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RESUMO

Os diferentes tipos de desnutri¢do ainda continuam presentes ao redor do mundo. Dentre elas,
a desnutri¢do proteica materna (DPM) causa disfungdes em sistemas organicos, incluindo o
sistema nervoso. Por outro lado, o treinamento fisico aerobio (TFA) surge visando atenuar estas
condi¢des. Com isso, avaliamos o efeito do TFA em intensidade moderada sobre indicadores
de funcdo mitocondrial, balango oxidativo e estresse de reticulo endoplasmético no cortex pré-
frontal (CPF) e hipocampo de ratos Wistar machos submetidos a DPM. Aos 30 dias de vida,
filhotes machos foram divididos em 4 grupos: Desnutrido Sedentario (DS), Desnutrido
Treinado (DT), Normonutrido Sedentario (NS) e Normonutrido Treinado (NT). Os grupos
treinados realizaram exercicio fisico por 4 semanas, 5 dias por semana, 1 hora por dia, a 50%
de sua capacidade maxima de corrida em esteira. Aos 60 dias de vida, os animais foram
eutanasiados para retirada do musculo esquelético, CPF e o hipocampo visando analisar
biomarcadores de fun¢do mitocondrial (citrato sintase, NAD, NADH e razdio NAD/NADH),
estresse oxidativo (MDA e carbonilas), atividade antioxidante enzimatica (Superdxido
Dismutase-SOD, Catalase-CAT e Glutationa S Transferase-GST), ndo-enzimatica (Glutationa
Reduzida-GSH, Glutationa Oxidada-GSSG, Estado REDOX-GSH/GSSG e sulfidrilas), Niveis
de expressdo de genes ligados ao estresse de reticulo (PERK, ATF6, GRP78) e do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF). No CPF e hipocampo, inicialmente observamos da
DPM isoladamente, depois associada ao TFA. Neste sentido, observamos que a DPM reduziu
citrato sintase no CPF. Em MDA ¢ carbonilas nao houve diferencas. No sistema antioxidante
enzimatico houve reducdo significante em CAT e GST. Nas defesas ndo enzimadticas, nao
observamos diferenga significante. No TFA associado a DPM observamos os seguintes
resultados no CPF. Houve incremento em citrato sintase ¢ NADH, com reducdo da razao
NAD/NADH. Nos marcadores de estresse oxidativo, encontramos redu¢do significante em
carbonilas. Nos antioxidantes enzimaticos, houve um aumento em SOD, CAT e GST. Além
disso, nos ndo enzimaticos observamos aumento nos niveis de GSH e sulfidrilas. No
hipocampo, a DPM ndo alterou citrato sintase, NAD, NADH e¢ NAD/NADH. No sistema
antioxidante enzimatico a DPM reduziu significantemente SOD, CAT e GST. Nos nao
enzimaticos houve redugdo significante apenas em sulfidrilas. O TFA associado a DPM nao
houve diferenga nos niveis de citrato, NAD, e NAD/NADH. No entanto, em NADH houve
aumento significante. No antioxidante enzimatico, o TFA aumentou a atividade de SOD, CAT
e GST. Adicionalmente, promoveu incremento em GSH e GSSG. Em GSH/GSSG e sulfidrilas

ndo houve diferenga significante. Em seguida, analisamos a expressao génica de GRP7S, PERK,



ATF6 e BDNF no CPF e hipocampo. No CPF observamos aumento na expressao de GRP7S,
ATF6 e BDNF em resposta a DPM. Quando associada ao TFA, ele reduziu a expressao de
GRP78, ATF6 e BDNF. No hipocampo, houve um aumento na expressdao de PERK, ATF6 e
BDNF. No entanto, quando associado ao TFA houve redu¢do na expressdo de PERK, ATF6,
BDNF. O TFA promoveu melhoria em indicadores de funcionalidade mitocondrial, estresse
oxidativo, defesas antioxidante enzimatica e ndo enzimatica, ¢ marcadores de estresse de
reticulo endoplasmatico no CPF e hipocampo de ratos machos Wistar submetidos a DPM.

Palavras-Chave: atividade fisica; exercicio fisico; deficiéncia proteica; sistema nervoso.



ABSTRACT

The different types of malnutrition are still present around the world. Among them, maternal
protein malnutrition (MPM) causes dysfunctions in organ systems, including the nervous
system. On the other hand, aerobic physical training (APT) appears to mitigate these
conditions. Therefore, we evaluated the effect of APT at moderate intensity on indicators of
mitochondrial function, oxidative balance, and endoplasmic reticulum stress in the prefrontal
cortex (PFC) and hippocampus of male Wistar rats submitted to MPM. At 30 days of age, male
pups were divided into 4 groups: Sedentary Malnourished (LS), Trained Malnourished (LT),
Sedentary Normonourished (NS) and Trained Normonourished (NT). Trained groups
performed physical exercise for 4 weeks, 5 days a week, 1 hour a day, at 50% of their maximum
treadmill running capacity. At 60 days of life, the animals were euthanized to remove the
skeletal muscle, PFC and hippocampus in order to analyze biomarkers of mitochondrial
function (citrate synthase, NAD, NADH and NAD/NADH ratio), oxidative stress (MDA and
carbonyls), antioxidant activity enzymatic (Superoxide Dismutase-SOD, Catalase-CAT and
Glutathione S Transferase-GST), non-enzymatic (Reduced Glutathione-GSH, Oxidized
Glutathione-GSSG, REDOX State-GSH/GSSG and sulthydryl’s), Expression levels of genes
linked to stress reticulum (PERK, ATF6, GRP78) and brain-derived neurotrophic factor
(BDNF). In the PFC and hippocampus, we initially observed MPM alone, later associated with
TFA. In this sense, we observed that DPM reduced citrate synthase in CPF. In MDA and
carbonyls there were no differences. In the enzymatic antioxidant system, there was a
significant reduction in CAT and GST. In non-enzymatic defenses, we did not observe a
significant difference. In the APT associated with MPM, we observed the following results in
the PFC. There was an increase in citrate synthase and NADH, with a reduction in the
NAD/NADH ratio. In oxidative stress markers, we found a significant reduction in carbonyls.
In enzymatic antioxidants, there was an increase in SOD, CAT, and GST. In addition, in non-
enzymatic drugs, we observed an increase in the levels of GSH and sulfhydryl’s. In the
hippocampus, MPM did not change citrate synthase, NAD, NADH and NAD/NADH. In the
enzymatic antioxidant system, DPM significantly reduced SOD, CAT, and GST. In non-
enzymatic there was a significant reduction only in sulthydryl’s. There was no difference in
citrate, NAD, and NAD/NADH levels associated with MPM. However, in NADH there was a
significant increase. In the enzymatic antioxidant, APT increased the activity of SOD, CAT,
and GST. Additionally, it promoted an increase in GSH and GSSG. In GSH/GSSG and
sulthydryl’s there was no significant difference. Next, we analyzed the gene expression of

GRP78, PERK, ATF6 and BDNF in the PFC and hippocampus. In the PFC we observed an



increase in the expression of GRP78, ATF6 and BDNF in response to DPM. When associated
with APT, it reduced the expression of GRP78, ATF6 and BDNF. In the hippocampus, there
was an increase in the expression of PERK, ATF6 and BDNF. However, when associated with
APT, there was a reduction in the expression of PERK, ATF6, BDNF. APT promoted
improvement in indicators of mitochondrial functionality, oxidative stress, enzymatic and non-
enzymatic antioxidant defenses, and markers of endoplasmic reticulum stress in the PFC and

hippocampus of male Wistar rats submitted to MPM.

Key Words: physical activity; physical exercise; protein deficiency; nervous system.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, mesmo com a intensificagdo de politicas publicas voltadas ao combate a
fome, ainda observamos taxas elevadas de desnutri¢@o principalmente encontradas em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento (GROVER; EE, 2009). Além disso, essa condigao
destaca-se como um importante problema de satide publica, estando associada diretamente a
génese de doencas cronicas degenerativas (NORMAN; PICHARD; LOCHS; PIRLICH,
2008; YOO; HA; CHOI; KIM et al., 2018). A condig¢do de desnutricdo pode ser encontrada
em diversas faixas etarias, principalmente em criancas e adolescentes (BHUTTA;
BERKLEY; BANDSMA; KERAC et al., 2017; FAVARO-MOREIRA; KRAUSCH-
HOFMANN; MATTHYS; VEREECKEN et al, 2016). Dentro da perspectiva
epidemiolodgica, estudos apontam que, a desnutrigdo possui multicausalidade, dentre as quais
incluem a reducdo da ingestdo proteica € no consumo de macro € micronutrientes, capazes
de proporcionar desregulacdes energéticas, além de exercerem papel crucial na génese de
distarbios metabdlicos e desregulacdo de sistemas fisiologicos incluindo o sistema nervoso
central (DEUTZ; BAUER; BARAZZONI; BIOLO et al., 2014; WELLS; SAWAYA;
WIBAEK; MWANGOME et al., 2020; WICINSKI; ADAMKIEWICZ; ADAMKIEWICZ;
SNIEGOCKI et al., 2019).

Modelos experimentais, identificaram efeitos degenerativos da desnutri¢do sobre o
cortex nervoso e hipocampo, podendo comprometer processos relacionados a memoria,
funcdo executiva, busca pelo alimento, controle motor e metabdlico (CALIXTO, 2015;
CHOPRA, 1991). O cortex pré-frontal ¢ uma estrutura cerebral essencial para a formacao de
metas e objetivos, bem como planejar estratégias de acdo selecionando habilidades
cognitivas e motoras para sua execucdo (UYLINGS; GROENEWEGEN; KOLB, 2003).
Estudos demonstram que em ratos desnutridos ocorrem modificagdes em neurotransmissores
dopaminérgicos e serotoninérgicos no cortex pré-frontal e hipocampo (MOKLER;
MCGAUGHY; BASS; MORGANE et al.,2019; MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002).
Esses impactos, sdo causados de maneira direta pela baixa oferta proteica podendo levar a
apoptose das células neurais (VIAL-DAHMER; DA ROSA-SANTOS; SILVA; ARANTES
etal.,2021).

Dentre as alteracdes celulares e moleculares decorrentes do processo de desnutrigao,
estd a disfun¢do na bioenergética mitocondrial, que acarreta produgdo excessiva de espécies

reativas de oxigénio (EROs), resultando em estresse oxidativo, com respectiva diminui¢ao
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nas defesas antioxidantes enzimatica e nao enzimatica (SANTANA; FERREIRA; BRAZ;
SOUSA et al., 2019). Em contrapartida, ferramentas ndo farmacoldgicas dentre as quais
destaca-se o treinamento fisico moderado aparece como uma ferramenta capaz de atenuar os
efeitos deletérios da desnutricio (LEANDRO; DA SILVA RIBEIRO; DOS SANTOS;
BENTO-SANTOS et al., 2012). Estudos em tecidos ndo cerebrais demonstram que o
treinamento fisico aerdébio em intensidade moderada promove melhorias na funcionalidade
mitocondrial e redu¢do da produgdo excessiva de EROs, com subsequente aumento nas
defesas antioxidantes (SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA; ANDRADE SILVA
et al., 2021). Entretanto, até o presente momento pouco se sabe sobre os efeitos, em ratos
juvenis submetidos a desnutri¢dao perinatal, do treinamento fisico em intensidade moderada
em aspectos ligados ao metabolismo oxidativo no cortex pré-frontal e hipocampo.

Por isso, a presente tese objetivou avaliar o efeito do treinamento fisico aerobio em
intensidade moderada sobre parametros da fungdo mitocondrial, balango oxidativo,
marcadores de estresse de reticulo endoplasmatico e de ativacdo neuronal no cortex pré-

frontal e hipocampo de ratos Wistar machos submetidos a desnutri¢do proteica materna.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DESNUTRICAO PROTEICA MATERNA: UM PANORAMA CONTEMPORANEO

Mesmo com o avanco das politicas publicas destinadas ao combate a fome, a
desnutricdo ainda afeta milhdes de pessoas ao redor do planeta (AMPONG, ISAAC;
WATKINS, ADAM; GUTIERREZ-MERINO, JORGE; IKWUOBE, JOHN et al., 2020).
Um inquérito realizado entre os anos de 2012-2014, acerca da inseguranca alimentar no
mundo, constatou que 805 milhdes de pessoas ainda encontram-se subalimentadas
cronicamente (SMITH; RABBITT; COLEMAN-JENSEN, 2017).

Dentro dos diferentes tipos de desnutricdo, destaca-se a pdr redugdo nos niveis de
proteinas da dieta (SEMBA, 2016). As proteinas possuem estruturas bioquimicas varidveis,
e exercem fungdes estruturais, metabolicas, imunologicas, dentre outras (NELSON; COX,
2018). Quando a privagdo deste macronutriente ocorre em periodos de alta vulnerabilidade
bioldgica, como gestacdo e lactagdo, € possivel observar a ocorréncia de efeitos deletérios
nos sistemas fisiolégicos (CHRISTIANS; SHERGILL; ALBERT, 2021). Essas alteracdes
podem promover modificagdes na homeostase organica, repercutindo em problemas
relacionados a satde a curto e longo prazo (BRANCO; CAMARGO; BATISTA;
VETTORAZZI et al., 2017).

As repercussoes provenientes de DPM podem promover insultos a nivel celular e
molecular (NASCIMENTO, L.; FREITAS, C. M.; SILVA-FILHO, R.; LEITE, A. C. et al.,
2014). Ferreira e colaboradores (2019) buscaram compreender no tronco encefalico os
possiveis efeitos deletérios promovidos pela DPM na funcionalidade energética das
mitocondrias, e em componentes pré e antioxidante. Para tal, foram utilizadas ratas Wistar
com 90 dias de idade, expostas durante a gestacdo a uma dieta com 8% de caseina, proteina
de alto valor bioldgico. Os filhotes, 150 dias de vida, foram eutanasiados para retirada do
tronco encefalico, onde foram feitos os devidos procedimentos experimentais. Foram
encontradas reducdes significantes na taxa de controle respiratorio de complexos
mitocondriais I e II, incrementos substanciais nos niveis de producgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS), concentragdo de nitrito, atividade enzimatica 6xido nitrico sintase (NOS)
e na produ¢do de malonaldeido (MDA). Por outro lado, foi observado a redu¢do da enzima
antioxidante superdxido dismutase (SOD). Com isso, os autores observaram que a DPM em
estagios do desenvolvimento ¢ capaz de promover disfungdo energética mitocondrial e em

componentes do metabolismo oxidativo no tronco encefalico (FERREIRA, D. J. S
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PEDROZA, A. A.; BRAZ, G. R. F.; FERNANDES, M. P. et al., 2019). Essas modificagdes
podem resultar em menor utilizacdo de substratos energéticos, favorecendo o acumulo
excessivo de EROS, associado a redug¢dao de defesas enzimaticas € ndo enzimaticas
antioxidantes (FERREIRA, D.; PEDROZA, A.; BRAZ, G.; FERNANDES, M. et al., 2019).

As alteracdes promovidas pela DPM ndo ocorrem apenas no ambito celular e
molecular, mas também podem ser observadas a nivel psicologico e comportamental
(RUSHMORE; MCGAUGHY; MOKLER; ROSENE, 2020). Batista e colaboradores (2017)
observaram os efeitos da exposicdo por duas semanas a DPM no comportamento de
ansiedade, na vida adulta da prole de ratas Wistar desnutridas por dieta com 6% de caseina
durante a gestacdo. Para avaliagcdo destes componentes foram utilizados o teste de labirinto
de cruz elevado, padrao ouro para avaliagcdo do possivel comportamento de ansiedade, e teste
de frequéncia de vocalizagdo ultrassonica produzida pelos filhotes, que ¢ utilizado como
indicador de ansiedade. Os filhotes de ratas desnutridas apresentaram comportamentos
defensivos e elevacdo de vocalizagdes ultrassonicas em comparagdo aos alimentados por
dieta normoproteica. Estes resultados sugerem que a DPM ¢ responsavel pelo aumento da
ansiedade (BATISTA; VERONESI; RIBEIRO; GIUSTI-PAIVA et al.,2017). Com isso, fica
evidente que a DPM ¢ capaz de promover alteragdes psicoldgicas cronicas.

Desta forma, pode-se sugerir que a DPM durante fases criticas do desenvolvimento,
seja um preditor para o desenvolvimento de doencas cronicas degenerativas, como
obesidade, diabetes mellitus doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica, cardiovasculares e
neurodegenerativas (AMPONG, 1.; WATKINS, A.; GUTIERREZ-MERINO, 1I;
IKWUORBE, J. et al., 2020; INGENBLEEK, 2020; SILVA, S. C. A.; BRAZ, G. R. F.; DO
NASCIMENTO, L. C.P.; SANTANA, D.F.etal.,2019; SUTTON; CENTANNI; BUTLER,
2010).

2.2 NEUROBIOLOGIA
2.2.1 Aspectos Neurobiologicos do Cortex Pré-Frontal

Dentro das areas que compdem a regido do cortex cerebral, atualmente tem se dado
destaque ao CPF. Na classificagdo e divisdo numérica estabelecida por Brodmann, o CPF
ocupa areas 9, 10 e 46 referentes a regides motoras primdrias e pré-motoras em humanos
(STROTZER, 2009; ZILLES; AMUNTS, 2010). Entretanto em animais, principalmente
roedores a localizagdo anatdmica do CPF ainda se encontra difusa e imprecisa (UYLINGS;
GROENEWEGEN; KOLB, 2003). Funcionalmente, o CPF estd envolvido

fundamentalmente em processos cognitivos superiores, conhecidas como fungdes executivas
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incluindo: processos organizacionais, entrada de estimulos sensoriais, atencao,
gerenciamento de informagdes para memoria de trabalho, controle de objetivos e
comportamental (BAHMANI; CLARK; MERRIKHI; MUELLER et al, 2019;
GENOVESIO; TSUJIMOTO; NAVARRA; FALCONE et al, 2014, KU; BODNER;
ZHOU, 2015; ROSEN; AMSO; MCLAUGHLIN, 2019).

Moderate
L Light

Rostral«

Sensory
cortices

;

Anterior
cingulate
cortex

/‘_‘ Central nucleus Sensory
cortices
Orbltofrontal
cortex
Intercalated
masses
Prefrontal Lateral
cortex nucleus
Basal and
accessory
basal nuclei

Autonomic ~4— Inhibitory connections
nervous system

Amygdala
Hippocampus, /

rhinal cortices

HPA axis (hormonal responses)
Behavioral expressions of emotion
(e.g., freezing, startle reaction)

-
~—Excitatory connections
«

5mm

r Dorsal
Moderate T 1

Light Rostral«

Figura 1 - Participagdo e conexdes excitatorias e inibitorias do cortex pré-frontal com
diferentes areas cerebrais e suas repercucdes. Retirado de SALZMAN, C. Daniel; FUSI,
Stefano. Emotion, cognition, and mental state representation in amygdala and prefrontal

cortex. Annual review of neuroscience, v. 33, p. 173-202, 2010.
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E importante destacar que disfungdes morfofuncionais no CPF podem estar
relacionadas ao surgimento e progressdo de condigdes fisiopatologicas (KALIN, 2019).
Estudos de imagem utilizando ressonancia magnética, demonstram que pacientes com
transtornos neuropsiquiatricos tais como ansiedade e esquizofrenia possuem alteragcdes em
regides frontais do cortex cerebral, incluindo o CPF (PARK; MOGHADDAM, 2017; ZHOU;
FAN; QIU; JIANG, 2015). Adicionalmente, estudos em criangas (ndo autistas vs autistas)
visando analisar os prejuizos no desenvolvimento do CPF na porcao dorsolateral, apontam
uma reducao significante no volume desta area cerebral em criancas acometidas por autismo
(CARPER; COURCHESNE, 2005). Além disso, sujeitos com autismo demonstram um
aumento de moléculas responsaveis por promoverem apoptose celular (p53 e Bcl2), com
consequente reducdo componentes anti-apoptoticos (ARAGHI-NIKNAM; FATEMI, 2003).

A literatura cientifica também aponta que pacientes acometidos por distirbios
metabolicos tais como sobrepeso e obesidade, possuem danos em fungdes executivas. Uma
revisdo sistematica com meta-analise realizada por Yang e colaboradores (2017), utilizando
72 estudos e 4,904 sujeitos com sobrepeso/obesidade verificou que os pacientes com
obesidade apresentaram reducdo em fungdes executivas, incluindo controle inibitdrio,
flexibilidade cognitiva, memoria de trabalho, tomada de decisdo, fluéncia verbal e
planejamento. Em contrapartida, os participantes com sobrepeso observaram déficits
significativos apenas no controle inibitério e memoria de trabalho. Os autores discutem que
os mecanismos envolvidos nessa condicdo estdo relacionados a uma maior resposta
inflamatoria, presenca de hipertensdo arterial sistémica, fatores genéticos e ambientais tais
como o aumento na ingestdo de dietas altamente caloricas. Por fim, os autores também
atribuem o déficit nas func¢des executivas aos baixos niveis de atividade fisica destes sujeitos
(YANG; SHIELDS; GUO; LIU, 2018).

Yanagisawa e colaboradores (2010), avaliaram o efeito do exercicio fisico moderado
agudo em ciclo ergdmetro (50% do VO: pico) em 20 participantes saudaveis. Em seus
resultados, observou-se melhora no desempenho cognitivo por tempo de reacdo através do
Stroop test. Esses achados, justificam-se por uma maior ativagdo de regides laterais do CPF
em resposta ao exercicio fisico avaliada por espectroscopia de infravermelho multicanal
(YANAGISAWA; DAN; TSUZUKI; KATO et al., 2010). Isso demonstra, que a inter-
relacdo entre funcionalidade do CPF e exercicio fisico em humanos e animais nas condi¢des
de saude e doenga surgem como um campo altamente promissor (DONG; ZHAO; LIN;
LIANG et al., 2018; GHALANDARI-SHAMAMI; NOURIZADE; YOUSEFI; VAFAEI et
al., 2019; SILVEIRA; PRADO; BRIETZKE; COELHO-JUNIOR et al., 2019).
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2.2.2 Aspectos Neurobiologicos do Hipocampo

O hipocampo ¢ uma das estruturas cerebrais com maior nimero de investigagdes
cientificas disponiveis. Um dos estudos pioneiros foi realizado em 1957 onde foi observada
a perda da capacidade de formar novas memorias declarativas apos a remogao cirurgica do
hipocampo e estruturas proximas do lobo temporal visando tratamento da epilepsia
(KNIERIM, 2015). Anatomicamente, o hipocampo localiza-se em regides temporais
ocupando as areas de Brodmann 34, 35 e 36 em cérebros humanos em roedores localizam-
se no lobo temporal, limita-se com a cisterna ambiens (STROTZER, 2009; ZILLES;
AMUNTS, 2010).

Funcionalmente, o hipocampo desempenha um papel importante na formagdo e
consolida¢do da memoria, regulacdo das emocgdes, ansiedade e estresse (BANNERMAN;
RAWLINS; MCHUGH; DEACON et al., 2004; BARTSCH; WULFF, 2015). E
imprescindivel destacar que a criagdo e estabelecimento de “novas memorias” e o
aprendizado sdo dependentes de multiplos fatores incluindo a neurogénese que ocorre
principalmente nas regides 1, 2 ¢ 3 do corno de amon e giro dentado (GD) (ANACKER;
HEN, 2017; GONCALVES; SCHAFER; GAGE, 2016).
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Figura 2 - Estrutura do hipocampo no cérebro de roedores e humano, bem como suas
interagdes funcionais. Retirado de LISMAN, John et al. Viewpoints: how the hippocampus
contributes to memory, navigation, and cognition. Nature neuroscience, v. 20, n. 11, p. 1434-

1447, 2017.
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Por outro lado, inumeras condigdes patoldgicas incluindo Parkinson e Alzheimer estdo
atreladas a disfungdes do hipocampo (DAS; HWANG; POSTON, 2019; ZOKAEI;
HUSAIN, 2019). O Parkinson consiste em uma doenca neurodegenerativa progressiva com
perdas em neuronios dopaminérgicos, associado a prejuizos cognitivos e comportamentais.
Estudos com diferentes abordagens metodoldgicas apontam que associagdes entre os
sistemas dopaminérgicos, plasticidade sinaptica e o hipocampo sdo fundamentais para o
estabelecimento de sintomas motores € ndo motores em pacientes com Parkinson
(CALABRESI; CASTRIOTO; DI FILIPPO; PICCONI, 2013).

