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RESUMO

Nos ultimos anos, o aumento da populagao idosa global tem impulsionado a busca
por terapias que atenuem os impactos adversos do envelhecimento e ampliem o
entendimento dos mecanismos subjacentes a esse processo. Nesse cenario, o
exercicio fisico tem se destacado como uma ferramenta n&o farmacolégica de valor,
com potencial para mitigar os déficits relacionados a idade. O hipocampo, uma area
cerebral crucial para memoria e aprendizado, passa por alteracbes a medida que
envelhecemos, associado a redugcdo na concentragao de biomarcadores como o fator
de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1). O IGF-1 desempenha importante
papel-na neurogénese, plasticidade sinaptica e saude cerebral e estudos indicam que
exercicio regular pode elevar seus niveis no hipocampo protegendo contra a perda de
memoria associada a idade avangada. Nesse contexto, investigamos os efeitos do
envelhecimento e o impacto do exercicio de corrida em esteira ergomeétrica nos niveis
de IGF-1 no hipocampo de ratos Wistar de 3 e 21 meses de idade. Os animais foram
submetidos ao protocolo de sessao unica (20 minutos) ou exercicio diario moderado
(20 minutos durante 14 dias), sendo eutanasiados 1 hora apds a ultima sessao. O
encéfalo foi removido e o hipocampo foi dissecado. Nossos resultados mostram que
o envelhecimento aumentou o IGF-1 no hipocampo de ratos Wistar (F=16,71;
p=0,0002) e que o exercicio ndao modificou esse padrdo de expressao,
independentemente da idade dos animais (F= 0,9062; p= 0,4122). Observamos uma
tendéncia de interacdo entre os fatores idade e exercicio (F=2,76; p=0,0753),
sugerindo um efeito do exercicio aerobico oposto ao esperado sobre os niveis de IGF-
1 no hipocampo de animais jovens e envelhecidos. O protocolo de sesséo unica e
exercicio moderado por 14 dias parecem reduzir agudamente (1 hora apds o
exercicio) os niveis de IGF-1, respectivamente no hipocampo de ratos adultos jovens.
Por outro lado, o exercicio moderado, durante 14 dias, parece aumentar os niveis de
IGF-1 no hipocampo de ratos envelhecidos, sem alteragdes entre o protocolo agudo
ou sedentarios. E possivel propor que os protocolos de exercicio avaliados impactem
diferentemente os niveis de IGF-1 no hipocampo, no entanto, ndo podemos associar
a beneficios especificos induzidos pelo exercicio.

Palavras-chave: Exercicio aerobico. Neurogénese. Plasticidade sinaptica. Cognigao.



ABSTRACT

In recent years, the global increase in the elderly population has driven the search for
therapies that can alleviate the impacts of aging and enhance our understanding of the
underlying mechanisms of this process. In this context, physical exercise has emerged
as a valuable non-pharmacological tool with the potential to mitigate age-related
deficits. The hippocampus, a crucial brain region for memory and learning, undergoes
changes as we age, often associated with a decrease in the concentration of
biomarkers such as insulin-like growth factor 1 (IGF-1). IGF-1 plays a significant role
in neurogenesis, synaptic plasticity, and brain health, and studies have shown that
regular exercise can increase its levels in the hippocampus, thus protecting against
age-related memory loss. In light of this, we conducted an investigation into the effects
of aging and the impact of treadmill running exercise on IGF-1 levels in the
hippocampus of 3-month-old and 21-month-old Wistar rats. The animals were
subjected to a single session (20 minutes) or daily moderate exercise (20 minutes for
14 days) and were euthanized 1 hour after the final session. The brains were removed,
and the hippocampus was dissected. Our results indicate that aging led to an increase
in IGF-1 levels in the hippocampus of Wistar rats (F=16.71; p=0.0002), and the
exercise did not significantly alter this expression pattern, regardless of the age of the
animals (F= 0.9062; p= 0.4122). We observed a trend of interaction between the age
and exercise factors (F=2.76; p=0.0753), suggesting that aerobic exercise had an
opposite effect on IGF-1 levels in the hippocampus of both young and aging animals.
The single-session protocol and moderate exercise for 14 days appeared to acutely
reduce (1 hour after exercise) IGF-1 levels in the hippocampus of young adult rats. In
contrast, moderate exercise for 14 days appeared to increase IGF-1 levels in the
hippocampus of aging rats, with no significant differences between acute or sedentary
protocols. Nevertheless, it is possible that the exercise protocols evaluated have
different impacts on IGF-1 levels in the hippocampus. However, we cannot definitively
associate specific exercise-induced benefits at this time.

Keywords: Aerobic exercise. Neurogenesis. Synaptic plasticity. Cognition.
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1 INTRODUGAO
1.1 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento € um processo natural, dindmico, que promove alteracbes
funcionais e bioquimicas, levando ao aumento na suscetibilidade a doengas (Paradies
et al., 2011; Minciullo et al., 2016; Jurgens; Johnson, 2012). Durante o envelhecimento
ocorrem mudangas bioldgicas inexoraveis na composi¢cao corporal, sendo esses
fatores importantes para o desenvolvimento de doengas crbnicas e redugédo da
capacidade funcional (Pereira et al., 2014).

