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RAMIRES, MLG. Efeitos da atividade fisica sobre a memoria e estresse oxidativo
plasmatico e hipocampal de ratas na senescéncia. [dissertacdo]. Aracatuba:
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2017.

RESUMO

Ha evidéncias que a pratica regular de atividade fisica potencializa a memoria,
diminui o estresse oxidativo plasmatico e hipocampal e a ansiedade na senescéncia.
Neste trabalho foram utilizadas 40 ratas (Rattus norvegicus albinus, Wistar), com 13
meses de idade ao inicio do experimento, divididas em quatro grupos: um grupo
controle (GC) e trés grupos tratamento (GT1, GT2 e GT3), sendo 10 animais em
cada grupo. O grupo controle foi mantido apenas sob observacdo. Aos grupos
tratamento foram aplicados exercicios fisicos e de memoria, sendo que ao GT1,
apenas exercicios de memoria; ao GT2 escalada em escada, e ao GT3 ambos o0s
exercicios. Os animais que foram submetidos a escalada em escada trés vezes por
semana durante trés meses consecutivos e aos testes de memoria, apresentaram
melhor desempenho nas memodrias de curto e longo prazo e de habituacdo, bem
como menor ansiedade em teste de campo aberto. A baixa concentracdo de
malonaldeido (MDA), o equilibrio da superdxido dismutase (SOD) e o aumento da
capacidade antioxidante total (Ferric Reducing Antioxidant Power- FRAP, foram
observados nas amostras plasmaticas e hipocampais de ratas submetidas aos
tratamentos. Concluiu-se que a pratica de exercicio fisico regular associado a
exercicios de memadria melhorou as capacidades mnemonicas, diminuiu o estresse
oxidativo e a ansiedade de ratas na senescéncia.

Palavras chave: Atividade motora, cognicdo, capacidade antioxidante, MDA,

hipocampo.



RAMIRES, MLG. Effects of physical activity on memory, plasma and hippocampal
oxidative stress of rats on senescence. [dissertation]. Aracatuba: Faculdade de

Odontologia de Aracatuba — Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2017.

ABSTRACT

There is evidence that regular physical activity enhances memory, decreases plasma
and hippocampal oxidative stress, and anxiety in senescence. In this work, 40 rats
(Rattus norvegicus albinus, Wistar), 13 months old at the start of the experiment,
were divided into four groups: one control group (CG) and three treatment groups
(GT1, GT2 and GT3), 10 animals in each group. The control group was kept under
observation only. In the treatment groups, physical and memory exercises were
applied, and to GT1, only memory exercises; to GT2 climbing stairs, and to GT3 both
exercises. Animals that underwent ladder climbing three times a week for three
consecutive months and memory tests showed better performance in short and long
term memory and habituation as well as lower anxiety in the open field test. The low
concentration of malonaldehyde (MDA), the balance of superoxide dismutase (SOD)
and the increase in total antioxidant capacity (Ferric Reducing Antioxidant Power -
FRAP) were observed in the plasma and hippocampal samples of rats submitted to
treatments. Regular exercise practice associated with memory exercises improved

mnemonic abilities, decreased oxidative stress and anxiety of rats in senescence.

Keywords: Motor activity, cognition, antioxidant capacity, MDA, hippocampus.
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1 INTRODUGCAO TEORICA

O envelhecimento ou senescéncia (PAPALEO, 2007) pode ser conceituado
como a deterioracdo estrutural e funcional dos sistemas fisiologicos em funcéo da
incapacidade de adaptacdo celular ao longo dos anos, proporcionando maiores
riscos de lesdes e doencas cronicas (LATA & ALIA, 2007; FARINATTI, 2002).
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE-2010), na década de
40, a proporcao de brasileiros com mais de 60 anos era cerca de 4% e a estimativa
para esta populacao para 2020 é de 12%. Além disso, o0 numero de idosos acima de
80 anos aumenta significativamente, constituindo um desafio para a medicina e
politicas publicas, considerando-se o alto indice de doencgas degenerativas do
sistema nervoso central como a doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson
(MACHADO, 2004).

A atividade fisica pode ser definida como qualquer movimento corporal
produzido pela musculatura esquelética o qual resultard em gasto energético. O
exercicio fisico € uma das formas de atividade fisica, dentre as quais compreende
todo movimento corporal repetitivo, estruturado e planejado resultando em uma
melhora ou manutencdo de um ou mais componentes da aptiddo fisica
(CASPERSEN et al., 1985).

Durante o exercicio fisico, ocorrem diversas adaptacdes fisiologicas, sendo
necessarios ajustes cardiovasculares e respiratorios para compensar € manter o
esforgo realizado. Os seres vivos dependem do oxigénio para manter suas funcoes
vitais, sendo que 95% do total € usado para formar energia por diferentes processos
enzimaticos (COSTA, 2012). Entretanto, 5% do oxigénio participa da formacao de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). O exercicio fisico aumenta o consumo de
oxigénio e, consequentemente, causa 0 aumento da producédo de ERO. A propdsito,
as ERO caracterizam-se como atomos ou moléculas com um ou mais elétrons nao
pareados em seu orbital mais externo, tornando-se altamente instaveis, susceptiveis
ao pareamento. Para se estabilizar, as ERO cedem ou retiram elétrons de atomos ou
moléculas na sua vizinhanga tornando-0s, por sua vez, em novas espécies,
ocorrendo verdadeiras cascatas oxidativas. Em situacdes adversas, o aumento de
ERO determina a incapacidade do organismo em inibir sua producao, associada a

alteracdes estruturais celulares e quadros patolégicos como aterosclerose, sindrome
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da isquemia-reperfusdo, doencas reumaticas, cancer, doencas pulmonares, além de
envelhecimento, entre outros (ZANELLA et al., 2007; PEREIRA, 2013). Dentre as
ERO conhecidas, as de maior destaque sdo: o anion superéxido (0%), peréxido de
hidrogénio (H2032), radical hidroxila (OH-) e oxigénio singleto (*O2).

Denomina-se estresse oxidativo o desequilibrio entre a producdo de
substancias oxidantes e as defesas antioxidantes do organismo. Dessa forma, o
estresse oxidativo é definido como um aumento da producédo de ERO resultando em
danos em células, tecidos e 6rgdos (PEAKE & SUZUKI, 2004).

O exercicio fisico associado ao dano oxidativo esta relacionado com o tipo e a
intensidade do exercicio (PINHO et al., 2006).

Na senescéncia (13 meses) e inicio da perimenopausa das ratas, instala-se
gradativamente o processo de desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a agéao
das ERO, levando ao quadro de estresse oxidativo (JONES, 2006). Por meio da
dieta, atividade fisica e habitos saudaveis é possivel prolongar o periodo de
equilibrio bem como regenerar células e tecidos danificados pelo estresse oxidativo
(BOWLER, 1992). A atividade fisica reduz o estresse oxidativo por promover o
aumento das enzimas antioxidantes e diminuir a peroxidacgdo lipidica, minimizando a
taxa de MDA que é um aldeido altamente téxico e mutagénico ao organismo
(HALLIWELL, 1991; DEANGELIS, 2007; RAMESH, 2012; POSADAS, 2009).

O estresse oxidativo € o responsavel pelo envelhecimento. A producao
exacerbada e continua de ERO leva ao consumo das defesas antioxidantes
organicas, assim, essas substancias reagem com componentes celulares e
teciduais, acarretando em peroxidacdo lipidica (PL) e danos ao &cido
desoxirribonucleico (DNA) celular que favorece a apoptose (ZAMZAMI et al., 1996).

Alguns derivados da PL podem sofrer decomposicdo formando aldeidos,
como o malonaldeido (MDA), mutagénico ao organismo e altamente toxico (NIKI,
2012). O MDA pode interagir com biomoléculas, como proteinas e DNA, formando
produtos, que se nao reparados podem ocasionar varios processos patoldgicos ao
organismo. O MDA é frequentemente utilizado como biomarcador de estresse
oxidativo (RAMESH et al., 2012).

Os sistemas antioxidantes enddgenos sao divididos em enzimatico e nao
enzimatico sdo capazes de regenerar ou prevenir a oxidagdo do substrato oxidavel
(HALLIWELL, 1991; BARBOSA et al., 2010). Varias enzimas compdem o0 sistema
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antioxidante enzimatico; dentre elas, a enzima superdxido dismutase (SOD),
considerada uma das mais importantes na linha de defesa contra as ERO (BOWLER
et al., 1992; ZELKO et al., 2002; BARBOSA, 2010). O sistema antioxidante né&o
enzimatico extracelular, pode ser mensurado em plasma sanguineo, sendo
composto principalmente pelo é&cido Urico, albumina e compostos obtidos pela
alimentacdo como: vitaminas, polifendis e outros (VASCONCELOS et al., 2007,
OLIVEIRA, 2008; FREITAS, 2010). Algumas atitudes comportamentais também
podem aumentar as defesas antioxidantes do organismo como a pratica regular de
atividade fisica (TIRAPEGUI, 2006; LUCENA, 2010).

