UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
BIOLOGICAS: BIOQUIMICA TOXICOLOGICA

ACAO NEUROPROTETORAE ANTI-IN,IZLAMATORIA DO
DISSELENETO DE DIFENILA E EXERCICIO DE NATACAO
EM MODELO DE ENVELHECIMENTO EM RATOS

TESE DE DOUTORADO

Marlon Régis Leite

Santa Maria, RS, Brasil
2016



ACAO NEUROPROTETORA E ANTI-IN,FLAMAT(')RIA DO
DISSELENETO DE DIFENILA E EXERCICIO DE NATACAO
EM MODELO DE ENVELHECIMENTO EM RATOS

Marlon Régis Leite

Tese apresentada ao Curso de Doutorado do Programa de Pds-Graduacdo em

Ciéncias Biologicas, Area de Concentragdo em Bioquimica Toxicoldgica, da

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM,RS) como requisito parcial para
obtencdo do grau de Doutor em Bioquimica Toxicoldgica.

Orientador: Prof. Dr. Gilson Rogério Zeni
Co-orientador: Prof? Dr2 Cristina Wayne Nogueira

Santa Maria, RS, Brasil
2016



Ficha catalografica elaborada através do Programa de Geracdo Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Leite, Marlon Régis

Ag3do neuroprotetora e anti-inflamatdria do disseleneto
de difenila e exercicio de natagdo em modelo de
envelhecimentc em ratos / Marlon Régis Leite.-2016.

85 p.; 30cm

Orientador: Gilson Rogério Zeni

Coorientador: Cristina Wayne Nogueira

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Programa de
P6s-Graduacdo em Bioquimica Toxicolégica, RS, 2016

1. Envelhecimento 2. Inflamag¢do 3. Hipotalamo 4.
Selénio 5. Exercicio I. Zeni, Gilson Rogério IT.
Nogueira, Cristina Wayne III. Titulo.




Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Biologicas: Bioquimica
Toxicologica

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Tese de Doutorado

ACAO NEUROPROTETORA E ANTI-INFLAMATORIA DO
DISSELENETO DE DIFENILA E EXERCiCIO DE NATACAO EM
MODELO DE ENVELHECIMENTO EM RATOS

claborada por
Marlon Régis Leite
como requisito parcial para obten¢do do grau de

Doutor em Bioquimica Toxicologica

COMISSA&? EXAMINADORA:

Gilson Rogério Zeni
(Presi ente/orientador)

Denis Broock R. @)erg, Dr )(UFSM)

Felipe Pivetta Carpes, Dr (UNIPAMPA)

_ “;//

Jeferson Lg./ Fy’ anco, Dr. (UNIPAMPA)

Josiane Budni, Dré. (UNESC)

Santa Maria, 29 de janeiro de 2016.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha mée e irmas por quem tenho um grande carinho e ao meu pai e

v6 onde eles estiverem.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por permitir que eu chegasse até esta etapa e pelo conhecimento que adquiri todos
estes anos.
A minha mae e irmas pelos bons momentos e por sempre me apoiarem nas horas dificeis da minha
vida.

Aos meus orientadores Prof. GZ e Prof? Cristina dois exemplos a serem seguidos devido a sua
dedicacdo, profissionalismo, compreensdo e companheirismo. Sem seu auxilio eu ndo teria alcancado
esta etapa e muito menos as proximas etapas que se seguirdo.

Aos professores Mauro Schneider Oliveira e Elgion Lucio da Silva Loreto e alunos pela amizade e
auxilio que permitiu a concretizagdo desta tese.

A todos os alunos do Prof. Luis Fernando pela amizade e pelo auxilio.

Aos colegas do Lab, Carol, Carolzinha, Vini, Bruna, Glaubia, Dani, Fran, Vava, Suelen, Carla,
Sabrina, Pietro, Suzan e Ana Paula, pelos diversos momentos que compartilhamos. Aos antigos
colegas do lab, Marina, Cristiane, Cristiani, Cristiano, Aninha, Ethel, Juliana, Lucielli, Tuka, Silvane,
Carmine e Ricardo gque sempre estiveram dispostos a ajudar quando necessario.

Um agradecimento especial ao Zé Cechella, Simone e Nati, a quem devo muito a concretizacao desta
tese e pela a grande amizade.

Aos colegas César, Fernando, Marcel e Rogério por qguem tenho uma imensa amizade.

Aos colegas do Lab GZ, pelos bons momentos passados em todos esses anos de laboratorio.

Aos professores Josiane, Jeferson, Denis e Felipe, pela disponibilidade de avaliarem esta tese.

Ao Rinaldo, pela amizade e por cuidar dos nossos animais.

Aos professores e colegas do Programa de P6s-Graduacao.

A Universidade Federal de Santa Maria e ao Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica Toxicol6gica, por possibilitarem a realizacdo do doutorado.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), e a Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo suporte financeiro.



“Insanidade ¢ continuar fazendo
sempre as mesmas coisas e esperar

encontrar resultados diferentes”

Albert Einstein



RESUMO
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O envelhecimento é um processo degenerativo que afeta praticamente todos os organismos vivo. O aumento do
processo inflamatério parece ser um dos principais fatores que contribuem para o envelhecimento e o
inflammaging bem como a neuroinflamagdo no hipotadlamo tem um papel critico. Assim essa tese teve como
objetivo principal avaliar os efeitos de uma dieta suplementada com disseleneto de difenila (PhSe), e exercicio de
natacdo sobre alteragcdes ocasionadas pelo envelhecimento tanto no sangue quanto no hipotalamo de ratos Wistar
velhos (27 meses de idade). Para o estudo 1, os animais foram suplementados com (PhSe), (10 p.p.m.) na ragéo e
realizaram exercicio de natagdo com sobrecarga (3% do peso corporal, 20 min/dia, 5 dias por semana). Tanto a
suplementacdo com (PhSe), quanto o exercicio de natagdo tiveram a duracdo de 4 semanas. Amostras de sangue
foram coletadas para a andlise dos niveis de interleucinas pré e anti-inflamatorias. Os resultados apresentados no
primeiro estudo demostraram claramente os efeitos anti-inflamatorios do (PhSe), e do exercicio de natagdo uma
vez que os niveis de citocinas pro-inflamatérias séricas foram diminuidos em ratos de diferentes idades (meia
idade e velhos). Além disso, os niveis da proteina anti-inflamatoria IL-10 foram aumentados. No entanto ratos
velhos que realizaram somente o exercicio de natacdo tiveram 0s niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias
aumentados e da IL-10 diminuidos, demostrando que o protocolo de exercicio de natacéo utilizado foi exaustivo
para os animais. Nao houve nenhuma modificacdo nos pardmetros avaliados no sangue de ratos velhos
suplementados somente com (PhSe),. Estes resultados demostram que os efeitos da dieta suplementada com
(PhSe), e do exercicio de natagdo nos niveis séricos de citocinas pré e anti-inflamatérias foram dependentes da
idade dos animais. Para o estudo 2, os animais receberam a suplementacdo com (PhSe), similarmente ao estudo 1
(10 p.p.m. na ragdo). Contudo, tendo em vista os efeitos pro-inflamatérios do exercicio de natagdo observados no
estudo 1, a sobrecarga utilizada foi reduzida (1% do peso corporal, 20 min/dia, 5 dias por semana). Novamente,
ambas a suplementagdo com (PhSe), e exercicio de natacdo tiveram a duracéo de 4 semanas. O ensaio de western
blotting foi realizado para avaliar os niveis de proteinas envolvidas com ativacdo de células gliais, apoptose e
neuroprotecdo. Além disso, 0 ensaio de imunohistoquinica foi realizado para confirmar a ativacdo de astrocitos.
No segundo estudo, uma diminui¢éo nos niveis de marcadores de ativagio de células gliais (GFAP e IBA-1) foi
observada no hipotalamo de ratos velhos suplementados com (PhSe), e que realizavam exercicio de natacéo.
Além disso, a fosfoliralagdo da JNK, uma quinase envolvida com a resposta inflamatéria e apoptose, foi
diminuida. Um efeito antiapoptdtico por parte da suplementacdo com (PhSe), e exercicio de natacdo foi
observado uma vez que os niveis de NeuN foram aumentados bem como da proteina anti-apoptética Bcl2 no
hipotdlamo de ratos velhos. Reforgando este efeito anti-apoptotico, os niveis de pré-caspase 3 e PARP clivada
foram aumentados e diminuidos respectivamente. Um aumento dos niveis BDNF maduro e Akt forforilada, duas
proteinas envolvidas com a sobrevivéncia celular, foram aumentados pela suplementacdo com (PhSe), e exercicio
de natacdo. Estes resultados demonstram os efeitos benéficos da suplementacdo com (PhSe), e exercicio de
natacdo sobre modificagdes ocasionadas pelo envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento. Inflamag&o. Hipotalamo. Selénio. Exercicio.
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Aging is a degenerative process that affects virtually all living organisms. The increase in the inflammatory
process seems to be one of the main factors that contribute to aging and inflammaging and neuroinflammation in
the hypothalamus plays a critical role.This way, the objective of this study was to investigate the effects of a
supplemented diet with diphenyl diselenide (PhSe), and swimming exercise on changes caused by aging in both
blood and hypothalamus of old Wistar rats (27 months). For the first study, the animals were supplemented with
(PhSe), (1 ppm) in the diet and performed swimming exercise with overload (3% body weight, 20 min / day, 5
days per week). Both (PhSe), supplementation as the swimming exercise lasted four weeks. Blood samples were
collected for analysis of levels of interleukins pro- and anti-inflammatory. The results of the first study clearly
demonstrated the anti-inflammatory effects of (PhSe), plus swimming exercise because the serum levels of pro-
inflammatory cytokines were decreased in rats of different ages (middle age and old). Furthermore, the anti-
inflammatory protein IL-10 was increased in serum of rats of different ages. However old rats that underwent
only swimming exercise increased serum levels of proinflammatory cytokines and IL-10 was decreased,
suggesting that the swimming exercise protocol was exhaustive for these animals. There was no change in blood
of old rats supplemented only with (PhSe), . These results demonstrated that a diet supplemented with (PhSe),
and swimming exercise affected serum levels of pro- and anti-inflammatory cytokines dependent of age of the
animals. For the second study, animals received supplementation (PhSe), simmilary to first study (1 ppm).
However, in view of the pro-inflammatory effects of swimming exercise observed in the first study, the overhead
used was reduced (1% of body weight, 20 min / day, 5 days per week). Again, both supplementation with
(PhSe), and swimming exercise lasted 4 weeks. The Western blotting assay was performed to evaluate the levels
of proteins involved in the activation of glial cells, apoptosis and neuroprotection. Furthermore, the
imunohistoquinica assay was performed to confirm the activation of astrocytes. In the second study, a decrease
in the levels of glial cell activation markers (GFAP and IBA-1) was observed in the hypothalamus of aged rats
supplemented with (PhSe), and that performed swimming exercise. Furthermore, JNK phosphorylation, a kinase
involved in the inflammatory response and apoptosis, was decreased. An anti-apoptotic effect by the
supplementation with (PhSe), and swimming exercise was observed since the levels of NeuN were increased as
well as anti-apoptotic protein Bcl2 in the hypothalamus of old rats. Reinforcing this anti-apoptotic effect, the
levels of pro-caspase-3 and cleaved PARP were increased and decreased respectively. Increased levels of mature
BDNF and phosphorylated Akt, two proteins involved in cell survival, were increased by supplementation with
(PhSe), and swimming exercise. These results demonstrated the beneficial effects of supplementation (PhSe),
and swimming exercise on age-related changes.

Keywords: Aging. Inflammation. Hipothalamus. Selenium. Exercise.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO esté descrita uma breve revisdo sobre os temas
abordados nesta tese seguida pelos itens OBJETIVOS.

O desenvolvimento desta tese esta apresentado sob a forma de um artigo
cientifico e um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo
e Referéncias Bibliograficas encontram-se no préprio artigo. Os artigos estdo
dispostos da mesma forma em que foram publicados ou organizados para a
submissdo. Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES encontrados no final
desta tese apresentam interpretagdes gerais sobre o manuscrito e resultados
complementares contidos neste trabalho. O item REFERENCIAS refere-se
somente as citagBes que aparecem no item INTRODUCAO e DISCUSSAO

desta tese.
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1. INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento tem despertado a curiosidade e tem impelido pesquisas ao longo da
historia da humanidade. Este fendmeno é definido como um declinio funcional dependente do
tempo de varios sistemas que coordenam a homeostase dos organismos vivos acarretando
mudancas fisioldgicas, fisicas e no caso dos humanos sociais (De Luca dAlessandro et al.,
2011). Com a melhora na satude publica, tecnologias médicas e nutricdo; adultos com mais de
50 anos tornaram-se 0 segmento que mais cresce da sociedade (Burch et al., 2014) e as
estimativas preveem que o mundo tera cerca de 2 bilhdes de idosos em 2050. No entanto, em
pessoas idosas, os déficits relacionados a salde degenerativa comecam a aparecer e
representam um potencial de carga econdmica para o individuo e a sociedade.

