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RESUMO

Estudos mostram que a suplementacdo com Oleo de Peixe (OP) rico em Acido
Docosahexaentico (DHA) e Acido Eicosapentaendico (EPA) e a aplicacdo do
exercicio fisico em ratos produzem efeitos benéficos no aprendizado e na
neuroplasticidade. Considerando estes efeitos, a presente pesquisa dedicou-se a
investigar o impacto da natacdo e da suplementacdo com acidos graxos poli-
insaturados (AGPIs) em ratos juvenis, jaA que 0S mesmos se encontram em periodos
criticos de desenvolvimento das circuitarias cerebrais, e, portanto podem ser mais
sensiveis a tais intervencgdes. Outra finalidade do estudo foi o de verificar por quanto
tempo os efeitos do exercicio e da suplementacdo depois de cessados podem
persistir. Ratos machos Wistar de 30 dias de vida foram suplementados com OP e
praticaram exercicio fisico durante 12 ou 50 dias. O uso de duas janelas temporais
distintas teve a finalidade de certificar-se que os efeitos destas intervencdes sao
dependentes do tempo de aplicacdo. Ao término destes periodos, metade dos ratos
de cada experimento foi submetida a testes comportamentais e entdo ortotanasiados
para retirada do hipocampo direito e esquerdo. Posteriormente foram realizadas
analises bioguimicas com o propésito de quantificar os niveis de incorporacéo
lipidica, fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) e estresse oxidativo
(glutationa peroxidase - GPx, glutationa reduzida - GSH, glutationa oxidada -
GSSG). Apos 21 dias de interrupcgéo, a outra metade dos ratos foi testada. Os ratos
submetidos ao protocolo de exercicio fisico e suplementacdo com OP durante curto
periodo de aplicagdo ndo apresentaram nenhum alteracdo nos parametros
analisados. Da mesma forma, nao foram encontrados efeitos das intervencoes apés
21 dias de interrupcdo no experimento de curta duragdo. Os ratos que se
exercitaram no experimento de duracdo de 50 dias, denominado longo,
independente de serem suplementados (OPE) ou nédo (CE), apresentaram baixo
desempenho no aprendizado e diminuicdo dos niveis de BDNF. O exercicio foi
capaz de aumentar a ambulacdo dos ratos CE e apesar dos prejuizos causados nos
processos mnemonicos, foi capaz de melhorar a capacidade antioxidante. Apds a
interrupcdo de 21 dias, embora o exercicio tenha persistido em prejudicar o
aprendizado e diminuir os niveis de BDNF, a capacidade antioxidante de ratos CE
foi mantida incrementada. Ja a suplementacdo foi capaz de reverter o efeito
deletério do exercicio nos ratos OPE, demonstrado pela normalizacdo dos niveis de
BDNF e do aprendizado em relacdo aos grupos controle e 6leo de peixe, somente
apo0s o evento estressor, ou seja, o exercicio fisico ter sido cessado. Em concluséao,
este estudo mostra a possibilidade de um efeito adverso do treinamento fisico sobre
o desempenho cognitivo de ratos Wistar, principalmente se ndo forem levados em
conta os aspectos relacionados a idade do animal testado, ao tipo de exercicio
realizado e ao tempo de aplicacdo das intervencdes suplementacdo com OP e
exercicio fisico.

Palavras-chave: exercicio fisico, 6leo de peixe, aprendizado e memoria.



ABSTRACT

Studies show that supplementation with fish oil (FO) rich in Docosahexaenoic acid
(DHA) and Eicosapentaenoic acid (EPA) and the practice of physical exercise in rats
produce beneficial effects on learning and neuroplasticity. Considering these effects,
the present study aimed to investigate the impact of swimming and polyunsaturated
fatty-acids supplementation on young rats, since such period is critical for brain
development and, therefore, may be more sensitive to such interventions. Another
purpose of the study was to determine how long the effects of exercise and
supplementation can persist after terminated. Male Wistar rats 30 days old were
supplemented with FO and performed exercise for 12 (short) or 50 (long) days. The
use of two distinct temporal windows was chosen to ensure that the interventions
effects are time - dependent. At the end of these periods, half of the rats in each
experiment was submitted to behavioral tests and then was made orthotanasia for
left and right hippocampus withdraw. Afterward, biochemical analyzes were
performed to quantify the levels of lipid embedding, derived neurotrophic factor
(BDNF) and oxidative stress (GPx, GSH and GSSG). The other half of the rats
suffered an interruption of interventions for 21 days, in order to ascertain whether the
effects persisted after the interventions were ceased. Rats subjected to the protocol
of exercise and supplementation with FO during short application showed no change
in the parameters analyzed. Likewise, no changes were found after 21 days of
interruption in the short-term experiment. The rats that exercised in the experiment
duration of 50 days, long-winded, regardless of being supplemented (OPE) or not
(CE), showed no learning and decreased levels of BDNF. The exercise was able to
increase the ambulation of the CE rats and, despite of the damage in the mnemonic
processes, was able to improve the antioxidant capacity. Furthermore, the changes
in CE rats were ambulation in an open field and regulation of antioxidant capacity.
After the interruption of 21 days, although it persisted the impaired learning and the
decreased levels of BDNF, the antioxidant capacity of CE rats was kept incremented.
On the other hand, supplementation was able to reverse the deleterious effect of
exercise on OPE rats, as demonstrated by the normalization of BDNF levels and
learning in relation to the control and fish oil groups, only after the stressor, ie,
exercise has been ceased. In conclusion, our study shows the possibility of an
adverse effect of exercise over cognition on Wistar rats, especially if one do not
consider aspects as animal age, type of exercise and application time of the
interventions i.e., supplementation with FO and physical exercise.

Keywords: exercise, fish oil, learning and memory.
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1 INTRODUCAO

Diversos trabalhos apontam os beneficios que a atividade fisica regular pode
causar nos sistemas biologicos, tais como melhora na condi¢do cardiovascular,
aumento de forca e flexibilidade (BOMPA, 2002), melhorias nos parametros
cognitivos (KHABOUR et al., 2013; AGUIAR Jr et al., 2011; ALOMARI et al., 2013) e
consequente melhora na qualidade de vida.

Levando-se em consideracao o crescente aumento no indice de doencas da
modernidade como, por exemplo, as doencas psiquicas e cronico-degenerativas, a
pratica de atividade fisica torna-se essencial em proporcionar beneficios ao individuo
como melhora na memodria e no aprendizado (ASL et al., 2008; WU, YING e
GOMEZ-PINILLA, 2008; RADAK et al., 2001; VAYNMAN, YING e GOMEZ-PINILLA,
2007).

Ademais a dieta saudavel e balanceada pode trazer outras vantagens
diretamente relacionadas a qualidade de vida. A insercdo ou reposicdo de
componentes nutritivos/organicos como vitaminas e acidos graxos poli-insaturados
tem sido destague em muitas pesquisas (ABUSHUFA et al., 1994; CHEN e
SUBBAIAH, 2007; CHYTROVA, YING e GOMEZ-PINILLA, 2010; DELATTRE et al.,
2010).

Alguns estudos combinando o exercicio fisico e a suplementacdo com 6leo
de peixe tém sido realizados (RACHETTI et al., 2013; CHYTROVA, YING e GOMEZ-
PINILLA, 2010; WU, YING e GOMEZ-PINILLA, 2008; GOMEZ-PINILLA e YING,
2010), e os resultados ainda tem sido bastante distintos. Outros poucos estudos tém
investigado por quanto tempo estes efeitos perduram depois de cessadas as
intervencdes (RADAK et al., 2006; BERCHTOLD, CASTELLO E COTMAN, 2010).
Ha muitas questbes a serem respondidas sobre este assunto e faz-se necessario
investigar quais variaveis podem influenciar nos beneficios que a atividade fisica e a

suplementacdo com 6leo de peixe vida podem proporcionar.
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1.1 MEMORIA

A memoéria se constitui da aquisicdo, consolidacdo e evocacdo de
informacdes (ABEL e LATTAL, 2001) e é dividida segundo sua natureza em
memoria declarativa ou explicita que pode ser declarada e relatada, operacional que
permite raciocinio rapido e planejamento de comportamento e implicita ou nao
declarativa que se constitui das capacidades, habilidades motoras ou sensoriais
(IZQUIERDO, 2006; LENT, 2004; SQUIRE e KANDEL, 2003). As memarias podem
ser ainda divididas segundo seu tempo de retencdo, como ultra-rapida, de curta
duracéo e de longa duracdo (LENT, 2004).

As memodrias declarativas podem se dividir em episddicas e semanticas. As
episbdicas dizem respeito a eventos aos quais assistimos ou dos quais participamos
e as semanticas sdo as que envolvem conceitos atemporais e memoria cultural
(LENT, 2004). Ambas tém como estruturas nervosas responsaveis o hipocampo e o
cortex entorrinal, localizados no lobo temporal (IZQUIERDO, 2006).

Além das estruturas do hipocampo, o cortex pré-frontal e a amigdala séo
estruturas importantes para a memoria. Por exemplo, o coOrtex pré-frontal medial
ventral é importante para a memodria de funcionamento e o processamento de
atencdo, ja o cortex pré-frontal medial dorsal tem uma participagdo maior na
memdaria para processos motores. Embora ambas as regides estejam envolvidas na
aprendizagem espacial, a sub-regido ventral tem uma participacdo maior no
processamento emocional do que a sub-regido dorsal, que tem uma participacao
maior na aprendizagem e na memoria espacial e no acondicionamento do medo
(McCORMICK e MATHEWS, 2010).

As memoérias sdo formadas a partir da sinalizacdo dos neurénios, e suas
modificacdes estruturais e funcionais. A alteracdo das sinapses neuronais se da
estruturalmente através do aumento do numero de terminais pré-sinapticos e de
zonas ativas, e funcionalmente pela facilidade que as mesmas terdo em excitar ou
inibir uma célula-alvo a partir de uma maior liberacdo de neurotransmissores. Estes
processos constituem a base neuroquimica e morfofuncional da aprendizagem
(SQUIRE e KANDEL, 2003).

O principal neurotransmissor excitatorio (causador da despolarizacdo da

célula) relacionado a aprendizagem e a meméria € o glutamato (ABEL e LATTAL,
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2001). Maior captacao e liberacdo de glutamato ou maior expressao dos receptores
de glutamato estdo envolvidos com melhorias na memoria (AGUIAR Jr et al., 2011).
O influxo de ions no neurbnio pds-sinaptico através de trés principais receptores ou
classe de receptores (AMPA, NMDA e receptores metabotropicos), e as
consequéncias provenientes da mudanca de voltagem na célula relacionam-se com
um processo longo e duradouro que desencadeia 0s processos de memoria e
aprendizado (IZQUIERDO, 2006).

A memoria de longa duracédo é formada a partir de processos complexos que
envolvem a potenciacdo de longa duracdo (LTP), responsavel pela melhoria
duradoura da transmissdo de sinal entre dois neurdnios e base da consolidacao da
memoria em nivel celular no hipocampo. A natureza e a sequéncia dos passos
bioguimicos da LTP sdo os mesmos da consolidacdo da memoria (FURINI et al.,
2013).

Nestes processos, ocorre a excitacdo das células hipocampais via glutamato,
e consequente influxo de ions Na®, desobstrucdo dos canais NMDA pela saida do
Mg*® e influxo de Ca™. O célcio ativa varias proteinas quinases intracelulares
(CaMKII, PKC, PKG, PKA, MAPK dentre outras) e suas respectivas vias de
sinalizacdo (ABEL e LATTAL, 2001). Estas enzimas sdo verdadeiros catalisadores
biolégicos que incrementam as funcbes através da fosforilagcdo de outras proteinas e
fatores de transcricdo, modificando as vias metabodlicas através de segundos
mensageiros, atuando na expressao génica e consequentemente na transmissao
sinaptica (IZQUIERDO, 2006).

A seguir na figura 1, tem-se uma figura esquematica mostrando o0s

mecanismos da formacdo das memodrias de curta e longa duracéao:
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FIGURA 1: Representacao esquematica dos mecanismos de formag¢do de memodrias. O glutamato e
seus receptores ionotropicos (a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate (AMPA) and N-
methyl-D-aspartic acid (NMDA)) estdo envolvidos com a formacdo da memoria. Uma vez na fenda
sindptica, o glutamato liga-se ativando os receptores AMPA, permitindo que os ions sédio se movam
para o interior e os ions potassio para o exterior. A rapida despolarizacdo da membrana libera os ions
magnésio que estavam blogqueando o canal do receptor NMDA, deixando em um estado ativado.
Enormes quantidades de ions calcio entram nos neurénios pos sinapticos, ativando varias vias de
sinalizacdo. Um complexo de protemas de Ca*?’/calmodulina é entdo formado. Esta molécula vai
ativar as proteinas quinases Ca’ ?jcalmodulina dependentes (CaMKIll), chave na plasticidade
neuronal. A CaMKII estimula a produgdo do segundo mensageiro adenosina-monofosfato ciclico pos-
sinptico (AMPc) através da cascata da adenilil ciclase (AC). Receptores metabotropicos acoplados a
proteina G (GPCR) ativados por dopamina e serotonina colocam em atividade a AC. Os niveis
aumentados de AMPc podem efetivamente aumentar inicialmente a ativac@o da proteina quinase A
(PKA), e entdo a quinase MAP (MAPK), que vai mover-se a partir da sinapse para o nucleo. No
nacleo, o AMPc ativa um importante fator de transcricdo nuclear: o elemento responsivo cAMP
(CREB). Estas proteinas recrutam a magquinaria transcricional e iniciam a transcricdo dos genes
precoces imediatos (IEG). As memodrias de curto e longo prazo conduzirdo a expressdo de
numerosos genes e proteinas. G.E.= expressdo genética; TTR = transtirretina; QR2 = quinona
redutase 2; Dyn = calcineurina e dinorfina (BENOIT et al., 2011, tradu¢&o nossa).

Depois que as memorias sdo consolidadas na regidao CAl, eles séo
armazenados (dias, semanas, anos) em outras regides proximas ao hipocampo, tais
como cortex entorrinal, sensorial e regibes pré-frontais e parietais (FURINI et al.,
2013).
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Em ambito celular, o armazenamento das memorias de longa duracdo esta
associado a expressao de genes, sintese de proteinas e formacdo de conexdes
neuronais, mediadas pelos niveis de proteinas tais como o CREB, AKT e BDNF
(AGUIAR Jr et al., 2011).

1.2 ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS (AGPIs) E MEMORIA

Os éacidos graxos sdo um tipo de molécula ndo polimérica, e se apresentam
como acidos carboxilicos com grupos laterais de longas cadeias de hidrocarbonetos.
Agregadas, possuem diversas fungbes como reserva de alimentos na forma de
triacilglicerdis, como moléculas de colesterol e ou como horménios (ex. testosterona)
na forma de esterdides, como glicolipideos que sao acidos graxos ligados a
acucares, ou como fosfolipideos, os principais componentes juntamente com as
proteinas das membranas celulares (ALBERTS et al., 2006).

Podem ser saturados, monoinsaturados ou poli-insaturados. Sdo chamados
de poli-insaturados se possuirem duas ou mais ligacdes duplas entre os atomos de
carbono das cadeias hidrocarbonadas. Estas ligacdes duplas tendem a ocorrer a
cada trés carbonos, ndo sendo conjugadas. A organizacéo biol6gica das membranas
depende da cadeia pesada e do nivel de insaturacdo do acido graxo (GORJAO et
al., 2009).

A unido de duas cadeias hidrocarbonadas (normalmente uma delas é
saturada e a outra é insaturada), do grupo carboxila, do glicerol, do fosfato e de um
grupo polar (geralmente a colina) forma os fosfolipideos, moléculas anfipaticas, que
sao 0s componentes principais das membranas celulares (ALBERTS et al., 2006).

Duas importantes familias dos AGPIs, 6mega-3 (n-3) e 6mega-6 (n-6), sédo
caracterizadas como essenciais aos mamiferos, uma vez que estes nao sao
capazes de sintetiza-los. A abreviacdo n-3 representa a posi¢cdo da primeira dupla
ligacdo contida no atomo de carbono metil na cadeia poliinsaturada do acido graxo
(YOUDIM, MARTIN, JOSEPH, 2000).

Os metabdlitos do acido graxo essencial alfa-linolénico (n-3) sédo importantes
constituintes das membranas celulares (CHEN e SUBBAIAH, 2007). Estes
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metabdlitos sdo o acido docosahexaendico (DHA) e o eicosapentaendico (EPA), que
podem ser encontrados em diversos alimentos como os 6leos marinhos e de peixes
(FERRAZ et al., 2008; LAURITZEN et al., 2001).

As etapas bioquimicas para a formacdo desses dois acidos graxos poli-
insaturados esséncias a partir de seu precursor, o acido alfa-linolénico é mostrado

abaixo:
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FIGURA 2: Etapas bioguimicas para sintese dos acidos graxos (LAURITZEN et al., 2001).

Atualmente, nas sociedades ocidentais, a alimentacéo foi deveras modificada.
Estudos antropol6gicos e nutricionais indicam que houve mudanca na dieta humana,
especialmente nos ultimos 150 anos (SIMOPOULOQOS, 2002). A industrializacdo e a
insercdo na sociedade de novos habitos alimentares aumentaram drasticamente a
guantidade de gorduras saturadas ingeridas diariamente.

As gorduras saturadas reduzem os substratos moleculares, os quais
suportam processos cognitivos e aumentam o risco de disfun¢des neuroldgicas tanto
em humanos como em animais. A alimentacdo pode exercer papel fundamental nas
funcbes mentais. Fatores da dieta podem afetar multiplos processos encefélicos

como a regulagcdo dos neurotransmissores, a transmissao sinaptica, a fluidez das
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membranas e os caminhos dos sinalizadores na traducdo genética (GOMEZ-
PINILLA, 2008).

E de extrema necessidade a ingest&o dos acidos graxos da familia n-3 para
manter os beneficios da funcdo cognitiva. Dietas deficientes neste acido graxo em
humanos estdo associadas ao aumento dos riscos em Vvarios distirbios mentais
(CHEN e SUBBAIAH, 2007). Uma alimentacdo rica em &cidos graxos poli-
insaturados da familia n-3 (AGPIs) pode auxiliar na prevencdo ou amenizacao dos
sintomas de doencas crbnico-degenerativas como Alzheimer e Parkinson,
depressao e deméncias (VENNA et al., 2009; VINES et al., 2012; DELATTRE et al.,
2010; FERRAZ et al., 2008; DA SILVA et al., 2008), além de melhorar e otimizar os
aspectos relacionados ao desempenho cognitivo, como melhora do aprendizado
espacial (WU, YING e GOMEZ-PINILLA, 2008; ASL et al., 2008).

Contudo, atualmente a ingestéo diaria destes acidos graxos, principalmente
a do DHA esta muito abaixo da proporcdo admitida como saudavel (MAZZA et al.,
2007). Somando-se a isso, hd uma grande discrepancia na razao de ingestao dos
acidos graxos da familia n-3 em relacdo aos acidos graxos da familia n-6 (em torno
de 15:1 - 16,7:1), quando a mesma deveria ser de 1:1. Isto é consequéncia da
evolugdo do agronegdcio e da revolugdo industrial que modificou severamente a
alimentacao (SIMOPOULOS, 2002).