O &cido urico que é um derivado do metabolismo das purinas, é produzido
pela oxidacdo da hipoxantina e xantina pela xantina oxidase (XO) e xantina
desidrogenase (XD). Atua como antioxidante devido a sua capacidade de quelar
metais de transicdo e sua concentracdo no plasma é maior que a de outros
antioxidantes (GHISELLI et al., 2000).

Segundo Lucena (2010), outro importante antioxidante enddégeno € a
albumina, que também participa da linha de defesa do organismo. Proteinas
plasmaticas como a albumina podem sofrer oxidacao pela acao de ERO, também se
constituindo numa forma de defesa do organismo, principalmente porque nos
liquidos extracelulares o sistema de defesa antioxidante enzimatico ndo possui
grande participacdo na reducdo de espécies radicalares, uma vez que este sistema
exerce suas funcdes principalmente dentro dos compartimentos celulares.

O método para determinagéo da capacidade antioxidante (FRAP) do plasma e
hipocampo € comumente utilizado em funcéo de sua confiabilidade e facilidade de
execucao (TIRAPELI, 2014).

Uma das hipéteses para o envelhecimento do sistema nervoso é a de que
este é resultado do acumulo passivo de altera¢des nos acidos nucleicos das células.
Um dos principais processos para estas alteracbes no DNA seria o acumulo de
moléculas danificadas por ERO (BARBOSA, 2010), os quais sédo formados através
de complexas reagfes quimicas que quebram as moléculas livres de oxigénio (O2).
Estas reacfes formam moléculas simples deste elemento quimico que sao
altamente reativas e tendem a ligar-se com quaisquer outras moléculas que

encontrem sendo prejudicial ao sistema nervoso, pois este sistema € altamente
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vulneravel ao dano oxidativo (HAYFLICK, 1997; GIOVANNELLI, 2003; ARUOMA,
1998).

O aumento de ERO nas células do sistema nervoso pode ocorrer em funcao
do alto consumo de oxigénio pelo cérebro, da dependéncia do metabolismo aerébio
de carboidratos, da complexa formacao lipidica em suas membranas e a diminui¢cado
da capacidade de eliminar as moléculas de ERO, ou seja, a queda nos mecanismos
antioxidantes, que talvez seja um dos fatores de maior influéncia (BERNHARDI,
2005). O acumulo de ERO ¢é responsavel pela formacédo de placas neuriticas, pela
aglomeracdo de pigmentos nas ceélulas e por determinadas ligacdes cruzadas
capazes de afetar o DNA, que tendem a aumentar seu numero com 0 passar dos
anos por falta de atividades fisicas. Estas alteracdes prejudicam a ligacdo entre
varias proteinas como o colageno, interferindo nos processos metabdlicos pela
obstrucdo da passagem de nutrientes e residuos para dentro e fora da célula
(HAYFLICK, 1997).

Algumas mutacfes sofridas por determinadas proteinas ao longo da vida,
resultam por esgotar 0s genes responsaveis por determinados fenoétipos, levando a
degenerag&o morfofuncional do sistema nervoso (LENT, 2001).

Ainda segundo a teoria de alteragbes no DNA, (MORA & PORRAS, 1998),
apontam para a teoria do encurtamento dos teldmeros, que leva a conclusdo de que
em cada divisdo celular poderia ocorrer uma perda de certa parte do DNA. Porém,
esta teoria ainda ndo estd clara no que se refere a sua associacdo com o
envelhecimento.

O envelhecimento do sistema nervoso é resultado de programacéo genética,
ou seja, pelo processo conhecido como apoptose (morte celular programada),
processo que pode ser atenuado pela pratica frequente de atividades fisicas e
exercicios de memodria (MORA & PORRAS, 1998).

O cérebro dos idosos possui tamanho e peso cerca de 10 a 15% menores,
giros mais finos e sulcos mais abertos e profundos, resultando em coértices menores
comparados aos individuos jovens (LENT, 2001). O declinio do volume cerebral
apresenta-se mais precocemente na mulher do que no homem em funcédo da
diminuicdo da producdo do hormonio estrogeno a partir da menopausa. Em ratas, os

niveis de estrégeno estdo relacionados a densidade das espinhas dendriticas, ao
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namero de espinhas e sinapses; também estdo associados a neuroprote¢do, ao
crescimento e a funcdo neural (CANCADO & HORTA, 2002; BERNHARDI, 2005),

Para amenizar a passagem do tempo, 0 cérebro conta com um mecanismo
compensador: a plasticidade neural, que é a capacidade adaptativa das estruturas e
funcdes do sistema nervoso em funcdo de interacbes com o ambiente interno e/ou
externo, ou ainda como resultado de lesbes (FERRARI, 2001). A plasticidade atua
de maneira a contrabalancar a degeneracao neural, ou seja, permite aos neurdnios
criar novas conexdes, desenvolver-se criando novas sinapses, restaurando circuitos
reduzidos ou rompidos; a plasticidade nao parece ser influenciada pela idade,
podendo ser estimulada em qualquer idade.

Neurdnio é a unidade fundamental do tecido nervoso com a finalidade de
receber, processar e enviar informacdes, sendo composto por trés estruturas
fundamentais: corpo celular, dendritos e axbénio (BEAR, 2002). Sao células
altamente excitaveis que se comunicam entre si pelas modificacbes do potencial
elétrico de membrana dentro e fora da célula, que em repouso esta entre -60 a -
70mV. Através dos canais i6nicos, 0s ions atravessam a membrana permitindo
alteracbes deste potencial, transmitindo o impulso nervoso. Os neurbnios se
comunicam entre si e com outras células passando-lhes informacdes; os locais em
que se efetuam estes contatos sdo chamados sinapses, que podem ser elétricas ou
quimicas (KANDEL et al., 2003).

Interessam ao proposito deste trabalho apenas as sinapses quimicas por
serem predominantes nas comunicag¢des interneuronais, onde ocorre liberacédo de
substancias quimicas, denominadas neurotransmissores ou mensageiros quimicos,
armazenados nas vesiculas sinapticas dos neurbnios pré-sinapticos. Quando este
neurénio sofre um potencial de acdo, as vesiculas pré-sindpticas liberam o
neurotransmissor na fenda sinaptica (espaco que separa as membranas em
oposicao) que se liga aos receptores da membrana pés-sinaptica, sendo que uma
parte sofre recaptacdo pelos canais de recaptacdo da membrana pré-sinaptica, ou
degradacéo por enzimas especificas ainda na fenda sinaptica. Do tronco encefalico
ha projecdes longas de grupos celulares que sdo definidos pelos seus
neurotransmissores. Conforme Kandel et al., (2003), “[...] Através desses longos

sistemas de projecéo, o tronco encefalico mantém o nivel de atividade necessario
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para a consciéncia sensoria, as respostas motoras e o alerta relacionado com os
estados comportamentais”’.

Dentre as funcdes do sistema nervoso central, destacamos a memoria que
pode ser classificada como declarativa e ndo declarativa (ALBUQUERQUE, 2013;
IZQUIERDO, 2013). Conceitualmente, € a capacidade de adquirir, armazenar,
conservar e recuperar informacdes ao longo da vida (IZQUIERDO, 2011). O
armazenamento das memorias ndo se concentra em uma localizacdo especifica do
cérebro, mas em varias regides, sendo interligadas por circuitos de memorias
(GAZZANIGA & HEARTHERTON, 2005). As principais estruturas neurais
responsaveis pelos processos de memoria sédo os lobos temporais mediais atraves
do hipocampo, amigdala e cortex entorrinal, cértex pré-frontal, cerebelo, septo
medial e outras (IZQUIERDO, 2002; LENT, 2004).

Alguns neurotransmissores sao responsaveis pela comunicacdo entre 0s
neurdnios nos processos de aquisicdo, consolidacdo e evocacao das informacdes.
Dentre eles destacam-se: o glutamato, o acido amino-gama-butirico (GABA),
dopamina, serotonina e acetilcolina (ACh) (GAZZANIGA & HEARTHERTON, 2005;
NARVAES, 2013). A queda progressiva do comportamento cognitivo de roedores e
os déficits colinérgicos relacionados a idade em animais normais que desenvolvem
neurodegeneracdo (MOTA et al., 2014). Os exercicios de memadria visam 0 aumento
da qualidade de vida do individuo, buscando minimizar os efeitos do envelhecimento
natural sobre o organismo e sobre a atividade do cérebro, exercitando-o e
influenciando o seu funcionamento normal, promovendo a independéncia e
funcionalidade por toda a vida do individuo (BIASOLI, 2007).

