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RESUMO

O envelhecimento e a senescéncia reprodutiva estdo associados ao aumento
do estresse oxidativo e a vulnerabilidade neurodegenerativa. Este estudo investigou
se o treinamento aerébio (TA) prévio atenua a neurotoxicidade induzida pelo acido
iboténico (IBO) no nucleo basal de Meynert (NBM) de ratas Wistar senis. Ratas fémeas
(21-25 meses) foram distribuidas aleatoriamente nos grupos: nao treinadas/NacCl, ndo
treinadas/IBO, TA/NaCl e TA/IBO. O TA foi realizado em esteira, com intensidade
moderada, por 120 dias antes da infusdo de NaCl ou IBO (1,0 pL, infuséo de 0,1
ML/min) no NBM. As ratas incluidas no estudo foram submetidas ao teste de
velocidade incremental de velocidade maxima (TIVM) para andlise do desempenho
motor. O estado redox foi analisado no plasma e no hipocampo por meio da avaliagéo
da capacidade antioxidante total (TAC), glutationa reduzida (GSH), superéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e oxidacdo de lipidios e proteinas. Os
resultados revelaram predominancia do efeito do TA sobre praticamente todos os
marcadores hipocampais avaliados, com tamanhos de efeito elevados (n?
frequentemente > 0,70). No hipocampo, as ratas treinadas apresentaram redugéo na
carbonilacdo de proteinas e na peroxidacao lipidica, acompanhada por maior TAC,
indicando melhora nas defesas antioxidantes. As ratas nao treinadas (NT) expostas
ao IBO apresentaram aumento na TAC e GSH, consistente com resposta
compensatoria transitoria ao estresse oxidativo excitotéxico. As ratas treinadas
exibiram niveis reduzidos de SOD e GPx, sugerindo utilizacdo eficiente de
antioxidantes e adaptacdo redox. Nenhuma alteracdo plasméatica significante foi
detectada, provavelmente devido a compartimentalizacdo das respostas oxidativas
dentro do sistema nervoso central. As ratas do grupo TA-IBO apresentaram reducao
significante na atividade da acetilcolinesterase no hipocampo quando comparado ao
grupo NT-IBO. Na andlise histolégica da regido CA1 do hipocampo foi observado
aumento no numero de células Nissl-positivas no grupo TA-NaCl em relagcdo ao NT-
NaCl. O IBO reduziu o numero de neurbnios positivos para Nissl, com diferenca
significante entre TA-IBO e TA-NaCl. Na regido CA3, o grupo NT-IBO apresentou
reducdo no numero de neurdnios Nissl-positivos em relacdo ao NT-NaCl, entretanto,
0s animais do grupo TA-IBO apresentaram maior nimero de células Nissl-positivas
em relacdo aos NT-IBO. Apesar da exposicao ao IBO, as ratas treinadas mantiveram
desempenho motor superior em comparacdo com as ratas ndo treinadas. De forma
geral, os resultados demonstraram que o TA promoveu importante adaptacao redox
no hipocampo, reduziu marcadores de dano oxidativo, modulou a atividade colinérgica
e favoreceu a preservacdo neuronal frente ao insulto excitotéxico induzido pelo IBO.
Esses achados reforcam a acdo do treinamento aerébio como estratégia de pré-
condicionamento neuroprotetor durante a senescéncia.

Palavras-chave: Envelhecimento; Treino aerdbico; Dano Oxidativo;
Hipocampo; Nucleo basal de Meynert.



ABSTRACT

Aging and reproductive senescence are associated with increased oxidative
stress and neurodegenerative vulnerability. This study investigated whether prior
aerobic training (AT) attenuates ibotenic acid (IBO)-induced neurotoxicity in the
nucleus basalis of Meynert (NBM) of senile Wistar rats. Female rats (20—25 months)
were randomly assigned to the following groups: untrained/NaCl, untrained/IBO,
AT/NaCl, and AT/IBO. AT was performed on a treadmill at moderate intensity for 120
days prior to infusion of NaCl or IBO (1.0 yL, 0.1 pL/min infusion) into the NBM. Rats
included in the study underwent the incremental speed test of maximum velocity
(IVMT) for motor performance analysis. The redox state was analyzed in plasma and
hippocampus by evaluating total antioxidant capacity (TAC), reduced glutathione
(GSH), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), and lipid and
protein oxidation. The results revealed a predominance of the TA effect on virtually all
hippocampal markers evaluated, with high effect sizes (n?p frequently > 0.70). In the
hippocampus, trained rats showed a reduction in protein carbonylation and lipid
peroxidation, accompanied by higher TAC, indicating improved antioxidant defenses.
Untrained (NT) rats exposed to IBO showed an increase in TAC and GSH, consistent
with a transient compensatory response to excitotoxic oxidative stress. Trained rats
exhibited reduced levels of SOD and GPx, suggesting efficient use of antioxidants and
redox adaptation. No significant plasma alterations were detected, likely due to the
compartmentalization of oxidative responses within the central nervous system.
Female rats in the TA-IBO group showed a significant reduction in acetylcholinesterase
activity in the hippocampus compared to the NT-IBO group. Histological analysis of the
CAL region of the hippocampus showed an increase in the number of Nissl-positive
cells in the TA-NaCl group compared to the NT-NaCl group. IBO reduced the number
of Nissl-positive neurons, with a significant difference between TA-IBO and TA-NacCl.
In the CA3 region, the NT-IBO group showed a reduction in the number of Nissl-
positive neurons compared to the NT-NaCl group; however, animals in the TA-IBO
group showed a higher number of Nissl-positive cells compared to the NT-IBO group.
Despite exposure to IBO, trained rats maintained superior motor performance
compared to untrained rats. Overall, the results demonstrated that aerobic training
promoted significant redox adaptation in the hippocampus, reduced markers of
oxidative damage, modulated cholinergic activity, and favored neuronal preservation
in the face of excitotoxic insult induced by IBO. These findings reinforce the role of
aerobic training as a neuroprotective preconditioning strategy during senescence.

Keywords: Aging; Aerobic Training; Oxidative Damage; Hippocampus; Basal
Nucleus of Meynert.
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1 INTRODUCAO

O sistema reprodutor feminino est4 entre os primeiros sistemas organicos
humanos a envelhecer, ocasionando consequéncias cruciais para saude feminina
(Balough et al., 2024). O Workshop de Estagios do Envelhecimento Reprodutivo
(STRAW) propbs que o envelhecimento feminino pode ser caracterizado por trés
fases: fase reprodutiva, fase de transicdo da menopausa e fase pds-menopausa
(Harlow et al., 2012). A perimenopausa é o estagio de transi¢cdo do ciclo reprodutivo
para o ndo reprodutivo, este periodo ocorre em estagios caracterizados por
propriedades enddécrinas Unicas que podem impactar no funcionamento de mdultiplos
sistemas organicos, incluindo o encéfalo (Troia et al., 2025; Mosconi et al., 2021).

Sob a perspectiva enddcrina, a perimenopausa € marcada por maior
irregularidade tanto na duracéo dos ciclos menstruais quanto nas concentracoes de
hormdnios circulantes (Harlow et al., 2012). Nesse periodo, a ovulacdo torna-se
irregular em decorréncia das oscilagbes nos horménios produzidos pelo eixo
hipotdlamo-hipofise-ovario. Como consequéncia, as concentracdes de estrogénio
caracterizam-se por acentuada variabilidade e auséncia de padrdo previsivel,
entretanto, apos esse periodo de transicdo menopausal, ocorre a estabilizacdo das
concentracbes em valores persistentemente reduzidos (Brinton et al.,, 2015). Os
efeitos do estrogénio no sistema nervoso central (SNC) envolvem processos
complexos, uma vez que esse horménio modula multiplos mecanismos biologicos,
incluindo o metabolismo energético, a plasticidade sinaptica e a funcdo mitocondrial

(Briceno Silva et al., 2024), representados na figural.

Representacdo simplificada da funcdo do estrogénio no encéfalo

Estrogénio ’
. ° o o
Energia S s
O
ok l 3 Plasticidace neuwral
Aumenta o transporte . [ . f:'-l»v'u.nlo a
e a utilizacao de glicose S | SINBpLogenese ¢

\ | promove a neurogdnese

2 | Estresse oxidativo (ROS)

Methora a fungao
antioxidante mitocendrnial
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Figura 1. Representacéo simplificada da fun¢do do estrogénio no encéfalo. 1) O estrogénio aumenta
o transporte e a utilizacdo da glicose no cérebro. 2) O estrogénio melhora a fungédo antioxidante
mitocondrial. 3) O estrogénio tem efeitos neuroprotetores no encéfalo, estimulando a neurogénese e a
sinaptogénese [Adaptado de Briceno Silva et al., 2024].

Muitos sintomas observados na perimenopausa sao atribuidos a menopausa,
entretanto, sdo tipicos desse periodo imediatamente anterior e podem comprometer
severamente a qualidade de vida das mulheres de meia idade (Cunningham et al.,
2025). Com isso, perimenopausa € considerada estado de “transigao neuroldgica”, ja
gue muitos sintomas da menopausa sao de natureza neuroldgica, como ondas de
calor, sono perturbado, alterac6es de humor, alteracdes cognitivas e de memoria,
essas manifestacdes clinicas observadas nesse periodo estao diretamente ligadas as
variagdes hormonais, com destaque para a reducéo da concentracdo de estrogénio
(Mosconi et al., 2021). Esse cenario pode ser agravado por aspectos como idade,
condicbes socioeconbmicas e a presenca de doencas prévias, o que reforca a
importancia de abordagem terapéutica individualizada. Dessa forma, o controle
desses sintomas geralmente envolve a adocao de estratégias relacionadas ao estilo
de vida, incluindo mudancas nos habitos alimentares e a prética regular de atividade
fisica (Dos Santos Silva et al., 2024). A transicdo da menopausa foi postulada como
fator contribuinte para a vulnerabilidade feminina associada a patogénese da doenca
de Alzheimer (DA), devido a reducédo da capacidade neuroprotetora do estradiol (E2),
resultando na interrupcao de varios sistemas cerebrais (Breeze et al., 2024).