Os seres humanos evoluiram a partir de padrdes genéticos estabelecidos na
relacdo 1:1. Os fatores genéticos determinam os tipos de doenca a que 0s seres
humanos serdo suscetiveis e os fatores ambientais determinam quais individuos
suscetiveis serdo afetados. A alimentagdo € um fator ambiental. Este desequilibrio
pode promover a patogénese de muitas doencas, incluindo doencas
cardiovasculares, cancer e doencas inflamatérias e autoimunes (SIMOPOULOS,
2002).

Ha duas fases muito importantes para a aquisicdo dos acidos graxos da
familia n-3. Um deles é o periodo fetal e o segundo ocorre apds 0 nascimento até o
completo desenvolvimento bioquimico do encéfalo. Em situacdo de deficiéncia de
acidos desta familia, o organismo trabalha através de mecanismo de substituicao
por acidos graxos da familia n-6, como o acido docosapentaendico. Isto pode levar a
mudancas funcionais e pode trazer danos cognitivos e prejuizos visuais (CONNOR,
2000).
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O DHA que representa aproximadamente 17% do total de &cidos graxos
constituinte das membranas plasmaticas (CHYTROVA, YING e GOMEZ-PINILLA,
2010), é comprovadamente importante para atividades relacionadas a emocéo,
atividade exploratéria e funcdo cognitiva (RACHETTI et al., 2013; MOTOHASHI et
al., 2009).

O DHA pode afetar a funcdo sinaptica e as habilidades cognitivas
influenciando na integridade e na melhora da fluidez da membrana e consequente
permeabilidade i6nica nas regibes sinapticas, na excitabilidade neuronal e no
crescimento sinaptico e axonal (CHYTROVA, YING e GOMEZ-PINILLA, 2010;
GORJAO et al., 2009; CHEN e SUBBAIAH, 2007; CONNOR, 2000). A relacdo do
DHA com o sistema glutamatérgico € muito importante tendo em vista que aumenta
a liberacéo de glutamato e restaura a potenciacao de longo prazo (RACHETTI et al.,
2013).

Este acido graxo pode ativar os caminhos metabdlicos produtores de energia
(FIGURA 3) que afetam subsequentemente moléculas fundamentais para a
memoria, como por exemplo, o fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF)
(GOMEZ-PINILLA, 2008). O BDNF esté relacionado com o processo de aquisi¢cao e
consolidacdo das memoérias (TRUDEAU e SHEPHARDT, 2008) e € encontrado
abundantemente em é&reas do encéfalo que sdo associadas com a regulacédo
cognitiva e metabdlica: respectivamente o hipocampo e o hipotalamo. Aprendizado
de uma tarefa aumenta a plasticidade sinaptica mediada pelo BDNF, e a falta por
causas genéticas do gene do BDNF atrapalha a formacdo de memoérias (GOMEZ-
PINILLA, 2008).
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FIGURA 3: Acidos graxos da familia n-3, plasticidade sinaptica e cognicdo. O DHA pode afetar a
funcdo sinaptica e as capacidades cognitivas, melhorando a fluidez da membrana plasmatica em
regides sinapticas. O DHA constitui mais de 30% da composi¢do total de fosfolipidios da membrana
plasmatica no cérebro, e, portanto, € crucial para manter a integridade da membrana e,
consequentemente, a excitabilidade neuronal e a funcdo sinaptica. O DHA na dieta € indispensavel
para a manutencdo da permeabilidade ibnica da membrana e a fungcdo dos receptores
transmembranicos que suportam a transmissdo sinaptica e habilidades cognitivas. Os AGPIs n-3
também ativam vias metabdlicas de geracdo de energia que afetam posteriormente moléculas, tais
como o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF). O BDNF atua nos receptores pré-sinapticos e
poés-sinapticos, que podem ativar os sistemas de sinalizagcéo, tais como a proteina quinase ativada
por mitogeno Il (MAPK) e proteina quinase dependente de calcio/calmodulina (CaMKIl), que facilitam
a transmissao sinaptica e apoia a potenciagcdo de longo prazo que esta associado com o aprendizado
e a memoria (tradugdo nossa) (GOMEZ-PINILLA, 2008).
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Este fator neurotréfico em sua forma madura influencia na inducdo da
potenciacdo de longo prazo e na transmissdo sinaptica. Atua nos receptores pré-
sinapticos e poés-sinapticos e mobiliza os sistemas de sinalizacdo das proteinas
quinases ativaveis por agentes mitégenos (MAPK) e da proteina quinase calcio-
calmodulina dependentes (CaMKIl) (GOMEZ-PINILLA, 2008).

A MAPK e a CaMKIl fosforilam fatores de transcricdo de DNA presentes no
nacleo das células. Um exemplo disso € a proteina de ligacdo do elemento
responsivo de AMP ciclico (CREB) (2-6 horas apo0s a LTP), sinalizador que esta
envolvido na producdo de proteinas de adesdo celular e de outros fatores de
transcricdo (WU, YING e GOMEZ-PINILLA, 2008; IZQUIERDO, 2006).

Por fim, o BDNF atua também na ativacdo de outro sinalizador intracelular, o
Akt (Proteina Quinase B ou PKB) que tem um importante papel na funcédo cognitiva
e na neuroplasticidade (WU, YING e GOMEZ-PINILLA, 2008; VAYNMAN, YING e
GOMEZ-PINILLA, 2004).

Segundo Wu, Ying e Gomez-Pinilla (2008) a relacdo entre DHA e niveis
aumentados de BDNF pode ser explicada através da conversdao do DHA em uma
neuroproteina chamada D1 (NPD1) que pode elevar os niveis de BDNF. Outra
explicacdo vem do fato do DHA nas membranas plasmaticas ativarem mecanismos
de sinalizagcédo exacerbando os niveis de BDNF. O DHA também possui capacidade
antioxidante, diminuindo o estresse oxidativo que atua diretamente na diminuicédo de
BDNF e por fim, o DHA pode auxiliar o transportador de glicose da membrana
neuronal provendo uma maior fonte de energia aos neurdnios.

Enfim, a alimentacdo é um modulador da aprendizagem e memoéria e a
adicdo de alimentos saudaveis contendo os acidos graxos poli-insaturados (n-3)
podem afetar a capacidade cognitiva, e ajudar no tratamento de desordens cerebrais
(KHABOUR et al., 2013; GOMEZ-PINILLA, 2008).
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1.3 EXERCICIO E MEMORIA

A plasticidade cerebral (mudangas cerebrais estruturais, celulares e
moleculares) é muito importante para a manutencdo da saude e a atividade fisica
pode influenciar positivamente nestes fatores (COTMAN e BERCHTOLD, 2002).

Para a neurofisiologia, o exercicio exerce papel fundamental na melhoria dos
processos mnemaonicos, através do aumento da neurogénese e da expressao de
fatores de crescimento do endotélio capilar e consequente angiogénese, melhora da
captacdo de glicose, aumento da geracdo de neurotrofinas e alteracdo do estado
antioxidante e redox do encéfalo, modificando o metabolismo cerebral (TOLDY et al.,
2009).

A partir de programas de atividade fisica foram verificadas melhoras no
aprendizado e na memodria, na capacidade de concentracdo e no desempenho
académico a partir de programas de atividade fisica escolar (TRUDEAU e
SHEPHARDT, 2008).

Em estudos realizados com ratos, o exercicio fisico voluntario melhorou a
neurogénese (PRAAG, KEMPERMANN e CAGE, 1999), a vascularizacao cerebral
(COTMAN e BERCHTOLD, 2002), o aprendizado (VAYNMAN, YING e GOMEZ-
PINILLA, 2004), a atividade neuronal e a neuroquimica do hipocampo (ANDERSON
et al., 2000) que é a regido onde se formam as memdrias declarativas (IZQUIERDO,
2006).

O exercicio tende a trazer beneficios em relacdo a diminuicdo da liberacéo
de corticosteroides, reduzindo a ansiedade e a depressao. Além disso, enquanto 0s
corticosteroides trazem a diminuicdo da quantidade de BDNF no hipocampo
(COTMAN e BERCHTOLD, 2002), o exercicio pode influenciar diretamente no
aumento dos niveis deste fator tréfico (WU, YING e GOMEZ-PINILLA, 2008;
KHABOUR et al., 2013; ALOMARI et al., 2013; AGUIAR Jr et al., 2011; VAYNMAN,
YING e GOMEZ-PINILLA, 2004).

Muitas pesquisas encontraram beneficios do exercicio fisico sobre a
memoéria espacial, tanto através de mudancas estruturais como funcionais
(ANDERSON et al., 2000; PRAAG et al., 2005; ALOMARI et al., 2013; CHYTROVA,
YING e GOMEZ-PINILLA, 2010). A memoria espacial envolve a habilidade de

lembrar o arranjo espacial de um ambiente por meio da formagdo de um mapa
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espacial no encéfalo. Assim, a memdéria espacial permite saber a localizacdo de
objetos, de si mesmo, além de utilizar-se destas informacdes para possibilitar o
movimento de um lugar para outro (LENT, 2004; BIRZNIECE et al., 2006). Alguns
autores (ASL et al., 2008; BARNES et al., 1991), tiveram dificuldades em reproduzir
resultados semelhantes, provavelmente porque o tipo de memoria avaliada foi outra.

O conjunto de dados encontrados na literatura nos sugere que os efeitos do
exercicio sobre a memdria dependem néo so6 da idade e do tipo da memadria, como
também da intensidade, do tipo e da duracdo da atividade, que constituem o que
chamamos de exigéncia do protocolo do exercicio.

A intensidade do exercicio pode determinar os efeitos que o0 mesmo pode
causar na memoéria (BLUSTEIN, McLAUGHLIN e HOFFMAN, 2006). A intensidade
pode ser definida como quantidade de trabalho realizada por unidade de tempo.
Quanto mais trabalho realizado neste tempo, maior a intensidade do trabalho
(BOMPA, 2002). Exercicio moderado como natacdo forcada (frequéncia de 5x por
semana, duracdo de 60 minutos, carga de 5% do peso corporal por 6 semanas) tem
se mostrado eficiente para melhorar a aptidao fisica de ratos (GOMES et al., 2006).
Tendo em vista o beneficio dos exercicios nos aspectos fisicos, sugere-se que
protocolos com intensidade semelhante ao do autor acima, sejam Uteis em trazer
melhoras aos aspectos cognitivos. Outros artigos utilizaram protocolos parecidos
(TOLDY et al., 2009; RADAK et al., 2001).

O exercicio fisico em decorréncia de condicbes fisicas ou fisiologicas
estressantes (GOMES DA SILVA et al., 2012) pode também trazer o acumulo de
espécies reativas de oxigénio, moléculas estas indutoras do dano oxidativo e da
neurodegeneracdo (RADAK et al., 2013). Os mecanismos moleculares que se
relacionam com o0 estresse e a cognicdo sdo pouco entendidos e podem ser
responsaveis por doencas mentais ndo resolvidas ou auséncia/déficit de
aprendizado, assim, € importante compreender a acdo do exercicio fisico sobre a
saude mental (GOMEZ-PINILLA e YING, 2010).
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1.4 SUPLEMENTACAO E PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Estudos que envolvem suplementagdo com AGPIs e protocolos de
treinamento fisico podem apresentar grande variagdo em relacdo ao tempo de
experimento, faixa etaria do experimentado, caracteristicas do exercicio e da
suplementacao, dentre outros fatores. Ao considerar isso, € necessario fazer uma
andlise mais apurada de estudos atuais a fim de entender os diversos resultados
encontrados na literatura e os reais beneficios destas intervencfes na saude.

Alguns grupos de estudiosos optaram em utilizar janelas temporais de
suplementacao consideradas longas, outros se utilizaram de experimentos em curto
periodo de tempo encontrando também resultados. Estudos de Naliwaiko et al.
(2004), Ferraz et al. (2011) e Ferraz et al. (2008) mostraram comportamento
antidepressivo em ratos na fase adulta a partir da suplementacédo crénica com 0leo
de peixe, durante as fases de gestacdo e lactacdo (suplementacdo indireta dos
filhotes) e pos-desmame (21 dias de idade) até 90-100 dias. Além disso, estes
autores encontraram incorporacdo aumentada de DHA e EPA as membranas de
cortex cerebral e hipocampo de ratos suplementados com Oleo de peixe desde a
fase de gestacéo e lactacdo (suplementacdo indireta) até os 90 dias de idade.

Tal como os estudos acima, animais muito jovens (21 dias de vida) foram
suplementados com Oleo de peixe por aproximadamente 3 meses apresentando
incorporacdo aumentada de DHA as membranas do cortex cerebral e da substancia
negra (DELATTRE et al., 2010).

Surpreendentemente, utilizando-se de protocolos de suplementacao/dieta
enriquecida por varios AGPIs da familia n-3 e n-6 de duragdo considerada curta
(durante 6 semanas em animais adultos), Venna et al. (2009) verificaram
comportamento antidepressivo em ratos adultos, apesar de ndo conseguirem
demonstrar incorporacdo dos acidos graxos as membranas neuronais.

A néao identificacdo de incorporacdo de DHA pode ser consequéncia da
aplicacdo de curtissimo periodo de suplementacao, tendo em vista a necessidade de
um maior tempo (8 semanas) para que o0 organismo consiga se beneficiar desta
dieta neste sentido (YOUDIM, MARTIN, JOSEPH, 2000). Isto indica que os
resultados podem estar se mostrando diferentes por conta da influéncia da faixa

etaria dos testados nas pesquisas.
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Segundo McCormick e Mathews (2010) a escala de idade amplamente
utilizada para roedores se da da seguinte forma: fase infantil entre o 21° e 25° dia de
vida, adolescéncia entre o periodo do 28° ao 42° dia de vida e vida adulta ap6s o 60°
dia de vida. Uysal et al. (2005) considera o fim da adolescéncia aos 60 dias de vida.

O desenvolvimento encefalico inicia-se na vida intra-uterina e se desenrola
até o final da adolescéncia, sendo altamente influenciado pelos fatores ambientais,
sendo o hipocampo uma das areas mais sujeitas a essas influéncias (UYSAL et al.,
2005). A suplementacdo com acidos graxos da familia n-3 pode ser eficaz, mas
parece ser dependente da fase da vida em que é aplicada, e mostra-se menos
eficaz quando iniciado em idades mais avancadas (LANGUILLE, AUJARD e
PIFFERI, 2012).

Apesar de existir a possibilidade de reestruturacdo morfologica e funcional
do encéfalo na vida adulta, ap6s o periodo de maturacdo, jA que esta é uma
propriedade intrinseca do sistema nervoso (DRAGANSKI e MAY, 2008), os periodos
criticos de desenvolvimento do encéfalo acontecem na infancia e na adolescéncia,
sendo o DHA fator fundamental no desenvolvimento do SNC (CHEN e SUBBAIAH,
2007). O hipotalamo, a amigdala e o cortex pré-frontal sdo regiées do encéfalo que
se submetem a remodelacdo morfolégica e funcional extensiva durante a
adolescéncia, com a maturacdo que ocorre mais cedo em regides limbicas
subcorticais do que em regides corticais frontais (McCORMICK e MATHEWS, 2010).

Faz-se necessario avaliar que eventos e experiéncias na aprendizagem
durante a adolescéncia podem conduzir a um desenvolvimento mais complexo das
estruturas, fungdes e circuitarias cerebrais, auxiliando na neurogénese e na
neuroplasticidade, que € a habilidade do encéfalo mudar em resposta a esses
processos e que tende a diminuir durante a decorrer da vida (LOU et al., 2008).

Assim, parece que o tempo de suplementacdo e a fase de maturacdo do
encéfalo durante a suplementacdo sdo variaveis importantes para verificar efeitos
comportamentais e bioquimicos positivos no sistema nervoso e na saude cognitiva
na vida adulta dos animais.

Protocolos de treinamento fisico também podem ser analisados por diversas
vertentes, ja que se distinguem em muito nas pesquisas e ha uma ampla gama de
relatos sobre a natureza dos consequentes efeitos. Os protocolos de treinamento
variam de acordo com obijetivos, periodo de aplicacdo do treinamento, nivel de

treinabilidade, idade, tipo de exercicio (forcado ou voluntario), modalidade (natacéo,
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esteira mecéanica ou roda giratoria), duracdo da sessdo, frequéncia semanal,
intensidade/velocidade, resultados esperados, dentre outros fatores.

Alguns autores, como Vaynman, Ying e Gomez-Pinilla (2004) defendem que
curtos periodos de aplicacdo de exercicios fisicos sdo suficientes para gerar
desempenho aumentado sobre o aprendizado espacial em modelos animais
verificado no teste do Labirinto Aquético de Morris, além de aumentar os niveis de
marcadores de proteinas relacionados a plasticidade. Ratos adultos foram
submetidos ao exercicio durante 5 dias consecutivos, e este experimento foi capaz
de elevar os niveis de RNA mensageiro do BDNF, de seu receptor (TrkB) e os niveis
dos subprodutos, a proteina sinapsina | e o CREB.

Em outro estudo deste mesmo grupo (VAYNMAN, YING e GOMEZ-PINILLA,
2007) foi demonstrado que uma semana de exercicio foi eficaz em aumentar os
niveis de CaMKIl hipocampal em modelos animais, mediando os efeitos do exercicio
na cognicgao.

Da mesma corrente de pensamento, Lou et al. (2006) treinaram ratos juvenis
(35 dias de vida) em esteira rolante durante uma semana. Obtiveram melhoras na
memoria espacial no teste do Labirinto de Morris também em curto periodo de
treinamento. Ainda em estudo mais recente de Lou et al. (2008), os ratos juvenis
foram submetidos ao exercicio fisico durante uma semana, e os autores verificaram
aumento na neurogenese, nos niveis dos receptores tipo 1 de N-metil-D-aspartato
(NMDAR1) e nos niveis de BDNF.

Foram encontrados em maior numero, estudos com protocolos de
treinamento de duracdo mais longa (21 dias até meses) que mostram efeitos
positivos na memoéria de ratos (MARLATT et al., 2012; ASL et al., 2008; GARCIA-
CAPDEVILA et al., 2009; BERCHTOLD, CASTELLO e COTMAN, 2010; GOMES et
al., 2006), aumento nos niveis de moléculas sinalizadoras (AGUIAR Jr et al., 2011) e
nos fatores neurotréficos (RADAK et al., 2006; BERCHTOLD, CASTELLO e
COTMAN, 2010).

A variabilidade de resultados pode ser dependente também do tipo de
exercicio. Exercicio fisico voluntario (roda giratoria) resultou em aumento da
neurogenese hipocampal em ratos adultos, diferentemente do exercicio forgado
(natacdo) (PRAAG, KEMPERMANN e CAGE, 1999), reversdo dos efeitos negativos
da dieta baseada em gorduras saturadas, tais como diminuicdo do desempenho no

teste de memoria espacial, diminuicdo dos niveis de BDNF, sinapsina | e CREB e
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aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (MOLTENI et al., 2004) e
melhora do aprendizado espacial (VAYNMAN, YING E GOMEZ-PINILLA, 2004,
2007).