De acordo com a United Nations Department of Economic and Social Affairs,
Population Division (2022), a quantidade absoluta de individuos idosos atingira
proporgdes notaveis nas proximas duas décadas, com previsao de alcangar a marca
de 60 milhdes entre os anos 2040 e 2045. Quanto a populagao do Brasil, conforme as
estimativas da ONU, o contingente de idosos devera aproximar-se de 75 milhdes até
o ano 2100. Esses dados sio preocupantes, visto que o aumento do numero de idosos
apresenta impacto na sociedade. De fato, o envelhecimento esta associado a um
agravamento das condi¢gdes neurologicas, perdas funcionais motoras e cognitivas,
além do aumento da prevaléncia de doencas crdénicas como hipertensédo e diabete
(Figura 1; United Nations, 2019).
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Figura 1. Populagéo absoluta e relativa de idosos de 60 anos e mais, 65 anos e mais e 80 anos e
mais. Brasil 1950-2100 (adaptado de United Nations, 2019).
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Conforme exposto, uma das implicagcdes centrais decorrentes do aumento da
expectativa de vida € o aumento da prevaléncia de doengas relacionadas a idade.
Portanto, torna-se necessario entender os mecanismos do envelhecimento e assim
propor novas estratégias que possam atenuar os danos metabdlicos e neurolégicos
decorrentes do envelhecimento (Mahncke; Bronstone; Merzenich, 2006).

Sabe-se que ao longo do envelhecimento ocorre uma progressiva diminui¢ao
das funcionalidades fisiologicas e bioquimicas, acompanhada pela deterioragcéo
gradual dos tecidos e da eficacia dos 6rgaos (Flatt, 2012). No que concerne ao sistema
nervoso central (SNC), em particular, esse processo se caracteriza por mudangas
estruturais que, além de comprometerem a capacidade adaptativa desse sistema as
mudancas do ambiente, também culminam em uma diminuicdo das aptiddes
sensoriais, motoras e cognitivas (Bishop; Lu; Yankner, 2010).

No passado houve uma crenga arraigada de que, uma vez que o SNC atingisse
seu desenvolvimento completo, ele se transformava em uma estrutura rigida, incapaz
de sofrer modificagcbes. Acreditava-se que quaisquer lesdes nesse sistema seriam
irreparaveis, ja que as ceélulas que o compdem nao teriam a capacidade de se
reconstituirem ou se reorganizarem. No entanto, a ciéncia revelou uma perspectiva
diferente, mostrando que o SNC possui uma notavel capacidade de adaptacédo e
modificagdo, seja em resposta a experiéncias ou como uma tentativa de regeneragao
(Burke; Barnes, 2006).

Essa evolugdo na compreensao da plasticidade cerebral, ou seja, a capacidade
do encéfalo de se adaptar e mudar ao longo da vida, tem implicagbes profundas para
o0 campo da neurociéncia. A constatacdo de que o SNC n&o € uma entidade estatica,
mas sim uma rede dindmica que pode reorganizar suas conexdes e fungbes em
resposta a estimulos e necessidades, abre portas para estratégias inovadoras para a
promogao da saude encefalica em resposta aos insultos que ocorrem durante o
processo de envelhecimento (Erickson et al., 2011). Contudo, dentre essas areas, o
hipocampo emerge como uma regiao particularmente suscetivel a essas mudangas e
é considerado uma estrutura vulneravel, passivel a alteragbes conforme avangamos
em idade (Burke; Barnes, 2006).

A senescéncia, que se refere ao processo de envelhecimento celular e gradual
deterioracao funcional, pode causar varios tipos de danos no hipocampo. Esses danos
podem contribuir para a perda de fungao cognitiva observada em individuos idosos.

Alguns dos principais danos associados a senescéncia no hipocampo incluem a
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reducdo da neurogénese, o que pode limitar sua capacidade de se adaptar a novos
estimulos, diminuir sinapses e a formagcdo de novas memorias. A senescéncia
também pode aumentar o risco de acumulo de agregados proteicos anormais, como

a B-amiloide, associados a doenca de Alzheimer.

1.2 FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA | (IGF-1) E SUA
IMPORTANCIA PARA A PLASTICIDADE NEURAL

Diversos biomarcadores de envelhecimento e de risco de déficit cognitivo vem
sendo explorados pela comunidade cientifica, com o objetivo de identificar mudancgas
de rotas metabdlicas e/ou expressao de proteinas para construgdo de farmacos que
possam prevenir esses eventos decorrentes do envelhecimento. Dentre esses
biomarcadores esta o Fator de Crescimento Semelhante a Insulina | (IGF-1).

Fatores de crescimento sido polipeptidios que atuam no controle da proliferacédo
e diferenciagao celular em diferentes tecidos, inclusive no encéfalo. Dentre esses
fatores, o IGF-1 parece ser uma das moléculas mais sensiveis ao metabolismo. O
termo “insulin-like” surgiu em 1954 e, embora n&o seja preciso, se refere a sua
capacidade de estimular a captagdo de glicose pelo musculo e tecido adiposo,
mecanismo semelhante a insulina (Van Praag; Kempermann; Gage, 1999). Embora
esta neurotrofina seja preferencialmente produzida no figado e pancreas, ela também
esta presente em outros 6rgdos, como por exemplo, o sistema nervoso central e
periférico. No sistema periférico, a expressao de IGF-1 é regulada pelo hormbnio do
crescimento (GH) (Vaynman; Ying; Gomez-Pinilla, 2003). Ambos, IGF-1 e GH,
pertencem ao sistema somatotréfico humano e exercem efeitos sobre o metabolismo.
Contudo, além da regulacdo do metabolismo, o IGF-1 esta envolvido em outros
processos fisiolégicos como a resposta imunoldgica, regulacdo da glicemia e a
manuten¢ao da fungéo cerebral (Vaynman; Ying; Gomez-Pinilla, 2003; Farmer et al.,
2004). Os efeitos centrais mediados pelo sistema somatotréfico (Flgura 2) deve-se a
expressado do GH e IGF-1 em neurdnios e células da glia, bem como pela entrada
desses hormdnios no SNC apds sua produgéao pelo figado (Holschneider et al., 2007).
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Figura 2. Efeitos centrais mediados pelo sistema somatotréfico em diferentes tecidos (adaptado de
Puche e Castilla-Cortazar, 2012).