A atividade fisica regular prové varios beneficios ao organismo. Existem
evidéncias substanciais de que o exercicio pode elevar o humor em pessoas
normais e apresentar efeitos antidepressivos em pacientes clinicamente deprimidos
(DISHMAN, 1985; MONTEIRO, 2011). Tais efeitos correlacionam-se diretamente
com o0s niveis de serotonina e outras monoaminas no encéfalo. Além disso, varios
estudos corroboram em modelos animais que distintas modalidades de atividade
fisica (endurance, modelo resistido, natacdo, etc.) sédo capazes de melhorar o humor
(RANSFORD, 1982).

O exercicio fisico esta relacionado a processos adaptativos, trazendo

beneficios ao sistema nervoso em seres humanos, bem como em animais
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experimentais. Sua pratica traz beneficios a manutengcdo da integridade
cerebrovascular, produz angiogénese e aumenta a densidade das conexdes
dendriticas, dentre outros efeitos benéficos como a manutencéo de taxas normais de
glicemia e colesterol principalmente (PYSH & WEISS, 1979). Esta opinido é
corroborada por Rosa & Vaisberg (2002), sendo que o exercicio fisico regular
contribui para manter a saude, melhora a qualidade de vida e diminui a incidéncia de
diversas doencas relacionadas ao estilo de vida moderno. A pratica sistematica de
exercicios fisicos promove beneficios organicos, além daqueles relacionados
diretamente com os sistemas corporais que o executam. Tanto em seres humanos
como em animais experimentais, tem sido relatado que a realizacdo de exercicio
fisico resulta em importante impacto positivo para o organismo (MACEDO, 2009).

O exercicio ativa cascatas moleculares e celulares que mantém a plasticidade
do cérebro, promove a vascularizacdo do mesmo, a neurogénese, assim como
mudancas funcionais na estrutura neuronal. A atividade fisica est4 associada a
prevencdo de doencas, manutencédo do corpo forte e resistente, além da melhoria
nas relacdes sociais devido a convivéncia em grupo, propiciadas pelo contato com
outras pessoas de mesma idade durante o envolvimento com a prética. O exercicio
€ essencial para manter a independéncia funcional em pessoas de todas as idades,
mantendo e melhorando a forca muscular, coordenacao e equilibrio, reduzindo o
risco de quedas e fraturas e a sua pratica regular € um meio para melhorar a
qualidade de vida a curto e médio prazo (GONCALVES et al., 2006).

Varias hipéteses tém sido sugeridas para explicar os mecanismos fisiolégicos
decorrentes da pratica de exercicios fisicos. Dentre elas, destacam-se alteracdes
nos niveis de neurotransmissores como a serotonina e acetilcolina, importantes para
a preservacdo da memoéria em todas as idades; ativacdo da acdo de neurotrofinas;
aumento da vascularizacdo, dos niveis das proteinas sinapticas sinapsinas e
sinaptofisinas, do numero de receptores glutamatérgicos, e estimulacdo da
neurogénese hipocampal (VAN PRAAG, 2008). No entanto, o mecanismo de agéo
subjacente ao exercicio fisico ainda requer estudos adicionais. Por exemplo, foi
mostrado que camundongos submetidos a 6,5 semanas de exercicio voluntario em
‘roda de corrida” apresentaram beneficios sobre a transmissdo sinaptica (VAN
PRAAG et al., 2005). Vaynman et al. (2006), observaram esses achados com

apenas trés dias de realizacdo dessa atividade. O treinamento aerobico de corrida
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em esteira realizado por ratos durante o desenvolvimento (21 a 60 dias de idade) foi
capaz de estimular a neurogénese hipocampal, mas n&o influenciou o processo
epileptogénico na amigdala dos animais adultos. Assim, ainda ha muito o que ser
esclarecido quanto a extenséo, intensidade e duracdo dos beneficios da atividade
fisica sobre as fun¢des cerebrais.

Remonta a antiguidade a necessidade de que o homem possuisse um bom
condicionamento fisico em funcdo das longas caminhadas que realizava por ser
ndémade, pela busca de alimentos por meio da caca e pesca e também pelas lutas
que travava pela posse de terras. Na Grécia antiga, o culto ao corpo era muito
valorizado, motivo pelo qual novas técnicas de fortalecimento e embelezamento do
corpo foram desenvolvidas (PITANGA, 2002). Na atualidade, com os avancos da
tecnologia, dos farmacos e dos tratamentos alternativos, a pratica de atividades
fisicas € uma constante para a maioria da populacdo. Muitas pesquisas estdo sendo
realizadas em diversas areas do conhecimento para demonstrar a importancia e

necessidade de tais praticas para a preservacao da saude e da vida.
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2 JUSTIFICATIVA

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a longevidade da
populacdo do planeta, inclusive no Brasil, esta aumentando gradativamente em
funcdo dos avancos tecnologicos da medicina, da biologia, da farmacologia e
principalmente das neurociéncias. Novas técnicas de imagens do sistema nervoso
central como a ressonancia magnética e Tomografia por Emissdo de Pdsitrons
(PET) tem demonstrado areas encefélicas responsaveis por diversas funcodes
cerebrais, bem como suas areas de associacdo e interconexdes sinapticas. Por
meio da plasticidade cerebral e neuromodulacdo, o encéfalo tem a capacidade de
adaptar-se a novas condi¢cdes de funcionamento, proporcionando melhor qualidade
de vida e saude aos seres humanos.

Um dos elementos de grande importancia que proporciona um bom
funcionamento cerebral e de uma de suas funcbes, a memoria, sdo 0sS
neurotransmissores. Presentes nas sinapses quimicas do sistema nervoso central e
outros 0Orgdos do corpo, 0S neurotransmissores principalmente a dopamina,
serotonina, ACh e noradrenalina por suas vias garantem a eficacia da transmisséo
dos impulsos nervosos nas vias aferentes e eferentes de todo o corpo humano,
principalmente no encéfalo. Outro fator importante contra a neurodegeneracdo
tecidual encefélica € a reducdo do estresse oxidativo. Pela pratica de atividades
fisicas controladas e monitoradas, estima-se que os danos causados ao encéfalo
podem ser minimizados a médio e longo prazo.

Muitas pesquisas ja foram realizadas com ratos e humanos para avaliar
diversas funcbes cerebrais. A funcdo memodria ja foi e € na atualidade uma das
funcdes que mais desperta interesse na comunidade cientifica, se constituindo um
desafio para as neurociéncias. O que se pretende com essa pesquisa €, através do
trabalho sistematico de estimulacdo e de observacdo do comportamento de ratas e
analise do estresse oxidativo da regido do hipocampo e plasma sanguineo,
corroborar com o0s resultados ja conhecidos pelos pesquisadores e, quica ter a
possibilidade de apresentar novos vieses acerca do tema.

A presente pesquisa poderad proporcionar a comunidade cientifica o
desenvolvimento de novas técnicas e habilidades em humanos, ao publico em geral

usuario de mecanismos para preservagdo da memaria e lesionados cerebrais, a fim
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de poderem usufruir de melhor qualidade de vida, e aos académicos interessados

nas pesquisas e estudos sobre memoria.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar como a estimulacdo por meio de algumas praticas fisicas e
intelectuais em ratas na senescéncia pode atuar na prevencao, inibicdo ou
retardamento da perda de memoria, bem como diminuir o estresse oxidativo

plasmético e hipocampal.

3.2. Objetivos especificos

- Verificar o efeito da atividade fisica sobre o comportamento;

- Analisar o efeito da frequéncia da atividade fisica sobre a memadria de curta
duracéo (MCD) e de longa duracao (MLD);

- Verificar a hipotese de que ratas na senescéncia submetidas a atividade fisica
podem apresentar maior capacidade antioxidante plasmatica.

- Estudar os efeitos da atividade fisica em animais senis sobre os indices de

estresse oxidativo no plasma e hipocampo das mesmas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram obtidas do Biotério da Faculdade de Odontologia — FOA, UNESP, 40
ratas (Rattus norvegicus albinus), variedade Wistar com oito meses de idade. Desde
entdo, permanecendo no biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria — FMVA,
UNESP, durante todo o periodo experimental. O Protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da FOA-UNESP (processo FOA-
00601-2016, ANEXO 1).