Em estudo de Mello et al. (2008) os ratos foram submetidos ao exercicio
forcado por 2 semanas em esteira mecéanica, decorrendo em prejuizo no
desempenho dos ratos no teste de reconhecimento de objeto. Curiosamente, 0
mesmo tipo de exercicio aplicado durante 8 semanas ndo mostrou efeito deletério na
aprendizagem, entretanto o grupo exercitado nao se diferenciou do grupo controle,
mostrando efeito nulo da atividade fisica no teste de memoria espacial.

Exercicios fisicos aerdbicos tém sido relacionados a producao de espécies
reativas de oxigénio que em concentracdes significativas podem causar danos
oxidativos e neurodegeneracdo (RADAK et al., 2013). Protocolos de exercicio
forcado de curta ou longa duragédo trouxeram aumento do estresse oxidativo em
ratos submetidos a exercicio de natacdo (TSAKIRIS et al., 2004).

Opondo-se aos achados acima, outras pesquisas relatam beneficios na
utilizacdo do exercicio forcado, tais como aumento do nuamero de neurdnios
hipocampais em ratos (UYSAL et al., 2005), melhora da memoéria espacial de curta e
longa duracdo e aumento nos niveis de BDNF (KHABOUR et al., 2013,
O'CALLAGHAN, OHLE e KELLY, 2007) e aumento da densidade dos astricitos
GFAP positivos hipocampais que estdo diretamente envolvidos com a
neuroplasticidade (SAUR et al., 2014). O exercicio forcado é mais semelhante ao
treinamento fisico de humanos, ao contrario do exercicio voluntario.

Por fim, estudos que submeteram os ratos tanto a exercicio voluntario como
a exercicio forcado foram eficazes em verificar aprendizado e melhoras em
parametros moleculares associados a memoria (ALOMARI et al., 2013; CETINKAYA
et al., 2013).

Além do tipo de exercicio, a intensidade do mesmo € outro parametro critico
a ser considerado. Intensidade alta do exercicio pode ser um fator estressor e
resultar em prejuizos iniciais a aquisicdo de uma tarefa de aprendizado espacial
(BLUSTEIN, McCLAUGHLIN e HOFFMAN, 2006).

Pequenas quantidades diarias de exercicio, resultando em exercicio de
baixa intensidade foram eficazes em demonstrar melhoras no aprendizado espacial,
diferentemente de quantidades médias ou altas de atividade fisica (GARCIA-
CAPDEVILA et al., 2009), em aumentar os niveis de AKT, CREB (AGUIAR Jr et al.,
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2011), BDNF (LOU et al., 2008; AGUIAR Jr et al., 2011) e densidade dos astrécitos
GFAP positivos hipocampais (SAUR et al., 2014).

Contrapondo os estudos acima, Aguiar Jr et al. (2009) foram capazes de
verificar aumento nos niveis de BDNF através da submisséo de ratos a exercicio de
elevada intensidade.

Percebe-se a partir das leituras acima que o exercicio fisico tem sido
extenuantemente estudado, mas ha algumas divergéncias nos resultados em
relacdo a intensidade utilizada nos protocolos, bem como a caracterizacdo da
intensidade do exercicio pelos autores em cada um destes estudos.

Para complementar estas analises criticas que dizem respeito aos
protocolos de exercicio e a suplementacdo, em nosso conhecimento, ha poucos
estudos caracterizados por metodologias combinadas. Efeitos positivos ha memoaria
espacial (RACHETTI et al., 2013), no crescimento axonal (CHYTROVA, YING e
GOMEZ-PINILLA, 2010), em parametros moleculares (aumento dos niveis de
proteinas intracelulares e de fatores neurotréficos) (WU, YING e GOMEZ-PINILLA,
2008) e na homeostase do hipocampo (GOMEZ-PINILLA e YING, 2010) tém sido
encontrados quando verifica-se o efeito combinado das duas varidveis. Assim
mesmo, ha divergéncias entre o estudo de Rachetti et al. (2013) e dos demais
estudos citados no que diz respeito ao tempo de suplementacdo e protocolo do
exercicio utilizados.

A dieta estd intimamente relacionada com modificagdes na composicao
lipidica das membranas celulares (LAURITZEN et al., 2001; SIMOPOULOS, 2002), e
a associacao entre dieta e exercicio pode afetar a producéo de energia mitocondrial,
gue tem papel importante em manter a excitabilidade neuronal e a funcao sinaptica.
Assim, a correta combinacdo destes dois fatores pode trazer beneficios adicionais a
plasticidade sinaptica e a funcdo cognitiva (GOMEZ-PINILLA, 2008; WU, YING e
GOMEZ-PINILLA, 2008).

O destreinamento e a interrupcdo do experimento sdo caracterizados pela
interrupcdo do exercicio fisico e da suplementagdo, respectivamente. Este fato
parece ser comum no dia-a-dia das pessoas, ja que por conta de suas muitas
tarefas e atribuicbes acabam deixando de lado habitos saudaveis como boa
alimentacdo e pratica da atividade fisica. Por quanto tempo os beneficios do
exercicio permanecem na memoria? Os beneficios da suplementacdo em fases

iniciais da vida sao capazes de gerar beneficios que se mantém ao longo da vida?
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Com o propdsito de responder a estas perguntas, nos baseamos em achados de
dois diferentes estudos que fazem constatacdes a respeito do destreinamento fisico.
Segundo Radak et al. (2006) animais destreinados por 1 ou 2 semanas nao
diferiram dos ratos sedentarios em relacdo ao aprendizado espacial no Labirinto
Aquatico Radial. Entretanto, juntamente com os ratos exercitados mostraram niveis
de espécies reativas de oxigénio em niveis mais baixos do que os ratos controles.
Em outro experimento, os ratos submetidos ao exercicio por 3 semanas e
destreinados por 7 ou 14 dias demonstraram que o0s beneficios cognitivos do
exercicio na plasticidade hipocampal e no aprendizado espacial perduraram apds o
exercicio ter cessado. Isto péde ser observado no teste do Labirinto de Moris e no
conteudo elevado de BDNF destes grupos em relacdo ao grupo sedentéario
(BERCHTOLD, CASTELLO e COTMAN, 2010).
Portanto, deveremos considerar também que as interrupcdes tém
consequéncias distintas nos resultados dos experimentos e o tempo de

destreinamento pode interferir em algumas variaveis, mas ndo em outras.

15 ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMA ANTIOXIDANTE RELACIONADO A
GLUTATIONA

O estresse oxidativo € um fenémeno decorrente do desequilibrio da
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de sua eliminacdo através dos
processos de defesa do organismo. As espécies reativas podem causar a
peroxidacao lipidica, modificacdo das proteinas e danos no RNA, e a finalidade dos
processos de defesa é evitar que isto aconteca (DRINGEN, 2000).

O encéfalo é um dos 6rgaos que mais sofre com as ROS, ja que tem uma
alta atividade metabdlica e, consequentemente, elevada producdo destas
substancias toxicas comparadas a sua massa e capacidade de acdo dos seus
sistemas antioxidantes. Além de tudo, este 6rgdo é composto por acidos graxos poli-
insaturados, alvo principal da peroxidacao lipidica, alto contetudo de ferro e cobre,
que em combinacdo com outras moléculas sdo geradores dos radicais hidroxil (tipo

de ROS) e neurotransmissores que podem gerar nimero massivo de radicais livres,
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como por exemplo, o glutamato que é o principal neurotransmissor excitatério do
SNC (REITER, 1995). A quebra da dopamina e da serotonina e a super ativacao dos
neurénios pelo calcio também sdo geradores de ROS (BAINS e SHAW, 1997).

Dentro dos atomos ou moléculas, os elétrons ocupam regides chamadas de
Orbitas que sdo capazes de conter dois elétrons, onde um percorre direcdo oposta
ao outro (horario e anti horario). Quando uma dessas Orbitas contém apenas um
elétron, denominado ndo pareado, esta molécula ou atomo é chamado de radical
livre. O O, é considerado um radical livre porque possui dois elétrons nao pareados,
cada qual em orbita diferente, mas percorrendo a mesma dire¢cdo. Sendo assim, o
0O, s6 é capaz de aceitar outro par de elétrons de uma molécula que tenha também
dois elétrons ndo pareados que sigam direcao igual entre eles, mas oposta a sua.
Porém, durante determinado momento esta conversao feita pela cadeia respiratoria
mitocondrial pode reduzir uma molécula de O, produzindo inicialmente o &nion
superoxido (Oy). Este radical pode ser novamente reduzido (ganho de mais um
elétron) por um agente dos sistemas antioxidantes, produzindo o perdxido de
hidrogénio (H20), uma espécie ndo radical (REITER, 1995).

O oxido nitrico (NO) é uma espécie reativa de nitrogénio (RNS). Este radical
livre gasoso é um importante mensageiro biologico, altamente difusivel, que
desempenha um importante papel na fisiologia do sistema nervoso central e produz
o peroxinitrito (ONOQ), que é o mais reativo dos RNS. ROS e RNS sao a causa do
estresse oxidativo no sistema nervoso. Eles sdo produzidos em grandes
quantidades em situacdes patoldgicas. A regulacdo redox envolvendo ROS € a
chave para a modulagéo das fungBes celulares (principalmente para os astrécitos e
microglia) tais como a ativacdo da proteina quinase ativada por mitdbgeno (MAP), o
transporte de ions, a mobilizacdo de célcio e a ativacdo da apoptose programada.
Os neurénios sao células pés-mitéticas e tem pequena capacidade de gerar divisao,
0 que explica o envelhecimento e algumas doencas neurodegenerativas (EMERIT,
EDEAS e BRICAIRE, 2004).

As espécies reativas ndo organicas sao o peroxido de hidrogénio (H.0;), o
radical superoxido (Oy) e os radicais hidroxil (OH"), e as organicas sédo os radicais
alcoxil e peroxil (DRINGEN, 2000). Apesar de sua reatividade ser baixa, em altas
concentragcbes o H,O, pode ser toxico, ja que ele cruza as membranas celulares e
permanecem em locais onde podem sofrer reacbes de outros radicais, como por

exemplo, o ferro ou o cobre, resultando na producdo de HO™ (REITER, 1995).
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Um dos mais importantes sistemas antioxidantes € o relacionado a
glutationa (GSH) e tém trés componentes: a prépria GSH, as enzimas relacionadas
a GSH e o complexo proteico exportador glutationa-S-conjugada dependente do
ATP (bomba GS-X) (DRINGEN, 2000). Além da funcdo antioxidante da GSH, ela
ainda age na proliferacao celular e na regulacdo da apoptose (REITER, 1995).

A GSH é um tripeptideo linear de glutamina, cisteina e glicina presente na
concentracdo de 1 a 3 mM nas células neurais (bem mais baixa do que em células
do figado e rins) e se apresenta em maiores concentracdes nos astrocitos do que
nos neurdnios e nas células gliais (REITER, 1995; MYTILINEOU, KRAMER e
YABUT, 2002). Sua sintese comeca com a conjugacao da cisteina e do glutamato
por acdo da gama-glutamilcisteina sintase (yGCS), formando o dipeptideo gama-
glutamilcisteina (yGluCys). Outra enzima, a glutationa sintetase (GSS) catalisa a
adicdo da glicina a yGluCys para formar a GSH. A adenosina trifosfato (ATP) € um
cosubstrato das duas enzimas. O equilibrio da producdo da GSH se dé pela inibicéo
da primeira enzima citada (REITER, 1995; YANG et al., 2006; DRINGEN, 2000).

Durante a geracédo da glutationa-S-conjugada catalisada pela glutationa-S-
transferase ou pela liberacéo de glutationa para as células, o nivel total da glutationa
celular diminui. Entéo, a glutationa usada por estes processos pode ser resintetizada
por aminodcidos. A glutationa extracelular e a glutationa conjugada sdo substratos
da ectoenzima yglutamil traspeptidase (yGT). Esta enzima catalisa a transferéncia da
porcdo yglutamil da glutationa ou um conjugado da glutationa para uma molécula
aceptora, gerando deste modo o dipeptideo yGluCys ou o conjugado do yGIuCys,
respectivamente. A yGIluCys pode ser hidrolisada pela ectopeptidase em cisteina ou
glicina, aminoacidos que sdo subsequentemente usados pelas células que podem
servir de substrato para a sintese de glutationa (DRINGEN, 2000).
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FIGURA 4: Metabolismo da Glutationa. X representa um aceptor de fragcdo da y-glutamil transferida
pela yGT da glutationa. Y é o substrato da glutationa-S-transferase. 1, y-glutamilcisteina sintetase; 2,
glutationa sintetase; 3, glutationa peroxidase; 4, glutationa redutase; 5, glutationa-S-transferase; 6, y-
glutamil transpeptidase; 7, ectopeptidase.(tradugcédo nossa) (DRINGEN, 2000).

Dentro do metabolismo da glutationa acontecem duas formas de
desintoxicacdo. A primeira é que a GSH reage ndo enzimaticamente com 0s anions
O, oxido nitrico e OH". Em outro processo, a glutationa peroxidase (GPx) pode
catalisar a reacdo de doacdo de elétrons da GSH para reduzir os peréxidos (H20,)
(YANG et al., 2006). A GSH é convertida em glutationa oxidada ou disulfide (GSSG)
(REITER, 1995). O resultando desta conversdo é a producdo de agua e oxigénio
molecular. A GSH mantém ainda os grupos proteicos de tidis cisteinicos em estado
reduzido, necesséario para o funcionamento integral da célula (MYTILINEOU,
KRAMER e YABUT, 2002). A GSH que foi convertida em glutationa oxidada (GSSG)
pode ser reconvertida em GSH pela glutationa redutase (GR) (REITER, 1995). Esta
enzima transfere elétrons do fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
(forma reduzida) (NADPH) para a GSSG, assim regenerando a GSH. Durante a
reacado catalisada pela GPx e pela GR ndo ha consumo da GSH, mas sim

reciclagem (DRINGEN, 2000). A figura abaixo mostra este processo:
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FIGURA 5: Sistema antioxidante relacionado a glutationa. O superoxido é gerado pela cadeia
respiratéria ou pela xantina oxidase e é convertida pela SOD em H202. Monoamina oxidase gera
peréxido de hidrogénio adicional que € catalisado pela catalase (CAT) ou pela GPx (traducdo nossa).
(DRINGEN, 2000).

Formas de glutationa conjugam ainda com xenobidticos e superéxidos
toxicos por conta da acdo da glutationa-S-transferase (GSTs). Esta conjugacéo leva
a producdo de componentes mais anidnicos, que podem ser exportados com mais
facilidade das células pelo complexo proteico exportador glutationa-S-conjugada
(bomba GS-X) dependente do ATP. A GSTs e a yGCS sédo enzimas criticas para o
funcionamento do sistema (YANG et al., 2006).

A razdo entre GSH: GSSG € um indice sensitivo do estresse oxidativo. O
GSSG é reduzido para regenerar o GSH numa reacéao catalisada pela GR e requer a
presenca da nicotina adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) como o doador do
hidrogénio. O acumulo da GSSG ou razdo muito baixa entre GSH:GSSG e baixos
niveis de GSH representam um aumento no estresse oxidativo (BAINS e SHAW,
1997).

Os sistemas antioxidantes dependentes da glutationa tém baixa atividade no
encéfalo. A atividade e quantidade da glutationa é dependente do local em que se
encontra. No cortex ha menos glutationa nos neurdnios do que nos astrocitos. No
estriado e no mesencéfalo, tem se aproximadamente a mesma quantidade de GSH
entre as duas células. NoS neurbnios, tanto a GPx como a CAT sao importantes e
essenciais no processo de limpeza do peréxido de hidrogénio, entretanto os
astrocitos sdo mais eficientes no processo de desintoxicacdo do que 0s neurdnios
(DRINGEN, 2000).
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Apesar de todas as células possuirem uma rede de sistemas e enzimas
antioxidantes, sua contribuicdo no processo de limpeza das ROS diferem nos
diferentes tipos de células do encéfalo. Alteracdo na atividade das enzimas ou nas
concentracbes de antioxidantes de baixo peso molecular, bem como a
disponibilidade dos precursores para a sintese de glutationa e de regeneracdo do
NADPH podem contribuir para a susceptibilidade ou resisténcia contra as espécies
reativas nos diferentes tipos de células do encéfalo, em condicdes fisiologicas ou
patolégicas. Ha& uma clara interacdo dos sistemas antioxidantes nos diferentes tipos
de células do encéfalo (astrocitos, células gliais e neurdnios) (DRINGEN, 2000).

O exercicio fisico, através da producdo de ROS, traz adaptacbes
metabdlicas, regulando a expressao de fatores de transcricdo que vao afetar as vias
de sinalizacédo, trazendo o incremento da atividade de enzimas como a SOD, CAT e

GPx responsaveis pelo processo de limpeza oxidativa (MARCELINO et al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

Alguns estudos tém procurado verificar a influéncia da suplementacdo com
AGPIs e da pratica do exercicio fisico nos processos cognitivos e na memoéria e
aprendizado no decorrer dos anos.

Sabe-se que o encéfalo jovem responde mais facilmente as modificacdes
estruturais e moleculares e suas consequéncias. A busca por uma melhor qualidade
de vida através da incorporacdo de habitos saudaveis em uma fase precoce do
desenvolvimento do sistema nervoso central, como a pratica de atividade fisica e a
insercdo de alimentos essenciais na dieta como do AGPIs, pode ao longo da vida
resultar em melhora fisica e mental. Entretanto, a manutencao destes habitos exige
disciplina e comprometimento, e este processo € muitas vezes interrompido. Por
quanto tempo os consequentes efeitos destes processos podem ser mantidos? E
possivel usufruir dos beneficios apds o exercicio ser cessado ou a alimentagcédo ser
modificada?

Ha questbes pouco esclarecidas e resultados bastante controversos em
relacdo ao exercicio fisico e a suplementacdo com AGPIs e seu papel fisiologico
sobre aprendizagem e memoria. Alguns pesquisadores afirmam que a saude
cognitiva pode ser beneficiada em pouco tempo com a utlizacdo destas
intervengdes, entretanto a maioria dos estudos é eficaz em demonstrar beneficios do
exercicio e do 6leo de peixe apenas apoés longo periodo de utilizagcao.