O IGF-1 atravessa a barreira hematoencefalica e atua na neuroproteg¢ao, em
resposta ao dano neuronal, estimulando a neurogénese e sinaptogénese
(Kempermann et al., 2010; Neeper et al., 1996). Em adultos, esta presente
principalmente em areas encefalicas com grande densidade de neurdnios, como
cerebelo, bulbo olfatério, hipotalamo, hipocampo e cértex (Tong et al., 2001). Além de
promover a sobrevivéncia neuronal, o IGF-1 inibe apoptose (Berchtold et al., 2005),
desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento e na manutencdo do
SNC, incluindo o hipocampo.

No hipocampo, o IGF-1 esta associado a aumento da plasticidade sinaptica,
um fendbmeno associado ao aumento da eficiéncia da atividade neural por
fortalecimento ou enfraquecimento de sinapses (Caponi et al., 2013; Cotman;
Berchtold; Christie, 2007). Estudos mostram que o IGF-1 promove crescimento e
sobrevivéncia de neurdnios no hipocampo durante a fase de desenvolvimento e de
maturacdo cerebral na infancia e na vida adulta. Ele inibe a apoptose e, como dito
acima, influencia na formacgao e fortalecimento de sinapses no hipocampo, permitindo
uma melhor comunicagao entre os neurdnios e uma adaptacdo mais eficiente as
mudangas nas condi¢des ambientais e nas experiéncias de aprendizagem. Esses
efeitos do IGF-1 sdo mediados por vias de sinalizag&o intracelular que regulam a
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expressao genica, a proliferagado celular e a diferenciagdo neuronal (Kanaley et al.,
2005; Mahncke; Bronstone; Merzenich, 2006).

A neogénese é um processo que ocorre principalmente no giro dentado, uma
regido do hipocampo associada a aprendizagem e a memoria. O IGF-1 parece atuar
em vias de sinalizagdo especificas nas células progenitoras neurais do giro dentado,
estimulando a proliferagdo dessas células, ou seja, a divisao celular para formar mais
células progenitoras. Portanto, o IGF-1 influencia a diferenciagdo das células
progenitoras neurais em neuroblastos, que sao células imaturas com potencial de se
tornarem neurdnios maduros. Juntamente com outros fatores neurotroficos, € capaz
de estimular a maturagao de neuroblastos em neurdnios funcionais, processo que
envolve o desenvolvimento de dendritos, axénios e a formagao de sinapses (Caponi
et al., 2013; Kanaley et al., 2005; Mahncke; Bronstone; Merzenich, 2006). Portanto o
IGF-1 exerce seu efeito na neogénese do hipocampo, ativando vias de sinalizagao,
que estimulam a proliferacdo e diferenciagdo de células progenitoras neurais, bem
como promovendo a sobrevivéncia e integragcdo de neurdnios na formagéao das redes
neurais. Esse processo € fundamental para a plasticidade encefalica, adaptagao as
mudangas ambientais e manuteng¢ao da saude cognitiva (Trejo; Carro; Torres-Aleman,
2001).

Com a senescéncia, a expressao do IGF-1 pode diminuir, afetando a saude e
a plasticidade dos neurénios no hipocampo (Franceschi; Campisi, 2014). De fato, os
estudos tém mostrado que baixos niveis de IGF-1 no encéfalo se associam a
diminuicdo da neuroplasticidade, do volume encefalico e disfungdo cognitiva,
especialmente em idosos, sugerindo que esta diminuigdo pode estar relacionada ao
envelhecimento (Trejo; Carro; Torres-Aleman, 2001). Por outro lado, estudos sugerem
que niveis elevados de IGF-1 podem estar relacionados ao aumento do risco de
doengas cronicas associadas ao envelhecimento, como por exemplo, cancer e
doengas cardiovasculares (Giovannucci et al., 2003).

Enquanto na fase de crescimento e desenvolvimento os niveis de IGF-1 séo
mais altos, para a promogao do crescimento e da diferenciagao celular, no processo
de envelhecimento ha uma tendéncia geral de diminuigdo nos niveis de IGF-1, embora
variagdes individuais sejam observadas. O IGF-1 parece diminuir gradualmente ao
longo dos anos, o que pode estar associado a uma série de fatores, incluindo
mudang¢as hormonais, metabolismo reduzido e fatores genéticos. A diminuigdo natural

na producao de IGF-1 pode estar relacionada a reduc¢do na produgao do GH pela
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gléandula pituitaria, ja que o IGF-1 € um medidor dos efeitos do GH nos tecidos
(Sonntag et al., 1999; Markowska; Mooney; Sonntag, 1998).
1.3 EXERCICIO

Conforme delineado por um manual publicado pela Organizagdo Mundial da
Saude, o exercicio fisico se revela uma estratégia eficaz e economicamente acessivel
para contrabalancgar a diminuigdo da capacidade funcional global observadas durante
o envelhecimento (WHO, 2007). Estudos mostram que a atividade fisica pode prevenir
e modular algumas doengas cronicas, inclusive aquelas associadas ao processo de
envelhecimento (Cvecka et al., 2015; WHO, 2007). Entre os diversos efeitos benéficos
relacionados a atividade fisica especificamente durante o envelhecimento, destacam-
se maior independéncia nas atividades de autocuidado, melhora da autoestima,
melhor qualidade e expectativa de vida e diminuigdo da mortalidade (Awick et al.,
2015; Cvecka et al., 2015; Rejeski; Mihalko, 2001).