4.1. Animais

Foram utilizadas 40 ratas com 13 meses de idade ao inicio dos experimentos,
divididas em quatro grupos: um grupo controle (GC) e trés grupos tratamento (GT1,
GT2 e GT3), sendo 10 animais em cada grupo. O grupo controle foi mantido apenas
sob observagdo. Aos grupos tratamento foram aplicados exercicios fisicos e de
memoria. O GT1 fez apenas exercicios de memoria; o GT2 fez escalada em escada
e 0 GT3 fez exercicios de memoria + escalada em escada.

As ratas foram mantidas em biotério (cinco por caixa) com temperatura
ambiente de 21 + 2°C, umidade relativa do ar entre 55 + 10% e ciclo claro/escuro de
12/12 horas diarias. Os animais receberam racao e agua ad libitum, com posterior
avaliacdo do consumo de ambos (ROCHA, 2015). Semanalmente mensurou-se 0
peso corporal das ratas e diariamente o exame do ciclo estral de cada animal
(MARCONDES et al., 2002; KERMATH & GORE, 2012).

4.2. Atividade fisica

As ratas dos grupos GT2 e GT3 foram treinadas para subir degraus de uma
escada vertical, inclinada a 80° medindo 1,10m de altura x 0,18m de largura,
degraus de 2 cm, sendo que cada rata fez 6 escaladas, uma por vez alternadamente
em grupos de cinco, 3 vezes por semana, durante 12 semanas. O tamanho da
escada fez com que os animais realizassem de 8 a 12 movimentos por escalada.
Este exercicio corresponde a uma intensidade abaixo do limiar anaerdbico
(GOBATTO et al., 2001).
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4.3. Testes de memoria
4.3.1. Campo Aberto

Para analisar a atividade exploratéria e locomotora das ratas, bem como a
memoéria de habituacdo, as ratas dos grupos GT1 e GT3 foram submetidas a tarefa
de campo aberto (WALSH & CUMMINS, 1976). As ratas foram colocadas
delicadamente no quadrante posterior esquerdo da arena de campo aberto, de
tamanho 50 x 50 x 39 cm (comprimento x altura x profundidade), de paredes altas,
feita de madeira compensada branca com uma parede frontal de vidro. O chao do
campo aberto foi dividido em 12 quadrantes iguais por linhas pretas. O nimero de
vezes que o animal cruzou as linhas pretas (nimero de cruzamentos, em inglés
crossings) e o numero de vezes que a rata se elevou sobre as patas traseiras
(numero de elevacdes, em inglés rearings) foram registradas por 5 minutos, tempo
gue cada rata permaneceu na caixa. Segundo protocolo de Barros et al. (2006), para
testar a memoria de habituacdo ao campo aberto, 24 horas depois 0s mesmos
animais foram novamente colocados no campo para livre exploracdo por outros 5
minutos e 0s mesmos parametros foram mensurados para avaliar a habituacédo do

animal ao ambiente.

4.3.2. Exercicio de reconhecimento de objetos

Quando os ratos séo apresentados a objetos familiares e novos, eles passam
a maior parte do tempo explorando o novo objeto (CARPES & IZQUIERDO, 2013).
Este comportamento tipico tem sido utilizado para desenhar um paradigma
comportamental conhecido como tarefa de reconhecimento de objetos (ENNACEUR
& DELACOUR, 1988; BEVINS, 2006). O teste de reconhecimento de objetos foi
realizado na mesma caixa utilizada para o teste de campo aberto. Todos 0s animais
dos grupos tratamento GT1 e GT3 foram habituados ao ambiente durante 3 dias
consecutivos, tendo 5 minutos por dia para livre exploragdo do aparato na auséncia
de objetos. Os objetos compostos de vidro ou plastico, foram fixados a arena com
fita adesiva. Os animais foram colocados na arena, contendo dois objetos de cores
diferentes (rosa e vermelho) e formatos circulares com 5 cm de diametro (A e B), ao

centro da caixa e a 9 cm de cada borda para livre exploracao por 5 minutos. O teste
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foi repetido 2 horas depois para avaliar a MCD e 24 horas depois do treino para
testar a MLD. Nos testes, o objeto B foi substituido por outros: C (cor azul, com 5 cm
de diametro), para MCD e D (cor marrom, também com cinco cm de diametro), para
MLD e as ratas foram colocadas na arena por mais 5 minutos. As posicoes dos
objetos (familiar e novo) foram as mesmas do treino e a arena foi limpa entre um
teste e outro. A exploragdo ocorreu quando 0os animais cheiraram ou tocaram o
objeto com o nariz ou as patas dianteiras. O tempo gasto explorando cada objeto foi
marcado por um observador e foi expresso em total de tempo de exploracéo
computado em segundos, permitindo determinar a razdo de discriminagao
estabelecida a partir da proporcdo de tempo de exploragcdo do objeto novo em

relacdo ao objeto familiar (tnovo/tnovo + tfamiliar).

4.4. Coleta de Amostras

Para a coleta de sangue dos animais, os mesmos foram anestesiados com
Tiopental (90mg/Kg), de acordo com MEYER et al. (2005) para puncao cardiaca de
8 mL de sangue total, sendo acondicionado um mililitro em microtubo de
polipropileno contendo acido etilenodiamino tetra-acético dissédico (Na2EDTA) a
10% e sete mililitros em tubo com heparina sédica (Labor import, Coréia do Sul),
protegidos da luz para imediata obtencéo do plasma por centrifugacdo (3600 rpm/10
minutos), sendo acondicionados em microtubos de polipropileno e mantidos a -80°C
até o momento das analises laboratoriais. Em seguida, os animais foram
eutanasiados por decaptacdo para a retirada dos hipocampos dos dois hemisférios
cerebrais. Cada estrutura hipocampal (direita e esquerda) foi armazenada
separadamente em microtubos de polipropileno, identificados e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido, e logo apés a -80°C, assim mantidos até o

momento das analises laboratoriais.
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4.5 Andlises laboratoriais

4.5.1 Preparo do homogenato

Cada hipocampo direito dos animais foi homogeneizado com solu¢ao de KCI
a 1,15% m/v, pH 7,4, 1:10 tecido/solucdo em Potter a 2600 rpm durante 40
segundos e centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm a 4°C (CHEN et al., 2013;
ENNACEUR, 1988). Os sobrenadantes foram retirados, acondicionados em
microtubos de polipropileno e mantidos congelados a -20°C até o momento das

analises.

4.5.2 Determinacado da concentracdo de proteinas

A concentracao total de proteinas foi determinada no plasma e hipocampo
utilizando albumina bovina como padrdo. Os reagentes foram Carbonato de sddio
2% em NaOH 0,1M e CUSO4. 5H20 (Sulfato de cobre) 0,5% em citrato de sdédio
1%. As absorbancias foram determinadas em 625 nm e os resultados expressos em
mg/mL (LOWRY, 1951).

4.5.3 Determinacéao da peroxidacéo lipidica

O método utilizado para mensuracdo da peroxidacéo lipidica do plasma e
hipocampo foi as substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), segundo
Buege (1978) e Rosa (2015). Através da reacdo dos produtos de lipoperoxidagao
com &acido tiobarbitarico (TBA) (JIANG et al., 1991), sendo que uma das substancias
que reage ao TBA é o MDA. Para a reacdo, uma aliquota de 250 uL da amostra foi
adicionada ao acido tricloroacético (TCA) a 10% (m/v) e apos centrifugacdo (1000
rpm, 10 minutos) foi coletado o sobrenadante e misturado ao TBA a 0,67% (m/v). A
reacao foi incubada a 100°C durante 15 minutos e posteriormente resfriada em agua
corrente até atingir a temperatura ambiente (+ 25°C). A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotobmetro a 535 nm e os resultados foram expressos em nmol
de MDA/mg de proteina, utilizando o coeficiente de extingdo molar (¢ = 1,56 x 105 M

cm™).
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4.5.4 Determinacéo da Capacidade Antioxidante Total (CAT Frap)

Pelo método FRAP mensurou-se o poder antioxidante redutor total do plasma
e hipocampo e foi avaliado baseado na reducédo do complexo pentilenotetrazol (Fe3*-
TPTZ). Esse complexo na presenca de um antioxidante origina Fe?*-TPTZ de
coloragdo azul intensa. A reacdo ocorre em pH acido (3,6), com o propésito de
manter a solubilidade do ferro em uma absorbancia maxima a 595 nm (HALLIWELL,
1995; TIRAPELI, 2014; BENZIE, 1996). Para a reacao, uma aliquota de 18 uL da
amostra foi adicionada ao meio contendo tampao acetato (300 mmol/L, pH 3,6),
TPTZ (10 mmol/L) em HCI (40 mmol/L) e FeClz.6H20 (20 mmol/L), (10:1:1),
respectivamente. Foram efetuadas as leituras das absorbancias em
espectrofotometro a 595 nm, os resultados expressos em nmol/L e a curva padrao

utilizada foi de sulfato ferroso.