Um grande avango nas pesquisas do envelhecimento ocorreu no inicio dos anos 60,
quando Leonard Hayflick mostrou que as células cultivadas in vitro tém uma vida util
limitada, um processo geralmente referido como senescéncia celular (Hayflick and Morehead,
1961). A senescéncia celular pode ser mais bem definida como uma repressao estavel do ciclo
celular acoplado a mudancas fenotipicas estereotipadas que provocam uma série de alteracoes
metabolicas e morfoldgicas e que, eventualmente, fazem com que a célula cesse a divisao.
Novos avangos nas pesquisas a cerca do envelhecimento ocorreram nos ultimos 30 anos ap6s
o isolamento das primeiras linhagens de Caenorhabditis elegans com vida longa (Klass,
1983). Desde entdo, varias questdes criticas surgiram no campo do envelhecimento sobre as
fontes fisioldgicas de danos causadores do envelhecimento, as respostas compensatérias que
tentam restabelecer a homeostase, a interligacdo entre os diferentes tipos de danos e respostas
compensatdrias e as possibilidades de intervir exogenamente para retardar o envelhecimento.

Recentemente, foram propostas nove causas principais que sdo geralmente
consideradas por contribuir para o processo de envelhecimento, determinado assim o fenétipo
do envelhecimento (Figura 1) (Lopez-Otin et al., 2013). Dos nove marcadores propostos por
Lopez-Otin, a instabilidade genética, encurtamento dos telomeros, perda de proteostase e
exaustdo de células-tronco sdo principalmente geneticamente pré-determinados. Alteracdes
epigenéticas, sensibilidade desregulada a nutrientes, senescéncia celular, disfuncéo
mitocondrial e comunicacgdo intercelular alterada tém sua fonte primaria no estilo de vida e

influéncia do meio ambiente (Chen et al., 2015).
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1. Instabilidade gen6mica; 6. Disfungao mitocondrial;

2. Encurtamento dos telomeros; 7. Senescéncia celular;

3. Modificagoes epigenéticas; 8. Exaustao de células tronco;
4. Perda de proteostase; 9. Comunicagao intercelular
5. Sensibilidade a nutrientes alterada.

desregulada;.

Figura 1. Os nove marcadores e possiveis causas do envelhecimento. Fonte adaptada: Lépez-Otin et al., 2013.

1.1.1. Fatores causadores do envelhecimento

1.1.1.1 Instabilidade Gendmica

Uma caracteristica comum do envelhecimento é o acumulo de danos genéticos ao
longo da vida (Moskalev et al., 2012). A integridade e a estabilidade de ambos DNA
mitocondrial e nuclear sdo continuamente desafiadas por agentes exdgenos fisicos quimicos e
biologicos além de ameacas enddgenas tais como erros de replicacdo de DNA, reacdes
hidroliticas espontaneas e espécies reativas de oxigénio (EROs) (Hoeijmakers, 2009). As
lesbes genéticas decorrentes de danos extrinsecos ou intrinsecos sdo muito diversas
ocasionando uma frequéncia elevada de mutacBes genéticas que incluem mudangas nas
sequéncias de acidos nucleicos, rearranjos cromossdmicos (mutagdes pontuais, translocagdes,
ganhos e perdas cromossomais), aneuploidia (presenca anormal de cromossomos em uma

célula), encurtamento dos telébmeros e perturbacGes genéticas. Para minimizar lesdes
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provocadas por agentes intrinsecos ou extrinsecos, uma complexa rede de mecanismos de
reparo foi desenvolvida nos organismo durante o processo evolutivo permitindo combater a
maioria dos danos infligidos ao DNA (Lord and Washword). Contudo, as deficiéncias
genéticas nas vias de reparo ao DNA sdo outra caracteristica marcante em organismos
envelhecidos (Moskalev et al., 2012). Os sistemas de estabilidade genémica também incluem
mecanismos especificos para manter o comprimento apropriado e funcionalidade dos
telomeros e para assegurar a integridade do DNA mitocondrial (mtDNA) (Blackburn et al.,
2006; Kazak et al., 2012). Outro fator de extrema importancia para a instabilidade gendmica

séo defeitos na arquitetura nuclear, conhecidos como laminopatias (Worman, 2012).

1.1.1.2 Encurtamento dos teldmeros

O actmulo de danos do DNA com a idade parece afetar o0 genoma aleatoriamente, mas
existem algumas regides existentes nos cromossomos, tais como teldmeros, que sao
particularmente susceptiveis a deterioracdo relacionada com a idade (Blackburn et al., 2006).
Telébmeros sdo regides nas extremidades dos cromossomos que possuem sequéncia de
nucleotideos repetidos. Os telémeros protegem as regides codificantes dos cromossomos da
deterioracdo ou da fusdo com cromossomos vizinhos. As DNASs polimerases replicativas ndo
tém a capacidade de replicar completamente as extremidades terminais das moléculas lineares
de DNA, uma funcdo que é propriedade de uma DNA polimerase especializada conhecida
como telomerase. No entanto, a maioria das células somaticas de mamiferos nao expressam a
telomerase, e isso leva a perda progressiva e cumulativa das sequéncias protetoras de
teldmeros nas extremidades dos cromossomos. Devido a sua reparacdo restrita, danos aos
teldmeros sdo notavelmente persistentes e altamente eficientes em induzir senescéncia e/ou
apoptose (Fumagalli et al., 2012; Hewitt et al., 2012). O encurtamento dos teldmeros explica a
capacidade proliferativa limitada de alguns tipos de células em cultura in vitro, a chamada
senescéncia replicativa, ou limite de Hayflick (Hayflick e Moorhead, 1961; Olovnikov, 1996).

1.1.1.3 Alteracgdes epigenéticas

Epigenética é definida como mudancas hereditarias na atividade e expressao de genes
que ocorrem sem alteracfes na sequéncia de DNA (Goldberg et al., 2007; Bird, 2007). Uma
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variedade de alteracdes epigenéticas afeta todas as células e tecidos ao longo da vida (Talens
et al., 2012). Dentre estas alteracdes estdo envolvidas modificagcBes nos residuos de citosina
no DNA (metilacdo global ou local do DNA) e de proteinas histonas associadas ao DNA
(metilacdo, acetilacdo e trimetilacdo) além do remodelamento da cromatina. O aumento da
acetilacdo e trimetilagdo bem como a diminui¢cdo da metilacdo ou trimetilacdo de certas
histonas constituem marcadores epigenéticos associados a idade (Fraga and Esteller, 2007;
Han and Brunet, 2012). Os multiplos sistemas enzimaticos que asseguram a geracdo e
manutencdo dos padrdes epigenéticos incluem DNA metiltransferase, histonas desacetilases,
acetilases, metilases e desmetilases bem como complexos proteicos implicados no

remodelamento da cromatina.

1.1.1.4 Perda de Proteostase

Proteostase, ou homeostase proteica, refere-se ao processo pelo qual as células
controlam a quantidade e o enovelamento de proteinas, sendo composta de uma rede
interligada que integra a regulacdo da expressdo génica, vias de sinalizacdo, chaperonas
moleculares e sistemas de degradacdo de proteinas (Hipp et al.,, 2012). Proteinas
desenoveladas geralmente sdo novamente enoveladas por proteinas de choque térmico (HSP)
ou sdo destruidas por meio de ubiquitinizacdo-degradacdo proteassomica ou degradacdo
lisossomal (autofagia). As vias autofagicas incluem o reconhecimento de proteinas
desdobradas pela chaperona Hsp70 e sua posterior transferéncia para dentro dos lisossomos
(autofagia mediada por chaperonas) ou sequestro de proteinas e organelas danificadas por
autofagossomos que posteriormente fundem-se com lisossomos (macroautofagia). A falta do
re-enovelamento ou degradacdo proteica de proteinas mal formadas pode levar ao seu
acumulo e agregacdo, o que resulta em efeitos proteotdxicos (Lopez-otin et al. 2013). O
envelhecimento e algumas doencas relacionadas ao envelhecimento estdo ligados a proteotase

prejudicada (Powers et al., 2009).

1.1.1.5 Sensibilidade desregulada a nutrientes

A capacidade de perceber e responder a flutuagfes nos niveis de nutrientes ambientais

€ um requisito para vida. A escassez de nutrientes é uma condicdo seletiva que deu forma a
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evolugdo de muitos processos celulares. Diferentes vias que detectam niveis intracelulares e
extracelulares de acgucares, amino &cidos e lipidios sdo integradas e coordenadas a nivel
organismal através de sinais hormonais (Efeyan et al., 2015). Um exemplo é o eixo
somatotrofico em mamiferos. Este eixo compreende o horménio do crescimento (GH),
produzido pela hipofise anterior, e seu mediador secundario, o fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1), produzido em resposta ao horménio do crescimento (GH)
por muitos tipos de células, principalmente hepatdcitos. As vias de sinalizacdo intracelulares
do IGF-1 sdo as mesmas induzidas pela insulina, as quais informam a presenca de glicose
para as células. Por esta razdo, a sinaliza¢do da insulina e IGF-1 sdo conhecidas como via de
"sinalizacdo insulina e IGF-1" (1IS). Notavelmente, a via de IIS é a via controladora do
envelhecimento mais evolutivamente conservada, e entre os seus multiplos alvos estdo a
familia de fatores de transcri¢do forkhead box O (FOXO) e os complexos do mTOR, que sdo
igualmente envolvidos no envelhecimento e foram conservados através da evolucdo (Barzilai
et al, 2012.; Fontana et al., 2010; Kenyon, 2010).

Consistente com a relevancia da sensibilidade desregulada a nutrientes como um
marcador do envelhecimento, a restricdo dietética (DR) aumenta a vida util e a salde em
todas as espécies eucariotas investigadas, incluindo primatas nao-humanos (Colman et al.,
2009; Fontana et al., 2010;

Mattison et al., 2012). De fato, as evidéncias atuais disponiveis apoiam firmemente a
ideia de que a sinalizacdo anabdlica acelera o envelhecimento e a diminuicdo da sinalizacédo

de nutrientes estende a longevidade (Fontana et al., 2010).

1.1.1.6 Disfungéo mitocondrial

Como em células e organismos envelhecidos, a eficacia da cadeia respiratdria tende a
diminuir, aumentando assim a dispersao de elétrons e reducédo da geracdo de ATP (Green et
al., 2011). Esta disfuncdo mitocondrial resulta no aumento da producdo de ERO que por sua
vez faz com que ocorra uma continua degradacdo mitocondrial e dano celular global
(Harman, 1965).

Mitocondrias  disfuncionais podem  contribuir para 0  envelhecimento
independentemente de ROS (Edgar et al, 2009; Hiona et al, 2010) e isto pode acontecer
através de numerosos de mecanismos. Por exemplo, as deficiéncias mitocondriais podem

afetar a sinalizagdo apoptética, aumentando a propensdo das mitocondrias em tornarem-se
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mais permedveis em resposta ao stress (Kroemer et al., 2007) e desencadear reagdes
inflamatorias mediadas por ERO /ou ativacdo facilitada por permeabilizagdo de
inflamassomas (Green et al., 2011).

A eficiéncia reduzida da bioenergética mitocondrial com o envelhecimento pode
resultar de varios mecanismos convergentes, incluindo reducdo da biogénese mitocondrial.
Outros mecanismos que causam a defeitos bioenergéticos incluem o acumulo de mutagfes e
delecbes no mtDNA, oxidacdo de proteinas mitocondriais, desestabilizacdo da organizacao
macromolecular de complexos da cadeia respiratéria, alteracbes na composicéo lipidica das
membranas mitocondriais, alteragdes na dindmica da mitocondriais que resultam de um
desequilibrio de eventos de fissdo e fusdo e defeitos no controle de qualidade pela mitofagia,
uma forma especifica de organela macroautofagica que tem como alvo mitocdndrias
deficientes para degradacéo proteolitica (Wang e Klionsky, 2011). A combinacdo do aumento
de danos e reducdo do volume de renovacdo (turnover) na mitocondria, devido a menor
biogénese e reducdo da depuracdo (clearance), pode contribuir para o0 processo de

envelhecimento.

1.1.1.7 Senescéncia celular

A senescéncia celular pode ser definida como um impedimento do ciclo celular
acoplado a alteracbes fenotipicas estereotipadas (Kuilman et al., 2010; Collado et al., 2007).
Este fenbmeno foi descrito originalmente por Hayflick em cultura de fibroblastos humanos
(Hayflick e Moorhead, 1961). Hoje, sabe-se que a senescéncia observada por Hayflick é
causada pelo encurtamento dos telémeros (Bodnar et al., 1998), mas ha outros estimulos
associados ao envelhecimento que desencadeiam a senescéncia independentemente desse
processo telomérico. Mais notavelmente, danos ao DNA néo telomérico e supressdo do locus
INK4/IRA (regido codificante de trés genes supressores de tumor; INK4A, INK4B e ARF)
ocorrem progressivamente com o envelhecimento cronoldgico e também sdo capazes de

induzir a senescéncia (Collado et al., 2007).