Estudos clinicos e experimentais vém demonstrando fortes evidéncias de que
o exercicio fisico, além de gerar beneficios como: aumento da sensibilidade a insulina,
aumento do metabolismo, melhora da funcéo cardiaca, capacidade de alterar o perfil
dos fatores de sinalizagdo circulantes, € também capaz de afetar positivamente o
funcionamento encefalico, promovendo adaptacbes celulares e moleculares que
envolvem os fatores troficos, proteinas de sinalizagdo celular e sistemas de
neurotransmissao, desempenhando um papel importante tanto na preveng¢ao quanto
no tratamento de doengas (Botero et al., 2013; Caponi et al., 2013; Joshi, 2007).

Dentre as modalidades de exercicio fisico, o exercicio aerdbico tem mostrado
efeitos globais e especificos em regides cruciais para a neurogénese, como O
hipocampo e cértex pré-frontal (Erickson et al., 2011). Seu efeito positivo no encéfalo
deve-se, possivelmente, a indugcdo de adaptagcbes, melhorando a plasticidade
sinaptica e fungdes cognitivas. Em camundongos adultos, por exemplo, a exposi¢céo
a roda de corrida aumenta a proliferagao celular e neurogénese no hipocampo (Van
Praag et al., 1999). Varios outros estudos corroboram estes achados ao mostrar que
0 exercicio € um indutor robusto da neurogénese em animais jovens, adultos e idosos.
Outros estudos pré-clinicos apontam para a melhora da fungdo cognitiva,
especialmente na memoria, com protocolos de exercicio com duragao entre um e trés
meses. Tanto o exercicio forgado (esteira ou nado) quanto o exercicio voluntario (livre

acesso a roda de corrida) também mostram efeitos positivos sobre a memadria em
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modelos animais (Erickson et al., 2012; Lovatel et al., 2013; Radak et al., 2001; Van
Praag et al., 2005).

Resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa mostram que exercicio
moderado, como a corrida em esteira por 14 dias, aumenta a acetilagdo global de
histonas H4 em hipocampo de animais envelhecidos, indicando alteragbes
epigenéticas associadas ao exercicio (Lovatel et al., 2013). Este aumento na
acetilagcao de H4 foi correlacionado positivamente com uma melhora no desempenho
do teste de esquiva inibitoria, um modelo animal que avalia a memoria. Por fim, um
estudo longitudinal demonstrou que um ano de treinamento aerdbico (intensidade
moderada-intensa) em individuos saudaveis (55-80 anos) € capaz de promover
aumento do volume hipocampal, correlacionado com a elevacdo dos niveis
plasmaticos de fatores de crescimento. Nao se descarta que o aumento do fluxo
sanguineo cerebral ocasionado a pratica de exercicio seja responsavel, em parte,
pelos seus efeitos benéficos sobre a neuroplasticidade sinaptica e fungéo cognitiva,
uma vez que melhora o transporte de oxigénio, nutrientes e neurotrofinas (Erickson et
al., 2011; Burdette et al., 2010).

De fato, o exercicio conserva a integridade cerebrovascular por aumentar a
rede capilar, conexdes sinapticas, fatores neurotroficos e neurogénese, todos
associados a melhora da funcdo cognitiva e motora (Bibel; Barde, 2000).
Independentemente da modalidade e intensidade do exercicio, ha evidéncias dos
efeitos positivos, retardando os efeitos deletérios do envelhecimento em diferentes
sistemas, incluindo o SNC, sendo considerado uma estratégia nao farmacologica util,
capaz de retardar o declinio metabdlico e cognitivo decorrente do envelhecimento
(Yaffe et al., 2001; Castro; Gil-Mohapel; Brocardo, 2017).

Neste sentido, cada vez mais tem-se procurado entender os mecanismos
moleculares modulados pelo exercicio e seus beneficios para atenuar os danos
esperados pelo envelhecimento. Alguns autores tém sugerido que o efeito protetor do
exercicio fisico esta relacionado a modulagao da expressao de fatores troficos, dentre
eles, o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) e IGF-1, sugerindo que os
beneficios gerados pela pratica de exercicio devem-se ao aumento da produgao de
horménios de crescimento, incluindo GH e, indiretamente, os niveis de IGF-1
(Cotman; Berchtold; Christie, 2007; Voss et al., 2010; Pereira et al., 2007).

Especificamente sobre o IGF-1, Berchtold et al. (2005) mostraram uma unica

sessao de corrida aumentou seus niveis no hipocampo de ratos. Esse aumento foi
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correlacionado com mudangas nas expressdes de genes relacionados a plasticidade
sinaptica e ao crescimento neuronal. Embora a maioria dos efeitos do IGF-1 seja
associada ao treinamento crénico, estudos que investigam os efeitos de uma unica
sessao de exercicio sobre os niveis de IGF-1 no hipocampo tem se mostrado
interessantes sobre as respostas imediatas do SNC. No entanto é importante notar
que os efeitos observados na cogni¢cédo e envelhecimento podem variar dependendo
de fatores como o tipo e a intensidade de exercicio, bem como a populagao estudada.
A figura 2 abaixo nos mostra um resumo dos efeitos benéficos promovidos pelo
exercicio aerobico (Vorkapic-Ferreira et al. 2017). O entendimento dos mecanismos
pelos quais o IGF-1 influencia o hipocampo durante o exercicio aerdobico pode ter
implicagdes clinicas. Intervengdes que visam aumentar os niveis de IGF-1, como o
exercicio, podem ser exploradas para preservar a saude e melhorar a cognicdo em
individuos saudaveis e naqueles com doengas neurodegenerativas. Desta forma,
estudar os efeitos de mudancas no IGF-1 no hipocampo pelo exercicio aerdbico €
particularmente relevante, uma vez que representa um importante alvo para novas

estratégias terapéuticas, podendo contribuir para o envelhecimento saudavel.
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Figura 3. Efeitos do exercicio no cérebro (adaptado de Vorkapic-Ferreira et al., 2017).
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2 HIPOTESE