A DA é condicdo multifatorial caracterizada por neurodegeneracédo gradual e
progressiva causada pela morte de células neuronais, o fator mais significativo para
essa doenca € a idade, sendo que pessoas com 65 anos ou mais apresentam maior
risco de deméncia por Alzheimer, além disso, as mulheres representam dois tercos de
todos os casos de DA (Alzheimer's Association, 2025). A DA é caracterizada por duas
caracteristicas patologicas: placas extracelulares, constituidas principalmente pelo
peptideo B-amiloide (AB), e emaranhados neurofibrilares intracelulares (NFTSs),
compostos por TAU hiperfosforilado (Figuras 2 e 3) (Salta et al., 2023), resultando na
perda de sinapses e atrofia neuronal predominantemente em todo o hipocampo e
cortex cerebral. Os principais sintomas da DA envolvem deterioracdo progressiva da
memoaria, associada com distlrbios emocionais como depressao e ansiedade, que
estdo intimamente correlacionados com a degeneracéo e disfuncdo dos neurbnios no

hipocampo (Cao et al., 2024).
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Pesquisas correlacionam a neurotoxidade da Ap com o surgimento do estresse
oxidativo. Experimentos in vitro demonstraram que esse peptideo aumentou as
concentracdes de peréxido de hidrogénio e lipidicos, promovendo nédo s6 o aumento
das espécies reativas de oxigénio (EROs) bem como, reducdo da remocao dos
mesmos, induzindo a falha no potencial mitocondrial vicioso (Tamagno et al., 2021,
Zhao e Zhao, 2013). Esses autores verificaram que o estresse oxidativo reduziu a
funcdo da enzima a-secretase e aumentou atividade da [-secretase e y-secretase,
gerando circuito vicioso. O encéfalo utiliza cerca de 20% de oxigénio a mais que outros
orgaos, se tronando mais suscetivel a esse tipo de estresse, devido ao aumento de
EROs e ERNSs alterarem a permeabilidade da barreira hematoencefélica, diminuindo
a sinalizacdo sinaptica, progredindo a perda neuronal e auxiliando no
comprometimento cognitivo leve, déficits de memodria, principalmente no hipocampo e
cortex (Sharma et al., 2021; Twarowski et al., 2023; Cuestas Torres & Cardenas,
2020).

Representacdo simplificada da protedlise da APP
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Figura 2. Representacéo simplificada da protedlise da proteina percusora amiléide (APP). A) Via nédo-
amiloidogénica. B) Via amiloidogénica [Adaptado de Querfurth, 2010].
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Processo da Hiperfosforilacdo da Tau

Figura 3. Processo de hiperfosforilacdo da tau [Adaptado de Querfurth, 2010].

Sabe-se que a transicdo da perimenopausa para menopausa esta associada
com o surgimento da DA, uma vez que E2 influencia o processamento da proteina
precursora de amiloide (APP), diminuindo a producdo de peptideos AP ao favorecer
vias ndo amiloidogénicas, além do mais, ele atua nas mitocondrias aumentando a
producdo de ATP em neurdnios saudaveis do hipocampo, mantendo essa producéo
mesmo apos a instalacdo da A, associado a isso, foi relatado que este horménio
induz a desfosforilacéo da Tau (Villaseca et al., 2022; Rettberg et al., 2014). Durante
0 processo de transicao, os sistemas de protecdo sdo diminuidos, levando ao acumulo
de placas AB neurotdxicas, alterando a funcdo sinaptica, promovendo respostas
inflamatdrias, contribuindo para a morte neuronal e corroborando para a progressao
da DA (Breeze et al., 2024). Alem disso, E2 interage com as funcdes colinérgicas,
dopaminérgicas e mitocondriais, que parecem preceder a patologia de placas AB e
NFTs (Mufson et al., 2015).

Artigo recente relata que o E2 estd sendo considerado regulador chave da
atividade neuronal colinérgica, estando o sistema colinérgico no prosencéfalo basal
dependente da atividade do estrogénio para a manutencao de sua funcdo (Dumas et
al., 2026). Adicionalmente, evidéncias indicam que o E2 exdgeno € capaz de modular
o tbnus colinérgico tanto em humano quanto em animais, exercendo efeito

bY

neuroprotetor frente ao declinio cognitivo associado a redugdo dos horménios
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ovarianos durante a menopausa (Conley et al., 2024).

No processo de senescéncia a neurotransmissao da acetilcolina (ACh) declina,
resultando na hipofuncéo colinérgica, essa reducao juntamente com atrofia grave do
sistema colinérgico do prosencéfalo basal, especialmente do nucleo basal de Meynert
(NBM), séo consideradas parte da cascata fisiopatolégica na DA, pois sdo vulneraveis
ao acumulo de AB e NFTs (Kuhn et al., 2015; Kilimann et al., 2014; Sabandal et al.,
2022). O NBM compreende neurdnios colinérgicos do grupo Ch4 e constitui cerca de
90% dos neurbnios colinérgicos, esta localizado dentro de faixa continua de
estruturas, incluindo a amigdala, hipocampo e o cértex entorrinal, regides com alto
risco de degeneracao na patologia da DA, indicando que o posicionamento anatémico
do NBM seria a principal raz&o para sua vulnerabilidade aos NFTs (Fig 4) (Shafiee et
al., 2024). O NBM estéa envolvido principalmente com atencdo, memoria, plasticidade
motora, excitacdo e percepcao (Oswal et al., 2021; Rogozinski et al., 2022), além do
mais, evidéncias sugerem que a perda neuronal desse nucleo possa ser um dos
primeiros marcos de neurodegeneracdo na DA, auxiliando com o comprometimento
cognitivo, apresentando disfuncéo sinaptica e alteragdes na mielinizagéo, devido suas
extensas projecdes serem suscetiveis a patologia (Nemy et al., 2023).

Em pacientes com DA observa-se neurodegeneracdo acentuada acompanhada
de perda significativa de neurbnios colinérgicos e reducdo da atividade da
acetilcolinesterase (AChE), comprometendo a neurotransmissao colinérgica. Além de
sua funcéo classica na degradacdo da ACh, evidéncias indicam que a AChE pode
interagir diretamente com a presenilina-1, enzima importante no processo de clivagem
da APP, favorecendo o aumento na producdo de AR, aumentando assim as
concentragbes de AP, acelerando a disfungcdo cognitiva, além disso, alteragdes
colinérgicas podem corroborar para fosforilacdo anormal da proteina tau e inflamacéao
de células nervosas (Chen et al., 2022). Nesse contexto, o comprometimento do
sistema colinérgico, composto por receptores nicotinicos (nNAChR) e muscarinicos
(mAChR), essenciais para memoéria e aprendizagem torna-se ainda mais relevante.
InteracOes do receptor a7 nAChR e AP, classificaram esse receptor como um receptor
de AB, no qual, em condicdes fisioldgicas o AR secretado durante a atividade sinaptica
eleva liberacdo de neurotransmissores mediados por esse receptor nicotinico,
contudo, em condi¢gBes patolégicas como o acumulo exarcerbado de peptideos AR
leva a inibicao e internalizacdo desse receptor, reduzindo a sinalizacdo colinérgica e

desencadeando disfuncéo sinaptica (Pefalva et al.,2025).



26

Representacdo da posicado dos neurbnios colinérgicos no SNC em roedores

Figura 4. Representagdo da posi¢do dos neurdnios colinérgicos no SNC em roedores. Neurdnios Chl
estao localizados no septo medial, Ch2 e Ch3 estdo na extremidade vertical e horizontal da area de
Broca, respectivamente. Neurdnios Ch4 estdo no Nucleo Basal de Meynert. Os neur6nios Ch1-Ch4
ficam situados no prosencéfalo basal. Abreviagbes: BO- bulbo olfatério, AM- amigdala, NC- neocortex,
HP-hipocampo, TE- tronco encefalico e CB- cerebelo. [Adaptado de Castro, 2009].

A preservacao do fenétipo dos neurdnios colinérgicos basais (BFCNs) depende
fortemente do suporte trofico exercido pelo fator de crescimento nervoso (NGF)
endogeno, secretado pelos neurbnios piramidais. Além do NGF, o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) também desempenha funcdo fundamental no suporte aos
BFCNs e na manutencéo do fenétipo dos neurdnios piramidais, além disso, 0 BDNF
exerce funcédo fundamental nas fases inicial e tardia da potenciacéo de longo prazo e
esta intensamente envolvido nos processos de aprendizagem e memaria (Orciani et
al., 2022). A diminuicdo do BDNF e do NGF, acarreta hipotrofia dos neurénios
colinérgicos, uma vez que esses fatores colaboram para a recuperacdo desses
neurdnios em degeneracdo no prosencéfalo basal, aumentando a secrecdo de Ach,
além disso, o exercicio aumenta a expressdo do BDNF e NGF no hipocampo e
prosencéfalo basal (Hall e Savage, 2016).

O estilo de vida pode contribuir ou prejudicar o diagnostico e prognoéstico da DA
(de La Rosa et al., 2020), sabe-se que a inatividade fisica € fator de risco para a
doenca, auxiliando o declinio cognitivo no periodo de senescéncia, aumentando as
taxas de mortalidade e comorbidade. Entretanto, o exercicio fisico (EF) apresenta
efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, ampliando a capacidade de neurénios
resistirem ao estresse oxidativo, uma vez que, os oligdmeros A presentes no cérebro
com DA também podem promover a geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

gue danificam ainda mais os neurdnios e comprometem as func¢des cognitivas (Duzel
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et al., 2016; Hernandez-Alvarez et al., 2023; Dhapola et al., 2024). Também foi
relatado que o EF é capaz de melhorar o suprimento sanguineo cerebral, fornecendo
mais oxigénio (O2) e substratos energéticos, sugerindo que EF desencadeia efeitos
protetores contras as doengas neurodegenerativas (Dare et al., 2020).

Somando a isso, foi demonstrado que o exercicio aerébio (EA) atenua a
reducdo das fibras colinérgicas relacionadas a senescéncia, concomitantemente,
diminui a perda de fibras colinérgicas no hipocampo e malformacdo das mesmas no
prosencéfalo basal (Zong et al., 2022). O aumento da capacidade cardiorrespiratoria,
com EA, reduziu a atrofia cerebral juntamente com atenuagcédo da neurotoxidade,
formacdao das placas AB (Morris et al., 2017) e hiperfosforilagdo da tau, protegendo a
unidade neurovascular e degradacdes proteoliticas (de La Rosa et al., 2020; Vecchio
et al., 2018). Duzel e colaboradores (2016) verificaram que o EA aumentou a sintese
de BDNF, a plasticidade sinaptica e a quantidade de espinhas dendriticas na regiao
de CAl, giro denteado e cortex entorrinal. Associado a isso, foi evidenciado que a
corrida previniu a morte neuronal, intensificando a diferenciacdo dos neurénios,
produzindo menos citocinas inflamatorias no hipocampo, podendo reverter o declinio
da neurogénese e perda de memodria (Opendak e Gould, 2015), melhorando a
memoria espacial, atencdo e velocidade de processamento (Zhang et al., 2022;
Mitsushima et al., 2009).

