al.,
2002).

A sintese de neurotransmissores também pode ser influenciada
pelo exercicio, assim como a vasculatura cerebral e a modulacdo da
inflamacdo e do sistema imunoldgico (Lee et al., 2006; Van Praag,
2008). Por exemplo, Berchtold e colaboradores (2002) mostraram
aumento dos niveis de serotonina e acetilcolina em cérebro de ratos apds
exercicio fisico, e neurbnios GABAérgicos parecem desempenhar um
papel chave nos beneficios cognitivos induzidos pelo exercicio. Mourdo
et al. (2014) observaram que 0 exercicio também promove alteracées
neuroplasticas positivas nas sinapses glutamatérgicas. Deste modo,
todos esses fatores, tomados em conjunto, sdo apontados como
responsaveis pelos efeitos neuroprotetores do exercicio fisico (Van
Praag, 2008).

As respostas metabolicas e moleculares para os diferentes tipos
de exercicio sdo distintas, embora 0s exercicios, independentemente de
sua natureza, possam promover individualmente beneficios para a satde
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(Palomero et al., 2008; Kang et al., 2009; Seene e Kaasik, 2012). Neste
contexto, varios tipos de exercicio tém sido testados para avaliar seus
efeitos sobre o cérebro. No entanto, os mecanismos moleculares
especificos de neuroplasticidade que respondem aos diferentes aspectos
do exercicio fisico (tipo de treino, frequéncia, volume e duragdo)
permanecem desconhecidos (Redila et al., 2006). Além disso, o
exercicio fisico pode ter influéncia negativa sobre o organismo,
dependendo da oferta de energia e da idade do individuo, bem como a
forca, frequéncia e duracdo do exercicio (Radak, 2013). Assim,
pesquisas sugerem que o exercicio fisico exaustivo pode causar efeitos
contrarios, induzindo o estresse oxidativo e, consequentemente,
aumentando o dano as proteinas, lipideos e DNA (Sastre et al., 1992;
Aguild et al., 2005; Tauler et al., 2006).

O exercicio moderado, principalmente o aerébio, desencadeia
respostas regulatdrias que retardam, pelo menos em parte, o declinio
mitocondrial do cérebro, assim como, 0 aumento do estresse oxidativo e
diminuicdo das atividades enzimaticas mitocondriais observadas no
envelhecimento (Navarro et al., 2007; Arcoverde et al., 2008;
Lautenschlager et al., 2012; Dibble et al., 2009; Weintraub e Morgan,
2011; Tuon et al., 2012). Deste modo, o exercicio aerébio diminui a
incidéncia de doencas associadas ao estresse oxidativo através de
respostas adaptativas nos diferentes tecidos (Radak et al.,, 2001;
Katzmarzyk e Janssen, 2004; Tremblay et al., 2007). Esse processo de
adaptacdo no cérebro envolve o aumento do fluxo sanguineo, a ativacéo
do sistema antioxidante, incremento da atividade enzimatica do sistema
de reparo oxidativo, resisténcia aumentada para o estresse oxidativo,
biogénese mitocondrial e baixos niveis de dano no DNA (Radak et al.,
2008, 2016) (Figura 4). Todos esses fatores, tomados em conjunto
melhoram a plasticidade sinaptica. No que se refere aos marcadores
neuroquimicos, o treinamento reduz os niveis de lipoperoxidacdo e
carbonilacdo de proteinas no estriado, cerebelo, hipocampo e cértex
cerebral (Ogonovszky et al., 2005; Jolitha et al., 2006, Aguiar et al.,
2011; Tuon et al., 2012).
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Figura 4. Efeitos do exercicio no cérebro. O exercicio aumenta o fluxo
sanguineo para o metabolismo do cérebro, alterando assim o estado redox dos
neurénios. As alteragbes adaptativas envolvem regulacdo de enzimas
antioxidantes e do reparo, biogénese mitocondrial e regulagdo redox de
diferentes vias de sinalizaco diferentes (Adaptado de Radak et al., 2016).

Por outro lado, o treinamento de forca tem sido considerado
uma intervengdo promissora para reverter a perda da funcdo muscular e
a deterioracdo do musculo associada com a idade avancada, além de
também diminuir a producdo de ERO e aumentar as defesas
antioxidantes (Raguso et al., 2006; Johnston et al., 2008; Seene e
Kaasik, 2012). Além disso, estudos tem observado que o exercicio nessa
modalidade aumenta a forca muscular, diminui possiveis altera¢cdes no
DNA mitocondrial e aumenta a fosforilagdo oxidativa, fatores que
contribuem para minimizar os efeitos do envelhecimento muscular
(Murphy et al., 2008; Hanson, et al., 2009).

Em relacdo aos tipos de treinamento realizados com animais, a
modalidade de treinamento mais utilizada é a corrida, através do
treinamento em esteira. Para alguns autores a esteira, por ser uma
corrida forcada, causa estresse fisico e psicoldgico, diferente da corrida
voluntéria (Sherwin, 1998). Entretanto, o exercicio em si é considerado
uma forma de estresse, pois desafia a homeostase e se torna benéfico
apenas quando feito adequadamente (Mastorakos et al., 2005). Por outro
lado, os modelos de treinamento de forca mais utilizados aumentam a
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massa muscular nos animais em periodos curtos de tempo. Pensando
nisso, Hornberger e Farrar (2004) propuseram um treinamento de
resisténcia progressiva em um modelo animal que imita o treinamento
humano e é capaz de induzir hipertrofia de forma semelhante a dos seres
humanos. Este modelo utiliza o principio da sobrecarga e é uma
ferramenta Gtil para estudar os efeitos da adaptacdo celular durante o
treinamento de forca (Hornberger e Farrar, 2004). No entanto, estes
autores avaliaram somente as adaptagcbes musculares neste modelo
experimental, sendo ainda desconhecidas as alteragdes provocadas na
neuroplasticidade.

Considerando os estudos anteriormente citados, o exercicio
moderado regular, nas suas diversas modalidades, parece ser
significativamente benéfico a salde e, atualmente, tem sido considerado
como um recurso ndo farmacol6gico capaz de contribuir tanto na
prevengdo quanto no tratamento de varios tipos de doengas associadas
ao envelhecimento.