1.1.1.8 Exaustao de células tronco

O declinio no potencial regenerativo dos tecidos € uma das caracteristicas mais
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evidentes do envelhecimento. Um desgaste funcional semelhante tem sido encontrado em
praticamente todas as células tronco adultas. Isto se correlaciona com o acumulo de danos ao
DNA (Rossi et al., 2007) e com a supraexpressdo de proteinas inibidoras do ciclo celular
(Janzen et al., 2006). Encurtamento dos telomeros é também uma importante causa de
declinio de células tronco com o envelhecimento em varios tecidos (Flores et al, 2005;.
Sharpless e De Pinho, 2007). Estes séo apenas exemplos de um quadro muito maior no qual o

declinio de células tronco surge como uma consequéncia integradora de varios tipos de danos.

1.1.1.9 Comunicagao intercelular alterada

Além das alteragbes celulares autbnomas, o envelhecimento também envolve
alteracdes em nivel de comunicacao intercelular, seja enddcrina, neuroendécrina ou neuronal
(Laplante and Sabatini, 2012; Rando and Chang, 2012; Russell and Kahn, 2007; Zhang et al.,
2013). Assim, uma alteracdo das comunicacgdes intercelulares resulta em disfuncdo da
sinalizacdo neuro-hormonal, “inflammaging” (inflamacdo sistémica de baixo grau
estabelecida durante o envelhecimento fisiologico), imunoscenescéncia e efeitos “bystander”
(efeito em que as células senescentes induzem senescéncia em células vizinhas atraves do
contato célula-célula) e processos envolvendo ERO (Nelson et al, 2012).

O grande desafio é compreender minunciosamente a interelacdo entre os fatores aqui
abordados e suas contribuicdes relativas ao envelhecimento, tendo como objetivo final
identificar alternativas farmacol6gicas e ndo farmacoldgicas com o intuito de melhorar a

salide humana e retardar o envelhecimento, com efeitos colaterais minimos.

1.2 IMUNOSSENESCENCIA, INFLAMMAGING E O PAPEL DO HIPOTALAMO NO
ENVELHECIMENTO

O envelhecimento saudavel e longevidade parecem estar relacionados, em parte, a
menores niveis de inflamagdo ou mecanismos de protecdo mais eficientes que promovem
protecdo contra os efeitos nocivos da inflamac&o. Entre as diversas alteragdes observadas com
o0 envelhecimento o desequilibrio do sistema imune tem grande destaque. Este desequilibrio
resulta de defeitos em ambas as respostas imunes (imunossenescéncia) e controle da

inflamacdo cronica (inflammaging) e estes dois fenbmenos sdo associados a comunicagdo
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intercelular alterada.

A imunosenescéncia caracteriza-se por um declinio nas fun¢des do sistema imune com
um devido a um desequilibrio entre o sistema imune inato e adaptativo. As mudangas mais
relevantes sdo observadas no sistema imune adaptativo, tais como, diminuicdo de células T
naive e um concomitante aumento da memoria celular (Arnold et al., 2011; Frasca et al.,
2011). Com relacdo a alteragdes no sistema imune inato, sdo observados declinio mieldide
(Dykstra et al., 2011), defeito em células natural killers (Le Garff-Tavernier et al., 2010) e
desregulacdo de neutrofilos (Hearps et al., 2012). A imunosscenecéncia € acompanhada por
um fendtipo pro-inflamatoério crénico que é relacionado ao envelhecimento em mamiferos,
definido como inflammaging (Salminen et al., 2012). Uma caracteristica do inflammaging séo
o0s niveis alterados de citocinas pré-inflamatorias (por exemplo, interleucina 6 (IL-6) e fator
de necrose tumoral-a. (TNF-a)), proteinas de fase aguda (proteina C-reactiva) e os niveis de
IL-10 diminuidos, prejudicando desta forma a manutencdo da homeostasia imunoldgica
(Franceschi et al., 2000). Estes fendbmenos sdo amplamente ligados a diversas doencas
relacionadas a idade em diversos 6rgdos incluindo o cérebro.

Véarios mecanismos contribuem para a imunossenescéncia e o inflammaging. Por
exemplo, as células senescentes secretam uma variedade de citocinas pré-inflamatdrias,
quimiocinas, fatores de crescimento e proteases denominados coletivamente como fenétipo
secretor associado a senescéncia (SASP) por intermédio da superativacdo de diversas vias
moleculares reguladoras do processo inflamatério (Freund et al, 2010; Chinta et al, 2014;
Ovadya e Krizhanovsky, 2014). InfeccBes crbnicas contribuem para o desequilibrio entre os
sistemas imune adaptativo e inato, promovendo imunossenescéncia e inflammaging
(Kochetal., 2007). A predisposi¢do genética também tem um papel chave, pois pode levar a
um aumento de respostas inflamatorias ndo controladas, que pode acelerar a
imunossenescéncia e o inflammaging (Derhovanessian et al., 2010). Alteracdes hormonais,
como a diminuicdo da producdo de estrogénos ou androgénos também influenciam na
secrecdo de citocinas (Maggioetal, 2006; Abu-Tahaetal, 2009). Finalmente, disfuncdes
mitocondriais e metabolicas em diversos tecidos, com maior énfase para o tecido adiposo,
podem contribuir para a imunossenescéncia e o inflammaging (Deleidi et al., 2015). Uma vez
que o envelhecimento € acompanhado pela senescéncia progressiva de células imunes
(imunossenescéncia) e pelo inflammaging com um consequente aumento na producdo de
mediadores inflamatdrios, estas moléculas podem causar o envelhecimento acelerado e
comprometer multiplos sistemas de 6rgaos.

Os mecanismos celulares e moleculares que controlam imunoscenecéncia no cérebro e
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a neuroinflamagdo ainda ndo séo totalmente compreendidos. Diversos estudos sustentam a
existéncia de uma comunicacdo bidirecional entre o sistema imune periférico e o cérebro,
principalmente através de moléculas imunoldgicas, incluindo citocinas, quimiocinas e
proteinas de fase aguda (Wrona, 2006). Por outro lado, o envelhecimento cerebral é capaz de
modular o sistema imunoldgico para promover o recrutamento de células imunitérias da
periferia, especialmente linfécitos, que contribuem para imunossenescéncia e neuro-
inflammaging (Gemechu e Bentivoglio, 2012). Além disso, células gliais se tornam
senescentes ao longo da vida, perdem a sua funcdo neuroprotetora e se tornam ativadas
adquirindo um perfil inflamatdrio anormal. Tal condicdo pode ser estabelecida por influéncia
de moléculas inflamatérias e ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) de nitrogénio
gerados em células imunes da periferia ou infiltradas no sistema nervoso central (SNC)
devido a disfuncdo da barreira hematoencefalica (macrofagos, neutréfilos e linfocitos T)
(Ferrarese et al., 1999). A influéncia de tais moléculas na ativacéo de células gliais acarreta na
liberacdo exacerbada de mais mediadores inflamatorios e de estresse oxidativo (*\NO, H202,
0O¢2—, ONOO+*—/ONOOH). O aumento do estatus oxidativo bem como os niveis de
mediadores inflamatorios no SNC pode ativar diferentes vias de sinalizacdo envolvidas com o
processo neuroinflamatério. Por exemplo, a sinalizacdo redox celular, que geralmente envolve
quinases, comeca com proteinas tirosina quinase/tirosina fosfatase (PTK/PTP) localizadas
préximas da membrana plasmatica. Foi observado em rim de ratos de 24 meses de idade que
0 estresse oxidativo pode causar ativacdo excessiva da PTK e inativacdo da PTP (Jung et al.,
2009). Este desequilibrio pode desencadear a fosforilacdo e ativacdo da sinalizacdo do fator
nuclear kB (NFkB) além de proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKS; ERK, p38 e
JNK). Além disso, varios receptores de citocinas também estdo ligados a sinalizacdo do NF-
kB e MAPKSs (p38 e JNK) para melhorar as respostas inflamatorias. Ambos NF-«kB e MAPKs
sdo evolucionariamente conservados, tendo um importante papel na ativacdo e coordenacéo
da resposta imune adaptativa e inata. Dentre a ampla variedade de genes regulados pelo NF-
kB ¢ MAPKSs, incluem-se citocinas, quemiocinas, moléculas de adesdo, proteinas de fase
aguda e proteinas efetoras induziveis (iNOS, COX-2, LOX). Como descrito em inimeros
trabalhos, um desequilibrio destas vias sinalizadoras por influéncia do envelhecimento
contribui para um estado inflamatdrio que pode desencadear o desenvolvimento de diversas
doencas metabdlicas e neurodegenerativas (Tilstra et al., 2011).

O aumento da inflamacdo hipotaldmica com a idade causa varios efeitos nas func¢Ges
regulatérias e neurogénese no hipotdlamo (Tang and Cai, 2013). Esta pequena regido

neuroendocrina localizada na base do cérebro é composta por uma colecdo de células



20

neurosecretoras distintas que recebem multiplos sinais de praticamente todos os 6rgéos na
forma do eixo Orgdo-hipotdlamo. Ele interpreta, integra e responde a essas mensagens
mantendo a homeostase de processos vitais do organismo. Os processos vitais sob o controle
do hipotdlamo incluem a regulacdo da temperatura corporal, ingestdo de nutrientes e
equilibrio energético, sono e ciclo de vigilia, comportamento sexual, ciclicidade reprodutiva,
equilibrio hidrico e de eletrolitos, adaptacdo ao estresse, nutricdo, crescimento e ciclos
circadiano e ultradiano (Melmed et al.,2013; Lim et al, 2014; Larsen et al.,2003). Quando a
capacidade de resposta desses neurdnios diminui durante o envelhecimento, todas as
atividades do corpo sdo afetadas negativamente. Por exemplo, a interrupgéo da fungédo do eixo
hipotalamo-pituitaria-gonadal (HPG) desencadeia desregulacdes homeostaticas de funcdes do
hipotdlamo, ou seja, perda de tdnus muscular e densidade dssea (0 eixo HP-hormonio do
crescimento/fator de crescimento semelhante a insulina), declinio da resposta imune
adaptativa (o eixo HP-adrenal) e das faculdades cognitivas e interrupgdes na responsividade a
nutrientes. O aumento da obesidade com o passar da idade também esta relacionado com a
desregulacdo hipotalamica, uma vez que ha um desequilibrio entre hormdnios orexigenos e
anorexigenos (Roa et al., 2012; Wellhauser et al., 2014; Zink et al., 2014).

A estreita integracdo existente entre os sistemas neuroimune e neuroenddcrino parece
reger tanto o envelhecimento sistémico quanto central (Zhang et al., 2013). Desta forma uma
ativacdo descontrolada de células gliais por influéncia de mediadores inflamatérios oriundos
da periferia pode levar a liberacdo de fatores neurotdxicos com consequente disfuncdo e morte
de neurbnios hipotalamicos. Esta condicdo leva a um desequilibrio na producdo,
armazenamento e liberacdo de hormdnios essenciais para o funcionamento do organismo. O
reflexo deste desequilibrio contribui para o “inflammaging” e senescéncia celular acelerando
o envelhecimento sistémico, além de contribuir para o estabelecimento de um ciclo vicioso
(Figura 2).

1.3. EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO SOBRE O ENVELHECIMENTO

O exercicio fisico regular possui efeitos antienvelhecimento sobre multiplos sistemas,
promovendo desta forma o aumento da expectativa de vida. Embora mais pesquisas sejam
necessarias, 0 exercicio tem a capacidade de modular, em parte, muitos marcadores de
envelhecimento; tais como diminui¢do de danos ao DNA nuclear e mitocondrial, aumento da

atividade da telomerase, aumento da metilacdo do DNA em regides codificantes de gens
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especificos (ex. BDNF e PGC-1a), indugdo de autofagia ¢ do sistema ubiquitina-protesoma
em diversos tecidos, ativacdo de vias sensiveis a nutrientes (ex. AMPK, sirtuinas, IGF-1),
melhora das fungdes mitocondriais e biogénese mitocondrial, efeito homeostatico sobre a
senescéncia celular, estimulacdo da proliferacdo e migracdo de diferentes tipos de celulas

tronco e efeitos anti-inflammaging (Figura 3) (Garatchea et al., 2014).
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Figura 2. Representacdo esquematica da inter-relagdo entre inflamacdao hipotalamica e envelhecimento sistémico
(Leite, 2016).