4.5.5 Determinacao da atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD no hipocampo foi quantificada utilizando-se
pirogalol (SCOLARO, 2012; HALLIWELL, 1995), produto que em solu¢cdo aquosa
sofre auto-oxidacado com extrema rapidez, proporcionando uma coloracdo amarelada
na reacdo (SONI, 2014; MARKLUND, 1985). Esse processo € dependente da
presenca de O2. Assim sendo, na presenca de SOD o processo € inibido, haja vista
gue a enzima promove a dismutacdo do O2. O meio de reagédo foi composto por
tampao Tris (50 mmol/L, pH 8,2) e pirogalol (24 pmol/L) utilizando-se 20 pL de
homogenato. A atividade enzimética foi determinada em espectrofotdbmetro a 420
nm. A quantidade de enzima necesséaria para inibir 50% da auto-oxidacdo do
pirogalol foi considerada como uma unidade enzimética (UE). Os resultados foram
expressos em atividade especifica (AE): AE(UE/mg de proteina) (TIRAPELI, 2014).

4.5.6 Determinacéao do perfil bioquimico

Todas as analises bioquimicas foram realizadas a 37°C em analisador
bioquimico semi-automatizado (SB-190 CELM, Brasil), previamente calibrado com
calibrador comercial (Calibra H, Labtest) e soro controle nivel 1 (Qualitrol 1H),

utilizando reagentes comerciais (Labtest, Minas Gerais, Brasil).
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Foi determinada a concentracdo plasmatica de albumina pelo método de
verde de bromocresol; acido Urico pelo método enzimatico de uricase e peroxidase;
uréia pelo método enzimatico UV (urease/glutamato desidrogenase); creatinina pelo
meétodo cinético (picrato alcalino); proteina total pelo método do biureto; aspartato
aminotrasferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), ambas pelo método
cinético UV-IFCC (Federacéo Internacional de Quimica Clinica) e fosfatase alcalina

(FA) pelo método Bowers e Mc Comb modificado.

4.6 Analise Estatistica

Para a analise de dados utilizou-se o software estatistico livre R, versdo 3.4.1,
utilizando-se as seguintes técnicas, segundo os autores (GIBBONS, 2011; SIEGEL
2006; MONTGOMERY, 2013; VIEIRA, 2010; NEMENYI, 1963):

1. Teste de normalidade de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov, para verificagdo ou
nao da distribuicdo normal dos dados obtidos a partir da escala de medida, e para
identificar se as analises posteriores seriam realizadas a partir de estatistica
paramétrica ou nao paramétrica. Uma vez constatado que os dados obtidos nao
seguiram uma distribuicdo normal, utilizou-se instrumentos de analise né&o
paramétrica (descritos a seguir).

2. Estatisticas descritivas, com célculo de médias, desvios-padrdo e porcentagens
para a descricdo da amostra.

3. Testes paramétricos (teste t pareado e teste t) ou testes ndo paramétricos (teste
de Wilcoxon e teste de Mann-Whitney), para detectar possiveis diferencas
significativas dentro e entre o grupo controle e o grupo tratamento, respectivamente.

4. Teste paramétrico (ANOVA e post hoc de Tukey) ou teste ndo paramétrico (teste
de Kruskal-Wallis e post hoc de Nemenyi), para detectar possiveis diferencas

significativas entre os quatro grupos experimentais.
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5 RESULTADOS

5.1 Consumo de racao e 4gua pelas ratas e peso corporal

Andlise de dados

Os dados foram computados e analisados por meio do software estatistico
livre R, versdo 3.4.1. Foram utilizados testes ndo paramétricos para as analises
estatisticas, apos ter sido constatada a ndo normalidade dos dados para as duas
medidas avaliadas: consumo de agua e consumo de racdo, por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov (Agua: K-S = 1,656; p = 0,008 e racéo: K-S = 1,741; p = 0,005).
Para o ganho de peso realizou-se testes paramétricos, por ter apresentado
normalidade dos dados (K-S = 0,574; p = 0,897).

A estatistica descritiva foi realizada com calculo de médias, desvios-padréo,
quartis, medianas, minimos e maximos, e a geracdo de graficos para avaliar as
caracteristicas destas trés medidas. As médias das observacdes dos grupos (GC,
GT1, GT2 e GT3) para o0 consumo de agua e o consumo de racdo foram
comparadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. As médias das
observacdes para 0s mesmos grupos relativos ao ganho de peso foram comparadas
pela analise de variancia ANOVA. A homogeneidade das variancias dos grupos foi
verificada pelo teste de Levene. No caso de aceitacdo de homogeneidade, realizou-
se o teste post hoc de Tukey, caso contrério, realizou-se o teste post hoc C de
Dunnett, para verificar se haviam diferencas significativas entre os grupos.

A Tabela 1 mostra que o consumo médio de agua (em mL) foi maior nos
grupos GC (Média = 41,51) e GT3 (Média = 39,76) e menor nos grupos GT1 (Média
= 38,42) e GT2 (Média = 35,94). Além disso, a Figura 1 ilustra que todos 0s grupos
aumentaram o consumo de agua no decorrer do tempo, sendo mais acentuado do
primeiro para o segundo més com os grupos GC, GT3 e GT2. Cabe ressaltar que

houve uma queda no consumo de 4gua no GT1 do primeiro para o segundo més.
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Tabela 1. Medidas descritivas do consumo de agua (mL) para cada um dos grupos:
GC (controle), GT1 (memoria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (memoéria + atividade
fisica), mensurados em dias alternados durante os trés meses do experimento.
Grupos Média DP* Minimo Quartil1 Mediana Quartil 3 Maximo
GC 41,512 6,38 22,30 37,08 40,90 45,88 56,00
GT1 38,420 6,24 24,00 36,00 37,75 39,50 64,50
GT2 35,94¢ 7,02 22,30 33,00 34,70 37,45 66,00
GT3 39,76¢ 6,03 24,70 37,30 40,00 42,00 64,50
*DP = Desvio Padréo

Figura 1. Consumo médio de 4gua (mL) por grupo: GC (controle), GT1 (memaria), GT2
(atividade fisica) e GT3 (memdria + atividade fisica), mensurados em dias alternados
durante os trés meses do experimento.
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Segundo o teste de Kruskal-Wallis verifica-se que h& diferenca significativa
entre 0s grupos para o consumo de agua (KW = 34,207; p = 0,000), isto é, o GT2
consumiu menos que o GT1, que por sua vez consumiu menos que o GT3 e, 0 que
consumiu mais agua foi o GC.

A Tabela 2 mostra que os consumos médios de racao (em gramas) por grupo
foram ligeiramente maiores nos grupos GC (Média = 19,82) e GT3 (Média = 19,37) e
um pouco menores nos grupos GT1 (Média = 19,05) e GT2 (Média = 18,80). A
Figura 2 apresenta que o consumo médio de racdo (em gramas) no primeiro més foi
um pouco maior nos grupos GT3, GC e GT1. No segundo més os grupos GC e GT1
consumiram mais racao que os grupos GT3 e GT2. J& no terceiro més, o grupo GC
consumiu mais ragdo que os grupos GT3, GT2 e GT1. Além disso, todos 0s grupos
aumentaram o consumo de racédo no decorrer do tempo, sendo mais acentuado do

segundo para o terceiro més com os grupos GC, GT3 e GT2.
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Tabela 2. Medidas descritivas do consumo de racdo (gramas) para cada um dos

grupos: GC (controle), GT1 (meméria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (memaria +
atividade fisica), mensurados em dias alternados durante os trés meses do

experimento.

Grupos Média DP* Minimo  Quartill Mediana Quartil 3 Maximo
GC 19,822 2,87 11,10 18,50 19,50 21,58 30,00
GT1 19,052 2,85 12,30 17,73 18,80 20,30 30,00
GT2 18,8072 3,22 11,90 17,03 18,30 19,98 32,80
GT3 19,372 4,43 11,80 17,50 18,90 20,18 39,60

*DP = Desvio Padréo

Figura 2. Consumo médio de racdo (gramas) por grupo: GC (controle), GT1 (meméria),
GT2 (atividade fisica) e GT3 (memdaria + atividade fisica), mensurados em dias
alternados durante os trés meses do experimento.
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Como os consumos médios de racao foram semelhantes durante o periodo
de trés meses, o teste de Kruskal-Wallis apresentou que ndo héa diferenca estatistica
significativa entre os grupos para o consumo de racao (KW = 6,565; p = 0,087).