Embora atualmente ndo exista modelo animal concreto que represente toda
sintomatologia e patologia da DA, lesées no NBM com acido iboténico (IBO) séo
utilizados como modelo adequado para a doenca, pois 0os modelos animais
apresentam alteracdes patoldgicas, bioguimicas e comportamentais semelhantes a
DA (Hosseini et al., 2017). O IBO é agonista do receptor NMDA que quando injetado
no cérebro de modelos animais ocasionam lesGes graves, induzindo o influxo
exacerbado de célcio (Ca?*) e, por ser neurotoxina, exacerba os sintomas
semelhantes a DA (Karthick et al., 2016).

Portanto, a hipotese do presente estudo € que o treinamneto aerdbio prévio
induz adaptacGes redox no hipocampo, reduz o dano oxidativo e promove maior
resisténcia a integridade neuronal frente a neurotoxicidade induzida pelo acido

iboténico em ratas senis.

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral
Analisar se a realizacdo prévia de treinamento aerébio minimiza a
neurotoxicidade induzida pelo IBO no NBM de ratas Wistar no periodo do

envelhecimento reprodutivo.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar dano oxidativo proteico e lipidico, defesa antioxidante enziméatica e
ndo-enzimética, apos realizacao do treinamento aerdbio (TA), no hipocampo e plasma
de ratas na periestropausa;

e Avaliar a atividade da acetilcolinesterase no hipocampo de ratas com 25
meses de idade, ap0s o TA, investigando possiveis alteracdes associadas ao

envelhecimento.

e Avaliar os possiveis efeitos preventivos da pratica do TA ap0s a injecdo de
IBO no NBM de ratas Wistar no periodo da senescéncia reprodutiva, sobre a

histologia no tecido hipocampal.

3 METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com o0s
Principios de Cuidados com Animais de Laboratério e as diretrizes do Comité
Institucional de Uso e Cuidado Animal, visando minimizar o sofrimento e reduzir o

nuamero de animais utilizados ao minimo necessario (processo n°® 1029-2023).

3.1 Animais

O estudo foi realizado com total inicial de 48 ratas Wistar (Rattus norvegicus
albinus) multiparas, saudaveis, com 21 meses de idade e ciclos estrais irregulares. Os
animais foram mantidos em ambiente controlado (22 + 2 °C; ciclo claro/escuro
invertido de 12/12 h; umidade relativa de 55 + 10%), com acesso ilimitado a 4gua e
racdo (Neovia Nutricdo e Saude Animal LTDA, Paulinia, SP, Brasil). As ratas que
apresentavam ciclo estral irregular, em diestro persistente (Ferreira et al., 2015);
Nicola et al., 2016), foram submetidas a analise de aderéncia ao exercicio fisico. A
partir disso, os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos: NT/NaCl (ndo
treinados/NaCl), NT/IBO (nao treinados/IBO), TA/NaCl (treinamento aerébio/NaCl) e
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TA (treinamento aerdbio/IBO). Todas as ratas participantes do estudo foram
submetidos a cirurgia estereotaxica, aos 25 meses de idade, para aplicacdo de
solucéo salina ou IBO no NBM. Durante o periodo de treinamento ou apos a cirurgia

estereotaxica, ocorreram 32 4bitos, resultando em amostra final de 16 ratas.

3.2 Determinacao dos grupos de trabalho e critério de incluséo

Apenas ratas multiparas com 21 meses de idade, com ciclos estrais irregulares
e aderentes ao treinamento fisico foram incluidas no estudo. O ciclo estral foi
verificado por meio de esfregacos vaginais e analisados em microscopio éptico por 2
semanas (Nicola et al., 2016; Ferreira et al., 2015; Long & Evans, 1922). ApGs essa
confirmacao, a treinabilidade das ratas foi avaliada para determinar a ades&o ao
treinamento fisico e minimizar as diferencas nos niveis de estresse do treinamento. A
adeséo ao TA foi avaliada utilizando a escala de desempenho de corrida (pontuada
de 1 a 5) proposta por Dishman (1988): 1) o animal se recusa a correr; 2) corrida
inconsistente (corre e para ou corre na direcdo errada); 3) corrida irregular; 4) boa
corrida (ocasionalmente corre na parte de tras da esteira); 5) excelente corrida (corre
permanentemente na parte da frente da esteira). Apenas as ratas que obtiveram

pontuacao igual ou superior a 3 foram incluidas nos grupos experimentais.

3.3 Delineamento experimental

Neste estudo investigamos os efeitos do TA no periodo da periestropausa de
ratas Wistar. O esquema do delineamento experimental esta apresentado na figura 5.
No 20° més das ratas foi realizado analise da citologia vaginal (Long e Evans, 1922;
Nicola et al., 2016; Ferreira et al., 2015) para inclus&o dos animais que apresentaram
ciclo estral irregular, caracterizando o periodo da periestropausa. Em seguida, essas
ratas foram submetidas ao teste incremental de velocidade maxima (TIVM) para verificar
a aderéncia ou ndo ao TA. Confirmada a inclusdo, as ratas foram distribuidas,
aleatoriamente, nos grupos experimentais. As ratas do grupo TA, realizaram o
treinamento 3 x vezes por semana (segunda, quarta e sexta), no periodo de 120 dias.
Aos 25 meses todas as ratas foram submetidos a cirurgia estereotaxica para a infusao
de solucéo salina ou acido iboténico no NBM. Vinte e dois dias ap0s a cirurgia as ratas
de ambos os grupos (NT e TA) realizaram o ultimo TIVM e 24 horas ap0s esse teste,

foi realizado a eutanasia.
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Delineamento experimental
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Figura 5. Delineamento experimental esquematico. Teste incremental de velocidade maxima (TIVM);
Treinamento aerébio (TA).
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3.4 Protocolo do treinamento aerdbio (TA)

A familiarizacdo com a esteira rolante foi realizada por trés dias consecutivos,
durante 10 minutos/dia, a velocidade de 10 metros por minuto (m/min) (Nokia et al.,
2016; dos Santos Silva et al., 2024). Apos a familiarizacédo, as ratas permaneceram
inativas por 24 horas e, posteriormente, realizaram o TIVM, conforme proposto por
Picoli e colaboradores (2018), para determinar a velocidade de trabalho de cada
animal e sua associacdo com o VO, max. O teste consiste em periodo inicial de
aguecimento de 5 minutos a velocidade de 6 m/min. Em seguida, a velocidade foi
aumentada para 11,4 m/min, seguida por aumento de 5,4 m/min a cada 3 minutos de
corrida, até a exaustdo, caracterizada pela incapacidade do animal de continuar por
mais de 10 segundos, atingindo assim o VO_ pico (Picoli et al., 2018). A inclinacéo foi
mantida em 0°. O programa de treinamento consistiu em sessoes ininterruptas de 40
minutos a 70% do VO, pico obtido no teste incremental, caracterizando o uso
predominante da via aerodbica, trés vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira)
durante periodo de 120 dias, com inicio aos 21 meses. A cada quatro semanas de
treinamento, novo teste incremental de velocidade foi realizado para ajustar a

intensidade do treinamento.

3.5 Modelo de Neutoxicidade Induzida por IBO
A cirurgia estereotaxica foi realizada para infundir NaCl ou IBO nas ratas com
25 meses de idade. As ratas foram anestesiadas com cloridrato de cetamina® (0,1

mL/100 g) combinado com cloridrato de xilazina® (0,04 mL/100 g) e fixadas em
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aparelho estereotaxico. A infusdo unilateral de 1,0 yL de solucéo salina ou IBO foi
realizada no NBM com seringa para microlitros (Hamilton-Reno, EUA) com base nas
coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (AP =1,32 mm, ML=%22,9 mm, DV =7,5
mm). O IBO foi dissolvido em solug¢do salina (veiculo) a concentracéo de 5 pg/1 uL
para infusdo unilateral (1,0 L, infusdo de 0,1 puL/min) no NBM. Apés a injegéo, a
agulha foi mantida no local mais 1 minuto para evitar refluxo. Os animais dos grupos
NaCl receberam solugédo salina (1,0 pL, infusdo de 0,1 pyL/min) para garantir as
mesmas condi¢des do grupo IBO (Karthick et al., 2016; Hosseini et al., 2013). Apos a
cirurgia, os animais foram mantidos em repouso por 22 dias para se recuperarem da
cirurgia estereotaxica e para que a neurotoxina induzisse danos gquimicos ao grupo
lesionado (adaptado de Goshadrou & Sadeghi, 2020).

3.6 Coleta do material biolégico

As ratas dos grupos experimentais foram sacrificadas por decapitacdo (8
animais) realizada pela manha (das 8h as 11h — ciclo escuro) para minimizar os efeitos
do ritmo circadiano. Todos os animais foram eutanasiados 24 horas apds o ultimo
teste incremental de velocidade maxima. Amostras de sangue foram obtidas do tronco
encefalico e os cérebros foram rapidamente removidos e congelados a -80 °C.
Amostras de sangue coletadas em tubos heparinizados foram centrifugadas e o
plasma foi armazenado congelado (-20 °C) para posterior andlise bioguimica. Os
cérebros foram rapidamente removidos e deixados por aproximadamente 1 minuto
sobre superficie metalica resfriada com gelo para evitar a degradacéo de proteinas.
Em seguida, os cérebros foram seccionados sagitalmente e os hipocampos foram
dissecados, imersos em tampao fosfato (50 mmol/L, pH 7,4) para remover 0 excesso
de sangue superficial e armazenados a -80 °C para posterior analise do estado redox

do hipocampo.

3.7 Andlise de Estresse Oxidativo

Este estudo analisou o estado redox do plasma e do hipocampo em ratas nao
treinadas e em ratas submetidas a treinamento aerébio, com ou sem exposi¢cao ao
acido iboténico no nucleo basal de Meynert (NBM).

