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RESUMO

O exercicio parece diminuir o risco de acidentes vasculares cerebrais, além da
mortalidade induzida pelos AVCs. A isquemia cerebral é uma das principais causas de
morte e uma das maiores causas de incapacidade. Estudos demonstram que o
comportamento sedentario esta relacionado com o aumento de risco de AVCs. Nossos
objetivos foram avaliar o potencial neuroprotetor do exercicio fisico num modeio de
isquemia in vitro, usando fatias hipocampais de ratos Wistar expostas & privagdo de
oxigénio e glicose (POG), bem como estudar o estado oxidativo celular de
homogeneizados de estruturas cerebrais relevantes (hipocampo, estriado, cértex frontal
cerebelo) de ratos Wistar. Ratos Wistar (90 dias de idade) foram divididos em exercitado
(EXE) e sedentario (SED). O grupo EXE foi submetido a treino de exercicio com 20
minutos (EXE20) ou 60 minutos (EXEG0) em esteira ergométrica adaptada para ratos
durante duas semanas. O grupo SED foi sujeito & esteira sem movimento durante 3
minutos. Os animais foram decapitados 15 horas apés a ultima sessao de exercicio. Os
cérebros foram dissecados, um hipocampo foi imediatamente fatiado em “chopper” e as
fatias randomizadas em duas placas controie (NPOG) e privada de oxigénio e glicdse
(POG). Apbs 3h de reoxigenagdo, foram realizados os ensaios de avaliagao da viabilidade
celular, através da atividade mitocondrial, e de lise celular, pela determinagio da liberagao
da enzima citosdlica lactato desidrogenase. A POG reduziu significativamente a atividade
mitocondrial (cerca de 40%) em fatias hipocampais de animais SED e EXE. A atividade
mitocondrial ndo foi alterada pelo exercicio fisico. A POG aumentou a lise celular, este
aumento foi reduzido em fatias de animais submetidos ao treino de 20 minutos, enquanto

que em animais treinados 60 minutos, a lise causada pela POG foi significativamente
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aumentada. O hipocampo nédo utilizado para o ensaio de POG e as demais estruturas
(cortex frontal, estriado e cerebelo) foram utilizados para determinacdo do estado oxidativo
celular. As estruturas foram homogeneizadas e centrifugadas, o sobrenadante foi usado
para a avaliacdo do contetdo de radicais livres, do dano em lipideos e em proteinas e da
capacidade antioxidante total dos tecidos. Os hipocampos de ratos exercitados durante 20
minutos ndo apresentaram alteragbes nos pardmetros avaliados de indice de estresse
oxidativo. Entretanto, o exercicio melhorou alguns parametros de estresse oxidativo em
hipocampos de ratos exercitados durante 60 minutos, estes apresentaram uma redu¢do no
conteudo de radicais livres e um aumento no potencial antioxidante total. Paradoxaimente,
foram observados maiores niveis de lipoperoxidagdo. O exercicio moderado parece
proteger células hipocampais do dano isquémico em fatias hipocampais de ratos,
considerando que os hipocampos nao apresentaram alteragdes nos parametros avaliados
de indice de estresse oxidativo, sugere-se que o0 mecanismo de agio de neuroprotecéo
pelo exercicio moderado independa da melhora do estado oxidativo celular. Corroborandc
com esta teoria, os hipocampos de animais exercitados durante sessenta minutos
apresentaram melhores valores de potencial antioxidante total, todavia um maior dano
isquémico. Os dados sugerem que o exercicio fisico causa, de maneira dependente da
intensidade, alteragbes na susceptibilidade hipocampal ao dano isquémico, sendo que o
exercicio moderado parece proteger, enguanto que o exercicio intenso parece

potencializar o dano isquémico cerebral.



1. INTRODUGAO



1.1. Exercicio

O interesse historico focado no exercicio, com sua aplicabilidade para a
manutencdo e aquisicdo da salde fisica, tem origem milenar. Nas Ultimas décadas, os
estudos sobre o exercicio fisico foram centrados no modo como as estruturas e fungdes
do corpo humano séo alteradas quando expostas a praticas agudas e crbnicas de
exercicio. Através de programas de condicionamento fisico publicado por Kenneth
Cooper, “Aerobics”, em 1968, foi entdo estabelecida a base fisiolégica da utilizagdo do
exercicio para a promog¢do de um estilo de vida mais saudavel (WILMORE e COSTILL,
2001). E sabido que o efeito do exercicio fisico sobre as variaveis fisiologicas, como
atividade cardiaca, pressdo artenrial, freqléncia respiratéria, temperatura e atividade
muscuiar, pode estar relacionado com um organismo saudavel. Sendo assim, as
manifestacdes de adaptacdo ao exercicio sao freqlientemente utilizadas como parametro
de avaliagao da capacidade funcional do organismo. O exercicio tem sido encarado como
um instrumento tanto preventivo como terapéutico contra varios tipos de doengas
(WILMORE e COSTILL, 2001).

Ha varios estudos epidemiolégicos que demonstram que o exercicio fisico pode
contribuir para a redugdo da incidéncia de tumores (MAHABIR et al., 2004; PATEL et al,
2003) e para diminuir o risco de acidentes vasculares cerebrais (AVC), além da
mortalidade induzida por AVCs (LEE e PAFFENBARGER, 1998).

O exercicio fomece beneficios psicolégicos, proporcionando integracéo social e
melhorando a auto-estima. O exercicio fisico tem potencial valor ndo apenas de sua
fundamentacéo tedrica e empirica, mas de sua popularidade e validade como uma forma
de melhora do bem estar. Os efeitos relatados incluem agéo ansiolitica e antidepressiva,
melhor resisténcia a problemas emocionais e fisioldégicos oriundos de estresses

psicoldgicos. O exercicio pode provar ser de uso especialmente no tratamento de
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pacientes com problemas emocionais que rejeitam ostensivamente diagnésticos

psicologicos e seus respectivos tratamentos (SALMON, 2001).

1.1.1. Exercicio e Fung¢io Cerebral

Existe um paradoxo ao analisar o mecanismo de agao do exercicio na saude e
no bem estar. Estudos tém demonstrado que o exercicio pode reduzir doencas
relacionadas a idade bem como aumentar a producdo de radicais livres, o que pode ser
prejudicial para a fungdo celular. Os mecanismos bioquimicos, pela acdo do exercicio
regular, significativamente benéficos a saude e ao bem estar, incluindo diminuicdo da
incidéncia de certas doencas, nao estdo bem esclarecidos (HOLLOSZY, 1993).

Varios estudos sugerem que o exercicio melhora a fungéo cerebral e, com issg,
pode influenciar o comportamento. A participagdo em programas de atividade fisica pode
restabelecer as habilidades mentais em idosos (DUSTIMAN et al.,, 1984; ELSAYED et al,
1980; KRAEMER et al., 1999).

Dentre os efeitos amplamente relatados estdo as atividades ansiolitica e
antidepressiva. Estes efeitos foram observados também em testes comportamentais,
utilizando animais de laboratério, que demonstram efeitos benéficos do exercicio na
ansiedade. Ap6s um periodo de exercicio forgado nos testes de natacdo e de corrida em
roda motorizada em roedores, observou-se 0 aumento na locomogao no campo aberio,
interpretado como uma reducgio da ansiedade (THARP e CARSON, 1975; WEBER e LEE,
1968).

Alguns trabalhos apresentam o efeito do exercicio fisico sobre a memoria
espacial de roedores em varios modelos comportamentais. ANDERSON e éolaboradores
(2000), utilizando o labirinto radial de oito bracos, demonstraram que ratos exercitados de

forma voluntaria em rodas de corrida durante sete semanas necessitaram de um menor



periodo de treino (30%) para adquirir o critério de desempenho. RADAK e colaboradores
(2001) demonstraram, em estudo com roedores submetidos & natagdo, que exercicio
regular pode ser um meio importante para prevenir o declinio da func@o cognitiva
relacionada com a idade.

Muitos estudos sugerem que o exercicio aperfeicoa a fungéo cerebral, porém ha
um conhecimento restrito sobre o seu mecanismo de agdo. Tem sido proposto que o
exercicio mantém a integridade cerebrovascular (MC FARLAND, 1963), promove a
capilarizacdo (BLACK et al., 1987) e aumenta as conexdes dendriticas (PYSH e WEISS,
1979). Apds um programa de exercicios voluntarios em camundongos adultos, VAN PRAAG
e colaboradores (1999) observaram que, além de melhorar o aprendizado espacial,
aumenta a neurogénese no giro denteado de maneira - similar ao enriquecimento
ambiental.

Existem evidéncias que a plasticidade energética esta envolvida com os efeitos
benéficos do exercicio. O exercicio agudo levou a um aumento transitorio na utilizagdo de
glicose, captacdo de oxigénio e fluxo sangiineo cerebral no cortex motor e estriado
(MCCLOSKEY et al., 2001). Contudo um aumento no metabolismo oxidativo pode aumentar
a geracao de radicais livres, o que pode ser prejudicial para as fungdes celulares.

Evidéncias sugerem que o exercicio fisico pode afetar particularmente a
neuroquimica hipocampal (FORDYCE E FARRAR, 1991; FORDYCE E VWEHNER, 1993) e
promover o aumento na expressdo de certos fatores tréficos, como o fator neurotrdfico
derivado do encéfalo (“brain-derived neurotrophic factor”, BDNF), os quais sdo
importantes para a diferenciacdo e sobrevida neuronal (GOMEZ-PINILLA et al, 1998,

NEEPER et al., 1996).



1.1.2. Modelos de Exercicio Fisico

Estudos utilizando animais de experimentacdo tém sido amplamente realizados
no estudo do efeito do exercicio fisico. Contudo os dados obtidos ndo podem ser
diretamente comparados, ja que existem diferentes protocolos de treinamento. Ratos de
laboratério sdo normalmente mantidos em caixas restringindo sua atividade fisica, sendo
estimado que seu gasto energético diadrio seja de aproximadamente 10% do consumo
diario (ICHIKAWA e FUJITA, 1987). Este perfil de gasto energético € semelhante ao de
~ pessoas sedentarias (FUJITA e OHZEKI, 1993). Os autores classificam o treinamento dos
animais, conforme a freqiiéncia e a intensidade do exercicio fisico, em: leve, moderado ou
intenso. ICHIKAWA e colaboradores (2000) submeteram ratos a um programa de
freinamento leve, a fim de mimetizar, experimentalmente, a atividade fisica normal no
cotidiano em humanos, enquanto que um aumento na intensidade do exercicio (tempo €
poténcia) submete 0s animais a um treinamento moderado. A atividade fisica extenuante
(intensidade alta) tem sido classificada como exercicio intenso (CHENNAOUI et al., 2001).

O exercicio fisico pode ainda ser classificado como: forgado ou voluntario. O
protocolo de treinamento forgado consiste em sessdes de corrida em esteira ergométrica
ou o nado forgcado (RADAK et al., 2001; RA et al., 2002). Alguns autores tém criticado estes
métodos considerando-os como potenciais estressores, dificultando a interpretagéo dos
dados, devido as respostas ao estimulo estressante concomitante com as aiteragbes
causadas pelo préprio exercicio fisico (SOTHMANN et al., 1996). Animais com livre acesso
a uma roda de corrida podem realizar o exercicio fisico voluntariamente durante semanas
ou meses (MONDON et al., 1985; RUSSEL et al., 1987). E digno de nota que varios

trabalhos demonstram diferentes respostas aos modelos de exercicio forgado e voluntario

(NARATH et al., 2001).



1.2. Radicais livres

Os radicais livres (RL) sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais
elétrons desemparethados na ultima camada eletrbnica. S3o instaveis, extremamente
reativos e capazes de existéncia independente, sendo estas as caracteristicas que 0s
tomam téo lesivos ao nosso organismo. Podem iniciar reagbes que danificam as
membranas biolégicas, além de determinar aumento de liberacdo de aminoacidos

excitatérios (PALL, 2002). Merecem destaque, dentre os radicais livres e as moléculas que
dao origem a radicais livres, o radical anion superdxido (O.), peroxido de hidrogénio
(H20,), o altamente reativo hidroxil (OH), bem como os radicais alcoxil (RO), peroxil

(ROO) e éxido nitrico (NO). Estas moléculas sdo continuamente produzidas durante o
metabolismo oxidativo normal. Por exemplo, o oxigénio que retiramos da atmosfera
através da respiragdo sofre uma série de transformagdes, que acontece na membrana
intema das mitocondrias. O oxigénio molecular passa por um processo de reducdo
tetravaiente (recebe quatro elétrons e quatro prétons ao mesmo tempo), gerando como
produto final uma molécula de agua. Contudo, nem todo o oxigénio passa por esse
processo de reducdo. Aproximadamente 5% do oxigénio sofrem, na mitocondria, uma
reducdo monovalente formando substancias com um numero impar de elétrons na
camada mais externa, conferindo-lhes a caracteristica de aita reatividade. Estas
substancias sdo extremamente instaveis e denominadas de espécies reativas do oxigénic
(ERO) (HALLIWELL, 1992).

Reagbes oxidativas com potencial gerador de radicais livres em condi¢des
fisiologicas sdo importantes em outras reacdes biolégicas, como as dos sistemas
citocromo P450s e da enzima ciclooxigenase. A produgao de radicais livres esta envolvida

também na ativacdo e migracdo de leucécitos para areas de inflamacdo. Os leucdcitos,



macrofagos e neutrofilos possuem a enzima NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo

fosfato) oxidase que catalisa a redugdo monovalente do oxigénio a O,’, além de outras
enzimas como a mieioperoxidase, a quai gera hipociorito a partir de H,O,. Estes oxidantes
produzidos nos sitios de inflamacdo, se ndo forem controlados, atacam os tecidos. As
proteinas contendo metais podem ficar disponiveis, como por exemplo, a hemoglobina
liberada de eritrécitos lisados nos sitios de inflamagéo. O excesso de H,O, pode causar a
degradagao dos anéis heme da hemoglobina e da mioglobina, liberando ferro. O ferro (e ©

cobre) livre pode reagir com H,O, através de uma série de reagbes chamadas de

Reacdes de Fenton e Haber-Weiss, gerando a espécie mais reativa e toxica, o radical OH’

(HALLWELL, 1992).

1.2.1. Danos Oxidativos em Macromoléculas

O radical livre ataca uma molécula seqliestrando um atomo de hidrogénio de um
grupamento quimico. O excesso de radicais livres pode oxidar diretamente
macromoléculas, causando peroxidagdo lipidica, destruicdo especifica de proteinas e
dano ao DNA (HALLIWELL, 1992).

A lipoperoxidacdo (LPO, Figura 1) € um processo fisiolégico normal, esta
envolvida na renovagdo das membranas, bem como na produgdo de eicosanoides
(GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1990). Contudo, niveis aumentados na LPO das membranas
podem afetar a integridade dos processos fisiologicos, como a fluidez, a permeabilidade,
o potencial de membrana, a atividade de proteinas de membrana (receptores e canais
ibnicos) e pode ainda levar a ruptura de membranas de organelas e da prépria céluia. As
membranas celulares, formadas principalmente pdr lipidios poliinsaturados, séo

particularmente vulneraveis ao ataque de radicais livres. O radical livre, em especial o



radical OH, ataca um grupo metileno da cadeia de um acido graxo poliinsaturado. A

retirada de um atomo de hidrogénio leva a formacédo de um radical centrado no carbono
(L), que sofre alteragbes conformacionais formando um dieno conjugado. Em meio

aerébico, o L' reage com o oxigénio, formando o radical peroxil (LOO). O radical LOO
seqliestra um atomo de hidrogénio da cadeia do acido graxo poliinsaturado adjacente,
transforma-se num lipideo hidroperéxido e assim, sucessivamente, propagando a reagao
em cadeia. Esta reacdo pode terminar quando dois LOO reagem entre si. Os lipideos
hidroperoxidos se decompdem numa reagao cataiisada por compiexos de ferro e cobre,
produzindo aldeidos como malondialdeido (MDA) e 5-hidroxi-nonenal (5-HNE), e
hidrocarbonetos volateis como etano e pentano (JESBERGER e RICHARDSON, 1991).

Os radicais livres podem também atacar as proteinas (Tabela 1), tanto enzimas
quanto proteinas estruturais. Pode ocorrer a oxidagdo da proteina através da abstragéo
de um hidrogénio de carbono a, que ao reagir com oxigénio forma um radical peroxil. Ja a
oxidagdo da cadeia lateral dos aminoacidos depende da sua estrutura. Como
conseqiiéncia da modificacdo oxidativa pode haver alteragdes na estrutura secundaria e
tercidria da macromolécula, afetando sua atividade, resultando em agregacdo ou
susceptibilidade a protedlise. Ocorem alteragbes secundarias, onde as proteinas séo
modificadas por moléculas geradas a partir da modificagdo oxidativa de outras
macromoléculas, como aldeidos (5-HNE e MDA), produtos da lipoperoxidagéo (SCHACTER

et al., 1996).
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Figura 1. Reagbes em cadeia da lipoperoxidacdo (HALLIWELL e GUTTERIDGE,

1989).



Tabela 1. Alguns produtos da oxidagio de proteinas.

10

Insulio oxidativo

Produto

Tirosina + OH-

DOPA

Tirosina + HOCI

3-Clorotirosina

Tirosina + radicais centrados no nitrogénio

3- Nitro-tirosina

Tirosina + OH- seguido de combinacéo

radical-radical

Di-tirosina

Phe + OH- o- e m-tirosina

Phe + CH-, com dimerizacao Dimeros de aminoacidos hidroxilados
Triptofano + OH: N- formilquinurenina; quinurenina
Triptofano + OH: 5-hidroxi-triptofano; 7-hidroxi-triptofano
Histidina + OH: 2-oxo-histidina

Glutamato + OH- em presenca de O,

Hidroperoxido de &cido giutamico

Leucina + OH- em presencga de O,

Hidroperdxidos e hidroxidos de leucina; a-
acido isocapronico; acido isovalérico;

compostos carboniias

Valina + OH- em presenca de O,

Hidroperoxidos e hidroxidos de valina;

compostos carbonilas

Lisina + OH- em presenca de O,

Hidroperoxidos e hidroxidos de iisina;

compostos carbonilas

Prolina + OH- em presenca de O,

Hidroperdxidos e hidréxidos de prolina; 5-
hidréxi-2-acido aminovalérico; compostos

carbonilas

Arginina + OH- em presenc¢a de O;

5-Hidroxi-2- acide aminovalérico

Isoleucina + OH- em presenca de O,

Hidroperdxidos de isoleucina

Glicina — abstraco de hidrogénioc do

carbono o

Acido aminomalénico

Metionina + OH:

Metionina sulfoxido
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1.2.2. Sistemas de Defesa Antioxidante

A fim de neutralizar os radicais livres, as células possuem um sistema de defesa
antioxidante citosélico e de membrana. Este sistema bastante eficiente € composto de
elementos enziméticos que sdo superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) e elementos ndo enzimaticos, vitaminas A, C
e E, bem como a glutationa (GSH). Sabemos hoje que os antioxidantes ndo atuam
isoladamente, mas interagem e se regeneram em um complexo sistema de ciclos. A
vitamina E (tocoferol), um antioxidante lipossolivel, ao seqiestrar um radical LOO" forma
um radical, o tocoferoxil. O radical tocoferoxil pode ser reduzido a tocoferol pelo ubiquinol
e também pelo ascorbato (acido ascérbico, vitamina C), o qual se transforma em radical
ascorbil (BiSBY e PARKER, 1995).

As enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), a glutationa redutase (GR) e a glutationa transferase (GST) também fazem parte
da rede de antioxidantes das células. A SOD catalisa a dismutagdo de radicais O;". A
CAT hidrolisa a transformagdo de H,O,, formando oxigénio e agua. A GPx catalisa a
redugdo de hidroperéxidos pela GSH, utilizando entdo a GSH como doadora de elétrons,
formando giutationa oxidada (GSSG), que é reciclada pela glutationa redutase. A GPx
tem um importante papel na protecdo contra o dano oxidativo de membranas e
macromoléculas. Varios dos antioxidantes intracelulares sao provenientes da dieta, como

o ascorbato, os carotendides, flavondides e polifendis (PACKER, 1996).

1.3. Estresse Oxidativo
Em situacbes fisiolégicas normais o sistema de defesa antioxidante é capaz de
evitar danos que possam ser causados pelos RL. Em situagbes que apresentam um

desequilibrio entre a produgdo de radicais livres e o sistema de defesa, o estresse
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oxidativo (EO), ocorre dano celular resultante do atague dos RL as macromoléculas. O
EO tem sido relacionado a patologia de varias doencas, incluindo aquelas do sistema
nervoso central (HALLWELL, 1992). O cérebro é particularmente vulneravel ao EO devido
a sua alta taxa de atividade oxidativa, ao seu alto contelido de acidos graxos

poliinsaturados e aos moderados niveis de moléculas antioxidantes (EVANS, 1993).

1.3.1. Exercicio e Estresse Oxidativo

O exercicio fisico pode levar a alteragbes metabdlicas em tecidos de varios
sistemas fisiologicos. Existe um paradoxo quanto ao efeito do exercicio fisico sobre a
saude, ja que induz a formacéo de radicais livres, o que pode ser prejudicial as fungdes
celulares, enquanto ha relatos de redugdo de uma variedade de doencas relacionadas ao
envelhecimento, onde os RL parecem estar envolvidos, pelo exercicio fisico (RADAK et al.,
2001).

Admite-se que o aumento do consumo de oxigénio resulta em um aumento na
producdo de RL como bi-produto da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
(BOVERIS e CHANCE, 1973).

As células produzem RL em niveis basais, que o sistema antioxidante co‘nsegue
neutralizé-los, durante o estado de repouso; ha relatos de que exercicios de resisténcia
aumentam consideravelmente o consumo de oxigénio (entre 10 a 20 vezes) pelo
organismo (ASTRAND e RODAHL, 1986) e a captacdo de oxigénio no musculo esquelético
ativo aumentou em cerca de 100 a 200 vezes (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1990; KEUL &
DoLL, 1972). Estes dados estao relacionados ao fato que o exercicio agudo e o exercicic
exaustivo induzem uma alta produgdo de RL em células musculares (DAVIES et al., 1982;
SOMANI et al., 1997) e, conseqlientemente, ao estresse oxidativo, 0 que pode ser

prejudicial a este tecido. Tem-se demonstrado que o exercicio reguiar ocasiona uma
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adaptacado do sistema antioxidante celular, varios trabalhos demonstram que ocorre um
aumento significativo da atividade de enzimas antioxidantes, reduzindo o dano oxidativo
celular € aumentando a resisténcia ao EO (SERVAIS et al., 2003; POWERS et al., 1994;
LEEUWEENBURGH et al., 1997).

MASTALOUDIS e colegas (2001) demonstraram que o exercicio de resisténcia
extenuante (ultramaratona) induz aumento no contelido de isoprostanos, um indice de
peroxidagao lipidica, com concomitante reducdo nos niveis de vitamina E (tocoferoi)
plasmaticos. Outra modalidade de exercicio de resisténcia, meia-maratona, resultou em
um aumento dos niveis eritrocitarios de tocoferol, contudo, paradoxalmente, aumentou a
susceptibilidade a peroxidacdo in vitro destas células (DUTHIE et al., 1990).

Ha poucos trabalhos do efeito do exercicio sobre o dano oxidativo no cérebro e
os raros achados sdo conflitantes. SUZUKI e colaboradores (1983) reportaram que ©
exercicio voluntario aumentou a lipoperoxidacdo em cérebro de ratos. Enquanto, o
exercicio regular atenuou o dano oxidativo em proteina em ratos envelhecidos (RADAK et

al., 2001).

1.4. Isquemia Cerebral

A isquemia cerebral € uma das principais causas de morte no Brasil (Sociedade
Brasileira de Neurologia, 2000), é a terceira causa de morte nos Estados Unidos da
América (NATIONAL CENTER FOR HEALTH STATISTICS, 1995) e uma das maiores causas de
incapacidade em Paises industrializados (WANNAMETHEE e SHAPER, 1999).

Um fator de risco importante para a isquemia cerebral € a alta prevaléncia da
hipertensdo arterial. A hipertensao arterial e o fumo claramente aumentam o risco do

individuo de ser acometido por um acidente vascular, mas outros fatores de risco
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potenciais incluem a inatividade fisica, a obesidade, a intolerancia a glicose, as
dislipidemias, dietas e utilizac@o de altas doses de contraceptivos (BRONNER et al., 1995).

A isquemia cerebral é caracterizada por uma redugdo significativa ou peia
interrupgac total do aporte sangiineo (SIESJO, 1978). O cérebro € particularmente
vulneravel ao dano isquémico, devido a alta taxa metabdlica e a uma restrita reserva
energética. Insultos isquémicos ao tecido cerebral causam disfungdo neuronal e podem
levar a morte celular (MELDRUM, 1990).

Diferentes populagdes neuronais apresentam distinta susceptibilidade ao dano
induzido por eventos isquémicos. Danos isquémicos do tipo vulnerabilidade seletiva em
hipocampo sdo amplamente usados para analisar mecanismos bésicos do dano neuronal
e avaliar efeito de drogas terapéuticas (SCHMIDT-KASTNER e FREUND, 1991).

A isquemia é uma das causas mais freqiientes de morte celular no sistema
nervoso central (SNC), a qual pode ser produzida por acidente vascular cerebral (AVC) ou
infarto do miocardio. A isquemia global transitéria ocorre nos casos de parada cardiaca ou
isquemia coronaria grave, enquanto a isquemia focal ocorre nos casos de acidentes

vasculares cerebrais trombéticos ou hemorragicos (MELDRUM, 1990).

1.4.1. Modelo de Isquemia Cerebral in vivo

A isquemia global pode ser produzida experimentalmente pela oclusdo
temporaria das arténias cardtidas comuns (SMITH et al, 1984), ou pela ocluséao
permanente das artérias vertebrais seguida da oclusdo transitéria das carétidas comuns
(PULSINELLI e BRIERLEY, 1979). Acidentes vasculares cerebrais sado geraimente
produzidos experimentalmente pela oclusdo irreversivel da artéria cerebral média em

roedores, gatos, caes e primatas (SMITH et al., 1984).

Py
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A isquemia global induzida por oclusdo das artérias vertebrais e/ou carétidas em
ratos produz lesbes hipocampais que estdo associadas a déficits de memodria e
aprendizagem. Sindromes amnésicas podem ocorrer apés episédios agudos de andxia
cerebral, por parada cardiaca ou AVC; estes quadros estao associados a lesbes locais,
sobretudo na regido CA1 hipocampal (SQUIRE, 1982; BRIERLEY e GRAHAM, 1984; VOLPE et
al,, 1985; SCHMIDT-KASTNER e FREUND, 1991; NETTO et al.,, 1993a; b). Ratos Wistar
submetidos & isquemia global transitéria através da cauterizagéo permanente das artérias
vertebrais e 20 minutos de oclusdo das carétidas comuns apresentaram desempenho
prejudicado nas tarefas de esquiva ativa e esquiva inibitéria quando testados entre 21 a
28 dias ap6s o insulto isquémico (NETTO et al., 1995). Animais submetidos a episddios de
15 e 20 minutos de isquemia (oclusdo dos quatro vasos) apresentaram perda de células
piramidais CA1, além de déficit no desempenho em tarefas espaciais no labirinto aquético

de Morris (NUNN et al., 1991; NETTO et al., 1993a; b).

1.4.2. Modelo de isquemia Cerebral in vitro

Uma alternativa é uso de cultivo de células ou de tecidos em estudos de
processos neurodegenerativos (NEWELL et al., 1993; VORNOV et al., 1994; WILDE et al,,
1997). Com o intuito de mimetizar uma isquemia tem-se utilizado a privag@o de oxigénio e
glicose (POG), ao submergir fatias de tecidos em meio livre de glicose em incubadora
com atmosfera anaerdbica (BARTH et al,, 1996; LAAKE et al., 1999; PRINGLER et al., 1999,
BREDER et al, 2000; STRIGGOW et al., 2000). O uso de fatias hipocampais é
particularmente interessante, desde que boa parte da organizagdo celular, células
inflamatérias e conexdes intercelulares sdo preservadas (COHEN et al., 1984; NEWMAN et
al., 1989; PELLMAR, 1995; TAYLOR et al., 1995). Adicionalmente, a POG € um método

relativamente simples e reproduz aspectos importantes da isquemia in vivo, como a
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vulnerabilidade seletiva das células da regido CA1 (TAVARES et al., 2001; SIQUEIRA et al.,

2004).

1.4.3. Alteracoes Fisiopatologicas na Isquemia Cerebral

Inimeras alteragdes fisiopatolégicas interdependentes sdo desencadeadas pela
isquemia cerebral. A interrupgéo do fluxo sanguineo promove uma redugéo dos niveis de
oxigénio ocasionando a interrupgdo da fosforilacdo oxidativa. Sendo assim, a glicélise
anaerobica passa a ser a fonte de adenosina trifosfato (ATP), conseqlientemente, o
acumulo de lactato, ions hidrogénio (H") e o aumento de CO,, resultam em acidose,
podendo o pH do tecido chegar proximo de 6,0 (FUNAHASHI et al., 1994). Contudo esta
fonte energética é insuficiente para as necessidades das células cerebrais. A deplegio de
ATP reduz o funcionamento das atividades dependentes de energia, como por exemplo,
as bombas ibnicas, o que ocorre em cerca de 4 minutos. A redugdo da funcionalidade da
bomba de Na™-K*-ATPase resulta na perda dos gradientes idnicos transmembrana, o que
leva a despolarizacdo da membrana e, conseqiientemente, a abertura de canais idnicos
voltagem-dependentes. O Ca®, ao entrar na célula, estimula a liberacdo de
neurotransmissores das vesiculas, como o giutamato (DUGAN e CHOI, 1999).

Em cérebro de ratos submetidos & isquemia fransitéria as concentragdes
extracelulares dos aminoacidos excitatérios glutamato e aspartato estdo eievadas
(GLoBuUS et al., 1991), devido ao aumento da liberagdo sinaptica destes aminoacidos bem
como pela diminuicdo de sua recaptacdo. Devido a despolarizacdo pela inativagdo das
bombas idnicas, este fendmeno esta associado, entdo, ao influxo e o acumulo de Ca®*

livre intracelular. A ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA também ieva ao

influxo de calcio (SIMON et al., 1984; ANDINE et al., 1988).
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Existem varias evidéncias de que o processo final de injuria neuronal isquémica
seja o aumento da formacao de radicais livres (BRAUGLER e HALL, 1989; SIESJO et al.,
1989; LAFON-CAZAL et al., 1993).

Durante a isquemia o ATP é depletado e nao pode ser ressintetizado com &
interrupcao da fosforilacao oxidativa, sendo assim, ocomre o acimulo dos seus metabdlitos
adenosina, inosina e hipoxantina. Alem disso, proteases celulares sdo ativadas devido ao
influxo de célcio. As proteases celulares ativadas convertem a enzima xantina
desidrogenase que, em condigdes nomnais, transforma hipoxantina em xantina e acido
arico, em xantina oxidase que, durante a reperfusdo, usa o oxigénio molecuiar como o
aceptbr de elétrons, produzindo o radical superoxido (O,™) (CAC et al., 1988).

O radical O, € o principal radical livre gerado durante a isquemia/reperfuséo
cerebral, o qual gera o radical hidroxil (OH’), que, durante a reagdo de Haber-Weiss,
possui um forte potencial de destruicao dos tecidos, sendo considerado a espécie reativa
de oxigénio (ERO) mais lesiva aos sistemas biolégicos. O O, é gerado em mitocdndrias,
leucécitos ativados, na cascata do acido araquidbnico e pode ser resultante de reagdes
catalisadas por enzimas como a monoamina oxidase e a xantina oxidase. A enzima 6xido
nitrico (NO) sintase é ativada com o aumento da concentracio de calcio intracelular,
gerando o radical NO. Este radical, ao reagir com O, forma o anion peroxinitrito, o qual
pode gerar radicais hidroxil (BECKMAN et al., 1990).

O influxo de célcio leva a ativagdo das fosfolipases, inclusive a fosfolipase A, que
gera acido araquidbnico, o qual pode ser metabolizado pelas ciclooxigenases ou
lipoxigenases originando a produgdo de substancias vasoativas que s&o as

prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos e radicais livres.
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DEMOPOULOS e colaboradores (1980) sugeriram que a lipoperoxidagdo € um
importante mecanismo de injiria em cérebros isquémicos. BROMONT e colaboradores
(1989) relataram o aumento de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, usadas como
medida de lipoperoxidagéo, além da reducao de sequestradores de radicais livres.

Outro mecanismo onde os radicais livres estdo envolvidos e que pode contribuir
para o dano isquémico & a resposta inflamatéria, em que os neutréfilos e a microglia
respondem ao dano isquémico originando radicais livres. No endotélio microvascular
cerebral, a infiltragcdo leucocitaria esta relacionada ao declinio secundario no fluxo
sanguineo cerebral ap6s o evento isquémico (MORI et al., 1992) e na extensdo da injuria

isquémica (ZHANG et al., 1994).

1.4.4. Exercicio e Isquemia Cerebral

O exercicio regular parece ser significativamente benéfico & saude e ao bem-
estar, como a diminui¢do da incidéncia de certas doengas (RADAK et al., 2001). Mesmo
com o conhecimento empirico de que o exercicio fisico tem efeito protetor em desordens
isquémicas cardiacas e cerebrais, poucos estudos tém examinado os efeitos protetores
da atividade fisica contra as doengas cerebrovasculares.

GILLUM e INGRAM (1996) demonstraram que o comportamento sedentério esta
relacionado com o aumento de risco de AVC. Nesse estudo, mulheres brancas na faixa
etaria de 45 e 74 anos e homens brancos na faixa etaria de 65 a 74 anos apresentaram
taxa de risco associada ao sedentarismo.

Resultados interessantes foram descritos por SACCO e colegas (1998). Estes
observaram as relages entre os beneficios e ¢ tempo de pratica de atividade fisica. A
pratica de atividade fisica mais freqluentemente observada foi a caminhada, e quando

praticada moderadamente foram observados beneficios a satde (SACCO et al., 1998).
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YANG e colaboradores (2003) propdem que 0 exercicio, quando realizado 24h
ap6s uma isquemia cerebral focal, reduz significativamente o volume do dano e intensifica
a funcao neurolégica em ratos. Contudo, o exercicio fisico voluntario (roda de corrida)
apds os ratos serem submetidos a um evento isquémico focal ndo apresentou efeito
protetor em ensaios comportamentais e histologicos (JOHANSSON e OHLSSON, 1996).
STUMMER e colaboradores (1994) relataram que o exercicio pré-isquémico tem
propriedades neuroprotetoras, o livre acesso de gerbilos a uma roda de comrida durante
14 dias antes da indugdo da isquemia global (15 e 20 minutos) resultou em um aumento
na sobrevida dos animais, sendo que 90% dos animais exercitados e 44% dos animais
controles sobreviveram apdés o evento isquémico. A andlise histolégica quantitativa
mostrou que o dano foi atenuado no hipocampo, neocériex, estriado e tdlamo em animais
exercitados. Baseados em seus estudos, sugerem que 0 exercicio pré-isquémico pode

ser benéfico para a recuperacio.

1.5. Objetivo

Este estudo tem como base dados epidemiologicos relacionados ao papel do
exercicio fisico na saide e no bem-estar, em especial como altemativa terapéutica na
isquemia cerebral. Além de que, os radicais livres e o estresse oxidativo estéo envolvidos
na etiologia de doengas neurodegenerativas e ha relatos de modulagdo no estado
oxidativo celular pelo exercicio fisico.

A hipétese geral do trabalho é que o exercicio fisico regular pode ser uma
estratégia de neuroprote¢ao, alterando a suscetibilidade a eventos isquémicos e pode ter

como mecanismo de acdo a modulacao do estado oxidativo celular.

O presente trabalho teve como objetivos especificos:
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1) avaliar o potencial neuroprotetor do exercicio fisico num modelo de isquemia

in vitro, usando fatias hipocampais de ratos Wistar expostas a privagdo de oxigénio e
glicose (POG).

) estudar o estado oxidativo celular de homogeneizados de estruturas cerebrais

relevantes: hipocampo, estriado, cortex frontal, e cerebelo de ratos Wistar.
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2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar provenientes do Biotério do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com
aproximadamente 90 dias de idade. Os animais foram mantidos em caixas plasticas (270
X 260 X 310 mm), sendo cinco animais em cada caixa. Todos os animais foram mantidos
em ambiente com temperatura controlada com ciclo claro-escuro de 12 horas e agua e

comida ad libitum.

2.2. Desenho Experimental

Os animais foram distribuidos nos grupos experimentais: exercitado (EXE) e
sedentario (SED). O grupo de animais EXE consistiu de 15 animais, sendo que oito e sete
animais foram submetidos, respectivamente, a 20 (EXE20) ou 60 (EXE60) minutos de
atividade fisica em esteira (descrito abaixo) durante duas semanas. Os animais do grupo
SED foram sujeitos a esteira sem movimento durante 3 minutos, acompanhando o
periodo de exercicio dos grupos EXE. O grupo de animais SED totalizou 16 animais,

sendo oito animais considerados controles de cada tempo de exercicio.

2.3. Protocolo de Treinamento

O protocolo de treinamento consistiu em sessbes de corrida em esteira
ergométrica adaptada para ratos INBRAMED modelo TK 01. Os mecanismos da fadiga
aguda, durante o exercicio, envolvem a intensidade de consumo de Volume de Oxigénio
maximo (VO.max) Na qual a atividade é realizada. Para determinagao do VO, maximo foi
aplicado o teste de esforco maximo adaptado de BROOKS (1978) por RABBO (2001). Com
intensidade (expressa na velocidade na esteira rolante em m.min™) de aproximadamente

60% do consumo maximo de oxigénio individual de cada rato. Cada sessao de exercicio
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teve duracdo de 20 ou de 60 minutos, realizados diariamente, entre 16h e 18h, durante
duas semanas. No final da primeira semana foi aplicado novamente o teste de esforco
com a finalidade de avaliar a adaptag@o dos animais ao treino.

Os animais foram mortos por decapitagdo cerca de 15 horas apés a ultima
sessédo de exercicio. Todos os animais foram mortos no mesmo periodo do dia, entre Sh e

10h30min.

2.4. Dissecgao e Preparagdo das Estruturas

Apbs a decapitagdo, os cérebros foram entdo colocados sobre uma placa de
Petry com papel filtro umedecido com soro fisiolégico sobre gelo e as estruturas de
interesse foram dissecadas. Um hipocampo foi dissecado e imediatamente fatiado em
“chopper”. O hipocampo nao fatiado e as demais estruturas dissecadas (cortex frontai,
estriado e cerebelo) foram congelados em nitrogénio liquido e atmazenadas a -70°C até a

realizagdo dos ensaios.