J& é bem descrito que o exercicio fisico oferece prote¢do contra uma ampla variedade
de doencas cronicas ligadas a inflamacdo de baixo grau (Pendersen and Saltin, 2006).
Evidéncias indicam que a perda induzida pelo exercicio de tecido adiposo esta relacionada a
reducdo de marcadores séricos de inflamacfo. E bem conhecido que o tecido adiposo,
especialmente a gordura visceral, de seres humanos e animais obesos produz citocinas pro-
inflamatdrias que contribuem de um modo geral para a inflamacdo sistémica (Fried wt al.,
1998, Harkins et al., 2004). O tecido adiposo de individuos obesos contém niveis mais

elevados de macrofagos pro-inflamatorios intercalados entre os adipocitos (Xu et al., 2003).
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Estas celulas podem formar células gigantes multinucleadas e podem formar estruturas "crow-
like" em torno adipdcitos mortos ou moribundos (Cinti et al., 2005). Pouco é conhecido
acerca de adipocitos envelhecidos, mas ha evidéncias de que o tecido adiposo visceral de
camundongos velhos expressam niveis mais elevados do RNAm da IL-1B, TNF-a e IL-6
quando comparado com 0s mesmos depositos de gordura em camundongos jovens (Wu et al.,
2007).

Efeitos do
envelhecimento

Efeitos do exercicio fisico

Instabilidade gendmica

Encurtamento dos
teldmeros

Alteragdes epigenéticas

Y Perda de proteostase

Sensibilidade a nutrientes
desregulada

Disfungdo mitocondrial

Senescéncia celular

Exaustdo de células tronco

Efeitos anti-inflammaging: PIL-4, PIL-6,7IL-10, 4 IL-12, L NLRP3, 1 AUFL. ) Comunicagdo intercelular
& alterada

Figura 3. Alguns efeitos do exercicio fisico sobre os nove marcadores envolvidos com o processo de
envelhecimento. Fonte adaptada de Garachea et al., 2014 e Lopez-Otin et al., 2013.

Estudos demonstraram que camundongos obesos alimentados com uma dieta rica em
gordura e que realizavam exercicio, apresentaram a expressdo de genes inflamatdrios reduzida
no tecido adiposo visceral (Vieira et al., 2009; Horrilo et al., 2011). Dessa forma, supde-se
gue o treinamento fisico pode ter um efeito semelhante sobre o tecido adiposo envelhecido,
embora estudos sejam necessarios para confirmar esta hipotese.

Ha também mecanismos independentes de perda de gordura pelo qual o exercicio
fisico pode reduzir a inflamacdo sistémica em idosos. O exercicio agudo no musculo aumenta
a producdo de IL-6 (Febrario et al., 2002) que é associada com a inflamacéo, mas que também
podem ter propriedades anti-inflamatdrias (Petersen et al 2006). Starkie et al (2003) relataram
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que o exercicio e a infusdo de IL-6 podem inibir a producdo induzida por endotoxina de TNF-
a em humanos sugerindo que a IL-6 pode atuar de uma forma anti-inflamatorio (Starkie et al.,
2003). Como o treinamento fisico é o acumulo de muitas sessdes de exercicio agudo
individuais, tais aumentos agudos nos niveis de IL-6 podem contribuir para a reducdo da
inflamac&o crénica & longo prazo. Além disso, o exercicio tem a capacidade de aumentar 0s
niveis de citocinas anti-inflamatérias (ex. interleucina 10 (IL-10), IL-12, IL-4 e IL-1ra) com
consequente diminuicdo de citocinas pré-inflamatorias, tais como o TNFa ¢ IL-1p, reduzindo
assim a inflamacé&o cronica de baixo grau (Otrowskyet al., 1999; Starkie et al. 2003; Petersen
and Pedersen, 2005). Outra possibilidade é que o exercicio regular reduz o estresse oxidativo
por aumentar a regulacdo dos sistemas de defesa antioxidantes enddgenos (Chung et al.,
2009). Uma producdo exacerbada de oxidantes como o 6xido nitrico, o peroxinitrito e radical
hidroxil durante o envelhecimento sdo um importante fator causal na ativacdo de células
imunes pro-inflamatoérias (Brad, 2000). Estes efeitos do exercicio corroboram com sua
capacidade de atenuar o inflammaging e a senescéncia celular, uma vez que células
senescentes transmitem suas condi¢fes a outras células através de maultiplos mecanismos
incluindo EROs e interleucinas (efeito bystandar) (Werner et al., 2009, Nelson et al., 2012).

Como visto anteriormente, as vias das MAPks e do NFkB sdo intimamente
relacionadas com a producdo de mediadores inflamatérios em diversos tipos de células.
Blazek et al. (2014) observaram que a inflamagdo periférica e local em camundongos
injetados com LPS era reduzida em camundongos que realizavam exercicio de corrida. Esta
diminuicdo da inflamacdo foi relacionada hd uma reducdo da ativacdo do NFkB em
mondcitos/macréfagos pelo exercicio. Além disso, Ghosh et al. (2014) propéem que 0
musculo de individuos mais velhos possui a sinalizagdo TLR4-NFkB-MAPK aumentada, e
que a reducdo da ativacao desta rede de sinalizacdo inflamatoria é o mecanismo pelo qual o
treinamento fisico melhora a sensibilidade & insulina no masculo destes individuos idosos. Os
efeitos do exercicio na regulacdo da ativacdo de vias inflamatorias tanto no sistema periférico
quanto central parecem estar envolvidos com suas acdes anti-inflamatorias, supressdo de
fontes de geracdo de ERO e ERN por estimular a biogénese mitocondrial (Vifia et al., 2009)
bem como reforcar o sistema de defesas antioxidantes (Fulle et al., 2004) e por regular genes
especificos envolvidos com estas vias, tais como receptores Toll-like (McFarlin et al., 2006,
Gleeson et al., 2006).

O exercicio fisico tem grandes efeitos sobre a satde do cérebro em geral. As provas
para os efeitos diretos do exercicio sobre o cérebro foram descobertas a partir de estudos com

animais. Em uma ampla revisdo da literatura, Lista e Sorrentino (2010) sugerem que 0S
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mecanismos neurobiolégicos bésicos associados com o exercicio podem ocorrer em dois
niveis, supramoleculares e moleculares. Em niveis supramoleculares, a atividade fisica pode
induzir angiogénese ou o processo fisioldgico pelo qual novos vasos sanguineos formam-se a
partir de vasos pré-existentes (Black et al., 1990; Isaacs et al., 1992). A atividade fisica
também tem sido associada com a neurogénese, ou proliferacdo de células neurais, no
hipocampo em ratos velhos (van Praag et al., 2005). Embora o significado funcional deste
efeito permaneca pouco claro, ndo ha evidéncias de que os neurénios recém-formados podem
integrar-se de uma rede neural e tornarem-se funcionais (Lledo et al., 2006). Sinaptogénese
induzida pelo exercicio também tém sido relatada (Eadie et al., 2005). Do ponto de vista
molecular, os mecanismos pelos quais 0 exercicio induz a angiogénese, neurogénese, e
sinaptogénese tem recebido crescente atencdo nos ultimos anos. Estudos animais
demonstraram mudancas associadas ao exercicio em fatores de crescimento moleculares, tais
como o fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF), que desempenha um papel crucial na
neuroplasticidade e neuroprotecdo, e aumento da producdo de fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1), que esta envolvida em ambas neurogénese e angiogénese.
Além disso, sistemas de neurotransmissores também parecem ser modulados através do
exercicio (Lista e Sorrentino, 2010).

Com relacéo aos efeitos do exercicio sobre a inflamacdo no cérebro, foi observado um
efeito anti-inflamatdrio no hipocampo de ratos velhos que realizavam exercicio de corrida
(Gomez da Silva et al., 2013). Yi e et al. (2012) demonstraram que camundongos deficientes
para o receptor de lipoproteina de baixa densidade (Idlr -/-) submetidos a uma dieta
hiperlipidémica apresentavam uma diminuicdo da inflamacdo hipotaldmica quando
realizavam exercicio de corrida moderado e regular. Aparentemente, esta diminuicdo da
inflamacdo hipotalamica deu-se pelo fato dos animais exercitados apresentarem uma
diminuicdo da ativacdo da microglia. Além disso, citocinas anti-inflamatérios tais como a IL-
10 ou IL-6 foram encontradas por mediar os beneficios metabdlicos do exercicio através da
reducdo da inflamacéo hipotalamica (Ropelle et al., 2010). Entretanto os exatos mecanismos
que podem estar envolvidos nos efeitos benéficos do exercicio sobre a inflamac&o no cérebro,
principalmente no hipotalamo, e seu reflexo sobre o envelhecimento ainda ndo sdo bem

compreendidos.
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1.4 EFEITOS DO SELENIO SOBRE IMUNIDADE, RESPOSTA ANTIOXIDANTE E
ENVELHECIMENTO

O selénio (Se) é um micronutriente no organismo que representa um componente
essencial de selenoproteinas que desempenham um papel importante em muitos processos
bioldgicos, incluindo as respostas imunes adaptativas e inatas e defesas antioxidantes (Behne
et ai, 1998; Kryukov et al, 2003). Em mamiferos, O Se pode se utilizado tanto na forma
inorganica quanto organica como um nutriente. A maioria das funcdes bioldgicas de Se sdo
atribuidas a selenoproteinas, que contém residuos de selenocisteina (SeCys) responsaveis pela
sua atividade especifica. Nos seres humanos, 25 genes codificam selenioproteinas, tais como
a glutationa peroxidase (GPx), selenoproteina P (SepP) e tiorredoxina redutase (TrxR)
(Kryukov et al., 2003). Estas selenoproteinas, ao participar na reducdo de perdxido de
hidrogénio e lipoperdxidos, regulam o estresse oxidativo (Papp et al., 2007). No que diz
respeito a eficiéncia imune, o Se estimula a formac&o de anticorpos, a atividade de células T
helper e células NK (Mehdi et ai., 2013). Estudos “in vitro " e "in vivo" em animais
mostraram que a glutationa peroxidase e outras selenoproteinas, tais como a tioredoxina
redutase (TrxR) e de metionina sulféxido redutase (MSR), desempenham papéis
fundamentais na regulacdo da concentracdo de per6xido e outros compostos oxidantes na
microbiota de células do sistema imunolégico. Durante o envelhecimento, algumas funcgdes
fundamentais dos leucdcitos, tais como a ativacdo, proliferacdo, diferenciacdo e a fagocitose
podem ser comprometidas pelo aumento do dano oxidativo resultante da producdo continua
de ERO devido a deficiéncia de Se (Rayman, 2012).

O papel de Se como um elemento anti-inflamatorio esta ligado ao seu efeito sobre
células do sistema imunoldgico e, especialmente, nas vias de transducdo de sinal de
macrofagos. Baixos niveis de Se foram observados na sindrome de resposta inflamatoria
grave (SIRS), que é marcada pelo aumento de ERO por macrofagos ativados, inducao de dano
oxidativo e leséo tecidual (Galley et al., 1996). H& também a existéncia de uma correlacédo
inversa entre os niveis de Se e de IL-6 séricos. Individuos idosos com baixos niveis de Se
exibem altos niveis de IL-6 em conjunto com um risco mais elevado de mortalidade durante
um periodo de 5 anos, com uma estreita relacdo entre os niveis de Se e inflamagdo mediada
por IL-6 em idosos (Walston et al., 2006). Zamamiri-Davis et al. (2002) demonstraram que a
suplementacdo com Se resultou em uma diminuig&o significativa na expressao induzida com

LPS de genes para o TNFa ¢ COX-2 através da inibicdo das vias das MAPKSs. De acordo, 0
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aumento TNFa pode induzir a ativagdo maxima do NF-kB em baixos niveis de Se (Dantas,
2009). Além disso, niveis elevados Se pode inibir a sinalizacdo do NF-kB via GPx e atenuar a
inflamacdo. A GPx foi a primeira enzima a ser caracterizada como uma selenoproteina,
permitindo identificar o Se como um importante elemento antioxidante agindo através de
enzimas que catalisam reagdes redox (Rotruck et al., 1973). Uma vez que a via do NF«B ¢
dependente do estado redox celular, este parece ser um dos inimeros mecanismos do Se para
diminuir a inflamacao.

Do ponto de vista genético, a supressao da selenoproteina S (SepS1) por meio de um
RNA interferente em macrdfagos provocou o aumento da liberacdo de IL-6 e TNF-a (Curran
et al, 2005). A regido promotora do gene para a SepPl é também sensivel a citocinas,
sugerindo um papel da SepP1 na inflamacédo (Dreher et al., 1997).

No geral, os niveis de Se sdo geralmente considerados como um fator importante para
manter a salde em idosos (Gonzalez et al, 2007; Ray et al, 2006), mesmo gque 0S mecanismos
pelos quais a suplementacdo com Se possa melhorar as respostas imunes e antioxidantes em
individuos velhos ainda ndo sejam completamente elucidados.

Apesar do papel essencial do Se para saude, cabe ressaltar que os limites entre niveis
essenciais e toxicos deste nutriente sdo bastante proximos. Um fato interessante é que, em
geral, compostos organicos de Se tem uma maior biodisponibilidade e possuem menos efeitos
toxicos que suas formas inorganicas (Narajji et al., 2007). Desta forma, diversos estudos tém
sido concentrados no desenvolvimento de compostos organicos de Se com o intuito de
investigar seus efeitos bioquimicos e farmacoldgicos além de diminuir sua toxicidade.