3.7.1 Preparacao do Homogenato

No dia da analise bioguimica, os hipocampos isolados foram descongelados
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em gelo e lavados em solucgéo salina gelada (0,9% p/v NaCl). Homogeneizador Potter-
Elvehjem (modelo MA 099; Marconi, Piracicaba, SP — Brasil) foi usado para preparar
homogeneizados de hipocampo a 10% em tampao fosfato de potassio 50 mmol/L (pH
7,4) contendo 0,2% (v/iv) de Triton X-100, 10 mmol/L de &cido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA) e 2 mmol/L de fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF). Os homogeneizados foram centrifugados (Eppendorf R 5810; Eppendorf,
Hamburgo — Alemanha) a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado, aliqguotado e armazenado a -80 °C por menos de 2 semanas até as andlises
do estado redox: proteina total (PT), proteina carbonilada (PC), espécies reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), capacidade antioxidante total ndo enzimatica (TAC) por
reducdo de ferro (FRAP), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx); os sobrenadantes utilizados para a determinacdo da glutationa
reduzida total (GSH) foram preparados em &acido tricloroacético (TCA) a 5% (p/v)
contendo 2 mmol/L de acido dietilenotriaminopentaacético (EDTA), centrifugados a
4.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Para o teor de proteina, uma amostra de albumina
sérica bovina (BSA) (1 mg/mL) foi usada como padrao (Hartree, 1972; Lowry et al.,

1951), sendo as absorbancias lidas a 660 nm e os resultados expressos em pg/pL.

3.7.2 Determinacdo de proteina carbonilada e dano oxidativo lipidico

A concentracdo de proteina carbonilada (PC) foi quantificada (450 nm) pelo
método alcalino de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Mesquita et al., 2014). O teor de
carbonila foi calculado usando o coeficiente de extingdo molar (€450 = 22,308 Mt cm?).
A peroxidacao lipidica foi avaliada pela concentracdo de TBARS (532 nm) (Buege;
Aust, 1978). A quantidade de aldeidos formados foi calculada pelo coeficiente de
extingdo molar (€532 = 1,56 x 105 M1 cm?).

3.7.3 Determinacao da defesa antioxidante ndo-enzimatica

A TAC foi determinada espectrofotometricamente (593 nm) usando a
capacidade redutora férrica do plasma (FRAP), conforme descrito anteriormente por
Benzie e Strain (1996). Os resultados foram calculados usando curva padrdao com
diferentes concentracdes de solugdes de FeSO4. A concentragdao de GSH foi
determinada usando 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Beutler e colaboradores (1963). A quantidade de

GSH foi determinada pelo coeficiente de extingdo molar conhecido de GSH (1,36 x
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104 Mt cm?). Ao contrério do hipocampo, os sobrenadantes de plasma usados para a
determinacao do GSH total foram preparados em TCA a 10% (p/v) contendo 2 mmol/L
de EDTA. Posteriormente, a mistura foi homogeneizada em vortex e a absorbancia foi
medida a 412 nm para detectar o conteido de GSH. Os niveis de GSH foram expressos

por grama de proteina total.

3.7.4 Determinacédo da defesa antioxidante enzimética

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente (420 nm)
medindo-se a taxa de inibicdo da auto-oxidacao do pirogalol em tampéao Tris-HCI 50
mmol/L (pH 8,2) contendo 1 mmol/L de &cido dietilenotriaminopentaacético (DTPA).
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir
a taxa de auto-oxidacéo do pirogalol em 50% (Marklund; Marklund, 1974).

A atividade da CAT foi determinada espectrofotometricamente (240 nm)
medindo-se a taxa de decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H202) em tampéo
fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,0) (Aebi, 1984). As unidades de atividade
enzimatica foram determinadas utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do H2O>
(€240 = 0,0394 mM* cm). Uma unidade de atividade da CAT foi definida como a
guantidade de enzima necessaria para decompor 1 mmol de HO; durante 1 minuto.

A atividade da GPx foi determinada pelo método que utiliza peréxido de di-terc-
butila como substrato da reacdo, com a GSH oxidada pela GPx, gerando GSSG, que
€ convertido em GSH pela glutationa redutase (GR), consumindo uma molécula de
NADPH nesta reagdo (Wendel, 1981). A atividade enzimatica de GPx foi determinada
espectrofotometricamente monitorando o consumo de NADPH a 340 nm em meio
contendo tampéao fosfato de s6dio 50 mmol/L (pH 7,5), EDTA 1 mmol/L, NADPH 0,1
mmol/L, azida de sddio 0,4 mmol/L, GR 0,1 U/mL, GSH 1 mmol/L, peréxido de terc-
butila 0,5 mmol/L e as amostras. A azida de sédio foi utilizada para bloquear
aatividade da catalase. A diminuicédo linear da taxa de absor¢ao definida como 1 mmol
de NADPH consumido por minuto, utilizando o coeficiente de extincdo molar (€340 =
6,2 mM* cm).

3.8 Determinacao da atividade da acetilcolinesterase (AChE)
Os hipocampos foram processados conforme descrito anteriormente para

analise do estado redox, sendo o sobrenadante utilizado para a determinagcdo da
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atividade da AChE. A atividade dessa enzima foi determinada pelo método de Ellman
(Ellman et al., 1961) com adaptacGes para placa de 96 pocos e condicdes
experimentais do presente estudo. A andlise baseia-se na hidrélise do iodeto de
acetiltiocolina (ATCI) e subsequente formacdo do anion 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB),
cuja formacao foi monitorada espectrofotometricamente (412 nm). A absorbancia foi
registrada ao longo de 6 minutos, com leituras em intervalos regulares, sendo este
periodo previamente estabelecido com base na linearidade da reacdo. A atividade
enzimatica foi calculada a partir da variagédo da absorbancia por minuto (AAbs/min),
sendo os valores convertidos em concentracao utilizando o coeficiente de extingéo
molar do TNB (€412 = 1,36 x 10* M™t cm™). Os resultados foram normalizados pela
concentracdo de proteina total das amostras e corrigidos pelo fator de diluicdo na

mistura reacional, sendo expressos em pmol/min/g de proteina.

3.9 Eutanasia por perfuséo transcardiaca

No total 8 animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (Syntec® 80
mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina (Syntec® 40 mg/kg/ip), para a exposicao da regiao
tordcica e incisdo da canula no ventriculo esquerdo. Apds o clampeamento da aorta
abdominal, uma canula conectada a bomba de perfusdo (Miniplus 3 GILSON®) foi
introduzida até atingir a aorta ascendente para clampeamento do musculo cardiaco e
inicio da perfusado. A perfuséo foi inicialmente realizada com solucgéo salina (20 mL por
animal) durante 10 minutos (lavagem sistémica do animal), seguida de
paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0,1 mmol/L pH 7,4 durante 50 minutos
(fixacdo do tecido cerebral). Finalmente, os cérebros foram removidos e colocados em
recipiente com solucao de paraformaldeido a 4% por 2 horas em refrigerador. Ao final
desse periodo, foram imersos em solugdo de sacarose a 30% diluida em PB 0,2
mmol/L, onde permaneceram até a saturacdo (aproximadamente 48 h). Em seguida,
0s cérebros foram cuidadosamente secos em papel absorvente e congelados por
imersdo rapida em isopentano (temperatura entre -45 e -50°C) por 1 min.
Imediatamente apds, foram armazenados a -80°C para analises histologicas

subsequentes.

3.9.1 Andlise Histoldgica com cresil violeta

Cortes coronais (12 um de espessura) foram realizados utilizando criostato
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(Leica CM3050 S). Apos o inicio da visualizacdo das regiées do hipocampo, de acordo
com o atlas de Paxinos e Watson (2007), foram realizados trés cortes (em triplicata)
de cada cérebro para visualizacdo ao microscopio e confirmacao da morfologia. Apés
a etapa de seccionamento, a coloragdo com cresil violeta (Buylla et al., 1990) foi
realizada para quantificar os corpusculos de Nissl nas células neurais. Inicialmente,
realizou-se a etapa de extracao lipidica (agua destilada (dH20), alcool (EtOH) 50%,
70%, 95% I, 95% II, 100% I, 100% II, xileno I, xileno 1), seguida da etapa de coloragao
(EtOH 100% I, 100% II, 100%, 95% Il, 95% I, 70%, 50%, dH-0, tionina, dH»0, dH-0,
EtOH 50%, 70%, 95% I, 95% II, 100% I, 100% II, xileno I, xileno Il, xileno IIl). Em
seguida, as laminas foram montadas e analisadas utilizando microscépio Leica
acoplado a camera digital (Leica DM4000 B; Wetzlar, Alemanha). Foram realizadas
fotografias das regibes CAl e CA3 do hipocampo das ratas. As analises foram
realizadas utilizando objetiva de ampliacéo de 40x no programa LAS V4.2. Para obter
os parametros das diferentes regibes do hipocampo, volume de interesse (VOI) de
100 um foi determinado em cada regido para a contagem manual de células neurais
Nissl-positivas nas regides CAl e CA3 das imagens digitalizadas. Apenas células com

nucleos e nucléolos identificaveis foram contadas.

3.10 Analise Estatistica

Os dados obtidos neste estudo estdo expressos como média * erro padrédo da
média (EPM). Para a analise do teste incremental de velocidade maxima (TIVM),
foram realizadas abordagens estatisticas diferentes, conforme o0 objetivo
experimental. A comparacdo do desempenho (TIVM) das ratas do grupo NT, no inicio
(21° més de idade) e ao final (25° més de idade) do periodo experimental foi realizada
pelo teste t de Student. O mesmo teste também foi utilizado para comparar 0s grupos
NT e TA apds a cirurgia estereotaxica, considerando que, no inicio do 25° més de
idade as ratas receberam infuséo intracerebral de NaCl (TA/NacCl) ou acido iboténico
(TA/IBO), sendo as avaliacdes realizadas 22 dias apos o procedimento (25 x 25
meses). A analise longitudinal do desempenho das ratas submetidas ao TA ao longo
dos meses experimentais (21° ao 25° més de idade) foi realizada por ANOVA de uma
via, seguida do teste post hoc de Tukey. Para as andlises de estresse oxidativo, da
atividade da acetilcolinesterase e da marcacgéo de corpusculos de Nissl, a normalidade

foi analisada pelo reste de Shapiro-Wilk, e foi utilizada ANOVA de duas vias,
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considerando os fatores treinamento (NT vs. TA) e intervencgéo (NaCl vs. IBO). Quando
identificadas diferencas significantes, aplicou-se o teste post hoc de Tukey para
comparacdes multiplas entre os grupos. O tamanho de efeito das analises de variancia
foi estimado pelo eta quadrado parcial (n?,; partial eta squared). O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p < 0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism, versédo 10 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

4 RESULTADOS

4.1 Parametros Gerais

A analise de esfregacos vaginais de ratas Wistar aos 20 meses revelou as fases
de diestro | em 48% e diestro Il em 32% dos casos durante o periodo de analise do
ciclo estral em todas as ratas experimentais, caracterizando o periodo de diestro
persistente (Figura 6). Essa irregularidade no ciclo estral foi marcada por maior
variabilidade na duracdo das fases do ciclo estral e recorréncia da citologia vaginal
leucocitaria em 3 ou 4 ciclos, caracteristica da fase de periestropausa, indicando essas

ratas a serem incluidas no estudo da senescéncia reprodutiva.