Portanto, € de suma importancia verificar as variaveis influenciadoras destas
intervencdes, tais como tipo, duracdo, exigéncia do exercicio, quantidade e tempo
de aplicacdo da suplementacdo. Além de tudo isso, faz-se necessario investigar 0s
efeitos destas intervencdes durante uma fase sensivel do desenvolvimento do SNC,
a infancia e a adolescéncia, tendo em vista que este momento € fundamental para
determinar os acontecimentos futuros relacionados a neuroplasticidade e ao
aprendizado. Este trabalho dedicou-se a investigar a combinacdo do exercicio fisico
e da suplementacdo com AGPIs sobre a memoria de ratos em uma fase da vida
critica para o desenvolvimento das circuitarias cerebrais (final da infancia e inicio da
adolescéncia até a vida adulta), avaliada a partir de testes comportamentais e
analises bioquimicas e a persisténcia destes efeitos apds a interrupcdo das

intervencoes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da associacdo da suplementacdo com &cidos graxos
poli-insaturados da familia n-3 e do exercicio fisico, sobre o0s aspectos

comportamentais e bioquimicos da memoria e do aprendizado em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a aprendizagem espacial, comportamento motor e nivel de
ansiedade dos ratos em fases criticas do desenvolvimento do SNC nos testes
Localizacao de Objetos e Campo Aberto;

Avaliar a incorporacgéo lipidica nas membranas neuronais no hipocampo;

Examinar os potenciais efeitos do exercicio fisico e da suplementacdo com
Oleo de peixe e de suas associacdes nos niveis de estresse oxidativo;

Quantificar os niveis do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) no
hipocampo;

Verificar as diferencas dos potenciais efeitos do exercicio fisico e da
suplementacdo com 6leo de peixe aplicados em curta e em longa janela temporal,

Verificar apds 21 dias de interrupcéo do exercicio fisico e da suplementacdo
se os efeitos encontrados persistem sobre a memodria e aprendizado de ratos em
fases criticas do desenvolvimento do SNC, utilizando-se das mesmas analises acima

descritas em ambas as janelas temporais de aplicagao.



36

4 HIPOTESE

Nossa hipotese € que a administracdo de Oleo de peixe e submissédo de
ratos ao exercicio fisico durante um periodo longo (50 dias) em fases criticas do
desenvolvimento do SNC podem proporcionar melhoras nos processos mentais e no
desempenho cognitivo, e seus efeitos podem persistir por um longo periodo apés

interrupcdo destas intervencoes.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados para o experimento 192 ratos machos da linhagem Wistar,
de 30 dias de idade, obtidos no Biotério Central do setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Todos os experimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor acima citado sob nimero
474 seguindo exigéncias estabelecidas em “Guide for care and use of Experimental
Animals (Canadian Council on Animal Care)”.

Os animais foram mantidos em condicdes constantes de umidade e
temperatura (22 = 2° C), com ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a
dgua e racdo (Nuvilab CR1 — Nuvital Nutrientes S/A) a vontade durante todo
experimento. Esforcos maximos foram tomados para reduzir eventuais desconfortos
causados aos animais durante os experimentos, demonstrando preocupacdes que

se adaptam as modernas préticas bioéticas de experimentacdo animal.

5.2 DESENHO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para este experimento, ratos Wistar machos de 30 dias de vida foram
distribuidos em quatro (4) experimentos. Com a finalidade de contrapor os efeitos do
exercicio e da suplementacdo em curta e longa janela temporal e analisar se estes
efeitos persistiam depois de cessadas as intervencles, classificamos os
experimentos em 1 - EXPERIMENTO CURTO, 2 - EXPERIMENTO CURTO E
INTERRUPCAO, 3 - EXPERIMENTO LONGO e 3 - EXPERIMENTO LONGO E
INTERRUPCAO (FIGURA 5).



EXPERIMENTO 1 - CURTO

Ratos - 30° ao 47° dia de vida

Exercicio e Suplementagao Testes Comportamentais Retirada de Estruturas

— l12dias — — 132dia _— 15%aocl62dia — ‘ — 17¢dia _—
Campo Aberto Localizag3o de
Objetos

EXPERIMENTO 1 - CURTO EINTERRUPCAO

Ratos —30° ao 68° dia de vida

Exercicio e Suplementagio INTERRUPGAO Testes Comportamentais Retirada de Estruturas

— l2dias — \ — 2ldias — ‘_ 332dia _ 35%a036%dia _ ‘ _ 37edia  _
Campo Aberto Localizagdo de
Objetos

EXPERIMENTO 2 - LONGO

Ratos — 30° ao 85° dia de vida

Exercicic e Suplementagdo Testes Comportamentais Retirada de Estruturas

— SO0dias — \ — 52¢dia _ S54%ao0552dia _ \ _ 562dia _
Campo Aberto Localizagdo de
Objetos

EXPERIMENTO 2 - LONGO E INTERRUPCAO

Ratos — 30° ao 106° dia de vida

Exercicio e Suplementag&o INTERRUPCAO Testes Comportamentais Retirada de Estruturas
— 50dias — | — 2ldias — ’_ 722dia — 742a0752dia — l — 762 dia —
Campo Aberto Localizagdo de
Objetos

FIGURA 6: Representacao esquematica dos experimentos.
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1) EXPERIMENTO CURTO: 12 dias de exercicio e suplementacao

2) EXPERIMENTO CURTO E INTERRUPCAO: 12 dias de exercicio e
suplementacao e interrup¢éo das intervencdes por 21 dias

3) EXPERIMENTO LONGO: 50 dias de exercicio e suplementacéo

4) EXPERIMENTO LONGO E INTERRUPCAO: 50 dias de exercicio e
suplementacao e interrupcao das intervencdes por 21 dias

Cada experimento foi composto de 48 ratos, segundo divisdo que
considerou a suplementacdo ou ndo com Oleo de peixe e a execucao ou nao do
exercicio fisico. O grupo de ratos ndo exercitados e ndo suplementados foi
denominado como controle (C), o grupo de ratos exercitados e ndo suplementados
como controle exercitado (CE), o grupo de ratos ndo exercitados e suplementados
como oleo de peixe (OP) e o grupo de ratos exercitados e suplementados como 6leo
de peixe exercitado (OPE).

Ap0s a execucgdo de cada um dos experimentos, os ratos foram submetidos
aos testes comportamentais (teste do Campo Aberto e teste de localizacdo de
objetos) e, ao final dos mesmos, foram ortotanasiados para remocdo das estruturas
cerebrais (hipocampo direito e esquerdo) a fim de analisar pardmetros moleculares
como incorporacdo de acidos graxos nas membranas, fator trofico de crescimento
do cérebro (BDNF) e estresse oxidativo (Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa
Oxidada (GSH), Glutationa Reduzida (GSSG) e Razdo GSH/GSSG).

5.3 SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE

Durante os experimentos, os ratos OP e OPE receberam alimentacgao regular
(racdo animal) e suplementacao diaria de 3,0 g/kg de 6leo de peixe contendo 12%
de EPA e 18% de DHA (doado gentilmente pelo Laboratério Herbarium Botanico
S/A, Colombo, Parand, Brasil) administrado oralmente (via gavagem), enquanto 0s
ratos C e CE receberam a alimentacéo regular e 0 mesmo volume de agua como

descrito acima, também via gavagem.
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5.4 EXERCICIO FiSICO

Os ratos OPE e CE foram submetidos ao exercicio de natacdo. No
experimento curto os animais foram exercitados em 10 sessfes de treinamento,
sendo 5 sessOes intercaladas por 1 dia de descanso e mais 5 sessbes
subsequentes. Os ratos do experimento longo foram exercitados por 50 dias em
uma frequéncia semanal de 4 sessbes. A duracdo de cada exercicio foi de 45
minutos e apds o periodo de adaptacdo de 2 ou 3 treinamentos, foi adicionado aos
ratos uma carga de 5% do peso corporal (GOMES et al., 2006) através de um colete
artesanal que continha pequenas bolas de chumbo. O colete foi anexado ao corpo
dos ratos durante o exercicio (FIGURA 6). A carga utilizada € ideal para trabalhar e
desenvolver a capacidade aerdbica dos ratos (MACHADO et al., 2006, GOBATTO et
al., 2001) além de ser segura para evitar lesdes musculares ou restauracao
incompleta do nivel dos substratos entre as sessfes de treinamento (MACHADO et

al., 2012). Os ratos C e OP nao foram submetidos ao exercicio fisico.

FIGURA 7: Natagc&o. Rato se exercitando com carga de 5% do peso corporal.
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5.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

5.5.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto é realizado em uma arena circular de 1 metro de
didmetro limitado por uma parede clara de 40 centimetros de altura e iluminado o
suficiente com a finalidade de tornar o ambiente aversivo, com quatro lampadas de
60 W. O chao da arena é preto com nenhuma divisdo aparente. Os ratos testados
foram colocados individualmente no centro da arena, para exploracéo livre durante 5
minutos. Durante este periodo, o sistema informatizado Smart® Junior System
(Panlab, Harvard Apparatus, Spain) mensurou 0 comportamento motor através da
analise da distancia e velocidade e do tempo gasto em cada uma das areas do
campo aberto (centro, meio e periferia). A arena foi limpa com 5% de solucdo de
agua/etanol antes de cada testado a fim de eliminar possiveis dicas olfatérias do rato

testado anteriormente.

5.5.2 Teste de localizacao de objetos

Os ratos foram avaliados quanto ao seu desempenho em relacdo a memoria
de localizacao de objetos. Estas avaliagdes foram realizadas utilizando-se uma caixa
retangular plastica (30 x 50 cm) e 20cm de altura. Todos os objetos utilizados no
teste eram em copias duplas idénticas e fabricados em material biologicamente
neutro (acrilico ou vidro) e pesados o suficiente para que o animal ndo conseguisse
remové-lo do lugar.

Todos os animais foram submetidos a um treino 24 horas antes da avaliacéo
propriamente dita. Nesse treino cada animal foi colocado no centro da caixa, que
continha dois objetos idénticos colocados em um dos lados da caixa (FIGURA 5).

Durante 5 minutos o animal pode explora-los livremente; ao término deste

tempo, o animal foi gentilmente retirado e colocado em sua gaiola de manutencéo.
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Passado um intervalo de 15 minutos o animal foi recolocado na caixa com 0S
mesmos dois objetos por mais 5 minutos. Esse processo repetiu-se por 3 vezes
consecutivas. Entre cada exposicéo a caixa e cada objeto foram limpos com solugéo
de etanol 10%.

Vinte e quatro horas apos o treino descrito acima, cada animal passou por
mais uma sessao de treino, ou seja, foi colocado novamente no centro da caixa
plastica e durante 3 minutos, sob condicdes idénticas as do dia anterior, explorou os
objetos. Para a realizacdo do teste que avaliou a memodria de localizacdo, 15
minutos apos o treino, o animal foi recolocado na caixa plastica. Entretanto, um dos
objetos foi colocado em posi¢cao oposta a situagdo anterior (FIGURA 7). Durante 3
minutos foram quantificados o tempo de exploracdo dos ratos no objeto na velha

posicdo e no objeto reposicionado.

Delay
of
retention

O

Sample Phase Choice Phasa

FIGURA 8: Teste de memoaria de localizacao (A e B) (ENNACEUR et al., 2005)

5.6 CARACTERIZACAO DO EXERCICIO E METABOLISMO REQUERIDO

Para caracterizacdo da intensidade do exercicio, os niveis de lactato
sanguineo foram avaliados de forma indireta. No ultimo dia de treinamento de
natacédo, foi realizada a mensuracdo do lactato com o objetivo de verificar a
exigéncia metabdlica do exercicio.

A coleta do sangue foi feita da porcéo distal da cauda do rato apos assepsia
com alcool e pungao do local, em quantidade de 25ul de sangue. O sangue foi

colocado na tira de lactato e a medida foi feita utilizando-se o lactimetro de marca
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Accutrend® lactate (Roche, Mannheim, Alemanha, peso 120g, dimensdes 11,5 x 6,2
cm). Esta mensuragéo foi feita quatro vezes durante o treinamento, com intervalos

de 15 minutos entre as coletas (basal, 30 e 45 minutos de exercicio).

5.7 ORTOTANASIA

Os ratos foram anestesiados com uma mistura de Xilazina (60mg/Kg, i.m.;
Syntec do Brasil Ltda) e Ketamina (4mg/Kg, i.m.; Syntec do Brasil Ltda) e foram
decapitados para dissecacdo do hipocampo direito e esquerdo. Estas estruturas

foram mantidas em freezer -70°C até os ensaios histoquimicos.

5.8 PERFIL LIPIDICO

Os lipidios totais foram extraidos com uma mistura de cloroférmio-metanol-
agua e a transesterificacdo dos lipidios totais foi realizada. Vinte e cinco mg de 6leo
(x 0,1 mg) foram pesados e adicionados a 1,5 ml de 0,50 mol de NaOH/L de
metanol. A mistura foi aquecida num banho de 100°C durante 5 minutos e em
seguida arrefecida até temperatura ambiente. Em seguida, 2ml de uma solucao de
trifluoreto de boro (BF3) em 12% de metanol foram adicionados e aquecido
novamente em banho a 100°C durante 30 minutos. As amostras foram arrefecidas
em agua corrente a temperatura ambiente e 1ml de isooctano foi adicionado. As
amostras esterificadas foram mantidas em repouso para separacdo das fases. O
sobrenadante foi recolhido e a amostra foi concentrada para um volume final de
1,0ml para subsequente injecdo no cromatégrafo a gas. Os ésteres de acidos graxos
poli-insaturados foram separados em fases gasosas pelo cromatografo (Ultra
Rastreio 3300) equipado com detector de ionizacdo de chama e uma coluna capilar
de silica fundida CP-7420 (FAME Select 100m de comprimento, a 0,25mm de

diametro e 0,25mm de cianopropilo) com um fluxo de H2 (gas transporte) de
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1,2ml/min, 30ml/min de N2 (perfazer). O volume injetado foi de aproximadamente 2,0
uL, utilizando 1:80 divisédo da amostra, com as temperaturas do injetor e do detector
de 220 a 230°C respectivamente, enquanto que a coluna 165°C que aumentou para
235°C em uma taixa de 4°C/min e mantido por 14,5 min. Os percentuais foram
determinados pela integracdo de &areas de pico pelo Software Chronquest versao
5.0. Os valores foram obtidos utilizando o critério da comparacdo do tempo de
retencdo dos eésteres metilicos de padrbes da Sigma (EUA), com a amostra e

através da co-diluicdo padrdo de composicdo conhecida.

5.9 BDNF HIPOCAMPAL

Para realizar o ensaio do BDNF hipocampal, animais de cada grupo
experimental foram mortos por decapitacdo e tiveram o hipocampo rapidamente
dissecado, e colocados em gelo seco seguido de armazenamento em freezer a -80 °
C. Antes da analise, 500 microlitros de tampéo de lise gelada (deoxicolato de sédio a
0,2% , 0,5% Triton X - 100, 1% de NP-40, 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 1 mM de
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), 1 mM de N-etil-maleimida ( NEM) e 2,5 mM de
fenantrolina) foram adicionados as amostras de tecido de hipocampo, seguidos de
impulsos de sonicac¢do de curta duracao por 15s. Ap6s 40 min em gelo, as amostras
foram centrifugadas durante 15 min a 10.000g a 4 ° C. Os sobrenadantes foram
removidos em seguida e a concentracdo de proteina foi medida usando o método de
Bradford (Bio Rad). As amostras foram trazidas a iguais concentracdes de proteina
(200 ug) para diluicdo em H20 e congeladas a -70 ° C até a andlise. A concentracao
de BDNF foi medida utilizando o Sistema Promega BDNF Emax Imuno (Promega
Co., Madison, WY, EUA) de acordo com as instrucbes do fabricante.
Resumidamente, placas de 96 pocos de polietileno foram revestidos com anticorpo
monoclonal anti-BDNF (mAb) em tampéao de carbonato com pH 9,2 durante a noite a
4°C. Os anticorpos ndo absorvidos foram lavados com PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (PBST) e as placas foram bloqueadas com Promega Block e tampéao das
amostras por 1h na sala climatizada. Em seguida, 100 microlitros de cada amostra

foram adicionados em triplicado e as placas foram incubadas durante 2 h. Apés uma
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extensa lavagem com PBST, o anticorpo policlonal anti-humano BDNF (pAb) foi
adicionado e incubado durante mais 2h. Finalmente, os pAb nao ligados foram
removidos por lavagem com PBST e o conjugado de peroxido anti-IgY tipo cavalo foi
adicionado durante 1 h. A reacédo foi desenvolvida usando TMB One Solution e foi

parado com HCI 1M. A absorvancia foi medida a 450nm.

5.10 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo foi verificado através da analise da atividade da
glutationa peroxidase (GPx), do conteudo da glutationa reduzida (GSH) e da
glutationa oxidada (GSSG) e da razdo GSH:GSSG.

5.10.1 Ensaio da glutationa peroxidase (GPx)

Para quantificar a atividade da glutationa peroxidase, cada amostra de tecido
foi inicialmente homogeneizada utilizando-se um tampéo de extracdo com a seguinte
composicdo: Tris-Base, 50mM (pH 7.4), EDTA, 1mM, ortovanadato de sodio, 1mM,
PMSF, 2mM, coquetel inibidor de protease (300 pl em 30 ml de tampé&o), Nonidet,
1%. As amostras foram homogeneizadas usando 1 ml de tampé&o de extracdo por
amostra. A homogeneizagdao foi feita utilizando-se um mini-homogeneizador TE-103
da Tecnal por 30 segundos, sempre mantendo a solu¢cdo com bastante gelo abaixo
e em volta do tubo contendo a amostra. Neste caso, o pequeno tubo foi colocado
com amostra e tampao dentro de um Becker com gelo. Ap6s homogeneizacao, as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm a 4 graus por 10 minutos. Neste momento
os ependorfs foram trocados para colocar o sobrenadante de cada amostra. Apos
centrifugacéo, foi retirado 2 pl do sobrenadante de cada amostra para dosar proteina
pelo método de Bradford: 2 pl do sobrenadante, 1018 pl de agua, 250 pl do
reagente de Bradford. Na curva de BSA foram usados 5 pontos: 2.5, 5.0, 10.0, 15.0,
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20 ug /ml. Apés 10 minutos no escuro a temperatura ambiente, foi feita a leitura da
curva. No caso das amostras, foram acrescentados 250 pl do reagente de Bradford
aos 2 ul de cada amostra. Misturou-se bem no vortex, com espera de 10 min no
escuro a temperatura ambiente, para entdo realizar a leitura. Foram utilizados os
reagentes: tampdao fosfato pH 7, fosfato de s6dio monobasico 0.05 M, EDTA 0.005
M, NADPH 0.0084 M, glutationa redutase, azida sédica (NaNs) 1.125 M, GSH 0.15
M, H,0, 0.0022 M. Ensaio: foi preparado uma mistura contendo 8.5 ul de NADPH,
1.0 ul de glutationa redutase e 1.0 ul de Na N3. Meio prévio a reacao: X ul tampéao,
X pl amostra (amostra + tampéao= 222,5 pl para 250 pl final), 10,5 pl mix para 250 pl
final. A leitura foi feita por 1 minuto no espectrofotdmetro usando 340 nm de
comprimento de onda, o que corresponde a etapa prévia a reacao. Apés esta leitura,
foram adicionados os substratos a cada amostra: 8,5 ul de GSH para 250 pl final e
8,5 ul de H202 para 250 pl final. Ap6s a adicdo dos dois acima, foram retiradas
todas as bolhas de cada amostra com uma agulha de seringa de insulina para evitar
alteracdo na leitura. A leitura foi feita a 340 nm por 4 minutos a cada 30 segundos.
Para cada amostra prepara-se um branco. Os resultados foram expressos em um
grafico onde na fase pré-reacédo as 4 leituras foram similares e formaram um platd.
Apés adicdo do substrato para reacdo, os valores de absorbancia foram sendo
reduzidos em funcdo do tempo. As primeiras 4 medidas foram realizadas na
auséncia do substrato. Depois, foi retirado do espectrofluorimetro e colocado o
substrato para a enzima. A cada 12 amostras foi utilizado cerca de 4 min e 50
segundos em média. Assim, as 6 Ultimas medidas mostraram uma reta decrescente,
refletindo as absorbancias obtidas em cada leitura como fungdo do tempo. Os
calculos finais foram feitos considerando todas as medidas obtidas, subtraindo o
valor da Ultima pelo da pendltima e desta pelo da antependltima e assim

sucessivamente.
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5.10.2 Ensaio da glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida e oxidada (GSH e da GSSG) foram obtidas a partir de
Boehringer - Mannheim (Nova lorque , N.Y.); N-etilmaleimida (NEM) e o-ftalaldeido
foi obtido a partir de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). O espectrofotdmetro
de fluorescéncia Perkin-Elmer (Modelo MPF- 3) foi utilizado para as determinacfes
da intensidade de fluorescéncia. A GSH e a GSSG foram preparados em 0,1 M de
fosfato de sédio - 0,005 M de EDTA (pH 8,0 ) e mantido em gelo até ser utilizado. A
solucéo o-ftalaldeido (OPT) foi preparada em reagente de grau absoluto metanol,
imediatamente antes de usar.