As nossas hipdteses de trabalho pressupdéem que o envelhecimento pode
diminuir os niveis de IGF-1 no hipocampo de roedores e que o exercicio fisico é capaz
de aumentar os niveis de IGF-1 diferentemente no hipocampo de ratos adultos jovens

e ratos envelhecidos de forma dependente de protocolo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do envelhecimento e do exercicio fisico sobre os niveis de

IGF-1 no hipocampo de ratos Wistar adultos jovens e envelhecidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar os niveis de IGF-1 no hipocampo de ratos Wistar adultos jovens,
de 3 meses de idade, com os niveis de ratos envelhecidos, de 21 meses de
idade.

b) Avaliar o efeito do exercicio fisico em esteira (diario, 14 dias, 20 minutos/dia)
sobre os niveis de IGF-1 no hipocampo de ratos Wistar de 3 e 21 meses de
idade.

c) Avaliar o efeito de sessao unica de exercicio em esteira (20 minutos/dia)
nos niveis de IGF-1 no hipocampo de ratos Wistar de 3 e 21 meses de idade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Este projeto esta associado ao projeto guarda-chuva “Efeitos funcionais de
diferentes protocolos de exercicio no processo de envelhecimento: Busca de
mecanismos de agao”, aprovado pela CEUA/UFRGS (n. 29818). Sessenta ratos
Wistar, machos, foram fornecidos pelo Centro de Reproducado e Experimentacao de
Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS e alojados no biotério setorial do ICBS,
alocados em grupos de no maximo 5 em caixas de Plexiglass (40 x 33 x 17,8 cm), e
mantidos em condi¢des padrao de biotério com controle de temperatura (21 +2 °C) e
umidade (55%), ciclo claro-escuro de 12 (luz acessa as 7h), agua e comida fornecidas
a vontade.

Os ratos foram divididos em 6 grupos e submetidos aos protocolos de exercicio,
sendo as amostras obtidas conforme descricao abaixo (Tabela 1).

Para este estudo, foram utilizadas amostras de 60 ratos Wistar machos de 3 e
21 meses de idade (n = 10/grupo):

- Ratos de 3 meses de idade sedentarios, ou submetidos a sessdo unica de
exercicio aerébico moderado ou submetidos ao protocolo aerébico diario moderado
por 14 dias.

- Ratos de 21 meses (envelhecidos) sedentarios, submetidos a sessao unica
de exercicio aerdbico moderado ou protocolo aerébico diario moderado por 14 dias.

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos experimentais

Grupos (10\grupo) Idade (meses)
Sedentarios 3 21
Exercicio agudo 3 21
14 dias de exercicio 3 21

4.2 CORRIDA EM ESTEIRA

Para avaliagao do efeito do exercicio sobre os niveis de IGF-1 foi utilizada a
corrida em esteira ergométrica adaptada para ratos (Cechetti et al., 2008). Para
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determinar a velocidade de corrida durante os protocolos aplicados, foi considerado o
consumo maximo de oxigénio indireto (VO2 max.) (Brooks; White, 1978). Esse
parametro foi obtido da seguinte forma: cada animal correu na esteira, a uma
velocidade inicial baixa, seguida por incrementos de 5 m/min a cada 3 min até atingir
seu ponto de exaustdo (incapacidade do rato em continuar a correr). O tempo de
fadiga (min) e a velocidade maxima (m/min) foram tomados como indice da
capacidade de exercicio e usados para a mensuracao de VO, max. indireto.

Os animais, nas diferentes idades, foram distribuidos nos grupos sedentarios
ou submetidos a corrida em esteira ergométrica, nos protocolos de sessao unica ou
de 14 dias de exercicio moderado.

O efeito da corrida em esteira sobre os niveis de IGF-1 foi avaliado através da

submissao dos animais a dois diferentes protocolos. Corrida em esteira adaptada por
sessao unica durante 20 minutos e o protocolo diario de exercicio moderado, onde os
animais correram em esteira adaptada, diariamente, durante 20 minutos, por 14 dias.
Todos os animais foram submetidos a corrida a uma intensidade 60% do VO2 max
(Elsner et al., 2013).
Os animais submetidos a sessdo uUnica de exercicio correram na esteira adaptada
para roedores, durante 20 minutos e foram eutanasiados 1h apds a sessdo. Como
descrito acima, os animais foram submetidos a corrida a uma intensidade 60% do VO2
max. (Elsner et al., 2013). Contudo, houve um aumento gradual da velocidade durante
o inicio da sess&o e uma reducgéo gradual no final dessa. Nos primeiros 4 minutos de
corrida, a velocidade foi de 7,5 m/min para os animais adultos jovens e 6 m/min para
os animais envelhecidos, aumentando a velocidade para 9 m/min (adultos jovens) e 7
m/min (envelhecidos) nos 12 minutos restantes do teste. A velocidade nos 4 minutos
finais foi de 6 m/min (adultos jovens) e 5 m/min (envelhecidos). Além disso, todos os
animais foram previamente habituados ao aparato de treino um dia antes para
minimizar o estresse, sendo colocados na esteira desligada por 5 minutos (Cechetti et
al., 2008).

Os animais correram na esteira diariamente, durante 20 minutos, por 14 dias e
foram decapitados 1 hora apds a ultima sessdo. Os dois primeiros dias foram
utilizados para adaptacao dos animais. A velocidade inicial foi de 6 m/min, dois
minutos apds houve um incremento na velocidade para 7,5 m/min, esta velocidade
permaneceu constante pelos proximos 4 min, entdo um segundo aumento na

velocidade que permaneceria por mais 8 min, 9 m/min. Os minutos finais foram
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utilizados para desaceleragao, 7,5 m/min nos proximos 4 min e os 2 min finais a 6
m/min para ambos 0s grupos.

Ap0s os dois dias de adaptagéo, a sessao iniciou com 6 m/min (adultos jovens)
e 6 m/min (envelhecidos) por 4, 12 a 9 m/min (adultos jovens) e 9 m/min
(envelhecidos) e finalizando com 6 m/min (adultos jovens) e 6 m/min (envelhecidos)
nos ultimos 4 min.

Cabe ressaltar que a escolha do tempo de exercicio foi baseada em achados
anteriores do grupo que observou efeito neuroprotetor pelo modelo de exercicio
(Scopel et al., 2006). Naquele estudo avaliou-se o efeito de diferentes protocolos de
exercicio, com diferentes intensidades, sobre a susceptibilidade ao evento isquémico
in vitro —privacédo de oxigénio e glicose — em fatias hipocampais de ratos Wistar. A
corrida em esteira ergométrica, durante 60 min/dia por 2 semanas, aumentou o dano
induzido por privagao de oxigénio e glicose. Entretanto, o dano isquémico foi reduzido
em animais exercitados em protocolos de exercicio fisico moderado, corrida em
esteira ergométrica durante 20 min/dia, por 14 dias, quando comparado ao grupo
controle (Scopel et al., 2006). Esse efeito foi reproduzido em outros estudos do grupo
(Elsner et al. 2013; Lovatel et al., 2013; Lovatel et al., 2014; Meireles et al., 2019;
Barcellos et al., 2020).

Os animais do grupo sedentarios eram transportados para a sala de
experimentos e manipulados exatamente como os animais submetidos aos protocolos
de corrida, durante 5 minutos, porém sem realizar a corrida, ficando expostos apenas

ao ambiente.

4.3 OBTENGAO DE AMOSTRAS

Os animais foram decapitados em ambiente apropriado, por pesquisadores
com treinamento e experiéncia. O ambiente foi cuidadosamente higienizado antes do
ingresso do animal na sala. Os animais foram decapitados em guilhotina (Insight®), 1
hora apds a sessao unica de exercicio e a ultima sessado de exercicio moderado. O
enceéfalo foi removido, e o hipocampo foi rapidamente dissecado. As amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a realizagdo dos
ensaios. Para realizagdo dos ensaios, as amostras foram homogeneizadas em
tampao de lise (1% Triton X-100; 0,5% desoxicolato de sodio; 100 mM Tris-HCI, pH
8,3; 150 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0,1% SDS; 10% glicerol; 1% NP -40; e coquetéis de
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inibidores de protease) e centrifugados por 5 minutos a 10.000 g a 4°C. O
sobrenadante foi coletado para posterior analise. A concentragao de proteina para
cada amostra foi ser determinada pelo método de Bradford, usando albumina bovina
como padrao (Bradford, 1976).

4.4 QUANTIFICACAO DO FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA
TIPO 1 (IGF-1)

Os niveis de IGF-1 foram quantificados no hipocampo utilizando o kit de ensaio
SEA050Ra ELISA (Uscn, Life Science Inc.) de acordo com as instrugdes do fabricante.
As amostras foram incubadas por 2 horas a 37°C em uma placa de 96 pogos. Em
seguida, a solu¢ao de incubacgao foi removida, subsequentemente, as amostras foram
incubadas com reagente de detecgao A (1 h a 37°C) e, subsequentemente, com o
reagente de detecgdo B (30 min a 37°C). Em seguida, a solugdo de substrato foi
adicionada em cada pogo e novamente incubada por 30 min a 37°C, protegida da luz.
Por fim, para interromper a reacgao, foi adicionada a solugédo de parada e a leitura foi

realizada em leitor foto colorimétrico a um comprimento de onda de 450nm.



25

5 ANALISE ESTATISTICA

Ao final dos experimentos, os dados coletados foram armazenados e
organizados em uma planilha (Microsoft Excel). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado
para avaliacdo da normalidade dos dados. Uma vez identificada a distribuicdo normal,
os dados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias, seguido
de post hoc de Tukey, sendo considerados os fatores independentes a idade e o
exercicio fisico. O nivel de significancia utilizado foi de 0,05 e os dados sao
apresentados como média e erro padrdo. Para estas analises, foi utilizado o Software

estatistico GraphPad Prism.

6 RESULTADOS

Nossos resultados mostram que o envelhecimento aumentou o IGF-1 no
hipocampo de ratos Wistar (F=16,71; p=0,0002) e que o exercicio nao modificou esse
padrao de expressao (F=0,9062; p=0,4122; Figura 4). Observamos uma tendéncia de
interacao entre os fatores idade e exercicio (F=2,76; p=0,0753), sugerindo um efeito
oposto do esperado do exercicio aerébico sobre os niveis de IGF-1 no hipocampo de
animais jovens e envelhecidos. Sess&o unica e 14 dias de exercicio moderado
parecem reduzir agudamente (1 hora apds o exercicio) os niveis de IGF-1 em cerca
de 10% e 16%, respectivamente no hipocampo de ratos adultos jovens. Por outro lado,
o exercicio moderado, durante 14 dias, parece aumentar os niveis de IGF-1 em cerca
de 8% no hipocampo de ratos envelhecidos, sem alteragdes entre o protocolo agudo
ou sedentarios (Figura 4).
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Figura 4. Efeito da idade e exercicio fisico sobre a concentragéo de IGF-1 no hipocampo de ratos
Wistar com 3 meses (adultos jovens) e 21 meses de idade (envelhecidos). N=10/grupo, ANOVA de 2
vias + Bonferroni, resultados estdo expressos em média * o erro padrdo da média, ** diferente de
ratos adultos jovens (F=16,71; p=0.0002).

A tabela 2, abaixo, apresenta os valores numéricos referentes a expresséo do
IGF-1 de acordo com a idade e o protocolo de exercicio. E possivel identificar que os
valores variam muito pouco dentro do grupo de ratos jovens adultos, com uma
tendéncia de reducdo da expressdo do IGF-1 pelo exercicio agudo, sendo sua
expressao ainda mais reduzida pelo exercicio repetido por 14 dias. Por outro lado, os
ratos envelhecidos apresentaram maior expressdo, com tendéncia de aumento no
grupo que praticou exercicio moderado repetido por 14 dias, sugerindo um beneficio

de neuroproteg¢ao apenas em ratos envelhecidos.

Tabela 2 — Efeito da idade e dos diferentes protocolos de exercicio sobre os niveis de IGF-1 em
ratos adultos jovens e envelhecidos. Média * DP, n = 10/grupo. ANOVA-duas vias + Bonferroni.
*Diferente de ratos adultos jovens.

IDADE EXERCICIO IGF-1 (ng\mL)
Adultos jovens Sedentarios 28,66 + 4,43
Corrida em esteira - Sessao Unica 25.78 £ 2.95
Corrida em esteira — 14 dias 2402+ 2.14
Envelhecidos Sedentarios 3077+ 44 %
Corrida em esteira - Sessao Unica 30.01 £ 3.79*
Corrida em esteira — 14 dias 3333+ 3.54%*




27

7 DISCUSSAO

A analise dos niveis de IGF-1 no hipocampo tem um papel fundamental na
compreensao dos mecanismos subjacentes a regulagéo neurotrofica e aos processos
adaptativos do SNC durante diferentes fases do desenvolvimento e do
envelhecimento. Neste contexto, é interessante observar que a literatura cientifica
apresenta uma diversidade de resultados em relagcdo aos niveis de IGF-1 em
diferentes estagios da vida e, especialmente, em populagdes envelhecidas
(Franceschi; Campisi, 2014). A compreensao desses padrdes complexos de
regulacdo do IGF-1 no hipocampo ndo apenas langa luz sobre os processos de
manutencao da saude cerebral, mas também pode fornecer informagdes cruciais para
intervengdes terapéuticas em disturbios neurolégicos associados ao envelhecimento
e a neurodegeneracdo. Nesse estudo observamos que animais envelhecidos
apresentaram maiores niveis de IGF-1 no hipocampo quando comparados com ratos
adultos jovens. Esse resultado se contrapde a nossa hipotese de que o
envelhecimento promoveria redugdo dos niveis de IGF-1, sugerindo a presenga de
mecanismos adaptativos complexos que podem influenciar a saude e a funcao
cerebral na dependéncia da fase da vida e de fatores ambientais.

No entanto, os altos niveis de IGF-1 nessa regido podem estar associados a
varias respostas biologicas e implicagdes, contudo, € possivel que os niveis séricos
de IGF-1 diminuam com a idade, enquanto os niveis encefalicos permanecem
relativamente estaveis ou até aumentam devido a maior produgao local (Van Der Lely;
Kopchick; Frohman, 2004; Sonntag; Ramsey; Carter, 2005). Sabe-se que o IGF-1
produzido no tecido hepatico pode atravessar a barreira hematoencefalica ou ser
produzido localmente por células gliais e neurdnios, esta produgédo local pode ser
estimulada por fatores como o estresse oxidativo, que esta aumentado pelo
envelhecimento (Carro et al.,, 2000; Trejo et al., 2007; Dore; Kar; Quirion, 1997).
Portanto, os niveis mais elevados de IGF-1 no hipocampo observado nos nossos ratos
envelhecidos podem ser atribuidos a uma complexa interagdo entre os processos de
envelhecimento, decorrentes desses insultos e resposta compensatoéria do encéfalo
(Teumer et al., 2016). O hipocampo € uma regido critica para a aprendizagem e
memoria, e pode estar recrutando mecanismos compensatorios para mitigar os efeitos
adversos do envelhecimento. Essa adaptacdo pode envolver a amplificacdo da
expressao local de IGF-1 para preservar fungdes cognitivas essenciais, no entanto
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detalhes exatos desses processos ainda precisam ser elucidados por meio de
pesquisas adicionais, pois multiplos fatores podem estar contribuindo para esse
achado.

Adicionalmente, nesse estudo, n&o observamos o efeito do exercicio fisico
sobre o IGF-1. A auséncia de uma relacado direta entre o exercicio moderado em
esteira e os niveis de IGF-1 no hipocampo de ratos Wistar evidencia a complexidade
das interagcdes entre o exercicio e os fatores neutotroficos. Bang e colaboradores
(1990), descrevem em um estudo realizado com homens e mulheres com idade entre
55 e 85 anos que o exercicio aerébico pode aumentar a concentracao plasmatica de
BDNF, IGF-1 e VEGF em pessoas saudaveis (Bang et al., 1990; Correia et al., 2010;
Vega et al., 2010; Schobersberger et al., 2000). No entanto, ainda ndo ha um
consenso sobre os efeitos do exercicio agudo nos niveis desses biomarcadores em
idosos, uma vez que a liberacdo sistémica dessas substancias esta fortemente
associada a pratica de atividade fisica e durante o envelhecimento as aptiddes fisicas
estao diminuidas (Wolf et al., 2006; Tsai et al., 2016).

A falta de uma associacao linear entre o exercicio aerobico moderado em
esteira e os niveis de IGF-1 observado em nosso estudo pode estar associada a
espécie animal estudada, tecido ou area encefalica analisada, bem como intensidade,
frequéncia, duragao e tipo de exercicio modelado. Esses fatores associados com a
idade podem sofrer influéncia de caracteristicas metabdlicas do individuo. E possivel
que 14 dias de exercicio ndo tenham sido suficientes para promover alteragbes na
neuroplasticidade e afetarem a expressdao do IGF-1 (Erickson et al.,, 2011;
Ruscheweyh et al., 2011).

Apesar de nao apresentar diferenga estatistica, observamos uma tendéncia de
interacao (p=0,070) entre a idade e o exercicio. Nos individuos mais jovens o exercicio
tendeu a reduzir a expressdo de IGF-1, como se o exercicio reduzisse as
necessidades de neuroprotecao nesses individuos. Nos idosos, ao contrario, apenas
o exercicio repetido foi capaz de mostrar uma tendéncia de aumento da expressao do
IGF-1, sugerindo maior sensibilidade de resposta neuroprotetora.

Portanto, os efeitos do exercicio podem ser mediados por vias mais complexas
do que uma relagao direta com os niveis de IGF-1 hipocampais. A falta de relagao
direta entre o exercicio moderado em esteira e os niveis de IGF-1 no hipocampo
ressalta a complexidade dos sistemas biolégicos e das respostas adaptativas do
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organismo. Essa observagao enfatiza a importancia de considerar uma variedade de
fatores e vias de sinalizagdo na compreensao dos efeitos do exercicio no SNC.
Nosso estudo apresenta algumas limitagdes, dentre elas o fato de ndo termos
realizado testes de memoria e aprendizado, embora estudos anteriores de nosso
grupo mostrarem déficit de memoria em ratos envelhecidos revertidos pelo exercicio.
A auséncia desses testes impede a compreensao completa do impacto do IGF-1 nos
aspectos cognitivos desses animais. Esses resultados poderiam ser relevantes para
o entendimento dos efeitos neuroldgicos e funcionais no exercicio. Testes cognitivos
comportamentais, como testes de memoéria, aprendizado e tomada de decisdo, s&o
ferramentas fundamentais para identificar mudangas comportamentais associadas as
alteragdes neurobiologicas, permitindo uma avaliagdo mais abrangente dos efeitos do
IGF-1 em diferentes grupos etarios (Huang et al., 2020). Adicionalmente, o modelo de
exercicio escolhido pode ter influenciado na resposta negativa do IGF-1. E possivel
que, variagdo na intensidade, duragdo e na modalidade de exercicio possam ter
efeitos distintos sobre o0s sistemas fisiologicos e neurobiolégicos e,
consequentemente, a expressao do IGF-1 no hipocampo dos ratos (Kramer; Erickson,
2007; Cotman; Berchtold, 2002). Adicionalmente, este estudo apresenta limitagdes
relacionadas a quantificagdo exclusiva do IGF-1 no hipocampo, sem considerar seus
niveis plasmaticos ou sua presengca em outras areas encefalicas. A abordagem
isolada de medir o IGF-1 somente no hipocampo pode subestimar a verdadeira
relagcdo entre esse fator de crescimento e os efeitos do exercicio. No entanto é
fundamental reconhecer que a relagdo entre os niveis elevados de IGF-1 e o
envelhecimento encefalico pode ser intrincada e multifacetada. Isso ocorre porque os
resultados podem variar dependendo das condigcdes experimentais, intervengdes

aplicadas, influéncias metabdlicas e outros elementos inerentes ao estudo.
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8 CONCLUSOES

E importante ressaltar que o papel do IGF-1 no envelhecimento ainda nao foi
completamente elucidado e ha muitas incertezas em relagdo aos seus efeitos na
saude ao longo da vida. Neste estudo mostramos que o envelhecimento, ao contrario
do esperado, aumentou a expressao de IGF-1 e o exercicio agudo ou por 14 dias n&o
foi capaz de modificar esse parametro. Também observamos que houve uma
tendéncia de o exercicio fisico reduzir o IGF-1 nos ratos jovens, na dependéncia da
frequéncia (agudo vs. 14 dias), diferente dos ratos envelhecidos que mostraram
tendéncia de aumento pelo exercicio repetido por 14 dias. Tais resultados evidenciam
que a resposta do IGF-1 ao exercicio pode ser influenciada por fatores como
intensidade, duracao, tipo de exercicio e idade do individuo.

A medida que ha um aumento da populacgéo idosa, a busca por estratégias de
preservagao cognitiva ganha destaque, bem como a importancia de entender a
interseccdo entre IGF-1, hipocampo e envelhecimento. Portanto, fica evidente a
necessidade de mais estudos para compreender melhor o papel do IGF-1 no
envelhecimento e como ele poderia ser modulado por diferentes modalidades de

exercicio para melhorar a saude fisica e mental e a longevidade.
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