Ciclo estral
20 Meses

Bor WMDon WE Br

Figura 6. Incidéncia das fases do ciclo estral das ratas Wistar com 20 meses em periodo equivalente
a trés ciclos consecutivos. Abreviacdes: P = proestro; E = estro; D | = diestro I; D 1l = diestro .

As ratas de todos os grupos experimentais apresentaram diminuicdo no peso
corporal ao final de 25 meses, em comparagdo com 0 peso aos 20 meses de idade.
No entanto, essa reducdo foi significante das ratas do grupo NT-NaCl. Além disso, ndo

foi observada reducéao significante no peso uterino e ovariano entre 0s grupos.
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Tabela 1 — Peso corporal, uterino e ovariano das ratas dos grupos experimentais:

Peso corporal Pesocorporal , Peso dos
o ) Peso do atero L
inicial (9)- final (g)- 25 (9)- 25Me ovarios (9)-
20Me Me 9 25Me

NT-NaCl 415,3+14,17  336,8+22,80* 0,807+0,130 0,116+0,010
NT-IBO 406,5+15,02 366,5+15,64 0,854+0,136 0,135+0,004
TA-NaCl 386,0+11,36 368,7+13,85 0,934+0,314 0,175+0,034
TA-IBO 372,0+14,23 344,3+15,39 0,853+0,270 0,158+0,037

Tabela 1. Os valores representam a média + erro padrao da média (EPM) dos grupos experimentais.
NT = ndo treinado; TA = treinamento aerdbio; NaCl = solucéo salina; IBO = &cido iboténico. Namero de
animais por grupo = 6-8. * p = 0,016 vs NT-NaCl 20Me.

4.2 Treinamento Aerdbio

O parametro analisado TIVM foi realizado a cada quatro semanas com 0
objetivo de ajustar a velocidade do treinamento (do 1° ao 5° teste). O sexto e Ultimo
teste foi conduzido apés a cirurgia estereotaxica, na qual as ratas dos grupos NT-NaCl
e TA-NaCl receberam infuséo de solucdo salina e as dos grupos NT-IBO e TA-IBO
receberam acido iboténico. ApGs o procedimento, as ratas permaneceram em repouso
(22 dias) para recuperacéao e para que o acido induzisse os danos quimicos nas ratas.
No grupo NT, o TIVM foi avaliado aos 21 e 25 meses. Nesses grupos, tanto o NT-NaCl
(Figura 7A) quanto o NT-IBO (Figura 7B) apresentaram reducdo significante na
velocidade maxima aos 25 meses quando comparados a eles mesmos aos 21 meses
de idade, indicando possivel diminuicdo da capacidade cardiorrespiratoéria.

Os animais do grupo TA, tanto os que receberam NaCl quanto os que
receberam IBO (Figuras 7C e 7D, respectivamente), ndo apresentaram reducao
cardiorrespiratéria significante ao longo dos testes incrementais, indicando possivel
adaptacdo ao TA. Embora tenha ocorrido discreta reducéo no ultimo teste, realizado
apos a cirurgia, o desempenho permaneceu relativamente estavel, sem alteracoes

estatisticamente significantes.
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Figura 7. Analise do teste incremental de velocidade maxima (TIMV) em ratas Wistar senis. A e B:
Teste aerdbio realizado em ratas Wistar com 21 e 25 meses de idade (grupos NT/NaCl e NT/IBO). C e
D: Teste de velocidade incremental realizado durante o periodo de treinamento (3x/semana/120 dias)
em ratas Wistar com idade entre 21 e 25 meses (grupos TA/NaCl e TA/IBO). O TIVM refere-se ao
primeiro (T1), segundo (T2), terceiro (T3), quarto (T4) e quinto (T5) testes. A cirurgia estereotéxica para
infusdo de NaCl (grupos NT e TA-NaCl) ou IBO (grupos NT e TA-IBO) foi realizada 22 dias antes do 6°
teste. Os valores sao apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Os dados do grupo TA
foram analisados por ANOVA de uma via e post test de Tukey, enquanto os dados do grupo NT foram
analisados por teste t de Student pareado. Os resultados estdo apresentados como média + erro padréo
da média (EPM). *p = 0,0493; **p = 0,0075.

A analise estatistica realizada entre os grupos TA-NaCl e TA-IBO no sexto e
ultimo TIVM (Figura 8) revelou diferenga estatisticamente significante entre os grupos.
As ratas do grupo TA-IBO apresentaram maiores valores de velocidade maxima em

relacéo ao grupo TA-NaCl, mostrando melhor desempenho no teste final.
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TIVM das ratas do grupo TA apés cirurgia estereotaxica
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Figura 8. Analise do TIVM das ratas do grupo TA apdés cirurgia estereotéxica. Ratas wistar senis
realizaram treinamento aerdbio (3x/semana/120 dias) desde o 21° até o 25° més de idade. Os dados
do 6° teste de velocidade dos grupos TA-NaCl e TA-IBO foram analisados pelo teste t de Student ndo
pareado; os valores s&o apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). **p= 0,0063.

4.3 Estresse Oxidativo

4.3.1 Dano oxidativo proteico apoés arealizagado do TA

A concentracdo de proteina carbonilada (PC) no hipocampo (Fig. 9A) foi
analisada por ANOVA de duas vias, considerando os efeitos do TA e da administracao
de acido iboténico. Nao foi observado efeito significante da interacdo dos fatores
(F(1,12) = 0,61; p = 0,45; n% = 0,049). Da mesma forma, o fator IBO ndo apresentou
efeito significante (F(1,12) = 0,57; p = 0,47; n?% = 0,045), sugerindo impacto reduzido
sobre os niveis de carbonilacdo proteica. Em contraste, o TA promoveu efeito
altamente significante (F(1,12) = 82,57; p < 0,0001; n?% = 0,873), com tamanho de
efeito muito elevado, indicando que o TA foi o principal determinante das alteracdes
observadas na proteina carbonilada no hipocampo. Andlises post hoc de Tukey
mostraram reducao significante de PC no hipocampo das ratas que realizaram o TAe
receberam NaCl (p = 0,0005) ou IBO (p < 0,0001).

A analise da concentracdo de PC no plasma (Fig. 9B) também néo revelou
efeito significante da interagdo dos fatores (F(1,12) = 1,55; p = 0,24; n?% = 0,114). O
fator IBO apresentou efeito significante (F(1,12) = 6,87; p = 0,022; n% = 0,364), com
tamanho de efeito moderado a elevado, sugerindo que o IBO influenciou os niveis de
carbonilacdo proteica no plasma. Por outro lado, o TA apresentou efeito com
tendéncia a significancia (F(1,12) = 4,60; p = 0,053; n% = 0,277), indicando efeito de

magnitude moderada sobre essa variavel. A andlise post hoc de Tukey né&o
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demonstrou a ocorréncia de resultados com diferencas significantes.

Dano oxidativo proteico
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Figura 9 - Dano oxidativo proteico. Concentracdo de proteina carbonilada no hipocampo (A) e plasma
(B) apds a realizagdo do treinamento aerdbio (3x/semana/120 dias) em ratas senis (21 - 25 Me). Os
dados foram analisados por two-way ANOVA seguido de testes post hoc com mdltiplas comparacoes.
Os valores séo apresentados como média + (EPM). Simbolos para diferenca de significancia entre os
grupos: ¢ = treinamento (TA/NT); a = intervencao (NaCl/IBO); Post hoc de Tukey: (A) ***p = 0,0004 (vs
NT-NaCl); **** p<0,0001 (vs NT-IBO); Numero de animais 4/grupo.

4.3.2 Dano oxidativo lipidico ap6s arealizacdo do TA

A analise por ANOVA de duas vias dos niveis de TBARS no hipocampo (Fig.
10A), revelou a ocorréncia nao significante da interacéo dos fatores (F(1,12) =0,13; p
=0,72; n% = 0,011). Da mesma forma, o fator IBO ndo apresentou efeito significante
(F(1,12) = 0,13; p = 0,72; n? = 0,010), sugerindo impacto minimo sobre os niveis de
peroxidacao lipidica. Em contraste, o TA promoveu efeito altamente significante
(F(1,12) = 74,66; p < 0,0001; n% = 0,861), com tamanho de efeito muito elevado,
indicando que o treinamento foi o principal determinante das alteragcdes observadas
nos niveis de TBARS no hipocampo. Assim, 0 post hoc de Tukey demonstrou que
tanto os animais do grupo TA-NaCl (p = 0,0002) quanto os do grupo TA-IBO (p =
0,0004) apresentaram reducéo significante desse dano no hipocampo.

A analise ANOVA de duas vias dos niveis de TBARS no plasma (Fig. 10B)
mostrou o efeito ndo significante da interacao dos fatores (F(1,12) = 0,00012; p = 0,99;
n%= 0,00001), indicando auséncia de interagéo do TA x IBO. O fator IBO apresentou
efeito altamente significante (F(1,12) = 27,82; p = 0,0002; n%, = 0,699), com tamanho
de efeito elevado, demonstrando forte influéncia da infuséo de IBO sobre os niveis de
peroxidacao lipidica no plasma. Além disso, o TA também promoveu efeito significante
(F(1,12) = 6,68; p = 0,0239; n% = 0,357), com magnitude moderada a alta, mostrando
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gue o TA contribuiu para as alteragdes observadas nessa variavel. A analise post hoc
de Tukey demonstrou menor atividade de TBARS nos grupos que receberam IBO (NT:
p=0,0134 e TA: p=0,0131).

Dano oxidativo lipidico
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Figura 10. Dano oxidativo lipidico. Concentracdo de TBARs no hipocampo (A) e plasma (B) ap0s a
realizacdo do treinamento aerébio (3x/semana/120 dias) em ratas senis ( 21 - 25 Me). Os dados foram
analisados por two-way ANOVA seguido de testes post hoc com mdltiplas comparacdes. Os valores
sdo apresentados como média + (EPM). Simbolos para diferenca de significancia entre os grupos: ¢ =
treinamento (TA/NT); a= intervencgédo (NaCl/IBO); Post hoc de Tukey: (A) *** p = 0,0004 (vs NT-IBO); (B)
*p =0,0134 (vs NT-NaCl); *p =0,0131 (vs TA-NaCl); Nimero de animais 4/grupo.