A determinacdo da GSH foi realizada. Para 0,5 ml de 100 g de
sobrenadante, 4.5 ml de tampé&o fosfato - EDTA, pH 8.0, foi adicionado. A mistura
final (2,0 mL) continha 100 pl de tecido sobrenadante diluido, 1.8 ml de tampéo
fosfato - EDTA, e 100 pl de solucdo OPT, contendo 100 pg de OPT. Apds mistura e
incubacdo completa a temperatura ambiente durante 15 min, a solucdo foi
transferida para uma cuveta de quartzo. Fluorescéncia a 420 nm foi determinada

com a ativacdo a 350 nm.

5.10.3 Ensaio da glutationa oxidada (GSSG)

Porcdo de 0,5 ml do supernadante original de 100 g foi incubada a
temperatura ambiente com 200 ul de 0,04 M de NEM durante 30 min a interagir com
a GSH presente no tecido. A esta mistura, 4.3 ml de 0,1 N de NaOH foi adicionado.
Uma porcdo de 100 pl desta mistura foi feita para medicdo da GSSG, usando o
procedimento descrito acima para o ensaio de GSH, exceto que NaOH 0,1 N foi

adicionado como diluente, em vez do tampé&o de fosfato EDTA.
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6 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM)
e analisados por andlise de variancia (ANOVA) de duas vias considerando a
suplementacdo com 6leo de peixe e 0 protocolo de exercicio como variaveis
independentes. Diferencas entre os grupos foram posteriormente, quando indicado,
analisadas pelo pos-teste de Duncan. Diferencas entre os grupos foram

consideradas estatisticamente significativas para p < 0,05.
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7 RESULTADOS

7.1 EXPERIMENTO CURTO

7.1.1 Teste de localizacdo de objetos

Os grupos foram testados através do teste de localizacdo de objetos para
verificar a aprendizagem espacial a partir de trés parametros: tempo de exploracéo,
frequéncia de exploracao e indice de discriminagéo dos objetos.

No experimento curto, os resultados mostram que n&o houve influéncia do
exercicio [F(1,86)=0.01; p=0.91], da suplementacdo [F(1,86)=0.16; p=0.68], assim
como da interacao entre exercicio e suplementacéo [F(1,86)=1.60; p=0.20] no tempo

de exploracéo dos objetos (FIGURA 8).

EXPERIMENTO CURTO

TEMPO DE EXPLORACAO
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FIGURA 9: Teste de localizacdo de objetos. Experimento curto - ANOVA de duas vias. Os resultados
expressam a média + EPM para 12 animais em cada grupo. Comparacdo entre o tempo de
exploracdo do objeto reposicionado versus do objeto na velha posicdo. Ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos no tempo de exploracéo dos objetos (*p<0.05).
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ApGs a interrupcao das intervencdes por 21 dias, os resultados dos ratos do
grupo submetido a este experimento também mostraram que ndo houve influéncia
do exercicio [F(1,40)=3.81; p=0.05], da suplementacéo [F(1,40)=3.06; p=0.08], assim
como da interacao entre exercicio e suplementacao [F(1,40)=0.41; p=0.52] no tempo

de exploracéo dos objetos (FIGURA 9).

EXPERIMENTO CURTO E INTERRUPCAO
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FIGURA 10: Teste de localizagdo de objetos. Experimento curto e interrup¢cdo - ANOVA de duas vias.
Os resultados expressam a média + EPM para 12 animais em cada grupo. Comparacdo entre o
tempo de exploracdo do objeto reposicionado versus do objeto na velha posicdo. N&o foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos no tempo de exploracdo dos objetos (*p<0.05).

7.1.2 Campo Aberto

A fim de verificar a atividade locomotora do animal e nivel de ansiedade, os
ratos foram testados no Campo Aberto.

A FIGURA 10 mostra que no experimento curto ndo houve influéncia do
exercicio na distancia total (F(1,43)=0.11; p=0.73), no tempo gasto na periferia
(F(1,43)=0.60; p=0.43), na distancia percorrida na periferia (F(1,43)=0.09; p=0.76),
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no tempo gasto no centro (F(1,43)=0.20; p=0.65) e na distancia percorrida no centro
(F(1,43)=0.14; p=0.70).

Neste mesmo experimento ndo houve influéncia da suplementacdo na
distancia total percorrida (F(1,43)=0.02; p=0.87), no tempo gasto na periferia
(F(1,43)=0.70; p=0.39), na distancia percorrida na periferia (F(1,43)=0.04; p=0.83),
assim como no tempo gasto no centro (F(1,43)=2.48; p=0.12) e na distancia
percorrida no centro (F(1,43)=2.22; p=0.14). Também nao foi observada influéncia
da interacdo entre exercicio e suplementacdo em nenhum dos parametros
analisados.

Da mesma forma, apds a interrupgéo das intervencdes por 21 dias (FIGURA
11), verificou-se que nao houve influéncia do exercicio na distancia total percorrida
(F(1,42)=3.74; p=0.06), no tempo gasto na periferia (F(1,42)=0.00; p=0.50), na
distancia percorrida na periferia (F(1,42)=3.90; p=0.06), bem como no tempo gasto
no centro (F(1,42)=0.54; p=0.46) e na distancia percorrida no centro (F(1,42)=1.25;
p=0.26). Também nao foi verificada influéncia da suplementacdo em nenhum dos
parametros analisados, tal como segue: distancia total (F(1,42)=0.20; p=0.65),
tempo gasto na periferia (F(1,42)=0.00; p=0.86), distancia percorrida na periferia
(F(1,42)=0.18; p=0.66), tempo gasto no centro (F(1,42)=0.00; p=0.96) e distancia
percorrida no centro (F(1,42)=0.72; p=0.39). Nao foi verificado influéncia da

interacdo entre exercicio e suplementacdo em nenhum dos parametros analisados.
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FIGURA 11: Campo aberto - Experimento curto. ANOVA de duas vias. Valores expressos como
média + EPM. N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos.
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EXPERIMENTO CURTO E INTERRUPCAO
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FIGURA 12: Campo aberto - Experimento curto e interrupcdo. ANOVA de duas vias. Valores
expressos como média £+ EPM. N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos.
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7.1.3 Perfil Lipidico

Para a determinacdo do perfil lipidico foram utilizadas as membranas
hipocampais. No experimento curto ndo houve influéncia da suplementacdo com
Oleo de peixe [F(1,14)=0.34; p=0.56], do exercicio [F(1,14)=0.34; p=0.56], assim
como da interacdo entre ambos os fatores [F(1,14)=0.25; p=0.62] nos niveis de DHA

sobre o perfil lipidico das membranas hipocampais.

TABELA 1 - Concentragdo dos acidos graxos (%) nas membranas neuronais hipocampais de ratos do
experimento curto

HIPOCAMPO

Acidos Graxos C OP OPE CE

n=5 n=5 n=5 n=5
Myristic (14:0) 0.22 +0.02 0.32+0.07 0.26 + 0,04 0.20 + 0.03
Palmitic (16:0) 21.23+0.39 21.05+0.21 21.22+0.28 20.71+0.12
7-hexadecenoic (16:1n-9) 0.38 +0.01 0.49 +0.03 0.39 + 0.09 0.44 + 0.04
Margaric (17:0) 2.75 +0.06 2.78 +0.09 2.81 +0.09 3.25+0.37
Estearic (18:0) 21.31+0.77 19.66 £0.53 21.52+0.16 21.22+1.30
Oleic (18:1n-9) 14.82 £ 0.45 15.28+£0.30 15.88+0.58 14.35£0.42
Vacenic (18:1n-7) 3.37+0.20 3.46+0.11 3.40+0.13 3.60 + 0.07
Linoleic (18:2n-6) 0.72+0.05 0.82 +0.07 0.88 + 0.08 0.82 + 0.06
Eicosanoic (20:0) 0.50 £ 0.20 0.29£0.01 0.32£0.04 0.32£0.03
Aracdonic (20:4n-6) 14.27 £ 0.34 15.07 £ 0.37 13.29+0.37 13.04+0.79
EPA (20:5n-3) 0.33+0.23 0.15+0.05 0.23+0.03 0.25 + 0.06
DHA (22:6n-3) 14.18 £ 0.64 14.92 £ 0.36 15.22+0.33 15.28£0.99

Valores expressos como média + EPM. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os

grupos.

Podemos observar que a interrupcao das intervencdes por 21 dias (TABELA

2) ndo afetou o perfil lipidico hipocampal dos ratos suplementados com 6leo de
peixe [F(1,14)=1.34; p=0.26] ou exercitados [F(1,14)=0.57; p=0.46]. Também n&o foi
observado efeito da interacdo entre suplementacdo e exercicio [F(1,14)=1.44;
p=0.24] nos niveis de DHA.

Neste mesmo experimento, 0s resultados obtidos para o EPA foram
semelhantes aqueles encontrados para o DHA, ou seja, ndo houve influéncia do
Oleo de peixe [F(1,14)=0.01; p=0.98], do exercicio [F(1,14)=0.54; p=0.47], assim
como da interacdo entre ambos os fatores [F(1,14)=0.77; p=0.39] na concentragéo

desse acido graxo, tal qual observado na interrupcdo, ndo havendo influéncia da
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suplementacdo com Oleo de peixe [F(1,14)=2.78; p=0.11], do exercicio

[F(1,14)=0.70; p=0.41] e da interagdo entre ambos os fatores [F(1,14)=1.74; p=0.20].

TABELA 2 - Concentragdo dos acidos graxos (%) nas membranas neuronais hipocampais de ratos do
experimento curto e interrupcdo

HIPOCAMPO

Acidos Graxos C OP OPE CE

n=5 n=5 n=5 n=5
Myristic (14:0) 0.16 £ 0.05 0.21 £ 0.03 0.23+£0,03 0.29 £ 0.05
Palmitic (16:0) 21.00+0.61 20.77 £0.22 20.61 £ 0.28 20.12 £ 0.03
7-hexadecenoic (16:1n-9) 0.40 £ 0.03 0.40 £ 0.01 0.48 £ 0.06 0.51 £ 0.08
Margaric (17:0) 3.29+£0.49 2.77 £0.10 2.91+£0.12 2.72 £ 0.06
Estearic (18:0) 21.66 +1.04 20.65 +0.72 20.37 £ 0.75 20.55 + 0.52
Oleic (18:1n-9) 16.53+0.74 15.09 £ 0.13 16.81 + 0.35 17.71+£ 0.47
Vacenic (18:1n-7) 3.68+0.18 3.64 £ 0.06 3.65+0.11 4.24 +0.51
Linoleic (18:2n-6) 0.60 £ 0.04 0.65 £ 0.05 0.92 +£0.32 1.52 + 0.53
Eicosanoic (20:0) 0.25+0.08 0.27 £ 0.02 0.30 £ 0.02 0.34 £ 0.04
Aracdonic (20:4n-6) 13.14 +£0.81 14.32 £ 0.25 13.83 +0.32 12.96 £ 0.81
EPA (20:5n-3) 0.17 £ 0.02 0.15+£0.03 0.19 £ 0.07 0.31 £ 0.06
DHA (22:6n-3) 13.46 £ 0.96 14.58 + 0.45 14.81 +0.34 14.55 + 0.45

Valores expressos como meédia + EPM. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os
grupos.

7.1.4  Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo (BDNF)

Analisamos o0s niveis de BDNF nos ratos dos experimentos de curta
duracdo. Segundo a ANOVA de 2 vias, os ratos do experimento curto ndo tiveram
influéncia da suplementacdo [F(1,16)=1.13; p=0.30], do exercicio [F(1,16)=0.27;
p=0.61] e da interacdo entre os fatores suplementacdo e exercicio [F(1,16) = 0.23;
p=0.63] nos niveis de BDNF hipocampal. Apds a interrup¢do das intervencdes
(FIGURA 12B), os ratos deste experimento também ndo apresentaram influéncia da
suplementacdo [F(1,16)=1.13; p=0.71], do exercicio [F(1,16)=1.52; p=0.23] e da
interacdo entre os fatores suplementacdo e exercicio [F(1,16) = 0.13; p=0.71] nos
niveis de BDNF.
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FIGURA 13: BDNF - ANOVA de duas vias. Os resultados expressam a média + EPM para 5 animais
em cada grupo. Experimento curto - (A) N&o foram verificadas diferencas significativas entre os
grupos. Experimento curto e interrupcéo - (B) N&o foram verificadas diferencas significativas entre os
grupos.

7.2 EXPERIMENTO LONGO

7.2.1 Localizacao de objetos

No teste de localizacdo de objetos conforme mostra a FIGURA 13,
verificamos que houve influéncia do exercicio [F(1,82)=5.72; p<0.05], mas nao houve
influéncia da suplementacéo [F(1,82)=0.12; p=0.72], assim como da interacao entre
exercicio e suplementacdo [F(1,82)=0.16; p=0.68] no tempo de exploracdo dos
objetos. Andlise pelo pos-teste de Duncan revelou que os grupos C (p<0.05) e OP
(p<0.001) gastaram mais tempo explorando o objeto reposicionado em comparacao
com a antiga. Entretanto, os grupos exercitados OPE (p=0.96) e CE (p=0.40) néo
demonstraram aprendizado, ja que nao houve diferenca significativa na exploragao
entre o objeto na posicao antiga em relagdo a nova. Nesta mesma figura, podemos
verificar que os grupos OPE e CE gastaram menos tempo explorando o objeto na

nova localizagao em relagao aos grupos C e OP (p<0.05).
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FIGURA 14: Teste de localizagdo de objetos. Experimento longo - ANOVA de duas vias. Os
resultados expressam a média + EPM para 12 animais em cada grupo. Comparacao entre o tempo de
exploracdo do objeto reposicionado versus do objeto na velha posi¢cdo para o grupo C (*p<0.05) e
grupo OP (#p=<0.001). Comparagéo do tempo de exploragcdo do objeto reposicionado entre os grupos
C e OP (»p=0.05) em relagéo aos grupos CE e OPE.

Ap6s a interrupcdo das intervengbes por 21 dias, conforme mostra a
FIGURA 14, o resultado mostra que houve influéncia do exercicio [F(1,82)=3.67;
p<0.05], mas ndo da suplementacao [F(1,82)=1.13; p=0.28] e da interacdo entre
exercicio e suplementacdo [F(1,82)=1.57; p=0.21] no tempo de exploracdo. Andlise
pelo pds-teste de Duncan revelou que os grupos C, OP e OPE (p<0.05) gastaram
mais tempo explorando o objeto reposicionado em comparacdo com a antiga. O
grupo CE (p=0.70) ndo demonstrou aprendizado espacial, ja que nao houve
diferenca significativa na exploracdo entre o objeto na posi¢cdo antiga em relacéo a
nova. Por fim, o grupo CE apresentou menor tempo de exploracdo no objeto na nova

localizagdo em relagéao aos grupos C, OP e OPE (p<0.05).
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EXPERIMENTO LONGO E INTERRUPCAO
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FIGURA 15: Teste de localizagéo de objetos. Experimento longo e interrupcdo - ANOVA de duas
vias. Os resultados expressam a média + EPM para 12 animais em cada grupo. Comparacgéo entre o
tempo de exploracdo do objeto reposicionado versus do objeto na velha posicdo para o grupo C, OP
e OPE (*p=<0.05). Comparagao do tempo de exploracdo do objeto reposicionado entre os grupos CE
(#p=<0.05) em relacdo aos grupos C, OP e OPE.

7.2.2 Campo Aberto

A fim de verificar a motricidade e nivel de ansiedade dos animais dos
experimentos de duracdo longo, os ratos foram testados no teste de campo aberto.
A FIGURA 15 mostra que no experimento longo houve influéncia do exercicio na
distancia total percorrida (F(1,42)=5.76; p<0.05), na distancia percorrida no centro
(F(1,42)=5.19; p<0.05) e na distancia percorrida na periferia (F(1,42)=5.49; p<0.05).
N&o houve influéncia do exercicio no tempo gasto no centro (F(1,42)=0.61; p=0.43)
e no tempo gasto na periferia (F(1,42)=0.06; p=0.43). Analise pelo pos-teste de
Duncan revelou que o grupo CE percorreu distancia total e distancia na periferia
significativamente maior do que o grupo C (p<0.05). Entretanto, o poOs-teste de

Duncan néo revelou diferencas entre os grupos na distancia percorrida no centro.
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FIGURA 16: Campo aberto - experimento longo. ANOVA de duas vias. Valores expressos como
média =+ EPM. (A) Comparagdo da distancia total percorrida entre os grupos C versus CE e (D)
comparacgao da distancia percorrida na periferia entre os grupos C versus CE (*p<0.05).
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Neste mesmo experimento ndo houve influéncia da suplementacdo na
distancia total percorrida (F(1,42)=0.00; p=0.94), no tempo gasto no centro
(F(1,42)=0.27; p=0.60), na distancia percorrida no centro (F(1,42)=0.00; p=0.98), no
tempo gasto na periferia (F(1,42)=0.30; p=0.59) e na distancia percorrida na periferia
(F(1,42)=0.00; p=0.93). Nao foi verificado influéncia da interacdo entre exercicio e
suplementacdo em nenhum dos parametros analisados.

Apos a interrupcéo do protocolo de treinamento e suplementacéo (FIGURA
16), verificou-se que nao houve influéncia do exercicio na distancia total percorrida
(F(1,42)=0.72; p=0.39), no tempo gasto na periferia (F(1,42)=1.00; p=0.48), na
distancia percorrida na periferia (F(1,42)=0.79; p=0.37), bem como no tempo gasto
no centro (F(1,42)=0.51; p=0.47) e na distancia percorrida no centro (F(1,42)=0.59;
p=0.44). Também nao foi verificada influéncia da suplementacdo em nenhum dos
parametros analisados, tal como segue: distancia total (F(1,42)=0.00; p=0.94),
tempo gasto na periferia (F(1,42)=0.00; p=0.76), distancia percorrida na periferia
(F(1,42)=0.00; p=0.96), tempo gasto no centro (F(1,42)=0.09; p=0.76) e distancia
percorrida no centro (F(1,42)=0.46; p=0.50). N&o foi verificado influencia da

interacao entre exercicio e suplementacdo em nenhum dos parametros analisados.
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FIGURA 17: Campo aberto - experimento longo e interrup¢cdo. ANOVA de duas vias. Valores
expressos como média £+ EPM. N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos.
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7.2.3 Perfil lipidico

Quando determinamos o perfil lipidico encontramos que nos ratos do
experimento longo conforme mostra TABELA 3, a analise das membranas
hipocampais demonstrou aumento significativo de DHA nos animais que receberam
suplementagdo com oleo de peixe [F(1,12)=14.89; p<0.005]. Porém, ndo houve
influéncia do exercicio na concentracdo deste acido graxo [F(1,12)=1.42; p=0.25],
assim como ndo houve efeito na entre
exercicio[F(1,12)=0.01; p=0.93].

Andlise pelo pos-teste de Duncan revelou que o0s grupos suplementados
grupos OP e OPE (p<0.05)

significativamente maiores de DHA nas membranas hipocampais quando

interacao suplementacdo e

com Oleo de peixe, apresentaram niveis
comparados ao grupo controle.

Em relacéo aos niveis de EPA, ndo houve influéncia da suplementacdo com
Oleo de peixe [F(1,12)=1.69; p=0.21], do exercicio [F(1,12)=1.51; p=0.24] e da

interacédo entre ambos os fatores [F(1,12)=3.42; p=0.08].

TABELA 3 - Concentragdo dos acidos graxos (%) nas membranas neuronais hipocampais de ratos do
experimento longo

HIPOCAMPO

Acidos Graxos C OoP OPE CE

n=5 n=5 n=5 n=5
Myristic (14:0) 0.25+0.02 0.32+0.04 0.27 + 0,01 0.32+0.01
Palmitic (16:0) 20.50 £ 0.24 21.03+0.22 21.17+0.12 20.61+0.26
7-hexadecenoic (16:1n-9) 0.42 +0.04 0.48 + 0.02 0.51+0.03 0.42 +0.02
Margaric (17:0) 2.82+0.07 2.73+0.06 2.69+0.07 3.06 + 0.15
Estearic (18:0) 21.31+1.83 20.05+0.58 19.78+£0.99 20.82+0.40
Oleic (18:1n-9) 16.37 £ 0.53 17.08 £ 0.43 15.33+0.29 15.74+0.34
Vacenic (18:1n-7) 3.55+0.19 3.62+0.16 3.38+0.12 3.64 +0.04
Linoleic (18:2n-6) 0.92+0.28 1.32+0.29 1.00 £ 0.10 0.65 + 0.06
Eicosanoic (20:0) 0.36 £ 0.01 0.37 £ 0.05 0.26 £ 0.03 0.31+£0.02
Aracdonic (20:4n-6) 13.97 £0.28 12.87 £ 0.73 1422 +0.47 14.11+0.29
EPA (20:5n-3) 0.27 + 0.07 0.30 + 0.05 0.12 + 0.06 0.30 + 0.02
DHA (22:6n-3) 13.52 £ 0.32 1590 £ 0.60* 16.71+1.01* 14.22+0.31

Valores expressos como média + EPM. ANOVA de duas vias seguida de Pés-Teste de Duncan.
Comparacao dos animais do grupo OP e OPE em relagédo ao C (*p<0.05).
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No entanto, nos animais submetidos a suplementacdo e treinamento por
longo periodo, com interrupcdo das intervencdes por 21 dias, verificamos auséncia
de efeito da suplementacdo com Oleo de peixe [F(1,13)=2.92; p=0.11], do exercicio
[F(1,13)=1.52; p=0.23] e auséncia de interacdo entre ambos os fatores [F(1,13) =
0.55; p=0.46] nos niveis de DHA (TABELA 4).

Analisando os niveis de EPA na interrupcao, nao foi observado influéncia da
[F(1,13)=0.51; p=0.48],
[F(1,13)=0.01; p=0.94], assim como da interacdo entre ambos os fatores [F(1,13) =
2.02; p=0.17].

suplementacdo com Oleo de peixe do exercicio

TABELA 4 - Concentragdo dos acidos graxos (%) nas membranas neuronais hipocampais de ratos do
experimento longo e interrupcao

HIPOCAMPO

Acidos Graxos C OoP OPE CE

n=5 n=5 n=5 n=5
Myristic (14:0) 0.16 + 0.03 0.18 +0.01 0.26 + 0.09 0.18 +0.01
Palmitic (16:0) 20.16 £ 0.42 20.60+£0.18 20.19+0.24 20.55+0.30
7-hexadecenoic (16:1n-9) 0.46 + 0.03 0.42 +0.02 0.49 + 0.09 0.38 +0.03
Margaric (17:0) 3.23+0.12 3.04+0.18 3.18+0.13 3.25+0.40
Estearic (18:0) 21.44 +0.59 21.35+044 21.42+036 21.60+1.12
Oleic (18:1n-9) 16.43 £ 0.57 1585+0.42 15.95%0.36 15.94 £ 0.25
Vacenic (18:1n-7) 3.66 + 0.06 3.56+0.11 3.53+0.15 3.69 £ 0.05
Linoleic (18:2n-6) 0.76 + 0.09 0.62 +0.03 0.62 + 0.04 0.60 + 0.01
Eicosanoic (20:0) 0.39 £ 0.07 0.33+£0.01 0.31+£0.01 0.34 £ 0.02
Aracdonic (20:4n-6) 12.77 £1.08 13.82+0.09 13.62+0.46 13.74+0.59
EPA (20:5n-3) 0.36 + 0.02 0.23+0.03 0.44+0.18 0.29 + 0.06
DHA (22:6n-3) 1458 £ 0.41 15.14+£0.14 14.86+0.30 13.42 £ 0.87

Valores expressos como média + EPM. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os

grupos.

7.2.4  Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo (BDNF)

No experimento longo, os niveis de BDNF também foram verificados.
Segundo a ANOVA de 2 vias, houve influéncia do exercicio [F(1,16)=8.74; p<0.05],
mas ndo houve influéncia da suplementacdo [F(1,16)=0.04; p=0.82] e da interacéo

entre os fatores suplementacdo e exercicio [F(1,16)=0.67; p=0.42] nos niveis de
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BDNF hipocampal. Andlise pelo pds-teste de Duncan revela que o grupo CE e OPE
tiveram os niveis de BDNF significativamente menores do que o grupo C (p<0.05).
Apos a interrupcao das intervencfes (FIGURA 17B), os resultados mostram
que houve influéncia do exercicio [F(1,16)=4.53; p<0.05] e da interacdo entre os
fatores suplementacéo e exercicio sobre os niveis de BDNF [F(1,16)=9.01; p<0.05],
mas ndo houve efeito da suplementacao [F(1,16)=3.68; p=0.07]. Andlise pelo pds-
teste de Duncan revela que o grupo CE teve os niveis de BDNF significativamente

menores do que os grupos C, OP e OPE (p<0.05).
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FIGURA 18: BDNF - ANOVA de duas vias. Os resultados expressam a média + EPM para 5 animais
em cada grupo. Experimento longo - (A) Comparacdo dos niveis de BDNF dos grupos CE e OPE em
relagdo ao grupo C (*p<0.05). Experimento longo e interrupcao - (B) Comparacao dos niveis de BDNF
do grupo CE em relagédo aos demais grupos (*p<0.05).

7.2.5 Caracterizacdo do exercicio e metabolismo requerido

Caracterizamos o metabolismo predominantemente requerido no exercicio
fisico do nosso protocolo. Para tanto, fizemos a mensuracdo indireta de lactato
sanguineo no periodo basal, 30 e 45 minutos de atividade continua de natagdo, e
verificamos respectivamente os seguintes niveis médios: 3.27 (x0.13), 3.25 (x0.12) e
3.20 (x0.11) mmol/l (TABELA 5), caracterizando assim o exercicio administrado

como aerébio.
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TABELA 5 - Concentragdo de lactato sanguineo durante treinamento fisico de nata¢éo nos ratos
exercitados (mmol/l)

Grupo Basal 30 min 45 min Média 30/45
min
OPE 3.35+0.18 3.25 +0.23 3.15 +0.24 3.20 £0.23
CE 3.20 £0.20 3.25+0.13 3.25 +0.02 3.25 +0.07
Média 3.27 £0.13 3.25 +0.12 3.20+0.11 3.22 +0.11

Valores expressos como média £ EPM. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos, assim como nos diferentes momentos da coleta (basal, 30 minutos e 45 minutos).

7.2.6 Estresse oxidativo

Realizamos as andlises referente ao estresse oxidativo (atividade da
glutationa peroxidase - GPx , niveis de glutationa oxidada - GSH, glutationa reduzida
- GSSG e razdo GSH/GSSG) apenas nos ratos dos experimentos longos, tendo em
vista ndo encontrarmos alteracdes significativas nos testes de memdaria e nos niveis
de BDNF nos grupos dos experimentos curtos.

Segundo a ANOVA de 2 vias, no experimento longo (FIGURA 18),
verificamos que nao houve influéncia do exercicio [F(1,13)=0.41; p=0.52], da
suplementacdo com o6leo de peixe [F(1,13)=1.02; p=0.32], bem como da interacao
entre os fatores [F(1,13)=0.48; p=0.49] na atividade da GPx. Entretanto, o exercicio
fisico influenciou os niveis de GSH [F(1,18)=20.71; p<0.001] e na raz&o entre
GSH/GSSG [F(1,18)=7.01; p<0.05], mas nao causou influéncia nos niveis de GSSG
[F(1,18)=0.74; p=0.39]. Analise pelo pos-teste de Duncan revelou que os ratos CE e
OPE tem maior conteudo de GSH em relacédo ao grupo C e OP (p<0.05), entretanto
nao revela diferencas significativas entre os grupos na razdo GSH:GSSG. Ja a
suplementacdo ndo foi capaz de influenciar os niveis de GSH [F(1,18)=0.17;
p=0.67], de GSSG [F(1,18)=0.33; p=0.57] e a razdo entre GSH/GSSH [F(1,18)=0.11;
p=0.73. Por fim, ndo houve influéncia da interagdo entre exercicio fisico e
suplementacdo nos niveis de GSH [F(1,18)=0.29; p=0.59], de GSSG [F(1,18)=0.23;
p=0.63] e na razé&o entre GSH/GSSH [F(1,18)=0.06; p=0.80).
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FIGURA 19: Estresse oxidativo - experimento longo. ANOVA de duas vias. Os resultados expressam
a média + EPM para 4 animais em cada grupo. (A) Nao foram verificadas diferencas significativas na
atividade GPX entre os grupos. (B) Comparacao entre o contelido de GSH do grupo CE e OPE em
relagéo ao grupo C e OP (*p<0.05). (C) N&o foram verificadas diferencas significativas no contetido
de GSSG entre os grupos. (D) Nao foram verificadas diferengas significativas na razdo GSH/GSSG
entre 0s grupos.

Apos a interrupcdo das intervencdes por 21 dias, conforme FIGURA 19,
pudemos verificar a influéncia do exercicio [F(1,13)=7.48; p<0.05], mas nao da
suplementacdo com 6leo de peixe [F(1,13)=0.26; p=0.61] e da interacdo entre 0s
fatores [F(1,13)=0.10; p=0.74] na atividade da GPx. Andlise pelo pés-teste de
Duncan revelou que o0s ratos exercitados tém maior atividade da glutationa
peroxidase do que os grupos C e OP (p<0.05). Nos outros parametros de analise, a
suplementacdo nédo foi capaz de influenciar os niveis de GSH [F(1,17)=0.49;
p=0.25], de GSSG [F(1,17)=0.00; p=0.94] e a razdo entre GSH/GSSG [F(1,17)=0.07;
p=0.79]. O exercicio fisico também néo foi capaz de influenciar os niveis de GSH
[F(1,17)=0.31; p=0.58], de GSSG [F(1,17)=1.11; p=0.30] e a razdo entre GSH/GSSG

[F(1,17)=0.34; p=0.56]. Por fim, a interacdo entre exercicio fisico e suplementacéo



67

ndo foi capaz de influenciar os niveis de GSH [F(1,17)=1.00; p=0.33], de GSSG
[F(1,17)=0.05; p=0.82] e a razéo entre GSH/GSSG [F(1,17)=0.05; p=0.75].
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FIGURA 20: Estresse oxidativo - experimento longo e interrup¢cdo. ANOVA de duas vias. Os
resultados expressam a média + EPM para 4 animais em cada grupo. (A) Comparac¢do da atividade
da GPx entre o grupo CE e C (*p<0.05). (B) N&o foram verificadas diferencas significativas no
contetido de GSH entre os grupos. (C) Nao foram verificadas diferencas significativas no conteado de
GSSG entre os grupos. (D) Nao foram verificadas diferencgas significativas na razdo GSH/GSSG entre

0S grupos.
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8 DISCUSSAO

O presente estudo examinou o impacto da suplementacdo com 0Oleo de peixe
e do exercicio fisico em ratos Wistar machos juvenis e seus efeitos sobre o
aprendizado e a memodria.

A presente pesquisa fornece novas evidéncias de que os efeitos induzidos
pelo exercicio fisico no aprendizado e na memoria nem sempre sdo benéficos e
dependem da exigéncia/intensidade, do periodo de desenvolvimento e do tempo de
aplicacdo das intervencgfes. Além disso, a suplementacdo mostra-se uma poderosa
ferramenta no combate a possiveis danos/prejuizos a memoéria que podem ser
causados por eventos estressantes.

O exercicio fisico e a suplementacdo com 6leo de peixe aplicados durante
12 dias ndo foram capazes de causar influéncia nos processos relacionados ao
aprendizado, bem como nos niveis de BDNF e na incorporagdo lipidica das
membranas hipocampais. ApoOs a interrupcdo do exercicio e da suplementacédo por
21 dias, também néo foi detectada influéncia alguma destas intervencdes.

Entretanto, quando a aplicagéo destas intervencdes foi realizada por 50 dias,
0 exercicio realizado foi capaz de causar prejuizos no aprendizado
concomitantemente com a diminuicdo dos niveis de BDNF, importante fator
neurotréfico. Os dados da pesquisa revelam que apesar do exercicio induzir a
melhora dos mecanismos antioxidantes, verificada nas andlises de estresse
oxidativo, 0s prejuizos ao aprendizado estdo relacionados com a intensidade e
frequéncia do protocolo de exercicio, que parecem estar produzindo estresse de
outra natureza que nao o oxidativo, alterando dramaticamente a funcéo e estrutura
do SNC. A suplementacdo com 0Oleo de peixe aplicada durante este longo periodo,
além de promover a incorporacdo de DHA nas membranas neurais, protegeu os
ratos suplementados e exercitados das alteragcbes negativas ocorridas no BDNF,
mas nao foi capaz de impedir 0s prejuizos cognitivos.

Apbés 21 dias de interrupcdo das intervencbes, quando os ratos ja
encontravam-se na vida adulta, o prejuizo causado na memoéria pelo exercicio se
manteve nos ratos exercitados, conjuntamente com a diminuicdo nos niveis de
BDNF, apesar da habituacdo do tecido ao estresse oxidativo induzida pelo exercicio

fisico se manter, tendo em vista a maior ativagdo da enzima antioxidante, a GPx.
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Entretanto, os efeitos da suplementacdo foram sentidas mesmo apds cessada, ja
que a mesma foi capaz de bloquear a agdo deletéria do exercicio no aprendizado e
novamente impedir a diminuicdo dos niveis de BDNF nos ratos exercitados e
suplementados, a despeito de ndo haver mais resquicios da incorporacdo de DHA

hipocampal.

8.1 APLICACAO DO EXERCICIO FiSICO E DA SUPLEMENTACAO COM
OLEO DE PEIXE EM CURTA JANELA TEMPORAL

A configuracdo das metodologias de aplicacdo de exercicio fisico e/ou da
suplementacdo com 6leo de peixe tem se mostrado muito variada, e um dos pontos
a serem discutidos tem relacdo com a duracdo de aplicacdo. Muitas metodologias
foram constituidas por alguns dias ou semanas (VENNA et al.,, 2009; VAYNMAN,
YING e GOMEZ-PINILLA, 2007; LOU et al., 2006, SAUR et al., 2012) e outras
duraram muitas semanas até meses (NALIWAIKO et al., 2004; DELATTRE et al.,
2010; MARLATT et al., 2012; ASL et al., 2008; GOMES et al., 2006). Sabe-se que 0s
efeitos do exercicio sobre vias moleculares sinapticas tém uma dependéncia
temporal (BERCHTOLD, CASTELLO e COTMAN, 2010) e a quantidade de tempo de
aplicacdo dessas intervencdes para que haja beneficios para a satde mental ainda
nao estd completamente esclarecida. A hipotese do trabalho foi a de que curtissimos
periodos de tempo seriam insuficientes para trazer alteracfes significativas nos
processos cognitivos principalmente em animais muito jovens, cujo SNC que esta
em uma fase critica de desenvolvimento é mais susceptivel a influéncias externas de
toda natureza, e que, portanto, intervencdes saudaveis positivas deveriam ser
incorporados na rotina diaria em fases precoces da vida e mantidos por muito tempo
para a otimizacdo da saude mental na fase adulta. Foram aplicadas intervencdes
consideradas saudaveis como o exercicio fisico e a suplementacdo com o6leo de
peixe (a partir dos 30 dias de vida) para se identificar a existéncia de beneficios no
meio/fim da adolescéncia e/ou no inicio da vida adulta.

Primeiramente, foi avaliada a capacidade do exercicio fisico e da
suplementacdo com oOleo de peixe em curto periodo de tempo de modular a
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habilidade de aprender e a plasticidade sinaptica. Doze (12) dias de exposi¢do a
estas intervencdes durante o inicio da adolescéncia dos ratos (30° e 42° dias de vida
do rato) ndo trouxeram nenhuma modificacdo significativa no aprendizado no teste
de localizacdo de objetos, na atividade locomotora, na incorporacao lipidica e nos
niveis de BDNF. Estes dados corroboram estudo de Almeida et al. (2013) que
também n&o foi capaz de verificar alteracdo nos niveis de BDNF em ratos
submetidos ao exercicio fisico entre o 31° ao 40° dia de vida. Entretanto, este
mesmo estudo identificou que ratos mais velhos submetidos ao mesmo tipo de
exercicio fisico (durante o 41° ao 50° dia de vida) exibiram niveis de BDNF e de
citosinas inflamatoérias aumentadas. Trabalhos prévios identificaram ainda que ratos
adultos exercitados em curto periodo de tempo reproduziram melhora no
aprendizado e aumento dos niveis do RNA mensageiro do BDNF (VAYNMAN, YING
e GOMEZ-PINILLA, 2004), aumento nos niveis da CaMKIl hipocampal (VAYNMAN,
YING e GOMEZ-PINILLA, 2007) e aumento no aprendizado espacial (CHYTROVA,
YING e GOMEZ-PINILLA, 2010; WU, YING e GOMEZ-PINILLA, 2008).