A Tabela 3 mostra que as ratas do grupo GC ganharam mais peso (Média =
21,4 gramas) nos dois primeiros meses, em seguida, foram as ratas do grupo GT2
(19,8 gramas), depois as ratas do grupo GT3 (18 gramas) e, por ultimo, as ratas do
grupo GT1 (12,4 gramas). Cabe ressaltar que a média no grupo GT1 foi bem abaixo
que os demais grupos, principalmente devido a queda do peso da Rata 4 (-16
gramas), que acabou se destacando na Figura 3 como um ponto discrepante.
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Tabela 3. Medidas descritivas do ganho de peso médio (gramas), para cada um dos
grupos: GC (controle), GT1 (meméria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (memoria +
atividade fisica), mensurados semanalmente durante os trés meses do experimento.

Grupos Média DP* Minimo Quartil1 Mediana Quartil 3 Maximo
GC 21,407 13,37 04,00 12,00 17,00 34,50 46,00
GT1 12,402 16,35 -16,00 02,00 13,00 22,50 38,00
GT2 19,802 11,29 04,00 07,50 20,00 28,50 36,00
GT3 18,002 15,35 -02,00 06,00 15,00 27,00 48,00

*DP = Desvio Padréao

A Figura 3 mostra que o ganho médio de peso (em gramas) foi maior nos

grupos GC e GT2 nos dois primeiros meses. No terceiro més, os grupos GC e GT3

ganharam mais peso, em meédia. Além disso, as ratas de todos 0s grupos

aumentaram o peso nos dois primeiros meses. No entanto, do segundo para o

terceiro més, apenas os grupos GC e GT3 apresentaram ganho de peso médio, 0s

demais grupos apresentaram uma queda no ganho.

Figura 3. Ganho de peso médio (gramas) por grupo: GC (controle), GT1 (meméria),

GT2 (atividade fisica) e GT3 (meméaria + atividade fisica), mensurados semanalmente

durante os trés meses do experimento.

10.3

8.3

6.3

4.3

2.3

0.3

-1.7

== GC
/ / —B-GT1
Vi GT2
/ == GT3
L 4
- y 4
Meses

Considerando os dados do ganho de peso nao houve diferenca significativa
entre os grupos (Levene = 0,383; p =0,766; F = 0,76; p = 0,524).
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5.2 Testes comportamentais e de memoria

5.2.1 Teste de memdria de habituacdo a exploracdo no campo
aberto

A Tabela 4 e as Figuras 4, 5 e 6 apresentam que a maior parte das ratas do
GT1 efetuaram mais cruzamentos que as ratas do grupo GT3, indicando maior
necessidade de locomocédo no ambiente e maior indice de ansiedade. Além disso,
mostram que todas as ratas do grupo GT3 diminuiram o niUmero de cruzamentos no
teste 2 em relacdo ao teste 1, comprovando que houve melhor controle da
ansiedade. O GT3 apresentou mais elevacdes no teste 1 que o GT1 demonstrando
maior poder exploratorio e menos elevacgdes no teste 2. O GT3 apesar de apresentar
guantidade de bolo fecal superior em relacdo ao GT1 na realizacéo do teste 1, esse
namero foi inferior na realizagdo do teste 2 indicando também menor ansiedade.
Diante dos resultados obtidos, observa-se para o GT3 que praticou escalada em
escada regularmente 3 vezes por semana durante 3 meses consecutivos apresentou
melhores resultados para MLD em relacdo ao GT1 que ndo praticou atividade fisica,
pelo fato da diminuigc&o dos indices de locomocéao, elevacgdo e bolos fecais do teste 2

em relacao ao teste 1.

Tabela 4. Analise descritiva do teste de memoria de habituagdo a exploracédo no
campo aberto. Os dados sdo expressos como média e desvio padrdo do namero de
cruzamentos, quantidade de elevacdes e de bolos fecais para os grupos GT1
(memdria) e GT3 (memoaria + atividade fisica).

GT1 GT3
Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2
Cruzamentos 48,00 + 18,60° 38,60 + 18,30° 43,20 + 11,802 24,60 + 09,00°
Elevacdes 16,20 + 06,78 09,90 + 06,17° 16,90 + 04,772 07,70 £ 03,27°

Bolos fecais 01,40+01,80* 00,70+ 00,50* 01,80 + 02,20* 00,50 + 00,90°
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Figura 4. Numero de cruzamentos de cada uma das dez ratas nos dois grupos GTle
GT3, segundo o teste 1 e o teste 2.
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Figura 5. Numero de elevagcdes de cada uma das dez ratas nos dois grupos GTl e
GT3, segundo o teste 1 e o teste 2.
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Figura 6. Quantidade de bolos fecais de cada uma das dez ratas nos dois grupos GT1
e GT3, segundo o teste 1 e o0 teste 2.
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O teste de Shapiro-Wilk indicou que as respostas das varidveis cruzamentos
(P>0.10) e elevacdes (P>0.073) possuem distribuicdo normal e a variavel bolo fecal
(P=0.032) nao possui distribuicdo normal.

O teste t (para as variaveis cruzamentos e elevacdes) e o teste de Mann-
Whitney (para a variavel bolo fecal) foram utilizados para comparar as médias entre
0s grupos GT1 e GT3. Os resultados indicaram que, para o teste 1, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos para as variaveis: cruzamentos (P=0.499),
elevacdes (P=0.792) e bolo fecal (P=0.61). Na comparacdo das médias dos grupos
(GT1 e GT3), para o teste 2, houve diferenca significativa entre os grupos somente
para a variavel cruzamento (P=0.049), enquanto que as variaveis elevacoes
(P=0.332) e bolo fecal (P=0.89), ndo mostraram diferenga significativa entre 0s
grupos. Logo, estes resultados apontaram que houve diferenca entre GT1 e GT3
somente para a variavel cruzamentos, comprovando que o grupo GT3 mostrou um
controle de ansiedade superior ao GT1, efetuando menos cruzamentos no teste 2.

O teste t pareado (para as variaveis cruzamentos e elevacdes) e o teste de

Wilcoxon (para a variavel bolo fecal) foram utilizados para comparar as medias entre
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os testes 1 e 2. Os resultados indicaram que, para o GT1, houve uma reducdo
significativa do niamero de cruzamentos, quando foi realizado o Teste 2 (P=0.05);
uma diminuicdo do numero de elevacbes com o Teste 2 (P=0.002), mas ndo houve
uma diferenca significativa na quantidade de bolo fecal, quando foram aplicados os
Testes 1 e 2 (P=0.10). Comparando as médias dos Testes 1 e 2 para o0 GT3, houve
uma reducdo significativa nas trés variaveis estudadas: cruzamentos (P=0.000),
elevacbes (P=0.000) e bolo fecal (P=0.036).

O GT3 que praticou escalada em escada regularmente 3 vezes por semana
durante 3 meses consecutivos apresentou melhores resultados para MLD em

relacdo ao GT1 que nédo praticou atividade fisica.

5.2.2 Teste de reconhecimento de objetos

A Tabela 5 e as Figuras 7 e 8 apresentam os dados de exploracdo dos objetos A,
B, C e D. Na comparacéo entre os grupos GT1 e GT3, o teste t indicou que o objeto
A foi explorado igualmente estatisticamente (P = 0,345). Embora o0 GT1 (média =
66%) tenha explorado um pouco mais o objeto B que o GT3 (média = 54,7%), o
teste t mostrou que ndo houve diferenca significativa entre eles (P = 0,345). Quanto
ao objeto C, o GT3 (média = 78%) nédo apresentou diferenca significativa no indice
de exploragdo com o GT1 (média = 68,8%, (P = 0,219). Finalmente, quanto ao
objeto D, embora tenha sido mais explorado pelo GT3 (média = 77,7%), nao houve
diferenca significativa (P = 0,371) com o GT1l (média = 70,9%). Avaliando os
resultados descritivos, o0 GT3 que praticou escalada em escada trés vezes por
semana durante 3 meses consecutivos apresentou melhores resultados em teste de

reconhecimento de objetos para MCD e MLD (Figuras 7 e 8).

Tabela 5. Andlise descritiva do teste de reconhecimento de objetos. Os dados séo
expressos como média e desvio padrao do namero de exploracdes dos objetos A e B,
A e Ce AeD,respectivamente, para os grupos GT1 (meméria) e GT3 (memoria +
atividade fisica).