4.3.3 Defesa antioxidante ndo enziméatica ap0s arealizacdo do TA

A analise da capacidade antioxidante total (TAC) ndo enzimatica no hipocampo
(Fig. 11A) revelou efeito significante da interacdo dos fatores (F(1,12) = 6,25; p =
0,0279; n% = 0,342). Além disso, o fator IBO apresentou efeito significante (F(1,12) =
5,80; p = 0,033; n?% = 0,326), com tamanho de efeito moderado a elevado. O TA
também promoveu efeito significante (F(1,12) = 17,72; p = 0,0011; n% = 0,596), com
tamanho de efeito elevado, sugerindo forte influéncia do TA sobre a capacidade
antioxidante no hipocampo. A analise post hoc de Tukey demonstrou aumento
significante (p = 0,0023) de TAC no hipocampo das ratas que realizaram TA e nas
ratas NT apds a infusdo de NaCl (p= 0,0209).

A TAC no plasma (Fig. 11B), analisada por ANOVA de duas vias, mostrou efeito
nédo significante da interagéo dos fatores (F(1,12) = 0,65; p = 0,44; n? = 0,051). O fator
IBO apresentou efeito significante (F(1,12) = 11,08; p = 0,006; n*} = 0,480), com
tamanho de efeito elevado, sugerindo forte influéncia da infusdo de IBO sobre a

capacidade antioxidante plasmatica. O TA também promoveu efeito significante
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(F(1,12) =9,26; p=0,010; n?% = 0,435), com tamanho de efeito elevado, indicando que
o TA contribuiu significantemente para as alterac6es observadas nessa variavel. A
analise post hoc de Tukey ndo demonstrou a ocorréncia de resultados com diferencas

significantes.
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Figura 11. Defesa antioxidante ndo enzimatica. Analise da defesa antioxidante ndo enzimatica (TAC)
no hipocampo (A) e no plasma (B) apds treinamento aerébio (3x/semana/120 dias) em ratas senis (21
- 25 Me). Os dados foram analisados por two-way ANOVA seguido de testes post hoc com mudltiplas
comparacdes. Os valores sdo apresentados como média + (EPM). Simbolos para diferenca de
significancia entre os grupos: g = interagdo (treinamento x intervencéo); ¢ = treinamento (TA/NT); a=
intervencdo (NaCl/IBO); Post hoc de Tukey: (A) **p = 0,0023 (vs NT-NaCl); *p = 0,0209 (vs NT-NaCl);
Numero de animais 4/grupo.

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo foram analisados por
ANOVA de duas vias (Fig. 12A). Foi observado efeito significante da interacdo dos
fatores (F(1,12) = 6,47; p = 0,0257; n% = 0,351). O fator IBO também apresentou efeito
significante (F(1,12) = 6,48; p = 0,026; n% = 0,351), com tamanho de efeito moderado
a elevado. Além disso, o TA promoveu efeito altamente significante (F(1,12) = 31,12;
p <0,0001; n% = 0,722), com tamanho de efeito elevado, indicando forte influéncia do
treinamento sobre os niveis de GSH no hipocampo. A analise post hoc de Tukey dos
parametros de defesa antioxidante ndo enzimatica demonstrou que o IBO influencia
significantemente as concentracbes de GSH no hipocampo das ratas NT. Foram
observadas diferencas significantes entre os grupos NT-IBO vs NT-NaCl (p = 0,0166)
e NT-IBO vs TA-IBO (p = 0,0005).

No plasma (Fig. 12B), os niveis de GSH analisados por ANOVA de duas vias

evidenciaram a ndo ocorréncia de efeitos significantes da interacdo dos fatores
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(F(1,12) = 0,22; p = 0,65; n*p = 0,018), nem do fator IBO (F(1,12) = 0,09; p=0,77; n’p
= 0,008), tampouco do TA (F(1,12) = 0,37; p = 0,55; n?p = 0,030). Esses resultados
indicam que néo houve influéncia significante dos fatores analisados sobre os niveis

de GSH no plasma, sendo os tamanhos de efeito considerados pequenos.
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Figura 12. Defesa antioxidante ndo enzimatica. Andlise da defesa antioxidante ndo enzimatica da
glutationa reduzida (GSH) no hipocampo (A) e no plasma (B) apds treinamento aerdébio (3x/semana/120
dias) em ratas senis (21 - 25 Me). Os dados foram analisados por two-way ANOVA seguido de testes
post hoc com mudltiplas comparacgdes. Os valores sdo apresentados como média £+ (EPM). Simbolos
para diferenca de significaAncia entre os grupos: g = interacdo (treinamento x intervencao); Post hoc de
Tukey: (A) *p =0,0166 (vs NT-NaCl); *** p=0,0005 (vs NT-IBO). Nimero de animais 4/grupo.

4.3.4 Defesa Antioxidante Enzimatica

A atividade da superoxido dismutase (SOD) no hipocampo (Fig. 13A), analisada
por ANOVA de duas vias, ndo revelou a ocorréncia de efeitos significantes da
interagdo dos fatores (F(1,12) = 2,99; p = 0,11; n% = 0,199) nem do fator IBO (F(1,12)
= 2,20; p = 0,16; n?% = 0,155), embora ambos apresentem tamanhos de efeito
moderados. Em contraste, o TA promoveu efeito altamente significante (F(1,12) =
90,86; p < 0,0001; n% = 0,883), com tamanho de efeito muito elevado, indicando forte
influéncia do TA sobre a atividade da SOD no hipocampo. O teste post hoc de Tukey
mostrou que as ratas treinadas (TA-NaCl: p = 0,0007 e TA-IBO: p < 0,0001)
apresentaram menor atividade enzimética da SOD.

A atividade da SOD no plasma (Fig. 13B) revelou efeito ndo significante da
interacao dos fatores (F(1,12) = 0,45; p = 0,52; n? = 0,036). O fator IBO apresentou
efeito significante (F(1,12) = 8,33; p = 0,0137; n% = 0,410), com tamanho de efeito

moderado a elevado, sugerindo influéncia da infuséo de IBO sobre a atividade da SOD



44

plasmatica. O TA também promoveu efeito significante (F(1,12) = 5,86; p = 0,0323; n%
= 0,328), com magnitude moderada, indicando que o TA contribuiu para as alteracdes
observadas nessa variavel. A andlise de post hoc também mostrou que as
concentracdes de SOD no plasma ndo apresentaram alteracdes significantes entre os
grupos.
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Figura 13. Defesa antioxidante enzimatica. Analise da defesa antioxidante enzimatica da superoxido
dismutase (SOD) no hipocampo (A) e no plasma (B) ap6s treinamento aerdbio (3x/semana/120 dias)
em ratas senis ( 21 - 25 Me). Os dados foram analisados por two-way ANOVA seguido de testes post
hoc de Tukey. Os valores sdo apresentados como média + (EPM). Simbolos para diferenca de
significancia entre os grupos: ¢ = treinamento (TA/NT); a = intervengdo (NaCl/IBO); Post hoc de Tukey:
(A) **p =0,0007 (vs NT-NaCl); **** p < 0,0001 (vs NT-IBO). Nimero de animais 4/grupo.

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi analisada por ANOVA de duas
vias (Fig. 14). No hipocampo (Fig. 14A) nao foram observados efeitos significantes da
interag&o dos fatores (F(1,12) = 0,86; p = 0,37; n% = 0,067) nem do fator IBO (F(1,12)
=0,55; p=0,47; n’p = 0,044), indicando influéncia limitada desses fatores sobre essa
variavel. Em contraste, o TA promoveu efeito altamente significante (F(1,12) = 35,10;
p < 0,0001; n% = 0,745), com tamanho de efeito elevado, indicando que o TA foi o
principal determinante das alteracdes observadas na atividade da GPx no hipocampo.
A analise de comparacdes multiplas de Tukey demonstrou que ambos 0s grupos TA
apresentaram diminui¢cdo da atividade da GPx em comparacdo aos grupos NT (NT-
NaCl: p = 0,0187 e NT-IBO: p = 0,0020).

A GPx no plasma (Fig. 14B) nao apresentou efeito significante da interacao dos
fatores (F(1,12) = 4,05; p = 0,067; n%} = 0,253), embora tenha sido identificada

tendéncia com tamanho de efeito moderado. O fator IBO também apresentou
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tendéncia a significancia (F(1,12) = 3,55; p = 0,084; n?, = 0,228), sugerindo possivel
influéncia sobre a atividade da enzima. Por outro lado, o TA néo apresentou efeito
significante (F(1,12) = 2,31; p = 0,15; n?% = 0,161), sugerindo efeito de magnitude

moderada, porém sem significancia estatistica.
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Figura 14. Defesa antioxidante enzimética. Anélise da defesa antioxidante enzimética da glutationa
peroxisade (GPx) no hipocampo (A) e no plasma (B) ap6s treinamento aerdbio (3x/semana/120 dias)
em ratas senis (21 — 25 Me). Os dados foram analisados por two-way ANOVA seguido de testes post
hoc com multiplas comparacdes. Os valores sdo apresentados como média + (EPM). Simbolos para
diferenca de significancia entre os grupos: ¢ = treinamento (TA/NT); Post hoc de Tukey: (A) *p = 0,0187
(vs NT-NaCl); ™ p = 0,0020 (vs NT-IBO). Numero de animais 4/grupo.

A analise por ANOVA de duas vias da atividade da catalase (CAT) no plasma
(Fig. 15) evidenciou a ocorréncia de efeito ndo significante da interacdo dos fatores
(F(1,12) =2,61; p=0,13; n? =0,179), nem do fator IBO (F(1,12) =0,10; p =0,75; n% =
0,008). Por outro lado, o TA promoveu efeito significante (F(1,12) = 7,94; p = 0,0155;
n% = 0,398), com tamanho de efeito moderado a elevado, mostrando que o TA
influenciou significantemente a atividade da CAT no plasma. A analise post hoc
demonstrou que os animais do grupo TA-IBO apresentaram maior acao sistémica
dessa enzima em comparacdo aos animais nao treinados (NT-IBO: p = 0,0375). A
andlise dessa enzima no tecido hipocampal ndo apresentou resultados detectaveis,
pois ndo foi observada atividade enzimatica mensuravel nas amostras analisadas.
Foram realizadas varias tentativas de padronizacdo, incluindo variagdes nas
condicOes experimentais e ensaios com a enzima pura como controle positivo. No
entanto, mesmo sob essas condi¢cdes, nao foi possivel detectar atividade da CAT

tornando a quantificacdo confiavel dessa enzima inviavel no presente estudo.
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Figura 15. Defesa antioxidante enzimatica. Analise da defesa antioxidante enzimatica da catalase
(CAT) no plasma apds treinamento aerobio (3x/semana/120 dias) em ratas senis (21 - 25 Me). Os dados
foram analisados por two-way ANOVA seguido de testes post hoc com miltiplas comparagées. Os
valores s@o apresentados como média + (EPM). Simbolos para diferenca de significancia entre os
grupos: ¢ = treinamento (TA/NT); Post hoc de Tukey: * p= 0,0375 (vs NT- IBO). NUmero de animais
4/grupo.