A doenga de Alzheimer ¢ uma das formas mais comuns de deméncia que afeta cerca de
50 milhdes de pessoas ao redor do mundo, acometendo principalmente idosos, e sendo
responsavel por incremento de morbidades e taxa de mortalidade (HODSON, 2018;
OBOUDIYAT; GLAZER; SEIFAN; GREER et al., 2013). Esta condicdo possui uma
sintomatologia caracteristica que inclui (1) deméncia, (2) danos na capacidade de memoria,
(3) disfungdes em funcdes executivas trazendo comprometimento nas atividades de vida
didria (sentar, levantar, caminhar, manusear objetos etc.), incrementando a dependéncia
(BALLARD; GAUTHIER; CORBETT; BRAYNE et al.,2011; SCHELTENS; BLENNOW;
BRETELER; DE STROOPER et al., 2016; SORIA LOPEZ; GONZALEZ; LEGER, 2019).

Estudos de neuroimagem utilizando ressonancia magnética, demonstram que pacientes
com Alzheimer possuem atrofia em regides cerebrais incluindo os lobos mediais temporal e
parietal e corno de amon 1 do hipocampo em estagios iniciais de pré-deméncia e com
pequenos comprometimentos em capacidades cognitivas tais como a memoria (DE
FLORES; LA JOIE; CHETELAT, 2015; MOODLEY; CHAN, 2014). Além disso, Karthick
e colaboradores utilizando um modelo de mimetizacdo da doenca de Alzheimer em ratos
adultos também observou neurodegeneragdo por modulagdo da expressdo génica diferencial
de receptores glutamatérgicos e colinérgicos no hipocampo ap6s aplicacdo de placas [1-
amiloides insoluveis, refletindo mudancas no sistema de circuitos neurais subjacentes aos
comprometimentos de aprendizagem e memoria, estes achados em diferentes modelos de
estudos apontam a necessidade de se investigar essas regides visando encontrar
biomarcadores e alvos terapéuticos, para melhorar a qualidade de vida destes pacientes

(KARTHICK; NITHIYANANDAN; ESSA; GUILLEMIN et al., 2019).



30

Alteragdes do cérebro na Doenga de Alzheimer
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Figura 3 - Alteracdes no hipocampo decorrentes do Alzheimer. Retirado Hernandez e

colaboradores, 2010.

2.2.3 KEstresse Oxidativo, Funcionalidade Mitocondrial e Desnutricio Proteica

Materna

Dentro das alteragdes promovidas pela DPM, podemos destacar as que ocorrem no
metabolismo energético (FERREIRA; LIU; FERNANDES; LAGRANHA, 2016). Dentre
elas, o estresse oxidativo (EO), destaca-se atuando como um dos principais efeitos deletérios
em decorréncia de uma reducdo drastica na oferta de proteina da dieta (BELCHIOR,;
FREIRE-JUNIOR; DA COSTA; VASSALLO, 2021). A descri¢gio do EO, inicia-se pela
observacdo e entendimento da teoria de EROS, que foi descrita por D.Harman e
colaboradores em 1956, que aborda a producdo fisiologica destes compostos, sendo
responsaveis por diversas funcionalidades, sinaliza¢des celulares e ativacdo/inativagdo de
reacdes quimicas em nosso organismo (HARMAN, 1956).

No entanto, apesar de possuirem esta releviancia na homeostase corporal, se faz
necessario estabelecer a manutencdo do equilibrio entre sua producdo e remog¢do de nosso
corpo, caso contrario sdo capazes de promover danos na morfofuncionalidade celular,

incluindo ataques a macromoléculas constituintes da membrana plasmatica e ou DNA
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(DIONISIO; AMARAL; RODRIGUES, 2021), associando-se a sintese de doencas cronicas
degenerativas (THIRUPATHI; PINHO; UGBOLUE; HE et al., 2020).

Nas ultimas décadas, estudos vem demonstrando que além de estar relacionada a
disfun¢des no balanco de oxidorreducdo (REDOX), a DPM pode promover alteragdes em
organelas citoplasmaticas incluindo o reticulo endoplasmatico (VICTOR; SARADA;
RAMKUMAR, 2021), e principalmente as mitocondrias pelo seu papel fundamental em
processos de respiragdo intracelular e producao de ATP (HENZE; MARTIN, 2003). Esta
organela citoplasmatica possui duas membranas (1) interna, e (2) externa, além de um espago
entre as membranas (PEREIRA; SOUZA; PAZIN; DORTA, 2012).

A produgdo de energia quimica na forma de ATP, ocorre a partir de dois processos
principais mediados pela participacdo do oxigénio (O2), o primeiro ¢ o ciclo de Krebs, foi
descoberta por Adolf Hans Krebs em 1938, e considerada um integrante da respiracdo
intracelular. Esta ¢ composta basicamente por dez reagdes quimicas que ocorrem na matriz
mitocondrial e possuem rotas anfibolicas (anabolicas e cataboélicas), tendo com desfecho a
sintese de Guanosina Tri Fosfato (GTP) além de aceptores de elétrons em sua forma reduzida
sendo eles, o Flavina Adenina Dinucleotideo (FADH2) e a Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo (NADH), que serdao utilizados no direcionamento do fluxo eletronico na
cadeia transportadora de elétrons (CTE), que consiste em cinco complexos proteicos aderidos
a membrana mitocondrial interna, tendo como desfecho a produgdo aproximadamente 36-38
moléculas de ATP (ALABDULADHEM; BORDONI, 2021; NELSON; COX, 2018).

Visto, a importancia das mitocondrias na manutencdo da homeostase corporal,
principalmente no ambito energético, estudos tem observado a sua suscetibilidade em sofrer
modifica¢cdes morfofuncionais em resposta a variabilidade ambiental, dentre elas as diversas
manifestagdes de desnutricio (VAN ZUTPHEN; CIAPAITE; BLOKS; ACKERELEY et al.,
2016). Ferreira e colaboradores, (2016) utilizaram um modelo de DPM em ratas Wistar
alimentadas durante o periodo de gestagao e lactagdo (8% de caseina) com diferentes padrdes
etarios (100 e 150 dias), com objetivo observar os efeitos deste protocolo nutricional no
tronco encefalico de filhotes machos em relagdo ao balango oxidativos e indicadores de
bioenergética mitocondrial, observaram como principais resultados, aumentos em
indicadores de EO (Malonaldeido) e redu¢do em componentes do sistema antioxidantes
enzimaticos (Superoxido Dismutase-SOD, Catalase-CAT, Glutationa S Transferase-GST,
entre outras) e ndo enzimatico (Tiois totais, glutationa reduzida-GSH, entre outros).
Adicionalmente, os autores observaram diminui¢do em indicadores de respiragdo

mitocondrial e atividade dos complexos mitocondrias I e II, além de uma superproducao de
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EROS e ERNS (espécies reativas de nitrogénio) no tronco encefalico (FERREIRA, D. J. S.;
PEDROZA, A. A.; BRAZ, G. R. F.; FERNANDES, M. P. et al., 2019; FERREIRA; LIU;
FERNANDES; LAGRANHA, 2016). Ja no tecido cardiaco em animais de 100 dias, os
autores observaram redu¢do no consumo de oxigénio e controle respiratorio, além de
aumento do EO e redu¢do das defesas antioxidantes. Por fim, os autores concluiram que a
DPM promove alteracdes no balango oxidativo e causa disfungdes nas mitocondrias
(NASCIMENTO, L.; FREITAS, C. M.; SILVA-FILHO, R.; LEITE, A. C. R. et al., 2014).

Para combater ao estabelecimento do EO, o nosso organismo dispde de defesas
antioxidantes que atuam de maneira fundamental, na preven¢do e conten¢do da producao
excessiva de EROS e ERNS. Estas podem ser divididas em duas classes principais (1)
enzimatica e (2) ndo enzimatica. Dentre os componentes do sistema antioxidante enzimatico
estdto SOD, CAT, GST, Glutationas peroxidase (GPx), dentre outras que agem por
mecanismos de prevengdo, impedindo e/ou controlando a sintese excessiva de EROS
envolvidos com as reacdes em cadeia que levam a propagacdo e amplificagdo dos danos
oxidativos (ALKADI, 2020; VAN LENTE, 1993). Por exemplo, CAT ¢ GPx atuam no
proposito de conter a producdo excessiva e acimulo de H2O2, um dos principais promotores
dos danos oxidativos, alteracdes na membrana plasmatica e acido desoxirribonucleico
(DNA) (BARBOSA; COSTA; ALFENAS; DE PAULA et al., 2010). Por outro lado, as
defesas antioxidantes ndo enzimaticas sdo encontradas especialmente na alimentacdo por
meio de vitaminas, minerais € compostos fenolicos, incluindo carotenos, vitamina E
(tocoferol) e vitamina C (&cido ascorbico) (BAST; VAN DER PLAS; VAN DEN BERG;
HAENEN, 1996; CHAKRABORTHY; RAMANI; SHERLIN; PREMKUMAR et al., 2014;
HALLIWELL; RAFTER; JENNER, 2005). Estes sdo capazes de ativar vias compostas por
moléculas tais quais GSH, GSSG e Tiois totais que possuem atuagdo cooperativa na inibi¢ao
da peroxidagdo de lipidios e na protecdo contra danos oxidativos no DNA. No entanto, sua
atuagdo pode variar de acordo com sua biodisponibilidade celular e no tecido em qual atua,
podendo nao ser capaz de inibir a propaga¢do e aumento excessivo de EROS (THOMAS;
POLAND; HONZATKO, 1995).

Neste sentido, investigacdes produzidos pelo nosso grupo de pesquisa e disponiveis na
literatura cientifica demonstram que a DPM ¢ capaz de promover reducdo na atividade destes
sistemas antioxidantes em diversos tecidos corporais, podendo levar ao EO e disfuncdes
metabolicas associadas (FERREIRA; DA SILVA PEDROZA; BRAZ; DA SILVA-FILHO et
al.,2016; FERREIRA, D. J. S.; PEDROZA, A. A.; BRAZ, G. R. F.; FERNANDES, M. P. et
al.,2019; NASCIMENTO, L.; FREITAS, C. M.; SILVA-FILHO, R.; LEITE, A. C. R. et al.,
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2014; SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA; ANDRADE SILVA et al., 2021;
SILVA, SEVERINA CASSIA ANDRADE; BRAZ, GLAUBER RUDA FEITOZA; DO
NASCIMENTO, LUCIANA CAROLINE PAULINO; SANTANA, DAVID FILIPE et al.,
2019). No entanto, ainda existem lacunas do conhecimento a serem elucidadas visando
conhecer o real comportamento destas vias sob condi¢cdes de estresse nutricional, e quais
estratégias devem ser aplicadas visando sua atenuag@o e/ou progressao a estados patologicos

SEVCros.

2.3 ESTRESSE DE RETICULO ENDOPLASMATICO

As células eucariontes possuem diversas organelas citoplasmaticas que contribuem
para manuten¢do da homeostase corporal. Dentre elas encontra-se o reticulo endoplasmatico
(RE) que estd envolvido na regulacao do metabolismo do calcio, biossintese de lipideos e
dobramento de proteinas (ALMANZA; CARLESSO; CHINTHA; CREEDICAN et al.,
2019; SCHWARZ; BLOWER, 2016). No entanto, a exposi¢ao celular ao estresse promovido
por multiplos fatores incluindo, EO, disfun¢do mitocondrial, processos inflamatorios, dentre
outros, pode provocar a instalacio do estresse de reticulo endoplasmatico (ERE)
(DANDEKAR; MENDEZ; ZHANG, 2015; SENFT; RONAI, 2015; SPRENKLE; SIMS;
SANCHEZ; MEARES, 2017).

O acumulo de proteinas mal, ou ndo dobradas, repercutem no aumento da liberacao da
proteina regulada pela glicose 78 (GRP78), associada a outros fatores de sinalizagdo celular
aderidos @ membrana do RE, incluindo Inositol que requer quinase 1 (IRE1), duplo proteina
quinase ativada por Acido Ribonucleico (RNA) semelhante ao reticulo quinase
endoplasmatico (PERK) e fator de transcricdo de ativagdo 6 (ATF6), resultando em na
ativacio do ERE (ESTEBANEZ; DE PAZ; CUEVAS; GONZALEZ-GALLEGO, 2018; LI;
LIU; CAI Ll et al., 2018). A ativagdo da sinalizacdo IRE1 produz regulacao na traducao de
proteinas ligadas ao ERE envolvidas no dobramento, maturagao, transporte e degradacgao de
proteinas podendo ativar diretamente JNK (c-Jun N-terminal quinase) e regular a apoptose
(OAKES; PAPA, 2015; QI; CHEN, 2019). A PERK ativada fosforila o fator de iniciagdo
eucariotica 21 (eIF2[1[]) para diminuir a tradu¢ao de RNA mensageiro e a carga de proteina
no RE, enquanto a traducdo de ATF4 ¢ ativada pelo eixo PERK-elF2a, que por sua vez inicia
as transcri¢des de fatores apoptdticos, incluindo a proteina homoéloga C (CHOP), que pode

ser regulada positivamente na via ATF6 (QI; CHEN, 2019).
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A literatura cientifica vem demonstrando a participacdo efetiva do ERE em diversos
fendtipo fisiopatologico, tais como o diabetes mellitus tipo 2, obesidade, doencas
cardiovasculares, depressdo e outras condigdes neurodegenarativas (BACK; KAUFMAN,
2012; LI; JIANG; LU; HU et al., 2018; MAO; HU; RUAN; Jl ez al., 2019; XIANG; WANG;
ZHANG; HAN, 2017; YILMAZ, 2017). Kong e colaboradores (2018) utilizando modelo
farmacologico para indug¢do de diabetes mellitus tipo 2 em camundongos, detectaram
alteracdes substanciais na funcionalidade cognitiva e morte neuronal na regido do cortex
cerebral e hipocampo. Os autores sugerem que estes resultados ocorreram devido a maiores
niveis das proteinas relacionados a vias de sinalizagdo do ERE tais como: Proteina Regulada
por Glicose 78 (GRP78), Inositol que requer quinase 1 (IRE-1) e apoptose celular, quando
comparados ao grupo controle ndo diabético (KONG; MA; GUO; XU et al., 2018). Em outro
trabalho, Wu e colaboradores (2016) utilizando um modelo de lesdo na coluna vertebral em

camundongos C57BL/6J, visualizaram que o estabelecimento destas lesdes e da imobilidade
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foram capazes de promover aumento na ativagdo da microglia associando-se com maior
neuroinflamagdo. Além disso, aos autores também observaram um aumento na atividade
celular de GRP78, isso demonstra uma capacidade acentuada de ERE em modelos com danos
no cortex cerebral, tdlamo e hipocampo. Em seguida, como principais desfechos deste
estudo, os autores encontraram prejuizos causados pela lesdo na coluna vertebral em
associacdo com esses processos em indicadores de neurogénese, fun¢do cognitiva e
comportamento semelhante a depressdo nestes roedores (WU; ZHAO; KUMAR; LIPINSKI
et al., 2016). Portanto, estes dados sugerem que a investigagcdo de diferentes mecanismos
ligados ao ERE e suas repercussdes em areas cerebrais distintas e em estados de saude e
doenca devem ser intensificados visando melhor elucidacdo de mecanismos indutores de
neuropatias, € possiveis agentes terapéuticos para minimiza os efeitos deletérias da ativagao

das vias de ERE.

2.3.1 Estresse de Reticulo Endoplasmatico e Desnutricao

Os impactos deletérios da desnutri¢do sdo sistémicos, ou seja, afetam todos os 6rgaos
de nosso organismo, principalmente quando ocorre em periodos criticos para o
desenvolvimento (DE BANDT, 2015; MULLER; KRAWINKEL, 2005). Os efeitos no
metabolismo energético destacam-se como causador de distirbios psicofisiologicos e o
estabelecimento de doencas cronicas na fase adulta (DOS REIS ARAUJO;
LUBACZEUSKI; CARNEIRO, 2022). Vale ressaltar que a génese destas condigdes ¢
multifatorial, sendo explicada por varios processos moleculares e celulares, incluindo o ERE
(OAKES, 2020; QI; CHEN, 2019).

No entanto, em condi¢cdes ambientes e clinicas desfavoraveis o dobramento destas
proteinas ¢ prejudicado levando a ativagdo de uma cascata complexa de sinalizacdo celular
levando a ativagao de fatores transcricionais incluindo ATF6, PERK e IRE-1[1[1[lque por
sua vez regulam os niveis de traducdo e podem encaminhar essas proteinas ndo ou mal
dobradas para rotas de apoptose celular(QI; CHEN, 2019). A literatura cientifica, demonstra
o papel do ERE como componente da fisiopatologia de diversas doengas cronicas incluindo
cardiovasculares, obesidade e certos tipos de cancer, entretanto sua atuacdo mediada por
condi¢cdes ambientais prejudiciais tais com a desnutricdo em diferentes tecidos corporais
ainda nao estd clara (OAKES, 2017). Em um estudo recente, Fernandes e colaboradores,
2022 avaliaram os impactos de 4 semanas de exposi¢cdo a desnutri¢do proteica materna

(durante os periodos de gestacdo e lactagdo) no hipocampo de ratos Wistar nos niveis de
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expressao génica de ATF6, GRP78 e PERK. Os resultados demonstraram um aumento na
expressdo de ATF6 e PERK. Os autores sugerem que a associagdo entre a DPM e o aumento
transcricional possa influenciar na degeneracdo neuronal nesta area cerebral fundamental
para o estabelecimento e controle da memodria e emocional, culminando em quadros
patologicos incluindo o Alzheimer (FERNANDES; PEDROZA; DE ANDRADE SILVA;
DE LEMOS et al., 2022).

Adicionalmente, outras evidéncias demonstram a ligagao entre desnutricdo e ERE com
outras desregulacdes metabolicas incluindo os processos inflamatorios e EO, que merecem
maiores niveis de investigacdo visando o entendimento dos diferentes mecanismos
moleculares regulados pela desnutri¢do e suas repercussdes em estados fisiologicos e
patolégicos (BANULS; DE MARANON; CASTRO-VEGA; LOPEZ-DOMENECH et al.,
2019; DE LUCA; HANKARD; BORYS; SINNETT et al., 2017; GREY; GONZALES;
ABERA; LELIJVELD et al., 2021). Por fim, deve-se incentivar o estabelecimento de
politicas publicas que tenha cada vez mais por objetivo extinguir os casos desnutri¢do e a
fome no mundo evitando efeitos devastadores na satide levando ao aumento na mortalidade

precoce (VAN DEN BROECK, 1995).

2.4 TREINAMENTO FiSICO AEROBIO E CEREBRO

Conceitualmente, o TFA pode ser definido como uma forma de exercitacdo que se
utiliza predominantemente do oxigénio para oxidar substratos organicos (carboidratos e
lipideos, principalmente) visando a obtengdo de altas quantidades de energia na forma de
ATP. Além disso, estd modalidade caracteriza-se pela execugdo de padrdes de intensidade
leves a moderados com extensdo da dura¢do do esforco fisico (CAPUTO; OLIVEIRA;
GRECO; DENADALI, 2009). Podemos compreender o TFA, através de diferentes areas do
conhecimento incluindo a bioquimica, fisiologia e biomecénica. Dentre elas a bioquimica do
exercicio aparece destacadamente neste processo (WILMORE; KNUTTGEN, 2003).

As principais reagdes quimicas ligadas ao funcionamento do sistema aerdbio estdo, o
ciclo de Krebs e CTE, que fornecem um saldo energético aproximado de 36-38 moléculas
de ATP. Entretanto a maior quantidade de energia produzida ¢ oriunda da beta-oxidacdo
mitocondrial, que se utiliza do transporte de dacidos graxos através de proteinas
transportadoras denominadas carnitina palmitoil transferase (CPT) produzindo um saldo

energético aproximado de 129 moléculas de ATP, que auxiliam na produc¢ao de modificagdes
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em componentes periféricos e centrais do nosso organismo (CURI; LAGRANHA; G JR;
PITHON-CURI et al., 2003; SCHULZ, 1991).

Estas encontram-se na musculatura estriada esquelética que por sua vez, sofre
modifica¢des funcionais em decorréncia da utilizagdo constante do metabolismo aerdbio para
fornecimento de energia durante o esforco fisico de longa duragdo e padrdo de intensidade
leve & moderado (GUIMARAES; DE ANDRADE ADELL; DE FELICIO, 2010;
MINAMOTO, 2005). Incluindo, altera¢des destaca-se o aumento no numero de fibras tipo I,
ou vermelhas, ou de contragdo lenta, incremento de mioglobina e nimero de mitocondrias
(BOUVIERE; FORTUNATO; DUPUY; WERNECK-DE-CASTRO et al, 2021,
GUIMARAES; DE ANDRADE ADELL; DE FELICIO, 2010). Além disso, este processo
de condicionamento fisico aerdbio tem por finalidade o aumento na aptiddo
cardiorrespiratdria, que possui como principal indicador o volume de oxigénio méaximo
(VO:Miéx), que conceitualmente refere-se a quantidade de oxigénio que o organismo
consegue absorver e utilizar durante a realiza¢do de esforcos fisicos incluindo atividade e
exercicio fisico. A literatura cientifica demonstra que a redugdo nos niveis de VOrméx
associa-se com o surgimento de patologias metabdlicas incluindo obesidade e
neurodegenerativas (CHOI; CHANDRASEKARAN; DEMAREST; KRISTIAN et al., 2014;
RAISTENSKIS; SIDLAUSKIENE; STRUKCINSKIENE; UGUR BAYSAL et al., 2016).
Deste modo, entender as repercussdes do TFA no microambiente cerebral ¢ fundamental
para manutencdo de sua homeostase, além de poder utilizd-lo como ferramenta ndo
farmacoldgica no combate ao estabelecimento de diferentes condigdes patoldgicas ligadas
ao cérebro.

O cérebro ¢ um dos principais 6rgdos de nosso organismo, atuando com regulacdes
centrais e periféricas de inumeras fung¢des incluindo contracdo muscular, ritmo
cardiorrespiratdrio, secre¢cao de hormonios, neurotransmissao e dentre outras (ANOKHIN,
2017; RAICHLE, 2010). Além disso, destaca-se pelo planejamento, execugdo e controle de
fungdes cognitivas incluindo memoria, controle inibitdrio, aprendizado, linguagem e
armazenamento de informagdes (NAKAJIMA; SCHMITT, 2020; VAN DE GEER;
JASPARS, 1966).0 funcionamento cerebral adequado garante protetividade contra o
estabelecimento de doengas neuropsiquiatricas, incluindo transtornos e doengas tais como
ansiedade, depressdo, Parkinson e Alzheimer (BEITZ, 2014). Além disso, a mediagdo deste
funcionamento depende da estimulacdo e atuagdo de varios mecanismos neurais, incluindo
neurogénese, transmissao sindptica, producdo de fatores neurotrofico e angiogénese. Neste

sentido, evidencias demonstram que ferramentas ligadas ao estilo de vida incluindo o TFA
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sdo capazes de modular positivamente estes mecanismos e devem ser profundamente
investigados. Zeev e colaboradores, 2022 apontam que o TFA ¢ capaz de promover
neurogénese através da ativacao de vias de sinalizacdo molecular e celular ligado a produgao
de fatores neurotrofico incluindo BDNF, em condi¢des de saude e clinicas desfavoraveis
como por exemplo Alzheimer e disfun¢des cognitivas (BEN-ZEEV; SHOENFELD;
HOFFMAN, 2022). A producao de novos neurdnios em resposta ao TFA ocorre devido a
sinalizagdes e estimulos em células neuro-progenitoras localizadas em &reas ou regides
cerebrais incluindo o hipocampo, podendo deste modo atenuar desfechos adversos (DE
SOUSA FERNANDES; ORDONIO; SANTOS; SANTOS et al., 2020).