GT1 GT3
A B A B
Objetos Ae B 33,96 + 21,50 66,04 +21,50 45,32+ 30,19 54,68 + 30,19
2 horas depois A C A C
Objetos Ae C 31,18 £ 20,28 68,83+ 20,28 22,01 +10,33 77,99 + 10,33
24 horas depois A D A D

Objetos Ae D 29,13+ 17,68 70,87 +17,68 22,26 + 15,79 77,74 £ 15,79
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Figura 7. Tempos (segundos) de exploragdo dos objetos A e B (treino) e Ae C (2 horas
depois) para mensuracdo da MCD, dos grupos GT1 e GT3.
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Figura 8. Tempos (segundos) de exploragcdo dos objetos A e B (treino) e Ae D (24
horas depois) para mensuracéo da MLD, dos grupos GT1 e GT3.
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Embora o GT1 (média = 66,04%) explorou um pouco mais o objeto B que o GT3
(média = 54,68%), o teste t mostrou que nao houve diferenca significativa entre eles
(P = 0,345). Quanto ao objeto C, o0 GT3 (média = 77,99%) explorou mais que o GT1
(média = 68,83%), porém, ndo houve diferenca significativa no indice de exploracéo
(P = 0,219). Finalmente, quanto ao objeto D, embora tenha sido mais explorado pelo
GT3 (média = 77,74%), ndo houve diferenca significativa (P = 0,371) com o
GT1(média = 70,87%). Avaliando os resultados descritivos, o GT3 que praticou
escalada em escada trés vezes por semana durante 3 meses consecutivos
apresentou melhores resultados em teste de reconhecimento de objetos para MCD e
MLD.

5.3 Analises bioquimicas para estresse oxidativo

5.3.1 Plasma sanguineo

Para plasma sanguineo é apresentado na Tabela 6 a média assim como 0s
respectivos desvios padrdo para as respostas MDA e FRAP de cada grupo.
Também é apresentado nas Figuras 09 e 10 os box-plots para cada uma das
respostas em fungcéo dos grupos. Na tabela observa-se que: para a resposta MDA a
maior média é observada no GC; o GT3 apresentou maior média e também uma

possivel diferenca em relacdo ao GC para a resposta FRAP.

Tabela 6. Analise descritiva do plasma sanguineo, médias e respectivos desvios
padréo para as respostas MDA e FRAP em funcéo dos grupos GC (controle), GT1
(memoéria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (meméria + atividade fisica).

GC GT1 GT2 GT3

MDA(nmol/mg proteina) 36,89 £34,29 25,17 + 9,64 26,60 +17,60 27,03 £27,26
FRAP(nmol/L) 30,31 + 8,66 34,77 £12,37 36,71 £12,39 43,20 £, 9,98
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Figura 9. Diagrama de caixa com os valores de MDA do plasma para cada um dos
grupos: GC (controle), GT1 (meméria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (memoria +
atividade fisica).
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Figura 10. Diagrama de caixa com os valores da FRAP do plasma para cada um dos
grupos: GC (controle), GT1 (meméria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (memoria +
atividade fisica).
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O teste de Shapiro-Wilk apresentou que as variaveis MDA e FRAP néo
possuem distribuicdo normal (P<0.001). Na comparacdo das médias dos grupos
(GC, GT1, GT2 e GT3) nao houve diferenca significativa entre os grupos para a
variavel MDA (P=0.35) e houve diferenca entre os grupos para a variavel FRAP
(P=0.006). Utilizando o post hoc de Nemenyi para a variavel FRAP, pdde-se concluir
que o GC possui média estatisticamente menor que o grupo GT3 (Figura 10).

Sao apresentados na Tabela 7 as médias e desvios padrdo para as
respostas: acido urico, albumina, ALT, AST, Creatinina, FA, PT e uréia em funcao de
cada grupo. Os box-plots para cada uma das respostas em relagdo a cada grupo
séo apresentados na Figura 11.

Tabela 7. Andlise descritiva do plasma, médias e respectivos desvios padrdo para as
variaveis acido urico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (U/L), AST (U/L), creatinina

(mg/dL), FA (U/L), PT (g/dL) e uréia (mg/dL) em funcéo dos grupos: GC (controle), GT1
(memoéria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (memoéria + atividade fisica).

GC GT1 GT2 GT3

Acido urico (mg/dL) 1,07+ 0,30 1,03+0,43 0,86 + 0,73 0,66 + 0,40
Albumina (g/dL) 2,98+ 0,18 3,01+ 0,20 2,88 +0,28 3,07+0,22
ALT(U/L) 95,60 + 40,89 90,11+ 17,13 84,20 + 20,73 96,70 £ 25,42
AST (U/L) 157,10 £ 65,43 144,44 + 35,08 161,5 £ 58,79 197,0 £131,85
Creatinina (mg/dL) 0,64 + 0,05 0,61 £ 0,06 0,75+ 0,09 0,61 + 0,05
FA (U/L) 171,60 £ 40,29 154,2 + 44,57 167,00 + 38,23 209,22 £ 52,59
PT (g/dL) 7,70 £ 0,36 7,7+0,20 7,13 + 0,51 7,43 +0,63
Uréia (mg/dL) 45,30 + 6,00 47,7 £ 6,22 42,20 + 5,26 44,66 + 7,46

Figura 11. Diagrama de caixa com os valores de: (a) acido urico e (b) albumina em
funcéo dos grupos GC (controle), GT1 (meméria), GT2 (atividade fisica) e GT3
(meméria + atividade fisica).

(a) b)

G
Acido rico (mg/dL)

Albumina (g/L)

LA NN IE

GC GT1 GT2 GT3 GC GT1 GT2 GT3
Grupos Grupos
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Ao aplicar o teste de Shapiro-Wilk para as variaveis acido arico e albumina, os
p-valores obtidos foram <0.001 e 0.741 respectivamente, concluindo entdo que
apenas a variavel albumina apresenta distribuicdo normal. Aplicando os testes de
comparacdo de meédias, foi possivel concluir que o acido Urico possui médias
diferentes entre os grupos (p=0.02) e albumina nédo apresentou diferenca
significativa (p=0.34). Esses resultados também podem ser observados na Figura 11
painéis (a) e (b). Com o post hoc de Nemenyi, aplicado a variavel acido Urico,

conclui-se que o GT3 é estatisticamente diferente do GC.

5.3.2 Hipocampo

Para andlise do hipocampo € apresentado na Tabela 8 as médias e 0s
respectivos desvios padrao para as variaveis FRAP, MDA e SOD em funcao de cada
grupo (GC, GT1, GT2 e GT3). Observa-se que para a variavel MDA, o GT3
apresentou menor valor e 0 GT2 maior valor para a média. Para a variavel FRAP a
maior média é observada no GT3 e a menor no GC. Por ultimo, a variavel SOD
apresentou a maior média no GT1, resultados que podem ser observados nas

Figuras 12 a 14, nas quais sao apresentados os box-plots.

Tabela 8. Andlise descritiva do hipocampo, médias e respectivos desvios padrao para
as variaveis FRAP, MDA, e SOD em func¢éo dos grupos: GC (controle), GT1 (meméria),
GT2 (atividade fisica) e GT3 (meméria + atividade fisica).

GC GT1 GT2 GT3
FRAP(nmol/L) 2,78+ 0,79 3,19+1,13 3,37 +1,13 3,97 +0,91
MDA(nmoL/mgprotein) 26,48 +10,24 29,82 + 16,95 27,93 +13,30 17,30 £ 11,50

SOD AE(UE/mgprotein) 10,50 + 3,03 13,44 + 3,11 9,81 + 4,66 7,91 + 3,20
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Figura 12. Diagrama de caixa com os valores da FRAP do hipocampo para cada um
dos grupos: GC (controle), GT1 (meméria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (memoria +
atividade fisica).
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Figura 13. Diagrama de caixa com os valores de MDA do hipocampo para cada um
dos grupos: GC (controle), GT1 (memaria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (memoria +
atividade fisica).
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Figura 14. Diagrama de caixa com os valores da SOD do hipocampo para cada um dos
grupos: GC (controle), GT1 (meméria), GT2 (atividade fisica) e GT3 (memoria +
atividade fisica).
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O teste de Shapiro-Wilk indicou que as respostas das varidveis MDA
(P<0,001) e FRAP (P<0,001) ndo possuem distribuicdo normal e a variavel SOD
(P=0,189) possui distribuicdo normal. Na comparacdo das médias dos grupos (GC,
GT1, GT2 e GT3) houve diferenca significativa entre 0s grupos para as variaveis
FRAP (P=0,01) e SOD (P=0,01) e ndo houve diferenca entre os grupos para a
variavel MDA (P=0,09). Utilizando o post hoc de Tukey para a variavel SOD foi
possivel concluir que o GT1 possui média estatisticamente maior do que o GT3
(Figura 14). O post hoc de Nemenyi para a resposta FRAP, pode-se concluir que o

GC possui média estatisticamente menor que o GT3 (Figura 13).
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6 Discussao

Esta pesquisa analisou a influéncia da atividade fisica moderada com a
frequéncia de trés dias semanais em ratas na senescéncia, semelhante ao
recomendado pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude) em humanos, para o
bem-estar fisico, social, intelectual e emocional de ratas na senescéncia (GARBER,
2011). Os animais destinados a escalar escada foram habituados até que todas as
ratas realizassem o exercicio de forma satisfatéria e sem demonstrar indices
elevados de ansiedade (BRYANT, 2008; KYRIOS, 2011).