Acredita-se que as consequéncias resultantes de interferéncias realizadas
durante a adolescéncia na neuroplasticidade parecem depender muito mais da idade
dos testados do que propriamente do tempo de aplicagcédo, haja vista que os maiores
beneficios induzidos pelo exercicio aconteceram nos animais quando mais velhos, e
nao em ratos que estavam em fases sensiveis de desenvolvimento do SNC.

Entretanto, ratos de idade semelhante aos deste estudo tiveram melhoras na
memoria espacial no teste do Labirinto de Morris (LOU et al., 2006) aumento na
neurogénese e nos niveis de BDNF (LOU et al., 2008) fazendo exercicio em curta
janela temporal, porém em esteira rolante, diferentemente da atividade fisica
aplicada neste estudo, a natacdo. O exercicio fisico que é caracterizado pela sua
exigéncia fisica, pode ser uma variavel influenciadora. A exigéncia fisica da atividade
esta relacionada principalmente com intensidade, frequéncia e volume, que a
qualificam como mais ou menos exigente. Ha poucos registros de estudos que
utilizaram metodologias, e quase sempre se diferiam entre si, para
caracterizar/aumentar o nivel de exigéncia do exercicio em seus estudos (AGUIAR
Jr et al., 2010; DRUMOND et al., 2012; ERICKSON et al., 2011). Outros (ALAEI et
al., 2008; GOMES DA SILVA et al., 2010; 2012) nao consideraram os resultados dos

ratos que se recusaram a executar o exercicio, ou executavam-no abaixo da média
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durante o experimento, com a finalidade de excluir possiveis diferengas nos niveis
de estresse entre 0os animais.

A natacdo é uma atividade de dificil caracterizacao do nivel de exigéncia, e as
cargas individualizadas (peso corporal de 5%) utilizadas aqui, objetivaram mimetizar
esforgos fisicos utilizados na busca da aptiddo fisica em niveis basicos de saude.
N&o temos conhecimento de estudos que tenham encontrado modificacbes nos
processos mnemonicos em ratos muito jovens utilizando a natacdo como atividade
fisica em uma janela temporal curta, entdo podemos supor que a idade dos ratos
combinado a esse tipo de protocolo de exercicios ndo foi capaz de produzir
nenhuma adaptacdo do organismo ao esfor¢co nos processos ligados ao aprendizado
em curto periodo de tempo.

A suplementacdo com capsula de 6leo de peixe que contém 18% de DHA e
12% de EPA foi aplicada durante curta janela temporal e ndo foi capaz de promover
a incorporacao dos acidos graxos nas membranas neuronais e nem especificamente
dos dois AGPIs citados acima. O desenvolvimento do SNC e a modificacdo da
composicdo das membranas neuronais de animais jovens podem ser modulados por
dietas com &cidos graxos em curto periodo de tempo, ao contrario de animais
adultos que precisam de no minimo 8 semanas de suplementacdo. Contudo, um
fator que deve ser considerado quando se avalia o tempo de suplementagao para
causar estas modificacdes, é a concentracdo de suplemento a ser utilizada que pode
variar entre 5 e 20% da dieta (YOUDIM, MARTIN e JOSEPH, 2000). Pesquisas
prévias do nosso laboratorio (NALIWAIKO et al., 2004; DELATTRE et al., 2010,
PUDELL et al., 2014) encontraram incorporacdo de acidos graxos nas membranas
lipidicas apds longa janela de suplementacdo, além de alteracbes na memoria e
efeito antidepressivo, utilizando exatamente a mesma concentracdo de AGPIs do
presente estudo (3,0 g/kg de 6leo de peixe), entretanto como a maioria dos estudos
nesta area, o exato momento que ocorreu esta alteracdo ndo foi identificado. No
presente estudo a dose utilizada de AGPIs na suplementacéo nao foi suficiente para
causar modificacdes na membrana quando nossos ratos foram suplementados por
12 dias.

A segunda parte do experimento curto teve a finalidade de verificar se a
interrupcdo de 21 dias de suplementacdo e do treinamento fisico poderia trazer
algum tipo de modificacdo nos parametros estudados e/ou efeitos tardios j& que os

ratos neste momento se encontravam no fim da adolescéncia (64° dia de vida), e
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portanto, em etapa mais préxima ao fim do desenvolvimento encefalico agudo.
Estudo prévio identificou melhora na aquisicdo da tarefa no teste do Labirinto
Aquatico Radial de 8 bracos induzido pelo exercicio ap6s 1 semana de
destreinamento (BERCHTOLD, CASTELLO e COTMAN, 2010). No entanto, em
nosso estudo, apds a interrupcdo do exercicio fisico e da suplementacdo, ndo foi
possivel identificar qualquer tipo de modulacdo no aprendizado, na atividade
locomotora, na incorporacéo lipidica e nos niveis de BDNF. Ao contrario de outros
estudos (WU, YING e GOMEZ-PINILLA, 2008; CHYTROVA, YING E GOMEZ-
PINILLA, 2010; TOLDY et al., 2009) o exercicio fisico ndo modulou os mecanismos
neurocognitivos de forma positiva em curto periodo de tempo e a combinacdo do
exercicio fisico e da suplementacdo ndo exacerbou os efeitos outrora esperados,
nem durante a aplicacdo das intervencdes e nem depois de um tempo apos
cessadas.

Nem todos os estudos tém demonstrado melhorias consistentemente no
aprendizado. Como dito anteriormente, esta variabilidade esta provavelmente
relacionada a diferencas no protocolo de exercicio, em combinacdo com a
intensidade e duracdo da exposicao exercicio e a idade dos animais experimentais.
Embora tanto o exercicio forcado como o exercicio voluntario possam reproduzir
melhoras nos processos mnemonicos, 0 exercicio voluntario parece produzir
beneficios de forma mais confiavel, especialmente se o protocolo da atividade fisica
tiver duracdo mais curta. Além disso, embora algumas pesquisas mostrem melhoras
na memoéria apés 1 semana de exercicio, a maioria dos beneficios tém sido
associados com sua pratica a longo prazo (COTMAN, BERCHTOLD e ANN-
CHRISTIE, 2007). Em nossa pesquisa, as consequéncias induzidas pelo exercicio
fisico e pela suplementacédo foram sentidas nos experimentos onde a duracédo dos

protocolos foi mais longa.

8.2 APLICACAO DA SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE E DE
EXERCICIO FiSICO EM LONGA JANELA TEMPORAL

Outra finalidade deste estudo foi avaliar o papel do exercicio fisico e da

suplementacdo com o6leo de peixe por longo periodo de tempo (50 dias) em modular
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a habilidade de aprendizagem. Os animais foram submetidos a estas intervencdes a
partir dos 30 dias de idade, durante a adolescéncia até proximo da vida adulta (80°
dia de vida do rato), portanto fase critica do desenvolvimento do sistema nervoso
central. Nossos resultados mostram modificacdes significativas no aprendizado, na
incorporacao lipidica, nos niveis de BDNF, na atividade locomotora, no contetdo de
GSH e na razao entre a GSH:GSSG, mas ndo na atividade da GPx.

Inicialmente, era esperado que, tanto o exercicio fisico quanto a
suplementacdo com AGPIs aplicados durante um longo periodo, fossem capazes de
melhorar os aspectos relacionados a memobria, jA& que pesquisas prévias
encontraram estes ganhos usando as duas variaveis separadamente (VAYNMAN,
YING e GOMEZ-PINILLA, 2004; UYSAL et al., 2005; GOMES DA SILVA et al., 2010;
GARCIA-CAPDEVILA et al., 2009; MELLO et al., 2008; FERRAZ et al., 2008; SAUR
et al., 2012), conjuntamente (CHYTROVA, YING e GOMEZ-PINILLA, 2010; WU,
YING e GOMEZ-PINILLA, 2008) ou frente a processos patoldgicos, a drogas ou a
algum tipo de restricdo (VENNA et al., 2009; TOLDY et al., 2009; FEDOROVA et al.,
2009; KHABOUR et al., 2010, AGUIAR Jr et al., 2009).

De forma oposta, nossos dados revelam que o exercicio fisico prejudicou
significativamente o aprendizado espacial no teste de localizacdo de objetos nos
ratos do grupo CE e OPE. Os presentes dados corroboram alguns estudos que
mostram que a aplicacdo de exercicio ndo voluntario em ratos trouxe efeito deletério
sobre a memoéria (BRASZKO et al., 2001), déficits na memoria implicita (AGUIAR Jr
et al., 2010) e o aumento da intensidade do exercicio produziu prejuizo no
desempenho cognitivo dos animais experimentais (LABELLE et al., 2013; KENNARD
e WOODRUFF-PAK, 2012). A despeito da maioria das pesquisas relatarem
beneficios na memdria decorrentes da aplicacdo de protocolos de treinamento fisico
(AGUIAR Jr et al., 2009; AGUIAR Jr et al., 2011; ALOMARI et al., 2011; CETINKAYA
et al., 2013; RACHETTI et al., 2013; DRUMOND et al., 2012), existem estudos que
relatam consequéncias negativas do exercicio nos complexos mecanismos
relacionados ao aprendizado, como aumento do estresse oxidativo e a reducéo da
concentracdo de proteinas sinalizadoras que levam a prejuizos cognitivos (RADAK
et al., 2013; TSAKIRIS et al., 2004).

A atividade fisica pode comprometer 0s processos mnemonicos,
especialmente quando é realizada de forma mais exigente ou com intervalos de
descanso insuficientes entre as sessbes (PELUSO e ANDRADE, 2005). Ha
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diferentes tipos de exercicios utlizados na literatura, caracterizados pela sua
voluntariedade ou ndo e pelo ambiente em que € realizado (piscina, esteira, roda
giratoria, etc). Normalmente o organismo se adapta a diferentes tipos de esfor¢o, o
que é chamado de habituacdo (ALOMARI et al., 2013), porém a nédo voluntariedade
que é caracteristica dos exercicios forcados e do protocolo dessa pesquisa podem
envolver componentes de estresse comportamental e bioquimico.

O animal jovem esta mais vulneravel ao estresse no curso do
desenvolvimento do SNC por ter menor amadurecimento nas estruturas limbicas
que regulam o eixo hipotalmo-hipdéfise-adrenal (HHA) em relacdo ao animal adulto
(McCORMICK e MATHEWS, 2010). A exposi¢cado cronica ao estresse pode trazer
aumento das respostas do eixo, resultando em prolongada liberacdo de hormdnios
glicocorticoides pela glandula adrenal, que ocorre em maior grau do que na vida
adulta (McCORMICK et al., 2012). O hipocampo tem alta expressdo de receptores
para glicocorticoides e é uma importante regido de formacdo de memdrias
(McCORMICK e MATHEWS, 2010). Por sua vez, o estresse cronico pode resultar na
estimulacdo desses receptores, promovendo a excitacdo dos neurdnios e levando a
aumentada liberacdo de glutamato na fenda singptica. Como o0 excesso de
glutamato no meio extracelular pode ser neurotoxico, um aumento descontrolado na
liberacdo de neurotransmissores poderia promover excitotoxicidade e consequente
alteracdo na plasticidade sinaptica (HENNEBELLE et al., 2014). Assim e a
sensibilizacdo dos receptores aos efeitos hormonais pode interferir nos processos
cognitivos relacionados ao hipocampo (GOMEZ-PINILLA e YING, 2010) em
consequéncia das mudancas morfolégicas e funcionais. Estas modificacbes
morfolégicas em fases de desenvolvimento do SNC sédo reproduzidas na forma de
retracdo dos dendritos no hipocampo, diminuicdo da neurogenese no giro denteado
e dos espinhos dendriticos e funcionalmente na transmisséo glutamatérgica alterada
(HENNEBELLE et al., 2014; McCORMICK e MATHEWS, 2010).

Nossos dados revelaram também diminuicdo nos niveis de BDNF
hipocampal nos ratos submetidos ao exercicio fisico, tanto do grupo CE como do
grupo OPE. A neurotrofina BDNF é uma proteina homodimérica cujo papel
fisiologico € promover e regular a neurogénese, o crescimento e a maturacao neural,
durante o desenvolvimento do SNC. Na vida adulta, o BDNF é essencial para a
plasticidade sinaptica, manutencdo, estabilizacdo e sobrevivéncia neuronal
(AZMITIA, 1999; MATTSON et al., 2004; MARTINOWICH e LU, 2008; AAN HET
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ROT et al., 2009; LICINIO et al., 2009; HASHIMOTO, 2010). A exposicao a qualquer
tipo de evento causador de estresse cronico pode levar a diminuicdo nos niveis de
proteinas hipocampais como a sinaptosina e RNAm do BDNF (STERLEMANN et al.,
2010) e a falta por causas genéticas do gene do BDNF ou por qualquer outra razéo
atrapalha a formacao de memdérias (GOMEZ-PINILLA, 2008). A relagdo do exercicio
fisico com o aumento dos niveis de BDNF e com o maior desempenho no
aprendizado apesar de bastante estudada, tem se mostrado controversa. Pesquisas
prévias relatam que o exercicio de elevada intensidade desencadeou disfuncéo
mitocondrial no encéfalo, dano oxidativo e diminuicdo nos niveis de neurotrofinas
como o BNDF, o que presumivelmente piora o desempenho cognitivo (AGUIAR et
al., 2010). Estudo de Radak et al. (2006) mostrou que o exercicio ndo voluntario
diminuiu os niveis de BDNF, mas nao prejudicou o aprendizado em ratos adultos.
Outra pesquisa mostra que o exercicio intenso foi capaz de aumentar os niveis de
BDNF no estriado e no hipocampo, e o exercicio moderado provocou aumentos
neste fator tréfico apenas no hipocampo (AGUIAR et al., 2008). No presente estudo,
esta evidente que o exercicio fisico desencadeou as referidas alteracdes nos dois
grupos de ratos exercitados (OPE e CE) e os baixos niveis de BDNF possivelmente
estejam relacionados aos prejuizos cognitivos. Os dados das pesquisas citadas
acima conjuntamente com os do atual estudo demonstram que as modificacdes
induzidas pelo exercicio no aprendizado e nos niveis das neurotrofinas sao
dependentes de varios fatores, entre eles do tipo de protocolo de treinamento fisico,
da fase de desenvolvimento do animal testado e do tecido envolvido.

O comportamento motor e niveis de ansiedade foram mensurados pelo teste
de campo aberto. Em nosso estudo, este teste revelou alteracdes significativas na
distancia total e na distancia percorrida na periferia nos ratos CE em comparacgao
aos demais grupos (C, OP e OPE). O comportamento de ansiedade no campo
aberto esta relacionado com menor distancia total percorrida, menor distancia
percorrida na zona central, bem como menor percentual gasto nesta zona e maior
percentual de tempo gasto na periferia do campo aberto (SESTAKOVA et al., 2013).
Embora este teste ndo seja a ferramenta mais especifica para mensurar niveis de
ansiedade, & muito utilizado e existem variadas controvérsias na literatura em
relacdo a interpretacdo dos seus resultados. Por exemplo, a bulbectomia olfatoria é
um modelo de depressdo que leva 0s animais experimentais a um comportamento

de ansiedade evidenciado no teste do labirinto elevado (HARKIN, KELLY e
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LEONARD, 2003). Ratos bulbectomizados demonstraram hiperatividade quando
avaliados no teste de campo aberto revelada pela maior distancia total percorrida,
maior distancia percorrida na periferia e percentual de tempo gasto nesta regiao
(PUDELL et al., 2014). Na presente pesquisa, nossos dados ndo exibiram alteracao
neste uUltimo parédmetro, entretanto a hipotese de que os ratos exercitados estao
percorrendo maior distancia na arena do teste em relagdo aos demais grupos por
conta de uma maior treinabilidade é contestada por estudo de Bronikowski et al.
(2001) que nao foi capaz de demonstrar qualquer correlacdo positiva entre ratos
com maior capacidade e treinabilidade fisica (selecionados geneticamente) e maior
distancia total percorrida no campo aberto. Como respostas de hiperatividade estdo
associadas a comportamentos induzidos por estresse (HARKIN, KELLY e
LEONARD, 2003), ndo podemos afirmar com certeza que os ratos do grupo CE
estdo em estado de ansiedade, entretanto estas alteracbes de ambulacdo estdo
ocorrendo paralelamente aos prejuizos no teste de memdéria nos ratos do grupo CE,
e acreditamos que estes dois fatores possam estar relacionados a um estado de
estresse induzido pela atividade fisica.

Neste estudo, a natacdo, que é uma atividade fisica realizada em ambiente
hostil para o animal experimental, iniciou-se na adolescéncia, coincidindo com o0s
periodos criticos de desenvolvimento do SNC e terminou proximo ao inicio da vida
adulta. Embora sem uma apreciacdo hormonal, a partir dos dados comportamentais
(prejuizo de memoria no teste de localizacdo de objetos, alteragdo na locomocéo no
teste de campo aberto) e dos dados biquimicos relacionados a concentracdo de
BDNF é possivel sugerir que o exercicio fisico tenha sido estressante. Apesar da
condicao experimental diferente, McCormick et al. (2012) e Sterlemann et al. (2010)
fazem uma ligacdo entre estresse, aumento nos niveis de glicocorticoides, prejuizo
cognitivo em ratos adolescentes e alteracdo nos niveis de proteinas sinalizadoras.
Portanto, a partir dos nossos resultados, sugerimos que o prejuizo observado nos
ratos esté ligado ao alto nivel de estresse induzido pelo exercicio fisico.

Levando em consideracdo o fato de que o protocolo de exercicio fisico
adotado neste estudo foi responsavel por respostas comportamentais e bioquimicas
deletérias, a exigéncia metabolica/fisica do exercicio e posteriormente o nivel de
estresse oxidativo dos ratos testados foram mensurados. A exigéncia
metabdlica/fisica do exercicio é caracterizada pela concentracdo dos niveis de

lactato sanguineo durante a atividade fisica. A maior concentragdo de lactato
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durante o exercicio fisico que pode ser removida, sem que haja acimulo desse
metabdlito no sangue é denominada maximo estado estavel de lactato (MLSS), e é
um importante caracterizador do nivel de esforco da atividade (GOBATTO et al.,
2001). Esforcos fisicos que se encontram abaixo ou até este MLSS séo
caracteristicos do metabolismo oxidativo/aerobio (GOBATTO et al., 2001), sendo os
acidos graxos livres plasméticos, o substrato energético preferencial do organismo
neste momento (AIRES, 2012). O MLSS de ratos submetidos a atividade fisica
natacdo para ratos sedentarios € de 55 mmol/ll e para ratos com nivel de
treinabilidade elevada é de 8 mmol/l (GOBATTO et al., 2001). Aguiar et al. (2008)
consideram que a atividade fisica que induz a producdo de lactato préximo a 3,5
mmol/l é considerada de intensidade moderada a intensa. Os ratos dos grupos
exercitados desse estudo apresentaram niveis médios de lactato sanguineo no
periodo basal, 30 e 45 minutos de atividade continua de natacdo de 3,27 (+0,13),
3,25 (x0,12) e 3,20 (x0,11) mmol/l respectivamente, caracterizando o protocolo de
exercicio administrado neste trabalho como aerdbio e de intensidade moderada a
intensa.

O metabolismo aerébio ou anaerdébio decorrente de exercicios de curta
duracdo e alta intensidade é responsavel pela producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (RADAK, CHUNG YOUNG e GOTTO, 2008; GROUSSARD et al.,
2003). As ROS trazem, em grandes quantidades, o desenvolvimento de processos
patolégicos como inflamacao, cancer e doencas neurodegenerativas, entretanto em
pequenas quantidades podem ser usadas pelo organismo nos processos de
sinalizacdo (RADAK, CHUNG YOUNG e GOTTO, 2008), regular os fatores de
crescimento e estimular a neurogénese e a sinaptogenese (AGUIAR Jr et al., 2010).

Na presente pesquisa, foi possivel verificar que o exercicio fisico causou
alteracOes positivas nos sistemas antioxidantes. O organismo é capaz de se habituar
ao exercicio fisico e as ROS, através da regulacdo das defesas antioxidantes via
transcricdo de fatores, resultando no aumento da atividade das enzimas
antioxidantes (RADAK, YOUNG CHUNG e GOTO, 2008) e no aumento dos niveis
de GSH neuronal. O aumento de GSH protege contra o0 estresse oxidativo e € um
importante limitador de lesdo neuronal, além de ser o Unico composto capaz de
reagir com radicais hidroxila (AOYAMA, WATABE e NAKAKI, 2008). Na presente
pesquisa, 0 exercicio fisico foi capaz de promover mecanismos adaptativos e

melhora da capacidade antioxidante ja que os ratos do grupo CE e OPE
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apresentaram aumento do conteudo de GSH em rela¢éo ao grupo C e OP de ratos
sedentarios, embora ndo tenha causado alterac6es na atividade da enzima GPx, a
maior enzima antioxidante do encéfalo (AOYAMA, WATABE e NAKAKI, 2008).
Como ja mencionado na revisdo de literatura, outro parametro sensitivo do estresse
oxidativo é a razdo entre a glutationa reduzida e glutationa oxidada, sendo que uma
alta razéo significa melhor protecdo e maior capacidade oxidante e baixa razdo um
desequilibrio no sistema redox. Em nosso experimento ndo houve alteracao
estatisticamente significativa nesta razdo, mostrando que o protocolo de exercicio
fisico utilizado em nossa pesquisa ndo esta sendo responsavel por qualquer
excesso de producdo de ROS e os prejuizos verificados na memaria e nos niveis do
BDNF néo podem ser relacionados com algum tipo de desequilibrio na capacidade
antioxidante do encéfalo.

Ainda em nossa pesquisa, no tocante a suplementacao com 6leo de peixe, a
aplicacdo desta intervencdo por 50 dias promoveu incorporacdo do acido graxo
DHA, mas ndo do EPA nas membranas hipocampais corroborando estudos prévios
de nosso laboratério em modelos animais ou em humanos (DA SILVA et al., 2008;
DELATTRE et al., 2010; PUDELL et al., 2014). Ja em relacdo a ndo incorporacéo do
EPA, a literatura mostra que a concentracdo de EPA no encéfalo, em situacdes
controle, é muito menor do que a concentracdo de DHA (CHEN, LIU e BAZINET,
2011). Os estoques de DHA sdo constantemente mantidos pela dieta ou pela
retroconversdo de acidos graxos com 18, 20, 22 ou 24 carbonos, logo o EPA pode
estar sendo utilizado como precursor no processo que culmina com a sintese do
DHA, a partir de processos de alongamento e dessaturacdo (HORROCKS e
FAROOQUI, 2004). Estudos prévios mostram limitada concentracdo de EPA na
composicao lipidica cortical apdés os ratos serem alimentados com dieta enriquecida
com AGPI da familia n-3 e mesmo oferecendo este &cido graxo na dieta, a sua
concentracédo foi, em média, 46 vezes mais baixa do que a concentracdo de DHA no
tecido examinado (BOUSQUET et al., 2008; DELATTRE et al., 2010).

Apesar de muitos relatos na literatura a respeito dos beneficios dos AGPIs
na saude mental como atenuacao de prejuizos no aprendizado induzidos por alguma
condicdo patolégica como a Injuria Traumatica do Encéfalo (WU, YINN e GOMEZ-
PINILLA, 2004), no modelo de encefalopatia hepatica (STAZIAKI et al., 2013) ou em
técnica modelo de depressdo (PUDELL et al.,, 2014) e de comportamentos

relacionados ao estresse em fases iniciais do desenvolvimento encefalico (FERRAZ
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et al., 2011), os dados desta pesquisa revelam que a suplementacdo nao foi capaz
de impedir o efeito prejudicial do exercicio ndo voluntario no aprendizado dos ratos
exercitados e suplementados, verificado pelo tempo de exploracdo no objeto novo
significativamente menor desses animais em relacdo aos do grupo controle. Nossos
dados corroboram pesquisa anterior que demonstrou que a suplementacdo trouxe
incorporacdo aumentada de DHA nos niveis plasmaticos de animais ndo primatas
sem observar beneficios para a memoria espacial no teste de Barnes (LANGUILLE,
AUJAR e PIFFERI, 2012). Contrapondo nossos dados, Pudell et al. (2014)
encontraram incorporacdo aumentada de DHA nas membranas hipocampais e
melhora na memdéria espacial nos animais suplementados com 6leo de peixe. No
trabalho de Pudell, a memoria foi avaliada pelo mesmo teste comportamental
utilizado na atual pesquisa, entretanto 0s animais experimentais receberam
suplementacdo indireta nas fases de gestacdo e amamentacdo, periodos
extremamente sensiveis a modula¢des do SNC.

Ferraz et al. (2011) usando do modelo de estresse por imobilizagédo cronica,
verificaram o aumento dos horménios corticosteroides, da ansiedade e, prejuizos
cognitivos em ratos adultos submetidos ao teste do labirinto aquatico de Morris. No
entanto, os animais suplementados com Oleo de peixe apresentaram reduzidos
niveis de ansiedade e melhora no aprendizado neste teste comportamental. Com
relacdo a memoria e a suplementacdo com 6leo de peixe, no nosso estudo nao
reverteu os prejuizos advindos do protocolo de exercicio fisico adotado.

A diferenca que melhor pode explicar os resultados contraditérios acima
citados é que o evento estressante na nossa analise iniciou-se no mesmo momento
gue a suplementacdo. Na pesquisa de Ferraz et al. (2011) a suplementagcao ocorreu
anteriormente ao protocolo de imobilizacao (69 dias antes). A partir disso, podemos
supor que se nosso protocolo de suplementacdo tivesse comecado antes do
protocolo de exercicio fisico, os ratos submetidos a suplementacdo poderiam ter
sido beneficiados pelo OP e protegidos dos efeitos deletérios induzidos pelo
estresse induzido pela atividade fisica.

Considerando a incorporacdo de DHA nos ratos suplementados e a néo
reversdo dos efeitos deletérios sobre a memdria induzidos pelo exercicio,
delineamos a relacédo deste acido graxo com os niveis das neurotrofinas. O DHA
pode ser convertido em uma neuroproteina chamada D1 (NPD1) que pode elevar os

niveis de BDNF por meio de mecanismos de sinalizacdo (WU, YING e GOMEZ-
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PINILLA, 2008) e j& esta bem descrito na literatura o papel central que o BDNF tem
em otimizar a habilidade do exercicio nas melhoras dos processos mnemonicos
(GOMEZ-PINILLA, VAYNMAN e YING, 2008). Neste estudo, de forma oposta, a
suplementacdo causou a incorporacdo de DHA nos ratos suplementados e
submetidos ao exercicio fisico, mas ndo conseguiu reverter a diminuigdo dos niveis
do BDNF na presente pesquisa, € bem como ja discutido no paréagrafo anterior, os
prejuizos na memoaria espacial. Os resultados do BDNF sdo contrarios aos dados do
estudo de Pudell et al. (2014) que a partir da suplementacdo com AGPIs protegeu os
ratos experimentais contra a diminuicdo dos niveis desta neurotrofina, induzida por
modelo de depresséo, a bulbectomia e de Vines et al. (2012) que reproduziram
aumentos nos niveis de BDNF em ratos adultos a partir da suplementacdo com
AGPIs em fases criticas de desenvolvimento. A dose de AGPI utilizada em nosso
estudo foi a mesma dos estudos de Pudell e Vines, entretanto em nossa analise, a
suplementacao iniciou-se a partir do 30° dia de vida dos ratos. Muito embora, o 30°
dia de vida represente uma fase de grande plasticidade encefélica na formacéo do
sistema nervoso, o0s autores descritos acima utilizaram a suplementacdo durante a
fase de gestacdo e lactacdo das matrizes, fase que parece ser extremamente critica
no sentido de providenciar alteragdes nos niveis de BDNF, neurotransmissores e,
possivelmente alteracdes morfologicas que persistem até a fase adulta do animal
experimental as expensas de suplementacéo posterior ao nascimento.

Outra vertente desta pesquisa foi estudar a memoéria dos ratos
suplementados e submetidos ao exercicio fisico apdés uma interrupcdo destes
protocolos. Apés a interrupcdo das intervengdes por 21 dias (101 dias de vida), foi
encontrado que os prejuizos a habilidade de aprender se mantiveram nos grupos
CE. Alguns autores encontraram efeitos remanescentes do exercicio nos processos
cognitivos apos interrupcdo do protocolo (RADAK et al., 2006; BERCHTOLD,
CASTELLO e COTMAN, 2010). McCormick et al. (2012) encontraram diminuicdo na
memoria espacial no teste de localizacdo de objetos em ratos na idade adulta
expostos a situacdo de estresse na adolescéncia. Estes autores citam ainda que o
baixo desempenho no teste de labirinto de Morris foi associado a uma modificagéo
estrutural (diminuicdo do volume hipocampal) varias semanas ap0s 0s ratos serem
exercitados. Nem todos os estudos sao consistentes em mostrar melhorias na
aquisicao e retencdo, sugerindo, como citado anteriormente, que os efeitos do

exercicio sobre os diferentes aspectos da cognicdo podem depender de fatores
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como a duracdo da exposi¢do ao exercicio, tipo de exercicio realizado (por exemplo,
forcado versus voluntario), dificuldade da tarefa, ou outras variaveis (BERCHTOLD,
CASTELLO e COTMAN, 2010). Ao que tudo indica, na presente pesquisa, 0s ratos
muito jovens que foram submetidos ao exercicio ndo voluntario por longo periodo,
tiveram danos estruturais e de funcao induzidos pelo estresse crbnico que a
atividade produziu. Apés a interrupcdo de 21 dias do exercicio fisico, o tecido neural
nao foi capaz de reestabelecer sua homeostasia por conta dessas modificacbes
terem ocorrido em uma fase plastica e extremamente sensivel do SNC. A
consequéncia deste processo foi percebida, entdo, além da manutencdo do prejuizo
cognitivo a manutencdo de baixos niveis de BDNF nos ratos exercitados, mesmo
apos a atividade fisica ter sido cessada. Pesquisa prévia traz dados que mostram
gue ratos exercitados e destreinados por 8 semanas apresentaram niveis de BDNF
abaixo dos niveis dos ratos controle sedentarios (RADAK et al., 2006). Outros
trabalhos associam baixos indices de BDNF a prejuizos no aprendizado (GOMEZ-
PINILLA, 2008; COTMANN e BERCHTOLD, 2002) e o bloqueio dos receptores de
BDNF no hipocampo por moléculas especificas durante 5 dias de exercicio
voluntario reduziu a habilidade de aprender (VAYNMAN, YING e GOMEZ-PINILLA,
2004).

Outros dados de nossa pesquisa revelam que apos 21 dias de interrupcao
de suplementacéo, ndo foi possivel verificar incorporacdo de DHA. Acreditamos que
a medida que os animais foram mantidos sem esta intervencédo, o DHA incorporado
anteriormente as membranas tenha sido degradado através da acdo catalitica da
fosfolipase A. Os acidos graxos séo liberados no compartimento citosélico e agem
em varias vias, incluindo neuroinflamacao, apoptose e sobrevivéncia celular. Assim,
mais de 90% dos AGPIs liberados séo rapidamente reesterificados e devolvidos a
bicamada fosfolipidica. Parte restante dos AGPIs livres é utilizada tanto no
fornecimento de energia para as células através de vias especificas de degradacéo,
tais como reacBes de beta oxidacdo na mitocdndria ou estdo envolvidos como
mensageiros lipidicos que podem desencadear cascatas de sinalizagdo intracelular,
incluindo a apoptose, processos inflamatérios e de proliferacdo (BAZINET et al.,
2005). Logo na auséncia da suplementacdo, ndo conseguimos mais verificar a
incorporacao do DHA nas membranas dos ratos suplementados.

No entanto, de forma surpreendente, apds a interrupcdo de 21 dias do

exercicio fisico e da suplementacdo com OP, a suplementacéo foi capaz de reverter
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os danos no aprendizado e normalizar os niveis da neurotrofina nos ratos OPE. Os
AGPIs podem promover o crescimento e/ou aumentar o tamanho dos neurénios em
CA1l e CA3, importantes regides do hipocampo, regular a exocitose, o trafego de
vesiculas, a endocitose e a liberacdo de glutamato, bem como aperfeicoar a
eficiéncia sindptica e modular a captacdo de glutamato pelos astrdcitos evitando a
excitotoxicidade que parece ser o principal evento induzido pelo estresse cronico
gue desencadeia os danos no aprendizado (HENEEBELLE et al., 2014). A partir
destes dados, podemos inferir que, apds a interrupcéo do exercicio, na auséncia do
estimulo estressante, o DHA ofertado durante cinquenta dias foi capaz de
reestruturar morfologicamente as regides neurais afetadas e consequentemente
suas funcdes, reestabelecendo os niveis do BDNF e a capacidade de aprender dos
ratos do grupo OPE.

Pudemos verificar ainda a influéncia do exercicio fisico, mesmo apés 21 dias
de interrupgdo, no equilibrio redox do encéfalo. Foi identificada neste momento a
atividade exacerbada da GPx nos ratos do grupo CE. A GPx € a primeira enzima
responsavel pela destruicdo do excesso de peroxido de hidrogénio formado nos
tecidos neurais (AYDIN et al., 2009, MAROSI et al., 2012) e sua elevada atividade
pode indicar o acumulo de espécies reativas de oxigénio que nao estdo sendo
devidamente metabolizadas, mas apenas no caso de estar relacionada a razdo
muito baixa entre GSH:GSSG, ou ainda, pelo acimulo da GSSG no tecido estudado
(BAINS e SHAW, 1997). Entretanto, em nossa pesquisa, apesar de encontrarmos
exacerbada atividade desta enzima, ndo encontramos alteracdo nesta razdo ou
acumulo da glutationa reduzida nos ratos exercitados em relacdo ao grupo C, ou
seja, esta alteracdo representa novamente uma melhora da capacidade antioxidante
dos animais em questdo. Desta forma podemos concluir que ndo ha relacao alguma
do prejuizo no aprendizado e da alteracdo dos niveis de BDNF com a alteracao da
atividade da GPx nos ratos do grupo CE, quando testados apés 21 duas de
interrupcao.

Diferentes formas de exercicio resultam em diferentes respostas ao estresse
em determinado tecido. A natacdo € um tipo de atividade que causa outras formas
de estresse e as respostas a esfor¢os aerdbicos séo altamente variadas (AGUIAR Jr
et al., 2008). Os dados encontrados neste trabalho nos permitem concluir que as
caracteristicas do protocolo de exercicios (ndo voluntario, realizado em ambiente

hostil e de intensidade moderada a intensa) aplicado em periodo critico de
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desenvolvimento do SNC foi o estimulo responsavel por causar alteracdes
morfolégicas e estruturais no encéfalo dos animais experimentais, resultando em
prejuizos na memoria e alteracdo nos niveis da neurotrofina. A suplementacdo com
0leo de peixe que pode influenciar os processos mnemonicos de forma restauradora
néo foi capaz de reverter os efeitos deletérios do exercicio, enquanto este estimulo
estressor ndo foi interrompido. Acreditamos que a partir da auséncia do exercicio
fisico, e enquanto néo totalmente degradado, o 6leo de peixe foi capaz de reverter
as modificacbes induzidas pelo exercicio, reestabelecendo e modulando a
capacidade de aprendizado dos ratos e os complexos processos moleculares
associados.
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PERSPECTIVAS E LIMITACOES DO ESTUDO

Tendo em vista encontrarmos prejuizos no aprendizado a partir da
realizacdo do exercicio fisico, e posteriormente ap0s sua interrupcdo a reversao
destes danos conjuntamente com a acdo da suplementacdo com 6leo de peixe, faz-
se necessario entender melhor os mecanismos envolvidos neste processo.

Acreditamos que outras analises, tal como a atividade da AKt e da AKt
fosforilada devem ser avaliadas, ja que a sinalizacdo envolvendo estas duas
moléculas fazem parte dos mecanismos de sobrevivéncia neuronal e estédo
relacionados com a memoria e a aprendizagem. Estamos em andamento com estas
novas analises que serdo Uteis para esclarecer a relagdo encontrada entre o

prejuizo na memoria, o exercicio fisico e o 6leo de peixe.
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9 CONCLUSOES

Os protocolos de exercicios e de suplementacdo utilizados aqui foram
capazes de causar influéncia no aprendizado apenas quando administrados em
longa janela temporal.

As alteracbes foram percebidas logo apds o término das intervencbes e
posteriormente na vida adulta, apesar das intervencfes terem sido aplicadas em
ratos em fases criticas do desenvolvimento do SNC.

Os efeitos da suplementacdo e do exercicio fisico aplicados ratos em fases
criticas do desenvolvimento do SNC foram percebidos logo ap6s o término destas
intervencdes, assim como posteriormente, na vida adulta.

O protocolo de exercicio fisico utilizado neste estudo trouxe prejuizos aos
processos ligados ao aprendizado e a memoria.

Efeitos remanescentes da suplementacdo com O6leo de peixe foram
observados na reversdo dos danos causados pelo exercicio apenas quando o
evento causador foi cessado, ou seja, apos 21 dias de interrupcdo de ambas as

intervencgoes.
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