2.5. Evento isquémico in vitro (privagdo de oxigénio e glicose) em fatias
hipocampais

As fatias do hipocampo de um mesmo animal foram randomizadas em duas
placas: controle (NPOG) e sujeita a privagao de oxigénio e glicose (POG).

E importante ressaltar que ratos exercitados foram submetidos ao treinamento
durante 20 ou 60 min/ dia (EXE20 ou EXEB0) durante duas semanas. Assim, 0s grupos
experimentais consistem em:

e animais sedentarios (SED): fatias hipocampais ndo privadas de oxigénio e
glicose (SED NPOG) e fatias privadas de oxigénio e glicose (SED POG).

s animais exercitados (EXE): fatias hipocampais n&o privadas de oxigénio e
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glicose (EXE NPOG) e fatias privadas de oxigénio e glicose (EXE POG).

As fatias foram pré-incubadas com meio de incubagdo a uma atmosfera de 5%
de CO, a 37°C por 15 minutos. A placa POG entao foi colocada em uma camara
anaerdbica durante uma hora (CARDENAS et al, 2000; CIMAROST! et al., 2001;
PORCIUNCULA et al., 2003). Apés 3h de reoxigenacao, foram realizados os ensaios de

avaliagcdo da viabilidade celular e de lise celular.

2.5.1. Viabilidade Celular (Atividade Mitocondrial)

A viabilidade celular foi determinada através da avaliagdo da atividade
mitocondrial, utilizando o reagente brometo de 3-[4,5-dimethylthiazol-2yi}-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). A desidrogenase mitocondrial succinato de células viaveis reduz o
MTT formando produto colorido, que é extraido com dimetilsulfoxido (DMSO), monitorado

a 570 nm (MOSMANN, 1983).

2.5.2. Dano Celular (Lise Celular)

A Lactato Desidrogenase (LDH) € uma enzima citosélica. Em situagbes de lise
celular esta é extravasada. A atividade de LDH, liberada no meio, foi determinada usando
um kit comercial para LDH (método modificado de Whitaker, Doles Reagentes, Goiania,
Brazil) a fim de verificar o dano celular (lise). Este método emprega a reagao
lactato/piruvato com a geragdo de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH]),
que reduz a fenazina metossulfato e este o alimen férrico. O alimen ferroso entdo reage
com 1,10-fenantrolina, formando um complexo colorido, monitorado

espectrofotometricamente (490 nm) (KOH e CHOI, 1987).
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2.6. Avaliagdo do Estresse Oxidativo

Os grupos experimentais consistem em grupo sedentario (SED) e exercitado
(EXE20 e EXE 60) na avaliagdo do estado oxidativo. As estruturas dos animais foram
homogeneizadas e foram determinados: o conteido de radicais livres, o dano em

macromoléculas (lipidios e proteinas) e a capacidade antioxidante total dos tecidos.

2.6.1. Preparagdao de Homogeneizados

As estruturas — hipocampo, estriado, cértex frontal e cerebelo — foram
homogeneizadas em tamp3ao fosfato 0,1 M, pH 7.4 com KCI 140 mM e EDTA 1 mM. Apéds
centrifugagcdo em centrifuga refrigerada, durante 10 minutos, a 980 g, o sobrenadante foi

utilizado nos ensaios descritos a seguir.

2.6.2. Determinacgdo do Conteado de Radicais Livres

Os niveis de radicais livres foram avaliados através da formagao de produtos da
modificacio oxidativa da sonda exdgena, 2'7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA),
monitorada em espectrofluorimetro com excitagéo a 488 nm e emissado a 525 nm (LEBEL

et al., 1990).

2.6.3. Medida de Dano em Lipidios

A lipoperoxidagdo (LPO) foi realizada através do método de detecgdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), baseado na formagdo de um
composto corado entre o acido tiobarbitirico (TBA) e o malondialdeido (MDA), resultante
da lipoperoxidagdo, monitorado em espectrofluorimetro com emissdo a 553 nm e

excitacdo a 515 nm (BUEGE e AUST, 1978; YAGI, 1998).
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2.6.4. Medida de Dano em Proteinas

O dano em proteinas foi avaliado através da quantificacdo de residuos de
tirosina e residuos de triptofano, j& que a modificacdo oxidativa de proteinas ocorre
predominantemente em residuos especificos susceptiveis ao dano pelos radicais livres. A
formacéo de produtos hidroxilados e N-formilquinurenina a partir de residuos de triptofano
e a perda da fluorescéncia tem sido usados como marcadores de oxidagio de triptofano
(DAVIES et al., 1999). A oxidagdo de residuos de tirosina pode resultar na formagao de
radicais fenoxil destes residuos e sua conversao a ditirosina e produtos (AESCHBACH &t
al, 1976; AMATO et al., 1984), alterando a intensidade da fluorescéncia (Guzow et al.,
2002). O dodecil sulfato (SDS) foi adicionado a aliquotas de amostras (concentragao final:
0,1%). O contetdo de tirosina (EX: 277 e EM: 320 nm) e triptofano (EX: 280 e EM: 345

nm) foram determinados fluorimetricamente (GUzow et al, 2002; BONDY, 1996).

2.6.5. Capacidade Antioxidante Total

O potencial antioxidante total (TRAP) ea reatividade antioxidante total (TAR)
foram determinados através do método da quimiluminescéncia produzida por um sistema
gerador de radicais livres, 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (ABAP), a fonte
de radicais aquil-peroxil, € luminol, um amplificador da resposta (LiSSs! et al., 1992; 1995;

DESMARCHELIER et al., 1997).

2.6.6. Quantificagao de Proteinas

As proteinas foram quantificadas de acordo com o método de BRADFORD (1976).
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2.7. Analise Estatistica

A comparagao entre os grupos foi feita através de analise de variangca (ANOVA)
de duas vias, complementada com o teste de comparacdes muitiplas de Duncan, ou pelo
teste t de Student. As diferencas foram consideradas significativas quando a analise

estatistica apresentasse nivel de significancia de pelo menos p < 0,05.
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3. RESULTADOS
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3.1. Evento Isquémico in vitro

3.1.1. Viabilidade Celular (Atividade Mitocondrial)

Fatias hipocampais de animais sedentarios (SED) e de animais exercitados em
esteira ergométrica (EXE) foram submetidas & privagdo de oxigénio e glicose. A
viabilidade celular (Figura 2 e Figura 3), determinada pela redugédo do MTT, foi alterada
pela POG, tanto em fatias de animais SED como de EXE, a POG reduziu cerca de 40%
da atividade mitocondrial.

A ANOVA de duas vias evidenciou efeito principal da isquemia (EXEZ0:
F(1,19)=81,104, p<0,005; EXE6GO: F(1,30)=70,388, p<0,005). Entretanto, a ANOVA de
duas vias demonstrou auséncia de efeito em ambos os periodos de treino (EXE20 e
EXE60) ndo alterando a atividade mitocondrial em fatias hipocampais quando
comparados aos grupos SED (EXE20: F(1,19)=0,637, p=0,437; EXE60: F(1,30)=1,403,
p=0,247), bem como auséncia de interagdo (EXE20 x POG: F(1,19)=0,186, p=0,672,
EXE60 x POG: F(1,30)=0,015, p=0,902), conforme apresentado nas figuras 2 e 3

respectivamente.

3.1.2. Dano Celular

O dano celular (lise celular) foi avaliado pela quantificacdo da liberagao da
enzima citosélica LDH no meio de incubagdo (Figura 4 e 5). A isquemia in vitro (POG)
resultou em um aumento significativo na liberagdo da LDH (ANOVA de duas vias,
F(1,16)=37,977, p<0,001). No exercicio fisico em esteira durante 20 minutos/dia por duas
semanas houve efeito marginal do exercicio com reducado da lise celular induzida pela
POG quando comparado com grupo SEDPOG (ANOVA de duas vias, F(1,16)=4,335,

p=0,058), porém sem interacdo de efeitos (ANOVA de duas vias, F(1,16)=1,416,
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p=0,255).

Surpreendentemente, o exercicio fisico per se (EXENPOG) com duragéo de 60
minutos/dia durante duas semanas levou a um aumento na lise celular em fatias
hipocampais quando comparado ao grupo sedentario NPOG (ANOVA de duas vias,
F(1,29)=22,712, p<0,001). As fatias de animais exercitados submetidas a POG
(EXEPOG) apresentaram valores de LDH bastante elevados, indicando um pronunciado
dano celular (ANOVA de duas vias, F(1,29)=54,097, p<0,001), porém sem interagdo de
efeitos (ANOVA de duas vias, F(1,29)=1,722, p=0,201), apresentando, portanto, efeito

aditivo ao dano causado pela POG (Figura 5).
3.2. Avaliagao do Estado Oxidativo

3.2.1. Hipocampo

O exercicio fisico regular durante 20 minutos (EXE20) nao alterou o contetudo de
radicais livres no hipocampo (Teste t de Student, 1(8)=0,43; p=0,680). Contudo o exercicio
fisico com durag¢do de 60 minutos (EXE60) (EXE60) reduziu os valores de DCF, indicando
uma reducdo no conteudo de radicais livres no hipocampo (Teste t de Student,
{(10)=2,41; p=0,03), conforme figuras 6A e B respectivamente.

Os hipocampos de animais submetidos ao exercicio fisico durante 20 minutos
nao apresentaram alteragcdes nos niveis de TBARS quando comparados com ¢ grupo de
animais SED (Teste t de Student, t (8)= 0,12; p>0,05). No entanto, o exercicio fisico com
durag@o de 60 min apresentou um aumento nos niveis de TBARS no grupo de animais
EXE quando comparados com o grupo SED (Teste t de Student, t (13)= -2,20; p=0,047),
conforme figuras 7A e B respectivamente.

A guantidade de residuos de triptofano e tirosina, um indice de dano em
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proteinas, ndo foi alterada pelo exercicio fisico, Triptofano EXE20 (Teste t de Student,
t(8)=2,05; p=0,075) e Triptofano EXE60 (Teste t de Student, 1(13)=0,46; p=0,652),
conforme figuras 8A e B; Tirosina EXE20 (Teste t de Student, {(8)=2,03; p=0,077) e
Tirosina EXEGO (Teste t dé Student, t(13)= 0,32;p=0,758), conforme figuras 9A e B.

Os valores de TAR néo foram alterados pelo exercicio fisico com duragao de 20
minutos (Teste t de Student, 1(7)=0,63; p=0,550) e exercicio fisico com duragédo de 60
minutos (Teste t de Student, {(12)= 0,15; p=0,880), apresentados nas figuras 10A e B
respectivamente.

Os niveis de TRAP de fatias hipocampais de animais EXE20 nao apresentaram
alteragdes significativas (Teste t de Student, 1(8)=1,28; p=0,237), conforme figura 11A. No
entanto, no grupo de animais EXEB0, os niveis de TRAP aumentaram significativamente

(Teste t de Student, t(13)= -3,39; p=0,005), conforme figura 11B.

3.2.2. Estriado

Os niveis de TBARS, no grupo de animais EXE20, ndo apresentaram aumento
estatisticamente significativo (Teste t de Student, t(4)= -1,30, p=0,255), enquanto no
grupo de animais EXE60 (Figura 13B), foram significativamente aumentados (Teste t de
Student, t(13)= -4,23, p=0,001), conforme figuras 12A e B respectivamente.

Os niveis de TAR no grupo de animais EXE20 ndo mostraram aumento
significativo (Teste t de Student, t(8)=1,40, p=0,199). Enquanto no grupo EXEG60, o
exercicio induz um aumento nos niveis de TAR em estriado (Teste t de Student, t(11)= -
3,00, p=0,012), conforme figuras 13A e B, respectivamente.

O exercicio fisico ndo alterou os valores de TRAP em estriado, tanto no grupo
EXE20 (Teste t de Student, t(8)=0,07, p>0,05), quanto no grupo EXEG0 (Teste t de

Student, t(13)= -0,10, p>0,05), conforme figuras 14A e B respectivamente.
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3.2.3. Cortex Frontal

O contetido TBARS em coértex frontal, no grupo de animais EXE20 nao
apresentou uma alterac@o estatisticamente significativa (Teste t de Student, t(6)=2,21,
p=0,069), enquanto no grupo de animais EXEB0 foi significativamente reduzido (Teste t
de Student, t(13)=2,32, p=0,037), conforme figuras 15A e B respectivamente.

O exercicio fisico ndo alterou os valores de TAR no cértex frontal, tanto no grupo
de animais EXE20 (Teste t de Student, t(6)=0,59, p=0,577), quanto no grupo de animais
EXE6GQ (Teste t de Student, t(10)=1,50, p=0,163), conforme figuras 16A e B
respectivamente.

O exercicio fisico também ndo mostrou alteragcdo nos valores de TRAP tanto no
grupo de animais EXE20 (Teste t de Student, t(6)= -0,37, p=0,722), como no grupo de
animais EXEB0 (Teste t de Student, t(9)=0,66, p=0,527), conforme figura 17A ¢ B

respectivamente.

3.2.4. Cerebelo

Os niveis de TBARS no grupo de animais EXE20 ndo apresentaram uma
reducao significativa pelo exercicio (Teste t de Student, t(4)=2,22, p=0,089). No grupo de
animais EXE60 aumentou significativamente os niveis de TBARS (Teste t de Student,
t(13)= -2,26, p=0,041), conforme figura 18A e B respectivamente.

Os niveis de TAR no EXE20 néo apresentaram altera¢ao significativa (Teste tde
Student, 1(8)=0,40, p=0,703), no entanto os valores de EXE60 foram reduzidos (Teste t
de Student, t(13)=2,52, p=0,025), figuras 19A e B respectivamente.

O exercicio fisico mostrou reducdo nos valores de TRAP no grupo de animais
EXE20 (Teste t de Student, 1(8)=2,53, p=0,035) mas ndo no grupo EXEBO (Teste t de

Student, $(13)=0,36, p=0,725), conforme figuras 20A e B respectivamente.
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Atividade Mitocondrial
Exercicio Fisico 20 minutos/dia
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Figura 02. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias hipocampais obtidas
de ratos sujeitos a duas semanas de treinamento durante 20 minutos por dia em esteira
ergométrica. Grupo SEDNPOG, fatias hipocampais de ratos sedentarios ndo privadas de
oxigénio e glicose; grupo SEDPOG, fatias de ratos sedentérios privadas de oxigénio e
glicose; EXENPOG, fatias hipocampais de animais exercitados ndo privadas de oxigénio
e glicose; EXEPOG, fatias hipocampais de animais exercitados privadas de oxigénio e
glicose. As colunas representam meédia + EPM de triplicatas de 7-8 experimentos. *

Significativamente diferente de grupos NPOG (P< 0,05). ANOVA de duas vias seguida do

teste de Duncan.
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Atividade Mitocondrial
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Figura 03. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias hipocampais obtidas de
ratos sujeitos a duas semanas de treinamento durante 60 minutos por dia em esteira
ergométrica. Grupo SEDNPOG, fatias hipocampais de ratos sedentarios nao privadas de
oxigénio e glicose; grupo SEDPOG, fatias de ratos sedentarios privadas de oxigénio e
glicose; EXENPOG, fatias hipocampais de animais exercitados nao privadas de oxigénio
e glicose; EXEPOG, fatias hipocampais de animais exercitados privadas de oxigénio e
glicose. As colunas representam média + EPM de triplicatas de 7-8 experimentos. *
Significativamente diferente de grupos NPOG (P< 0,05). ANOVA de duas vias seguida do

teste de Duncan.
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Lise Celular
Exercicio Fisico 20 minutos/dia
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Figura 04. Lise celular de fatias hipocampais obtidas de ratos sujeitos a duas semanas de
treinamento durante 20 minutos por dia em esteira ergométrica. Grupo SEDNPOG, fatias
hipocampais de ratos sedentarios nao privadas de oxigénio e glicose; grupo SEDPOG,
fatias de ratos sedentarios privadas de oxigénio e glicose; EXENPOG, fatias hipocampais
de animais exercitados nao privadas de oxigénio e glicose; EXEPOG, fatias hipocampais
de animais exercitados privadas de oxigénio e glicose. As colunas representam média +
EPM de ftriplicatas de 7-8 experimentos. * Significativamente diferente de grupos NPOG

(P< 0,05), # diferente de SEDPOG. ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan.
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Lise Celular
Exercicio Fisico 60 minutos/dia
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Figura 05. Lise celular de fatias hipocampais obtidas de ratos sujeitos a duas semanas de
treinamento durante 60 minutos por dia em esteira ergométrica. Grupo SEDNPOG, fatias
hipocampais de ratos sedentarios ndo privadas de oxigénio e glicose; grupo SEDPOG,
fatias de ratos sedentarios privadas de oxigénio e glicose; EXENPOG, fatias hipocampais
de animais exercitados nao privadas de oxigénio e glicose; EXEPOG, fatias hipocampais
de animais exercitados privadas de oxigénio e glicose. As colunas representam meédia +
EPM de triplicatas de 7-8 experimentos. * significativamente diferente do grupo
SEDNPOG (P< 0,05), # diferente de SEDPOG. ANOVA de duas vias seguida do teste de

Duncan.
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A _I,Conteﬂdo de Radicais Livres em Hipocampo (EXE20)
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Figura 06. Efeito do exercicio fisico regular em esteira sobre o contetido de radicais livres
em hipocampo, utilizando DCFH-DA como uma sonda. (A) 20 minutos em esteira

(EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60). Resultados expressos como média + EPM

de 6-9 experimentos. * diferente do grupo SED (P< 0,05). Teste t de Student.
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A Lipoperoxidacao em Hipocampo (EXEZ20)
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Figura 07. Efeito do exercicio fisico regular sobre o dano oxidativo em lipidios,
lipoperoxidacdo, através do ensaio de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico em
“hipocampo. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).
Resultados expressos como média + EPM de 6-9 experimentos. = diferenga significante

do grupo SED (P< 0,05). Teste t de Student.
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Niveis de residuos de triptofano em Hipocampo
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Figura 08. Efeito do exercicio fisico regular sobre o dano oxidativo em proteinas,
contetido de residuos de triptofano em hipocampo. (A) 20 minutos em esteira (EXE20),
(B) 60 minutos em esteira (EXE 60). Resultados expressos como porcentagem de

controle (média + EPM) de 6-9 experimentos. Teste t de Student.
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A Niveis de residuos de tirosina em hipocampo (EXE20)
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Figura 09. Efeito do exercicio fisico regular sobre o dano oxidativo em proteinas,
conteudo de residuos de tirosina em hipocampo. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B)
60 minutos em esteira (EXE 60). Resultados expressos como porcentagem de controle

(média + EPM) de 6-9 experimentos. Teste t de Student.
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Reatividade Antioxidante Total em Hipocampo
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Figura 10. Efeito do exercicio fisico regular sobre a reatividade antioxidante total em
hipocampo. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).

Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. Teste t de Student.
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Figura 11. Efeito do exercicio fisico regular sobre o potencial antioxidante total em
hipocampo. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).

Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. * diferencga significante

do grupo SED (P< 0,05). Teste t de Student.
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Figura 12. Efeito do. exercicio fisico regular sobre o dano oxidativo em lipidios,
lipoperoxidagdo, através do ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitirico em
estriado. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).
Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. * diferenca significante

do grupo SED (P< 0,05). Teste t de Student.
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Figura 13. Efeito do exercicio fisico regular sobre a reatividade antioxidante total em
estriado. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).
Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. * diferencga significante

do grupo SED (P< 0,05). Teste t de Student.
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Figura 14. Efeito do exercicio fisico regular sobre o potencial antioxidante total em
estriado. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).

Resuitados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. Teste t de Student.
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Figura 15. Efeito do exercicio fisico regular sobre o dano oxidativo em lipidios,
lipoperoxidagdo, através do ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitirico em
cortex frontal. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).
Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. = diferenga significante

do grupo SED (P< 0,05). Teste t de Student.
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Figura 16. Efeito do exercicio fisico regular sobre a reatividade antioxidante total em
cortex frontal. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).

Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. Teste t de Student.
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Figura 17. Efeito do exercicio fisico regular sobre o potencial antioxidante total em cértex
frontal. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).

Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. Teste t de Student.
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Figura 18. Efeito do exercicio fisico regular sobre o dano oxidativo em lipidios,
lipoperoxidacao, através do ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitirico em
cerebelo. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).
Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. * diferenca significante

do grupo SED (P< 0,05). Teste t de Student.
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Figura 19. Efeito do exercicio fisico regular sobre a reatividade antioxidante total em
cerebelo. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).
Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. * diferenga significante

do grupo SED (P< 0,05). Teste t de Student.
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Figura 20. Efeito do exercicio fisico regular sobre o potencial antioxidante total em
cerebelo. (A) 20 minutos em esteira (EXE20), (B) 60 minutos em esteira (EXE 60).
Resultados expressos como média + EPM de 7-8 experimentos. * diferenca significante

do grupo SED (P< 0,05). Teste t de Student.
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4. DISCUSSAO
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As estruturas cerebrais que sofrem plasticidade relacionada ao exercicio séo
provavelmente aquelas metabolicamente ativas durante a atividade fisica. Estudos de
mapeamento metabdlico sugerem que o hipocampo, o coértex motor e o estriado
apresentam alta atividade neuronal durante o exercicio (VISSING et al, 1996). O©
movimento esta associado ao aumento do fluxo sangiliineo cerebral em detemminadas
regides cerebrais, como o cortex motor e o estriado em humanos (ORGOGOZO e LARSEN,
1979; ROLAND et al., 1982) e no cortex sensorio-motor e cerebelo em cdes (GROSS et al,,
1980). Assim as regides de interesse para este estudo foram hipocampo, estriado, cortex
frontal e cerebelo.

Os resultados demonstram que o exercicio fisico regular altera a
susceptibilidade ao evento isquémico in vitro, desde que fatias hipocampais de animais
exercitados em esteira ergométrica, submetidas a privagdo de oxigénio e glicose,
apresentaram diferente resposta de dano celular de forma dependente da intensidade. A
lise celular foi avaliada pela quantificagdo da liberagdo da enzima citosdlica LDH no meio
de incubagao.

A privacdo de oxigénio e glicose (POG) aumentou a liberacdo da LDH, sendo
que este aumento foi reduzido em fatias obtidas de animais submetidos ao exercicio fisico
em esteira durante 20 minutos/dia por duas semanas. Paradoxalmente, o exercicio fisico
com duracdo de 60 minutos/dia induziu dano celular quando comparado ao grupo
controle. Além disso, ¢ exercicio durante 60 minutos/dia demonstrou um efeito aditivo &
lise causada pela POG.

E importante notar que as sessdes de comrida em esteira ergométrica séo
classificadas como exercicio forgado (RADAK et al., 2001; RA et al., 2002), além de que o
periodo de 60 minutos pode ter sido uma atividade extenuante para a nossa populacéo de

ratos, sugerindo que a exposi¢cio ao exercicio em esteira durante uma hora poderia ser
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um evento estressante para o animal, ativando as respostas do organismo a estimulos
estressantes, o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal e o sistema nervoso simpatico.

O hipocampo é particularmente vulneravel tanto a isquemia quanto a eventos
estressantes. As células de fatias hipocampais de ratos submetidos a um exercicio
forgado com maior duracédo (60 minutos) apresentaram um maior dano em membranas
celulares, que pode estar relacionado a uma hipersecre¢cdo de corticosterona. Em
roedores, a exposicao ao excesso de glicocorticoides pode levar a atrofia reversivel dos
dendritos hipocampais, e a exposi¢do prolongada pode causar uma perda de neurdnios
hipocampais (SAPOLSKY et al., 1990).

O exercicio fisico forcado moderado (20 minutos/dia) reduziu o dano celular
induzido pela isquemia in vitro em fatias hipocampais. Cabe lembrar que ha relatos de
neuroprotecdo pelo exercicio fisico apés a indugéo de isquemia cerebral focal (YANG et
al., 2003) e do exercicio pré-isquémico no modelo de isquemia global (STUMMER et al,,
1994). Contudo, JOHANSSON e OHLSSON (1996) nao observaram o efeito neuroprotetor do
exercicio fisico voluntario em dano isquémico (focal).

Estudos epidemiolégicos demonstram que o comportamento sedentario estd
relacionado com o aumento de risco de AVC (GiLLUM e INGRAM, 1996). Apesar disso,
nossos resultados corroboram com as observagdes de SACCO e colegas (1998), que os
exercicios recomendados sao os aerdbios e de intensidade moderada, sendo que os mais
extenuantes podem acelerar os efeitos deletérios de um AVC.

A atividade mitocondrial em fatias hipocampais, detectada através da reducgéo
do MTT especificamente pela enzima succinato desidrogenase, nédo foi alterada pelo
exercicio fisico regular (20 e 60 minutos ao dia). O parametro de funcionalidade
mitocondrial avaliado neste trabalho, a redugdo do MTT, ndo foi capaz de detectar

diferencas entre os grupos experimentais submetidos @ POG. Contudo, isto ndo significa
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que nao ocorram disfungdes metabdlicas; JACKSON e PEREZ-POLO (1996) sugeriram que
este ensaio pode ndo ser apropriado para a detecgdo de respostas a injuria quando as
células apresentam alguma disfuncdo metabdlica, mas permanecem viaveis.

Ha um conhecimento restrito sobre o mecanismo de agdo do exercicio fisico,
contudo alguns trabalhos relatam alteracdes no estado oxidativo celular. Ha poucos
trabalhos do efeito do exercicio sobre o dano oxidativo no cérebro e os achados sasc
conflitantes. Assim, este trabalho avaliou parametros de estresse oxidativo em
homogeneizados de estruturas cerebrais, a fim de estudar se os mecanismos pelos quais
0 exercicio altera a suscetibilidade a eventos isquémicos estdo envolvidos com radicais
livres e dano oxidativo em macromoléculas. O exercicio fisico forcado regular alterou
varios marcadores de estresse oxidativo nas regides cerebrais estudadas.

No hipocampo, foi estudado o conteddo de radicais livres, avaliado pela
formacao de produtos da modificacdo oxidativa da sonda exdgena, o diacetato de 2'7"-
diclorofluoresceina; o dano em lipidios (lipoperoxidagdo), através do ensaio de
determinagdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS); dano em
proteinas, pela quantificacdo de residuos de tirosina e triptofano, e a capacidade
antioxidante total, através dos ensaios de reatividade antioxidante total (TAR) e potenciai
antioxidante total (TRAP).

A LPO leva a formacgao de aldeidos como o MDA e o 4-HNE, a quantificacdo
destes compostos € uma medida indireta da LPO. O MDA é freqlientemente detectado
através do ensaio de determinagido das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS). Selecionamos o ensaio de TBARS pela sua simplicidade, associado a deteccédo
fluorimétrica, j@ que esta é mais sensivel e especifica do que os métodos

espectrofotométricos para a quantificagdo de MDA (DRAPER et al., 1993).
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A fim de avaliar a atividade antioxidante total, usamos os ensaios do potencial
antioxidante total (TRAP) e da reatividade antioxidante total (TAR) descritos por Lissi et al.
(1992; 1995). Os valores de TRAP indicam a quantidade de compostos antioxidantes na
amostra, enquanto os valores de TAR, a qualidade dos antioxidantes presentes na
amostra (LiSSi et al., 1995; DESMARCHELIER et al., 1997). Conforme LISSI e colaboradores
(1995) alteragdes nos niveis de TAR podem ser responsdveis por mudan¢as na
susceptibilidade a eventos oxidativos.

Os hipocampos de ra{os exercitados durante 20 minutos n&o apresentaram
alteracdbes nos parametros avaliados de indice de estresse oxidativo: conteido de
radicais livres, dano em macromoléculas e capacidade antioxidante total. Entretanto, o
exercicio melhorou alguns parametros de EO em hipocampos de ratos exercitados
durante 60 minutos, estes apresentaram uma reducdo no conteudo de radicais livres e um
aumento no potencial antioxidante total (TRAP). Paradoxaimente, foram observados
maiores niveis de TBARS, indicando um aumento no dano oxidativo a acidos graxos
poliinsaturados. Este dado é impoﬂahte j@ que niveis aumentados na LPO das
membranas afetam a integridade dos processos fisiologicos, alterando a permeabilidade e
o potencial de membrana, além da atividade de proteinas de membrana, como receptores
e canais idnicos, e pode ainda levar a ruptura de membranas de organelas e da propria
célula. O dano (iise) celular pode ser resultado de um pronunciado dano oxidativo em
lipideos de membrana, alterando as propriedades fisico-quimicas de membranas de
cérebros de roedores, o que diminuiu a fluidez destas membranas (CHOI e YU, 1995). Em
conseqgliéncia, a LPO induzida pelo evento isquémico pode agir sinergicamente com as
alteracdes provocadas pelo exercicio extenuante na destruicdo das membranas celulares.

Em contradigdo, em hipocampos de ratos exercitados durante 20 minutos, que

apresentaram um reduzido dano celular induzido pela POG, nao foram observadas
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quaisquer modificacdes nos ensaios de avaliacdo de estado oxidativo. Pode-se sugerir,
entdo, que o efeito protetor do exercicio fisico moderado (20 minutos) provém de
alteragdo da expressdo de alguns genes. Ha varios relatos de aumento na expressdo
génica de neurotrofinas, especialmente do fator neurotréfico derivado do encéfalo (“brain-
derived neurotrophic factor’, BDNF), induzido pelo exercicio fisico (NEEPER et al., 1996;
JOHNSON e MITCHELL, 2003). Estudos prévios demonstraram que o BDNF promove
proliferacdo efou sobrevivéncia de varios tipos de neurbnios, como o0s neurdnios
dopaminérgicos mesencefalicos (KNUSEL et al., 1991), neurbnios GABAérgicos estriatais
(VENTIMIGLIA et al., 1995) e neurdnios colinérgicos do prosencéfalo (nlcleos basal, septal)
(NONNER et al., 1996). E interessante comentar que o receptor de BDNF é um receptor
tirosina-quinase, trkB, e a ligagdo ao receptor desencadeia uma série de vias de
sinalizagdo intracelular promotoras de crescimento e sobrevivéncia, como as cascatas
Ras/MAP quinase e fosfatidilinositol-3 quinase/Akt (YUAN e YANKNER, 2000).

Evidéncias recentes tém sugerido que comportamentos diarios e o estilo de vida,
como o exercicio fisico e o ambiente enriquecido, dois fatores associados também a
saude emocional (ICKES et al., 2000, NEEPER et al.,, 1995), aumentam os niveis de
expressao de BDNF no cérebro (GARZA et al., 2004). A infusdo direta de BDNF no
mesencéfalo produz um efeito semelhante a administracdo de antidepressivos em
modelos comportamentais, nos paradigmas do desamparo aprendido e da natagdo
forcada (SHIRAYAMA et al., 2002; SIUCIAK et al., 1997). Este efeito pode estar relacionado
as acdes ansioliticas e antidepressivas do exercicio fisico, descritas por individuos em
geral e pacientes com problemas emocionais (SALMON, 2001).

KIPRIANOVA e colaboradores (1999) demonstraram que a administracéo
intracerebroventricular (icv) de BDNF apresentou efeito neuroprotetor da transmisséo

sinaptica e de funcbes cognitivas em modelo de isquemia cerebral global transitéria.
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Também demonstrando que o BDNF tem efeito protetor em eventos isquémicos, a injecdo
de BDNF (icv) antes da injuria hipéxica-isquémica reverteu a ativacdo de caspase-3; as
caspases sdo proteases envolvidas na morte celular programada (HAN et al., 2000).

E interessante reportar que um curto periodo de treinamento aumenta a
expressao de BDNF. RUSSO-NEUSTADT e colaboradores (1999, 2000) demonstraram que
dois, sete ou vinte dias de exercicio voluntario aumentaram o conteido de RNAm de
BDNF hipocampal.

Provavelmente, o efeito neuroprotetor do exercicio intenso (60 minutos) néo foi
observado por se tratar de um estimulo estressante. Sabe-se que o BDNF hipocampal €
reduzido em resposta ao estresse (SMITH et al., 1995). A natacdo forcada em agua fria
sem escape, que induziu estresse nos animais, reduziu a expressao do BDNF hipocampai
(SMITH et al., 1996).

A alteracdo de expressdo de outras proteinas também foi detectada em
hipocampos de ratos exercitados. E digno de nota que o exercicio voluntario em roda de
corrida durante 21 meses reverteu a redugdo causada pelo envelhecimento no
imunoconteudo de dois marcadores neuronais, a sinaptofisina e a GAP-43. A sinaptofisina
€ uma glicoproteina integrai de membrana nas vesiculas sinapticas, e ha relatos de que o
aumento da expressdo de sinaptofisina € diretamente proporcional @ formagio de
sinapses. A GAP-43 €& uma fosfoproteina de membrana pré-sinaptica, usada como
marcador de plasticidade e crescimento de neuritos (CHEN et al., 1998).

Algumas das estruturas cerebrais estudadas apresentaram um aumento nos
niveis de TBARS, corroborando com os achados de SUZUKI e colaboradores (1983),
que reportaram que o exercicio voluntario aumentou a lipoperoxidagdo em cérebro de

ratos.
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ja que é uma estrutura envolvida no comportamento motor. Foi observado um aumento
nos niveis de TAR em ratos exercitados durante 60 minutos, demonstrando um aumento
na capacidade antioxidante total desta estrutura, contudo este aumento parece nao ter
sido suficiente para impedir 0 dano oxidativo em lipideos. O exercicio regular voluntario
parece proteger células estriatais do dano isquémico, j@ que gerbilos exercitados
submetidos a isquemia cerebral global apresentaram uma reducdo parcial da perda de
neurdnios estriatais (STUMMER et al., 1994).

O cértex frontal € uma grande area formada por varias regibes corticais com
fungdes distintas. O lobo frontal € responsavel pelo planejamento e a iniciagéo das
seqliéncias de comportamento motor. As regides principais sdo o cértex motor, o pré-
motor e o pré-frontal. O cértex motor controla movimentos finos, o pré-motor é ativado na
selecdo de seqiéncias de movimentos. Uma das fungdes do cortex pré-motor é planejar
comportamentos complexos, selecionando 0s movimentos que sdo adequados (KOLB e
WHISHAW, 2002). O exercicio fisico (60 minutos de treino/dia) reduziu o dano oxidativo em
lipidios, a LPO, no coértex frontal de ratos. DEVI e KIRAN (2004) relataram que a natagéo
durante 12 semanas (30 minutos/dia) reduziu a LPC no cértex cerebral em ratos, no
entanto o efeito foi potenciado quando os ratos treinados receberam o tratamento com
vitamina E.

O cerebelo de ratos ftreinados, uma estrutural cerebral relacionada ao
comportamento motor, apresentou alteragdes nos niveis de LPO. Ratos treinados durante
20 minutos demonstraram uma forte tendéncia & reducdo dos niveis de TBARS nos
cerebelos. Por outro lado, 60 minutos de treino, possivelmente como resultado do
acréscimo do metabolismo oxidativo celular, apresentaram um aumento na LPO e uma
reducdo significativa nos valores de TAR, indicando um estresse oxidativo celular. E

interessante comentar que ratos envelhecidos perdem a capacidade de melhorar a



na LPO e uma reducdo significativa nos valores de TAR, indicando um estresse
oxidativo celular. E interessante comentar que ratos envelhecidos perdem a
capacidade de melhorar a performance numa tarefa de corrida, que esta relacionada a
perda da func@o noradrenérgica cerebelar, que parece depender, pelo menos em
parte, do estresse oxidativo, pois podem ser revertidas pela intervencdo nutricional
com antioxidantes. (BICKFORD et al., 1992; BICKFORD, 1983, BICKFORD et al., 2000).
Enguanto que em cérebro total, o exercicio regular (natagdo) durante nove
semanas (1 hora/ dia) melhorou fungbes cognitivas em esquiva ativa com
concomitante diminuicdo do dano oxidativo em proteina em ratos jovens (quatro
semanas) e de meia-idade (14 meses) (RADAK et al., 2001). NAVARRO e colaboradores
(2004) demonstraram que o exercicio moderado em esteira desde a idade jovem, em
camundongos machos e fémeas, aumentou a expectativa de vida. Além disso, esse
exercicio melhorou a performance em ensaios comportamentais e reduziu o estresse
oxidativo avaliados aos 13 meses de idade, pois reduziu 0 dano em proteinas
(contetido de carbonilas) e o dano em lipidios (niveis de TBARS) em membranas
submitocondriais; aumeniou a atividade de enzimas antioxidantes (superdxido

dismutase e catalase) e da enzima mitocondrial, citocromo oxidase.
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5. CONCLUSOES
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O exercicio fisico causa, de maneira dependente da intensidade, alteragbes na
susceptibilidade hipocampal ao dano isquémico.

O exercicio intenso produziu um intenso estresse oxidativo em cerebelo, com
redugdo da capacidade antioxidante total e aumento da lipoperoxidagao.

O exercicio moderado parece proteger células hipocampais do dano isquémico,
ja que reduziu o dano celular induzido pela isquemia-reoxigenacéo in vitro em fatias
hipocampais de ratos. Os dados sugerem que o mecanismo de agdo de neuroprote¢do
pelo exercicio moderado seja independente de melhorar o estado oxidativo celular, pois
seus hipocampos ndo apresentaram aiteragbes nos parametros avaliados de indice de
estresse oxidativo. Possivelmente, a protecdo provém de alteragdo da expressédo génica,
por exemplo, de neurotrofinas, especiaimente do fator neurotréfico derivado do encéfaio
(“brain-derived neurotrophic factor”, BDNF).

Paradoxaimente, o exercicio intenso parece agravar o dano isquémico, pois
aumentou signiﬂcativamente o dano celular produzido pela isquemia-reoxigenagéo in
vitro. Este achado pode estar relacionado a uma ativagido do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal com consequente hipersecrecdo de corticosterona, o que pode levar a perda de
neurdnios hipocampais. Os dados corroboram a teoria de que o mecanismo de acéo de
neuroprotecdo seja independente de melhorar o estado oxidativo celular, considerando
que os hipocampos de animais exercitados diariamente durante sessenta minutos
apresentaram melhores valores de potencial antioxidante'total, todavia um maior dano

isquémico.
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6. PERSPECTIVAS



Tem-se como perspectiva a avaliagdo dos efeitos da isquemia in vitro com
outros periodos de treinamento (seis semanas em esteira ergométrica). Serdo avaliados

também, apos duas semanas de treino, os efeitos da isquemia cerebral in vivo, no modeio

de isquemia global transitéria.
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