Estudos sobre a pratica regular de atividade fisica sdo humerosos em varias
areas do conhecimento, porém percebe-se certo descumprimento quanto a
padronizacdo da intensidade a niveis fisiol6gicos de tal atividade. A American
Alliance for Health, Physical Education, Recreation and Dance (AAHPERD)
desenvolveu uma bateria de testes especifica para medir a aptidao funcional em
idosos, composta de cinco testes motores (coordenacdo, resisténcia de forga,
flexibilidade, agilidade e equilibrio dindmico, resisténcia aerdbia geral) (ZAGO &
GOBBI, 2003). Muitos individuos exercitam-se sem acompanhamento adequado ou
em academias onde ndo sao indicados os exercicios adequados a cada pessoa,
desconsiderando-se as diferencgas individuais.

O consumo de agua (Tabela 1) e ragcdo (Tabela 2), assim como 0 peso
corporal (Tabela 3), apresentaram algumas oscilacbes durante o periodo
experimental em funcéo, talvez, do comportamento competitivo entre as ratas nas
caixas.

Nos testes de memoéria de habituacéo a exploracdo no campo aberto (MLD)
(CRUZ, 2010), os animais que praticaram atividade fisica apresentaram melhor
desempenho, fato que comprova os dados da literatura (IZQUIERDO, 1998;
PAREDES et al.,, 2009). A atividade fisica exerce grande impacto nas estruturas
neurais aumentando as conexdes sinapticas e espinhos dendriticos, principalmente
no hipocampo (SQUIRE & KANDEL, 2011), uma das estruturas responsaveis pela
consolidagdo da memoria (IZQUIERDO, 2011; GAZZANIGA, 2005). No mesmo
teste, o grupo submetido a escalada de escada e testes de memoria (GT3),
apresentou uma diminuicdo nos cruzamentos de 43,05% do teste 2 em relacéo ao

teste 1, contra apenas 19,58% de diminuigdo apresentado pelo grupo que realizou
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apenas testes de memoéria (GT1). Quanto ao numero de elevagbes, o GT3
apresentou diminuicdo de 54,43% do teste 2 em relacdo ao teste 1, contra 38,88%
de diminuicdo apresentado pelo GT1. Esses indices comprovam que 0S animais
exercitados apresentaram melhor consolidacdo e evocacdo da MLD no teste 2
aplicado 24 horas depois do teste 1. Tais ratas possivelmente desenvolveram
conexdes neuronais mais abundantes pelas experiéncias obtidas com a atividade
fisica e, ao serem submetidas a mesma tarefa de cruzamentos e elevacbes com
intervalo de 24 horas apresentaram menor interesse pela tarefa memorizada.

Com relagéo ao comportamento emocional, houve diminuigdo mais acentuada
do nimero de bolos fecais no teste 2 (50%) em relagdo ao teste 1 (72,22%) do GT3.
Medo e ansiedade estdo diretamente relacionados ao ambiente desconhecido e o
fato do animal defecar em situacbes ansiogénicas significa que se sente
desconfortavel em tal condigdo (BRYANT, 2008; KYRIOS, 2011).

Pelo teste de reconhecimento de objetos, os animais demonstraram a
capacidade de armazenar informacfes de curta e longa duracdo. A estimulacéo
proporcionada pelo exercicio fisico (GT3) favoreceu que as ratas explorassem mais
0 objeto novo em relacdo ao objeto familiar tanto para o objeto C quanto para o
objeto D. Supde-se que novas conexdes neuronais e mais numerosas (PYSH,
1979), se estabeleceram nesses animais em detrimento aos ndo exercitados (GT1)
gue apresentaram menor exploracdo do objeto novo em relacdo ao familiar. Estes
dados refletem os resultados tanto para a MCD (teste 1), como para a MLD (teste 2)
(COTMAN, 2002; 1IZQUIERDO, 2004; VAYMANN, 2005; ROSSATO, 2007).

Pelas andlises do plasma, observou-se que o grupo de animais sedentarios
(GC) apresentou maior peroxidacéao lipidica e menor capacidade antioxidante (Fig. 7
e 8), fato que aponta para um estado de estresse oxidativo. indices inversos foram
observados para o GT3, mostrando que as duas atividades associadas promoveram
um estado de equilibrio entre a acdo das ERO e as defesas antioxidantes
(HALLIWELL, 1991; GARBER, 2003). Para os grupos submetidos a testes de
memoria (GT1) e escalada em escada (GT2), os resultados semelhantes sugerem
gue ambos os exercicios foram eficientes em manter o equilibrio da peroxidacao
lipidica, ao passo que para o0 GT2 a FRAP foi maior indicando que o exercicio fisico

provocou 0 aumento das defesas antioxidantes totais.
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Os antioxidantes sollveis encontram-se no sangue circulante ou nos fluidos
intersticiais. Podem agir neutralizando diretamente as ERO ou por intermédio da
participacdo de sistemas enzimaticos. Dentre os principais destacam-se 0 acido
arico e albumina (OLIVEIRA, 1999). Constatou-se que nao houve diferenca
significativa quanto aos indices de albumina plasmatica entre os grupos. Quanto ao
acido urico, observou-se que a pratica de atividade fisica e exercicios de memaria
ndo aumentaram os indices na intensidade aplicada. O aumento isolado na
concentracdo do acido urico ndo pode ser considerado uma resposta especifica da
adaptacdo ao estresse oxidativo, posto que este € um produto final do ciclo das
purinas. O acido Urico, todavia, contribui significativamente para a reducdo do
estresse oxidativo. De forma geral, o conjunto de alteracdes nos antioxidantes nao
enzimaticos pode promover aumento na capacidade total de antioxidantes,
indicando uma adaptacao ao treinamento fisico (TIRAPEGUI, 2007). Outras analises
plasmaticas foram realizadas apenas para verificacdo da saude dos animais como
ALT, AST, creatinina, FA, PT e uréia.

Pelas andlises bioquimicas do hipocampo, constatou-se que o GT3 que
realizou o exercicio de escalada em escada e testes de memoria, apresentou menor
peroxidacdo lipidica e maior capacidade antioxidante, ficando o nivel de SOD
intermediario pela sua ndo necessidade em funcdo da manutencdo de um estado
fisioloégico equilibrado. Esses resultados comprovam que a associacdo das duas
atividades € mais eficiente no combate as ERO (MACEDO, 2009). O GT2 que
apenas realizou escalada em escada apresentou peroxidacao lipidica
estatisticamente semelhante aos GC e GT1 (Fig. 13), porém a atividade fisica elevou
a capacidade antioxidante do GT2 em relacdo aos dois grupos anteriores (Fig. 14).

A atividade fisica é importante em todas as idades, principalmente na
fase adulta e no envelhecimento; potencializa a memdria pela criagdo de novas
conexdes sinapticas, resulta em aumento das defesas antioxidantes enddgenas,
protegendo o organismo contra danos ao DNA, doencas graves e degenerativas
(GARBER, 2011). Dentre elas pode-se citar o cancer, Alzheimer, doencas
cardiovasculares e outras. Este estudo sugere que a pratica regular de atividade
fisica moderada € capaz de promover aumento da defesa antioxidante endogena,

potencializar a memoria de curto e longo prazo e reduzir o dano oxidativo.
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7 Conclusao

Conclui-se que a pratica isolada de atividade fisica ndo foi suficiente para
diminuir o estresse oxidativo, mas a associacdo de exercicios de memoéria e
atividade fisica diminuiu a peroxidacgéo lipidica, aumentou as defesas antioxidantes e

potencializou a memoaria de curta e longa duracdo em ratas senescentes.
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