4.4. Determinacéo da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AchE (Fig.16) foi analisada por ANOVA de duas vias
(treinamento x intervengdes). N&o foi observado efeito significante da interagéo dos
fatores (F(1,12) =1,73; p=0,21; n% = 0,126), indicando que os efeitos do TA e da lesédo
induzida pelo IBO ocorreram de forma independente. O fator IBO apresentou
tendéncia a significancia estatistica (F(1,12) = 3,92; p = 0,07; n% = 0,246), sugerindo
influéncia moderada da neurotoxicidade sobre a atividade enzimatica. Por outro lado,
o TA promoveu efeito significante (F(1,12) = 13,00; p = 0,0036; n% = 0,520), com
tamanho de efeito elevado, demonstrando que o TA foi o principal determinante
associado as alteracdes observadas na atividade da AchE. A analise post hoc de
Tukey demonstrou que o grupo TA-IBO apresentou menor atividade dessa enzima
guando comparado ao grupo NT-IBO (p = 0,0036). Esse resultado indica que o TA
prévio foi capaz de reduzir a atividade enzimatica aumentada pela exposi¢cao ao IBO,
sugerindo efeito modulador do treinamento frente ao dano neurotéxico. Ndo foram
observadas diferencas significantes entre os demais grupos experimentais. Em
conjunto, esses resultados sugerem que o TA exerceu efeito neuroprotetor sobre o
sistema colinérgico, atenuando as alteragfes da atividade da AChE induzidas pelo

acido iboténico.
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Figura 16. Analise da atividade da enzima AChE no hipocampo apés treinamento aerodbio
(3x/semana/120 dias) em ratas senis (21 - 25 Me). Os dados foram analisados por two-way ANOVA
seguido de testes post hoc com multiplas comparagfes. Os valores sdo apresentados como média +
(EPM). Simbolos para diferenca de significancia entre os grupos: ¢ = treinamento (TA/NT); Post hoc de
Tukey: ** p=0,0036 (vs NT- IBO). NUmero de animais 4/grupo.

4.5. Analise Histologica dos corpusculos de Nissl

A andlise histolégica dos neurénios Nissl-positivos nas sub-regides CAl e CA3
do hipocampo evidenciou que o TA modulou a integridade neuronal de maneira
dependente da exposicédo ao IBO. Na regidao CA1 (Fig. 17A), a ANOVA de duas vias
revelou efeito significante da interagdo de TA e IBO (F(1,12) = 8,42; p = 0,013; n% =
0,412), indicando que os efeitos do TA sobre a viabilidade neuronal variaram conforme
a condicao lesiva induzida pelo IBO. Embora o fator IBO isoladamente nao tenha
apresentado efeito significante (F(1,12) = 2,54; p = 0,14; n% = 0,175), observou-se
tamanho de efeito moderado, sugerindo impacto biolégico relevante sobre a
integridade neuronal. Além disso, o TA promoveu efeito significante (F(1,12) =5,42; p
= 0,038; n% = 0,311), demonstrando influéncia moderada a elevada do treinamento
sobre a preservacao neuronal na regido CA1l. A analise post hoc mostrou que as ratas
TA-NaCl apresentaram aumento significante no nimero de neurdnios Nissl-positivos
em comparacao aos animais do grupo NT-NaCl (p = 0,0140), indicando potencial
efeito neuroprotetor do treinamento em condi¢des fisioldégicas. A administracdo de IBO
reduziu o numero de neurdnios Nissl-positivos, confirmando o efeito neurotoxico.
Neste contexto, o grupo TA-IBO apresentou menor nimero de neurdnios Nissl-
positivos que o TA-NaCl (p = 0,0348), reforcando que, embora o treinamento possa

oferecer protecdo neural, o IBO ainda induziu dano neuronal mensuravel na regido
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CAl.

Na regido CA3 (Fig. 17B), também foi evidenciada interacéo significante de TA
elBO (F (1, 12) =9,778; p = 0,0087; n?, =0,449), indicando novamente que os efeitos
do treinamento dependeram da condi¢cdo de exposicdo ao IBO. O fator IBO nédo
apresentou efeito significante isoladamente (F(1,12) = 1,86; p = 0,20; n% = 0,134),
sugerindo efeito de pequena a moderada magnitude sobre a integridade neuronal. O
TA apresentou tendéncia a significancia estatistica (F(1,12) = 4,67; p = 0,051; n%, =
0,280), com tamanho de efeito moderado, sugerindo possivel influéncia do
treinamento sobre a preservacdo neuronal na sub-regido CA3 do hipocampo. A
analise de comparacfes multiplas de Tukey mostrou que o grupo NT-IBO apresentou
reducéo significante no namero de neurdnios Nissl-positivos em comparacdo ao grupo
NT-NaCl (p = 0,0349), confirmando a ag¢édo neurotoxica do IBO também nesta sub-
regido do hipocampo. No entanto, as ratas do grupo TA-IBO apresentaram maior
namero de células Nissl-positivas quando comparadas ao grupo NT-IBO (p = 0,0130).
Esse resultado sugere que o TA atenuou parcialmente a perda neuronal induzida pelo
IBO, sugerindo efeito neuroprotetor mais evidente na sub-regido CA3 do hipocampo.

Analise histolégica dos corplsculos de Nissl
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Figura 17. Quantificac@o de células Nissl-positivas no hipocampo por coloragdo com cresil violeta em
ratas Wistar com 25 meses. (A) Regido CA1; (B) Regido CA3. Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias com compara¢es multiplas. Os valores sé@o apresentados como média + (EPM). Simbolos
para diferenca de significancia entre os grupos: @ = interagdo (treinamento x interven¢éo); Post hoc de
Tukey: (A) *p=0,0140 (vs NT-NaCl); *p=0,0348 (vs TA-NaCl); (B) *p =0,0349 (vs NT-NaCl); *p=0,0130
(vs NT-IBO); Numero de animais 4/grupo.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar se o treinamento aerdbio (TA)
prévio seria capaz de atenuar a neurotoxicidade induzida pelo acido iboténico (IBO)
no ndcleo basal de Meynert (NBM) de ratas Wistar durante o envelhecimento
reprodutivo. Os dados analisados evidenciaram declinio significante da velocidade
maxima entre 21 e 25 meses nas ratas NT, refletindo comprometimento progressivo
da capacidade cardiorrespiratoria associado ao envelhecimento. Em contrapartida, as
ratas treinadas mantiveram melhor desempenho funcional, mostrando que o
treinamento fisico regular promoveu beneficios sistémicos amplos, incluindo
preservacdo da aptiddo cardiorrespiratéria e maior resisténcia fisioldgica durante o
envelhecimento. De forma geral, os resultados demonstraram que o TA promoveu
importante adaptacdo redox no hipocampo, reduziu marcadores de dano oxidativo,
modulou a atividade colinérgica e favoreceu a preservacao neuronal frente ao insulto
excitotoxico induzido pelo IBO. Esses achados reforcam a acdo do treinamento
aerdébio como estratégia de pré-condicionamento neuroprotetor durante a
senescéncia.

As analises iniciais dos marcadores de estresse oxidativo mostraram que as
ratas NT, durante a periestropausa, apresentaram aumento basal do estresse
oxidativo hipocampal, evidenciado pela elevacdo de PC e TBARS, associado ao
aumento compensatoério de antioxidantes endoégenos, como GSH, SOD e GPx. Esses
dados sinalizaram que no envelhecimento reprodutivo o0 ambiente esta pro-oxidante e
persistente, provavelmente relacionado a reducdo estrogénica, a disfuncao
mitocondrial (Song et al., 2024) e ao aumento da producdo de EROs. Embora a
ativacdo das defesas antioxidantes tenha ocorrido, parece nao ter sido suficiente para
impedir o dano oxidativo celular, especialmente no hipocampo.

Em contraste, as ratas submetidas ao TA apresentaram redugédo significante
dos danos oxidativos lipidicos e proteicos, concomitantemente a diminuigdo dos niveis
de GSH, SOD e GPx. Inicialmente, a reducdo desses antioxidantes poderia sugerir
comprometimento da defesa antioxidante, entretanto, a reducdo simultdnea dos
marcadores de dano oxidativo sinalizou o oposto. Esses resultados indicaram que o
treinamento fisico promoveu maior eficiéncia redox, reduzindo a necessidade de
hiperativacdo compensatéria do sistema antioxidante. Assim, o aumento de

antioxidantes observado nas ratas NT parece refletir estado de compensacao frente
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ao excesso de EROs, enquanto as ratas treinadas apresentaram condicdo mais
proxima da homeostase oxidativa. Esses achados foram reforcados pelos elevados
tamanhos de efeito observados para praticamente todos os marcadores avaliados (n?,
> 0,70), evidenciando forte influéncia do TA sobre o estado redox do hipocampo.
Dessa forma, o TA parece ter promovido “normalizagdo” do ambiente oxidativo
hipocampal durante a periestropausa, reduzindo simultaneamente o dano molecular e
a demanda antioxidante compensatéria.

Esses achados estdo em concordancia com estudos que demonstram que o
envelhecimento e a transicéo reprodutiva feminina estdo associados ao aumento do
estresse oxidativo e a reducao da eficiéncia mitocondrial, favorecendo dano neuronal
progressivo (Song et al., 2024). Em contrapartida, o exercicio fisico regular promove
adaptacdes horméticas capazes de aumentar a resisténcia celular frente a insultos
oxidativos subsequentes (Ji et al., 2010). Freitas e colaboradores (2018)
demonstraram que o TA melhorou a plasticidade hipocampal e reduziu o dano
oxidativo em modelos experimentais de envelhecimento. Da mesma forma, Wang e
colaboradores (2024) verificaram reducéo de proteinas carboniladas e de produtos da
peroxidacdo lipidica no hipocampo apods treinamento fisico em modelos de
neurodegeneracao.