1.3.1 Exercicio fisico, neurotrofinas e reparo do DNA

Em recente estudo Yang e colaboradores (2014) sugerem que
existe uma relacdo entre o exercicio fisico, BDNF e o reparo do DNA.
Essa constatacdo decorre do fato de que em condi¢fes normais, 0s
neurdnios expressam quantidades suficientes de enzimas envolvidas no
reparo por excisdo de bases. No entanto, quando os niveis de atividade
sindptica excitatoria sdo elevados, ou durante uma lesdo, doencas
neurodegenerativas e envelhecimento, os niveis basais de enzimas de
reparo sdo insuficientes para evitar o acimulo excessivo de lesdes no
DNA. Dessa forma, a ativacéo de receptores de BDNF (TrkB) resulta na
ativacdo de PI3K, que fosforila AKT. A AKT, por sua vez, fosforila o
fator de transcricio CREB (pCREB), que, em seguida, liga-se ao
promotor de genes que induzem a expressdo de enzimas de reparo,
como a OGGL1 e a APEL (Reichardt, 2006; Yang, 2010) (Figura 5). A
AKT também pode ativar outras moléculas, como os fatores de
transcricdo FoxO, envolvidos em processos como parada do ciclo
celular, reparo do DNA, a desintoxicacdo de ERO, a apoptose e a
autofagia por regulacdo positiva de programas especificos de expressao
génica (Zhao et al., 2004). Dessa forma, o exercicio fisico, por
promover aumento na expressdo de BDNF, conduz a um aumento da
resisténcia dos neurdnios aos danos oxidativos no DNA bem como
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regula os processos de reparo no DNA lesado (Marais et al., 2009;
Aguiar et al., 2011; Yang et al., 2014).

BDNF €— Exercicio

Mitocondria
trkB

ROS

Nucleo

Ca2+ Glutamato
Figura 5. Esquema do mecanismo em que o BDNF aumenta o reparo do dano
oxidativo no DNA em neurdnios. A ativacdo de receptores de BDNF (Trk-B)
resulta na ativacdo de PI3K, que fosforila AKT. AKT, por sua vez, fosforila o
fator de transcricdo CREB (pCREB), que, em seguida, liga-se ao promotor de
genes que induzem a expressdo de enzimas de reparo, principalmente a
endonuclease apurinica 1 (APE1). Fatores ambientais, como o exercicio fisico
podem aumentar a ativacdo dos receptores Trk-B (Adaptado de Yang et al.,
2014).

Além disso, 0 BDNF é produzido e liberado nos neurdnios em
resposta a atividade sinaptica excitatéria que ocorre durante processos
fisiol6gicos como memoria e aprendizado e exercicio (Gomez-Pinilla,
2002). Neste contexto, a ativagdo de receptores glutamatérgicos parece
estar envolvida na estimulacdo da producdo de BDNF através da via de
sinalizacdo envolvendo o influxo de célcio e ativacdo da CaMK (Marini
et al., 2007) (Figura 5). Assim, o BDNF, o receptor NMDA, PI3K e a
PSD-95 estdo envolvidos na potenciacdo de longa duracdo, e alteracdes
nesta via podem comprometer as funcBes cognitivas e motoras no
individuo idoso (Yoshii e Constantine, 2007).

Com base no exposto acima, alteragBes na expressdo ou no
funcionamento de NT podem levar a uma disfuncdo no desenvolvimento
neural, alteracdo na plasticidade cerebral e a anormalidades estruturais
durante o envelhecimento e, enquanto que o exercicio fisico pode
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atenuar estas alteracBes. No entanto, 0s exatos mecanismos que sdo
induzidos através do exercicio fisico ainda ndo estdo completamente
esclarecidos.

1.4 JUSTIFICATIVA

O processo de envelhecimento é altamente complexo e
multifatorial e o estudo desse processo tem gerado um grande ndmero
de teorias na literatura devido ao aumento de doencas degenerativas que
sdo caracteristicas desta fase da vida. Neste cendrio, tem sido
amplamente estudado que o exercicio fisico pode ser um fator
responsdvel pela prevencdo a morbidades e reducdo no risco de
mortalidade e, além disso, apresenta efeitos neuroprotetores. No entanto,
a maioria das pesquisas reportam os efeitos da modalidade de exercicio
aerobio permanecendo os efeitos do exercicio de forca sobre o cérebro
desconhecidos. Sabendo que alteracfes neuroplasticas estdo envolvidas
no envelhecimento e que o exercicio fisico pode atenuar essas
alteracGes, torna-se importante o desenvolvimento de novas pesquisas
relativas as diferentes modalidades de exercicio fisico com intuito de
esclarecer os mecanismos (moleculares, celulares) envolvidos nesse
processo.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar os efeitos de dois protocolos de exercicio fisico sobre a
plasticidade hipocampal no envelhecimento.

2.2 ESPECIFICOS

e Auvaliar o efeito do treinamento de forca e aerébio sobre a memdria
espacial de ratos velhos.

e Avaliar o efeito do treinamento de forca e aerébio sobre os niveis
de APP e 3 amiloide no hipocampo de ratos velhos.

e Avaliar o efeito do treinamento de forca e aerdbio sobre a
sinalizacdo glutamatérgica no hipocampo de ratos velhos.

e Avaliar o efeito do treinamento de forca e aerdbio sobre a
sinalizacdo neurotréfica no hipocampo de ratos velhos.

e Avaliar o efeito do treinamento de forca e aerébio sobre os niveis
de FoxO, PKCa e citocinas pro-inflamatérias no hipocampo de
ratos velhos.

e Avaliar o efeito do treinamento de forca e aerdbio sobre os niveis
proteicos de APE1 no hipocampo de ratos velhos.

e Avaliar o efeito do treinamento de forca e aerébio sobre danos no
DNA no hipocampo de ratos velhos
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia
e Bioquimica do Exercicio e no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC).
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com
as recomendag@es internacionais para o cuidado e 0 uso de animais de
laboratério, além das recomendacdes para o uso de animais do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), lei
Arouca n° 11.794/2008. Este projeto foi executado ap6s aprovagdo pela
Comisséo de Etica para 0 Uso de Animais da Universidade do Extremo
Sul Catarinense sob protocolo de nimero 16/ 2013.

3.1 ANIMAIS

Inicialmente, foram utilizados 30 ratos machos, da linhagem
Wistar, de 24 meses, obtidos do biotério da Universidade do Extremo
Sul Catarinense. Os animais foram alojados em caixas de polietileno,
com comida e agua ad libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas claro
- escuro (07:00 as 19:00) (Claro 7:00h), com temperatura controlada de
23 £ 1°C.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos a uma semana de adaptacdo
seguida de oito semanas de treinamento em esteira ou de forga ou sem
treinamento. 24 horas apés o dltimo treino foi realizado o teste de
meméria espacial, através do Labirinto de Barnes. 48 horas ap6s o
periodo de treinamento os animais foram submetidos a eutanasia e os
hipocampos foram removidos, processados e armazenados para analise
dos parametros genéticos e bioquimicos (Figura 6).
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Figura 6. Esquema do desenho experimental.