O disseleneto de difenila [(PhSe),] (Figura 4), um composto organoselénio, apresenta
atividade anti-inflamatoria em diversos modelos animais. (Nogueira et al., 2003; Savegnago
et al., 2007; Hort et al., 2011). Mais especificamente, foi observada uma diminuicdo dos
niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias pelo (PhSe), em um modelo de
isquemia/reperfusdo em roedores (Brining et al., 2012) Além disso, Rupill e et al., relataram
a capacidade do (PhSe), para modular a ativacdo de macrofagos tratados com LPS, podendo
assim reduzir mediadores inflamatérios gerados por estas células.

Além de seus efeitos anti-inflamatérios, o (PhSe), também ¢é efetivo em diminuir os
niveis de ER devido a sua propriedade antioxidante (Prigol et al., 2009; Luchese et al., 2009),
impedindo dessa forma a ocorréncia de estresse oxidativo que pode ativar fatores de
transcri¢do sensiveis a redox, tais como o NFkB e MAPKSs, e consequentemente o processo
inflamatdrio. Ja foi relatado que um composto analogo do (PhSe),, o bis-(3-hidroxifenil)

disseleneto, diminuiu o aumento da expressdo de TNFa induzido por LPS devido a inibigéo
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da ativa¢ao do NFxB em macrofagos (Shin et al., 2009), o que possibilita levar a hipdtese que
0 (PhSe), pode também reduzir a inflamacdo por esta via. No entanto um estudo minucioso se

faz necessario pra confirmar essa hipétese.

Figura 4. Estrutura quimica do (PhSe),. Fonte: Palmier C, 1986.

No cérebro, o (PhSe), apresenta efeitos neuroprotetores (Brito et al., 2009; de Freitas
et al., 2009; Ghisleni et al., 2003; Ghisleni et al., 2008; Glaser et al., 2014) além de melhorar
0 desempenho cognitivo em roedores (Cechella et al., 2014; Leite et al., 2014; Rosa et al.,
2003; Souza et al., 2010; Stangherlin et al., 2008).

Com base nas consideragdes acima, os efeitos do exercicio fisico e do (PhSe), sobre a
regulagdo da inflamagdo bem como as vias sinalizadoras que controlam este processo, tanto
perifericamente quanto no cérebro, apresentam grande potencial para retardar o

envelhecimento e/ou combater problemas de salde relacionados a idade.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Levando em consideracdo os aspectos abordados anteriormente, o principal objetivo
desta tese foi avaliar os efeitos do (PhSe), e exercicio de natagdo sobre alteragdes ocasionadas
pelo envelhecimento tanto no sangue quanto no hipotalamo de ratos velhos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar efeito do (PhSe), juntamente com o exercicio de natacdo sobre os niveis
séricos de citocinas pré e anti-inflamatdrias em ratos jovens, de meia idade e velhos;

- Determinar a capacidade do (PhSe), juntamente com o exercicio de natacdo em
modular a ativacdo de células gliais em hipotdlamo de ratos velhos;

- Investigar os efeitos do (PhSe), juntamente com o exercicio de natacdo sobre proteinas
reguladoras do processo apoptético em hipotalamo de ratos velhos;

- Investigar o envolvimento do (PhSe), juntamente com o exercicio de natacdo sobre

mecanismos neuroprotetores.
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3. ARTIGO

O desenvolvimento desta tese esta apresentado sob a forma de um artigo cientifico e
um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliogréaficas encontram-se no préprio artigo. Os artigos estdo dispostos da mesma forma em

que foram publicados ou organizados para a submissao.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Artir!_e history: The increase in the inflammatory process is one of the main factors that contribute to aging. The aim of
Received 4 August 2014 this study was to investigate the effects of a diphenyl diselenide (PhSe);-supplemented diet (1 p.p.m.,
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4 weeks) and swimming exercise (3% of body weight, 20 min per day, 4 weeks) on the serum levels of
cytokines in Wistar rats of different ages. The results demonstrated an increase in the levels of
pro-inflammatory cytokines (IL-1f, IL-6, TNFa and INFy) and a decrease in the levels of [L-10, an anti-
inflammatory cytokine, with age. In middle-age rats, the swimming exercise and (PhSe)s-supplemented

Keywords: diet decreased serum levels of pro-inflammatory cytokines and increased the levels of IL-10. By contrast,
éxg:rtige in old rats the swimming exercise protocol increased the serum levels of pro-inflammatory cytokines and
Selenium decreased the levels IL-10. Diet supplemented with (PhSe J; did not alter the serum levels of cytokines in
Cytokines old rats. Middle-age and old rats subjected to swimming exercise and supplemented with (PhSe), in the
Inflammation diet had a decrease in the serum levels of pro-inflammatory cytokines and an increase in the levels of

IL-10. This study demonstrated that swimming exercise and (PhSe),-supplemented diet affect the serum
levels of pro- and anti-inflammatory cytokines differently depending on the age of rats. (PhSe)
supplemented in the diet had an anti-inflammatory effect, similar to that of induced by swimming
exercise, in middle-age rats and reversed the pro-inflammatory effects of swimming exercise in old rats.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The immune system is a complex biological system responsible
for the neutralization of harmful environmental agents which can
trigger a broad spectrum of pathological mechanisms [ 1]. However,
an immune disorder (immunodeficiency or excessive immune
response) can be harmful, causing various diseases.

Evidence from healthy subjects reveals that advanced age is
associated with a hyperinflammatory state, characterized by ele-
vated circulating levels of pro-inflammatory mediators [2]. A vari-
ety of age-related pathologies; such as atherosclerosis and
neurodegenerative disorders such as Parkinson's and Alzheimer’s
disease, diabetes, among others; are correlated with an increase
in the circulatory levels of pro-inflammatory markers, including
tumor necrosis factor-or (TNF-ot), interleukin (IL)-1a, IL-6 and
C-reactive protein [3-5].

# Corresponding author. Tel.: +55 55 3220 8140; fax: +55 55 3220 8978.
E-mail address: gzeni@quimica.ufsm.br (G. Zeni).

http: [/dx.doi.org/10.1016/j.cyto.2014.09.006
1043-4666/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved

Cytokines are cell-signaling proteins responsible for facilitating
the return of physiological homeostasis and tissue repair in
response to cellular injury induced by trauma or infection, being
divided into two distinct types: pro-inflammatory (e.g. TNF-o,
IL-1p and IL-6) and anti-inflammatory cytokines (e.g. IL-4, IL-10
and IL-13) [6]. However, a perturbation in the anti- and pro-
inflammatory balance of these molecules represents an important
mechanism that contributes to age-related metabolic dysfunctions.
Thus, pharmacological and non-pharmacological interventions
aiming at regulating the imbalance between anti- and pro-
inflammatory cytokines as well as their signaling pathways have
been suggested for therapeutic purposes.

It has been shown that physical exercise is effective to reduce
(or ameliorate) the risk of age-associated diseases. In fact, there
is evidence supporting the involvement of inflammatory mecha-
nisms with the beneficial effects of physical exercise, such as
decrease in age-associated immune senescence [7], increase in
innate immune function [8] and decrease in chronic inflammation
[9]. In addition, previous studies have shown that aerobic exercise
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reduced circulatory levels of pro-inflammatory markers in both
aged humans and rodents [10,11]. Nevertheless, other studies
reported that aerobic exercise had no such effects [12,13], making
controversial the effect of exercise intervention on circulatory
markers of inflammation.

Selenium (Se) is an essential micronutrient that may be used by
mammals in both inorganic and organic forms. Most of the biolog-
ical functions of Se are attributed to selenoproteins. In fact, seleno-
proteins are involved in the protection against oxidative stress and
inflammation [14]. Amaud [ 15] designed a study to investigate the
relationship between plasma levels of selenium and mortality in an
elderly population for a period of 9 years. Increased mortality was
observed in individuals with low plasma levels of Se, reinforcing
the importance of this trace element for human health. Diphenyl
diselenide (PhSe)s, an organoselenium compound, exhibits anti-
inflammatory activity in several animal models [16-18]. In addi-
tion, (PhSe). is effective in reducing the levels of reactive species
(RS) due to its antioxidant property [19,20] preventing the
occurrence of oxidative stress. Since it is widely reported that such
molecules can activate molecular pathways involved in the inflam-
matory process [21], (PhSe), may be a potential intervention to
attenuate inflammation.

The aim of this study was to investigate the effects of swimming
exercise and a (PhSe),-supplemented diet on the serum cytokine
profile in Wistar rats at different ages.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult (4 months, 12-16% lifespan), middle-age (12 months, 36—
48% lifespan) and old (24 months 72-96% lifespan) male Wistar
rats were obtained from a local breeding colony and were housed
in cages, with free access to food and water. They were kept in a
separate air-conditioned (22 +2 °C) room, on a 12-h light/12-h
dark cycle, with lights on at 7:00 am. The animals were used
according to the guidelines of the Committee on Care and Use of
Experimental Animal Resources (#031/2014), the Federal Univer-
sity of Santa Maria, Brazil.

22. Drugs

Diphenyl diselenide (PhSe): was prepared in our laboratory
according to the method described by Paulmier [22] and the che-
mical purity (99.9%) was determined by GC/MS. Analysis of 'H
and '*C NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in
full agreement with its assigned structure.

2.3. Experimental procedure

The animals were divided into four groups (five animals per
group) in each age (adult, middle-age and old):

Sedentary: rats received standard diet chow and did not
perform exercise.

Sedentary + (PhSe),: rats received 1ppm of (PhSe).
supplemented diet for 30 days and did not perform exercise.

Swimming exercise: rats received standard diet chow and
performed swimming training.

Swimming exercise + (PhSe),: rats received 1ppm of
(PhSe),-supplemented diet and performed the swimming training.

24, Dietary supplementation

Animals were fed daily with ~150 g/animal standard diet chow
or chow supplemented with 1ppm of (PhSe), (3-4 animals per

cage). The standard diet was pulverized with ethyl alcohol,
whereas the supplemented diet was pulverized with (PhSe), dis-
solved in ethanol (1 mg/10 ml) using a spray bottle. The standard
and supplemented diets were kept at room temperature for 3 h
to evaporate the alcohol and then kept at 4 “C for a further 1 week
[23]. The concentration of (PhSe), found in the diet did not cause
overt signals of toxicity [24,25].

2.5, Exercise training protocol

Animals were subjected to the pre-training period of 20 min/
day, 5 days (swimming exercise and swimming exercise + (PhSe)z
groups). After the swimming adaptation, rats performed the swim-
ming training with a workload (3% of body weight, 20 min per day
for 4 weeks) [26]. The swimming training was performed between
01:00 and 03:00 p.m in water at a temperature of 32 + 1°C. Rats
from sedentary and sedentary + (PhSe): groups were adapted to
water, rats were placed in the bottom of a separate tank with shal-
low water (5cm) at 32 + 1 °C, without the workload. At the end of
the exercise training, rats were towel-dried and returned to their
respective cages.

2.6. Determination of cytokines

After training protocol, rats were anesthetized with ketamine
(90 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg), for blood collection by heart
puncture. Serum (supernatant) was separated by centrifugation
at 2400 =g for 10 min and stored at —20 °C until analysis.

Measurement of serum interleukin (IL) IL-1p, IL-6, IL-10, tumor
necrosis factor-of (TNF-o) and interferon-y (INF-y) were assessed
using commercial ELISA kits as described by the manufacturer
(eBIOSCIENCE, San Diego, USA). Results were expressed in pg/ml
for IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-ot and pg/ml for INF-y. The sensitivity
of the assays for detection of cytokines was as stated in the manu-
facturer’s brochures.

2.7. Statistical analysis

Data are expressed as means + S.E.M. The statistical significance
was assessed by analysis of variance (ANOVA). One-way ANOVA
was used to assess the age effect (adult = middle-age = old).
Two-way ANOVA was used to assess the effect of training and
treatment for each age (swimming exercise x (PhSe);). Post hoc
Duncan’s test was carried out when appropriated. A value of
p<0.05 was considered to be significant.

3. Results
3.1. Effect of age

Middle-age and old sedentary rats had increased levels of pro-
inflammatory cytokines when compared with those of the control
adult group. One-way ANOVA demonstrated a significant effect of
age in serum levels of IL-1f (p < 0.05) (Fig. 1A), IL-6 (p <0.05)
(Fig. 1B) and INFy (p < 0.05) (Fig. 1D). The effect of age in TNFu lev-
els was evident only in old rats (p <0.05) (Fig. 1C). Serum levels of
the anti-inflammatory cytokine IL-10 were decreased depending
on the age (p <0.05) (Fig. 1E).