Além disso, a formacdo destas novas células possibilita o incremento na
conectividade sindptica e trafego de substancias ou mediadores quimicos que atuam de modo
adjuvante na promoc¢do e desenvolvimento da plasticidade cerebral (BEKINSCHTEIN;
CAMMAROTA; MEDINA, 2014; MARTIN; GRIMWOOD; MORRIS, 2000; NEVES;
COOKE; BLISS, 2008; VON BOHLEN UND HALBACH; VON BOHLEN UND
HALBACH, 2018). Mu e colaboradores, 2022 aplicaram 12 semanas de TFA em esteira no
modelo de Alzheimer em camundongos, que foram capazes de promover aumento no niimero
de sinapses, parametros estruturais sinapticos, aumento na expressdo de sinaptofisina
(marcador de atividade pré-sinaptico) e complexidade dendritica no cortex pré-frontal e
hipocampo. O fortalecimento de plasticidade sindptica pode representar uma explicacdo
fundamental para os beneficios cognitivos e comportamentais (MU; CAI; GU; YU et al.,
2022).

Por fim, evidéncias consistentes semelhantemente observam que o TFA ¢ capaz de
atuar efetivamente na producdo de vasos sanguineos cerebrais que favorecem o incremento
no trafego de nutrientes e oxigénio, repercutindo em maiores niveis na plasticidade cerebrais
e desfechos positivos na atividade e funcdo cerebral. Morland e colaboradores, 2017
utilizando camundongos selvagens aplicaram com frequéncia de 5 vezes por semana durante
7 semanas, como resultados observou-se o aumento na expressdo de lactato sanguineo
culminando em maiores niveis do fator de crescimento endotelial e densidade capilar, sendo
fundamentais para prevengdo e reabilitagdo de desfechos catastroficos incluindo acidente
vascular encefalico e doengas cronicas causadas em parte pela diminuicdo da motricidade
regular (MORLAND; ANDERSSON; HAUGEN @; HADZIC et al., 2017).

Além destas evidéncias, o cenario de crescimento alarmante da inatividade fisica
com estabelecimento do comportamento sedentdrio ¢ considerado como um problema de

saude publica pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS). Sendo responsavel em grande
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parte pelo surgimento de doengas cardiovasculares, obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e
certos tipos de cancer levando ao aumento da mortalidade (BELLETTIERE; HEALY;
LAMONTE; KERR et al., 2019; BIDDLE; GARCIA BENGOECHEA ; PEDISIC; BENNIE
et al., 2017; DESPRES, 2016; GILCHRIST; HOWARD; AKINYEMIJU; JUDD et al.,
2020). Desta forma, o American College Sports Medicine (ACSM) recomenda que se realize
300 minutos de atividades aerobias em intensidade moderada (60-80% do VO2 Max), ou 150
minutos em intensidade vigorosa, incluindo o TFA (80-95% do VO, Max) (PESCATELLO;
RIEBE; THOMPSON, 2014), visando desenvolver uma melhor condigdo de satde

psicofisiolédgica.

2.4.1 Treinamento Fisico Aerobio, Estresse Oxidativo e de Reticulo Endoplasmatico

O controle da homeostase energética ¢ fundamental para manutengdo do
funcionamento celular. Entretanto, disturbios energéticos podem ocorrer em resposta a
desregulagdes ambientais e genéticos, levando ao estabelecimento de doencas cronicas
incluindo cardiovasculares, metabdlicas e diversos tipos de cancer. Dentre elas destacam-se
as duas formas de estresse celular: EO e ERE (SENFT; RONALI 2015). O EO ¢ um processo
complexo que se caracteriza basicamente por desbalanco entre a producdo excessiva de
espécies reativas principalmente de oxigénio e nitrogénio associado a reducdo de defesas
antioxidantes, culminando em danos severos na morfofuncionalidade da célula. Esse
processo, relaciona-se com outras condi¢gdes incluindo a disfungdo mitocondrial,
desregulagdo do metabolismo de célcio e proteinas (BHATTI; BHATTI; REDDY, 2017;
KUDRYAVTSEVA; KRASNOV:; DMITRIEV; ALEKSEEV et al., 2016; LIN; BEAL,
2006).

Sabe-se que EO também influencia no surgimento do ERE que se caracteriza por
anormalidades no processo de dobramento das proteinas mediada pela ativagao de fatores de
sinalizagcdo celulares descritos anteriormente na presente tese. A literatura cientifica
demonstra que a associagdo destes fatores implica na amplificagdo do estresse celular
levando a produgdo de efeitos deletérios tais como taxas elevadas de apoptose levando ao
estado de disfuncdo organica e condicdes patologicas incluindo diabetes mellitus e doengas
neurodegenerativas (ASHRAF; SHEIKH, 2015; NAKKA; PRAKASH-BABU;
VEMUGANTI, 2016). Na tentativa de atenuagdo destas condigdes, preconiza-se a utilizagcao
de estratégias ligadas ao estilo de vida incluindo a pratica do TFA (DANDEKAR; MENDEZ;
ZHANG, 2015).
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A atuagdo desta modalidade de treinamento fisico ¢ amplamente conhecida por seus
efeitos benéficos na regulagdo do EO em condi¢des de satde e doencga. Park e colaboradores,
2022 utilizando exercicio fisico aerobio moderado (55% do VO, maximo) durante 4 semanas
com frequéncia de 3 vezes por semana em mulheres com obesidade. Nos resultados aumento
o status antioxidante total, além da redu¢@o do fator de necrose tumoral alfa relacionado ao
processo inflamatorio (PARK; NICKERSON, 2022). Em condi¢des nutricionais adversas,
incluindo a desnutricdo proteica materna que aumenta a producdo de EO de acordo com
diversas evidéncias em tecidos incluindo tecido cardiaco e nervoso, Pedroza e colaboradores
2021, identificou redugdo nos niveis de indicadores de EO com consequente aumento das
defesas antioxidantes no tecido cardiaco ap6s 4 semanas de TFA em ratos Wistar
desnutridos(SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA; ANDRADE SILVA et al.,
2021).

Fernandes e colaboradores, 2022 também observaram no hipocampo efeitos
semelhantes utilizando o mesmo modelo de DPM e TFA, isso aponta para reprodutibilidade
do modelo e validade dos resultados obtidos. Quando tratamos do ERE, os resultados do
TFA também demonstram-se efetivos (SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA;
ANDRADE SILVA et al., 2021). Cheng e colaboradores, 2022 demonstram que o TFA em
modelo aquatico durante 8§ semanas demonstrou eficdcia na regulacdo de diferentes
marcadores do ERE incluindo ATF6, CHOP, GRP78 ¢ PERK que atuam no controle
traducional, bem como ativacado e translagdo de fatores apoptose (CHENG; DUN; CHENG;
RIPLEY-GONZALEZ et al., 2022). Em um estudo, pioneiro Fernandes e colaboradores
observaram no hipocampo alteragdes similares promovidas pelo TFA em esteira durante 4
semanas com frequéncia de 5 dias por semana e durac¢do da sessdao de 60 minutos em ratos
Wistar expostos a DPM. Os autores sugerem que o controle destes dois processos (EO e
ERE) ¢ essencial para manuten¢do da estabilidade fisiologica prevenindo o estabelecimento
de distarbios energéticos severos, se mostrando uma ferramenta potencial para elaboracdo
de estudos futuros em diferentes condi¢des experimentais e clinicas, trazendo beneficios a
saude (CHENG; DUN; CHENG; RIPLEY-GONZALEZ et al., 2022; FERNANDES;
PEDROZA; DE ANDRADE SILVA; DE LEMOS et al., 2022).
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3 HIPOTESE

No presente estudo, trabalhamos a hipotese de que o treinamento fisico aerobio em
intensidade moderada na idade juvenil restaurard a fun¢do mitocondrial, reduz o estresse
oxidativo e de reticulo endoplasmatico, e a ativagao neural no cortex pré-frontal e hipocampo

de ratos Wistar machos desnutridos durante o periodo de gestacdo e lactacao.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do treinamento fisico aerobio em intensidade moderada sobre
parametros da fun¢do mitocondrial, balango oxidativo, estresse de reticulo endoplasmatico e
ativacdo neural no cortex pré-frontal e hipocampo de ratos Wistar machos submetidos a

desnutricao proteica materna.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliou-se e sera avaliado aos 60 dias de vida:

e Indicadores da fungdo mitocondrial (atividade de citrato sintase ¢ niveis de NAD" e
NADH no musculo esquelético, cortex pré-frontal e hipocampo),

e Indicadores de Estresse Oxidativo (Malonaldeido: peroxidacao lipidica e Carbonilas:
oxida¢ao de proteinas);

e Atividade Enzimatica Antioxidante: Superdxido dismutase (SOD), Catalase (CAT),
Glutationa S Transferase (GST),

e Atividade Nao Enzimatica Antioxidante: Niveis de Glutationa reduzida (GSH),
Glutationa oxidada (GSSG), estado REDOX e Tidis totais;

e Expressdo de genes ligados ao estresse de reticulo endoplasmatico (PERK, ATF6 e
GRP78) no cortex pré-frontal e hipocampo de ratos Wistar machos desnutridos no
periodo perinatal.

e Expressdo génica do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 AMOSTRA E INDUCAO DA DESNUTRICAO

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar oriundos da colonia do
Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram
mantidos em biotério de experimentagdo com temperatura de 22 + 2 °C, ciclo claro-escuro
de 12/12 horas no Centro Académico de Vitoria-UFPE. Apods o periodo de adaptacao, as
ratas quando em periodo estral, foram colocadas para acasalar na propor¢do duas fémeas para
um macho (SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA; ANDRADE SILVA et al., 2021).

Desse modo, foram utilizadas oito progenitoras (com ninhada de oito filhotes cada),
sendo que, de cada progenitora utilizou-se dois filhotes para cada andlise experimental. As
progenitoras foram divididas em dois grupos de acordo com a dieta fornecida: controle (C,
caseina a 17%) e desnutridas (D, caseina a 8%) (Tabela 1). Na lactacdo, as progenitoras
receberam dieta experimental conforme o seu respectivo grupo e apds o desmame (21 dias
de idade), todos os filhotes alimentaram-se de dieta normo-proteica (Caseina 17%) para

suprir todas as necessidades nutricionais durante a fase de crescimento.
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Figura 5 - Modelo experimental utilizado durante o estudo

Tabela 1 - Composi¢ado dietética ofertada aos animais Wistar (Normo e Desnutridos).

Ingredientes Quantidade*
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(8 % de Caseina)

(17% de Caseina)

Caseina 88,0¢g 1940 g
Mix Vitaminico 10,0 g 10,0 g
Mix Mineral 350¢g 350¢g
Celulose 50,0 g 50,0 g
Bi tartarato de Colina 25¢g 25¢g
DL-Metionina 30g 30g
Oleo de Soja 76,0 ml 76,0 ml
Amido de Milho 503,486 g 397,486 g
Amido Dextrinizado 1320 ¢g 1320 ¢g

*Quantidade para 1 kg de dieta. Descrito por Reeves, (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993)

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Aos 30 dias de vida, os grupos normonutridos (N) e desnutridos (D) foram

subdivididos em sedentarios (NS e DS) e treinados (NT e DT).
5.3 ASPECTOS ETICOS

A utilizagdo do modelo animal foi aprovada pelo Comité de ética no uso de animais
da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), com ntmero de processo
0060/2018. A manipulacdo e o cuidado com os animais seguiram as recomendacdes do

National Institutes of Health (NIH).
5.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO E TESTE DE ESFORCO FisIco

O protocolo de treinamento fisico aerobio foi realizado em intensidade moderada,
utilizando-se de esteira ergométrica Inbramed modelo KT 10200 adaptada para ratos, de
acordo com o protocolo experimental previamente publicado (BRAZ; FERREIRA;
PEDROZA; DA SILVA et al., 2015; SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA;
ANDRADE SILVA et al., 2021), que consistiu em quatro semanas de treinamento aerébio
com frequéncia de 5 dias.sem™!, duragdo de 60 min.dia™! a 50% da velocidade maxima em
teste aerobio (VOamax). Um teste de esforgo incremental méximo foi realizado no 6° dia de
cada uma das quatro semanas de treinamento, com finalidade de estabelecer e certificar-se
sobre a manuten¢do do padrdo de velocidade e intensidade moderada a 50% da VOozmax
conforme protocolo publicado anteriormente. Os grupos NS e DS permaneceram nas gaiolas,

no mesmo ambiente dos animais treinados.

5.5 PROCESSO DE EUTANASIA E REMOCAO DO CORTEX PRE-FRONTAL E
HIPOCAMPO
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Os animais foram decapitados com a utilizagdo da guilhotina e foram removidos o
cortex pré-frontal, hipocampo e musculos esqueléticos soleo e extensor longo dos dedos
rapidamente. Os tecidos foram armazenados em freezer -20 °C apenas para posteriores

analises.

5.6 PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO PARA ANALISE DE
BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Para as andlises bioquimicas, os tecidos foram homogeneizados em tampao de
extragdo (Tris base 100 mM, pH 7,5; EDTA 10 mM; NP 40 (0,1%), com coquetel de
inibidores de protease). Para quantificagdo proteica e demais analises as amostras foram
centrifugadas a 4°C, por 5 min e somente o sobrenadante foi utilizado (BRAZ; PEDROZA;
NOGUEIRA; DE VASCONCELOS BARROS et al., 2016; DA SILVA PEDROZA;
LOPES; MENDES DA SILVA; BRAZ et al., 2015).

5.7 DOSAGEM DE PROTEINA

A concentracdo de proteina da suspensdo de cada tecido foi determinada pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976; HE, 2011), em comprimento de onda de 595 nm. A
absorbancia foi considerada diretamente proporcional a concentracao de proteina de solucdo

de albumina de soro bovino 1% utilizada como padrao.
5.8 CINETICA DA OXIDACAO DE NUCLEOTIDEOS DE PIRIDINA (NAD*/ NADH)

Alteracdes na oxidac¢do e redugcdo de nucleotideos de piridina na suspengdo no
homogenato (1 mg/ml) foi avaliada em um espectrofotdmetro durante 1 minuto (Biochrom
Libra S12 UV-Visible, Estados Unidos) usando comprimento de excitacdo e emissao de 340
e 370 nm respetivamente. A extensdo da oxidagdo dos nucleotideos de piridina foi calculada
em fun¢do do decaimento da fluorescéncia, com controle de temperatura e agitagdo. A
calibragdo interna foi realizada pela adi¢do de quantidades conhecidas de NADH

(LEHNINGER; VERCESI; BABABUNMI, 1978).
5.9 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CITRATO SINTASE

A citrato sintase ¢ a primeira enzima no ciclo de Krebs e catalisa a condensagao de
acetil-CoA com oxaloacetato para formar citrato (WIEGAND; REMINGTON, 1986). Sua
avaliagdo ¢ utilizada como um indicador de fun¢ao mitocondrial e também de treinabilidade.
Dessa forma, foi avaliada a atividade enzimatica nos musculo esqueléticos séleo e extensor

longo dos dedos, cortex pré-frontal e hipocampo de todos os grupos experimentais (LE
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PAGE; NOIREZ; COURTY:; RIOU et al., 2009). Tal procedimento consiste em uma reagao
contendo (em mmol /L) 100 de Tris-HCL, 1 de MgCI2, 1 EDTA, 0,2 5,5-ditiobis (acido 2-
nitrobenzoico), 3 acetil-CoA redutase, 5 oxaloacetato e 0,3 mg /mL de homogeneizado. A

atividade da citrato sintase foi avaliado durante 3 min no comprimento de onda de 420nm, e

os resultados expressos em U/mg proteina (ALP; NEWSHOLME; ZAMMIT, 1976).
5.10 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

5.10.1 Medida da substincia reativa ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Para dosagem de malonaldeido (MDA) foi utilizada a técnica colorimétrica de Buege
e Aust (1978), com finalidade de avaliar a peroxidagao lipidica. Para isso, uma aliquota do
homogenato de cortex pré-frontal e hipocampo foram associadas ao &cido tricloroacético
(TCA) a30% e Tris-HCL (3mM, pH 7,4) apds este momento foi realizada uma centrifugacao
a 3.000 rotagdes por minuto (RPM) em 10 minutos e adi¢ao de 4cido tiobarbitarico a 0,73%,
reagindo com os produtos da peroxidagdo lipidica e formando um composto de coloracdo
rosada. Em seguida, o composto foi incubado por quinze minutos a 100° C. Apods este
processo, foi utilizada uma cubeta de quartzo para leitura da absorbancia a 535 nm. Os
resultados foram expressos em milimoles por miligrama (mg) de proteina (BUEGE; AUST,

1978).
5.10.2 Oxidagdo proteica

Para avaliagdo do nivel de oxidacdo de proteinas foi realizada a andlise de carbonilas
descritas por Reznick e Packer (1994). Ao homogenato, mantido em gelo, foi adicionado
TCA 30% e levado a centrifuga por 14 minutos a 1.180g. Apds centrifugacao o sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspendido em 10mM de 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) e
incubado em sala escura a temperatura ambiente por uma hora com agitacdes programadas
a cada 15 minutos. Apds periodo de incubagdo, as amostras foram lavadas em tampdo
etil/acetato e centrifugadas trés vezes e o pellet ressuspendido em 6M de hidrocloreto de
guanidina, incubado por 30 minutos a 37°C e a absorbancia verificada a 370nm. Os

resultados foram expressos em mM/mg de proteina (REZNICK; PACKER, 1994).

5.11 ATIVIDADE ENZIMATICA ANTIOXIDANTE
5.11.1 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superdxido dismutase foi avaliada através do método da oxidagdo da

adrenalina, o qual compete com a SOD podendo ser medido em espectrofotdometro a 480nm.
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Em uma cubeta de quartzo de ImL, foi adicionado tampao carbonato 0,1M (pH10,2), EDTA
0,ImM, amostra e adrenalina 150mM. A diminui¢do na absorbancia foi seguida por 90
segundos a 30°C no comprimento de onda de 480nm e os resultados expressos em U/mg

proteina (MISRA; FRIDOVICH, 1972).
5.11.2 Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi avaliada através da decomposi¢ao do peroxido de
hidrogénio (H20.), verificada por uma absorbancia de 240 nm numa temperatura de 20°C.
Em um meio de reagdo, contendo tampao fosfato 50mM (pH 7,0) amostra e H>O; 0,3mM. A
absorbancia foi analisada durante 3 minutos e os resultados expressos em U/mg (AEBI,

1984).
5.11.3 Glutationa S transferase (GST)

Foi realizada a atividade da Glutationa-S-Transferase (GST) descrita por Habig
(1974). O procedimento constituiu da adicdo de tampao fosfato de potassio 0,1M (pH 6,5);
EDTA 1mM; GSH 1mM; amostra ¢ 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 1mM. A atividade
enzimatica foi avaliada a partir da formacdo de 2,4-dinitrofenil-s-glutationa (DNP-SG) por
minuto a 30°C, sendo monitorada via espectrofotdmetro com comprimento de onda igual a

340nm. A atividade da GST foi expressa em U/mg proteina (HABIG; PUBST, 1974).
5.12 ATIVIDADE NAO ENZIMATICA ANTIOXIDANTE

5.12.1 Glutationa Reduzida (GSH), Oxidada (GSSG) e Estado REDOX (GSH/GSSG)

O meio para realizagdo do ensaio foi composto por tampao fosfato 0,1M (pH 8,0)
contendo EDTA 5mM e amostra, o qual foi incubado com O-Phthaldialdehyde (OPT)
Img/mL em temperatura ambiente por 15 minutos. Depois da incubagdo, sua fluorescéncia
foi analisada em um comprimento de excitacdo e emissdo de 350nm e 420nm,
respectivamente. Para andlise dos niveis de GSSG, as amostras foram incubadas com N-
ethylmaleimida (NEM) 0,04M por 30 minutos a temperatura ambiente seguido pela adicao
do tampao NaOH 0.1M ao meio. Em seguida, as amostras foram incubadas com o-
Phthaldialdeido (OPT) Img/mL em temperatura ambiente por 15 minutos e tiveram sua
fluorescéncia comparada a uma curva de concentragdes conhecidas de GSSG. O estado redox

foi determinado pela razao GSH/GSSG com previamente descrito (HISSIN; HILF, 1976).

5.12.2 Sulfidrilas (Tidis totais)
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O conteudo total de tiois ligado a proteina foi descrito por Aksenov e Markesbery
(2001) (AKSENOV; MARKESBERY, 2001). A redugdo de 5,5-ditiobis (&cido 2-
nitrobenzo6ico) pelos grupos tiol foi medida em homogenato contendo 200 miligramas de
proteina, resultando na geracdo de um composto com pigmenta¢do amarela, cuja absorgao ¢
medida espectrofotometricamente a 412 nm (ELLMAN, 1959; WALMSLEY;
ABERNETHY; FITZGERALD, 1987).

5.13 EXTRACAO DO RNA MENSAGEIRO

RNA total foi obtido pelo método de extragdo com isotiocianato de guanidina usando
o reagente Trizol. Inicialmente os tecidos foram lisadas usando Trizol, depois de 5 minutos
de incubagdo, a temperatura ambiente, foi acrescentado cloroférmio e centrifugados a 12000
g por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida a outro tubo, adicionado de isopropanol
gelado e depois incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente € nova centrifugagdo a
12000 g por 10 minutos. O RNA formado foi lavado com etanol a 75% e centrifugado a 7000
g por 5 minutos. O sedimento de RNA (pellet) foi ressuspenso em agua livre de RNase, em

aliquotas e armazenado.

A quantificagdo do RNA foi realizada em duplicata diluindo as amostras 1:150 em
agua isenta de RNase. A absorbancia da amostra foi determinada por espectrofotometria nos
comprimentos de onda de 260 nm (correspondente ao pico de absor¢cao de RNA) e 280 nm
(correspondente ao pico de absor¢do de proteinas). Para a analise da pureza do RNA, foi
dividido o valor da absorbancia obtido a 260 nm pelo obtido a 280 nm, e apenas amostras
que apresentaram a razao 260/280 igual ou superior a 1.8, foi utilizado para as analises de

RT-PCR (SANTANA; FERREIRA; BRAZ; SOUSA et al., 2019).

5.13.1 Analise de Expressao Génica por Real Time PCR (RT-PCR)

As reagdes foram realizadas para os genes (PERK, ATF6, GRP78, BDNF, B2M),
todos os parametros foram avaliados utilizando concentragdes constantes de RNA
mensageiro e seguindo as normas do fabricante do kit SuperScript® III Platinum® SYBR®
Green One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen, USA). Usando também a expressao do gene B2M
como o gene normalizador para cada amostra e a quantificacdo da expressdo foi de acordo

com o calculo da concentragdo relativa, ou 24t (PFAFFL, 2006).

Tabela 2 - Sequéncia de Oligonucleotideos sintetizados:

Genes Foward primer (5- 3') Reverse primer (3°-5)
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PERK TGTGCAGGAAGGAGAACCTTA GGCCAACATTAATCAGATTCCATAC
ATF6 TCGAAGGGATCACCTGCTAT CGAGGAGCTTTTGATGTGGA

GRP78 CGTCGTATGTGGCCTTCACT ATTCCAAGTGCGTCCGATGA
BDNF ACG GTC ACA GTC CTT GAA AAG GGATTG CACTTG GTCTCG TA

B2M  TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG

6 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a analise descritiva dos dados, sendo estes expressos em média e erro
padrdo da média (EPM) para dados paramétricos ou mediana com escore maximo e minimo
para dados ndo paramétricos. Todos os dados obtidos no presente projeto foram submetidos
a andlise de normalidade dos dados utilizando o teste de Shapiro Wilk. Os dados com
distribuicao paramétrica foram analisados pelo teste de variancia ANOVA Two-Way (Grupos
vs Intervencdo), seguido do post-test de Tukey para observancia de multiplas comparagdes.
Entretanto, para os dados que ndo obtiveram distribuicdo paramétrica, utilizou-se o teste de
Kruska-Wallis, seguido pelo post test de Dunn para multiplas comparagdes. O nivel de
significancia em todos os casos foi mantido em p < 0,05.

A construcdo e armazenamento da matriz de dados foi realizada no Microsoft Excel,
versdo Windons, USA, 2016 e as analises estatistica foram realizadas no software Graphpad

Prisma v.6.0 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA).
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7 RESULTADOS

7.1 Atividade da enzima citrato sintase no musculo esquelético de ratos Wistar

normonutridos e desnutridos.

Inicialmente, nos realizamos no musculo extensor longo dos dedos a atividade de
citrato sintase visando demonstrar adaptabilidade aerdbia nos ratos Wistar promovida pelas
4 semanas de treinamento fisico. Quando comparamos o efeito isolado da DPM ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significantes (DS: 1.166 £ 0.16 U/mg de proteina vs
NS: 0.778 £ 0.32 U/mg de proteina, p = 0.92). Semelhantemente, quando avaliamos o efeito
isolado do TFA nao observamos significancia estatistica entre os grupos NT (1.64 £+ 0.50
U/mg de proteina vs NS: 0.778 £ 0.32 U/mg de proteina, p = 0.07). Entretanto, quando
comparamos os efeitos associados entre DPM e TFA, pudemos observamos um aumento de
64.30% na atividade de citrato sintase no grupo DT quando comparado ao grupo DS (1.804
+ 0.54 U/mg de proteina vs 1.166 £ 0.16 nmol/ mg de proteina, p = 0.04).

Figura 6 - Atividade de citrato sintase no musculo esquelético de ratos Wistar
(normonutridos e desnutridos) apds quatro semanas de TFA; (NS =5; DS =9; NT =4; DT
=6); *p=0.04
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7.1.1 Atividade da enzima citrato sintase no cortex pré-frontal de ratos Wistar

normonutridos e desnutridos.

No presente estudo nos analisamos a atividade da enzima citrato sintase no cortex
pré-frontal (Figura 7). Esta enzima ¢ responséavel por mediar a formagao do acido citrico no

ciclo de Krebs, que consiste em produto de uma relacdo de condensacdo entre o acetil-
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coenzima A (Acetil-CoA) e o oxalacetato. Nossos dados demonstraram que os ratos DS
apresentaram uma reducao significante de 56.94% (1.145 + 0,19 U/mg de proteina, p = 0,02)
na atividade de citrato sintase em comparagdo aos ratos NS (1.797 + 0,15 U/mg de proteina).
Adicionalmente, quando avaliamos o efeito do treinamento fisico aerébio nos ratos NS e NT,
ndo houve diferencas significantes (p = 0,58). Entretanto, quando realizamos a comparag¢ao
os dois grupos desnutridos, observamos que o grupo desnutrido treinado (DT) apresentou
um aumento significante de 34,53% (1.749 + 0,43, p = 0,03 U/mg de proteina), em
comparagdo ao grupo DS (1.145 £+ 0,19 U/mg proteina).

Figura 7 - Atividade de citrato sintase no cortex pré-frontal de ratos Wistar (normonutridos

e desnutridos) ap6s quatro semanas de TFA; (NS = 5; DS =4; NT = 5; DT = 6); *p=0.02.
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7.2 Cinética da oxidorredugao dos nucleotideos de piridina (NAD*/ NADH) no cortex pré-

frontal de ratos Wistar normonutridos e desnutridos.

Em seguida, avaliamos as mudangas na oxidagdo e redug¢do de nucleotideos de
piridina, esses compostos podem atuar como indicadores de fungdo mitocondrial através de
associacdo com a fosforilacdo oxidativa (ZHAO; JIANG; ZHANG; YU, 2019). Nos niveis
de nicotinamida adenina dinucleotideo em sua forma oxidada (NAD"), ndo foram observadas
diferencas significantes entre todos os grupos (Figura 8A). Similarmente, nos niveis de
Nicotinamida adenina dinucleotideo em sua forma reduzida (NADH) nao foram visualizadas

diferengas significantes entre os grupos DS e NS (p = 0,92) (Figura 8.B).
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No entanto, quando comparamos os grupos normonutridos, o grupo de ratos NT
obteve um aumento significante de 63,09% (1.684 + 0,70 uM/mg de proteina, p = 0,002),
apos 4 semanas de TFA em relacdo ao grupo NS (0.622 £+ 0,15 uM/mg de proteina). Em
adi¢do, nos também comparamos os dois grupos desnutridos. Neste sentido, quando
visualizamos o efeito associativo entre desnutricdo e TFA, podemos observar que o grupo
DT apresentou um incremento significante de 56.33% (1.841 + 0,51 uM/mg de proteina, p =
0,005), em comparacao com o grupo DS (0.804 + 0,53 uM/mg de proteina).

Por ultimo, analisamos a razdo de oxidorreducdo (NAD*/NADH), ndo houve
diferengas significantes entre os grupos DS e NS (p = 0.99), bem como na comparagao entre
os grupos NT e NS (p = 0.28). Em contraste, quando comparamos os grupos DT e DS, os
ratos sedentarios obtiveram um incremento significante de 66,26% (10.697 £+ 6,85 uM/mg
de proteina, p = 0,03), em relacdo aos ratos treinados (3.610 = 0,54 uM/mg de proteina),
(Figura 8C).

Figura 8 - Cinética da oxidorreducao de nucleotideos de piridina no cortex pré-frontal de
ratos Wistar rats (normonutridos e desnutridos) apos quatro semanas de TFA; A) NAD" (NS
=5,DS=10; NT=5; DT =11); B) NADH (NS =6; DS =7; NT =7; DT = 6); C) razao
NAD*/NADH (NS =4; DS = 5; NT = 5; DT = 6); *p=0.03; **p<0.002, ***p=0.0005.
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7.3 Indicadores de estresse oxidativo no cortex pré-frontal de ratos Wistar normonutridos e

desnutridos.

Visando elucidar os reais efeitos da desnutricdo proteica materna sobre indicadores
do estresse oxidativo nos avaliamos os niveis de malonaldeido (MDA), este ¢ um dos
mediadores do processo de peroxidagao lipidica, além dos niveis de carbonilas responsaveis
por danos na membrana celular, em resposta ao aumento da oxidagao de proteinas (DALLE-
DONNE; ROSSI; GIUSTARINI; MILZANI et al., 2003). Com isso, na analise de MDA
(Figura 9.A), quando comparados os grupos DS e NS, ndo foram observadas diferencas
significantes (4.893 £+ 1.87 vs 3.007 £ 1.74 mmol/mg de proteina, p = 0.21). Em adicao,
também nao foram visualizadas diferencas significantes nos grupos NT e NS (3.471 £ 1.96
vs 3.007 £ 1.74 mmol/mg de proteina, p = 0.95), bem como DT e DS (3.381 + 1.76 vs 4.893
+ 1.87 mmol/mg de proteina, p = 0.34).

Além disso, na andlise de carbonilas (Figura 9.B) de maneira similar ndo encontramos
diferengas significantes entre os grupos DS e NS (48.36 &+ 14.1 vs 35.18 £ 5.66 mmol/mg de
proteina, p = 0.33), bem como nos NT e NS (54.13 £ 16.6 vs 35.18 £ 5.66 umol/mg de
proteina, p = 0.16). No entanto, quando comparamos os grupos DS e DT, os animais

sedentarios demonstraram uma elevagdo significante de 75.60% (48.36 = 14.1 vs 27.21 +
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10.4 pmol/mg de proteina, p = 0.004) nos niveis de carbonilas no cortex pré-frontal, quando

comparados com os ratos que realizaram TFA por 4 semanas.

Figura 9 - Niveis de marcadores de estresse oxidativo no cortex pré-frontal de ratos Wistar
(normonutridos e desnutridos) apds quatro semanas de TFA; A) MDA (NS =7; DS =8§; NT
=9; DT =9); B) Carbonilas (NS =4; DS = 10; NT = 8; DT = 8); *p=0.01,**p=0.004.
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7.4 Componentes antioxidantes enzimdticos no cortex pré-frontal de ratos Wistar

normonutridos e desnutridos.

Por outro lado, ndés avaliamos a atividade de enzimas constituintes do sistema
antioxidante: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S transferase (GST).
Na andlise da enzima SOD responsavel pela catalisagdo a dismutagdo do superoxido em
oxigénio (O2) e peroxido de hidrogénio (H»0,) (Figura 10.A), ndo foram encontradas
diferencas significantes quando comparados os grupos DS e NS (7.679 + 1.16 vs 7.133 +
0.82 U/mg de proteina, p = 0.16), da mesma forma que nos grupos NT e NS (7.133 + 0.82
vs 7.817 + 2.66 U/mg de proteina, p = 0.87). Entretanto, quando comparamos os grupos DT
e DS, observamos um aumento significante de 31.74% (7.679 £ 1.16 vs 5.242 + 1.32 U/mg
de proteina, p=0.02).

De maneira similar, quando analisamos a CAT (Figura 10.B) que atua na
decomposicdo do H,O2 em 2 moléculas de dgua (H20) e 2 moléculas de O>. Neste sentido,
quando avaliamos apenas o efeito da desnutri¢do através da comparagdo entre os grupos DS
e NS, visualizamos que o grupo DS apresentou uma reducdo significante na atividade de
catalase em 295.39% (0.365 £ 0.17 vs 1.372 £ 0.39 U/mg de proteina, p = 0.003), em relacao

ao grupo NS. No entanto, quando comparamos os grupos NT e NS ndo observamos



55

diferengas significantes (1.282 + 0.75 vs 1.372 + 0.39 U/mg de proteina, p = 0.98). Em
seguida, a0 compararmos os grupos DT e DS, notamos que os ratos que participaram do TFA
em 4 semanas apresentarem um aumento significante em sua atividade enzimatica de 65.23%
(1.049 +£ 0.36 vs 0.365 + 0.17 U/mg de proteina, p = 0.03) em relacdo aos ratos sedentarios.

Em seguida, também analisamos a atividade de GST (Figura 10.C), enzima chave no
processo de detoxificagdo metabolica através da reducgdo da atividade xenobidticos, através
da promocao de ataques nucleofilicos por glutationa reduzida (GSH) em 4atomos eletroliticos
de carbono, enxofre e nitrogénio. Além disso, promove a catalisagdo e conjugacao da GSH.
Com isso, nossos resultados demonstraram uma reducao significante na atividade de GST no
grupo DS de 144.61% (0.441 £ 0.09 vs 1.078 £ 0.64 U/mg de proteina, p = 0.02). No entanto,
nos grupos NT e NS ndo foram observadas diferengas significantes (0.975 £ 0.23 vs 1.07 £
0.64 U/mg de proteina, p = 0.98). Entretanto, quando avaliamos os grupos DT e DS,
observamos que os ratos treinados por 4 semanas obtiveram um aumento significante na

atividade de GST em 44.19% (0.975 + 0.23 vs 0.441 + 0;09 U/ mg de proteina, p = 0.04).

Figura 10 - Atividade enzimética antioxidante no cortex pré-frontal de ratos Wistar
(normonutridos e desnutridos) apds quatro semanas de TFA; A) SOD (NS =7; DS = 8; NT
=9; DT =9; *p=0.02); B) Catalase (NS =6; DS=10; NT =9; DT =8, *p=0.03, **p=0.003);
C) GST (NS=4; DS =10; NT =8; DT = 8, *p=0.02 e p=0.04, respectivamente).
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7.5 Componentes antioxidantes ndo enzimaticos no cortex pré-frontal de ratos Wistar

normonutridos e desnutridos.

Em seguida, avaliamos o contetido de GSH (Figura 11.A) onde ndo foram observadas
diferencas significantes entre os grupos DS e NS (1007.111 +203.904 vs 1110.508 +427.329
um/mg de proteina, p = 0.96). De mesmo modo, quando comparamos os grupos NT e NS
apenas para visualizarmos o efeito do TFA em 4 semanas também ndo foram obtidas
diferengas significantes (832.047 + 174.221 pmol/mg de proteina, p = 0.62). No entanto,
quando comparamos os grupos DT e DS, foi visualizado um aumento significante de 45.15%
nos ratos que realizaram o TFA em 4 semanas (1836.109 + 530.195 vs 1007.11 + 203.904
uM/mg de proteina, p =0.001). Em adi¢do, foram observados os niveis de glutationa oxidada
(GSSG, Figura 11.B), que auxilia na desativagdo de EROS, na preservagdo de grupos tiols
presentes nas proteinas e estimar o Estado REDOX nos sistemas bioldgicos. Nos grupos DS
e NS ndo foram observadas diferencas significantes (1.344 +0.19 vs 0.713 = 0.28 uM/mg de
proteina, p = 0.22). Similarmente, também nao foram visualizadas significancia nos grupos
NT e NS (1.287 £0.56 vs 0.713 = 0.28 uM/mg de proteina, p = 0.24), bem como nos grupos
DT e DS (1.491 £0.59 vs 1.344 £ 0.19 uM/mg de proteina, p = 0.95).
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Adicionalmente, analisamos a razao entre GSH/GSSG (Figura 11.C) conhecida como
estado de redugdo e oxidacdo (REDOX), que implica na transferéncia de elétrons com
variabilidade de reatividade, levando a uma modificagcdo do estado de oxidag@o. Em relagdo
aos grupos DS e NS ndo foram encontradas diferencas significantes (855.102 + 218.3 vs
678.781 + 278.0, p = 0.93). No entanto, ao compararmos os grupos NT e NS, podemos
observar que o grupo de ratos treinados por 4 semanas obteve um incremento significante
nos niveis desta razdo entre composto ndo enzimaticos de 57.97% (1615.135 + 712.2 vs
678.781 £278.0, p = 0.04). Em relagdo os grupos DT e DS ndo houve diferenca significante
(1105.757 £ 572.4 vs 855.102 + 218.3, p = 0.80).

Por fim, analisamos os niveis de sulfidrilas (Figura 11.D) no CPF estes animais. Ao
compararmos os grupos DS e NS ndo foram visualizadas diferengas significantes (0.095 +
0.03 vs 0.107 = 0.01 mmol/mg de proteina, p = 0.74). Similarmente, a0 compararmos o0s
grupos NT e NS, também ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significantes
(0.126 + 0.02 vs 0.107 = 0.01 mmol/mg de proteina, p = 0.42). No entanto, quando
comparamos os grupos DT e DS, para visualizacdo dos possiveis efeitos do TFA em 4
semanas, observamos que os ratos treinados obtiveram um aumento significante de 26.53%

(0.129 £ 0.01 vs 0.095 + 0.03 mmol/mg de proteina, p = 0.01).

Figura 11 - Atividade ndo enzimadtica antioxidante no cortex pré-frontal de ratos Wistar
(normonutridos e desnutridos) apds quatro semanas de TFA; A) GSH (NS =4; DS = §; NT
=6; DT =7, **p=0.001, ***p=0.0003); B) GSSG (NS =4; DS = 6; NT =7; DT = 7); C)
Razao GSH/GSSG (NS =4; DS =7; NT =5; DT =5, *p=0.04); D) Sulfidrilas (NS = 5; DS
=8; NT=8; DT =8, *p=0.01).
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7.6 Expressdo Génica de Marcadores de Estresse de Reticulo Endoplasmatico e Fator

Neurotrdfico no cortéx pré-frontal de ratos Wistar normonutridos e desnutridos

Em seguida, avaliamos mais indicativos do efeito da desnutri¢do proteica materna e
TFA em genes ligados ao estresse de reticulo endoplasmatico. Inicialmente, avaliamos o
GRP78, que facilita a montagem e enovelamento de proteinas. No grupo DS foi encontrado
um aumento significativo na expressdo génica em relagdo ao grupo NS (DS: 8.474 + 0.394
vs NS:1.000 + 0.381 299¢t <0.0001); (Figura 12.A). Entdo, quando comparamos 0s grupos
NT e NS, nao observamos mudangas estatisticamente significativas (NT: 1.543 + 0.172 vs
NS: 1.000 £ 0.381 294¢t " p=0.626). Porém, ao comparar os grupos que sofreram DPM, o
grupo DT reduziu significativamente a expressdo desse marcador quando comparado ao
grupo DS (DT:3.300 £ 0.118 vs DS:8.474 £ 0.394 244€t p<0.0001).

Na etapa seguinte foi avaliada a PERK responséavel por controlar a homeostase do
reticulo endoplasmatico, por meio da sinalizagdo de situacdes de estresse, apoptose e
autofagia. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre todos os grupos
experimentais (DS: 1.485 +0.371 vs NS: 1.000 =+ 0.298 294t p=0.73; NT: 1.032 + 0.360 vs
1.000 £ 0.298 294Ct 'p=10.99; DT: 1.710 + 0.268 vs DS: 1.485 + 0,371 244 p=0.96); (Figura
12.B).
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Em associa¢do com os genes anteriores, avaliamos que o ATF6 ¢ um importante sinal
molecular para o estresse do RE em condi¢gdes de baixo enovelamento de proteinas e sua
degradagdo. Inicialmente, observou-se que o grupo DS apresentou aumento significativo na
expressao desse gene em relacdo ao grupo NS (DS: 76.321 + 0.509 vs NS: 1.000 + 0.459
244 $<0.0001). No entanto, nos grupos NT e NS ndo houve diferengas significativas (NT:
1.487 £ 0.482 vs 1.000 + 0.459 249€t p=0.99). Por fim, foi identificada reducdo nos niveis
de expressdo de ATF6 no grupo DT quando comparado ao grupo DS (DT: 30.110 + 2.564
vs DS: 76.321 £ 0.509 294¢t p<(0.0001); (Figura 12C).

Por fim, foi avaliada a expressdo do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro
(BDNF), um importante regulador da morfofuncionalidade neural e da funcdo cognitiva, e
observamos que o DPM foi capaz de aumentar significativamente a expressdo do BDNF
(DS: 32.480 £ 0.934 vs NS: 1.000 £ 0.838 24I¢t p<(0.0001). Quando a resposta TFA foi
avaliada isoladamente, o grupo NT obteve um aumento significativo na expressao de BDNF
em relagdo ao grupo NS (NT: 15.450 + 0.614 vs NS: 1.000 + 0.838 294Ct p<(.0001).
Surpreendentemente, o grupo DT reduziu significativamente os niveis de BDNF quando
comparado ao grupo DS (DT: 6.600 + 2.564 vs 32.480 £ 0.934 244¢t p<(0.0001), (Figura
12.D).

Figure 12 - Expressdo génica (mRNA) no cortéx pré-frontal de ratos Wistar (normonutridos
e desnutridos) apos quatro semanas de TFA; A) GRP78 (NS; n=5; DS; n=5; NT; n=4; DT;
n=235); B PERK (NS;n=5;DS;n=4; NT; n=5; DT; n=4); C) ATF6 (NS; n=5; DS; n=
5; NT; n = 6; DT; n = 5); D) BDNF; (NS; n =4; DS; n=5; NT; n = 5; DT; n = 5);
*HE%p<0.0001.
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7.7 Atividade da enzima citrato sintase no hipocampo de ratos Wistar normonutridos e
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Ap6s finalizarmos as andlises com CPF, nos realizamos medida da atividade da
enzima citrato sintase (Figura 13), no hipocampo. Nossas analises demonstraram que nao
houve diferencas significantes na atividade desta enzima entre os grupos DS e NS (0.414 +
0.03 vs 0.501 £ 0.20 U/mg de proteina, p = 0.86). Entretanto, quando comparamos os grupos
NT e NS, observamos que os ratos que participaram durantes 4 semanas do TFA,
apresentaram um aumento significante de 42.83% (0.876 £ 0.21 U/mg de proteina, p = 0.02)
na atividade de citrato sintase, em relacdo aos ratos sedentéarios (0.414 + 0.03 U/mg de
proteina). Em relagdo aos grupos DT e DS ndo foram observadas diferengas significantes

(0.585 +0.23 vs 0.414 + 0.03 U/mg de proteina, p = 0.31).

Figura 13 - Atividade de citrato sintase no cortex hipocampo de ratos Wistar (normonutridos

e desnutridos) ap6s quatro semanas de TFA; (NS =4; DS =7; NT =5; DT = 7); *p<0.02.
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7.8 Cinética da oxidac¢ao do nucleotideo de piridina (NAD"/ NADH) no hipocampo de ratos

Wistar normonutridos e desnutridos.

As mudancas nos pardmetros oxidativos e redutores de elementos ligados a
nucleotideos foram avaliados (Figuras 14.A). Nos niveis de NAD™, quando comparados, 0s
grupos DS e NS no foram observadas diferencgas significantes (5.875 + 1.03 vs 6.090 + 1.05
uM/mg de proteina, p = 0.991). Além disso, na comparagdo dos grupos NT e NS, também
ndo se observou diferencas estatisticamente significante (5.957 £ 1.16 vs 6.090 £ 1.05 uM/mg
de proteina, p = 0.994). Por fim, adicionalmente nos grupos DT e DS também nao houve
diferengas significantes (5.943 £ 1.05 vs 5.875 £ 1.03 uM/mg de proteina, p = 0.992).

Quando analisamos, os niveis NADH (Figura 14.B), similarmente ndo foram
encontradas diferencas significantes entre os grupos DS e NS (1.220 + 0.25 vs 1.142 £ 0.31
uM/mg de proteina, p = 0.93). No entanto, quando analisamos os grupos NT e NS
visualizamos que o TFA foi capaz de promover um aumento significante de 26.46% (1.533
+ 0.16 vs 1.142 £ 0.31 uM/mg de proteina, p = 0.04), quando comparado aos ratos
sedentarios. Adicionalmente, quando observamos a associacdo entre desnutricdo proteica
materna e TFA, notamos que o grupo DT apresentou um incremento significante de 32.54%
(1.813 £ 0.27 vs 1.220 &+ 0.25 uM/mg de proteina, p = 0.002), em rela¢do ao grupo DS.

Por fim, analisamos a razao entre NAD"/NADH (Figura 14.C), onde ndo encontramos
significancia estatistica entre os grupos DS e NS (4.986 + 0.67 vs 5.738 = 1.06 uM/mg de
proteina, p = 0.45). Entretanto, quando comparados os grupos NT e NS observados uma
reducdo significante de 37.54% (4.172 £ 0.55 vs 5.738 £ 1.06 uM/mg de proteina, p = 0.03)

nos niveis deste aceptor de elétrons no grupo NT quando comparado ao grupo NS. No
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entanto, em relagdo os grupos DT e DS ndo foram encontradas diferengas significantes

(3.739 £ 1.26 vs 4.986 + 0.67 uM/mg de proteina, p = 0.18).

Figura 14 - Cinética da oxidorreducao de nucleotideos de piridina no hipocampo de ratos
Wistar (normonutridos e desnutridos) apds quatro semanas de TFA; A) NAD* (NS = 10; DS
=9;NT=7; DT =8); B) NADH (NS =8; DS =7; NT = 6; DT = 6, p=0.04, p**=0.002); C)
razdo NAD'/NADH (NS = 6; DS =7; NT = 7; DT = 8, p=0.03).
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7.9 Indicadores de estresse oxidativo no hipocampo de ratos Wistar normonutridos e

desnutridos.

Os biomarcadores de estresse oxidativo (MDA e carbonilas) foram avaliados no
hipocampo, para visualiza¢do conjunta dos efeitos da desnutri¢do proteica materna e TFA.
Em relagdo aos niveis de MDA (Figura 15.A), ndo foram encontradas diferengas
significantes entre os grupos DS e NS (2.482 £ 0.85 vs 2.917 + 0.95 mmol/mg de proteina,
p = 0.99). Quando observado o efeito do treinamento (grupo NT vs NS) ndo foram
visualizadas diferencas estatisticamente significantes entre os animais treinados e ndo
treinados (2.158 + 0.85 vs 2.917 + 0.95 mmol/mg de proteina, p = 0.38). Por fim foram
analisados os grupos DT e DS, onde também ndo houve diferengas significantes (2.482 +

0.85 vs 2.984 £+ 0.58 mmol/mg de proteina, p = 0.70).
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Em seguida, analisamos os niveis de oxidagdo de proteinas através das carbonilas
(Figura 15.B) no hipocampo dos ratos Wistar normonutridos e desnutridos. Inicialmente,
realizamos a comparagdo entre os grupos DS e NS, onde ndo se observou diferengas
significantes (21.90 + 0.42 vs 22.66 + 1.04 mmol/mg de proteina, p = 0.34). Além disso,
comparamos os grupos NT e NS, onde ndo foram visualizadas diferengas significantes (22.70
+ 0.20 vs 22.66 £ 1.04 mmol/mg de proteina, p = 0.99). Por seguinte, avaliamos o efeito do
4 semanas de TFA nos grupos DT e DS, onde também nao houve diferencas estatisticamente

significante (21.96 £+ 0.29 vs 21.90 £ 0.42 mmol/mg de proteina, p = 0.99).

Figura 15 - Niveis de marcadores de estresse oxidativo no hipocampo de ratos Wistar
(normonutridos e desnutridos) apds quatro semanas de TFA; A) MDA (NS =6; DS = 6; NT
=7, DT =7); B) Carbonilas (NS =3; DS =4; NT =3; DT =5).
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7.10 Componentes antioxidantes enzimaticos no hipocampo de ratos Wistar

normonutridos e desnutridos.

No hipocampo nds também avaliamos os componentes enzimaticos antioxidantes:
SOD, CAT e GST. Na analise da atividade da SOD (Figura 16.A), comparamos 0os grupos
DS e NS, deste modo foi visto que os ratos que sofreram desnutricdo durante o periodo de
gestacdo e lactacdo apresentaram uma redugdo significante de 24.99% (3.113 +0.38 vs 3.891
+0.57 U/mg de proteina, p=0.01), quando comparados com o grupo NS. Entretanto, quando
comparados os grupos NT e NS ndo foram observadas diferengas significantes (4.311 +0.49
vs 3.891 £ 0.57 U/mg de proteina, p = 0.32). Por fim, quando observamos os grupos DT e
DS, os ratos que realizaram o TFA por 4 semanas apresentaram um aumento significante de
26.68% (4.246 + 0.28 vs 3.113 + 0.38 U/mg de proteina, p <0.0001) em relagdo ao grupo
DS.
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Diante destes resultados, também analisamos a atividade da enzima catalase (Figura
16.B). Similarmente, quando comparados os grupos DS e NS observamos que os ratos
desnutridos apresentaram uma reducdo significantemente expressiva de 71.74% (0.694 +
0.22 vs 1.191 £ 0.53 U/mg de proteina, p = 0.03). Novamente, quando comparamos os grupos
NT e NS nao foram encontradas diferengas estatisticamente significantes (1.072 + 0.15 vs
1.191 + 0.53 U/mg de proteina, p = 0.93). No entanto, quando analisamos e comparamos 0s
grupos DT e DS, observamos que os ratos treinados aerobiamente obtiveram um incremento
significante de 42.83% (1.213 £ 0.12 vs 0.69 + 0.22 U/mg de proteina, p = 0.04) em relacao
aos ratos sedentarios.

Por ultimo analisamos a atividade de GST (Figura 16.C) no hipocampo de ratos
Wistar em condi¢des de normonutricao e desnutricao proteica. Com isso, novamente quando
observada a atividade desta enzima nos grupos DS e NS, os ratos desnutridos apresentaram
uma reducdo significante de 96.50% (0.217 + 0.08 U/mg de proteina vs 0.428 £+ 0.06 U/mg
de proteina, p = 0.001), quando comparado aos ratos normonutridos. Em relagao aos grupos
NT e NS nao observados diferencas estatisticamente significantes (0.465 + 0.10 vs 0.428 +
0.06 U/mg de proteina, p = 0.88). Entretanto, quando avaliamos os grupos DT e DS,
observamos que os ratos que realizaram o TFA em 4 semanas obtiveram um aumento
significante de 48.49% (0.422 £+ 0.10 vs 0.217 + 0.22 U/mg de proteina, p = 0.0008) em

relacdo aos animais desnutridos sedentarios.

Figura 16 - Atividade enzimdtica antioxidante no hipocampo de ratos Wistar
(normonutridos e desnutridos) apds quatro semanas de TFA; A) SOD (NS =5; DS = §; NT
=8; DT =9, *p=0.01, ***p<0.0001); B) Catalase (NS =6; DS=8; NT =4; DT =5, *p=0.03
e p=0.04, respectivamente); C) GST (NS = 5; DS = §; NT = 7; DT = §,**p=0.001,
*#%p=0.0008).
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7.11 Componentes antioxidantes nao enzimdaticos no hipocampo de ratos Wistar

normonutridos e desnutridos.

Em seguida, decidimos avaliar os componentes antioxidantes ndo enzimaticos GSH,
GSSG e arazdo GSH/GSSG fundamentais para o processo de detoxificacio celular que pode
ocorrer principalmente pelo estresse oxidativo. Na andlise dos niveis de GSH (Figura 17.A),
quando comparados os grupos DS e NS ndo foram observadas diferencas significantes
(2347.768 £479.69 vs 1976.175 + 364.98 um/mg de proteina, p = 0.94). No entanto, quando
comparamos os grupos NT e NS, observamos que os ratos que realizaram o TFA por 4
semanas exibiram um aumento significante de (3884.344 + 1254.55 vs 1976.175 + 364.98
um/mg de proteina, p = 0.03), em relacdo aos ratos sedentarios. Adicionalmente, quando
avaliamos as respostas produzidas pelo TFA nos grupos DT e DS observamos que os ratos
treinados obtiveram um incremento de 41.68% (4025.936 + 1458.27 vs 2347.768 + 479.69
um/mg de proteina, p = 0.03) em comparagdo aos desnutridos que ndo realizaram o protocolo
de exercicio fisico aerdbio.

Em seguida, analisamos os niveis de GSSG (Figura 17.B). Quando comparados os

grupos DS e NS nao foram observadas diferencas significantes (1.231 £ 0.54 vs 1.356 £ 0.21
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uM/mg de proteina, p = 0.98). Adicionalmente, quando observados os niveis deste composto
ndo enzimatico nos grupos NT e NS também ndo se observou diferengas estatisticamente
significante (1.248 +0.51 vs 1.356 + 0.281uM/mg de proteina, p = 0.99). Entretanto, quando
observado os dois grupos desnutridos, foi visto que os ratos treinados aumentaram
significativamente em 49.26% (2.426 + 1.00 vs 1.231 + 0.54 uM/mg de proteina, p = 0.01).

Além disso, analisamos a razdo GSH/GSSG (Figura 17.C) no hipocampo destes ratos
Wistar sob diferentes condigdes nutricionais. Quando comparamos os dois grupos DS e NS
ndo foram encontradas diferencas significantes (3031.441 + 555.81 vs 2603.214 £ 811.57, p
=0.92). No entanto, quando comparamos os grupos NT e NS, observamos que os ratos que
realizaram as 4 semanas de TFA obtiveram um incremento significante de 46.39% (4855.313
+2136.72 vs 2603.214 £ 811.57, p = 0.02), em relag@o aos sedentarios. Por fim, nos grupos
DT e DS nao foram observadas diferengas significantes (2123.564 + 276.58 vs 3031.441 +
555.87,p=0.51).

Por fim, ndés analisamos os niveis de sulfidrilas (Figura 17.D) ou tidis totais
importantes removedores de substancias toxicas a célula. Em relagdo aos grupos DS e NS,
os animais desnutridos apresentaram uma reducdo significante de 19.53% (0.111 + 0.01
mmol/mg de proteina vs 0.02 £ 0.02 mmol/mg de proteina, p = 0.03). Em seguida,
comparamos os grupos NT e NS, onde ndo foram observadas diferengas significantes (0.109
+ 0.01 vs 0.124 + 0.02 mmol/mg de proteina, p = 0.20). Por Gltimo, comparamos os grupos
DT e DS, onde semelhantemente ndo foram encontradas diferengas significantes (0.111 +

0.01 vs 0.103 £ 0.01 mmol/mg de proteina, p = 0.69).

Figura 17 - Atividade n3o enzimatica antioxidante no hipocampo de ratos Wistar
(normonutridos e desnutridos) apds quatro semanas de TFA; A) GSH (NS =5; DS = §; NT
=7; DT = 9*%p=0.03); B) GSSG (NS = 5; DS = 8; NT = 6; DT = 7, **p=0.02 e p=0.01,
respectivamente); C) Razdo GSH/GSSG (NS = 5; DS = 6; NT = 5; DT = 6,*p=0.02,
*#p=0.004); D) Sulfidrilas (NS =5; DS =7; NT =7; DT = 7,**p=0.03).
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7.12  Expressdao Génica de Marcadores de Estresse de Reticulo Endoplasmatico e Fator

Neurotrdfico no hipocampo de ratos Wistar normonutridos e desnutridos

Ap0s concluida nossa analise associada ao estresse oxidativo, realizamos a expressao
génica dos marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico. Primeiramente, avaliamos o
GRP78 (Figura 18.A) que ¢ a chaperona responsavel por regular o enovelamento de proteinas
regulado pela ativagdo de UPR. Observamos uma tendéncia de aumento desse marcador no
grupo DS (DS:1.945 + 0.356 vs NS:1.000 £ 0.151 294¢t p=0.08). Quando comparamos o0s
grupos NT e NS, ndo observamos significancia estatistica, mas uma diminui¢ao expressiva no
NT (NT:0.141 + 0.09 vs NS: 1.000 + 0.151 244t p=0.126).

Além disso, ndo foram encontradas diferengas nos grupos DS e DT apds 4 semanas
de TFA (DT:2.650 £ 0.291 vs DS:1.945 + 0.356 299€t p=0.22), porém quando comparamos
NT e DT, GRP78 aumenta significativamente os niveis (NT:0.141 £+ 0.090 vs DT:2.650 +
0.291 294¢t p<0.0001). Em seguida, avaliamos a expressdo de PERK (Figura 18.B), que esta
presente na membrana do reticulo endoplasmaético e € essencial na mediacdo da transdugdo de
sinal durante o estresse de reticulo endoplasmatico e a sobrevivéncia celular. O grupo DS
apresentou um aumento significativo na expressao de PERK quando comparado ao grupo NS

(DS: 5.443 £ 1.264 vs NS: 1.000 + 0.662 294t p=0.01). Entdo, observamos que o grupo NT
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apresentou maiores niveis de expressao de PERK apo6s 4 semanas de TFA, quando comparado
a0 grupo NS (NT:16.800 £ 0.943 vs NS: 1.000 £ 0.662 29t p<0.0001). Surpreendentemente,
ao comparar os dois grupos expostos ao DPM, o grupo DT apresentou maior aumento na
expressao génica de PERK em relacdo ao grupo NS (DT:31.458 +0.546 vs DS: 5.443 £ 1.264
244t ©K<0.0001), na mesma ideia quando comparamos os dois grupos expostos ao TFA, DT
apresentou maior aumento nos niveis de PERK (DT:31.458 + 0.546 vs NT: 16.800 + 0.943
244 $<0.0001).

Seguindo nossa analise, avaliamos a expressdo do gene ATF6 (Figura 18.C), este gene
codifica um fator de transcri¢do que ativa genes-alvo para a resposta de proteina desdobrada
(UPR) durante o estresse de RE. O grupo DS apresentou maior expressdo génica de ATF6,
quando comparado ao grupo NS (DS:11.676 + 0.453 vs NS:1.000 = 0.645 294€t p<0.0001).
Por outro lado, quando comparados os grupos NT e NS, ndo foram encontradas diferencas
significativas (NT:0.680 £ 0.405 vs NS: 1.000 £ 0.645 29¢t' p=0.97). No entanto, apos 4
semanas de exposi¢ao ao TFA, o grupo DT apresentou uma redugdo significativa na expressao
de ATF6 quando comparado ao grupo DS (DT:5.080 £ 0.946 vs DS: 11.676 £ 0.453 244Ct,
p<0.0001), e quando comparamos ambos treinados grupos DT apresentou aumento nos niveis
de ATF6 (DT:5.080 + 0.946 U/A vs NT: 0.680 =+ 0.405 249t p=0.0005).

Virios dados da literatura destacam a relevancia do TFA na expressdao do BDNF, por
isso analisamos a expressdo desse gene (Figure 18.D), um importante fator neurotréfico que
modula a neuroplasticidade e o desenvolvimento cognitivo. O grupo DS apresentou um
aumento significativo nos niveis de expressao de BDNF em relagao ao grupo NS (DS: 19.286
+0.718 vs 1.000 £ 0.556 299¢t p<0.0001). Apds a intervengdo TFA, o grupo NT apresentou
niveis mais elevados de BDNF quando comparado ao grupo NS (NT:17.887 £+ 0.336 vs NS:
1.000 £ 0.556 294¢t p<0.0001). Além disso, o grupo DT demonstrou diminui¢do significativa
na expressdo desse fator neurotréfico em relacdo ao grupo DS (DT:10.210 + 0.386 vs
DS:19.286 + 0.718 294¢t p<0.0001). Quando comparamos o efeito do treinamento,
observamos que o0 DPM induz uma diminuicao significativa nos niveis de BDNF (DT:10.210

+0.386 vs NT:17.877 £ 0.336 294Ct, p<0.0001).

Figura 18 - Expressdo génica (mMRNA) no hipocampo de ratos Wistar (normonutridos e
desnutridos) apos quatro semanas de TFA; A) GRP78 (NS; n=5; DS; n=5; NT; n=4; DT;
n = 5,*%***p<0.0001); B) PERK (NS; n=5; DS; n=4; NT; n=5; DT; n =4, p<0.0001); C)
ATF6 (NS; n=5; DS; n=35; NT; n=6; DT; n= 5, p<0.0001); D) BDNF; (NS; n=4; DS; n
=5;NT;n=5; DT; n= 35, p<0.0001).
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8 DISCUSSAO

8.1 Cortéx Pré-Frontal

Estudos demostraram que vérias areas do cérebro, incluindo o cortex, cerebelo e tronco
cerebral, quando expostas a desnutri¢do proteica, sdo mais vulneraveis ao estresse celular e a
disfuncdo quando expostas ao metabolismo oxidativo (BONATTO; POLYDORO;
ANDRADES; CONTE DA FROTA et al., 2006). Para testar isso, investigamos os efeitos do
TFA sobre marcadores bioenergéticos mitocondriais, balanco oxidativo e expressdo gé€nica
relacionada ao estresse do RE no CPF de ratos Wistar submetidos a DPM, durante periodos
criticos de crescimento e desenvolvimento. Em resumo, nosso trabalho observou que o TFA
foi capaz de restaurar as alteracdes causadas pela restricdo proteica materna nos indicadores
de bioenergética mitocondrial, sistema de defesa antioxidante e estresse de RE no CPF.

Inicialmente, nossos dados demonstraram niveis aumentados de citrato sintase e
marcadores NADH do metabolismo oxidativo no grupo DT. Estudos anteriores sugeriram que
DPM pode promover danos a fun¢do mitocondrial, incluindo a redugdo do potencial elétrico
de membrana e consumo de oxigénio em tecidos centrais e periféricos, o que pode causar
disfuncdo mitocondrial. Essa condi¢cdo estd associada a varios fatores, incluindo producao
excessiva de EROs, reducdo das defesas antioxidantes e desregulagdo do metabolismo do
calcio (DE SOUSA; BRAZ; FREITAS; DE SANTANA et al.,2018). Pedroza et al., utilizando
o mesmo modelo de MPM associado ao TFA, observaram resultados semelhantes na atividade
do citrato sintase e NADH. Além disso, ap6s a intervencao, os ratos treinados apresentaram
aumento no consumo de oxigénio e na taxa de controle respiratério mitocondrial, apontando
para a eficacia deste protocolo em promover adaptagdes no controle mitocondrial sob
condi¢des nutricionais desfavoraveis, e assim proporcionar protecdo contra o surgimento de
condi¢des patologicas durante idade adulta (SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA;
ANDRADE SILVA et al., 2021). Isso sugere que o TFA pode melhorar a bioenergética
mitocondrial em diferentes tecidos.

Em seguida, analisamos os niveis de MDA e carbonila indicativos de estresse
oxidativo, bem como as defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. Apds 4 semanas,
o grupo DT apresentou diminui¢@o na oxidagao de proteinas, aumento na atividade de SOD,
CAT e GST. Grupo carbonilas, na forma de aldeidos e cetonas, sdo encontrados nas cadeias
laterais de proteinas, especialmente através da oxidagdo de aminodcidos, incluindo arginina,
lisina e treonina (ELLIS, 2007). A oxidacdo excessiva desse componente bioldgico no cérebro

estd relacionada a distirbios comportamentais e doengas neurodegenerativas, como
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Alzheimer e Parkinson (CHEN; ZHONG, 2014). Portanto, para mitigar a superproducao de
EROs, a acdo de diferentes defesas antioxidantes ¢ essencial.

Principalmente, a SOD catalisa a reacdo do anion superdxido em peroxido de
hidrogénio, que ¢ entdo desintoxicado em oxigénio e agua pela catalase. Por outro lado, a GST
atua de forma integrativa catalisando a conjugac¢do de GSH a substratos xenobioticos para
desintoxicar o ambiente intracelular. Corroborando nossos achados, Moradi-Kor observou
alta atividade de SOD e glutationa peroxidase no CPF apds 15 dias de exercicio fisico
voluntario em ratas Wistar adolescentes em um modelo de ansiedade e depressao (MORADI-
KOR; DADKHAH; GHANBARI; RASHIDIPOUR et al., 2020). Além disso, estudos de
revisdo sistematica e meta-analise realizados por De Souza confirmam que o exercicio
aerobico pode aumentar a capacidade antioxidante em diferentes regides do cérebro e
promover beneficios na morfologia e funcionalidade (DE SOUZA; DE MORAES;
AUGUSTO; DE FREITAS ZANONA et al., 2019).

O sistema ndo enzimatico também desempenha um papel fundamental no combate ao
dano oxidativo, atuando em simbiose com antioxidantes enzimaticos (FORMAN; ZHANG;
RINNA, 2009). GSH desempenha um papel fundamental na remog¢do de espécies reativas.
Além disso, esses componentes atuam em conjunto com suas enzimas, conhecidas como
sistema glutationa, responsavel pela desintoxicacdo de EROs e espécies nitrogenadas (ENS)
e eletrofilos produzidos por xenobidticos (SIES, 1999).

Por outro lado, nosso estudo observou que a desnutricdo proteica € responsavel pela
diminuicdo dos niveis de GSH e tidis totais, reduzindo a eficécia da resposta antioxidante.
Esses achados estdo de acordo com outros trabalhos em tecidos centrais e periféricos, que
observaram a mesma resposta. No entanto, quando a intervencdo com TFA foi realizada em
intensidade moderada, os niveis de GSH e tidis totais aumentaram significativamente. Esses
resultados diferem de Neves e colaboradores (NEVES; MENEZES; SOUZA; MELLO-
CARPES, 2015), que ndo observaram aumento dos niveis de GSH apos 8 semanas de TFA no
CPF e hipocampo de ratos Wistar submetidos a DPM. A variabilidade na estrutura do
treinamento fisico em relacdo a intensidade, durag¢do e frequéncia pode estar relacionada a
discrepancia desses resultados (POWERS; RADAK; JI, 2016).

Para entender os possiveis mecanismos envolvidos no efeito DPM e TFA, avaliamos
os marcadores de estresss do RE e o BDNF, importantes reguladores do
neurodesenvolvimento e da funcdo cognitiva (SCHWARZ; BLOWER, 2016). Nossos dados
identificaram que o TFA foi capaz de reverter os efeitos da desnutricdo proteica ao diminuir

significativamente a expressdo de GRP78 e ATF6, componentes importantes na via de
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sinalizacdo das células de estresse do RE. Nosso trabalho ¢ o primeiro estudo a avaliar os
efeitos do TFA sob condigdes de déficit proteico no estresse do RE no CPF. Apesar disso,
pesquisas com diferentes tecidos como sangue, coracdo e musculo esquelético e modelos
experimentais, incluindo estudos em humanos, demonstraram que a diminui¢do da expressao
desses fatores pelo TFA promove protecdo contra doencas cardiometabdlicas e
neurodegenerativas, embora os mecanismos de promocao desses fatores beneficios ndo foram
totalmente elucidados (DE VICENTE; PINTO; MUNOZ; ROVINA et al., 2020).
Surpreendentemente, os niveis de BDNF foram menores apds TFA em um estudo de
DT. Wang e Xu, 2007 sugerindo que a exposi¢ao a desnutri¢ao proteica ¢ capaz de reduzir
significativamente os niveis de BDNF, levando a pior memoria e diminuicdo do desempenho
de aprendizagem em ratos (WANG; XU, 2007). Nossos dados concordam com outros dados
apresentados na literatura, onde diferentes modalidades de exercicio fisico tém sido relatadas
como responsaveis pelo aumento dos niveis de BDNF, resultando em altos niveis de
plasticidade neuronal e melhora na func¢do cognitiva (DE SOUSA FERNANDES;
ORDONIO; SANTOS; SANTOS et al., 2020). Como existem poucos estudos sobre a relagio
entre TFA e BDNF em condigdes de DPM, estudos futuros em tecido cerebral precisam ser

realizados para determinar qual poderia ser a relacdo causal entre esses parametros.

8.2 Hipocampo

Nosso estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinamento fisico moderado
sobre a fun¢do mitocondrial, equilibrio oxidativo, marcadores de estresse de RE e niveis de
fatores neutr6ficos no hipocampo de ratas Wistar expostas ao DPM, durante o periodo de
gestacdo e lactagdo. Nossos dados sugerem que o TFA foi capaz de mitigar as modificagdes
negativas promovidas pela restri¢ao proteica no hipocampo. Além do efeito positivo na fungdo
mitocondrial e no equilibrio oxidativo, observamos que o TFA diminui alguns marcadores de
estresse do RE e aumenta os niveis de BDNF.

Dados consistentes na literatura indicam que a privagdo de proteinas promove
alteracdes deletérias na fun¢do mitocondrial e no equilibrio NAD+/NADH em diferentes
tecidos (RUSHMORE; MCGAUGHY; MOKLER; ROSENE, 2020; SILVA, S. C. A.; BRAZ,
G. R. F.; DO NASCIMENTO, L. C. P.; SANTANA, D. F. et al., 2019). A interrupgao do
equilibrio NAD+/NADH esta ligada a génese de doengas cronico-degenerativas, incluindo
cardiovasculares, neurodegenerativas e varios tipos de cancer (BIANCHI; HERRERA;

LAURA, 2021; HEBUTERNE; LEMARIE; MICHALLET; DE MONTREUIL et al., 2014;
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NORMAN; PICHARD; LOCHS; PIRLICH, 2008; PEEV; NAYER; CONTRERAS, 2014).
Associados a essas patologias, também foram encontrados impactos deletérios da desnutri¢ao
materna em parametros comportamentais, psiquidtricos e cognitivos, incluindo memoria e
aprendizado (DE SOUZA; FERNANDES; DO CARMO, 2011; KIMURA; SUGIMOTO;
KITAMORI; SAll et al., 2019). Dados recentes publicados com o mesmo modelo de TFA em
tecido cardiaco de ratos indicam que a TFA foi capaz de restaurar os niveis de bioenergética
mitocondrial mesmo sob condi¢cdes de privagdo de proteinas (SILVA PEDROZA;
BERNARDO; PEREIRA; ANDRADE SILVA et al., 2021). Associado aos niveis de
NAD+/NADH, medimos a atividade da citrato sintase no musculo séleo e no hipocampo,
enzima chave do ciclo de Krebs e do metabolismo oxidativo (REMINGTON, 1992). Estudo
anterior mostrou que o exercicio fisico aerdbico aumenta a atividade da citrato sintase,
resultando em maior producdo de ATP e melhor metabolismo oxidativo (RODRIGUES;
GOBATTO; FORTE; SOUSA et al., 2021). Esses dados corroboram com nossos dados,
sugerindo que além do insulto nutricional, o TFA em ratos juvenis pode melhorar a funcao
mitocondrial.