O conceito de hormese parece particularmente relevante para interpretar os
resultados do presente estudo (Ji et al.,, 2010; Clemente-Suarez et al.,, 2023). O
exercicio aerobio aumentou transitoriamente a producdo de EROs durante sua
execucao, entretanto, quando realizado de forma cronica e moderada, induziu
adaptacdes celulares benéficas, aumentando a capacidade de resposta antioxidante
do tecido neural (Sireno et al., 2026). Assim, o TA pode ter atuado como estimulo
hormético capaz de preparar o hipocampo para enfrentar o desafio excitotoxico
subsequente induzido pelo IBO. Corroborando essa hipotese, observou-se aumento
significante da TAC nas ratas treinadas. A elevacao da TAC sugere modulacao global
da homeostase oxidativa cerebral, possivelmente relacionada ao aumento de
antioxidantes ndo enzimaticos, como o acido ascoérbico, altamente abundante no
tecido encefélico e associado experimentalmente a melhora do equilibrio redox e da
funcdo cognitiva (Freitas et al., 2018). Dessa forma, o aumento da TAC nas ratas
treinadas pode representar mecanismo adicional de neuroprotecdo frente a
excitotoxicidade.

Interessantemente, o grupo NT que recebeu infusdo de IBO no NBM, também
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apresentou aumento da TAC em comparacdo ao grupo NT-NaCl. Essa resposta
sugere ativacdo compensatéria aguda do sistema antioxidante frente ao aumento
abrupto de EROs induzido pela excitotoxicidade glutamatérgica (Silvestrini e Mancini,
2024). Resultado semelhante foi observado para a GSH, cujos niveis aumentaram nas
ratas NT-IBO, enquanto diminuiram nas ratas treinadas (TA-IBO). Essa diferenca
sugere mecanismos adaptativos distintos entre os grupos. Nas ratas NT, o aumento
de GSH parece refletir resposta reativa ao dano oxidativo agudo, enquanto nas ratas
TA a reducdo pode indicar utilizagdo mais eficiente dos sistemas antioxidantes
previamente condicionados pelo treinamento (Schmatz et al., 2012, Karthick et al.,
2016).

Em relacdo as enzimas antioxidantes, a reducédo de SOD e GPx observada nas
ratas treinadas também parece refletir menor necessidade de ativacdo compensatéria.
A SOD constitui a primeira linha de defesa contra o &nion superéxido, e sua
hiperexpresséo geralmente ocorre em ambientes com elevada geracdo de EROs (Yan
e Spaulding, 2020). Assim, a menor atividade dessas enzimas nas ratas treinadas
provavelmente indica reducdo da sobrecarga oxidativa cerebral. A auséncia de
alteracdes significativas da catalase reforca a hipotese de que o TA promoveu
equilibrio redox mais eficiente, sem necessidade de hiperativacdo antioxidante
exacerbada (Xie et al., 2025). Em conjunto, esses achados sugerem que o TA de
intensidade moderada e longa duracdo promoveu neuroprotecdo e fortaleceu a
capacidade antioxidante do hipocampo nas roedoras senis.

Enquanto os efeitos hipocampais foram bastante evidentes, os marcadores
plasméaticos apresentaram poucas alteracdes significantes. Esse achado pode ter
ocorrido pela compartimentalizacdo das alteracbes oxidativas no sistema nervoso
central (SNC) (Gyurdszova et al., 2018). A barreira hematoencefalica limita a
passagem de diversas moléculas derivadas do SNC para a circulagdo periférica,
fazendo com que alteracdes oxidativas regionais do tecido neural nem sempre sejam
detectaveis no plasma (Puris et al., 2022; Ronaldson e Davis, 2024). Assim, os efeitos
do IBO parecem ter permanecido predominantemente restritos ao hipocampo.

Além das alteracbes redox, o presente estudo demonstrou importante
modulacdo do sistema colinérgico pelo TA. Observou-se aumento da atividade da
AChE no grupo NT-IBO, enquanto as ratas treinadas expostas ao IBO apresentaram
reducdo significante dessa enzima. Esse resultado € de grande relevancia funcional,

considerando que a hiperatividade da AChE favorece degradacdo excessiva de ACh,
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comprometendo neurotransmissao colinérgica e contribuindo para déficits cognitivos
observados em doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (Akbarian
et al., 2022; Sabandal et al., 2022). O estresse oxidativo exerce forte influéncia sobre
o0 sistema colinérgico, uma vez que EROs podem aumentar a expressao da AChE e
intensificar o comprometimento neuronal (Ghose et al., 2026). Assim, estabelece-se
ciclo patolégico no qual estresse oxidativo e disfuncdo colinérgica se potencializam
mutuamente. Nesse contexto, a reducdo da atividade da AChE induzida pelo TA
sugere preservacao funcional do sistema colinérgico frente a excitotoxicidade. Esses
resultados corroboram estudos prévios em modelos neurodegenerativos. Farzi et al.
(2019), utilizando modelos induzidos por B-amiloide, demonstraram que o TA reduziu
significativamente a atividade cerebral da AChE em comparacdo aos animais
sedentarios expostos ao peptideo. De maneira semelhante, Cardoso et al. (2014)
observaram reducédo da atividade da AChE em ratos hipertensos submetidos ao
exercicio aerdbio crbénico, sugerindo maior disponibilidade de ACh em organismos
previamente condicionados ao treinamento. Além disso, o exercicio fisico pode
modular a expressdo do fator de crescimento nervoso (NGF) e favorecer a
sobrevivéncia dos neurdnios colinérgicos (Ben et al., 2009). A preservacdo da
neurotransmissdo colinérgica observada no presente estudo provavelmente
representa mecanismo importante da neuroprotecéo induzida pelo TA.

Os achados histologicos corroboram fortemente os resultados bioquimicos
observados. A andlise pelo método para marcacdo dos corpusculos de Nissl
demonstrou maior preservacdo neuronal nas ratas treinadas, tanto em condi¢des
fisiologicas quanto ap6s a administracdo de IBO. A coloracdo por cresil violeta
evidencia os corpusculos de Nissl, estruturas ricas em reticulo endoplasmatico rugoso
e ribossomos, fundamentais para sintese proteica neuronal e manutencdo da
viabilidade celular (K&dar et al.,, 2009). A preservacao dessas estruturas sugere
manutencdo da integridade neuronal. Na regido CAl, o aumento do numero de
neurénios Nissl-positivos no grupo TA-NaCl em relacdo ao NT-NaCl indica que o
treinamento favoreceu maior organizacdo celular e preservacdo morfolégica dos
neurdnios hipocampais. Esses resultados estdo em concordancia com estudos que
demonstram que o exercicio fisico aumenta a expressédo de fatores neurotrdficos,
especialmente o BDNF, favorecendo neuroplasticidade, sobrevivéncia neuronal e
fortalecimento sinaptico (Garavito et al., 2025). A relacdo entre exercicio, sistema

colinérgico e BDNF também merece destaque. A atividade fisica aumenta a atividade
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elétrica hipocampal do tipo ritmo teta, dependente de aferéncias colinérgicas
provenientes do septo medial (Vanderwolf, 1969; Troia et al., 2025). Ademais, estudos
indicam que idosos fisicamente ativos apresentam volumes cerebrais
significativamente maiores em regibes temporais, como o hipocampo, quando
comparados a adultos menos ativos (Cotman e Berchtold, 2002). Dessa forma, é
possivel que a preservacao colinérgica induzida pelo TA tenha contribuido para
aumento da sinalizacdo neurotrofica e, consequentemente, para maior resisténcia
neuronal observada nas ratas treinadas.

O presente estudo também demonstrou vulnerabilidade diferencial das sub-
regides hipocampais frente a excitotoxicidade induzida pelo IBO. O &cido iboténico,
agonista de receptores NMDA, promove influxo exacerbado de célcio intracelular,
desencadeando cascata neurodegenerativa caracterizada por disfungédo mitocondrial,
aumento de EROs e morte neuronal (Karthick et al., 2016). A regido CA1 mostrou-se
particularmente suscetivel ao insulto excitotdxico, resultado compativel com a
literatura (Stanika et al., 2010). Estudos demonstram que neurdnios piramidais de CA1
apresentam maior sensibilidade ao excesso de glutamato e ao acumulo intracelular
de Ca2* quando comparados a outras regides hipocampais, como CA3 e giro denteado
(Butler et al., 2010). Além disso, as mitocondrias dos neurdnios CA1l apresentaram
maior susceptibilidade ao incha¢co mitocondrial induzido por célcio, favorecendo morte
neuronal tardia seletiva demonstrado no estudo de Sun e colaboradores (2018). Nesse
contexto, embora o grupo TA-IBO ainda tenha apresentado reducao neuronal em CAL,
observou-se maior preservacao relativa em CA3, sugerindo que o TA prévio modulou
diferencialmente a vulnerabilidade regional do hipocampo. Esses resultados reforcam
a hipétese de que o treinamento fisico aumenta a resiliéncia neuronal frente a
excitotoxicidade, ainda que ndo elimine completamente os efeitos neurotéxicos do
IBO.

6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o TA prévio atua como
importante  estratégia de pré-condicionamento  neuroprotetor durante o
envelhecimento. O TA promoveu adaptac¢des redox no hipocampo, reduziu danos
oxidativos, modulou de forma mais eficiente os sistemas antioxidantes e preservou a

integridade neuronal frente a excitotoxicidade induzida pelo IBO. Além disso, o
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treinamento aerdbio reduziu a atividade da acetilcolinesterase, sugerindo preservacao
funcional do sistema colinérgico mesmo diante do insulto neurotoxico. Somado
a isso, a manutencao da capacidade cardiorrespiratoria nos animais treinados reforca
gue os beneficios do treinamento aerdbio ndo se restringem ao SNC, mas envolvem
adaptacdes sistémicas relevantes para o envelhecimento saudavel. Em conjunto,
esses achados evidenciam que o treinamento aerdbio exerce efeito protetor amplo
frente aos desafios oxidativos, excitotoxicos e degenerativos associados a

senescéncia.
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o0s Principios Elicos da Experimentacio Animal e sua execucdo fol aprovads pela
CEUA em 24 de Janeiro de 2024.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 01 de Janeiro de 2027
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: alé 01 de Feversiro de 2027

CERTIFICATE
We cedily that he study entitied “Effects of aerobic trainigin senescent rats
submitted to administration of ibotenic acid in the Basal Nucieus of Meynert”,
Protocol FOA n* 1029-2023, under the supervision of Rita Cassia Menegati Domeles
presents an experimentad protocol in accordance with the Ethical Principles of Animal
Experimentation and |t implementation was approved by CEUA on January 24,
2024.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: January 01, 2027.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: February 01, 2027
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Prot Dr. Fellippo Ramos Verri
Coordenador da CEUA
CEUA Coordinator
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