The ratio between pro- and anti-inflammatory cytokines chan-
ged with age. One-way ANOVA revealed a significant age-depen-
dent increase in the ratio of IL1B/IL10 (p <0.05), IL6/IL10
(p<0.05) and TNFx/IL10 (p < 0.05) in both middle-age and old rats
when compared with that of adult rats (Fig. 2).
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Fig. 1. Effect of ( PhSe);-supplemented diet and swimming exercise in animals of different ages on the serum levels of IL-1§(14), IL-6 (1B), TNFx (1C), INFy (1D) and IL-10
(1E). The rats were supplemented with 1 ppm of (PhSe); and swimming exercise was performed (workload 3%, 20 min per day, 5 days a week) for 30 days. One-way ANOVA
was used to assess the effect of age. Two-way ANOVA was performed to evaluate the effects of supplementation and exercise for each age. Each column represents the
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of each age, “p < 0.05 compared to (PhSe), group of each age, “p < 0.05 compared to exercise group of each age and *p <0.05 compared to (PhSe),-supplemented diet and

swimming exercise group of each age

3.2, Effect of (PhSe )o-supplemented diet

Post-hoc comparison showed a reduction in the levels of IL-1p
(p<0.05) and an increase in IL-10 (p < 0.05) in adult rats treated
with (PhSe} when compared with those of all other groups
(Fig. 1A and E). In middle-age rats, (PhSe).-supplemented diet
decreased the levels of pro-inflammatory cytokines (IL-1p,
p<005; IL-6, p<0.05; TNF, p<005 and INFy, p<0.05) but
increased the levels of IL-10 (p < 0.05) (Fig. 1A-E). Serum levels
of cytokines were not affected by (PhSe): in old rats (Fig. 1A-E).
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Fig. 2. Effect of age on IL-1B/IL-10, IL-6/IL-10 and TNFa/IL-10 ratio. One-way
ANOVA was used to assess the effect of age (adults « middle-age = old). Data are
presented as percentage of control (control group =100%). *p <0.05 compared to
the adult control and *p < 0.05 compared to the middle-age control

3.3. Effect of swimming exercise

Middle-age rats subjected to swimming exercise had a decrease
in the levels of pro-inflammatory cytokines (IL-1p, p < 0.05; IL-6,
p<0.05; TNFe, p<0.05 and INFy, p<0.05) and an increase of
IL-10 levels (p <0.05) (Fig. 1A-E). By contrast, the levels of
pro-inflammatory cytokines were increased (p <0.05) and those
of IL-10 were decreased (p <0.05) in old rats subjected to the
swimming exercise protocol (Fig. 1A-E). Swimming exercise did
not alter the serum levels of cytokines in adult rats (Fig. 1A-E).

3.4. Effect of (PhSe)s-supplemented diet and swimming exercise

In adult rats, (PhSe x-supplemented diet and swimming exer-
cise did not alter the serum levels of cytokines (Fig. 1A-E) com-
pared to those of the respective control group.

By contrast, middle-age rats had a decrease in the serum levels
of all pro-inflammatory cytokines when compared with those of
the respective control group. Two-way ANOVA demonstrated a sig-
nificant swimming exercise x (PhSe), interaction for IL-1B
(p<0.05) (Fig. 1A), IL-6 (p<005) (Fig. 1B), TNFe (p<0.05)
(Fig. 1C) and INFy (p <0.05) (Fig. 1D). In addition, an increase in
the serum levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10 was
found in middle-age rats of (PhSe).-supplemented diet and sub-
jected to swimming exercise when compared with those of the
respective control rats. Two-way ANOVA demonstrated a signifi-
cant swimming exercise x (PhSe). interaction for IL-10 (p < 0.05)
(Fig. 1E).
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Except for TNFe levels (Fig. 1C), supplementation with (PhSe)
and swimming exercise decreased the serum levels of pro-inflam-
matory cytokines and increased those of IL-10 in old rats when
compared with the levels of the respective control group. Two-
way ANOVA demonstrated a significant swimming exercise x
(PhSe): interaction for IL-1B (p <0.05) (Fig. 1A), IL-6 (p <0.05)
(Fig. 1B), INFy (p <0.05) (Fig. 1D) and IL-10 (p <0.05) (Fig. 1E).

4. Discussion

The age-dependent increase in the serum levels of pro-inflam-
matory cytokines and a decrease in the levels of the anti-inflamma-
tory cytokine demonstrated in this study are in agreement with
previous studies [13,27]. The mechanisms involved in the changes
of circulating inflammatory mediators caused by aging are not fully
understood, but changes related to immune senescence, such as
gradual decline in protective immune response, deregulation of
immune effector cells, and remodeling of cytokines and chemokine
networks are proposed [28,29].

The present study investigated the serum levels of IL-1, IL-G,
TNFuz, INFy and IL-10 in Wistar rats supplemented with (PhSe)z
in the diet and subjected to swimming exercise at different ages.
Swimming exercise modified the serum levels of pro- and anti-
inflammatory cytokines only in middle-age and old rats. First, the
effects of exercise on middle-age rats resulted in the decrease of
serum levels of pro-inflammatory cytokines and an increase in
the serum levels of IL-10. One possible explanation for the modu-
lation of inflammatory cytokines by swimming exercise in middle-
age rats is the reduction of the number of CD14+ and CD 16+ as well
as the TNFa production by monocytes as observed in humans
[30,31]. In addition, the fact that an increase in 1L-10 was accompa-
nied by a decrease in the pro-inflammatory cytokine profile may
also support the anti-inflammatory effects of swimming exercise.

Another important point to be considered is the redox state. A
feature of aging is the occurrence of redox imbalance caused by
an increase in the levels of RS together with a system of inefficient
antioxidant defenses [32]. This imbalance allows an increase in
activation of redox-sensitive transcription factors promoting to
molecular activation of pro-inflammatory genes, eventually lead
to inflamed tissues and organs [33]. Exercise promotes the adap-
tive process involving the up-regulation of genes encoding antiox-
idant enzymes [34], preventing a redox imbalance that could
activate pathways linked to inflammation. This is a mechanism
to be considered, which may explain; at least in part; the effects
of swimming exercise in middle-age rats.

In old rats, swimming exercise increased the serum levels of
pro-inflammatory cytokines and decreased those of IL-10. Based
on these results, the swimming exercise protocol, which is consid-
ered moderate for adult and middle-age rats, seems to have been
exhausting for old rats, causing pro-inflammatory effects. The rela-
tionship between overtraining and oxidative stress has been docu-
mented in previous studies [35-37]. As mentioned above, the
redox imbalance caused by an increase in RS levels together with
a weakened antioxidant defense system promote the activation
of redox-sensitive transcription factors and increase the levels of
pro-inflammatory markers, a common phenomenon during aging
[33]. Thus, a possible explanation for the increased levels of pro-
inflammatory cytokines in old rats would be an excessive produc-
tion of RS induced by exhaustive exercise in animals which already
have a high redox imbalance. However, the involvement of other
mechanisms in the pro-inflammatory effects of swimming exercise
in old rats cannot be neglected.

In middle-age and old rats, the association of (PhSe),-supple-
mented diet and swimming exercise was effective in lowering cir-
culating levels of pro-inflammatory cytokines (IL-1p, IL-6,TNF and

INFy) and in increasing the serum levels of IL-10 when compared
with animals supplemented with (PhSe), in the diet and those of
the control group. By contrast, in the present study there was no
change in inflammatory markers of adult rats. The anti-inflamma-
tory and antioxidant activities of (PhSe); have been widely
reported [38,39]. Because the inflammatory process and oxidative
stress are closely related, the effectiveness of (PhSe); in reducing
the levels of inflammatory cytokines that were increased by age
and swimming exercise in old rats may be related to its antioxidant
activity as demonstrated by Hort [18]. Furthermore, (PhSe): could
prevent the degradation of inhibitor kB (IkB) and consequently
inhibit the activation of nuclear factor kB (NFkB), a transcription
factor that modulates inflammatory genes. This proposal is based
on the study of Shin [40] that observed the anti-inflammatory
effects of bis (3-hydroxyphenyl) diselenide, an analogue compound
of (PhSe),, via inhibition of degradation of IkB and NFkB inactiva-
tion. The effects of (PhSe):-supplemented diet and swimming exer-
cise association were similar to those of caused by swimming
exercise protocol in middle-age rats. In other words, in middle-
age rats, the association of (PhSe -supplemented diet and swim-
ming exercise was not effective in lowering circulating levels of
pro-inflammatory cytokines with respect to exercise alone.

Finally, with the exception of old rats, a (PhSe),-supplemented
diet was effective in lowering circulating levels of pro-inflamma-
tory cytokines in adult and middle-age animals, thereby demon-
strating an anti-inflammatory potential. Moreover, the levels of
anti-inflammatory cytokine IL-10 were increased by (PhSe), in both
ages. Based on the arguments aforementioned, the effectiveness of
(PhSe), inlowering the serum levels of pro-inflammatory cytokines
may be due to its antioxidant property and the modulation of
molecular pathways related to the inflammatory process. The find-
ings of this study also indicate a beneficial effect of (PhSe), on pro-
and anti-inflammatory balance, especially in middle-age rats.

Hyperactive immune system can cause autoimmune and
inflammatory diseases. However, underactive immune system will
increase susceptibility to infections and diseases [41]. Thus, bal-
ance of pro- and anti-inflammatory responses and the immune
system are beneficial or harmful depending on the background
conditions. Although some pathologies are more common in old
age, other diseases related to immune imbalance as cancer, auto-
immunity (e.g. multiple sclerosis), infections, etc. are less severe
or with lesser incidence in old age. The results of this study dem-
onstrated a gradual increase in the imbalance between pro- and
anti-inflammatory cytokines with advancing age. These results
clearly reflect a state of hyperactivation of the immune system,
which can cause various diseases due to this imbalance. Thus, both
swimming exercise and (PhSe)k-supplemented diet could induce
the return of this system to the homeostatic state.

In conclusion, this study demonstrated different effects of swim-
ming exercise and (PhSe)z-supplemented diet on the serum levels of
cytokines in rats of different ages. Nevertheless, more studies are
needed to investigate the possible mechanisms of action involved
in the anti- and pro-inflammatory effects of swimming exercise
and anti-inflammatory effects of (PhSe).-supplemented diet.
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ABSTRACT

Aging is a process characterized by deterioration of the homeostasis of various
physiological systems; although being a process under influence of multiple factors, the
mechanisms involved in aging are not well understood. Here we investigated the effect of a
(PhSe),-supplemented diet (1 p.p.m., 4 weeks) and swimming exercise (1 % of body weight,
20 min per day, 4 weeks) on proteins related to glial cells activation, apoptosis and
neuroprotection in the hypothalamus of old male Wistar rats (27 month-old). Old rats had
activation of astrocytes and microglia which was demonstrated by the increase in the levels of
glial fibrillary acidic protein (GFAP) and ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (Iba-1)
in hypothalamus. A decrease of B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) and procaspase-3 levels as well as
an increase of the cleaved PARP/full length PARP ratio (poly (ADP-ribose) polymerase,
PARP) and the pJNK/JNK ratio (c-Jun N-terminal kinase, JNK) were observed. The levels of
mature brain-derived neurotrophic factor (mMBDNF), the pAkt/Akt ratio (also known as
protein kinase B) and NeuN (neuronal nuclei), a neuron marker, were decreased in the
hypothalamus of old rats. Old rats that received a (PhSe),-supplemented diet and performed
swimming exercise had the hypothalamic levels of Iba-1 and GFAP decreased. The combined
treatment also increased the levels of Bcl-2 and procaspase-3 and decreased the ratios of
cleaved PARP/full length PARP and pJNK/JNK in old rats. The levels of mBDNF and NeuN,
but not the pAkt/Akt ratio, were increased by combined treatment. In conclusion, a (PhSe),-
supplemented diet and swimming exercise promoted neuroprotection in the hypothalamus of

old rats, reducing apoptosis and glial cell activation.

Key-words: Aging, hypothalamus, inflammation, exercise, selenium.
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1. INTRODUCTION

Aging is a gradual process caused by genetic, molecular and cellular changes, leading
to the end of life (Harman, 2001). Many hypotheses have been proposed to explain the cause
of aging and the biological bases for the functional decline (Lépez-Otin et al., 2014). In a
recent study, it was demonstrated that hypothalamus plays a key role in the development and
lifespan control in rodents. Apparently, hypothalamus has a programmatic role in aging
development and this is ruled by the integration between neuroimmune response and
neuroendocrine activity (Zhang et al, 2013). In an aged brain, astrocytes and microglia suffer
activation becoming hypertrophic and expressing more GFAP and lba-1, markers of
astrocytes and microglia activation, respectively (Blasko et al, 2004). These two types of glial
cells can undergo overactivation by influence of pro-inflammatory factors (TNFa, PGE2, and
INFy) and oxidative stress (*\NO, H202, O+2-). This overactivation is highly related with the
generation of more cytotoxic molecules that can lead to neuroinflammation and
neurodegeneration (Herman et al, 2012).