Ap0s essas primeiras observagdes no metabolismo, avaliamos os biomarcadores EO,
medindo os niveis de oxidagdo lipidica e proteica. Nossos dados ndo observaram diferenca
significativa apos 4 semanas de TFA em ratos juvenis. Em contraste com nossos resultados,
evidéncias demonstram a capacidade do exercicio fisico de diminuir os niveis de indicadores
relacionados ao EO (DE SOUSA; SALES; ROSA; LEWIS et al., 2017, POWERS; RADAK;
JI, 2016). As discrepancias entre nossos dados e dados anteriores da literatura podem estar
associadas a estrutura do protocolo de treinamento fisico (volume-intensidade, dura¢do da
sessdo, idade que foi aplicada etc.), bem como a individualidade dos organismos no
treinamento respostas. Além disso, ¢ importante destacar que nosso estudo ¢ o primeiro foco
no hipocampo, onde o protocolo de treinamento foi realizado em ratos na faixa de 30-60 dias
de vida e em ratos expostos a DPM durante o periodo de desenvolvimento. Apesar de nao
haver diminui¢do dos marcadores de EO, nosso TFA também nio aumentou, ou seja, nosso
protocolo de TFA nao induziu estresse capaz de provocar um EO significativo.

Além das ndo diferencas observadas nos biomarcadores de EO, analisamos ainda as
possiveis respostas do TFA sob condigdes de MPM no sistema antioxidante enzimatico e nao
enzimatico. No grupo DT houve aumento significativo nos niveis de SOD, CAT e GST.
Corroborando com nossos resultados, diferentes tipos de estudos apoiam a eficacia do
exercicio aerdbico de intensidade moderada na melhora da atividade antioxidante

(BANERJEE; MANDAL; CHANDA; CHAKRABORTI, 2003; RISTOW; ZARSE;
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OBERBACH; KLOTING et al., 2009; SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA;
ANDRADE SILVA et al., 2021). Avaliando as defesas antioxidantes ndo enzimaticas, que
atuam integradas com os componentes antioxidantes enzimaticos, observamos que nos grupos
DPM houve diminuicdo nos niveis de GSH. Esses dados concordam com Pedroza et
al.(SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA; ANDRADE SILVA et al.,2021) em tecido
cardiaco, onde os autores observaram o mesmo efeito da DPM. No entanto, quando realizamos
a interven¢do de TFA moderado, os niveis de GSH aumentaram significativamente no grupo
DT. Lech e colaboradores. (2021), observaram em ratos durante o periodo de desenvolvimento
pré-natal inicial que a redu¢do dos niveis de GSH no hipocampo estava relacionada ao
surgimento de comportamento esquizofrénico, demonstrando que a manuten¢do desse
composto € essencial para a prevencdo de doengas psiquiatricas e neurodegenerativas,
disturbios e condi¢des (LECH; LESKIEWICZ; KAMINSKA; ROGOZ et al., 2021). Além
do GSH, observamos uma diminui¢ao significativa nos niveis totais de tidis no grupo DS em
relacdo ao grupo DS.

Este composto € caracterizado por um atomo de enxofre ligado a um hidrogénio, sendo
fundamental na supressao de xenobidticos associados ao EO e danos celulares. A privacdo de
proteinas tem efeitos deletérios nos niveis de compostos que afetam diretamente a homeostase
celular, podendo gerar alteragdes graves em diferentes tecidos cerebrais e periféricos (DE
SOUSA; BRAZ; FREITAS; DE SANTANA et al., 2018; PEDROZA; FERREIRA;
SANTANA; DA SILVA et al.,2019; SILVA, S. C. A.; BRAZ, G.R. F.; DO NASCIMENTO,
L. C. P.; SANTANA, D. F. et al., 2019). Nossos dados combinados com dados da literatura
sugerem que DPM aumenta o risco para a génese de doencas neurodegenerativas pelo
aumento de EO principalmente pela diminui¢@o do sistema de defesa antioxidante.

Nossos dados combinados com dados da literatura sugerem que MPM aumenta o risco
para a génese de doencas neurodegenerativas pelo aumento de EO principalmente pela
diminui¢do do sistema de defesa antioxidante (IBRAHIM; ABDELMALEK; ELFIKY, 2019).
Sob condi¢des desfavoraveis, como DPM, o aumento de GRP78 pode promover estresse
celular. Evidéncias mostram que a superexpressdo de GRP78 esta associada a sinalizagdo de
diferentes doengas crdnicas, incluindo cancer (IBRAHIM; ABDELMALEK; ELFIKY, 2019).
Indo na mesma direcdo, observamos que PERK no grupo DT, aumentou sua regulado, sabe-
se que este gene tem agdes importantes no ambiente celular, como sinalizar a resposta de
proteinas mal dobradas e estresse celular (VERFAILLIE; RUBIO; GARG; BULTYNCK et
al., 2012). Estudos mostram que PERK pode controlar a homeostase do tecido 6sseo, através

da regulacdo e diferenciagao de osteoclastos (GUO; REN; SUN; YAO et al., 2020). Por outro
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lado, a falha na sinalizagdo PERK esta relacionada ao inicio e desenvolvimento da
neurodegeneragdo (SMEDLEY; WALKER; YUAN, 2021). Em uma dire¢do oposta
observada em GRP78 e PERK, nossos dados mostraram que a expressao de ATF6 foi
significativamente reduzida no grupo DT. Sabe-se que a regulacdo positiva desses genes esta
envolvida na sinalizacdo de estresse do RE, que no hipocampo pode estar relacionada a
disfuncdes nas fungdes cognitivas, incluindo memdria e aprendizado e estabelecimento de
comportamento depressivo (HUANG; HU; YIN; WANG et al., 2015; MAO; HU; RUAN; JI
et al., 2019). Em colaboragdo com nossos dados, podemos especular que 4 semanas de
treinamento fisico moderado reduzem em parte os efeitos deletérios da DPM. Porém, mais
estudos sdo necessarios para verificar se mais semanas de treinamento fisico moderado sdo
capazes de reverter totalmente o efeito deletério da DPM no hipocampo ou se os efeitos
induzidos pela DPM promovem ativagdo da cascata de estresse do RE que ndo pode ser
revertida com exercicio fisico moderado.

Por fim, mas ndo menos importante, avaliamos a expressdo do BDNF, fator
neurotrofico chave no desenvolvimento da plasticidade cerebral, cogni¢cdo e associado a
prevencao da neurodegeneragdo. Nossos dados demonstram um aumento significativo na
expressao de BDNF em NT, o que corrobora com dados anteriores da literatura onde foi
demonstrado que o exercicio fisico melhora os niveis de BDNF. No entanto, para nossa
surpresa, em ratos juvenis submetidos a DPM e DPM mais exercicio fisico, os resultados do
BDNF foram opostos ao que esperavamos. Podemos especular que o aumento observado nos
niveis de mRNA no DS estd associado aos baixos niveis da proteina, uma vez que foi
publicado anteriormente por Mesquita et al. (2002) e Burgos et al (2019) que em ratos
desnutridos pré-natais, a concentragdo de proteina BDNF ¢ diminuida, levando a uma
estimulacdo constante no hipocampo para aumentar o mRNA para BDNF para atender aos
requisitos de proteina BDNF (BURGOS; HERNANDEZ; CONSTANDIL; RIOS et al., 2019;
MESQUITA; PEREIRA; ANDRADE, 2002).
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9 CONCLUSAO

O treinamento fisico aerobio em intensidade moderada durante o periodo de quatro
semanas foi capaz de promover melhoria em indicadores de funcionalidade mitocondrial,
biomarcadores de estresse oxidativo, defesas antioxidante enzimatica e ndo enzimatica, €
em marcadores de estresse de reticulo endoplasmatico no cortex pré-frontal e hipocampo

de ratos machos Wistar submetidos a desnutri¢do proteica materna.
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Background. Physical exercise (PE) has been associated with increase neuroplasticity, neurotrophic factors, and improvements in
brain function. Objective. To evaluate the effects of different PE protocols on neuroplasticity components and brain function in a
human and animal model. Methods. We conducted a systematic review process from November 2019 to January 2020 of the
following databases PubMed, ScienceDirect, SAELO, LILACS, and Scopus. A keyword combination referring to PE and
neuroplasticity was incduded as part of a more thorough search process. From an initial number of 20,782 original articles, after
reading the titles and abstracts, twenty-one original articles were included. Two investigators evaluated the abstract, the data of
the study, the design, the sample size, the participant characteristics, and the PE protocol. Results. PE increases neuroplasticity
via neurotrophic factors (BDNF, GDNF, and NGF) and receptor (TrkB and P75NTR) production providing improvements in
neuroplasticity, and cognitive function (learning and memory) in human and animal models. Conclusion. PE was effective for
increasing the production of neurotrophic factors, cell growth, and proliferation, as well as for improving brain functionality.

1. Introduction growth and differentiation of cell signaling (Kempermann
et al. [4]).
Neurotrophins are a family of proteins dosely rdated to

the survival, development, and functionality of the central

Environmental stimuli throughout life can result in struc-
tural and functional changes in organs and tissues (Westneat

et al [1]). These changes are more propitious in structure
that has plastic characteristics, as for example the brain, sus-
ceptible to changes from devdopment to aging (Martinez-
Morga et al. [2]). This process is called neuroplasticity and
is defined as the apacity of the central nervous system to
promote the neurogenesis and connections due to psycho-
physiological and environmental factors (Gulyaeva [3]). In
this sense, neuroplasticity occurs with an increase in the pro-
duction of neurotrophins that generate changes in the

and peripheral nervous systems (Kozorovitskiy and Gould
[5]; Yamaguchi et al. [6]). The main neurotrophins involved
in the neuroplasticity process are neurotrophic factor derived
from the glial cell line (GDNF), nerve growth factor (NGF),
neurotrophin 3 (NT3), neurotrophin 4 (NT4), and brain-
derived neurotrophic factor (BDNF). Studies show that reduced
levels of these neurotrophins, especially BDNF, are responsible
for decreased brain functions, such as memory, concentration,
and learning (Bekinschtein et al. [7]; Parrini et al [8]).
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Theactivation process of the BDNF signaling pathway is
mainly regulated by tropomyosin-related receptor kinase B
(TrkB). A previous study showed that increased expression
of TrkB was able to reduce the appearance of brain changes,
such as depressdon (Zborowski et al [9]). It has also been
observed that the activation of TrkB affects neuronal dendritic
afforestation, spinogenesis, dendritic growth, and spinal mor-
phogenesis (Guo et al. [10]). Faced with such mechanisms
responsible for neuroplasticity, we seek to understand which
environmental factors can act to modulate this process.

In this context, PE has been described as an efficient
modulator of the health status through increased mitochon-
drial bioenergetics, adenosine triphosphate (ATP) synthesis,
and reduced lipogenesis, reactive oxygen species (ROS) pro-
duction, endoplasmatic reticulum stress, and proinflamma-
tory cytokine production such as tumor necrosis factor
alpha (TNF-a) (Broxterman et al [11}; Nakandakari et al.
[12); Presby et al. [13); Daou [14); Tofas etal [15]). In addi-
tion, recent works have shown that PE ks able to promote
neuroprotection (Byun and Kang [16); Martland et al
[17]). A study conducted with elderly women found that 12
weeks of aerobic and resistance exercise improved cognitive
function and BNDF expression (Byun and Kang [16]). This
is due to the unique capability of the skeletal musdle to
increase activation to the cellular signaling pathways con-
nected to crosstalk between muscle and brain (Muchlinski
et al. [18); Kato et al. [19]).

Thebrain is characterized by having a high plastic capac-
ity; it is necessary to elucidate how environmental factors,
suchas PE, can influence the production of neurotrophic fac-
tors providing improvements in brain functionality, through
signaling, growth, and cell differentiation. The main aim of
this systematic review is to evaluate the effects of different
PE protocols on neuroplasticity components in a human
and animal study. The second aim is to evaluate the effects
of PE on the production of neurotrophic factors, signaling,
cell growth and differentiation, and functional outcomes.

2. Material and Methods

The present study was performed following the guideline of
the PRISMA statement (Moher etal [20]).

21 Strategy Seardh. The researchers searched the scientific
literature from November 2019 to January 2020, using the
following databases PubMed (244), ScienceDirect (11,860),
SciELO (2), LILACS (96), and Scopus (104). The following

search terms were selected using Medical Subject Headings
(MESH): (“Physical Exercise” OR “Exercise, Physical” OR
“Exercises, Physical” OR “Physical Exercises” AND “Plastic-
ity, Neuronal”™ OR “Neuronal Plasticities™ OR “Plasticities,
Neuronal” OR “Neuroplasticity” OR “Neuroplasticities” OR
“Neural Plasticity” OR “Neural Plasticities”™ OR “Plasticities,
Neural” OR “Plasticity, Neural”). Reference lists of all
incduded studies were also reviewed for potentially eligible
articles.

22 Study Selection. Two independent reviewers (MSSF) and
(GCJS) selected the articles according to the following inclu-

Neural Plasticity

sion criteriz: (1) written in English, (2) between the years
2010 and 2019, involving studies, (3) utilizing “physical exer-
cise” or its vardations as intervention, (4) different brain tis-
sues, and (5) neuroplasticity, performed in animal and
human studies. Articles were included if they fulfilled the fol-
lowing PICOS criteria (Participants animals and humans,
Interventions: physical exercise, Comparisons: PE w. No PE
groups, Outcomes: neuroplasticity components, Study: ani-
mal models and human studies) (Yensen [21]). In the next
stage, a comparison was made between searches and evalua-
tion of titles and abstracts according to the eligibility criteria.
The selected abstracts were submitted to the second stage of
analysis, in which two other independent researchers
reviewed the articles completely and, by consensus, excluded
articles that did not meet the criteria. The data regarding the
characteristics of the samples, methodology, and main out-
comes found were extracted from the selected articles.

2.3 Data Extract. The reviewers (MSSF) and (GCJS)
extracted the data studies on a preestablished database. The
data extracted from each study induded: (1) study design,
(2) sample characteristics, (3) physical exercise intervention,
and (4) effects on the neuroplasticity of different brain tis-
sues All extracted data was entered into a spreadsheet in
Excel by the primary researcher and verified by another
researcher. Discrepancies were resolved by consensus.

2.4. Risk of Bias Assessment. Two independent authors per-
formed an analysis of the risk of bias in the selected studies.
The methodological judgment provided by the Revman
5.3.0 program of the Cochrane Handbook program was used
(Higgins et al [22]). The following are among the criteria of
the structure of the bias assessment: (1) generation of ran-
dom sequence, (2) concealment of allocation, (3) masking
of participants and personnel, (4) masking of the result eval-
uation, (5) result data incomplete, (6) selective reporting, and
(7) other bias. The studies were classified as low, medium, or
high risk of bias.

3. Results

3.1. Study Selection. The flowchart in (Figure 1) shows the
successive steps taken to select studies in this systematic
review. A total of 12,306 titles and abstracts were selected ini-
tially; 11,414 were excdluded because they did not comply with
the eligibility criteria or were duplicated. Tables 1 and 2 pro-
vide the information of the included articles.

3.2 Risk of Bias. After this critical evaluation, the twenty-one
induded studies were clasified with low risk of bias

(Figures 2 and 3).

33. Description of Included Studies We identified 12,306
studies in the databases. Next, 11,414 were removed because
they had no data on PE (5201), neuroplasticity analysis
(4025), and because they were revison studies (2167). In
the end, 21 studies were incduded (Figure 1). Among the
selected, 15 articles were conducted on animals and six in
humans.
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Databases: PubMed (231), SctenceDirect (20,463), Scopus (104), LILACS (96) and
SaELO(2)

Total studtes found through title and abstracts (n - 20,895)

Duplicates removed
(n=3)
™ Total records exduded: 20,872
Reconds screened —y | No phystcal exercise: 5,700
(n - 20,893) No neuro plasticity assay: 12,000
- Review studies: 3,172

[ N

(n=21)

A

Frcune 1: Flow diagram of the studies sdected for systematic review.

In animal studies, only one used female exclusively, 13
studies used male animals and one study used both female
and male animals. Among eleven studies used, three strains
of Rattus icus including Wistar (six  studies),
Sprague-Dawley (four studies), and spontaneous hyperten-
sive rats (SHR) (one study) were used. Four studies were per-
formed with C57BL6 (three studies) and BALB/CJ] (one
study) mice. The animals were alo exposed to models of
high-fat diet, diabetes, chemo brain, corticosterone adminis-
tration, transient middle cerebral artery occlusion, posttrau-
matic stress disorder, and transgenerational effects of PE.
Among the brain area evaluated, 12 studies evaluated the
hippocampus, and the others evaluated the prefrontal, orbi-
tofrontal, and entorhinal cortex. Fourteen studies used aero-
bic PE protocol, of which 11 were on a treadmill and three
were voluntary exercise on a running wheel Only one study
used the nonaerobic and strength exercise protocol.

In human studies, only one study used a sample com-
posed exclusively of women. The others used both sexes.
The participants’ ages ranged from 18 to 80 yearsold. Among
the brain areas evaluated, three studies used magnetic reso-
nance imaging (MRI) to analyze the hippocampus; one eval-
uated the dorsolateral prefrontal cortex, posterior cingulate,
precuneus cortex, hand motor area, occipital lobe, and cere-
bellum. One of the studies did not report the assessed brain
area (Eftekhariand Etemadifar [39]). Of the six selected stud-
ies, two studies used strength training, two studies performed

dance activities, one study utilizes cyding, one used com-
bined exercise (aerobic, balance, weightlifting, and yoga),
and one study used balance and relaxation exercises

3.4. Effects of Physical Exercise on Neurotrophic Factors. In
some animal studies (Table 3) using serobic exercise (tread-
mill and running wheel training, respectively), increased
expression of BDNF protein, receptor levels, and mRNA in
the hippocampus was observed (Aguiar et al [24); Gomes
da Silva et al [23), Aguiar et al [25); Kim et al. [29); Park
and Kim [32); Vilela et al. [30]; Park et al. [34)). Likewise, a
study using resistance training showed an increase in BNDF
levels after training sessions (Vilela et al. [30]). In studies
with humans, the subjects were submitted to different PE
protocols, induding pilates, dance, and sports that demon-
strated elevated serum and plasma BDNF levels that were
evaluated by the ELISA method (Muller etal [40); Eftekhari
and Etemadifar [39); Rehfeld et al. [42]) (Table 4). However,
when different cydling intensity patterns were used, no differ-
ences were observed on BNDF serum levels (Woost et al.
[43]).

Six works evaluated TrkB receptor expression in animal
studies (Table 3). Five studies observed increased TrkB
expression in the hippocampus after aerobic training (Gomes
da Silva [23); Kim et al. [29]; Park and Kim [32); Park et al.
[33); Park et al [34]). Only one study identified a reduction
in TrkB mRNA level when compared to control after exercise
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Tagce 1: Description of included animal studies.
Author (year) Aim Animal species/experimental groups Brain tissues Analysis Protocol of physical exercise
An aerobic physical exercise protocol
(running on a treadmill) was performed.
Only animals that were classified as
medium, above average, and good runner
were included in the procedure. The
To investigate the morphological and o physical exercise protocol was performed
g;’:::‘l' functional hsi:;ocampd dun‘gs inadult d‘:‘:ﬂ::i::m:“ at 21 days o;?kf- :‘ezr;) Hi Immunofluorescence; between days 21 and 60 of life. Each
23] ) rats submitted to daily treadmill exercise and m:mlr(n =27). b v ELISA; immunoblotting session started with a 5-minute warm-up
during the adolescent period. : at 8-10m/minute. The running time and
speed were gradually increased, reaching
a maximum of 18 m/min for 60 min.
Animals in the control group were
treated in the same way as animals in the
exercise group.
Animalsunderwent an adaptation period
for 1 week on a treadmill, with a daily
session of 3 minutes at a speed of
. . 2 m/min. Then, the aerobic exercise
lmfsnyle \?rhether l""s‘,wm Ut pmale Wistar rats aged 24 months were protocol was started, which was
Aguiaret al P'z“" exerclse on a running whgel o divided into two groups: exercised . Western blotting; RT-  performed for 4 consecutive weeks, with
-, eadmill improves spatial learning, _ : Hippocampus N N .
[24) n and phasticity of the (n=17 animals) and sedentary controls PCR 4 sessions per week. Each exercise session
e i dded i (n=18 animals). consisted of a warm-up session (3min,
{ppocampus in yrats 2 m/min), followed by two sessions of
running sessions (4-6min) ata constant
belt speed 10 m/min. Each session was
spaced by a I-minute rest interval.
To analyze the effects of physical exercise Male C57BL/6 mice aged 810 weeks old RT-PCRHPLC; A Voluniary physaal emicie protocl
Aguiaret al on mitochondrial physiology, were divided into two groups: voluntary Hi Western blotting; ipped with a steerin wheeli
[25) anxiodepressive-like behaviors and exercise (n=16) and control group IPPOGIIPUS o ctrophotometrical _ STUPPeCWIth 3 Seeriag
neuroplasticity in mice. (n=16). assays for assessing stlmulyte veluntary ezerciee for 6 weeks
(Aguiar et al. 26]).
91 male BALB/c] mice at 10 weeks of age
. were divided into eight groups: control A woluntary physical exercise protocol
To ‘t‘;‘)"“" the ;ﬂ‘;";ﬁ:’m (n=11 sedentary pri renners) B st o o 3 days, Wheel
Bhattacharya (550 "“Wd "g " o thekr ALA (n =11 sedentary and 12 runners), . N rotations were monitored continuously
etal [27]) combimn'nsn mg'th’vyoiumry wheel EGCG (n =12 sedentary and 11 RS * Y in one-hour increments throughout the
running exercise. runners), or EGOG and B-ALA experiment via magnetic switches
combined (n=12 sedentary and n =11 interfaced to the computer.
runners).
Tastie 1: Continved.
Author (year) Aim Animal species/experimental groups Brain tissues Analysis Protocol of physical exercise
. . . Hi . .
To investigate Whﬂhef running sk Adult male Spragne-Dawley male ratsare Ppnr;:;pﬂs Immunolabeling for A mel of wimtary physical exerclae
Brockett et al. pc.tfomnnce on cognitive tasks that divided into two groups: sedent refrontal astrocyte and synaptic i a maning vrl.mel e performed for 12
require the prefrontal cortex and whether _ groups :ry P ) ynap days. The running distance was recorded
[28) . . controls (n = 18) and runners (n=18) cortex; markers, Dil PRy
any such changes are associated with ou orbitofrontal impregnation daily digital counters mounted on the
astrocytic, as well as neuronal plasticity. groups. cortex Preg racing wheels.
. N . C57BLJ6 male mice at four weeks of age
To investigate the effect of treadmill were divided into four groups: control
Kimetal f::a.q“.on impairment of cognitive group (n=10), oommlK anduPs exercise . Western blotting; An aerobic exercise protocol was
- ction in relation with hippocampal _ ich at di Hippocampus PSR P P § -
[29) neuroplasticity using high-fat diet- group (n = 10), high-fat diet group y p in treadmill for 20 weeks.
chmyrvm Aprw: oy (n =10, and high-fat group and exercise
(n=10).
Two physical exercise protocols were
performed. The aerobic exercise protocol
was performed on a running treadmill.
Each session lasted 50 minutes and there
was an interval of 48 hours between
sessions The anaerobic exercise protocol
was performed through strength training.
N N . Male Wistar rats of 24 months old were Climbing with 1 m indined at 85" was
Vileaetal, 10 investigate the efiect of aerobic and - 50 41 three groups: (n=6/group) 1. ) . camied out with weight stsched o the
strength training on spatial memory and . P Hippocampus Westem blotting . .
(30) hi mpal plasticity in aging rats. untrained, aerobic training, and strength tail. The weight attached to the tail was
Ippocamp. tyin aging training groups. gradually increased from 50 to 100%
during the 8 weeks of training. Three to
five sets of 8 to 12 repetitions, witha 1-
minute rest between repetitions and a 2-
minute rest between sets, were performed
for 3 or 4 days/week. Each session lasted
40 to 50 minutes, with an interval of 48
hours between sessons
To investigate the effects of physical
exercise to prevent or reverse spatil Three-month-old male Wistar rats were The aerobic physical exercise protocol
de Senna memory deficits produced by diabetes  divided into four groups: nontrained histochemi was perfi d on a running treadmil at
etal [31] and some biochemical and control (n=15), trained control (n=15), Hippocampus morphological analysis  moderate intensity. The protocol took
immunchistochemical changes in nontrained diabetic (n=13), and trained of astrocytes. place once a day for 5x a week for 5
hippocampal astrocytes of type 1 diabetes diabetic (n=13). w
mellitus model
. Male and female Sprague-Dawley rats of An aerobic exercise protocol was
ParkandKim 10,255 the eflets of paternal physical " o 14 ere divided into four " I histoch performed on  running tresdmil The
(32) exerclse on spatial leaming ability in groups: nonexercising male and nommal IPpocampus Westem blotting exercise was performed oncea dayand 6

relation with hippocampal female group (n = 5), exercising male and

days a week for 12 consecutive weeks

Apnseyd emaN

Aipnseid pmaN
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Tanwe 1: Continued.

Ayopselg pmay

Authar (year) Aim Animal species/experimental groups Brain tissues Analysis Prowcal of physial exercise
neuraplasticity in therat pups bom from normal female growp (n = 5), nonexercise [first 3 weeks (30 minutes —spesd:
the obese maternal rats. maleand cbese femalegroup (n=5), and 10 min/min); 4-6 weeks (40
exercise male and obese female group minutes— 10 mimin); 7-9 weeks (30
(n=5). minutes—15 m/min); 10to 12 weeks
(O bojmd)
ine whett Male Wistar rats of 6 weeks olds were 5 .
:emn br::;ni dw‘yx:::‘::: divided into our groups: control (n=15 Immunoflurescence; pztft"lmda\ca i w::;dmfm
Parkatal " Phians ). wntrol and exercise (n =15), DOX- .. . ot T ;s raning
neuroplasticty and functioning of N )2 ) exerdse was performed once a day
3] " pl mitochondria anbe  n0uced chemo brain (n=15), and DOX- Westemblotting (30 min at 10m/min) and six day
ppocm N N induced chemo brain and exercise ) ¥ per
prevented ar relieved by exerdse. (n=15). week for 4 mnsecutive weeks.

An aerobic exercise protocal was
performed an 2 running rexdmill The
treadmill exercise started 20 weeks after

To investigate whether the dedinein  Male CS7BLYG mice of 4 weeks okl were pﬁm?:“mw
@gnitive fundtion caused by 2 high-fat  divided into five groups contral (n = 20), Immunofluorescence; nd TP
Park et al " N N N - N - B 9= ' 2 < week for 12 consecutiveweeks [1-2 weeks
34 diet could be improved through exercise  contral and exercise (n=20), xerdse 7 7 (30min—10 m/min); 3-4 weeks
by ining insulin sigraling path (m=20), high-fat diet (n=20), and high- Western blotting - -
and o in the hi L fat diet and exercise (n=20). (40min—10 m/min); 56 wesks
P PPOCR - (30min—13 m/min}; 7-8 weeks
(40 min—16 mimin); 9-10 weeks
(40 min—16 mimin); 10-12 weeks
(50 min— 16 mimin)).
Adult male Sprague-Dawley rats were
. . divided into four groups (n= 4.6): (1)
Examine the effects of training on the
m‘?icaﬁmofmm:lm ":’;‘:‘;"‘;“‘(C"m ’if(‘fﬂ’y‘:"f:m"u:‘;" Aproncal dmhmﬁry?h’iiﬂl:;;aci;
PPOQMPUS NEUTORENES 1S, e = N N N mannnmgwhclwasperhm far
L - . week CORT administration period (CR); Immunchistochemistry;
Yau etal [35] pmﬂmt_lm and d_ﬁacmmon_. syr:px (3) CORT -treated rats with the 2 week Hippoampus W blotting days. T&_wl'nek \_ﬂu!hﬂlm u.rlndzd far
pmmnu_pxmcn.:xpn:nn_ peicr ing only (PR); and (¢) CORT- dwut:mlhrmmfg 7 14 days prior to
€ :‘;‘“.“M treated rats that could run bath prior and the 50 mg/cg corticosterone treatment.
- concurrently with the CORT
administration period (PR + CR).
Spontaneously hypertensive rats of 10-12 The physical exercise protocal was
” . weeks old were divided into four groups perfarmed an a motarized racing whed
To qiut o svel A:k of Pl?ﬂ (n =20 rats/growp): contral groups:; for 26 days from day 3 after treatment
Panctal. 136 “"“‘“:h': ‘;‘1 u::l":‘“‘" tMCAO (2d) growp, in which rass Entorhinal Histochemistry; with MCAO. During the first 12 days,
@6 memonyafierswole sd heemat o went MCAO swrperyand NOR cortex Westemblotting  the speed of 3 m/min was maintinad for
"l“‘; 'h " 1Y B tests were performed 2 days later; the 20 minutes, twice a day. In the following
restoned by phiysical excrciee. tMCAO (28 d) group, in which NOR 14days, the speedd was mairtained at
tests were performed at 28 days past- 6 m/min
Tanwe 1: Continued.
Authar (year) Aim Animal species/experimental groups Brain tissues Analysis Prowocal of physical exercise
tMCAO;and 2 tMCAO (28 d}+PE group,
in which tMCAO was established and
rats exercised in 2 running wheel for 26
cansecutive days starting at the third day
post tMCAO.
The 2erobic exercise pratom] was
Male Wistar rats of 2 months old were ""':_f"":d"‘ ‘mm.“'g:":;s
To evaluate whether the intrinsic dividal i three grougs: low abainal through an eerdive et (0% of
N N L. perfarmance LP (n = 8), standard N . N N
Rabdoetal. upwq.fuﬁl)stdqcfafemﬂm perfar (SP) (=), and high Not informed PCR dunfn.:mgn m:‘:hua:wddwnqm
[37) dopamine nc\uq)hmaly induced by performance (HP) rats (n= 8) which Etof60% V) N spaedwulrpt
physical triring. were randomized into the SED and TR = ¢ The dumtion of the o
o sessions was increased by 10% per week
groups (exczpt for the transition from the 3rd to
the 4th week).
The 2erobic exercise pratom] was
) Toaduxwhdhaﬁ ﬂt‘:m”:eaqﬁ Male Sprague Dawley of 4 weeks ald d;::ﬂoﬂmdo:a:uadmillqmzday.[i
nwmn:\gfm the ™ were divided into four growps control Immunoflunrescence; t}y::un tvm :ad:t}w :m:'ne lasted
Seoetal.(38)  mitachondril funcian of the ((.‘OCXN‘:‘:._%““PL‘?;.‘;D"“““;Q , Hippoampus  Westembloting. 30 min with 2 speed of 10 mymin. In the
hippoampus and neuroplasticityina Foup o miwchandrial analysis third week, the rats performed 40

PTSD and exercise (PTSD+EX) group

madel of rats with posttraumatic stress (n=15in each growp).

disorder.

minutes of exercise at a rate of 12 m/min.
In the fourth week, the exercise lasted 50
minutes at 13 m/min.

BALA falanine CORT: corticosterons. Dox: dovordbicin; ELISA: enzyme linked immunosorbent assay. BCGC: epigallocarechin 3-gallass EX: exercise; GFAP. glal fibrillary acdic prosein; HPLC: high
performance bguid dwomatography. NOR: novd obje recognition; PE: physial exrcise FISD: postranmatic stress disoder; RT-PCR: wal-time polymense dain mactore SED: sedentary, tMCAO:

transient middle cercbral artery acduston; TR:trained.



Tanm.r2: Desaiption of the included studies with human

:;‘:"“)' Aim Sumple desciiption Brain tisue O Sudy designiprotcal of physical exercise
This is 2 andomized controlled study,
which was carried out fram April 2015 ©
June 2015. The anaerobic exerdise protocal
was performed through Mat Pilates training
: : and lasted eight weeks, three imesa wedk,
Emmmau&mqfranmhpwg Mvgm;f‘mnld:y The exercises were
remitting multiple sclerosis with expanded
Ffiekhari  To determine the chroniceffectof Mat  dissbility stitus scale 2.6, based an Lk sopatrigedtsi oy
and Pilates an serum leves of interleukin-10  McDanalds criteria. They were dividedinto 80 pe
Femadifar  and brain-derived newatrophic fictor in ~ two groups: control group (n = 12; age - ELISA v‘-"wmﬁ dmmmm fmmmr mcm-ad(3
() women with multiple scleragic (years) = 3446 £ 7.29) and Pilates waining 104 “;m:‘:‘mﬂ
growp (PT) (n=13;age (years) =31.41 & the number of sets (1-2). Blood collectian
8.89) was arried out between 8 and 9 am ©
determine the serum levds of pre-and
postiest. The pasttest blood smple was
llected 48 hours after the last Pilates
session.
Thisisa controlled intervention study with
2 wtal duration of 18 manths. The
interventian was crried out in two periods:
a2 "““"hhf““’h‘::‘?" ddwee first period (twice 3 week in sessians of 90
g, ”"’"‘, minutes for 6 manths) and semnd period
'l:');‘-swh:.ﬂ:radam tnmmgpmyam criteria were adnpnt ch\lwq)hdm. ,(::’“,:"f:n; m;;”:ﬂﬂ
emphasizes canstant leamning of new  tinnitus, metal implants, tattoos, dizhetes -
mavement patterns is superior in tems of  mellitus, dq'umn.o(wuhwddlm were used: dance group (participants were
Midller Jasticity to . 1o iregular physical Gyrus and right EUSA; asked tolearn new sequences of mavement,
aal. [40] itioning with tive ise and e(lhlwck) 10 & were erzhippocampal MRI wh':hrquiedmnld‘nuﬁnuu‘_ilﬁy\hn
whether the extension of the training exduded fram the criteria. Only 22 ““"“""".".‘"“""““":""*S‘;"“
duration has additioral benefiss. participants completed the entire group (participants performel strength-
intervention. These were divided into two mm‘?:mz’c;"ﬁ lfmt’:;‘dmfor
cancing growp (n = 12) and sport _ coontiostion each vewion
Foups =10 minutes). The two training programs were
group (n = 10). comparable in terms of intensity, duration,
and fr . Baseline assessments were
made after 6 and 18 months of training.
24 haalthy individuals (70 £7.78 ald The was 2 quasi iment. A
e il 12 woynzn)wat recruited thmw;: Domhta’al Pm: p!qsial‘::rcise p:nmm carried out
o assess whether motor Sill Guses g mens, These were divided into O Posterior cingulate, that had four damains (serobic, balance,
Fetal [41] changes in plasticity after xerdise in - L (n=12.7 7 precunews cartex, hand MRI and P:
diffrent modaliti groups cantrol (?I-IZ women; tor area, occipital lobe, weight lifting, and yoga). Participants were
+ 8 years ald) and trined growp (n=12%5 bellum instructed to practice @ home for 30min
wamen; 67 + 6.4 years okd). every day for 6 weeks.
Tanir 2: Continued.
8‘:"“)’ Aim Sample description Brain tissue Ot Stdy designipromcol of physical exercie
This is an intervention study that used two
62 volunteers were selected through 2 kol prowocals: danee intervention (subjects
advertisement. A fter the exclusion criteria, were trained to accurately memorize and
52 elderly peaple (25 men; 27 women) aged acaess different thythms and step sequences
63 & 80 years were randamly assigned 1o the N . in space, all under accuracy and time
m, R ety e e Al TSR
N . cantrol group to the sports group (SG). In b session included three difierent units:
the end, 38 participants completed the endurance training, strength-endurance
interventian. Dance group (= 20) and training, and flexibility training). The
spart group (n = 18). protocals happened twice 2 week for 90
minutes and six months long,
The study presents an experimental design.
Participants performed eight sessions: (1)
To investigate whether a sequential three weeks of 20 minutes of cycling per day
combination of physical and spatiad _ dassified based an high-intersity training
Womtetd. o o inyouy, halty sdilts dicitsan 79 Yokmtersaged between 18 and 35 T — ELISA: 4 e ween TO and T1 (ERGO): (2) five weeks
[43] o g e participated in the study. MRI N e 4
additive effect on training and transfer with 16 sessions of 30 minutes of space
gaims. training between T1 and T2 (MAZE); and
(3) 2 sequential mmbination of bath
(COMBO) ar rested as passive mntrals.
Participants were recruited c
announcements. Healthy adults between 19 Itisan intervention study, where the
and 65 years of age who did not repart participants carry out 12 training sessians,
To test if balance training, challenging the rq&rmmdgiiebrdusmdy with two sessions per week, each lasting
etal sensory-motor system and vestibular self 59 p d between Hippocampus; basal MERI 50 min. Two protcols were performed:
(44 mation perception, induces structural 'nmp. hm anly 38 completed the ganglia balanc training (eight different stations per

study (24 women/14 men). Participants
were divided into two growps: balance
group (n=19) and rdaxation group (n=18
>

sessian) and relaxation training
(progressive muscle relaxation and
autagenic training).

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay. MRL: magnetic resonance.
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e s of whille and gray sutier was dbaerved in diffesent
regora (hippocampes, cortex, cerebellum, and buaad

g (Fetal [41): Miller o & [40]: Rehicd @ & M2}
Rogge a4 [44])

37 Effects of Physisi! Exercie om Cogmitive Abilities In Wi-
Sar rats, 4 reducton in htency (Aguier ctal [24];Gome: da
Sihvactal [2B3] Vicda ctd [30]) andlength ofthe swimming
rack (Aguier ot @ [25]) were clerved thooagh the waler
srmgre St wnd Barne” e, in tradned Witer st with aer-
obic exercine and of strength compared 1 control (Tadle 3}
Better patid memory Gty (Kim ot al [29]) wnd both
sbwrt-term (Park et @ [33]) and losglemn (Park o o
34]) were @i cbacrved inthe Y-mue ¢ and wile 1 v 2e Weth
afler the acrobic exerciie grofocol in Wite =t and
W'IUSncr. Wiiter MMMJSMMJQ—-
2 4 fager bearning (Aguier ctal [25]) and
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Faomres & Rak of b gragh: rerew sshory padgmans shout cach rok ofbos e proet el o porontge sone 2l schaded eadie

incresied sput il bewrning (Aguier et al [25]) after the water
mmze and Morsi wader toti. When acrdbic PE was per-
formed by the parenti, an increse in the puppic:” sputid
leuming capacity (Sprague -Dawley rati) wio @o demon-
striged (Padk and¥Kim [32]).
Ink the tets

wereverbad lewrn.
ing test, 3 ped st 3 Sute, dcuyed,
and recognition sl from Hoplbn Vedal Lowrning Ted-
Reviied, immodiate and dcduyed story recal fram the fver-
e d beda viom | me mory (e, WA BT dgit spmbol subai-
tuion moddity wst, WAS-TIT dgit gun, tradl slng e,

4 Disamsssion

The present review confirmed the hypotheiis St diffeent
modditie: of PE (acrobic and refata nce training) wecapuble
dpﬂmwyn&nlmh“
and b rl, Burowgh the high frodecton of acuntiophi
ﬁam«ln’-ﬁg'aﬁ.ndhw walting

Adition, it wie deo found ut
Ew!m“nm.ﬁtdnﬂ

Cdowadwdﬁs.diipw.dhﬁ
wand of the Wee buder Memory Scale, Rey-Ox

fgum o, VVM, sabiots “fgurel” “dices,” and “mutice s
from the Tnnclliigen ce Stracture Teut 2000R, and “California
V:H Ln-ig Tu" (‘l’hlk 41 In h-m. mcmory

(i e al K1) nﬂ&nsdﬁqhmm
(Rebdcid et u [42]). After strengs

and deprecion in animuds PE, eqpoculy

wih resgorible for the high cxpress dhnc@xﬁp
wrs Se £ [45] b d the & in BDONF lewels
inthe Mippocempes afier ity duys of fxeac ook 1o therun-

ning whieelin mice. The increcie in Shis ncumtrophic fator,
according 1 the suthors, sy occur dee 1 endogen s po-
duction and atfinity of f-bpdraxybutyste, by BONF poo-
moter regorns (Sheimun ot £ 15]).

Pak ct o [33) observed Sutpaternd cuerciie wis abic ©

cyding improvementi in aygnition were i M—l
(Miller a1 &[40 Wanat et & 143]). uhs::’mq
and dence caie betler reipories dbout 4 dhort-term mcall

term recell, verbal g Jerm recog niion, and wienBon
rew Gon (Maler . KO Waulaiuauah-rnd-
femncch an cognition and mem. ini

BDNF levels in the hippocs mpes, dem aritrading @
trarige nes Gord effect lie S obierved in the study by
Yin ctdd HE| In thinstndy, it wis demond sited Sut puter-
il exex e provided incresed leves of BDNF in the off-
sgring (Yinetal [46]). The o I d by %
can be aned by epiy 5

P choa i o well asthe

Two stadics cvduted the d:c&xam
andety Surough the cewtad plui mice ot and open fidd
tanu-hdﬂ“nlmm‘lhlhw
sioveds boad & d time of egploraion with open wr,
5 Gon, and Gme of ,"‘ (Aguier &t & 25); Seo
et al P3[). Inthe open Hid ot there Wi an incsuse in
cxploraion in the contaul = in addtion © wn increce
in locomoton (Aguier et annu-.au
in three stodics wing the ull el (Seoet & [38])
ndhmdmluma.qalluts»uilsﬂ)m
coli In all godes it wis obderved Sug trained wninnds bad

reduced immobilty after exerciie © the contrd
goups (Yas atal PB5); Reggretd [$):Scova i B3] In
modds with cort Aeni o, acrdbic =

wasako alic © xduce immoblity Sme (Yau et [35]). In
bumnag, o stedy b ovideged andety and deprodion
paramciers

& in DNA methvylu in the off jprings Mippocempes
Dyer e & K7}
lal--s.redaﬁ:tccn.a_ildnhm:hn
observed An & in et BDNF &
after ae wbic (dunce and sponts) and werobic (Plac) cwer-
mr.}ﬂ.-ma-ll.l zﬁllﬂyvﬁhﬂb]v&
whio gty acwmbic
cxxie They Md an hoewe i BDNF Eweli in the
dderly’s bloodtraum afier thigy-five scaion of acmbic
e e wnlyzed by ELBA (Haewion o £ [43]) BONF
poduced pery can al w2 metibadite in mponme
© ®he comtmcton of shektd muide (fménc Maddomdo
dd.l“ll’lhmnpn!namdby&bhdln-
Crosaing the bload-bein barder, prom dting it actiaBon in
&a“mm(h&cwwdnlﬂll
Whien performing 4 cpcling p d in high- intenity train.
q(ﬂ‘l‘l'l.wudtl(”l)w»mn BDNF
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Tanve 3: Description of the main results of animal studies.

Authar (year)

Newratrophins and receptors

Neuwraplasticity outmmes

Cell signaling Cell growth and differentiation

Fundtional outcomes

Gomesda
Silvaetal
(23]

An increase in BDNF expression was
observed in the hippocampus (p=0.00) and
TrkB (p=0.03)in the exerdse group when
@mpared to the contral group. There were

no differences for P7SNRT reaptar

(p=069).

Leaxming and memary of animals from
exercise and contral groups were analyzed
in the water maze for five days. Latency
(p=0.00) and lergh of the swimming path
(p=0.00) in the exercise group were
np\ﬂlcarﬂyshonathu\mﬂucmml

diffe

! . there were no differences

No signifs in
density were found between the exercise
group and contral groups [CAl (p=0.49);
CA3 (p=0.66); DG (p = 069)]. However,
the density of massy fibers was higher in the
hippocampal formation of the exercise
growp (p=0.01) when compared to the

cantrol group.

in speed (p=0.65), showing that the results
were not influenced by physical
conditioning. On day 66, the platform was
remaved from the water maze 1 assess the
time spent in each of the four imaginary
quadrants. The results showed that bath
groups showed preferences for the previous
quadrant (p <0.05). On day 9, the
platiorm was replaced in the water maze to
analyze langterm memory. It was observed
that the hatency in finding the platform was
kwer in the exercise group (p =0.00)
compared © the control group.

Aguiar et al.
[24]

BDNF mRNA expressian (p =0.05) and
BDNF protein levels (p =0.05) were higher
in the hippocampus of dderly rats after
shart light intensity exerdises.

Phaspharylation of Akt (p=005
)and CREB (p=0.05)was greater
in the hippocampus of trained -
elderly rats when compared to the

contral.

Leamning and memory were analyzed in the
water maze A reduction in the sscape
Ltency of the exercised group was observed
when compared © the cantrol group
(p=0.05). In addition, mare time was spent
in the correct quadrant (p=0.05) in the
exerdse vs. cantrol Froup. There were no
differences in swimming speed (p = 0.48)
anddﬂanconvuad(p 0.64).

Aguiar et d.
[25]

1th £

Phynu.lmzmmddle

Physical xercise i
BDNF (p <0.05) and GDNF (p <0.05) in

the hippocampus.

horylation of the dement
uqusve\ocAMPand(‘REB -
protein in the hippocampus
(p<005).

The effects of physical exercise an
depression-like and anxiety-like behaviars
were evalusted. In the elevated plus maze

(EPM) test, it was observed that PE
P d an anxiolytic effect indicated by

increased open arms by exerdised rats
compared to the cantrol group [EPM apen
arms % tal arms entries (p < 0.05); imeof
investigation (p < 0.05)]. In the apen fidd,
there was an increase in the explaration of
the central regions of the open fidd in
exerdsed animals. The increase in

Tanwe 3: Continued.

Authar (year)

Neuratrophins and receptors

Neuroplasticity outmmes

Cell signaling Cell growth and diffeentiation

Fundtional outcomes

lommotian (p <0.05) and explaration time
in the center of the apen fidd (p <0.05) was
greater inthe trained vx sedentary group. In
the tail suspension test, the exercised group
showed reduced immubility (p <0.05).
However, no diffrences were found

between groups regarding latency time

Aippsed pmaN

Bha
aal [27]

Exerdse increased the total number of BrdU
+ cells in the granular layer of the dentate
FyTus campared to the sedentary group
(p<00001).

To assess the conditioning of contextual
fear, physical exercise incased the
duration of freering in the original mntext
(p<0.00). In the assessment of fear
conditioning, physical exercise promoted 2
lorge duration of freezing behaviar
(p=0.00).

Brockett etal
(23]

Runner animals showed aninceseinPSD-
95in the hippoampus (p=0.01), medial
prefrontal cartex (p = 0.00), arbitofrantal

cortex (p=0.00), and perirenal cartex
(p=002).

An increase in body area of astrocyte cells
was abserved in the hippocampus (p =002
). madial prefrontal mrtex (p= 0.03), and
orbitafrontal cortex (p=0.00) in the
runners group when compared 1o the
sedentary growp. No differences were
abserved in the perirenal cartex.

- Cancerning the density of the dendritic
column, runner animals had an increase in
the apical (p=0.0001) and basal dendrites

af the 2/3-layer pyramidal neurons
(p =0.0001) in the medial prefrantal cortex.
There was akso a signifiant inoase in
apical (p=0.001) and basal (p =0.00004)
trees in runner animals.

Object memary testing was used to evalate
memory. Runners showed the highest
discrimination ratio on the object in place
task (p=0.00). Ontheother hand, therewas
1o difference in discrimination rates
between groups on the novel abject
preference after 12 days of rumning (p=04
)- To assess cognition, an atentianal set-
shifing task was performed. Runners
showed animprovement in simple (p = 0.01
). reversal (p = 0.00), and extradimensianal
(p=0.01) discrimination, changing the
attention-changing task in terms of the
number of attempts to reach the criterion.
However, sedentary mice dso performed
the task as expecied.

Kimed.
(]

Physicall exerdise increased the expression of
BDNF and TrkB compared 1o the cantrol
and high-fat group (p <0.05).

Treadmill exerdise increased the number of
DX and BRDU -positive cdls in
contral and high-f2 diet-induced chese
mice (p <005).

Memory was assessed by the Y-maze test.
Treadmill exercise alleviated deteriaration
of spatial and shart- erm memoary in cantrol
mice [spontaneous alternation (p <0.05),
corect number (p < 0.05), and error
number (p <0.05)] and obese patients
induced by 2 high-fat diet.

£l
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Ayonseig pmaN

99



Tanwe 3: Continued.

Newrophsticity outammes :
Authar (year) Neuratrophins and receptors Cell signaling Cell growth and differentiation Functional oukomes
Agabic exercise showed an ingexe in
PSD-95 leveds when compared 1 the other The Bamnes maze test was used to ssess
groups (p <0.05). However, the two menary and cognition. The latency to find
Vilels et al physical exercise p ls showed CREBi: o after training for the sscpe orifice was reduced and spatial
30] improvements over the levels of pNMDA  both exercise protocals (p <005 memary (increase in the time spent in the
(p <0.05), BNDF (p <0.05), and p7SNTR > destinati d was imp d after

(p <0.05) when mmpared to the control.
TrkB leveds were decreased after aerobic
exercise (p <0.05).

the strength and serabic exerdse (p <0.05)
compared 1o the sedentary growp.

A significant increase in the number of
de Senna yti ification in all directions was

Menary was assessed using the place
remgnition test. Afier physical training, the
amlysis of the exploration time of trained

aal [31] observed in trained disbetic rats when . . .

s . dizbetic rats was greater than in the diabetic
@mpared to the dizhetic growp (p <0.05). growp (p<0.05).
. Spatial learning ability was evahated using
. Patemal everde incramed cel the Morris water maze task. Paternal
. Paternal exerdise enhanced BDNF (p <0.05 differentiation (DCX-positive cdls p<0.05 .
Parkand Kim i, % o o, exercise reduced the escape latency (p <0.05
) and TrkB (p < 0.05) expressians in the - ) and cdl proliferation (BrdU-pasitive cells a2

(32] . X )and time in probe quadrant (p <0.05),

male rat pups fram the cbese maternal ats. p<0.05)in the hippocampus of mderat ins the sl learri .

from the cbese mat ) rass. improving the spatial learning capadty in

Lt male offspring of obese rats.

Short-term memary was assessed using the
step-down avoidanc task, and Morris water

- 1 W maze task was performed to assess spatial
Physical exercise reduced the dfects of an?x " M‘?‘dpmumm“ learning and working memory. A reduction

Park et al CHEMO, i ing the levels of BONF in animals that received CHEMO 5 down | . 0.05
33 2l ., increasing of Bl - [BRDU/Neun-positive cells in dentate in the step-down latency time (p < 0.05),
(p <005) and TrkB (p <0.05). "‘:;‘:o'ns)] BT scape htency (p < 0.05), and langer timein
g the quadrant probe (p <0.05) was observed
in CHEMO+EX compared o the CHEMO

group.

Exercise reduced the effects of the high-fat  The Marris water maze test was used o
s -y diet, increasing cell proliferation [number of asess spatial memary. Exercise reduced the

Park et al t""‘ "d‘."’d!;i"h". ity d""lm i‘; Brebu/NeuN pasitive cells in the dentate  effects of the high-fit diet, reduced escape
[34) nereasing s (p<0.05)) and cell difirentiation  hiency (p <0.05), stepped down katency

BDNF (p <0.05) and TrkB (p < 005). oarmbor of DCX posttive el in the
dentate gyrus (p <0.05)].

Gime (p <0.05), andincesed time in probe
quadrant (p <0.05).

Treadmill exercise improved levels of CIdU-
positive clls (p <0.05), umber of
proliferating cells in dentate gyrus (p <0.05
). CIdU- positive cells in the dentate gyrus
(p <0.05), 1dU- abeled cells in dentate gyrys

Tradmill xedse improved lavels of PSD-  Tredmill exercise improved
Yau etal [35] 95(p<0.05) sd SYN(p < 0.05) reduced by IGF- 1 levels (p < 0.05) reduced by
with costi with costi

Depressian-like behavior was d
accarding to the method of the forced swim
test. Continuous running deceased

immability time (p <0.05) and decreased

Tanre 3: Continued.

Neuraplsticity outmmes .
Author (year) Newrotsophins and recegtors Tl sgpating Cell growth and differentiation Fenctional outcomes
(p <0.05), BrdU- positive cdls (p <0.05)  depression-like ph 7 dtothe
and increased neuranal differentiation CORT group.
(DCX cells, p < 0.05) reduced by treatment
with msticasterone.
Physical exercise improved cell proliferation  Memary was assessed by the novd object
Physical exercise increased the reduced [nestin-positive cdls (p <0.01), Ki67-  remgnition test. Physical exercise improved
Pan et al [36] levels of SYN (p <0.001) and PSD-95 . positive ells (p < 0.001), and TUNEL- memory (discrimination ratios, p <0.01) of
(p<0.001) in the entarhimal cortex in pasitive cells (p <0.001)] in transient rats  the recognition of new cbjects in tramsient
tMCAO rats. with middle erebral antery occlusion  mice with occlusion of the middle cerebral
(tMCAO). artery (tMCAO).
Physical training elidted an increase in
Rabdoetal Gédnf mRNA levdsin the CPu of low
37) B peformance rats (p < 0.01), whereas it - - -
decreased Bdnf expression only in high-
performance rats (p <005).
The apen field, elevated plus maze, forced
swimming test, and Marris water test were
pearformed to assess depressive-like
behaviar, anxiety, depressive state, and
spatial leamning and working memory,
respectively. The exercise group showed an
incasein openarms (p <0.05) and timein
There was an increase in hippocampal L open arms (p <0.05) when compared to the
expression of BDNF (p <0.05) in animals There wasno Eifwence on postive &ls for " pTSD group. There was 2 reduction in
Seoetal [38]  trained with posttraumatic disarder. - BT immobility time (p < 0) and average

between the groups, with no differences on
s and cll di =

B

However, there was no difference in TrkB
levels.

distance in the centers (p < 0) in the PSTS
+EX group. Thus, a reduction in anxiety,
depression-like behavior, and 2 depressed
state was observed in the trained animals.
There was 1o effect of exercise an sape

latency and time in the probe quadrant, and

average distanee from the center
demonstrating no improvement in memary
and larning,

AKT: prosein kinase & APEI: apurinic/apyrimidinic endanudease 1; BNDE: brain dered neurotrophic factor; CAMP: cyclic ad s h

hats CRER oydic amp-rep

dement binding

protein; CR: CORT-wreated rats $hat were allowed to run only during 2 wesks, CORT: cortiosterons, CPa mndmpnmnm DAT: dopamine
dopamine; DXX: doalecortin, GONE: glal cell dertved nearotrophic facior, HP: high p LP: low p mRNA.

RNA; PDS 95 p

DOPAC: 34-diby ¥ acd; DA:

density protein 95, p7SNTR: p75

nearotrophin receptor; PR CORT treated rats of 2 weels prior ©o ranning only; PE: physical exercise lrtnuqmnrmm mn:pwhnne B IILHMM(.M) transient middle cerébral artery ocdusion; 5.

HT:serotonin.
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Tane & Description of the main results of human studies.

Authar Neuroplsticity outomes -
(yexr) Neuwotrophic factars Structural changes Cognitive outmmes
Eftekhari
and An increxe in BDNF levels was observed N B
Ermadifar  after an 8- week Piltes training (p=0.03).
(39
halagical tests were p d to assess shart- and

Through MRI an increase in gray matter was obwerved on the ltngtmnmnory(wfhlkﬂmq'&uldammul

Midller Bll;:;“lst‘;‘(y L'::S‘;:if:l m It side of the precentral gyrus in the dance group afier 6  perfarmance test). Both groups demanstrated improvements in
al. [« there » the months (p <0.05). At 18 months, there was an increase in gray short-term memary (early VLMT recovery, p=0.00) and long-
aal. [«] weIe 20! inthe spaxt matter in the right parahippocampal gyrus in the dance growp  term (bongterm free verial reall, p = 0.04 long-term verhal
Fope (p<0.05). recognition, p=0.00) after 6 =nd 18 months of training in bath

tests. However, there was no difference between grouwps.

The following tests were used o assess muopsyc.hnlopnl
function: i diate, ddayed, and recall from
Haopkins Verbal leaming Test-Revised (HVLT_Imm, HVIT_
Delzy, and HVIT_Recog); immediate and delayed stary recall
fram the rivermead behavioral memory test (RM_Imm and
ot g e i gy e T WA i ey
) darsolatera] prefrontal cartex, posterior cingulae/precinens - digit span, ing test (trai
Jietal [41] - ,“d"' il lobe, e R Thae trils B).and Stroop alor and word test. The physical training
cortex, hand matar area. ocapita ) cezebe group performed the cognitive tests before and after the 6 week
was no difference in the striatum. 1.3 - 8 M
training. All test scares after
exerdse, except HVLT PcommmAn improvement was
abserved an memory (p=001) and executive function
(p=0.01). The physical training group showed significantly
greater impravement in the discrimination rate than the cntral
growp (p =0.03) after 6 weeks.

After the intervention, the dance group showed greater volume T med . -
) . N cal " " ests were t (ale divided
;gm:ny m:tr mfn::hll emporal thel:ﬂmpﬂ‘::m ¥ attention, and flexibility), processing speed (mil tsﬁ. verbal
F fluency of words, short-term memory and working memary

motor area, the left precentral gyrus, the left medial frontal (digit £ d backward of the Wechsler Memory

The dance group showed an increase in mt;‘t:;:étm;l;. ﬁkﬂp?:mk:wﬂpﬂﬂﬂ:: andlh:h:: Scale), verbal episodic memary (verbal laming and memory
el (2] plasma BONF levels (p <0.018) when P ﬁm" m!L s e Wﬁ":‘!:- in the task), and visuwospatial memary (Rey-Osterrieth complex figure
: compared to the spart group. 8 fume iy Tegons test). The visuospatial memory improved after the two training

W”ﬁﬂ?m‘“*ﬁf&m&ﬁ:ﬁ“ sessians (p <0.00) as well as for te recovery (p <0.001). The
1 in the right and 1t fronta] and right parietal. In the oﬁuandyudﬁmtdﬁndﬁembcv{«nmheﬁmin;
sport group, thee wes & grester vllume of whiife matter in the and the end of the pratol There were no diferences btween

right eemporal ond right ocipital Froups.
Tanie 4: Continued.

Authar Narrophsticity outcomes .
(yexr) Newotrophic factars Structural changes Cagnitive outames

Cognitive performance was assessed using the ollowing tests:

spatial cognition assessment (FRS), “Dresden Spatial

Navigation Task" human analogue of the “Morris water maze™
Woastetd.  BDNF levsdid not differ over Sme B B oy ““‘?;":';E;’;“:: ‘”‘:/':::‘dm
) (p=0.09). VVM, subtess through *figures.” “data,” and *matrices” of

“Intelligence Structure Test ZOmR' (IST). and “California
Vch.l I.nmnq Test" (CVLT). Th:pmps did notdiffer onthe
in (p>005).

% ] P

There were no diffrences between subcartical gray matter
volume in the hippocampus of either group, in the right
hemisphere (p =0.226) ar in the ldt (p=0.743). The balne
 groupsl showed 2 mdmun;n in putamen pay(mm:r wlv.um

group (left 7
::]"’““L - p=0.019; right, p=0.025). In adkition, better balnce -
perfarmance caused greater precentral cartical thickness (left
hemisphere, p=0.002; right, p = 0.426). Participants who
showed the greatest increase in balance performance showed 2
graater decrease in gray matter volume in the ldt putmen
(p=0.002).

BDNE: brain.dertved nearotm phic factor, HTLV: recognition recall from Hopkins Verbal Learning Test-Revtsed, KGF-1: insalin dke gows factor-1; VEGF: vasadar endothdial growth facor.
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Fretuet & (018 wed 2 different HIT readnil proto-
col for six wesks in Wiiter rgs showing incree in the
expresion of BDNF in the hippaampei The increce in
BDNF lewels occurs due 1o ol 5% of TAB, KGF-1,
and vascuur endothdid growh o (VEGF) (Harud
aiﬁdll-dﬁu&‘:&mban‘gmm
tecoks (fguency, duration, and on the tmini ) can

Neus! Phasary

%?ﬁﬁnn chunges: in theie components (Zhung
«

Both types of PE improved memory and leiming in ani-
el and husan moddy Thang o & (019) demouatrged
Sug 2 four-month reudmil pmaccel was e © prevent
e dodine in putd memory cgpacly When parents

Mh.&rﬁ* G“MMQ:I 51))-
The gresent review wao & d St

was able 10 increde the cxpmaion of PSD-95, pNMDA,
and SYN, nlnllq-dlputﬁn.a& Plousg burvean

aal [32]p d @t moder-
akd ¥ for sty mi five Genes  week in an aniond
modd of cercbrad tachemia. This & =i that PE can

promte neunplaBaly even in pa d-ddna:
mduu—m*-u

PE & Bie for gl Scwors

ik d exes e, there was wn ingrove ment in
cognition (Parkand Kim [32]), demomtrating thec buracter-
i muied 1o the active phenotype (Pisnds and Lewndro
B3n. l-h—-s.aadtlnhu:hmnlcm
ing and memay Swough 1 and ol
Garges in e Nppocempes (Hitting and Rader [64])
Mu“ * gowing lc-cs‘pn ll.ccd: apecit.

Enked © cell metaboliem (Egun and Zieruth (3]} In this

MCRE& AKT, .aamr hd(hq-ﬁ‘
in the hip

iapnﬁn(!léqx‘ndiwa&al&-ﬁu&-_tﬁq

the egprocion of thee c“:a-ya-nnplq :a-ﬂ
role in centml nervous dystem &

.drehn:dnni-nﬁ((‘nuathsh
& weo revlled i & d un ety and
depregion in animd modds, even in 4 svredul StwmSon
(adminig s Gon of crts ). PE Bus an acon similer
2 oo ine (scdactiv, i e inhidbtor) on the
of depascion and -x:l] (VabidAnms and

Alben [66] ) Thss, ke the action of flecmtine on ncurogen-
mlhr&dﬁm‘:pﬁt-&yd&h’p-
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Maternal Low Protein Diet
Physical Exercise

To evaluate whether exercise training mitigates the deleterious effects of undernutrition during the develop-
mental period in juvenile Wistar rats. Pregnant Wistar rats were fed with a diet containing 17 % or 8 % casein
during pregnancy and lactation. At 30 days of life, male offspring were divided into 4 groups: Low-Protein non-

;ﬂ;t;::\e:xdria trained (LS), Low-Protein Trained (LT), Normoprotein non-trained (NS), and Normoprotein Trained (NT).
Oxidative Stress Trained rats performed aerobic exercise training (AET) for 4 weeks, 5 days a week, 1 h a day. 24 h from the last
Brain day of training, the animals were sacrificed. The tissues were removed to analyze indicators of mitochondrial

metabolism, oxidative stress, and gene expression of GRP78, PERK, ATF6 ER stress markers, and BDNF. The
results showed that undernutrition during development promotes deleterious effects on mitochondrial oxidative
metabolism and induces reticulum stress in the hippocampus of juvenile rats. On the other hand, AET improves
mitochondrial function and i tic and ymatic antioxidant capacity, as well as declines ER
stress. AET at moderate intensity for 4 weeks in male juvenile Wistar rats acts as a lifestyle intervention opposing
the negative effects induced by a protein-restricted maternal diet.

1. Introduction restriction is the hippocampus, anatomically located in the temporal

lobes of the brain, both on the right and on the left sides, below the

Maternal protein malnutrition (MPM) remains a public health
problem around the world, especially in the neonatal and child popu-
lation (Bhutta et al., 2017). Additionally, the drastic reduction of protein
in critical periods for development, is associated with deleterious effects
on numerous organs (Morgane et al., 1993, Black 2018) among which
the brain is an important one. In general, the brain is responsible for
controlling various physiological processes such as blood pressure, food
intake, movement, and cognitive functions (Tonkiss et al., 1993, Barra
et al., 2019). One important area of the brain affected by protein

Abhroviaf ATP, Ad ine Triphospt

cortical surface and responsible for motivation, emotion, learning and,
mainly, memory (de Souza et al., 2011, Belluscio et al., 2016, Kimura
et al., 2019).Table 1..

Morgane et al. (2002), demonstrated that MPM reduces neuro-
plasticity, and is responsible for the poor formation of GABAergic neu-
rons, disrupting the balance between excitatory and inhibitory stimuli in
the hippocampus (Morgane et al., 2002). Additionally, changes in brain
metabolism in response to malnutrition contributes to excessive pro-
duction of reactive oxygen species (ROS), leading to oxidative stress that

AET, Aerobic Exercise Training; ATF6, Activating Transcription Factor 6; BDNF, Brain Derived Neurotrophic Factor;

ER, Endoplasmatic Reticulum; GRP78, Glucose Regulated Protein 78 LS, Low-Protein Control; LT, Low-Protein Trained; MPM, Maternal Protein Malnutrition; NS,
Normoprotein Control; NT, Normoprotein Trained; OS, Oxidative Stress; PERK, Endoplasmatic Reticulum Kinase; ROS, Reactive Oxygen Species.
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Physical training improves mitochondrial and cellular metabolism in the prefrontal
cortex of young adult Wistar rats submitted to maternal undernutrition: Participation of

Manuscript Number:
Article Type:
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Abstract:

endoplasmic reticulum stress.
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Research Paper

Physical Exercise; Maternal Low Protein Diet; Cellular Stress; Oxidative Stress;
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Currently, even with the growth of social policies to fight hunger, malnutrition is still
present around the world. Maternal Protein Malnutrition (MPM), is considered to be the
cause of several chronic diseases, such as neurodegeneration. On the other hand,
physical exercise can improve REDOX balance and promote health. In this study, we
evaluated the effects of aerobic physical training on markers of mitochondrial and
cellular metabolism, oxidative balance, endoplasmic reticulum stress, and the
neurotrophic factor in the prefrontal cortex of malnourished young adult Wistar rats.
Pregnant Wistar rats were fed with a diet containing 17% or 8% casein during
pregnancy and lactation. At 30 days of life, male offspring were divided into 4 groups:
Low-Protein Control (LS), Low-Protein Trained (LT), Normoprotein Control (NS) and
Normoprotein Trained (NT). The trained groups took part in aerobic exercise training
(AET) for four weeks, five days a week, one hour a day per session. At 60 days of life,
the animals were sacrificed and the skeletal muscle, and prefrontal cortex were
removed to analyze oxidative balance, and gene expression of GRP78, PERK, ATF6
for ER stress markers, and BDNF. Our results showed that MPM impairs oxidative
metabolism associated with higher oxidative and reticulum stress. However, aerobic
exercise training restores partially the levels of mitochondrial and cellular metabolism
markers, promoting resilience to cellular stress. Our data show that aerobic exercise
training at moderate intensity for four weeks in young adult Wistar rats can act as a
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The excellent work of Berardi et al. (2021) aroused our
interest, which aimed to determine the local and systemic
effects of somelric and concentric muscle contractions in
conditions of experimental pain and performance fatigue in
subjects with and withowt Gbromyalgia (FM). In this sense, it
is known that the individual diagnosed with FM may present
changes in psychological and cognitive functions, memory

The researchers in the present study showed that none
of the groups reported an increase in systemic pain after
exercise. FM pats lly have ble adhering to and
maintaining then' exercise muunc Modalities for promoting
physical activity, including virtual reality associated with
serobic exercises, for example, can increase satisfaction
by improving adherence with reduced pain perception in

and sleep disorders, in addition to depr and anxiety  these indivaduals (Polat et al. 2021). The fact of joining the
interfering with his quality of hﬁc (D:ll osso et al. 2011). n:man:h suggests benefits 1 m lheemoucmal nnle A specific
Among the functions ti and ti tigation of the g of pain, depression, anxi-

can interfere with the perception of piun and play a role in
maintaining chronic pain and functional disability. (Sitges
et al. 2007).

Thus, we think it is interesting in future research, with
objectives similar to those of Berards et al. (2021), the inclu-
s3on in their methods of specific instruments for the assess-
ment of cognitive and emotional variables. In addition, if

ety and stress, between lhc two groups, as well as in volun-

teers with FM would be relevant. Because the identification

of the existence of different intensities of these symptoms,

they could ratify the findings p i by the ch and

improve the understanding about the tolerance to physical

exercises, and their effects in these groups, in the face of
ible ch in the ional state.

possible, we suggest the inclusion of an evaluation process
carried out by mental health specialists. Since the perceptica
and maintenance of pain can be affected by the individual's
emotional state, allowing interference in the research out-
comes. Thus, the inclusion of these variables could con-

tribute positively by increasing the u'npac( of lhc n:sulls

Especially in pati with FM syndrome,

who suffer l'mm persistent generalized pain, being :smcmlzd
with psychological distress, catastrophizing of pain, in adds-

t20n to the reduction in physical function (Chinn et al. 2016).
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The researchers also found that the FM group experienced
a greater condition of performance fatigue in response o
the exercised muscle, compared to the control group, in
which there was no relationship with central mechanisms
of fatigue or pain. Thus, suggesting that changes in perfor-
mance fatigue in FM may be due to differences that occur
in muscle conditioning. In this perspective, we miss the

of the vol s" physical ftness. The authors
used accel s in the | stady 1o stor physical
activity (ActiGraph wGT3X BT, Pensacola, FL), m addition
o1 igating the percentage of time spent in sedentary,
light and modeule to vigorous achivities. It is a relevant
variable in this type of research.

However, we believe that physical conditioning could
have been verified, especially in the fibromyalgia group,
being able to effectively visualize the possible impact of
physical conditioning on this clinical condition. In add:-
tion to the possibility of comparing physical activity levels
with physical performance between groups. Since similar
levels of physscal activity were observed between FM and
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Comment

The study by Bardin et al. (2021) on the effect of sex on
changes in idative bolism through the accumu-
lated oxygen deficit (AOD) and the importance of AOD in
the performance in relation to age and sex during childhood
and adolescence, brings important contributions regarding
the existing differences between the height, body mass, lean
mass and VO;max between females and males separated by
four age groups (1017 years) and the AOD relationships
for these variables, in addition to being the first study to use
allometric modeling to analyze AOD in young people.

With regard to methods, Bardin et al. (2021) mention
that the 74 volunteer rowers were tested in 2 sessions, the
first dedicated to the collection of anthropometric data and
VO;max, then in the second session the total test of 60 s
was performed. However, when describing the volunteers
as rowers, it was not clear whether (1) they would be high-
performance children and youth rowing athletes, whether (iz)
they were practitioners of the rowing modality or whether
(1) they were practitioners of any modality that encom-
passes rowing as an activity. It is necessary to clarify this
information, since the AOD can vary according to the ind:-
viduals' physical fitness levels (Bosquet et al., 2008), it can
be a confusing factor. In addition, it is important for the
scientific community to know from which population this
result was oblained.

Still referring to the methods, it was also ioned that
all volunteers underwent physical training two to three times
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a week with similar training volumes between boys and girls.
Despite the information, there was no detail about the pro-
tocol used, nor the length of time that this intervention two
to three times a week lasted. Chronic metabolites promoted
by strength training, such as increased levels of enzymes
in the glycolytic system and phosphatenes (ATP/CP), can
influence the maximum accumulated oxygen deficit (Ber-
tuzzi et al. 2008). That said, the history of physical activity
and the details of the ak ioned physical training are
important intervening factors for the desired outcome and
need to be better discussed.

When it comes to idative bolism, pharmaco-
logical suppl alion of ¢ wption of food products
can be important modulators, as is the case with caffeine.
This is able to modulate the functioning of the central nerv-
ous system and cause the inhibition of parasympathetic
activity, increased alertness, reduced subjective perception
of effart (PSE), increased heart rate at rest and effort and gly-
colytic activity (Lopez-Gonzilez et al. 2018), among other
functions and still has an easy availability in food products
such as coffee, cocoa, drinks or gels and energy bars (Lopez-
Gonzélez et al. 2018). Therefore, another aspect to be con-
sidered is the diet caten by the individuals participating in
this research. A low-cost and high-efliciency instrument for
such observation is the 24-h food record or food record that
can be used even for athletes (Capling et al. 2017).

It was observed that the accumulated O, deficit is strictly
associated with better performance during high-intensity
activities during childbood and adolescence, being more
evident in males because they have greater gain in lean body
mass, especially from the age of 14 years. Therefore, it is
important to encourage future studies within this p ive

¥

to elucidate the different facets of high performance.
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