3.2.1 Grupos

Os animais foram randomicamente divididos em 3 grupos
inicialmente com 10 animais cada, como segue:

Grupo 1 N&o treinados
Grupo 2 Treinamento aerébio (esteira)
Grupo 3 Treinamento de forca

3.3 PROTOCOLO DE EXERCICIO

Os animais dos grupos 2 e 3 foram expostos a dois diferentes
programas de treinamento. Ap6s uma semana de adaptacdo os animais
foram treinados como descrito abaixo:

3.3.1 Treinamento de Esteira

Para o treinamento em esteira, todos o0s animais foram
ambientados em uma esteira ergométrica, com nove canais (10 m.min—
1, sem inclinag¢do, 10 min.dia-1) durante uma semana, com o objetivo
de reduzir o estresse no ambiente novo. Os ratos ndo receberam nenhum
estimulo para correr. Ap0s este periodo, os animais foram submetidos a
um programa de treinamento de corrida com niveis progressivos de
intensidade (13-17 m min-1, sem inclinacdo) durante 3 a 4 dias por
semana, durante 8 semanas, por um periodo total de 60 dias. Cada
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treinamento foi de 60 min, com um intervalo de 48 h entre os
treinamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Programa de treinamento de esteira

Semana  Dias/semana  Velocidade Grau Duracéo
km/h (%) (min)
(adaptacéo) 5 0,6 0 5-10
1 3 0,8 0 30
2 4 0,8 0 60
3 3 1 10 60
4 4 1 10 60
5 3 1 10 60
6 4 1 10 60
7 3 1.2 10 60
8 4 1,2 10 60

3.3.2 Treinamento de Forca

O treinamento de forca foi realizado de acordo com Hornberger
e Farrar (2004), utilizando um aparato, com 1 metro de altura, contendo
45 degraus, com 2 centimetros de espessamento entre 0s mesmaos, e 85°
de inclinagdo. Os animais foram inicialmente ambientados por uma
semana. Quarenta e oito horas apds a familiarizagdo, o treinamento de
resisténcia foi iniciado utilizando tubos com pesos presos a cauda. Os
ratos foram posicionados na base do aparelho e motivados a subir a
escada por 3 séries de 8 a 12 repeti¢des com 1 minuto de descanso entre
as repeticdes e 2 minutos entre as séries. O peso inicial foi de 25% da
massa corporal do animal, aumentando gradualmente ao longo das 8
semanas de treinamento. As sessdes de treinamento foram conduzidas 3
ou 4 vezes por semana. Cada sessdo teve uma duracdo de 40-50
minutos, com um intervalo de 48 horas entre as sessdes. Os animais
foram estimulados manualmente para fornecer motivacdo para subir
quando necesséario (Tabela 2).
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Tabela 2. Programa de treinamento de forga

Semana  Dias/semana Series Repeticbes Intervalo Sobrecarga

(% massa
corporal)
(adaptacdo) 5 3 8-12 1 minuto 0%

1 3 3 8-12 1 minuto 25%

2 4 4 8-12 1 minuto 25%

3 3 4 8-12 1 minuto 50%

4 4 5 8-12 1 minuto 50%

5 3 5 8-12 2 minutos 75%

6 4 6 8-12 2 minutos 75%

7 3 6 8-12 2 minutos 100%

8 4 6 8-12 2 minutos 100%

3.4 TESTE DE MEMORIA ESPACIAL - LABIRINTO DE BARNES

O Labirinto de Barnes (1979) foi utilizado para avaliar a
meméria espacial 24 horas apés a Ultima sessdo de treinamento. O teste
consiste de uma plataforma circular com 20 orificios, 19 vazios e um
com uma caixa de escape (Figura 7). A sala onde estd o aparato foi
equipada com pistas visuais para auxiliar no processo de memobria
espacial. Os animais foram ambientados em um ambiente de baixa luz
por 30min e colocados no centro da plataforma com uma luz de alta
intensidade. Foi avaliada a laténcia para os animais encontrarem a caixa
escape com o tempo maximo de 60s. Os animais que ndo encontrarem a
caixa escape durante este tempo foram colocados gentilmente dentro da
caixa e permaneceram la por 20s. Cada animal fez quatro sessdes de
treinamento diario durante 3 dias (fase de aquisicdo da memoria). No
guarto dia a caixa escape foi retirada e os animais colocados no centro
da plataforma. Dessa forma, o tempo que 0s animais passaram no
guadrante onde estava a caixa escape foi avaliado para demonstrar a
retencdo da memoria.
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Figura 7. Figura representativa do aparato utilizado para a realizagéo do teste
do Labirinto de Barnes. A plataforma circular apresenta 20 buracos no total,
sendo 19 buracos vazios e um buraco com uma caixa de escape.

3.5 EUTANASIA

Quarenta e oito horas ap6s o periodo de treinamento os animais
foram submetidos a eutanasia por decapitacdo e os hipocampos foram
removidos, processados e armazenados para analise dos parametros
genéticos e bioguimicos.
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3.6 AVALIAGCOES BIOQUIMICAS
3.6.1 Niveis de proteinas por Western Blotting

A quantificacdo das proteinas, BDNF, Trk-B, P75N™R, CREB,
APE1, NMDA, CaMK, sinaptofisina, PSD-95, FoxO3, APP e
B amiloide foram mensuradas por Western blotting. Para tanto, as
amostras foram homogeneizadas em tamp&o Laemmli (Tris-HCI 62,5
mM, SDS pH 6,8, 1%, glicerol 10%) e posteriormente as concentracdes
proteicas foram analisadas pelo método de Bradford (1976), e utilizadas
para normalizar a quantidade de proteina, sendo utilizado 30 pug de
proteinas para a eletroforese em gel monodimensional de dodecil sulfato
de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema descontinuo
usando gel 8-12%. As proteinas foram separadas, e em seguida,
transferidas para membranas de nitrocelulose utilizando tampao
contendo Tris 20 mmol/L, glicina 150 mmol/L, metanol 20% (v/v) e
SDS 0,02% (p/v) (pH 8,2) em uma unidade de transferéncia Bio-Rad
resfriada. Apo0s, 0s sitios de proteinas inespecificos foram bloqueados
por uma hora de incubacéo com solugdo bloqueadora (5% albumina) em
tampdo Tris salina 0,1% (p/v), tween-20. As membranas foram
processadas por imuno-deteccdo utilizando os anticorpos primarios
especificos. Apds os anticorpos primarios serem removidos, as
membranas foram incubadas com anticorpos secundarios. Por fim, as
membranas foram reveladas por quimiluminescéncia. Apds a exposicao,
as membranas foram entdo retiradas e incubadas com um anticorpo
monoclonal de ratos para B-Actina e os filmes antorradiogréaficos
analisados e quantificados através de um densitbmetro de imagem
(Imagemaster VDS CI, Amersham Biosciences Europe, IT).

3.6.2 Citocinas pro-inflamatérias

As amostras do hipocampo foram homogeneizadas em tampéo
fosfato contendo 0,05% de Tween 20, fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,1
mM, cloreto de benzetonio 0,1 mM, EDTA a 10 mM e 20 Ul aprotinina.
O homogeneizado foi centrifugado a 3000 x g for 10 minutos e 0s
sobrenadantes foram armazenados a -70°C para posteriores andlises. O
TNF-a e IL-1B foram avaliados com enzimas ligadas ao ensaio
imunoabsorventes (ELISA), usando kits de R&D Systems, de acordo
com as recomendacdes do fabricante.
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3.7 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa foi realizado sob condi¢Bes alcalinas,
conforme descrito por Singh et al. (1988), com algumas modificagdes
sugeridas por Tice et al. (2000). As amostras de hipocampo foram
dissecadas e imersas em tampdo fosfato (PBS) refrigerado. Em seguida
elas foram individualmente homogeneizadas com o auxilio de uma
seringa, através do movimento de vai e vem, a fim de obter uma
suspensdo celular. As células obtidas da dissociacdo de tecidos
(aliquotas de 25 pL) foram embebidas em agarose de baixo ponto de
fuséo (0.75%, w/v, 95 uL ou 75 pL, respectivamente) e a mistura foi
adicionada a uma lamina de microscopio pré-coberta com agarose de
ponto de fusdo normal (1,5%), cobrindo posteriormente com uma
laminula e levando, entéo, a geladeira por aproximadamente 5 minutos a
4°C para solidificacdo. Logo apos, as laminulas foram cuidadosamente
retiradas e as ldminas imersas em tampéo de lise (2,5M NaCl, 100mM
EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢do na hora do uso de 1% de
Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1
hora e maximo de 2 semanas. Apos este periodo, as laminas foram
incubadas em tampé&o alcalino (300mM NaOH e 1mM EDTA, pH>13)
por 20 minutos para 0 desenovelamento do DNA e a corrida
eletroforética, foi realizada no mesmo tampdo nas seguintes condicdes:
a 25v e 300mA por 15 minutos. Todas estas etapas foram realizadas sob
luz indireta fraca amarela. Posteriormente as laminas sdo neutralizadas
com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado com 10 mg/mL
de solucdo de brometo de etidio (Sigma Brasil, 1239-45-8) para
posterior analise em microscopio de fluorescéncia com aumento de
400x. Foi realizada avaliacdo de 100 células por individuo e por tecido
(50 células em cada lamina duplicada). Tais células foram avaliadas
visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o
tamanho da cauda, sendo a classificacdo para auséncia de cauda, até 4
para o comprimento maximo de cauda (Collins et al., 1997). Desta
forma, tem-se um Indice de Danos (ID) para cada animal variando de
zero (100 X 0 = 0; 100 células observadas completamente sem danos) a
400 (100 X 4 = 400; 100 celulas observadas com dano maximo).
Calcula-se a freqliéncia de danos (FD em %) em cada amostra com base
no namero de células com cauda versus o nimero de células sem cauda
(Figura 8).
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Figura 8. Esquema explicativo do Ensaio Cometa com as etapas experimentais,
desde a coleta das células até a analise microscopica (A). Células classificadas
de 0 (sem dano) a 4 (maior dano), onde a maior parte do DNA estd na “cauda”
do cometa (B).

As diretrizes internacionais e recomendagdes para o ensaio do
cometa consideram que o escore visual de 100 cometas é um método de
avaliacdo bem validado. Ele tem uma alta correlagdo com a anélise de
imagem por computador (Collins et al., 1997). Foram utilizados
controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de
assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as l&minas foram
codificadas para analise as cegas.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média e desvio padrdo da
média (média = DP). As variaveis foram analisadas quanto a
normalidade da distribuicdo usando o teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade de variancia foi avaliada entre 0s grupos por meio do
teste de Levene. Para 0s ensaios bioquimicos a diferenca entre 0s grupos
foi avaliada pela analise de variancia de uma via (ANOVA). Quando o
valor de F foi significativo, comparacfes post hoc foram feitas pelo
teste de Tukey. Os dados para o teste do Labirinto de Barnes foram
analisados através da analise de varidancias de medidas repetidas
(ANOVA), seguida do teste de Tukey. A significancia estatistica foi
considerada para valores P < 0,05. Foi utilizado o SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versdo 21.0 como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DE DOIS MODELOS DE TREINAMENTO FiSICO
SOBRE A MEMORIA ESPACIAL DE RATOS VELHOS

Inicialmente, analisou-se o efeito do treinamento aerdbio e de
forca sobre a memoria espacial em ratos de 24 meses de idade através
do Labirinto de Barnes (Figura 9). Observou-se que a laténcia para
encontrar a caixa de escape foi diminuida em ambos os protocolos de
treinamento no terceiro dia de teste, indicando melhora na cognicdo
apos treinamento aerdbio e de forca quando comparados com 0 grupo
sedentario (Figura 9 A). Além disso, foi observado que os animais dos
grupos aerdbio e forca melhoraram a retencdo da memdria espacial
como demonstrado pelo aumento do tempo gasto no quadrante da caixa
de escape (Figura 9 B).
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Figura 9. Efeito de dois modelos de treinamento fisico sobre a performance
cognitiva em ratos velhos avaliados no teste de Barnes Maze. O teste foi
realizado 24 h apds a ultima sessdo de treinamento. Os valores representam a
média + desvio padrdo (n = 6 animais por grupo) das laténcias para encontrar a
caixa alvo (A) e o tempo gasto no quadrante onde estava a caixa alvo (B). *P <
0,05 comparado com o controle (repetidas analises, ANOVA, seguido do post
hoc de Tukey).
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4.2 EFEITO DE DOIS MODELOS DE TREINAMENTO Fisico
SOBRE A SINALIZACAO HIPOCAMPAL DE RATOS VELHOS

Para analisar o efeito dos dois modelos de treinamento fisico
sobre a sinalizagdo do hipocampo, area do cérebro associada a memdria
espacial, avaliou-se a sinalizacdo glutamatérgica, neurotrofica e
mecanismo de reparo.

Inicialmente, avaliou-se o0s niveis dos marcadores de
envelhecimento APP e 3 amiloide no hipocampo e foi observado que
apenas o exercicio aerdbio foi capaz de diminuir os niveis de APP
(Figura 10 A, P = 0,0015), no entanto, os niveis de B amiloide nédo
foram afetados pelos protocolos de exercicio (Figura 10 B, P > 0,05).
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100 - —_
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Figura 10. Efeito de dois modelos de treinamento fisico sobre os niveis de APP
e B amildide em hipocampo de ratos velhos. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n = 4 animais por grupo). *P < 0,05 comparado com o controle
(ANOVA, seguido do post hoc de Tukey).
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Em relacdo a sinalizagdo glutamatérgica, os niveis de pNMDA
aumentaram igualmente em ambos os protocolos de exercicio em
comparagdo com 0s animais sedentérios (Figura 11 A, P = 0,007). Além
disso, 0 exercicio aer6bio aumentou os niveis de PSD 95 em
comparagdo com os outros grupos (Figura 11 B, P = 0,016). Por outro
lado, os niveis de CaMK e sinaptofisina ndo foram afetados pelo
exercicio em ratos velhos (Figura 11 C e D; P > 0,05).
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Figura 11. Efeito de dois modelos de treinamento fisico sobre proteinas do
sistema glutamatérgico em hipocampo de ratos velhos. Os valores representam
a média £ desvio padrdo (n = 4 animais por grupo). *P < 0,05 comparado com o
controle (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey).

Em seguida, foi analisada a modulagdo da sinalizacdo
neurotrofica pelos protocolos de exercicio. Os niveis de CREB e BDNF
foram aumentados em ambos 0s protocolos de exercicio em comparacao
com 0s animais sedentérios (Figura 12 A, P = 0,001 e B, P = 0,005,
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respectivamente). No entanto, os niveis de TrkB, um receptor de BDNF,
foram reduzidos no grupo exercicio aerébio em comparacdo com 0S
outros grupos (Figura 12 C, P = 0,042). Os niveis de P75NTR, outro
receptor neurotrdfico, estavam aumentados em ambos 0s grupos
exercitados (Figura 12 D, P = 0,001).
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Figura 12. Efeito de dois modelos de treinamento fisico sobre a sinalizacdo
neurotréfica em hipocampo de ratos velhos. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n = 4 animais por grupo). *P < 0,05 comparado com o controle
(ANOVA, seguido do post hoc de Tukey).

Analisou-se também os niveis de FoxO3, PKC o, TNF -a. e IL-
1B apds o exercicio fisico. Os niveis de FoxO3 ndo foram afetados
pelos protocolos de exercicio em ratos velhos (Figura 13 A, P > 0,05).
Por outro lado, os niveis de PKC, TNF -a e IL-1f aumentaram no
protocolo forca no hipocampo quando comparado com outros grupos
(Figura 13 B, P = 0,001; C, P = 0,0001 e D P = 0,002,
respectivamente).
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Figura 13. Efeito de dois modelos de treinamento fisico sobre os niveis
protéicos de FoxO3 e PKC a, por Western Blotting e TNF-a. e IL-1p, por Elisa,
em hipocampo de ratos velhos. Dados de TNF-o e IL-1p sdo expressos como
média £ erro padrio da média (n = 6 animais por grupo). Dados de PKC o sdo
expressos como média + desvio padrdo (n = 4 animais por grupo). *P < 0,05
comparado com o controle (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey).

4.3 EFEITO DE DOIS MODELOS DE TREINAMENTO FiSICO
SOBRE NIVEIS DE DANO NO DNA E NIVEIS DE APE 1 EM
HIPOCAMPO DE RATOS VELHOS

No presente trabalho também foi analisado se o exercicio fisico
poderia diminuir os danos no DNA no hipocampo de ratos velhos.
Dessa forma, a analise do hipocampo do grupo exercicio aerébio
mostrou diminuicao significativa do dano no DNA em relagdo ao grupo
sedentario tanto para o indice (ID) quanto para a frequéncia de dano
(FD) (Figura 14 A, P = 0,0003 ID e Figura 14 B, P = 0,02 FD). No
entanto, resultados similares ndo foram encontrados no grupo forca.
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Apos, foi observado que os niveis de APE 1, enzima chave do reparo
por excisdo de base, ndo foram afetados pelos protocolos de exercicio
(Figura 14 C, P > 0,05).
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Figura 14. Efeito de dois modelos de treinamento fisico sobre o indice (A) e
frequéncia (B) de danos no DNA e niveis proteicos de APE 1 (C) em
hipocampo de ratos velhos. Os valores representam a média + desvio padrdo (n
= 6 animais por grupo). *P < 0,05 e ** P < 0,01 comparado com o controle
(ANOVA, seguido do post hoc de Tukey).
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5 DISCUSSAO

Em virtude do declinio progressivo das capacidades cognitivas
e das funcBes motoras que ocorrem com o envelhecimento, ha uma
preocupacdo sobre as estratégias que podem melhorar a qualidade de
vida dos idosos (Costa et al., 2008). N&o existe ainda tratamento clinico
Unico para as doencgas associadas com a idade; assim, pesquisas sobre o
envelhecimento estdo sendo conduzidas com o objetivo de ampliar o
conhecimento dos diferentes fatores (moleculares, celulares ou
ambientais) que podem regular o processo de envelhecimento (Droge e
Schipper, 2007; Froy e Miskin, 2007; Rao, 2007; Shammas, 2011).
Neste cendrio, o exercicio fisico tem sido considerado como um
instrumento, tanto preventivo quanto terapéutico, para varios tipos de
doencas associadas com o avanco da idade (Wilmore e Costill, 2001).

Os achados do presente estudo mostraram que os dois modelos
de treinamento fisico, aerdbio e de forca, melhoraram a memobria
espacial em ratos velhos através de respostas neuroplasticas diferentes.
De fato, os beneficios do exercicio sobre o declinio funcional do cérebro
associado a idade sdo evidenciados em estudos prévios com roedores, no
entanto, a maioria das pesquisas reportam os efeitos da modalidade de
exercicio aer6bio (Van Praag et al., 2005; Tuon et al., 2012). Ja os
presentes resultados mostraram que o sistema glutamatérgico é
modulado pelo treinamento aer6bio, mas que o protocolo de forca
também promoveu alteracbes nos niveis de PKC e parametros
inflamatorios. Neste cenario, os resultados sdo inovadores uma vez que
os efeitos do exercicio de forca sobre o cérebro permanecem
desconhecidos.

Pesquisas mostram que os déficits na plasticidade sinaptica e,
consequentemente, na memaria espacial séo relacionados ao hipocampo
durante o envelhecimento (Moore et al., 1993; Burger, 2010). Dessa
forma, os achados obtidos no teste comportamental para a avaliacdo da
memoéria espacial reforcam e estendem a nocdo de que ambas as
modalidades de  exercicio  representam  vidveis  estratégias
comportamentais para melhorar a funcdo cognitiva em individuos
idosos. Em paralelo com os beneficios cognitivos, foi observado
aumento da plasticidade sindptica no hipocampo em ambos os
protocolos de exercicio com algumas diferencas entre eles nos
marcadores avaliados (Figura 15).
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Figura 15. Esquema explicativo do efeito de dois modelos de treinamento fisico
sobre parametros neuroquimicos em hipocampo de ratos velhos.

~

Um crescente corpo de evidéncias tem demonstrado acimulo de
placas amil6ides no cérebro envelhecido (Ballard et al., 2011; Bateman
et al., 2012). No entanto, pouca atencdo tem sido dada a proteina
precursora de amiléide (APP) durante o processo de envelhecimento
saudavel (Bertoldi et al., 2016). Esta proteina estd envolvida na
patologia da doenga de Alzheimer, doenca de alta prevaléncia
relacionada com o avanco da idade (Ballard et al., 2011). A molécula
APP pode sofrer prote6lise por 2 rotas, uma ndo-amiloidogénica e outra
amiloidogénica e o processo de envelhecimento normal poderia estar
relacionado ao desequilibrio dessas vias (Bertoldi et al., 2016). No
presente estudo, o exercicio aerébio reduziu os niveis de APP, no
entanto, os niveis de p-amildide ndo foram afetados pelo exercicio. O
peptideo p-amildide é originado a partir de APP e o seu acumulo
também tem sido implicado na fisiopatologia da doenca de Alzheimer
(Bateman et al., 2012; Zhao et al., 2015). Em concordancia com os
presentes resultados, Zhao et al. (2015) observaram aumento da
plasticidade sinaptica, no entanto, os niveis de p-amil6ide também néo
se alteraram com o exercicio. Em contraste, outros estudos mostram que
0 exercicio fisico pode reduzir as placas de B-amildide, sendo efetivo na
prevencdo da doenga (Ke et al., 2011; Stranahan et al., 2012).

O exercicio aer6bio melhorou a memdria espacial
possivelmente pelo aumento da sinalizagdo glutamatérgica, uma vez que
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a ativacdo dos receptores NMDA sdo cruciais para uma rapida regulacdo
da plasticidade sindptica incluindo a potenciacdo e depressdo de longa
duracdo, importantes para memoria e aprendizagem (Malenka e Bear,
2004; Kumar, 2015). A diminuicdo dos niveis de NMDA no hipocampo
durante o envelhecimento tem sido observada em estudos, assim como
alteracBes na configuracdo e funcdo das subunidades desse receptor
(Zhao et al., 2009; Kumar e Foster, 2013). Os fatores que podem estar
contribuindo para esta hipofungdo do NMDA incluem alteracdo da
expressdo das subunidades, estresse oxidativo, interacdo com proteinas e
células gliais e interacdo com outros receptores (Kumar e Foster, 2013).
Assim, devido a importancia critica dos receptores NMDA na
transmissdo sinaptica e na memoria, fatores que possam realizar uma
regulacdo positiva seletiva das subunidades do receptor NMDA nos
neurdnios, como o exercicio fisico, podem proporcionar uma via para o
tratamento de déficits cognitivos associados a idade.

AlteracOes sindpticas relacionadas a idade que afetam a fungéo
tém sido mais documentadas nos niveis estruturais e neuroquimicos
(Morrison e Baxter, 2012). E provavel que essas mudangas estruturais e
neuroquimicas sejam acompanhadas pela reprogramacdo da maquinaria
molecular da sinapse, e, uma ideia que é consistente se refere a reducédo
dos niveis de PSDs no hipocampo (Berchtold et al., 2013). Os nossos
resultados mostraram aumento de PSD 95, proteina que regula a
plasticidade e transmisséo sinaptica, podendo entdo estar associada com
a melhora da meméria hipocampal observada no presente estudo (EI-
Husseini et al., 2000; Beique e Andrade 2003; Kim e Leem, 2016). Shih
et al. (2013) também observaram aumento dos niveis de PSD 95 em um
estudo com ratos ap0s treinamento em esteira, sugerindo uma melhora
na plasticidade sinaptica e na performance da memdria espacial. Por
outro lado, Fernandes et al. (2016) observaram aumento na expressao de
PSD 95 apds treinamento de forga (com protocolo de exercicio
semelhante), no entanto, eles utilizaram animais adultos e ndo velhos.
Estes autores sugerem que o exercicio nessa modalidade também ativa a
maquinaria pds-sinaptica necessaria para a LTP e consolidacdo de
meméria. Apesar de usarem protocolo de exercicicio semelhante ao
presente estudo, estes pesquisadores utilizaram animais adultos e nédo
velhos.

A sinaptofisina e CaMK, outras proteinas associadas ao
exercicio que induzem neuroplasticidade (Hescham et al., 2009), ndo
foram afetadas pelos protocolos de exercicio no presente trabalho,
provavelmente porque foram utilizados animais idosos que apresentam a
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sintese de proteinas prejudicada no cérebro (Glorioso e Sibille, 2011).
Por outro lado, um estudo com animais jovens, mostrou aumento dos
niveis da sinaptofisina e CaMK no hipocampo ap6s o exercicio de
resisténcia (Fernandes et al., 2016). A sinaptofisina e CaMK sdo
proteinas amplamente utilizadas como marcadores de sinaptogénese e
apresentam a funcdo de mediar a indugdo e manutencdo da plasticidade
sinptica subjacente a aprendizagem e memoria (Antonova et al., 2001).

Os niveis de PSD 95 sdo possivelmente regulados pelo BDNF,
uma vez que varios estudos reportam o papel dominante dessa
neurotrofina no aumento da memoria e neurogénese hipocampal
(Gomez-Pinilla et al., 2008, 2011; Marlatt et al., 2012). Confirmando
esta hipdtese, um estudo observou que o bloqueio da sinalizagdo do
BDNF prejudicou a expressdo de PSD 95 no hipocampo e diminuiu o
crescimento dendritico (Charych.et al., 2006). De fato, os resultados do
nosso estudo mostraram aumento dos niveis de BDNF depois de ambas
as modalidades de exercicio, assim como previamente reportado por
outros autores (Mattson et al. 2004; Li et al, 2008; Marais et al., 2009;
Aguiar et al., 2011; Yang et al., 2014).

Os efeitos neuroprotetores do BDNF sdo mediados pela sua alta
afinidade com o receptor TrkB, o qual ativa diferentes vias de
sinalizacdo (Yang et al., 2014). Os resultados mostraram redugdo dos
niveis de TrkB apds o exercicio aerébio. No entanto, os niveis de
P75NTR. outro receptor de neurotrofina, aumentaram apés as duas
modalidades de exercicio, sugerindo um possivel mecanismo
compensatorio para modular a acdo das neurotrofinas no hipocampo.
Interessantemente, Costa et al. (2012) observaram que o aumento dos
niveis de BDNF induzidos pelo exercicio (com treinamento de esteira de
intensidade moderada) podem estar contribuindo para a baixa regulagéo
dos receptores TrkB, resultando na disfuncdo deste receptor ou nos seus
componentes da via de sinalizacéo.

A relevancia funcional do receptor p75NTR é complexa e alguns
estudos indicam um possivel envolvimento na via apoptética pela
ligacdo com pro-BDNF, enquanto outros apontam efeitos pro-
sobrevivéncia pela sinalizagdo vinculada aos receptores Trk
(Hempstead, 2002; Meeker e Williams, 2015). Teng e colaboradores
(2005) sugerem que a presenca ou auséncia de sortilina em uma célula,
uma proteina transmembranar do tipo I, determina as funcdes de p75NTR
como um receptor de morte celular ou de sobrevivéncia. Recentemente
tem sido mostrado que p75N™® aumenta a sobrevivéncia de neurdnios
lesionados, desencadeia apoptose eliminando células danificadas além
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de proporcionar um ambiente favoravel para o crescimento e controlar a
inflamacdo (Ozbas-Gerceker et al., 2004; Wei et al., 2007; Meeker e
Williams, 2015). Além disso, estudos tem observado que no hipocampo,
P75NTR pode estar associado com PSDs regulando a depressédo de longa
duragdo (Woo et al., 2005; Sandoval et al., 2007).

O aumento dos niveis de BDNF pode se dar através de
respostas adaptativas induzidas pelo exercicio fisico, que diminui a
incidéncia de doengas associadas ao estresse oxidativo. De fato, 0s
niveis de BDNF sdo altamente influenciados por mudanca no estado
cerebral redox (Siamilis et al., 2009). Um desequilibrio na producéo ou
na remocdo de ERO pode causar estresse oxidativo e reduzir os niveis
de BDNF. No entanto, os mecanismos pelos quais o estresse oxidativo
reduz estas proteinas sdo complexos, e varios fatores podem estar
envolvidos como a diminuicdo da atividade de CREB, deplecdo de
energia e, em seguida, o comprometimento da funcdo de NMDA (Wu et
al., 2004). Além disso, é possivel que a reducéo do estresse oxidativo,
restaure 0 estado redox e isso pode resultar na manutencdo da fungéo
dos receptores NMDA (Lu et al., 2001; Bustos et al., 2009), aumentando
0s niveis de BDNF (Fukuchi et al., 2010). Interessantemente,
descobertas recentes sugerem que o BDNF tem uma funcdo
antioxidante. Utilizando culturas corticais primarias de ratos, o
tratamento com BDNF resultou em uma producdo atenuada de ERO.
Este efeito antioxidante é conseguido pela ativacdo da sestrina 2, gene
gue esta implicado na defesa celular contra o estresse oxidativo (Wu et
al., 2016).

Os presentes achados mostraram aumento dos niveis de CREB
apos as duas modalidades de exercicio fisico. Outros estudos reportam
aumento de CREB fosforilado ap6s o exercicio (Aguiar et al., 2011;
Yang et al., 2014). CREB é um ponto de convergéncia de muitas vias de
sinalizacdo, incluindo a transcricdo de BDNF (Aguiar et al., 2011; Kim
e leem, 2016). CREB esta associado, por exemplo, com aumento da
atividade sinéptica que regula a sobrevivéncia neuronal, é precursor de
proliferacdo, atua no crescimento de neuritos e diferenciacdo neuronal,
como também esta associado com o aprendizado e memdria (Benito e
Barco, 2010). Pesquisas revelaram um novo papel de CREB na
plasticidade neural: o controle da excitabilidade intrinseca (isto €, da
propensdo do neurénio em disparar potenciais de acdo em resposta a
sinais) (Disterhoft e Oh, 2006; Mozzachiodi e Byrne, 2010). Estas novas
evidéncias experimentais indicam novos mecanismos que CREB pode
participar na consolidacdo de memoria, e fornece uma nova visao sobre
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os fundamentos moleculares da plasticidade intrinseca, uma familia de
processos que, semelhante a plasticidade sinaptica, é considerada por ter
um papel crucial no aprendizado e memaria (Benito e Barco, 2010).

Além disso, CREB parece mediar sinais que sdo importantes
para lidar com o estresse oxidativo, sugerindo que a sua ativagédo
dependente do exercicio fisico é uma ativacdo associada a ERO (Radak
et al., 2016). Assim, os presentes resultados sugerem que 0 exercicio
induz aumento de BDNF via ativagdo de CREB, fornecendo mais
evidéncias do aumento da neuroplasticidade do hipocampo induzida
pelo exercicio fisico em ratos idosos.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de FoxO3, molécula amplamente expressa no
cérebro e que pode ser ativada através da via de sinalizacgdo BDNF-
PISBK-AKT (Park et al.,, 2011). Em discordancia com 0s nossos
resultados, Vechetti-Junior et al. (2015) observaram inibi¢do da via
FoxO em musculo de ratos velhos apds treinamento aerdbio, sugerindo
melhora na regeneracdo celular. Por outro lado, Renault e colaboradores
(2009) observaram que o efeito da reducdo de FoxO3 no cérebro é
diferente, suprimindo o sistema de defesa antioxidante e aumentando os
niveis de ERO. A familia dos fatores de transcricdo FoxO desempenham
papeis cruciais na proliferacdo celular, metabolismo energético e
resisténcia ao estresse, estando envolvidos também no reparo do DNA,
desintoxicacdo de ERO, apoptose e a autofagia por regulagéo positiva de
programas especificos de expressdo génica (Zhao et al., 2004). Dessa
forma, estudos tém relatado uma associacdo da FoxO3 com o
envelhecimento e doencas associadas com o avanco da idade (Park et
al., 2011). FoxO3 estd associado, por exemplo, a sobrevivéncia de
neurdnios no hipocampo contra varios insultos (Dick e Bading, 2010) e
pode ser regulada por fatores de crescimento como o BDNF (Zhu et al.,
2004).

A modalidade de exercicio de forca melhorou a memdria
espacial, no entanto, as respostas neuroplasticas foram diferentes das
observadas no exercicio aerébio, aumentando PKC o e fatores pro
inflamatdrios como TNF-a e IL-1B. O aumento de NMDA observado
apos o exercicio de forca se deve possivelmente pela ativagcdo de PKC
(Lan et al., 2001). Estes resultados sugerem que as respostas observadas
no sistema glutamatérgico podem ser alteradas de acordo com o tipo,
intensidade, duracgéo e volume do exercicio realizado. De fato, 0s niveis
de PKC a foram aumentados pelo protocolo de for¢a no hipocampo
qguando comparado com os outros grupos. PKC regula a eficiéncia
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neuronal em  diferentes niveis, incluindo liberacdo de
neurotransmissores, funcdo de receptores e expressdo génica
(Kleschevnikov e Routtenberg, 2001). Estudos mostram que a redu¢do
na expressio de PKC o e ¢ no cortex frontal e hipocampo, relacionadas a
idade, tem sido relacionada ao prejuizo na meméria espacial (Perovic et
al., 2013). Os resultados sugerem entdo que o protocolo de forca
melhorou a memoria espacial possivelmente pela ativacdo de PKC o que
estd relacionada com vias de sinalizacdo cruciais para formacdo de
muitos tipos de meméria (Bonini et al., 2005). Por exemplo, Guo e Fang
(2012) mostraram que PKC é capaz de modular CREB. Estes autores
utilizaram diferentes concentracbes de um inibidor de PKC e
observaram que a fosforilacdo de CREB ¢ significativamente suprimida.
Por outro lado, PKC é uma proteina particularmente importante como
mediadora de inflamag&o e imunidade (Tan e Parker, 2003).

Interessantemente, contrariando resultados anteriores de outros
grupos (Chennaoui et al., 2008; Gomes et al., 2013), no nosso estudo, as
citocinas pro-inflamatérias IL-1f e TNF-a aumentaram apds o
treinamento de forga. Este Ultimo pode ser ativado pela sinalizacdo de
PKC que ativa o fator nuclear Kappa B (NF-«xB), levando a expresséo de
TNF (Garcia-Bonilla et al., 2014). Dados recentes indicam que TNF-a €
expresso em cerebro normal e também desempenha um papel
importante no desenvolvimento neuronal e na neuroplasticidade (Tonelli
e Postolache, 2005; Rushaniya et al., 2009). Beattie et al. (2002)
sugerem que 0 TNF-a esta envolvido em alteragdes sindpticas, onde
baixas concentracGes extracelulares de glutamato estimulam a liberagcdo
de citocinas pelos astrocitos e promovem a expressdo superficial de
receptores pds-sinapticos de glutamato. Além disso, esta citocina regula
positivamente a fungéo pré-sinaptica, por aumentar a liberacdo vesicular
de glutamato dos astrdcitos, levando a ativacdo dos receptores
glutamatérgicos pré-sindpticos NMDA (Santello e Volterra, 2012).
Assim, tem sido observado que o exercicio fisico pode, em decorréncia
da intensidade, duracéo, frequéncia e do tipo (estatico e/ou dindmico) de
atividade, alterar diversas funcfes do sistema imunoldgico (Pedersen e
Hoffman-Goetz, 2000). No entanto, mais estudos sdo necessarios para
esclarecer os mecanismos induzidos pelo aumento dessas moléculas e
também se este aumento pode estar associado com a melhora da
memoria observada no presente estudo.

Para confirmar se ambas as modalidades de exercicio sdo
neuroprotetoras no envelhecimento, foi avaliado os niveis de danos no
DNA no hipocampo de ratos velhos através do ensaio cometa. Foi
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observado em estudos anteriores de nosso laborat6rio maiores danos no
DNA em hipocampo de animais velhos quando comparados com
animais jovens (Leffa et al., 2014; Damiani et al., 2016). No presente
trabalho, o exercicio aerébio foi capaz de diminuir os danos no DNA em
animais velhos, em concordancia com estudos anteriores (Radak et al.,
2008; Yang et al., 2014; Soares et al.,, 2015). Essa diminuicdo
possivelmente esta relacionada com o aumento da eficiéncia do sistema
antioxidante, causado pelo exercicio fisico. Em relacdo ao exercicio de
forca, ndo foram observados resultados similares, sugerindo que a
sinalizacdo modulada por esta modalidade de exercicio ndo é capaz de
diminuir os danos no DNA. Outros fatores como a resposta inflamatdria
(observada pelo aumento de IL-13 e TNF-a) podem estar influenciando
no reparo de DNA, no entanto, mais estudos S0 necessarios para
esclarecer estes mecanismos.

Estudos observaram que o BDNF poderia aumentar o reparo do
DNA (Marais et al., 2009; Aguiar et al., 2011; Yang et al., 2014)
possivelmente por um mecanismo envolvendo a expressdo de APEL
mediada pela transcricio de CREB (Yang et al., 2014). APEl
desempenha mudltiplas atividades bioquimicas que conferem inimeros
papéis biolégicos (Li et al., 2014). Além do reparo do DNA, APE1 é um
ativador redutivo de fatores de transcri¢cdo tais como NF-kB e p53.
Dessa forma, APE1 poderia ser um importante mediador da inflamacéo
(Tell et al., 2009). De fato, os niveis de CREB aumentaram apds ambas
as modalidades de exercicio, no entanto, ndo foram observadas
alteracOes significativas nos niveis de APEL, apenas uma tendéncia de
aumento dos niveis de APE1 ap6s o exercicio aerobio.

As deficiéncias no reparo do DNA com o envelhecimento, estdo
correlacionadas com o declinio cognitivo e doengas neurodegenerativas
gue sdo mais proeminentes na populacdo idosa (Jeppesen et al., 2011).
Neste contexto, estudos mostraram que o0 exercicio fisico poderia
aumentar a atividade das enzimas envolvidas no reparo por excisdo de
bases em musculo esquelético em ratos velhos (Radak et al., 2002,
2008), no entanto, poucos pesquisadores tém investigado o reparo do
DNA no cérebro como consequéncia do treinamento fisico. Assim, a
necessidade do entendimento dos mecanismos pelos quais o exercicio
fisico exerce seus efeitos benéficos sobre processos cognitivos, tanto em
condi¢des fisioldgicas, como em patolégicas, torna-se cada vez mais
importante uma vez que na atualidade o exercicio fisico regular se
encontra indissociavel dos conceitos de salde e de qualidade de vida
(Scliar, 2007).
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo mostrou que ambos 0s
modelos de treinamento fisico melhoraram a memoria espacial em ratos
velhos através de mecanismos moleculares  distintos  de
neuroplasticidade. A sinalizagdo neurotréfica (CREB, BDNF, e P75NTR)
aumentou depois de ambos os protocolos de exercicio. Dessa forma, o
presente estudo sugere que o treinamento aerébio melhorou a memdria
espacial através da sinalizacdo neurotréfica que regula as proteinas do
sistema glutamatérgico (NMDA e PSD-95), enquanto o treinamento de
forca aumentou os niveis de PKC a, TNF-a, e IL-1B. A ativacdo de PKC
o apos o exercicio de forca esta relacionada com vias de sinalizagdo
cruciais para formacdo de muitos tipos de memoria. Estes resultados,
tomados em conjunto, mostram que os efeitos do exercicio fisico sobre a
plasticidade cerebral e memdria espacial ocorrem dependente do tipo de
exercicio.
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