Apoptosis is involved in neuronal cell death occurring during the normal aging process
being of vital importance in developing and maintaining the normal tissue homeostasis.
However, excessive apoptosis seems to highlight the age-associated decline and deterioration
in structures and functions of tissues and organs (Muradian and Schachtschabel, 2001). It has
been reported that markers of apoptotic cell death, such as caspases, are increased in the old
rat brain (Kim et al., 2010). Besides caspases, the Bcl-2 family proteins; including Bcl-2, Bcl-
2xl, Bax and Bid; also play important roles in apoptotic process determining the
mitochondrial response to apoptotic stimuli, such as pro inflammatory cytokines and free
radicals (Upadhyay et al., 2003). Apoptosis is regulated by many intracellular signaling
pathways, including the JNK pathway. This protein possesses three isoforms and plays an
essential role in modulating the functions of pro- and anti-apoptotic proteins located in
mitochondria (Schoroeter et al., 2003). In addition, JNKs are essential mediators of relevant
pro-inflammatory functions in microglia (Waetzig et al., 2005). In contrast to apoptotic
proteins, the mature form of brain-derived neurotrophic factor (mBDNF) induces the
activation of signaling pathways involved with neuronal survival, neuroplasticity and
neurogenesis (Cunha et al. 2010), among them the phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/Akt
pathway.

Pharmacological and non-pharmacological interventions have been proposed to
prevent the aging effects. Various nutritional factors are capable of restoring neuroendocrine-
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immune network, the metabolic harmony and the capacity to respond to oxidative stress
altered by aging (Meydani, 2001).

Selenium (Se) is a trace element that has been reported to have beneficial effects on
immune and antioxidant systems (Mocchegiani et al., 2014). Our previous study demonstrated
that a diphenyl diselenide (PhSe),-supplemented diet improves memory and reduces
circulatory levels of pro-inflammatory markers in old rats (Cechela et al., 2014; Leite et al.,
2015), making it a potential intervention to alleviate deleterious processes caused by aging. In
addition, evidence has been found to suggest that physical exercise reduces the risk of
disorders associated with aging (Kim et al., 2003; Erickson and Kramer, 2009). In fact,
physical exercise promotes the activation of numerous cell-signaling proteins which are
known to be associated with neuronal survival, proliferation, synaptic plasticity (Chen et al.,
2007).

Therefore, the aim of the present study was to investigate the effect of a (PhSe),-
supplemented diet and swimming exercise on proteins related to glial cells activation,

apoptosis and neuroprotection in the hypothalamus of aged rats.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals

Adult (4 months, 12% —16% lifespan) and old (27 months, 81% — 100% lifespan) male
Wistar rats were obtained from a local breeding colony and were housed in cages, with free
access to food and water. They were kept in a separate air-conditioned (22 + 2 °C) room, on a
12-h light/12-h dark cycle, with lights turned on at 7.00 a.m. The present experimental study
was approved by the Institutional Ethics Committee on Care and Use of Experimental Animal
Resources from the Federal University of Santa Maria, Brazil and registered under the
number of 5394050115.

2.2 Drugs

Diphenyl diselenide (PhSe), was prepared in our laboratory according to the method
described by Paulmier (1986) and the chemical purity (99.9%) was determined by GC/MS.
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Analysis of 1H and 13C NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in full

agreement with its assigned structure.

2.3. Experimental procedure

The animals were divided in eight groups (five animals per group): Group | (adult
control) - adult rats received standard diet chow and did not perform exercise; Group Il (old
control) - old rats received standard diet chow and did not perform exercise; Group lll
((PhSe),) - old rats received 1 ppm of (PhSe),-supplemented diet for 30 days and did not
perform exercise; Group IV (exercise) - old rats received standard diet chow and performed
swimming training; Group V (exercise plus (PhSe),) - old rats received 1 ppm of (PhSe),-

supplemented diet and performed swimming training.

2.4 . Dietary supplementation

Animals were fed daily with ~150 g/animal standard diet chow or chow supplemented
with 1 ppm of (PhSe), (2-3 animals per cage). The standard diet was pulverized with ethanol,
whereas the supplemented diet was pulverized with (PhSe), dissolved in ethanol (1 mg/10
ml). The standard and supplemented diets were kept at room temperature for 3 h to evaporate
the alcohol and then kept at 4° C for no more than 1 week (de Bem et al., 2009).

2.5 Exercise training protocol

Animals were submitted to the pre-training period of 20 min/day, 5 days (exercise and
exercise + (PhSe), groups). After the swimming adaptation, old rats performed the swimming
training with a workload (1% of body weight, 20 min per day for 4 weeks) (Ravi Kiran et al.,
2004).The swimming training was performed between 09.30 and 11 a.m in water at a
temperature of 32+1 °C. Rats from adult and old control groups and (PhSe), group were
adapted to the water by placing them to the bottom of a separate tank with shallow water (5
cm) at 32+1 °C, without the workload. At the end of the exercise training, rats were towel-
dried and returned to their respective cages.

Twenty-four hours after the last swimming training animals were Killed by
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decapitation, the brains were collected and samples of hypothalamus were prepared for the
western blot assay (n= 5 rats/group). For immunohistochemistry assay, rats (n= 3 rats/group)
were deeply anesthetized with chloral hydrate (40%, i.p.) and were perfused through the left
cardiac ventricle with 0.9% saline solution, followed by 4% paraformaldehyde in 0.1 M
phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4. After perfusion, the brains were removed, post-fixed
in the same fixative solution by 24 hours.

2.6 Immunohistochemistry assay

Dehydrated brains were embedded in paraffin and hypothalamic sections (8 um) were
cut in a microtome and mounted on SuperFrost-Plus glass slides (Thermo 213 Scientific,
Rockford, IL, USA). Paraffin-embedded brain sections were deparaffined, rehydrated, and
boiled 3 times in 10 mM citrate buffer, pH 6. Sections were then incubated for 60 min in
blocking buffer, containing 10% (v/v) normal donkey serum (DS) in sodium phosphate buffer
with 0.1% (v/v) Triton X-100 (PBS-Tx) at room temperature. Subsequently, the sections were
incubated overnight at 4°C with mouse anti-GFAP (Sigma, 1:400) in 1% DS diluted in 0.5%
PBS-Tx. After three washes in PBS, tissue sections were incubated with anti-mouse Alexa
488 (Invitrogen, 1:400) in 1% DS diluted in 0.5% PBS-Tx for 2 h at room temperature.
Thereafter, the sections were washed three times in PBS and then were incubated with 0.5
pug/mL DAPI (Invitrogen) for 10 minutes. The sections were washed three times in PBS and
mounted on slides with Fluor Save (Merck) and covered with coverslips. Finally, images of
hypothalamic sections were obtained on an Axioskop fluorescence microscope (Carl Zeiss)
and examined with ImageJ software.

2.7 Western blot assay

Samples of hypothalamus were homogenized in 400 ul sodium dodecyl sulfate (SDS)
5% with protein inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA).
Hypothalamus extracts were diluted to a final protein concentration of 2 pg/ul in sample
buffer (essentially constituted by TrissHCl 0.5 M, pH 6.8 (in a final concentration of 62.5
mM), glycine, SDS, dithiothreitol (DTT), the reducing agent, and bromophenol blue, used as

a marker to monitor the process of electrophoresis. The samples (20 ug of protein) and pre
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stained molecular weight standards (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA) were
separated by 12% and 17% SDS-PAGE electrophoresis and transferred to nitrocellulose
membrane (0.45 um, Bio-rad) using Transfer-Blot® Turbo™ Transfer System (1.0 A; 30 min
for proteins above 25 kDa or 5 min for proteins below 25 kDa) and/equal protein loading was
confirmed by Ponceau S staining. After blocking with 3% bovine serum albumin solution, the
blots were incubated overnight at 4 °C with rabbit anti-Iba-1 (ionized calcium binding adapter
molecule 1) (1:1000; Wako), mouse anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein) (1:1000;
Sigma-Aldrich), mouse anti-NeuN (neuronal nuclear protein) (1:1000; Millipore), mouse anti-
pJNK and JNK (C-Jun N-terminal kinase) (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA), rabbit anti-BDNF (brain-derived neurotrophic factor) (1:2000,Abcam), rabbit
anti-pAkt and Akt (serine/threonine protein kinase)(Ser 473, 1:1000, Cell Signaling), rabbit-
anti-Bcl2 (1:2000, Cell Signaling), rabbit-anti-caspase3 (1:1000, Cell Signaling) and rabbit-
anti-PARP (1:1000, Cell Signaling). Rabbit-anti-GAPDH (1:5000, Cell Signaling) was
stained as additional control of the protein loading. After primary antibody incubation,
membranes were washed and incubated with anti-mouse or anti-rabbit secondary antibodies
conjugated with horseradish peroxidase (1:5000, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
for 1 h at room temperature. For protein detection we used chemiluminescence kit
(Amersham, Sdo Paulo/Brazil) and the signals were captured with Amersham Imager 600
(GE healthcare life sciences). Optical density (O.D.) of the Western blotting bands was
quantified using Image J (NIH, Bethesda, MD, USA) software for Windows. Each value was
derived from the ratio between arbitrary units obtained by the protein band and the respective
GAPDH band.

2.8 Statistical Analysis

Data are expressed as means * standard error of the mean (S.E.M.) and analyzed by
Graphped Prism (version 5). The statistical significance among experimental groups was
performed using a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls

test when necessary. A value of p < 0.05 was considered to be significant.

3. RESULTS
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3.1 (PhSe), and swimming exercise decrease the levels of markers of glial cells activated in
the hypothalamus of old rats

Western blotting data relative to the levels of Iba-1 (17 kDa) and GFAP (50 kDa) in
the hypothalamus of old rats are shown in Figs. 1A and B. The one-way ANOVA
demonstrated a significant increase in the levels of GFAP (p<0.05) and Iba-1 (p<0.05) in the
hypothalamus of control old rats when compared to those of adult rats. Old rats supplemented
with (PhSe), and submitted to swimming exercise had the hypothalamic levels of both Iba-1
(p<0.05) and GFAP (p<0.05) reduced when compared to those of control old rats. Treatment
with a diet supplemented with (PhSe), reduced the levels of Iba-1 (p<0.05), but not of GFAP
in the hypothalamus of old rats when compared to those of control old rats. Similar to rats
supplemented with (PhSe), diet and submitted to swimming exercise, old rats that performed
swimming exercise had the levels of Iba-1 (p<0.05) and GFAP (p<0.05) reduced when
compared to those of control old rats.

The reduction in the levels of GFAP in the hypothalamus of old rats supplemented with a
(PhSe), diet and submitted to swimming exercise were further confirmed by

immunohistochemistry analysis (Fig. 2).

3.2. (PhSe), and swimming exercise decrease the levels of proteins involved in the apoptosis

and decrease the pJNK/JNK ratio in the hypothalamus of old rats

The levels of Bcl-2 (26 kDa), procaspase-3 (35 kDa) and the ratio of cleaved
PARP/full length PARP (89 and 116 kDa respectively) were determined to further elucidate
the role of apoptosis in the (PhSe)2-supplemented diet and swimming exercise effect on the
hypothalamus of old rats (Figs. 3A, B and C). The one-way ANOVA revealed a significant
decrease in Bcl-2 (p<0.05) and procaspase-3 levels (p<0.05) in the hypothalamus of control
old rats when compared to those of adult rats. (PhSe),-supplemented diet plus swimming
exercise were effective in increasing procaspase-3 (p<0.05) and Bcl-2 levels (p<0.05) in the
hypothalamus when compared to those of control old rats. In addition, old rats that received
either a (PhSe),-supplemented diet (p<0.05) or performed swimming exercise (p<0.05) had
similar effects on procaspase-3, Bcl-2 and the ratio of cleaved PARP/full length PARP to the

combined treatment.
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Western blot analyses showed an increase in the cleaved PARP/full length PARP ratio
(p<0.05) in the hypothalamus of control old rats when compared to that of adult rats (Fig.
3C). Old rats from (PhSe),-supplemented diet, swimming exercise or a (PhSe),-supplemented
diet and swimming exercise group showed a decrease in the cleaved PARP/full length PARP
ratio (p<0.05) (Fig. 3C).

In order to investigate the involvement of JNK (54, 46 kDa), immunoblotting assays
were performed (Fig. 3D). The pJNK/JNK ratio was increased in the hypothalamus of old rats
when compared to that of adult rats (p<0.05). There was a decrease in the pJNK/INK ratio in
the hypothalamus of old rats that performed swimming exercise (p<0.05), received a (PhSe),-
supplemented diet (p<0.05) or received a (PhSe),-supplemented diet and performed

swimming exercise (p<0.05).

3.3 (PhSe), and swimming exercise increase the levels of proteins involved in neuroprotection

in the hypothalamus of old rats

The mature BDNF (14 kDa) levels, a member of the nerve growth factor family of
neurotrophins, and the pAkt/Akt (60 kDa) ratio (Figs. 4A and B) were determined in the
hypothalamus of old rats. The one-way ANOVA demonstrated a significant decrease of
mature BDNF levels (p<0.05) and the pAkt/Akt ratio (p<0.05) in the hypothalamus of control
old rats when compared to those of adult rats. A diet supplemented with (PhSe),, swimming
exercise or the combination of both treatments increased the levels of mature BDNF (p<0.05),
but only swimming exercise increased significantly the ratio of pAkt/Akt (p<0.05) in the
hypothalamus of old rats when compared to those of control old rats. (PhSe), and the
combination of both treatments had a strong tendency to increase the pAkt/Akt ratio, but there
was no significant difference when compared to that of control old rats.

The NeuN (46, 48 kDa) levels, a biomarker for neurons, decreased in the
hypothalamus of control old rats (p<0.05) when compared with those of adult rats (Fig 4C).
The NeuN levels were increased in the hypothalamus of old rats that received a (PhSe),-
supplemented diet (p<0.05), performed swimming exercise (p<0.05) or the combination of
both treatments (p<0.05).
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4. DISCUSSION

Aging is a process characterized by a progressive loss of various physiological
functions in all species (Lopez-Otin et al, 2013). In the present study we demonstrated the
beneficial effects of a diet supplemented with (PhSe), and swimming exercise on proteins
related to glial cells activation, apoptosis and neuroprotection in the hypothalamus of old rats.
The role of hypothalamus in aging process has been reported by Zhang and collaborators
(Zhang et al, 2013).

The present results demonstrated that a (PhSe),-supplemented diet and swimming
exercise protected against the increase in the levels of Iba-1 and GFAP and the decrease in the
levels of NeuN in the hypothalamus of old rats. Regarding the effects of isolated treatments
on these protein levels, swimming exercise or a (PhSe),-supplemented diet had similar effects
on Iba-1 and NeuN to those of the combined treatment, excepting for the effect of a diet
supplemented with (PhSe), that was not effective in reducing the levels of GFAP increased in
the hypothalamus of old rats.

The increase in the levels of Iba-1 and GFAP observed in old rats reinforce the idea
that aging favors the neuroinflammatory response in the hypothalamus through the activation
of astrocytes and microglia. These glial cells suffer a gradual activation process in response to
inflammatory factors and oxidative stress, leading to morphological changes and secretion of
more pro-inflammatory elements and reactive oxygen species (Morales et.al, 2014).
Secretions of these elements induce mutual activation of microglial cells and astrocytes
creating a vicious cycle that may eventually trigger neuronal death, such hypothesis is
supported by the results of NeuN levels, which were reduced in the hypothalamus of old rats.
Therefore, the results of this study suggest that a (PhSe),-supplemented diet and swimming
exercise were effective in inhibiting astrogliosis, microglial activation and neuronal death in
the hypothalamus of old rats.

A possible explanation to the effects of a (PhSe),-supplemented diet and swimming
exercise on astrogliosis, microglial activation and neuronal death is the therapeutic properties
of (PhSe), and physical exercise. The antioxidant effects of (PhSe), have been credited to its
enzyme mimetic properties (Wilson et al.,1989; Meotti et al., 2004) as well as by increasing
the expression of antioxidant enzymes, activating the nuclear translocation of Nrf-2 factor
(Mancini et al.,, 2014). This way, it has been reported that a (PhSe),-supplemented diet
decreases the serum levels of pro-inflammatory cytokines and increases the levels of IL-10 in
rats of different ages (Leite et al., 2015). In addition, it has been demonstrated that the up-
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regulation of genes that encode antioxidant enzymes is induced by physical exercise, thus
preventing oxidative stress that can trigger activation of pathways linked to inflammation
(Yu, 1996).

As mentioned before, astrocytes and microglia activated can become a chronic source
of pro-inflammatory factors and oxidative molecules in the brain (Herman et al, 2012). These
neurotoxic factors can excessively stimulate the apoptotic pathway and consequently neuronal
death (Bhalala et al., 2015). The results of the present study showed that a (PhSe),-
supplemented diet and swimming exercise were effective against the decrease in the levels of
procaspase-3 and Bcl-2 and the increase in the proteolytic cleavage of PARP in hypothalamus
of old rats. The decrease in the Bcl-2/Bax ratio facilitates cytochrome c release and activation
of caspase-3 that induces the cleavage of PARP inhibiting their DNA repair capacity with
consequent cellular disassembly and death (Pollack et al., 2002). Although this study only
investigated the levels of procaspase-3, some studies have shown an increase of active
caspase-3 levels concomitant with the reduction of those of procaspase-3 (Pinton et al., 2013;
Park et al. 2013). Based on this evidence, the present results suggest an increase in the levels
of active caspase-3 in the hypothalamus of old rats and the effectiveness of combined
treatment in reducing these levels. This idea is further reinforced by the reduction of
proteolytic cleavage of PARP in the hypothalamus of old rats fed with a (PhSe),-
supplemented diet and submitted to swimming exercise. Furthermore, it has been reported
that although Bcl-2 is crucial for inhibiting the intrinsic apoptotic pathway (Upadhyay et al.,
2003) its levels tend to be increased with aging (Kaufmann et al., 2001; Jarskog and Gilmore,
2000). Thus, the increase in the levels of Bcl-2 in the hypothalamus of old rats fed with a
(PhSe),-supplemented diet and submitted to swimming exercise is another important factor
that reinforces the hypothesis that this combined treatment reduced apoptosis in the
hypothalamus of old rats.

JNKSs can be activated by cellular redox state and pro-inflammatory molecules, such as
TNFa, regulating various cellular processes (Zhang e Dong, 2005). The results of this study
showed an increase of the pJNK/JNK ratio in the hypothalamus of old rats and the reduction
of this ratio by a (PhSe),-supplemented diet and swimming exercise. Waetzig et al. (2005)
demonstrated a relevant role of JNKs in the microglial activation in rats, including
morphological changes, metabolic activity/proliferation and cytokine transcription. In
addition, JNKs can function as proapoptotic kinases inducing the release of apoptotic factor
(Lin, 2003). Thus, the findings of the present study suggest that the decrease in the pJNK/JNK
ratio in the hypothalamus of old rats fed with a (PhSe),-supplemented diet and submitted to
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swimming exercise could reduce, at least in part, astrocytes and microglia cells activation and
the intrinsic apoptotic pathway, promoting cellular survival.

As demonstrated in other brain structures of aged rodents (Kim et al., 2010), in the
current study the levels of MBDNF and the pAkt/Akt ratio were reduced in the hypothalamus
of old rats and the combined treatment was effective in increasing the levels of mBDNF, but
not the pAkt/Akr ratio. The TrkB activation by BDNF activates three major cascades of
signaling pathways: phospholipase Cy (PLCy), PI3K/Akt, and extracellular signal-regulated
kinases (ERK), which ultimately lead to the phosphorylation and activation of cAMP
response element-binding protein (CREB) that mediates transcription of genes essential for
the survival and differentiation of neurons (Cunha et al., 2010). In a previous study, we
showed that a (PhSe),-supplemented diet and swimming exercise increased the
pCREB/CREB ratio in the hippocampus of middle-aged rats (Leite et al., 2014), which could
help to explain the effects of combined treatment in these protein levels. However, more
detailed studies aiming three major signaling pathways activated by mBDNF are needed to
confirm such hypothesis.

Regarding the effects of isolated treatments on these protein levels, it can be proposed
that swimming exercise may activate neuroprotective mechanisms in the hypothalamus of old
rats via mBDNF and the PI3K/Akt pathway. This proposal is supported by the fact that
swimming exercise was effective in increasing the levels of mBDNF and the pAkt/Akt ratio
in the hypothalamus of old rats. Adlard et al. (2005) demonstrated that cell proliferation and
neurogenesis enhanced by exercise are directly related with increased expression of BDNF.
Notably, mBDNF activates signaling pathways such as MAPK/ERK and PI3K/Akt (Cotman
et al., 2007). The PI3K/Akt signaling pathway is potentially implicated in numerous
functions, such as neurogenesis and synaptic plasticity (Bruel-Jungerman et al., 2009). In
addition, it is also commonly associated to inhibition of activation of proapoptotic proteins
and transcription factors, thereby promoting cell survival (Brazil et al., 2004).

The organoselenium compound (PhSe), has been reported as a neuroprotective agent
in different experimental models (Poser et al., 2008; Dobrachinski et al., 2014). In this study a
diet supplemented with (PhSe), increased the levels of mBDNF but not the pAkt/Akt ratio in
the hypothalamus of old rats, suggesting that the TrkB activation by BDNF activates another
unidentified signaling pathway different from PI3K/AKkt.

In summary, the findings of the present study demonstrated that a (PhSe),-
suplemmented diet and swimming exercise were effective to decrease the levels of proteins

related to glial cells activation, apoptosis and neuroprotection in the hypothalamus of old rats.
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In addition, the effects of (PhSe), and swimming exercise on neuroendocrine system are an
important source of investigation because neuroimmune/neuroendocrine integration has

crucial role in systemic and central aging.

Acknowledgments:
The financial support by FAPERGS, CAPES and CNPq is gratefully acknowledged.

REFERENCES

Adlard PA, Perreau, VM , Cotman, CW, 2005. The exercise-induced expression of
BDNF within the hippocampus varies across life-span. Neurobiol Aging 26, 511-520.

Bhalala US, Koehler RC, Kannan S, 2015. Neuroinflammation and neuroimmune
dysregulation after acute hypoxic-ischemic injury of developing brain. Front
Pediatr 14;2:144.

Blasko I, Stampfer-Kountchev M, Robatscher P, Veerhuis R, Eikelenboom P and Grubeck-

Loebenstein B, 2004. How chronic inflammation can affect the brain and
support the development of Alzheimer's disease in old age: the role of microglia and
astrocytes. Aging Cell 3: 169-176.

Brazil DP, Yang ZZ, Hemmings BA, 2004. Advances in protein kinase B signalling:
AKTion on multiple fronts. Trends BiochemSci, 29: 233-242.

Bruel-Jungerman E, Veyrac A, Dufour F, Horwood J, Laroche S, Davis S, 2009.
Inhibition of PI3K-Akt signaling blocks exercise-mediated enhancement of adult
neurogenesis and synaptic plasticity in the dentate gyrus. PL0SOne.
19:4(11):7901.

Cunha C, Brambilla R, Thomas KL, 2010. A simple role for BDNF in learning and

memory? Front MolNeurosci. 9;3:1.



49

Cechella JL, Leite MR, Rosario AR, Sampaio TB, Zeni G, 2014. Diphenyl diselenide-
supplemented diet and swimming exercise enhance novel object recognition
memory in old rats. Age (Dordr). 36(4):9666.

Chen WQ, Viidik A, Skalicky M, Hoger H, Lubec G, 2007. Hippocampal signaling
cascades are  modulated in voluntary and treadmill exercise rats.
Electrophoresis 28:4392-4400.

Chung HY1, Lee EK, Choi YJ, Kim JM, Kim DH, Zou Y, Kim CH, Lee J, KIimHS,  Kim
ND, Jung JH, Yu BP, 2011. Molecular inflammation as an underlying mechanism
of the aging process and age-related diseases. J Dent Res 90:830-40.

Cotman CW, Berchtold NC, Christie LA, 2007. Exercises builds brain health: key roles of
growth factor cascades and inflammation. Trends Neurosci 30:464-472,

Cunha C, Brambilla R, Thomas KL, 2010. A simple role for BDNF in learning and
memory? Front Mol Neurosci 3:1.

de Bem AF, Portella Rde L, Colpo E, et al, 2009. Diphenyl diselenide decreases serum levels
of total cholesterol and tissue oxidative stress in cholesterol-fed rabbits. Basic Clin
Pharmacol Toxicol 105:17-23.

Dobrachinski F, da Silva MH, Tassi CL, de Carvalho NR, Dias GR, Golombieski RM, da
Silva Loreto EL, da Rocha JB, Fighera MR, Soares FA, 2014. Neuroprotective effect
of diphenyl diselenide in a experimental stroke model: maintenance of  redox system
in mitochondria of brain regions. Neurotox Res 26:317-330.

Erickson KIl, Kramer AF, 2009. Aerobic exercise effects on cognitive and neural
plasticity in older adults. Br J Sports Med 43:22-24.

Harman, D, 2001. Aging: Overview. Annals of the New York Academy of Sciences 928:1-21.



50

Herman AH, Khandelwal PJ, Rebeck GW, Moussa CEH, 2012. Wild type TCP-43
induces neuro-inflammation and alters APP metabolism in lentiviral gene
transfer models. Exp Neurol 235:297-305.

Jarskog LF, Gilmore JH, 2000. Developmental expression of Bcl-2 protein in human
cortex. Brain Res Dev Brain Res 119, 225-230.

Kaufmann JA, Bickford PC, Taglialatela G, 2001. Oxidative-stress-dependent upregulation of
Bcl-2 expression in the central nervous system of aged Fisher 344 rats. J Neurochem
76:1099-1108.

Kim YP, Kim HB, Jang, MH, Lim BV, Kim YJ, Kim H, Kim SS, Kim EH, Kim CJ, 2003.
Magnitude- and time-dependence of the effect of treadmill exercise on cell
proliferation in the dentate gyrus of rats. Int J Sports Med 24:114-117.

Kim SE, Ko IG, Kim BK, Shin MS, Cho S, Kim CJ, