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RESUMO

O exercicio fisico (EF) tem relacdo com melhora na qualidade de vida. Quando nos
referimos ao sistema nervoso (SN), o EF diminui efeito lesivo causado por doencas,
possibilitando a recuperagdo em menor tempo, além de contribuir com processos
relacionados a melhora cognitiva e reducao da ansiedade. Contudo, o EF pode elevar a
formacédo de radicais livres (RL) que, em contato com o SN pode reduzir seu potencial
protetor e terapéutico. Os flavonoides sdo compostos com agdo antioxidante e entre eles
estdo as antocianinas, um dos mais importantes flavonoides com acao antioxidante e anti-
inflamatoria. O agai possui grande quantidade de flavonoide podendo, portanto, em
associacao com EF, potencializar efeitos benéficos ao SN. O presente estudo investigou
os efeitos do EF combinado com ingestado de polpa de acai sobre o comportamento e
eventos moleculares em ratos. Para tanto, 32 ratos machos com aproximadamente 120
dias de vida foram divididos em 4 grupos experimentais: i) Sedentario suplementado com
acai (SedA); ii) Sedentario (Sed); iii) Exercicio (Exe) e iv) Exercicio suplementado com
acai (ExeA). O protocolo de EF na esteira foi de 7 dias, sendo nos dois primeiros sessoes
de 30 minutos com velocidade de 14m/min. Do terceiro ao sétimo dia, apenas a duracao
foi aumentada para 1 hora. A suplementacdo com polpa de acai foi feita por gavagem
com dosagem de 500mg/Kg diluido em agua e ocorreu uma hora antes do EF. Os animais
sem suplementagdo (i e ii) receberam &gua. Ap6s 24 horas da Ultima sessdo de
treinamento, os animais foram submetidos, individualmente, aos testes de campo aberto
(CA) para avaliar ansiedade e reconhecimento de objeto (RO) para avaliar a memoria.
ApOs os testes o0s animais foram eutanasiados sob anestesia e os tecidos do hipocampo
e amigdala foram analisados. As proteinas BDNF, GDNF, GAP43 e GFAP foram
analisadas por Western blot e a cinética da atividade das enzimas antioxidantes CAT,
GPx e SOD foi testada por imunoensaio. Os dados comportamentais e moleculares foram
avaliados estatisticamente através do software Prisma. O peso corporal foi diferente entre
os grupos sedA e Exe (0,0001). O teste de rearing (ansiedade) apontou diferengas entre
0s grupos SedA e ExeA quando comparados com Sed (0,0003). A mic¢ao diminuiu nos
grupos SedA e ExeA (0,0121). Os grupos SedA e ExeA (0,0042) tiveram comportamentos
diferentes no teste de RO em comparacdo com grupo Sed (0,0026). Houve aumento da
atividade de GPx no hipocampo dos animais do grupo Exe em comparagdo com grupo
Sed (0,0002) e, na amigdala, houve diferencas entre grupos Exe e ExeA quando
comparados com Sed (0,0037). Houve efeito da administracdo de acai sobre o BDNF
maduro no hipocampo, levando a diferenca na razdo BDNF maduro e BDNF total entre
0s grupos SedA e ExeA em relacdo ao Sed (0,0107) e (0,0035). Nao houve diferenca
entre 0s grupos nas analises das proteinas GDNF, GAP43 e GFAP. A associagéo de EF
a acai influenciou positivamente alguns parametros relacionados a ansiedade, denotando
possivel efeito ansiolitico. Houve ainda efeitos sobre atividade da enzima antioxidante
GPx no hipocampo e amigdala, indicando que, possivelmente, essa possa ser uma das
vias que recebeu influéncia do EF e acai.

Palavras-chave: acai, antocianina, exercicio fisico, ansiedade, memoria, estresse
oxidativo, neuroplasticidade.



ABSTRACT

Physical exercise (PE) is related to an improvement in the quality of life. When
we refer to nervous system (NS), the PE reduce the harmful effect caused by diseases,
allowing recovery in a shorter time, besides contributing with processes related to
cognitive improvement and reduction of anxiety related events. However, EF can raise
the formation of free radicals (FR) which, in contact with CN can reduce the protector
and therapeutic potential. Flavonoids are compounds with antioxidant action such as
anthocyanins, one of the most important flavonoids with antioxidant and anti-
inflammatory activity. Agai has a large amount of this flavonoid and associated to PE
can potencialize benefits to CN. The present study investigated the effects of PE
combined with ingestion of acai pulp on behavior and molecular events in rats. For
this, 32 male rats with approximately 120 days of life were divided into 4 experimental
groups: i) Sedentary supplemented with acai (SedA); ii) Sedentary (Sed); iii) Exercise
(Exe) and iv) Exercise supplemented with acai (ExeA). The PE protocol was 7 days of
treadmill running. The first two sessions was 30 minutes of PE with speed of 14m /
min. From the third to the seventh day only the duration was increased to 1 hour.
Supplementation with acai pulp was made by gavage at a dosage of 500mg/kg diluted
in water, one hour before EF. The animals without supplementation (i and ii) received
water. After 24 hours of the last training session, the animals were individually
submitted to the open field (OF) tests in order to evaluate anxiety and object
recognition (OR) to evaluate memory. After the tests the animals were euthanized
under deep anesthesia and the hippocampal and amygdala tissues were analyzed.
The proteins BDNF, GDNF, GAP43 and GFAP were analyzed by Western Blot and the
kinetics of the activity of the antioxidant enzymes CAT, GPx and SOD by
immunoassay. The behavioral and molecular data were statistically evaluated using
the Prisma software. There was a difference in body weight between SedA and Exe
groups (0.0001). The rearing evaluation was different SedA and ExeA when compared
with Sed (0.0003). The miction reduced in SedA and ExeA groups 0.0121). The groups
SedA and ExeA (0.0042) had had different behaviors in the OR test when compared
to Sed (0.0026). There was increase in GPx activity in hippocampus in the Exe group
and in the amygdala the activity was higher in Exe and ExeA groups than in Sed group
(0.0002). We observed effect of the acai in the mature BDNF in the hippocampus,
resulting in difference in the ratio mature BDNF/total BDNF in the SedA and ExeA in
comparison with Sed (0.0107 and 0.0035). We did not found differences in GDNF,
GAP43 and GFAP. The association of PE and acai influenced positively parameters
related to anxiety behavior. There was effect over the antioxidant activity of GPx both
in hippocampus and amygdala, indicating que, probably, this can be one of the
pathways which can be influenced by the PE and acai.

Key words: acai, anthocyanin, exercise, anxiety, memory, oxidative stress,
neuroplasticity.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP -adenosina trifosfato

BDNF -fator de crescimento derivado do cérebro
BSA -albumina de soro bovino

CA -campo aberto

CA -corno de amon

CAT -catalase

EDTA -acido etilenodiamino tetra-acético
EF -exercicio fisico

EO -estresse oxidativo

ER -espécies reativas

ERN -espécies reativas de nitrogénio
ERRO -espécies reativas de oxigénio

Fe 2* -ferro

FeS -sulfeto de ferro

GAP43 -proteina associada ao crescimento 43
GDNF -fator de crescimento derivado da glia

GFAP -proteina &cida fibrilar glial

GPx -glutationa peroxidase
GR -glutationa redutase
GSH -glutationa reduzida

GSSG -glutationa oxidase

H20:2 -perdxido de hidrogénio
HRP -peroxido de raiz forte
NacCl -cloreto de sodio

NADP+ -nicotinamida adenina dinucled6tido fosfato reduzida

NADPH -nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NGF -fator de crescimento do nervo
NO -Oxido nitrico
NO:2 -diéxido de nitrogénio

SN -sistema nervoso



SNC

NT

Oz-

oD

OH"
PMSF
P75NTR
RL

RO

SDS
SOD
TBSt
TRIS HCI
XOD
XTT

-sistema nervoso central
-neurotrofinas

-oxigénio molecular
-o-dianisidina

-hidroxila

- fluoreto de fenilmetilsulfonila
- receptor de neurotrofina 75
-radicais livres
-reconhecimento de objetos
-dodecil sulfato de sodio
-superoxido dismutase
-solucao salina tris tamponada
-hidroximetil aminometano
-xantina oxidase

-sal de tetrazolio



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Esquema da acao do sistema de defesa antioxidante...............c.cccevvvvnneee 20
Figura 2- Estrutura basica do flavonoide com um nucleo central, constituido de
guinze atomos de carbono arranjados em trés anéis fendlicos.............cccccccoee. 21
Figura 3- Estrutura das antOCIaNINaS. ..........ccocuuiiiiiiiiiiiie e e e 22
Figura 4- Estrutura quimica das antocianinas encontradas no agai......................... 24
Figura 5- Concentragao de antOCIaniNa..........cuuvvuriiiiiiiiiiee e e 24
Figura 6- Representagdo dos eventos de formag&do de memdria de curto e de longo
0152 Vo J PP PPT PP 26
Figura 7- Esteira adaptada na qual o protocolo de exercicio fisico agudo foi aplicado
0S JrUPOS EXPEITMENTAIS. .....uuuttieieeeieeeeeeeeeeer s et e e e e e e e e e e e e s s s e aeereeeeeeeeeas 35
Figura 8- (A) e (B) aparato utilizado para os testes de campo aberto e
recoNheciMeENtO dE ODJELOS. ......iii ittt a e e e e e ae e 38
Figura 9- Painéis com indicacao dos tecidos retirados para analise da atividade das
enzimas antioxidantes e quantificacdo das proteinas por WB............ccoeeevvvvvivieennnn. 40
Figura 10- Comparacao do efeito da atividade fisica e da administracdo de acai
sobre a porcentagem 0O PESO0........ciiiieiiieiieiierir e e ee e e e e e e e e e e aeeaeeee e e e ——————————— 47
Figura 11- Efeito do exercicio fisico e/ou dieta em tracos relacionados a ansiedade
AUrante 0 tESTE UE CA. ... e e e e e e e e e e s e e e r bbb e e 49
Figural2- Efeito do exercicio fisico e / ou dieta na locomoc¢éao durante o teste de

(o= 1o ] o To =1 1= 4 (o TP UPRROPR 50
Figura 13- Efeito do exercicio fisico e / ou dieta na memoria no teste de
reconhecimento de ODJEIOS. .......cooo i 51
Figura 14- Atividade das enzimas antioxidantes medidas pela decomposicdo do
peroxido de hidrogénio NO NIPOCAMPO. .......ciiiiiiiiiiiiai it 52
Figura 15- Atividade das enzimas antioxidantes medidas pela decomposi¢do do
peroxido de hidrogénio na amigdala ..........c.c.eeveeiiiirieiiieeiie e 53

Figura 16- Os gréficos A, B, C e D ilustram as membranas representativas (Western
blot) contendo bandas imunorreativas para BDNF, juntamente com o controle interno

Figura 17- Os graficos A, B, C e D ilustram as membranas representativas (Western
blot) contendo bandas imunorreativas para BDNF, juntamente com o controle interno

Figura 18- Os gréficos A, B e C ilustram as membranas representativas (Western
blot) contendo bandas imunorreativas para GDNF, GAP 43 e GFAP no hipocampo
para cada grupo, juntamente com o controle interno B-actina............cccccceeeeeieieeneennn. 56
Figura 19- Os gréficos A, B e C ilustram as membranas representativas (Western blot)
contendo bandas imunorreativas para GDNF, GAP 43 e GFAP na amigdala

para cada grupo, juntamente com o controle interno B-actina............ccccccceeveieieeneennn. 57



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Descricdo dos grupos eXPeriMENtaIS. .........ccuvurrrirrreeeeeeeiiieereeeeeeeeeenaa e 32
Tabela 2- Tabela com informag@es nutricionais da polpa de acai fornecidas pela
empresa colaboradora que dOOU @ POUPEL ......eeeiieriieeeereeie it e e e 34

Tabela 3- Relag&o das especificacdes dos anticorpos utilizados para a avaliacao da
atividade das proteinas VIa WB..........uoiiiiiiiiioe e 42



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt 13
1.1. Exercicio fisico e neuroplasticidade .........ccceuvviiiiiiiiiiiiii e 13
1.2 Exercicio Fisico, Estresse Oxidativo e Radicais LiVIeS ........cccccccceerenninnnnnnn, 17
1.3. Mecanismos antioxidantes N0 SNC...........coooiiiiiiiiiiiii s 19
R S N o | PP PPPPRRR 22
1.5. Meméria e comportamento relacionado a ansiedade ..........ccoeeeeeeeeeieiieennnn, 25
1.5, 0, MBIMOTI 11ttt ettt e e e e e e e e e e e e e as 25
1.5.2. ANSIEUAUE ... ..ottt ettt e e e e e e annae 26
1.6. Exercicio fisico, acai, memodria e ansiedade............coovvvvviiiiiiiieeeee e, 28
2. OBJETIVO GERAL ..ot e e 30
2.1. ODbjetivos €SPECITICOS ..uuuiiiiiiiie e 30
3. MATERIAIS E METODOS .......coiieiteecte ettt ee ettt ae e anae e eneeens 31
3.1. Desenho experimental ... 31
3.2. GruUpPOS EXPEIMENTAIS ..uuuuiieiiiiiiie e e e e et e e e e e e et e e e e et e e e e eeennans 31
RGN o [ T o ES (= ToF= To o Ko J= Lo = | 33
3.3.1. Composicao nutricional da polpa liofilizada de acai utilizada no estudo......... 33
3.4. Protocolo de exerciCio fiSICO .....ccoeiiiiiiiiiii e 35
3.5. Aparelho onde ocorreu o programa de atividade fisica..........ccccceeeeevvennnnnn.. 35
3.6. Programa de atividadesS ..........uiiiiiiiiiii e 36
3.7. TeSteS COMPOITAMENTAIS ....ccceeieiii ettt e e et e eeeeeeennns 36
3.7.1. Teste campo aDErTO (CA) ..o 36
3.7.2. Teste de reconhecimento de 0bjetoS (RO).....ccoevvvvviiiiieiieiiie e 37
3.8. Eutanésia dos animais e retirada doS teCidOS ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeen, 39
3.9. AVAHAGAD PIrOTEICA ..uuuui e iee ettt e e e e e e e e e e e rennnnaaa 40
3.10. Anticorpos utilizados para a avaliacdo das proteinas ........cccccceeeeeeveennnnnnn. 42
3.11. Avaliacédo da atividade das enzimas antioxidante nos tecidos hipocampo

L3 T 41T o =1 = U EPPPRRRR 42
3.11.1. Avaliacdo da atividade da catalase ..........cccceeeievviiiiiiii i 42
3.11.2. Avaliacéo da atividade da SOD...........oiiiiiiiiiiieei e 44

3.11.3. Avaliacao da atividade da glutationa peroxidase (GPX).........cccceevvveervrinnnnnnns 45



3,12, ANALISE B A St C A et 46

A, RESULT AD S .t e e e e e 47
4.1. ganho de PesS0O COIPOTaAl ...coeuuviiiiiieiie e 47
4.2. Efeito do agai sobre o comportamento relacionado a ansiedade................ 48
4.3. Efeito da atividade fisica e/ou agai na a exploragdo dos animais no teste de
................................................................................................................................ 50
(oF= T n ] oTo =T o 1] o (o T (@ ) TP 50
4.4. Efeito da atividade fisica e/ou agai sobre a memoria de curto prazo.......... 51
4.5. Avaliacdo da atividade das enzimas SOD, CAT e GPx no hipocampo........ 52
4.6. Avaliacdo da atividade das enzimas SOD, CAT e GPx na amigdala............ 53
4.7. Efeitos do exercicio fisica e/ou acai sobre proteinas relacionadas a ........ 54
aYTU T o] o] =T} T4 o K= To L= TSP 54
4.7.1. Expresséao proteica de BDNF N0 hipOCaMPO.........cviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 54
4.7.2. Expressao proteica de BDNF na amigdala ............ccooeevviviiiiniiiiiiiieeeceeei, 55
4.8. Expresséao proteica de GDNF, GAP-43 e GFAP no hipocampo ................... 56
4.9. Expresséao proteica de GDNF, GAP 43 e GFAP na amigdala....................... 57
5. DISCUSSAD ...cuiiiiiieieiee ettt ettt ettt 58
6. CONCLUSAO ...ttt 69
7. PERSPECTIV AS L et et 70
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ooiiieecieeeeeeee et 71

9. AINEXO .. 88



1. INTRODUCAO

O exercicio fisico (EF) contribui para a melhora de processos metabolicos de
forma profilatica ou terapéutica, sendo importante para manutencéo da saude. O EF
pode induzir a sintese de diversas proteinas envolvidas em processos antioxidativos,
anti-inflamatoérios, como também induzir processos neurogénicos e/ou neuroplasticos
(Caspersen et al., 1985). Contudo, o estudo dos processos fisioldgicos associados ao
exercicio fisico se faz necessario, uma vez que muitas pesquisas evidenciam que a
pratica da atividade fisica pode aumentar os niveis de espécies reativas (ER) e isso
pode causar danos para diversos tecidos, em especial 0 nervoso, por ser muito
sensivel a processos oxidativos causados pelo aumento de espécies oxidativas como
H202, NO, entre outros (Radak, 2006). Desse modo, o EF pode comprometer muitos
processos biolégicos, mesmo existindo mecanismos internos de combate a essas
espécies reativas (Dringen, 2000).

Recentemente, sdo usados muitos compostos nao farmacoldgicos no controle
de processos celulares importantes. O acai, um fruto muito comum e consumido em
muitas regides do pais, tem sido procurado por apresentar, também, capacidade
antioxidante, pois possui um importante pigmento com acao antioxidante. Sabendo
do efeito antioxidante do acai, parece que a suplementacdo com ele durante o
exercicio fisico pode tanto diminuir os efeitos lesivos, quanto potencializar os efeitos

benéficos ocasionados pela pratica (Schauss et al., 2006).

1.1. Exercicio fisico e neuroplasticidade

Diversos estudos apontam a pratica de EF como um importante mecanismo
promotor de aspectos ligados a melhora na qualidade de vida. Entretanto, parte da

populacdo (em torno de 60%), possivelmente influenciada pelo estilo de vida atual,
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ndo realiza o minimo de EF recomendado, contribuindo para um estado de
sedentarismo, segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude (World Health Organization,
2010). EF é definido como qualquer movimento muscular que resulte em gasto
energético diferente do estado de repouso (Caspersen; Powell et al., 1985; Hallal et
al., 2005).

De modo inversamente proporcional, com o avancgo tecnolégico, tem se
constatado uma diminuicdo do interesse pela pratica de EF e o aumento desse
fendbmeno tem graves consequéncias negativas a médio e longo prazo no que diz
respeito a adaptacdes fisiologicas, que vai desde a perda de massa e funcionalidade
muscular até a diminuicdo das capacidades cardiorrespiratorias, podendo, até mesmo,
levar a alteracdes do sistema nervoso (SN; Boutcher, 2011).

Recentemente, varios estudos tém relacionado o EF a melhora no
funcionamento do cérebro. Dessa forma, muitas evidéncias apontam para o conceito
de que o EF traz beneficios para fungdes cognitivas e reduz processos de ansiedade,
depressao e doencas neurodegenerativas (Cotman, 2007, Deslandes et al., 2009).
Assim, a prética regular de EF age de modo preventivo e/ou terapéutico ao diminuir a
chance de ocorréncia de diversas doengas, entre elas as neurodegenerativas
(Cechetti, 2008; Deslandes et al., 2009; Gomez Pinilla, 2011).

A pratica regular de EF contribui no sentido de diminuir o efeito lesivo causado
por diversas doencas e, até mesmo, contribuir para uma recupera¢cao em menor tempo
apés algum dano e, portanto, vem sendo considerada importante para a
neuroprotecdo (Stummer et al.,, 1994; Mora, 2013;). Também, por proporcionar
aumento da expressdo de diversos genes relacionados ao SN, aumento da

capacidade de formacao e consolidagcdo da memoria e aprendizado, sendo assim,
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uma importante estratégia para diminuir processos relacionados a danos no SN
(Zeigelboim et al., 2001; Cotman et al., 2007; Deslandes et al., 2009).

O EF pode promover diversas alteracfes em varias regides do sistema nervoso
central (SNC). Sabe-se que a prética de exercicios contribui para o aumento dos niveis
de fatores neurotréficos em diversas regides do encéfalo, entre elas, o hipocampo
(Berchtold, 2005; Radak et al.,, 2006; Berchtold et al., 2010) estimulando a
neuroplasticidade e aumento do numero de neurbnios (Vivar et al., 2012). As
neurotrofinas (NT) sdo uma familia de proteinas sequenciadoras do crescimento,
diferenciacéo, sobrevivéncia de neurénios e células gliais (Lessmann e Brigadski,
2009). Fazem parte da familia das neurotrofinas: fator de crescimento do nervo (NGF
- nerve growth factor), neutrofinas 3, 4, 5, 6 e 7 (NT3, NT4, NT5, NT6 e NT7) e o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF - brain derived neurotrophic factor; Nilsson et
al., 1998; Poo, 2001; Yamada et al., 2002).

O EF é um ativador da neuroplasticidade mediada pelo BDNF, em especial, o
aerobio. Dessa forma, o EF pode atuar de forma benéfica no SNC, pois indica melhora
nos mecanismos de aprendizagem e memoria ap0s a pratica de EF (Foster et al.,
2011, Cassilhas et al., 2012, Teri et al., 2015). O EF, tem efeito sobre os mecanismos
de aprendizagem e memoria e diferentes protocolos tém sido utilizados para melhora
dos processos citados (Berchtold et al., 2010; Pietrelli et al., 2012), com intensidade e
duracdo moderada, pode aumentar os niveis de NT e h& uma relagédo proporcional
entre sua concentracao e o exercicio (Johnson e Mitchell, 2003; Bertchold et al., 2010).
Dessa forma, o EF induz mecanismos que promovem a neuroprotecdo a
neuroplasticidade a sinaptogénese a heurogénese entre outros processos importantes

para o tecido nervoso. Contudo, os detalhes de como esse processo ocorre, ainda
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precisam ser melhores entendidos (Molteni et al., 2002; Lista e Sorrentino, 2010;
Stranahan e Mattson, 2012).

Também faz parte do grupo dos fatores neurotréficos, o fator de crescimento
derivado da glia (GDNF) que apresenta efeito sobre os neurdnios dopaminérgicos, 0s
motores e alguma populagdes de neurdnios sensitivos (Lin et al., 1993; Buj-Bello et
al., 1995) com papel relacionado a processos de regeneracdo de fibras nervosas
lesadas e sobrevivéncia e funcdo de neurdnios dopaminérgicos (Houenou et al, 1996;
Chao, 2003).

Varios trabalhos demostraram respostas relacionadas a protecdo e a
regeneracao dos neurbnios por acdo de fatores neurotroficos entre eles GDNF. A
sintese desses fatores aumenta apds a lesé@o do tecido nervoso o que diminui a morte
neuronal decorrente da lesdo (Chao, 2003). Além dos fatores neurotréficos, existem
outras proteinas com importantes fun¢des no sistema nervoso. A proteina associada
ao crescimento 43 (GAP 43) é codificada pelo gene GAP 43 e € expressa em cones
de crescimento neuronal com atuacao na plasticidade sinéptica, regeneracdo axonal
€ processos cognitivos apds a lesdo nervosa e que € regulada positivamente apos a
lesédo (Namgung e Routtenberg, 2000).

A proteina codificada por este gene foi denominada proteina de crescimento
porque é expressa durante o desenvolvimento e regeneracao axonal (Scheytt, 2015).
Esta proteina é considerada um componente crucial de uma resposta regenerativa
efetiva no sistema nervoso, portanto, desempenha um papel importante no
desenvolvimento do encéfalo. Ainda, em estudos com camundongos, constataram
que o aumento de GAP 43 apresentou melhora no aprendizado (Scheytt, 2015).

Uma outra proteina também presente no sistema nervoso é a Proteina acidica
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Fibrilar da Glia (GFAP), um marcador imunoistoquimico utilizado para identificacao de
astrécitos (Sofroniew e Vinters, 2010). A GFAP € um membro de uma familia de
proteinas dos filamentos intermediarios, que servem, em grande parte, para as
funcdes cito-arquitetdnicas, como a manutencgéo da integridade do citoesqueleto
astrocitario (Steffek et al., 2008).

As funcdes dos astrocitos ainda ndo sdo bem compreendidas e tanto efeitos
benéficos como a formacao da barreira fisica que protege as regides do encéfalo do
tecido lesado, que restringe a inflamacdo e protege os neurdnios e outras células,
sendo também, responséavel pela maior parte dos aspectos do suporte metabdlico,
nutricdo, regulacdo da concentracdo de ions e neurotransmissores, como prejudiciais,
inibindo a regeneracao axonal (Park et al., 2003; Sofroniew, 2005; Theodosis et al.,
2008).

Por outro lado, muitos estudos indicam que a pratica de EF eleva a formacéo
de radicais livres (RL), entre outras espécies reativas de oxigénio (ERO), o que pode
resultar em estresse oxidativo (EO; Bondy, 1993). Contudo, outras pesquisas,
sugerem que EF diminui os niveis de RL, ja que a sua pratica promove a ativacao de
diversas enzimas antioxidantes (Powers, 1993). O EO (EO), resultante do alto
consumo de oxigénio durante os exercicios, processo essencial para a geracao de
energia, mas que, como consequéncia, pode levar a producdo de RL, compostos

lesivos, especialmente para o tecido nervoso (Van Remen et al., 2003).

1.2. Exercicio Fisico, Estresse Oxidativo e Radicais Livres

Nos seres aerdbios, o oxigénio é convertido em &gua no interior das
mitocondrias durante a respiracdo celular. Apesar da maior parte do oxigénio ser

metabolizado na mitocéndria, uma pequena parte ndo sofre o processo de reducao, o
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gue implica no surgimento de ERO. A pratica de EF leva a necessidade de uma grande
demanda de energia e o organismo mobiliza uma série de mecanismos fisiol6gicos
para a absorcdo de oxigénio. Porém, parte do oxigénio proveniente da respiracao
acaba se transformando em compostos reativos lesivos ao organismo (Cooper et al.,
2002; Renz, 2003; Radak, 2006).

Existem evidéncias de diversos problemas ocasionados pelos RL como
peroxidacdo de membrana lipidica, oxidacdo de &cidos nucleicos, carboidratos,
proteinas, mutacdes, envelhecimento, entre outras, que podem contribuir para o
surgimento de doencas como a doenca de Parkinson (Sies, 1991; Bell6, 2002). Vérios
compostos séo definidos como RLs, por exemplo, o oxigénio molecular (O2), hidroxila
(OH"), peroxido de hidrogénio (H202), oOxido nitrico (NO) entre outros. Esses
compostos sao classificados como ERO e espécie reativa de nitrogénio (ERN;
Silveira, 2003).

Normalmente, ERO e ERN estdo presentes no organismo, porém, em
concentragcbes baixas, em funcdo de mecanismos de defesa antioxidantes que
normalmente sdo produzidos em resposta a presenca de espécies reativas (ERS).
Existem diferentes mecanismos de acdo no combate as ERs. Estes podem ser
diferenciados em enziméticos e nao enzimaticos que, de modo geral, agem com
diferentes estratégias como remocdo do oxigénio do meio, retiradas de metais
envolvidos nos processos de formacdo das ERs, aumentando o volume de
antioxidantes ou induzindo o reparo e a reconstituicdo das regides danificadas (Koury
et al.,, 2003). As enzimas antioxidantes parecem responder de forma positiva a
atividade fisica, aumentando suas acdes protetoras nos diversos tecidos em que haja
ERs, produzidas durante o metabolismo, inclusive durante o EF em funcdo do

aumento do consumo de oxigénio (Osorio et al., 2003).
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O SNC é particularmente vulneravel as ERs. O encéfalo consome boa parte de
todo o oxigénio utilizado, sendo assim, consideraveis concentracbes de ERO séo
formadas. Outro aspecto da vulnerabilidade se deve a quantidade de acidos graxos
presentes nas células nervosas, estes, sdo substratos para ataque de ER, além da
alta concentracédo de ferro (Fe?*) que pode acelerar a sintese de ER a partir de
compostos produzidos endogenamente (Mitozo et al., 2011). Como a demanda de
energia no encéfalo é alta, ha necessidade de uma grande producdo de adenosina
trifosfato (ATP). Muitas enzimas presentes nas mitocondrias dependem de sulfeto de
ferro (FeS) para realizacdo das reacdes de oxireducdo e, consequentemente, a
necessidade de Fe?* por esse 6rgdo também se eleva. Nos oligodendrécitos, a
producdo e manutencdo de mielina e a producéo de inUmeros neurotransmissores
também dependem de Fe?*. Assim, problemas na manutengdo desse micronutriente
pode levar a alteracbes na comunicacdo celular (Thompson, 2001). Essa grande
guantidade de ferro pode favorecer a formacdo de ERO tornando as células nervosas
mais suscetivel a EO (Mitozo et al., 2011). A degradacédo de ERs nas células neuronais
por mecanismo enzimatico, acontece por diferentes vias que sao dependentes da

atividade de diferentes enzimas como CAT, GPx, entre outras (Mitozo et al., 2011).

1.3. Mecanismos antioxidantes no SNC

Todos os tecidos humanos sofrem lesdes oxidativas, porém, o SNC, em
especial o encéfalo, € muito vulneravel & ERO em funcdo do volume de oxigénio
produzido durante os processos metabdlicos especialmente durante a pratica do EF
(Reiter, 1995). O consumo de oxigénio pelo encéfalo representa aproximadamente
20% do consumo total de oxigénio que 0 corpo necessita e a grande demanda por

oxigénio deve-se ao alto consumo de ATP pelos neurbnios para manter tanto o
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potencial de membrana quanto o fluxo de neurotransmissores (Andersen, 2004). Isto
significa que os neurdnios dependem muito da eficiéncia das mitocondrias e, quando
h&d um desequilibrio entre na atividade desta organela, ocorre a geracao de ERs
(Halliwell e Gutteridge, 2002). Portanto, o uso de alguns compostos pode potencializar
o combate as ERs, evitando ou diminuindo os processos oxidativos e protegendo os
neurdnios (Dornas, 2009).

As enzimas de combate as ERs incluem as, superéxido dismutases (SOD),
catalases (CAT), glutationa peroxidases (GPx) entre outras (Gomes et al., 2012). O
mecanismo de acdo dessas enzimas se baseia em decompor as ERs, entre elas Oz,

H202, NO e NO:2 (Figura 1; Gomes et al., 2012).

H20 + 02
e 1° TCAT
20; ———> 20, + 2H* + SOD H202 + Oz
30 GPx

H20

Figura 1. Esquema da ac¢éo do sistema de defesa antioxidante (adaptado de Galleguillos et al., 2010).
A enzima SOD (1°) por meio da rea¢éo de dismutacéo produz peréxido de hidrogénio (H202) a partir do
radical superoxido (O2) enquanto as enzimas CAT(2°) e GPx (3°) agem sobre o H202 produzindo H20
impedindo seu acumulo. Mesmo n&o sendo um radical livre € muito lesivo para diversas estruturas
celulares ja que o excesso de H2O:favorece a geragdo de hidroxila (OH") que é uma espécie reativa
extremamente lesiva (Rover et al., 2001).

Ja os mecanismos ndo enzimético de combate as ERs, séo classificados em dois
tipos: i) os hidrossoluveis, por apresentar maior afinidade com agua, estes possuem
maior acdo no plasma sanguineo, como a vitamina C e ii) os lipossoluveis, como 0s
flavonoides, que apresentam maior acdo nas membranas celulares por serem
lipoproteicas (Mattson et al., 2002).

Os flavonoides sdo compostos encontrados tanto em hortalicas e frutas, quanto

em diversos alimentos ja passados por processos industriais. Esse grupo de
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compostos possuem diversos beneficios para o organismo, crescimento e defesa,
sendo a agdo antioxidante e anti-inflamatoria as de maior importancia (Dixon et al.,
1995). Sao conhecidos inimeros flavonoides e sua composi¢do basica consiste em

quinze atomos de carbono organizados em trés anéis (Figura 2) (Di Carlo et al., 1999).

Figura 2. Estrutura basica do flavonoide com um nucleo central, constituido de quinze atomos de
carbono arranjados em trés anéis fendlicos. A capacidade antioxidante de compostos fendlicos é
baseada em sua estrutura, principalmente nas hidroxilas pois sdo as doadoras de elétrons para a
estabilidade da espécie reativa. Além disso, as hidroxilas ligadas aos carbonos C3 e C4 atuam
aumentando a capacidade antioxidante (Di Carlo et al., 1999; Lien et al., 1999)

Os flavonoides sédo subdivididos nos grupos flavonas, flavondis, chalconas,
auronas, flavononas, flavanas, isoflavonas, neoflavondides, leucoantocianidinas,
proantocianidinas e antocianidinas de acordo com a composic¢do, organizacao e com
relacdo ao grau de oxidacdo no anel central (Bravo, 1998). Diversos estudos indicam
gue a presenca de um grupo hidroxila no terceiro anel central, conhecido por
heterociclico, confere grande efeito antioxidante (Pietta, 2000).

As antocianinas correspondem a um dos mais importantes flavonoides com
acao antioxidativa e anti-inflamatoria entre outros efeitos farmacoldgicos, motivo pelo
qual, nos ultimos anos, cresceu o interesse por esse composto. Esses flavonoides séo
pigmentos vegetais que conferem as cores que vao desde laranja até violeta e azul.

Eles sdo encontrados em varias regides da planta, como caule, folhas, frutos
entre outros (Andersen e Jordheim, 2006). A estrutura quimica das antocianinas é

baseada em trés cadeias ciclicas com quinze carbonos e os efeitos bioldgicos
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antioxidantes das antocianinas dependem da sua estrutura quimica, tais como grau
de glicosilagdo e o numero de grupos hidroxilas (figura 3; Lépez, et al., 2000). Os
efeitos antioxidantes das antocianinas dependem tanto do grau de glicosilacéo quanto

do numero de hidroxilas (Kong, 2003).

OH
OH
:
HO O O\ -
< OH
OH

Figura 3. Estrutura das antocianinas. Consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de
trés carbonos e condensados por um oxigénio (LOpez, et al., 2000)

1.4. Acai

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), nativo da América Central e do Sul, é
considerada a palmeira de grande produtividade da regido amazonica, com seu fruto
consumido como um alimento basico em certas regides do Brasil, que é visto como o
pais que mais produz, consome e exporta o acai e, cada vez mais, cresce o interesse
por esse fruto em diversas capitais, nhdo s6 do Brasil, mas do mundo, como Estados
Unidos, Japéo e Europa (Menezes et al., 2008).

Recentemente, o0 acai, fruto dessa palmeira, ganhou grande atencdo como um
alimento funcional, devido aos seus beneficios relacionados a alta capacidade
antioxidante e sua composicdo (Bonomo et al., 2014). Segundo Schauss et al. (2006)
as antocianinas presentes no fruto, além de conferir a cor violeta caracteristica,
também correspondem aos maiores compostos fitoquimicos, com diversos efeitos
neuroprotetores e com concentracdo em torno de 3,19mg/g de peso seco. Este valor

€ muito relevante quando comparado a outros frutos, ja que a concentracdo de
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antocianina no acgai é aproximadamente 10 vezes maior que em outros frutos com
caracteristicas semelhantes, como mirtilo e amora (Rogez, 2000). O extrato de acai,
rico em antocianinas, apresenta excelente fonte natural de composto antioxidante,
tornando esse composto primordial para a regulacédo e manutencao celular (Halliwell,
2001; Hogan et al., 2010).

Os animais, por ndo conseguirem produzir esse importante composto, precisam
consumi-los através da dieta. Frutas como uva, cacau, acai entre outras sdo
excelentes fontes de antocianinas (Bridle et al., 1997).  Em razao do acai possuir a
capacidade de agir no combate aos radicais livres, alguns estudos consideram o acai
parte do grupo dos alimentos funcionais (Rocha et al., 2015). O alto teor de polifendis
o torna uma das principais frutas com potencial antioxidante, apresentando diversas
propriedades associadas ao combate de doencas desencadeadas por radicas livres
(Kang et al., 2010).

Moura e Resende, 2016, mostraram a presenca significativa dos polifenéis em
polpa de acai, em que duas antocianinas, cianidina 3-glucosideo e cianidina
3rutinosideo, foram encontradas em maior concentracdo. Em outro estudo, foram
identificados seis tipos de antocianinas em amostra do fruto (Figura 4), entre as quais
encontram-se: cianidina  3-glucosideos; cianidina  3-rutinosideo; cianidina-
3sambubiosideo; peonidina-3-rutinosideo; pelargonidina-3- glucosideos, e delfinidina-

3-glucosideos (Cedrim et al., 2018).
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Cianidina-3-0-sambubiosideo

Peonidina-3-O-rutinosideo Pelargonidina-3-0-glucosideo Delfinidina-3-O-glucoside

Figura 4. Estrutura quimica das antocianinas encontradas no acai (Adaptado de Cedrim, 2018)

As diferencas na quantidade de antocianinas encontradas entre os diversos

estudos (figura 5), deve-se, possivelmente, aos diferentes procedimentos utilizados
para o preparo da polpa, condi¢cbes climaticas, colheita, entre outros fatores que

podem ter influenciado na quantidade dos polifendis (Gordon et al., 2012; Cedrim et

al., 2018).
Autores Quantidade de Antocianinas
Coutinho et al. (2017) 12,05 a 24,98 mg/100 g
Fernandes et al. (2016) 36,38 mg/100 g
Silva et al. (2016) 62,58 a 135,15 mg/100 g
Rogez et al. (2011) 109 a 165 mg/100 g
Rufino et al. (2010) 111 mg/100 g
Pacheco-Palencia et al. (2009) 205,6 mg/100 g

Figura 5. Concentracdo de antocianina em seis trabalhos (Adaptado de Cedrim et al., 2018)
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1.5. Memoria e comportamento relacionado a ansiedade

1.5.1. Memobria

A capacidade de reter eventos e fatos talvez seja a funcdo mais surpreendente
do cérebro. A memodria representa o conjunto de mecanismos que operam no SNC
para que se dé o aprendizado e esses processos definem a individualidade de cada
um (Lee et al.,, 2005). Tais processos operam em sequéncia comecando com a
aquisicdo da memoéria que corresponde ao periodo durante a exposicdo da
experiéncia. Posteriormente, estas informacdes sdo codificadas e armazenadas, o
gue caracteriza a fase de consolidacdo da memoéria na qual as informacdes podem
ser acessadas, 0 que constitui a fase de evocacdo (McGaugh, 2002). As memarias
podem ser classificadas utilizando-se diferentes critérios, como o tempo de retencéo,
considerando este critério, podem ser classificadas em memaria de curto prazo, com
duracéo de horas, mantendo a informacdo enquanto a memoéria de longo prazo esta
sendo formada. Memoria de Curto Prazo tem func&o operacional ou de trabalho, ou
seja, garante os processos de continuidade das tarefas diarias. Estudos mostram que
a memoria de curto prazo envolve regibes como o hipocampo, a amigdala, entre
outras, sendo depois transferida para outras dreas como cortex parietal e temporal
(Izquierdo, 1999).

A memoria de longo prazo, que pode durar dias ou anos, garante o registro da
experiéncia. A formacdo dessa memoria requer alguns processos como: atencéo,
repeticdo entre outros (Izquierdo, 1999). Ainda, ela é dividida em declarativa e ndo
declarativa. A memdéria declarativa compreende o que se pode evocado por palavras
como lembrancas de datas comemorativas, nomes de pessoas e/ou fatos historicos.

A memoria ndo-declarativa esta relacionada a procedimentos e habilidades. Esta
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memoéria é dividida em quatro categorias: memoéria de representacdo perceptual;
memoria de procedimentos; memdéria associativa e memoria ndo-associativa, sendo
as duas Ultimas associadas a comportamentos (figura 6) (Dalmaz e Netto, 2004).

As regides do encéfalo mais envolvidas na memoria séo hipocampo, amigdala,
coértex temporal entre outras. O hipocampo tem maior atuacao nesse processo, ele é
formado por duas regides: o giro denteado e o Corno de Amon, sendo essa Ultima
subdividida nas regides CAl, CA2 e CA3. O hipocampo desempenha um importante
papel na formacdo de memdrias de curto e longo prazo e muitas areas do cortex
interagem com ele propiciando novas memorias (lzquierdo, 1998). O aprendizado
resulta da interacdo do individuo com o ambiente ou de representacOes internas
(comparacdo com experiéncias vivenciadas) que possam possibilitar aquisicdo de

novas informacgdes (Dalmaz e Netto, 2004).

R Codiicagéoe
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Memdria Ainformacéo Memoria de
Sensorial podecsy ik i
perdida

Figura 6. Representacgdo dos eventos de formag&o de memodria de curto e de longo prazo. (Adaptado
de McGaugh, 2002).

1.5.2. Ansiedade

Todos tém inUmeros pensamentos e sentimentos, bem como interpretacdes e
valores. Nosso comportamento reflete esses estados e que sédo fundamentais para

lidarmos com diversas situacdes a nossa volta. Frequentemente, enfrentamos
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sentimentos diversos e que, muitas vezes, causam-nos raiva, tristeza, ansiedade, e,
consequentemente, o0 estresse. Existem inUmeras emoc¢des e cada uma delas pode
se tornar uma fonte potencial de estresse. A ansiedade € uma emogé&o que traz uma
sensacdo de desconforto sempre que estamos em perigo e que pode gerar um
comportamento de apreensdo que, em alguns casos, permanece por um longo
periodo, sendo geralmente acompanhada de alteracdo locomotora e autondmica, tais
como taquicardia, transpiracao e micgédo (Ramos et al., 1998).

Alguns modelos animais de ansiedade evocam, pela simples exposicao do
animal a um novo ambiente ou estimulo, comportamentos de medo ou defensivos,
analogos a manifestagfes ansiosas em individuos com transtornos de ansiedade. Por
exemplo, animais expostos ao campo aberto apresentam um comportamento
denominado de avaliacdo de risco o que pode ser relacionado a maior vigilancia,
apresentada também por individuos ansiosos (Blanchard et al., 2001). A ansiedade
pode ser caracterizada como a antecipacdo de uma situacdo aversiva, de dificil
controle e que pode gerar um comportamento de apreensdo com provavel alteracéo
locomotora e autonémica, tais como taquicardia, transpiracdo e mic¢éo. A ansiedade
tanto pode beneficiar quanto prejudicar, dependendo de sua intensidade, podendo até
se tornar patolégica. Quando esse fenbmeno atinge o grau de patologia, pode ser
incluida num grupo de distarbios, definido como transtornos ansiosos (Ramos et al.,
1997; Rodgers et al., 1997).

Em conjunto com o sistema nervoso simpatico, a amigdala desempenha
importante papel em aspectos relacionados a comportamentos relativos a situagao ou
condicdo aversiva o que pode gerar respostas que, eventualmente, podem ser
ansiogénicas e, potencialmente, prejudiciais a processos ligados a memoaria (Lee et

al., 2006).
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A Amigdala é um aglomerado de nucleos neurais localizados no lobo temporal
(Johnston, 1923). Considerada o centro de emocao no encéfalo, acredita-se que a
amigdala desempenhe um papel - chave no planejamento comportamental baseado
na integracdo de informacdo (Aggleton, 1993). Tem-se atribuido uma grande
variedade de fung¢des para o complexo amigdaloide, incluindo memdria, atencao,
interpretacdo do significado emocional dos estimulos sensoriais e génese dos
aspectos emocionais dos sonhos (Scott et al., 1997). A amigdala parece desempenhar
um papel critico no aprendizado sempre que este envolver o condicionamento a um

reforco com valor emocional (Kim e Jung, 2006).

1.6. Exercicio fisico, agai, memoria e ansiedade

A prevaléncia de individuos sedentérios € alta em varios paises e estudos
epidemiolégicos apontam que grande parte dos brasileiros ndo realizam
recomendac¢Bes minimas de EF (Hallal et al., 2005). O sedentarismo induz inimeras
adaptacdes fisioldgicas negativas como diminuicdo das capacidades funcionais e
cognitivas decorrentes do aparecimento de doencas neurodegenerativas (Morrison,
2004). Recentemente, inumeros estudos relacionam o EF com melhora do
funcionamento do encéfalo, como aumento da atividade cognitiva, diminuicdo dos
riscos de ansiedade e depressao (Deslandes et al., 2009). Entretanto, muitos estudos
também mostram que a prética de EF eleva a formacgdo de RL, o que pode resultar
em estresse oxidativo (Bondy, 1993; Cooper et al., 2002; Radak, 2006). Sob condi¢ctes
normais, a producao de RL é balanceada pelos sistemas de defesa antioxidante que
pode ocorrer com a participacdo de enzimas ou compostos presentes em muitos

alimentos (Sies, 1993). Nesse contexto, entre 0s alimentos com grande propriedade
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antioxidantes estd o acai, que possui antocianinas um composto da familia dos

flavonoides com grande acéo antioxidante e anti-inflamatoéria (Menezes et al., 2008).

O EF, apesar de gerar muitos beneficios, também eleva a formacédo de RL,
composto extremamente prejudicial para o SNC, enquanto o acai, composto com
grande acdo antioxidante, pode juntamente com mecanismos enzimaticos, aumentar
as defesas do organismo contra os RL e, assim, proteger diversos tecidos, em especial

o tecido nervoso contra danos oxidativos (Forman et al., 2004; Lima, 2007).

Sabe-se do efeito positivo do EF sobre o hipocampo e a amigdala, importantes
areas do encéfalo que apresentam relacdo com formacdo de memoria e
comportamentos relacionados a emocéo, mas que, também, Sdo muito sensiveis ao

estresse oxidativo ocasionado em funcao do EF (Silveira, 2003; Mitozo et al., 2011).

Assim, o objetivo desse estudo se baseia em propor a adicdo do acai a uma
dieta como uma alternativa que podera potencializar a protecdo dessas regides -
hipocampo e amigdala - contra os RLs gerados durante o exercicio fisico e, dessa
forma, potencializar os processos relacionados a formacdo de memoria bem como

diminuir comportamentos relacionados a ansiedade.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do exercicio fisico combinado com ingestdo de polpa de

a(;al’ sobre comportamento e eventos moleculares em ratos.

2.1. Objetivos especificos

e Verificar se existem a¢cdes combinadas da administracdo do acai com exercicio
fisico;

e Analisar efeitos do exercicio fisico e/ou acai sobre a meméria;

e Analisar o efeito do exercicio fisico e/ou acai sobre a ansiedade;

e Analisar efeitos do exercicio fisico e/ou agai sobre as enzimas SOD, CAT e GPx;

e Analisar efeitos do exercicio fisico e/ou acai sobre fatores de crescimento BDNF e
GDNF;

e Analisar efeitos do exercicio fisico e/ou acai sobre GAP 43 e GFAP;

e Valorizar o acai, um produto brasileiro, como um importante composto com efeitos

benéficos sobre diversos eventos ligados ao sistema nervoso.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenho experimental

Os procedimentos experimentais foram submetidos, analisados e aprovados
pelo Comité de Etica em Uso de Animais da EACH/USP sob o n® 002/2016 - anexo 1).

Foram utilizados 32 ratos machos Wistar 310 — 400g com aproximadamente
120 dias provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas. Os ratos foram
mantidos em caixas plasticas (390 x 320 x 170mm3), forradas com maravalha,
contendo quatro animais/caixa no Biotério de Experimentacdo do Conjunto
Multidisciplinar de Pesquisa da EACH5/USP em condi¢cdes padrédo, aclimatizados
(21+1°C) com ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, com agua e racao (NUVILAB,

ad libitum).

3.2. Grupos experimentais

Considerando a baixa variabilidade da populacdo estudada, que se trata de
animais que tém origem de um ambiente controlado, representa uma amostra mais
homogénea (genética e sanitariamente) e, seguindo preceitos éticos que visem a
otimizacdo no uso de animais, consideramos que o0 niumero de 8 animais por grupo &
suficiente para que o0s testes estatisticos sejam aplicados com seguranca de
resultados significantes.

O efeito da variavel independente sobre as variaveis dependentes foi

determinado apds calculo estatistico que considerou a andlise do poder da amostra?.

Iwww.hedwig.m.gh.edu/sample_sizeljs/js_associative_quant.html
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Para o célculo foi utilizado o nivel de significancia de 5% (two-sided) para um
ndamero minimo de 8 animais. O poder da amostra utilizado foi de 80%. Os desvios
padrdes para as variaveis dependentes e independentes ndo foram estabelecidos. O
nivel de significancia atingido no calculo sera de 0,025 quando os desvios padrbes
das variaveis dependentes for de 1,91.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: i) Sedentarios; ii)
Sedentarios + agaij; iii) Exercicio + acai e iv) Exercicio. Conforme discriminado na

tabela 1.

Descricao dos grupos experimentais

GRUPO DESCRICAO

Sedentério (Sed) (n = 8) Permaneceu na esteira sem movimento, administragédo de
agua via gavagem
Sedentério + Acai (SedA) (n = 8) | Permaneceu na esteira sem movimento, administragédo de
acai via gavagem
Exercicio (Exe) (n = 8) Treinado em esteira, administragdo de agua via gavagem

Exercicio + Acai (ExeA) (n=8) | Treinado em esteira, administracao de acgai via gavagem

Tabela 1. Grupo sedentério (Sed), controle tratado com agua, grupo sedentario (SedA), tratado com acai, grupo
exercicio tratado com agua (Exe) e grupo exercicio (ExeA) tratado com acai.

No primeiro, terceiro, quinto e sétimo dia do programa de treinamento, 0s
animais foram pesados. A figura abaixo apresenta o calculo de peso corporal que foi

realizado para avaliar a influéncia do protocolo sobre a massa corporal dos animais.

22 dia(Peso final x 100) - 100
12 dia(Peso inicial)
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3.3. Administracdo do acai

Os animais dos grupos SedA e ExeA receberam via gavagem a suplementacéao
com extrato de acai (LIOFRUIT 100, LIOTECNICA tecnologia em alimentos, Embu das
Artes, SP) 500mg/Kg diluidos em 1ml de agua (Adaptado de El Morsy et al., 2015),
enquanto os animais dos grupos Sed e Exe receberam 1ml de agua. Os grupos
receberam acai e/ou agua uma hora antes do protocolo de exercicio fisico com
objetivo de diminuir o estresse causado pelo procedimento e garantir a absorgcéo do
acai. Dessa forma, o inicio de protocolo de exercicio se deu com o animal menos
estressado com a manipulagdo o que poderia comprometer um dos objetivos da

pesquisa, o de analisar possivel efeito do suplemento sobre a ansiedade.

3.3.1. Composicao nutricional da polpa liofilizada de acai utilizada no estudo.

O acai Liofruit 100 liofilizado foi obtido a partir de polpa de acai organico,
posteriormente foi submetido a congelamento. As tabelas a seguir apresentam

caracteristicas do produto.
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Parametros fisico-quimicos

Sabor e Odor Caracteristicos
Aspecto P6 de coloragdo roxa.
Reconstitui¢do Adicionar 86g de agua a 14g de agai liofilizado para obter
agai grosso natural.
Equivaléncia 1 kg de acai liofilizado ¢ equivalente a aproximadamente
7 kg de polpa de agai grosso.
Umidade (%) Maximo 2,5
Granulometria (%) ? Particulas maiores que 1,4mm — Max. 2
Particulas menores que 0,6mm — Min. 50
Matérias Estranhas Ausente
Parametros Microbiolégicos
Contagem Total UFClg 5 0 1x10° -
Coliformes Totais (35°C) UFC/g 5 0 <10 -
Coliformes 45°C UFC/g 5 0 <10 -
E. coli UFC/g 5 0 <10 -
Salmonella sp 1R25g 5 0 Ausente -
Bolores e Leveduras UFC/g 5 0 500 -
Parametros Nutricionais (100q)
Valor calorico 541 keal
Carboidrato S5g
Proteinas 9.8¢g
Gorduras totais 54g
Gorduras saturadas 15g
Gorduras monoinsaturadas 33g
Acido Palmitoléico 2,7g
Acido Oleico (Omega 9) 30.3¢g
Gorduras polinsaturadas 5.1g
Acido Linoleico (Omcga 6) 5.1g
Gorduras trans 0.0g
Fibra alimentar 27g
Sodio 64mg
Calcio 345mg
Ferro 3.8mg
Vitamina A <100 Ul
Vitamina C <lmg
Vitamina E 12,7mg
Potassio 715mg
Magnésio 174mg
Referéncias Gerais ©) Unidade Valor de Referéncia
Antocianinas por HPLC mg/100g 385
Capacidade Antioxidante (ORACgy) pmol eq. Trolox/100g 70.000
Polifenois Totais mg eq. Acido Gélico/100g 3.300
Referéncias da safra de 2011-2012 © Unidade Valor de Referéncia
Antocianinas por HPLC mg/100g 296,8
Capacidade Antioxidante (ORACFL) ? umol eq. Trolox/100g 54.300
Polifendis Totais mg eq. Acido Galico/100g 3472

Tabelas 2. Tabela com informac¢des nutricionais da polpa de ac¢ai fornecidas pela
empresa colaboradora que doou a poupa.
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3.4. Protocolo de exercicio fisico

O inicio do protocolo de exercicio de cada grupo ocorreu durante o ciclo ativo dos
animais, por volta das 11h00min e foi alternado entre os grupos, com intuito de evitar
grande diferenca de tempo e, consequentemente, de rendimento dos grupos.

Os ratos foram expostos a um programa de exercicio fisico em esteira
ergométrica por um periodo de 7 dias. O protocolo de exercicio fisico consistiu em
sessfes de corrida em esteira ergométrica adaptada para ratos contendo pistas
separadas por divisérias confeccionadas por material de polietileno (Figura 7) (Carro,
et al., 2000).

Esta demostrado na figura 8, o periodo de treinamento, com duracédo de 7 dias.
Nos dois primeiros dias, a duracdo das sessOes foi de 30 minutos por dia, com
velocidade de 14m/min. A partir do terceiro dia apenas o tempo foi aumentado para 1
hora e a velocidade mantida até o final do treinamento. A inclinacdo da esteira
ergométrica foi mantida a 0%, durante todo o periodo do treinamento. O protocolo foi

adaptado do estudo de Carro e colaboradores (2000).

3.5. Aparelho onde ocorreu o programa de atividade fisica

Figura 7. Esteira adaptada na qual o protocolo de exercicio fisico agudo foi aplicado os grupos

experimentais.
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3.6. Programa de atividades

Adaptacao Treinamento Testes Analises

Dia1l Dia 2 Dia3ao7 Dia 8 Dia 8

1 I 1 1 1
_—

1 pnit, = R

500mg/Kg 500mg/Kg Teste: Campo aberto (5 min)  Eutanasia

Aguecimento Aquecimento Teste: Reconhecimento de Retirada de tecidos:
objetos

Corrida 30’ Corrida 60’ Hipocampo e amigdala
1°5 min

Recuperagdo 2’  Recuperagio 2’ Atividade: SOD, CAT e GPx
2° Ap6s 10 min (5 min)

Veloc. 14m/min Veloc. 14m/min WB: BDNF, GBNF, GAP43,
3° Apds 1h (5 min) GFAP

Apos 24 horas da Ultima sesséo de treinamento, os animais foram submetidos,

individualmente, aos testes comportamentais.

3.7. Testes comportamentais

Foram realizados testes para avaliagdo da memodria e ansiedade. Quando os
roedores sdo apresentados a ambientes e/ou objetos familiares e novos, eles passam
a maior parte do tempo explorando o novo ambiente e/ou objeto. Este comportamento
tipico tem sido utilizado para determinar diferentes testes. Como exemplo, o teste
campo aberto (CA) e o teste de reconhecimento de objetos (RO). Ambos podem ser
realizados em um local cercado, evitando que o animal escape. O chdo marcado com
pequenos quadrados, o que permite a quantificacdo ou maior percepcao da atividade

locomotora, bem como outros comportamentos (Xavier, 1999).

3.7.1. Teste campo aberto (CA)

O teste de CA é interessante por ser de facil observacéo e registro e, também,
de facil avaliacdo da atividade exploratéria. Ao explorar um novo ambiente, o animal

apresenta comportamentos que sugerem excitabilidade como levantar as patas
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dianteiras (rearing), autolimpeza (gromming) e maior mobilidade. O campo aberto
(Figura 8) utilizado para o teste consiste em uma arena de madeira retangular com 80
por 50 centimetros, paredes e chdo brancos, sendo o chao, dividido por linhas pretas,
formando 20 pequenos quadrados com aproximadamente 16cmx16cm. No inicio de
cada teste os animais foram colocados na regido central da arena e 0 comportamento
foi avaliado durante 5 minutos. Essa avaliagdo incluiu quantificar os seguintes
parametros: tempo gasto parado (freezing) e nimero de quadrados percorridos pelo
animal (ambulacao) contabilizado em segundos; numero de bolos fecais (Xavier,
1999). Segundo (Hall, 1934) a defecacdo € um indicador do estado emocional do
animal. Defecacao intensa associado a baixa atividade locomotora sugere ansiedade

do animal (figura 9A)

3.7.2. Teste de reconhecimento de objetos (RO)

O teste de RO foi realizado no mesmo local em que ocorreu o teste campo
aberto. Neste teste, todos os animais foram habituados ao ambiente, tendo 5 minutos
para livre exploracdo do aparato na auséncia de objetos. Os objetos (pecas teste CA
de brinquedo de diferentes formas e cores) foram fixados a arena. (figura 9B) Apés o
teste CA, os animais foram colocados na arena, contendo dois objetos semelhantes
(a e b), para livre exploracdo por 5 minutos. O teste foi repetido aproximadamente, 1
hora depois para avaliar a memoria de curta duracéo. No teste subsequente, uma hora
depois, o objeto (a) foi substituido por outro (c) e o animal foi colocado na arena por
mais 5 minutos. As posicdes dos objetos (familiar b e novo c) foram mantidos e a arena
foi limpa com alcool 70% entre um teste e outro.

Consideramos a exploracdo quando os animais cheiraram ou tocaram o0s

objetos com o nariz ou com as patas dianteiras. O tempo gasto explorando cada objeto
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foi marcado e expresso em total de tempo de exploracdo computado em segundos,
permitindo determinar a razdo de discriminag&o estabelecida a partir da proporcéo de
tempo de exploracdo do objeto novo em relacdo ao objeto familiar, conforme

demonstrado a seguir:

% de tempo gasto explorando objeto B: Tempo no objeto B (seg) X100

Tempo objeto B (seg) + Tempo objeto C (seg)....

% de tempo gasto explorando objeto C: Tempo no objeto C (seq) X100

Tempo objeto C {sey) + Tempo objeto A (sey)

Figura 8. (A) aparato utilizado para os testes de campo aberto com presenca de bolo fecal indicado pela
seta e (B) reconhecimento de objetos com os objetos a, b e c utilizados no teste reconhecimento de

objeto.

Essas medidas indicam a preferéncia em explorar um determinado objeto em
detrimento do outro, em especial, considerando o objeto (c), quanto maior o indice de
exploracdo desse objeto e menos do objeto (b), possivelmente tenha relagdo com
lembrancga do objeto (b), o que justifica 0 menor interesse por ele.

Em ambos os testes, cada animal foi avaliado individualmente e, ao final de
cada sessdo, o local foi limpo com alcool 70%, para eliminar odores produzidos pelo
animal exposto anteriormente, dessa forma, diminuir a interferéncia no

comportamento do proximo animal.
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3.8. Eutanasia dos animais e retirada dos tecidos

No oitavo dia, logo ap0s os testes de campo aberto e reconhecimento de
objetos, os animais foram anestesiados com uma mistura de quetamina e cloridato de

xilazina (80 mg/kg e 8 mg/Kg, ip, respectivamente) e submetidos a decapitacéo.

Apés eutanasia, foram extraidos os encéfalos para analise por biologia
molecular (figura 10A). Hipocampo (figura 10C) e amigdala (figura 10D) que sao
relacionadas a memoaria e a ansiedade, foram dissecados e congelados a -80 °C
para analise.

O método Western Blot foi utilizado para quantificagdo de proteinas nas
amostras, utilizando-se anticorpos anti-BDNF, anti-GDNF, anti-GAP43 e Anti-GFAP e

também, foi avaliada a atividade das enzimas SOD, CAT e GPx.
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Figura 9. Painéis com indicacdo dos tecidos retirados para andlise da atividade das enzimas
antioxidantes e quantificacéo das proteinas por WB. Painel A vista dorsal do encéfalo; Painel B corte
sagital do encéfalo com visualizagdo de parte do hipocampo. Painel C seta apontando para hipocampo.
Painel D seta apontando para amigdala.

3.9. Avaliagédo proteica

As amostras do hipocampo e da amigdala foram homogenizadas em 200 pl de
tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 contendo 1 mM de fenil-metil-sulfonil-fluoridro (PMSF)
e coquetel de inibidores de protease (Sigma) e, em seguida, centrifugadas durante 5
minutos a 1000g e 4°C e os sobrenadantes foram separados. A concentracao de
proteinas totais das amostras foi determinada através do método de Bradford (1976)
e, em seguida, foram diluidas em tamp&o de Laemmli, 1970 (Tris-HCI 62,5 mM, pH
6,8 com SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001 % e 2-mercaptoetanol 5%)

e apo6s rapida centrifugacdo a 10,000 g (30 seg), as proteinas das amostras (15
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mg/pogo) foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% contendo
0.1% de lauril sulfato de sddio (SDS — PAGE; Laemmli, 1970).

A separacao das proteinas foi realizada em sistema de eletroforese em gel de
poliacrilamida (15%) com intensidade de corrente constante (25 mA), durante
aproximadamente 2 horas e resultou em valores de voltagem variando entre 100 a
180 V. Posteriormente, as bandas proteicas foram transferidas eletroforeticamente
através de sistema submerso para uma membrana de nitrocelulose, aplicando uma
amperagem de 200 mA (voltagem ~50V) durante 1,5 hora. Apds 6 lavagens
subsequentes (~10 min) com tampdo TBS t, os sitios inespecificos de ligacdo do
anticorpo primario foram bloqueados mediante incuba¢do da mesma com solugéo a
3% de BSA dissolvido em tampéao TBS-t pH 7.4 (20 mM de TRIS-HCI, 8% de NaCl
contendo 0,1% de Tween-20) sob agitagcdo constante durante 1 hora. A seguir, as
membranas foram incubadas durante 15 - 18 horas, a 4°C com anticorpos primarios
especificos (diluidos em tampéo de bloqueio) conforme o quadro abaixo e apds o
término da incubacédo, as membranas foram lavadas (6 vezes durante 10 min) com
tampdo TBS-t e incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase
(HRP) durante 2 horas em temperatura ambiente (vide quadro abaixo).

As membranas foram submetidas a um novo ciclo de lavagens em TBS-t (6x
por 10 min) e as bandas imunorreativas foram reveladas por quimioluminescéncia
(SuperSignal West pico, Thermo Scientific, EUA). As imagens das bandas foram
captadas no sistema ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, EUA). A analise
densitométrica das imagens das membranas foi realizada utilizando-se o software
ImageJ (NIH). Os sinais do filme foram quantificados usando o software ImageJ. Os
resultados obtidos foram normalizados pelo controle interno (B-actina ou a-tubulina) e

expressos como porcentagem em relacdo ao grupo Sedentario.
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Considerando que o BDNF apresenta algumas isoformas, também foi realizado o

calculo que considera a isoforma de BDNF em relacdo as demais (Pré — BDNF e Pré

— BDNF).
3.10. Anticorpos utilizados para a avaliagcdo das proteinas
Anticorpo priméario (clone, hospedeiro) Anticorpo secundario
Proteina | Diluicdo, procedéncia (hospedeiro)
Diluig&o, procedéncia
BDNF | Anti BDNF (policlonal, coelho) 1:1000, Santa|l Anti Coelho (cabra) 1:4000, Bio
Cruz, EUA Rad, EUA
GDNF | Anti GDNF (policlonal, cabra) 1:1000, Sigma, | Anti cabra (burro) + HRP 1:5000,
EUA Sigma, EUA
GAP43 | Anti GAP43 (monoclonal, camundongo) Anti camundongo (cabra) + HRP
1:1000, Sigma, EUA 1:5000, Bio Rad, EUA
GFAP | Anti GFAP (policlonal, coelho) 1:2000, Sigma, | Anti Coelho (cabra) 1:4000, Bio
EUA Rad, EUA
a- Anti- a-tubulina (monoclonal, camundongo)| Anti camundongo (cabra) + HRP
tubulina | 1:2000, Santa Cruz, EUA 1:5000, Bio Rad, EUA
B-actina | Anti- B-actina (monoclonal, camundongo) Anti camundongo + (cabra) HRP
1:2000, Cell Signaling, EUA 1:5000, Bio Rad, EUA

Tabela 3. Relagdo das especificacBes dos anticorpos utilizados para a avaliagdo da atividade das
proteinas via WB.

Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidante nos tecidos hipocampo e
amigdala

As amostras de hipocampo e amigdala foram pesadas e homogeneizadas em
tampéao fosfato 50 mM, pH 7,0 contendo EDTA 1 mM (1 g de tecido:10 ml de tamp&o).
Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 10,000 g por 10 min a 4°C e o
sobrenadante foi separado para os ensaios de atividade das enzimas catalase,

superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPXx).

3.10.1. Avaliagéo da atividade da catalase

O meétodo ocorre em duas etapas. A figura mostra na primeira reacao (R1), a
catalase contida na amostra dismuta o H202 (de concentracdo conhecida) em agua e

oxigénio molecular. Em seguida, na segunda reacdo (R2), o H202 remanescente &
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determinado pela oxidagéao do reagente o-dianisidina (OD) em uma reacao catalizada
pela enzima peroxidase (HRP, de acordo com o método modificado de Fossati et al.,

1980).

catalase

R1: 2HO —»2H O +O0
2 2 2 2

R2:H O_+0.D HRP y A 4 2H O

Primeiramente, uma curva padrédo de H20: foi preparada em tampéao fosfato
50 mM, pH 7,0 nas concentracdes: 8820, 4410, 2205, 1125, 882, 441, 221, 113, 88,

44,22 e 11 pM.

Para a preparacédo dos brancos (controle) de cada amostra, uma aliquota de

50 ul de amostra foi incubada a 60°C por duas horas (para inativacéo da catalase).

A primeira reacgao foi realizada incubando-se 15 pL das amostras (brutas ou
inativadas) com 250 pL de H202 10 mM em temperatura ambiente (durante 20 min
para o hipocampo e 30 min para a amigdala, como previamente determinado. A

reacao foi interrompida com 250 pL de NaN3 1 mM.

Em paralelo, 15 pl de tampéao fosfato 50 mM, pH 7,0 foram incubados com 250
pL de H20:2 (nas diferentes concentragdes da curva) com 0s respectivos tempos de

incubacao.

A segunda reacdao foi realizada em microplaca pipetando-se 20 pL do produto
obtido na primeira reacdo com 200 pL de reagente contendo 0,167 mg/ml de OD e

0,095 pg/mL de HRP em tampéo fosfato 5 mM, pH 6,0.

A velocidade de formacédo do produto de oxidacdo da OD foi registrada pelo

aumento da absorbancia a 460 nm, por meio de leituras coletadas em intervalos de 10
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s durante 10 min. Os valores de atividade da catalase foram calculados a partir da
velocidade maxima por minuto de cada reacado corrigidas pelos respectivos valores
dos brancos e extrapoladas na curva padréo de Hz20..

O resultado foi expresso em U Catalase/mg de proteina sendo que, uma
unidade de Catalase foi definida como a quantidade de H202 (em pmol) degradada

por minuto.

3.10.2. Avaliagéo da atividade da SOD

O método baseia-se na formacéo do produto XTT-formazan (modificado de
Ukeda et al., 1997). A figura mostra a reacdo entre Xantina, Xantina Oxidase (XOD),
SOD, a formacao de anion superoxido, e a reducdo do reagente XTT pelo anion
superoxido para um produto XTT-formazan que absorve luz a 470 nm. A enzima

SOD sequestra anion superoéxido e reduz a formacéo do produto XTT-formazan.

XANTINA 20, XTT - FORMAZAN
X0D
H.0 207
20, XTT
Acipo URcO

02 + H,0,

As reac0Oes foram realizadas em microplaca. Para a determinacao da atividade
da SOD, 10 ul de amostra diluida em tampao fosfato (1:20 para hipocampo e 1:30
para amigdala) foram adicionados a 260 ul de tampé&o carbonato de sédio 50 mM pH
10,2 contendo EDTA 3 mM, 10 pl de xantina 3 mM, 10 ul de XTT 0,75 mM e 10 ul de
XOD 56,1 mU/ml. Em paralelo, determinou-se a geracdo maxima de formacao de XTT-
formazan de cada amostra inativada previamente por aguecimento em banho-maria

durante 5 min.
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A leitura foi realizada a 470 nm durante 20 min e o resultado expresso como
USOD/mg prot. - Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de SOD capaz

de transformar Lumol de O2/min.

3.10.3. Avaliacao da atividade da glutationa peroxidase (GPx)

Este método baseia-se na medida indireta da atividade da GPx, por meio de
uma reacao associada a glutationa redutase (GR). Como mostra o esquema da figura
abaixo, a glutationa oxidada (GSSG), produzida pela reducéo de hidroperéxidos pela

GPXx, é reciclada para seu estado reduzido através da GR e NADPH (Flohé, 1984).

GPx
2GSH +R-0-0-H ——> GSSH +H,0 +R-OH
GR
GSSH + NADPH + H* ——— 2GSH + NADP*

O substrato utilizado neste ensaio foi o terc-butil hidroperéxido. A oxidacdo de

NADPH a NADP* foi acompanhada pelo decaimento da absorbancia a 340 nm a 37
°C.

Em uma microplaca de quartzo, 30 pyL de amostra (sem diluicdo para
hipocampo e diluidas 1:3 para amigdalas) foram incubados por 5 minutos a 37°C na
presenca de 145 uL de tampao fosfato 0,05 M pH 7,0 contendo EDTA 0,1 M, 5 uL de
glutationa reduzida (GSH) 80 mM e 5 pL de glutationa redutase (GR) 0,0096 U/uL. Em
seguida foram adicionados 5 uL de solucao de terc-butil hidroperédxido 0,46% e

10 pL de solugao de NADPH 1,2 mM.

O decréscimo na absorbancia foi monitorado a 340 nm por 10 minutos. As
amostras foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos como pmol

GSH/min/mg proteina.
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3.11. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e submetidos
a andlise de variancia de uma unica via (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferrone.
As diferencas entre as médias foram avaliadas via programa estatistico (Graph Pad
Prism, versdo 5.0) Um nivel de significancia menor do que 5% foi utilizado em todas

as analises comportamentais realizadas individualmente (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. ganho de peso corporal

Houve influéncia da administracdo do acai apenas sobre peso na andlise dos

grupos (dieta, p= 0.0001; exercicio, p= 0,8275)

Peso O Sed
= SedA
- Exe

¥ ExeA

20+

10+

(9)

-104

-20-

Figura 10. Grafico da comparacao do efeito da atividade fisica e da administracéo de acai sobre ganho
de peso corporal durante o protocolo experimental. Valores expressos em médiat epm. O peso foi
verificado no primeiro dia do protocolo de atividade fisica e suplementacéo e, posteriormente, nos dias
3, 5 e 7. *indica diferenga entre SedA e Exe. Teste ANOVA de duas vias e p0s teste Bonferroni (p=
0,05).

Na comparac¢ao entre 0s grupos experimentais, o grupo SedA teve maior ganho
de peso em relacéo ao grupo Exe (p= 0.0001), possivelmente, em razéo do alto teor
caldrico do agai. Entre os grupos Sed e ExeA ndo houve alteragdo no peso corporal.

A atividade fisica realizada pelo grupo ExeA pode ter contribuido no sentido de
aumentar a necessidade energética do grupo, com tudo, ndo houve perda de peso

possivelmente e funcado do consumo de acai favoreceu a manutencéo do peso

corporal durante o periodo avaliado (figura 10).
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4.2. Efeito do acai sobre o comportamento relacionado a ansiedade

Durante o teste do CA os seguintes comportamentos relacionados a ansiedade
foram avaliados: contagem dos bolos fecais, levantar com apoio apenas das patas
traseiras, autolimpeza (gromming), congelamento (freezing) e micc¢éo (figura 11).

Houve diferenca entre os grupos Sed e SedA (p=0,0003) e entre Sed e ExeA
(p=0,0094) no comportamento de levantar com apoio das patas traseiras (figura 11B).

A avaliacdo da miccao mostrou diferenca entre os grupos SedA e ExeA
(p=0,0121; figura 11E).
N&o encontramos diferencas entre 0s grupos quando comparamos dados

referentes aos bolos fecais, autolimpeza ou imobilidade (freezing).

48



300+

300~ _ . * .
=S
g *
— ‘o
£ 200- 1 & 2001 -
» @
g g
- 0
w @
2 100+ T 21004 —I=
m o
w
o
g
<
0 T T 0 . :
?\
%Q) @zb c_?e,b G‘)eb?' ng‘ Q;\-GY‘
C D
6001 150-
l
5 4004 £ 1001
o S
E e
§ 2001 8 501 T
T T -
0 T T 0 T T
& \s @ X ‘e ] s
) O ¥ () [ O + )
2 of % & & of A <
200
) *
150 T
g |
& 100+ T
8 |
= |
50
0 . :
> 2
%4 65?‘ & @9’?

Figura 11. Gréficos dos efeitos do exercicio fisico e/ou acai sobre comportamentos relacionados a
ansiedade durante o teste de CA. Houve diferenca entre 0s grupos apenas nos comportamentos de
apoio sobre as patas traseiras (B) e miccdo (E). Nao houve diferencas na comparagédo entre dados

referentes aos bolos fecais (A), autolimpeza (C) ou imobilidade (freezing, D). * = p<0,05; ANOVA de
uma via, pos teste Bonferroni.
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4.3. Efeito da atividade fisica e/ou acai na a exploracdo dos animais no teste de
campo aberto (CA)

N&o houve diferenca entre 0s grupos no comportamento de exploracdo do
ambiente novo. Todos 0s grupos apresentaram comportamentos de exploracao

semelhante em toda a area destinada para o teste.
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Figural2. Graficos dos efeitos do exercicio fisico e / ou acai na locomoc¢éo durante o teste de CA. O
gréfico A ilustra a locomocao total; o grafico B o tempo despendido no centro do aparato; e o grafico C
0 tempo na periferia do aparato. Os dados estéo representados como média tepm (n=8).
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4.4. Efeito da atividade fisica e/ou acai sobre a meméria de curto prazo

O teste de reconhecimento de objetos foi utilizado para avaliar a memaria de curto
prazo, conforme descrito no item 3.7.2. Houve diferenca no primeiro indice de
reconhecimento do objeto B entre os grupos Sed e SedA (p=0,0042) e Sed e ExeA
(p=0,0026). Porém, no segundo indice de reconhecimento n&o houve diferenca entre
0s grupos, conforme ilustrado na figura 13. Neste teste, os animais entram em contato
com dois objetos por um pequeno periodo e, posteriormente, 0sS mesmos animais sao
colocados no aparato contendo um objeto familiar e um novo objeto. Nesse caso,
considerando a caracteristica exploratéria dos animais, € avaliado a preferéncia pelo
objeto novo. Portanto, a influéncia sobre a memoria se caracteriza pela busca pelo

novo objeto.
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Figura 13. Gréficos dos efeitos do exercicio fisico e/ou agai sobre a memoéria no teste de
reconhecimento de objetos. O gréfico A ilustra o tempo despendido no objeto b no primeiro momento
do teste em que os animais entram e contato com os dois objetos (a e b). O grafico B ilustra o tempo
dispendido no objeto b no segundo contato dos animais com os objetos, dessa vez, b e ¢ (objeto b em
substituicdo ao objeto a). J& o gréfico C ilustra também o segundo contato com os dois objetos (b e ¢)
e evidencia a preferéncia pelo objeto ¢ (novo) em relacéo ao objeto b (familiar).
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4.5. Avaliacao da atividade das enzimas SOD, CAT e GPx no hipocampo

A atividade das enzimas SOD, CAT e GPx, envolvidas no processo de estresse
oxidativo foi testada utilizando os métodos adaptados (Fossati., 1980; Flohé, 1984;
Ukeda et al., 1997), conforme descrito no item materiais e métodos.

Houve aumento da atividade de GPx no hipocampo dos animais do grupo Exe em
comparacao ao do grupo Sed (p= 0,0002), demonstrando efeito do exercicio fisico.

N&o houve diferengas na atividade das outras enzimas testadas (figura 14).
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Figura 14. Atividade das enzimas antioxidantes medidas pela decomposi¢éo do perédxido de hidrogénio.
Graficos A, B e C ilustram a atividade das enzimas SOD, catalase e GPx no hipocampo,
respectivamente, nos diferentes grupos. (* = p < 0,05; ANOVA de uma via e pés teste Bonferroni).
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4.6. Avaliacdo da atividade das enzimas SOD, CAT e GPx na amigdala

Ja na amigdala, houve influéncia do exercicio e do exercicio combinado com acai
sobre atividade da enzima catalase (figura 15B, p=0,0037).

N&o houve diferencas na atividade de SOD ou GPx na amigdala (figura 15).
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Figura 15. Atividade das enzimas antioxidantes medidas pela decomposi¢éo do peréxido de hidrogénio.
Graficos A, B e Cilustram a atividade das enzimas SOD, catalase e GPx ha amigdala, respectivamente,
nos diferentes grupos. (* = p < 0,05; ANOVA de uma via e pés teste Bonferroni).
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4.7. Efeitos do exercicio fisica e/ou acai sobre proteinas relacionadas a
neuroplasticidade

A quantificacdo das proteinas foi realizada pelo método Western Blot, conforme

descrito anteriormente.
4.7.1. Expressao proteica de BDNF

N&o encontramos efeitos do exercicio e/ou acai sobre a expresséo de proBDNF
(33 kDa) ou de BDNF imaturo (23 kDa). No entanto, houve efeito da administragcéo de
acai sobre o BDNF maduro (14 kDa), uma vez que os grupos SedA e ExeA foram
diferentes do grupo Exe (figura 16 C). Nao houve diferenca da comparacdo entre os

grupos quando utilizamos a quantidade de BDNF maduro sobre o total (figura 16D).
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Figura 16. Médiastepm das analises densitométricas das quantidades de proteinas e as bandas
imunorreativas para pr6-BDNF (A), BDNF imaturo (B) e BDNF maduro (C) e o controle B-actina. O
gréafico D ilustra a quantidade de BDNF maduro em razao do total. Houve influéncia do acai sobre o
BDNF maduro (C). *=p<0,05; ANOVA de uma via e pds teste Bonferroni.
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4.7.2. Expressao proteica de BDNF

Nao encontramos efeitos do exercicio e/ou acai sobre a expressdo de
proBDNF (33 kDa), BDNF imaturo (23 kDa) ou BDNF maduro (14 kDa). Houve
diferenca na razdo BDNF maduro e BDNF total entre os grupos SedA e ExeA em

comparagao com o grupo Sed (p=0,0107; p=0,0035 figura 17D).
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Figura 17. Médiastepm das analises densitométricas das quantidades de proteinas e as bandas
imunorreativas para pro-BDNF (A), BDNF imaturo (B) e BDNF maduro (C) e o controle B-actina. O
gréafico D ilustra a quantidade de BDNF maduro em razao do total. Houve influéncia do agai sobre a
razdo BDNF maduro/total (D). (p=0,0107; p=0,0035) *=p<0,05; ANOVA de uma via e pds teste
Bonferroni.
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4.8. Expressao proteica de GDNF, GAP-43 e GFAP no hipocampo

N&o encontramos efeitos do exercicio e/ou agai sobre a expressdo GDNF,

GAP-43 ou GFAP no hipocampo dos animais (figura 18).
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Figura 18. Médiastepm das analises densitométricas das quantidades de proteinas e as bandas
imunorreativas para GDNF (A), GAP-43 (B) e GFAP (C) e o controle B-tubulina no hipocampo. N&o
houve diferencas entre os grupos.
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4.9. Expresséo proteica de GDNF, GAP 43 e GFAP na amigdala

N&o encontramos efeitos do exercicio e/ou acai sobre a expressao GDNF,

GAP-43 ou GFAP na amigdala dos animais (figura 19).
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Figura 19. Médiastepm das andlises densitométricas das quantidades de proteinas e as bandas
imunorreativas para GDNF (A), GAP-43 (B) e GFAP (C) e o controle B-tubulina na amigdala. Nao houve

diferencas entre os grupos.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos combinados do
exercicio fisico com polpa de acai sobre processos relacionados a cognicdo, a
ansiedade e eventos moleculares. Diversas pesquisas apontam iniUmeros beneficios
de habitos de vida mais ativos associados a uma boa dieta alimentar, favorecendo
tanto a prevencdo quanto o tratamento de problemas cognitivos e emocionais
(Cotman, 2007; Deslandes et al., 2009; Boutcher, 2011). O EF tem relacdo com
melhoras em alguns fatores cognitivos, principalmente, aqueles relativos a tarefas
mais elaboradas como formacdo de memoria (Deslandes et al., 2009). Além disso,
estudos demonstraram que o EF pode ter efeito ansiolitico, controlando os niveis de
depresséo e mediando os niveis de estresse (Colcombe e Kraemer, 2003; Netz et
al., 2005).

O EF tem importante papel no sentido de retardar e, até mesmo, atenuar o
processo de declinio de muitas funcdes bioldgicas, pois promove melhoras nas
capacidades respiratéria, cardiaca, resposta e forca muscular (Cotman et al., 2007;
Boutcher, 2011). Contudo, o EF deve ser regular e de acordo com o perfil de cada
organismo (Marin-Neto et al, 1995).

O EF de modo geral contribui para uma maior interacdo social, o que favorece
0 aspecto emocional, resultando em um bom nivel de bem-estar, contribuindo para
melhora na qualidade de vida (Cardoso, 1992). Durante a realizacdo de um programa
de EF, ocorre liberacdo de horménios como endorfina e dopamina, propiciando um
efeito relaxante, contribuindo para o equilibrio psicossocial do individuo (Marin-Neto

et al, 1995).
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O acai é um fruto com alto teor de antocianina, um composto fenélico com
importante acéo fisiolégica e grande importancia econdbmica para o pais. Tem
despertado grande interesse na area da saude em razdo de seus efeitos ansioliticos,
antioxidantes e anti-inflamatério (Menezes et al., 2008). Em geral, os beneficios
fisiolégicos das antocianinas se devem a acao antioxidante através da eliminacao de
espécies reativas ou aumento da atividade ou expressao das enzimas antioxidantes
enddgenas (Talalay, 2008).

No estudo de Castro et al. (2014), camundongos submetidos por 12 semanas
a uma dieta de racao formulada com 2% de polpa de acai liofilizada e um protocolo
de EF de 12 semanas, 5 dias por semana, com velocidade e duracdo que variaram
até atingir na Ultima semana 16m/min por 60 minutos, ndo resultou em diferenca no
peso corporal tanto em relacéo a dieta quanto ao protocolo de treinamento. No nosso
estudo, houve diferenca no ganho de peso corporal apenas entre os grupos SedA e
Exe, o que aponta efeito apenas do EF, mas ndo da dieta sobre 0 peso, mesmo o acai
possuindo alto teor caldrico. Os grupos Sed e ExeA apresentaram as menores
variacdes de peso durante o protocolo de treinamento podendo, possivelmente, o acai
ter contribuido para reduzir a perda de peso durante o protocolo de treinamento, o que
nao ocorreu com o grupo Exe que apresentou a maior perda de peso entre os demais
grupos, principalmente em relacdo ao grupo SedA.

No presente estudo, assim como no citado, a dieta, mesmo apresentando alto
teor calorico, ndo interferiu no peso final dos animais. Ambos os estudos possuem
protocolos de treinamento e suplementacdo com concentracdes de acai diferentes,
bem como a forma de administracdo da polpa. O nosso estudo realizou um protocolo
de EF de 7 dias com mesmo periodo de suplementacdo. Porém, a concentracéo da

polpa foi maior e a forma de administrar foi via gavagem, o que diminui a chance de
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um animal consumir menos composto que o outro. Shimizu (2014) submeteu, por 5
dias, camundongos a um protocolo de EF e que recebeu uma dieta calérica de 15%
de glucose diluida em agua pelo mesmo periodo do treinamento. Apesar do estudo
citado utilizar uma outra fonte de composto calérico, também, ndo houve diferenca no
peso entre 0S grupos.

Os comportamentos relacionados a ansiedade s&o constituidos por um
conjunto de altera¢cdes com pouca atividade motora ou imobilidade (freezing), baixos
niveis de autolimpeza (grooming), exploracédo (rearing), aumento na mic¢do e bolos
fecais (Katz et al., 1981).

Vérios estudos que utilizaram EF e/ou acai como gatilhos responsaveis por
gerar efeitos sobre comportamentos relacionados a ansiedade e memaria, através dos
testes CA e RO, apresentaram resultados semelhantes aos nossos (Halberstadt e
Geyer, 2011; Gutierres et al., 2014). Identificamos efeitos sobre comportamento
relacionado a ansiedade entre os grupos Sed, SedA e ExeA no comportamento de
se apoiar sobre as patas traseiras (rearing).

O teste do CA avalia o comportamento exploratorio e a atividade geral em
roedores (Hall, 1934). Esse teste baseia-se na aversdo dos roedores a espacos
abertos e a tendéncia em ficar protegidos e em locais fechados e escuros (Lamprea
et al., 2008). Esse modelo comportamental permite avaliar efeitos de uma intervencéo
mecanica ou bioquimica (Prut e Belzung, 2003). Os grupos SedA e ExeA, que
receberam acai, exibiram menor comportamento ansiogénico no teste do CA em
relacdo ao grupo Sed, o que indica menor estado de ansiedade (Halberstadt e Geyer,
2011; Gutierres et al., 2014). Também constatamos efeito do EF sobre a micc¢éo, o
grupo ExeA apresentou menos mic¢ado do que o grupo SedA o que indica menor

estado de ansiedade quando se associou EF e acai (Ramos e Mormede, 1998).
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Os roedores tém como caracteristica, explorar algo que seja novo para eles e,
este comportamento tipico tem sido utilizado em um teste comportamental conhecido
como tarefa de reconhecimento de objetos (Ennaceur e Delacour, 1988), o qual vem
sendo utilizado para avaliar os mecanismos envolvidos na formagdo de memorias
(Coyle et al., 2009). Lapmanee e colaboradores (2017), durante quatro semanas,
submeteram ratos Wistar machos a um pré-tratamento anti-ansiedade e anti-
depressivo com farmacos ou EF voluntario em roda, seguido por quatro semanas de
estresse induzido por contencdo. Tanto os pré-tratamentos com os farmacos quanto
o EF foram eficientes na prevencao da ansiedade. Contudo, os farmacos foram mais
eficazes em prevenir o comprometimento da memaria induzida pelo estresse. Em
nosso estudo, o EF associado ou ndo com acai também nao teve efeito sobre a
memoria.

No estudo realizado por Chen e colaboradores (2017), camundongos Thy1l -
H machos (que expressam proteina fluorescente amarela em neurdnios piramidais da
camada cortical) foram divididos em grupo sedentéario, grupo de estresse e estresse
submetido a exercicio, sendo os dois ultimos preparados para modelo de estresse
usando abordagem de contencdo fisica. O exercicio ocorreu em esteira, 1 hora por
dia, com velocidade de 12m/min por 14 dias. Neste estudo, foi demonstrado a melhora
da funcdo de memoria por meio do exercicio. Em nosso estudo, durante a primeira
exposicao dos animais aos objetos, 0s grupos SedA e ExeA exploraram mais que 0
grupo Sed o objeto B, 0 mesmo usado na segunda exposicdo, aproximadamente uma
hora depois. Por ser um objeto familiar, espera-se que os animais reconhecam-no na
segunda exposicdo e com objetivo de avaliar a memoéria de curto prazo. Contudo, na
segunda exposi¢cao, apesar dos grupos que receberam acai explorarem menos o

objeto familiar, o que indica que ficaram mais tempo no objeto novo, ndo houve
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diferenca estatistica entre os grupos. Sendo assim, ndo podemos inferir que o EF ou
acai teve efeito sobre a memoria.

Santos e colaboradores (2018) investigaram os efeitos do acai na prevencao
da obesidade, resisténcia a insulina e o desempenho cognitivo em camundongos. A
polpa seca de acai (2%) foi adicionada a dieta normal e administrada por 10 semanas
a 20 camundongos adultos que foram inicialmente divididos em quatro grupos; i) dieta
normal, ii) dieta normal + acai, iii) dieta hiperlipidica, iv) dieta hiperlipidica + acai. Eles
constataram que a suplementacao da dieta com a polpa de agai preveniu o ganho de
gordura visceral, a resisténcia a insulina e indicou efeito neuroprotetor, minimizando
os déficits cognitivos em funcao do desempenho positivo no teste de reconhecimento
de objetos. Talvez a diferenca dos resultados obtidos nesse estudo dos nossos possa
ter relagdo com o tempo de suplementacéao.

Em um estudo de Castro e colaboradores (2014) cujos efeitos do consumo de
polpa de fruta acai isoladamente ou em combinag@o com exercicio aerobico, sobre o
estado oxidativo e inflamatorio hepéatico de camundongos com deficiéncia de ApoE
foram avaliados, constatou-se que a dieta contendo 2% de polpa de agai por 12
semanas nao afetou o estado oxidativo e inflamatério hepatico de camundongos
ApoE. No mesmo estudo verificou-se que o exercicio aerdbico de intensidade
moderada melhorou o estado oxidativo hepatico, reduziu a expressdo de mRNA do
marcador inflamatério MCP-1 e diminuicado da esteatose hepéatica, bem como area de
lesé@o aterosclerotica. Segundo os autores, esses achados vao contra a hipotese que
eles tinham de que uma combinagcédo de uma dieta suplementada com polpa de acai
e EF poderia potencializar os efeitos do consumo de polpa sobre os biomarcadores
oxidativos e inflamatdrios hepaticos. Mesmo o0s objetivos do estudo citado

anteriormente sendo diferentes dos nossos, ja que, Castro e colaboradores (2014)
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investigaram os efeitos do consumo de polpa de acai e/ou exercicio aerébico sobre o
estado oxidativo e inflamatorio hepético, de modo geral, também esperdvamos que a
combinacdo do EF com polpa de acai apresentaria melhores resultados sobre
aspectos ligados a efeito sobre o comportamento dos animais, ja que EF e acai podem
favorecer o aumento das defesas neuroprotetoras do que EF ou acai separadamente.

Carey e colaboradores (2017) avaliaram a eficicia da polpa de acai liofilizada
em reverter déficits cognitivos relacionados a idade em ratos idosos. Os ratos foram
suplementados por 8 semanas com 2% de polpa de acai e, posteriormente, testados
no labirinto aquético de Morris. Em seguida, o soro sanguineo dos ratos foi utilizado
para avaliar as respostas inflamatérias das células microgliais BV-2. Apés 8 semanas
de suplementacao dietética com 2% de polpa de acai, os ratos demonstraram melhora
da memodria no labirinto aquatico em relacdo aos controles. Esses resultados divergem
dos resultados encontrados em nosso estudo, assim como no estudo de Lapmanee e
colaboradores (2017). Em nosso estudo, os ratos receberam a suplementacao de acai
por apenas 7 dias, enquanto no estudo citado a suplementacdo ocorreu por 8
semanas. Pode ser que o tempo de suplementacdo seja fator importante a ser
considerado e essa pode ser uma explicacédo para a auséncia de resultados.

Naderi e colaboradores (2015) avaliaram a relacdo entre EF e diminuicdo do
estresse oxidativo no coracdo e no sangue de ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Ratos treinados foram submetidos por 6 semanas a exercicio
voluntario em roda e a analise da atividade das enzimas SOD, CAT e GPx apontaram
um aumento na atividade das mesmas em resposta ao aumento dos radicais livres. A
CAT faz parte de um grupo de enzimas que atuam na eliminacdo de ERs. Essa
proteina atua sobre o H202, promovendo a catalise para formar agua. Com 0 mesmo

objetivo, a GPx também funciona como mecanismo de protecdo contra EO,
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removendo H202 e formando agua (Ferrari et al., 1985). Dessa forma, tanto a CAT
quanto a GPx evitam o acumulo de radical O e de H20: para que ndo haja producéo
de radical hidroxil, que é uma ERO que causa grandes danos para diversas estruturas
bioldgicas (Pal, 1994).

Em nosso estudo, verificamos a atividade das mesmas enzimas SOD, CAT e
GPx no hipocampo e amigdala, no entanto, apenas houve aumento na atividade da
GPx no hipocampo entre os animais do grupo Exe em relacdo aos animais do grupo
Sed. Considerando que o EF aumenta ERO (Gutteridge e Halliwell, 1992) e, portanto,
colocaria areas do SN em certa vulnerabilidade bioquimica, a atividade dessas
enzimas tem efeito neuroprotetor (Pal, 1994).

Farina e colaboradores (2009) demonstraram que a GPx responde ao aumento
das ERs como mecanismo neuroprotetor e, esses dados se assemelham aos do
nosso estudo, em que houve aumento da atividade da GPx na amigdala, indicando
gue pode ter havido aumento de ERO. O fato do grupo ExeA néao ter apresentado tal
aumento sugere que a combinacédo de EF e acai pode ter atenuado eventos de EO no
hipocampo. Mesmo efeito péde ser observado na amigdala, onde ocorreu aumento
da atividade da enzima CAT no grupo ExeA em relacdo aos grupos Sed e Exe. Os
resultados apontam efeito antioxidante da CAT na amigdala entre os grupos citados
anteriormente, o que vem ao encontro com os resultados do teste de CA em que houve
efeito ansiolitico entre os grupos SedA e ExeA sobre o grupo Sed.

Santos e colaboradores (2018), ao analisarem a atividade das enzimas SOD e
CAT e a quantificacdo de BDNF no hipocampo e soro, constataram que 0S grupos que
receberam acai, apresentaram maior atividade das enzimas antioxidantes e maior
concentracdo de BDNF no hipocampo e soro o que explicaria o bom resultado

cognitivo apresentado no teste de reconhecimento de objeto.
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Em nosso estudo, quantificamos as trés isoformas de BDNF (pré, pré e
maduro), tanto no hipocampo quanto na amigdala, e encontramos diferenca apenas
entre os grupos SedA e ExeA em relagcdo ao Exe. Grupo Exe apresentou maior
concentracdo de BDNF maduro em relacdo aos outros dois no hipocampo. Dados
semelhantes foram descritos por Gomez-Pinilla e colaboradores (2011) ao avaliarem
a acdo do exercicio fisico na regulacdo do BDNF no hipocampo. Contudo, em nosso
estudo, ndo houve diferenca na razdo do BDNF maduro sobre o total, nem entre o
BDNF pré e pro e esse resultado vai ao encontro com o obtido no teste de memoria,
ja que também nao teve diferenca entre os grupos, apesar dos grupos SedA e ExeA
apresentarem maior interesse em explorar o objeto novo no segundo reconhecimento.
Tais achado divergem dos resultados apresentados no trabalho citado anteriormente
(Santos et al., 2018).

Molteni et al. (2002) constatou que animais que realizaram 3 dias de EF
apresentaram aumento do nivel de mRNA, que codifica BDNF e também da proteina
GAP43, importante para o crescimento de neuritos, liberacdo de neurotransmissores,
aprendizagem e memoéria. Também, Berchtold et al. (2005) observou que animais
exercitados apresentaram uma elevacao significativa do nivel de BDNF a partir da
segunda semana de treino e esse aumento permaneceu apos 90 do periodo de treino.

Ja na amigdala, encontramos diferenca entre os grupos SedA e ExeA em
relacdo ao Sed, que apresentou maior concentracdo de BDNF. Tais resultados sdo
diferentes dos encontrados no estudo de Santos et al (2018).

Em um estudo foi avaliada a eficacia do acai na reversao de déficits cognitivos
relacionados a idade em ratos idosos com 19 meses de idade que foram
suplementados por 8 semanas com polpa de acai a 2% ou dieta controle. Os ratos

foram testados no labirinto aquatico de Morris e depois foram avaliadas no soro
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sanguineo as respostas inflamatdrias das células microgliais BV-2. Os ratos que
consumiram agai demonstraram melhora da memodria de trabalho e de referéncia no
labirinto aquatico de Morris, em relacdo aos demais (Carey et al., 2017). Esses
resultados também sao diferentes dos nossos, possivelmente, em razéo da do tempo
de administracdo do suplemento.

Sao inumeros os trabalhos que avaliam e confirmam os efeitos do exercicio
fisico sobre a cognicdo, enquanto que estudos o efeito do acai sobre eventos
cognitivos sdo poucos. Esses poucos estudos que demonstraram efeito positivo do
acai sobre a memoria, em média, realizaram a suplementagdo por um periodo igual
ou superior a 30 dias (Batista et al., 2017; Carey et al., 2017; Ereminas et al; Poulose
et al.,, 2017; Santos et al., 2018), diferentemente do nosso estudo em que a

suplementacao foi feita por 7 dias.

Os astrocitos sdo importantes células gliais, atuam regulando a concentracéo
de varias moléculas e neurdnios, e sabe-se que participam ativamente do
funcionamento sinaptico (Haber et al., 2006). Ainda, essas células participam da
plasticidade induzida por estimulos ambientais, como o EF com ou sem associacao a
compostos bioativos (Theodosis et al., 2008). Portanto, em nosso estudo, também
guantificamos as proteinas GDNF, GAP43 e GFAP no hipocampo e amigdala e
diferentemente de outros trabalhos, ndo encontramos diferencas entre 0s grupos em
nenhum dos tecidos analisados.

Ribeiro (2013) investigou a Influéncia de um programa de 30 dias de EF sobre
os niveis de fatores NTs no mesencéfalo e os resultados foram semelhantes aos
nossos, indicando que o treinamento aerdbico ndo elevou os niveis de GDNF e,
segundo a autora, estes dados obtidos em seu estudo ndo sdo confirmados pela

literatura.
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Lau e colaboradores (2011) constataram aumento do nivel de GDNF apés 18
semanas de exercicio em esteira. J& em outros estudos, apos 4 semanas de exercicio
de baixa intensidade em esteira, os autores também apontaram aumento dos niveis
de GDNF em relag&o aos grupos néo exercitados (Faherty et al., 2005; Zigmond et al.,
2009; Taijiri et al., 2010). Diferentemente dos demais trabalhos em que o programa de
treinamento fisico foi igual ou superior a 4 semanas, 0 nosso protocolo de exercicio
fisico foi de uma semana o que talvez expligue a auséncia de diferenca entre 0s
grupos.

Entretanto, com relacdo a proteina GAP43, Molteni e colaboradores (2004)
constataram que neurdnios do grupo da raiz dorsal apresentaram maior crescimento
dos neuritos dos animais submetidos a um programa de exercicio entre 3 a 7 dias
em comparac¢ao aos animais sedentarios.

Os neur6nios dos animais exercitados apresentaram maior expressao de GAP-
43 quando comparados com o0 grupo sedentario, o que indica uma relacdo positiva
entre o EF e a expressdo de GAP43. Apesar do nosso programa de EF também ter
sido de 7 dias, nossos resultados divergem do resultado do estudo citado j4 que néo
houve diferenca entre os grupos exercitados e sedentarios e, mesmo entre 0s que
receberam e 0s que ndo receberam acai. Deve-se considerar que as areas do SN
avaliadas foram diferentes e isso pode explicar uma certa seletividade nos processos
de neuroplasticidade que dependem da intensidade e duracdo do exercicio, mas
também da &rea estimulada. Outros trabalhos também apresentaram relacdo entre EF
e expressdo de GAP43 (Mizutani et al., 2013; Paddock et al., 2018). Além da relagéo
do EF com a expressado de GAP43, estudos apontam que compostos bioativos como
polifendis também podem influenciar a expressdo dessa proteina (Agrawal et al.,

2015). Reutzel e colaboradores (2018), durante 6 meses, alimentaram camundongos
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fémeas com 12 meses de idade com uma mistura contendo polifendis da azeitona
purificados a partir de folhas de oliveira (dieta rica em flavonoides) ou dieta controle.
Os camundongos alimentados com o composto apresentaram melhora na meméria
operacional espacial e maior expressao de GAP43 em comparagdo com grupo da
dieta controle.

Saur (2013) investigou a imunorreatividade de GFAP para avaliar a,
densidade e morfologia de astrocitos do hipocampo em resposta ao exercicio fisico.
Os animais do grupo treinado foram submetidos a 4 semanas de EF diario em esteira
durante 30 minutos por dia. Os resultados apontaram que o0 grupo exercicio aumentou
a densidade de astrocitos, o que demonstra a relacdo do EF com regulacdo da
atividade neural e plasticidade. Esses dados ndo coincidem com os encontrados em
nosso estudo, uma vez que nao houve diferenca entre os grupos treinados, que
realizaram um programa de 7 dias e 0s grupos sedentarios. Outros trabalhos
confirmam os resultados obtidos pela autora (Jones et al., 1996; Gomez-Pinilla et al.,
1998; Uda et al., 2006).

Silva e colaboradores (2014) avaliaram o efeito neuroprotetor da antocianina
presente no agai sobre a neurotoxicidade do manganés e os resultados indicam que,
em determinadas concentracdes, as antocianinas obtidas do acai protegeram as
células astrocitarias contra a neurotoxicidade do manganés, contudo, em
concentracdes elevadas, houve aumento dos efeitos oxidantes do elemento, gerando
danos as células, o que sugere que existe uma quantidade nutricional ideial de

antocianina para que tenho o efeito neuroprotetor esperado do composto.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados ainda ndo s&o conclusivos, sobretudo, em relacdo aos
efeitos isolados ou em combinacdo do exercicio fisico com polpa de acai sobre
aspectos cognitivos. No entanto, mesmo nao sendo estatisticamente significativo,
pudemos constatar que os grupos SedA e ExeA apresentaram maior preferéncia em
explorar um objeto novo no teste de memdria 0 que sugere que reconhecem 0 outro
objeto (familiar). Também, constatamos que a polpa de acai liofilizada teve efeito
ansiolitico sobre alguns parametros indicativos de ansiedade como rearing e micgao.

Os ensaios de Western Blot e da cinética da atividade das enzimas
antioxidantes apresentaram algumas diferencas entre 0s grupos, mas nao suficientes
para afirmar que exercicio fisico e/ou polpa de acai possuem efeito protetor sobre o
sistema nervoso central.

Os estudos de suplementacdo, com ou sem pratica de exercicio fisico, tém
conseguido demonstrar efeitos positivos sobre biomarcadores especificos
relacionados a oxidacdo, como também relacionados a cogni¢ao e aspectos ligados a
ansiedade. Entretanto, existem muitas divergéncias entre autores, quanto as
condi¢cdes dos individuos da amostra e também ao tipo de intervencao utilizada. Tais
fatores dificultam a interpretacdo dos resultados deste e outros estudos. Contudo,
ainda se tem poucos estudos sobre os reais beneficios do acai importante fruto
brasileiro. Em concluséo, os nossos resultados mostram efeito ansiolitico do acai e/ou
exercicio fisico sobre alguns comportamentos relacionados a ansiedade, mas também

sobre algumas enzimas antioxidantes e proteinas relacionadas a neuroplasticidade.
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7. PERSPECTIVAS

Futuros estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos diretos e
indiretos pelos quais 0 acai atua no metabolismo, tanto em roedores quanto em outras
espécies. Seria interessante para auxiliar nessa area, repetir o estudo com uma
amostra maior e/ou o tempo de treinamento e suplementagcdo. Outras perspectivas
seria incluir outra modalidade de exercicio fisico ou outro composto com valor caldrico
ou de antocianina semelhante ao do acai para melhor entendimento e eficicia do
consumo da polpa de agai combinada ou ndo com exercicio fisico sobre os resultados

encontrados.
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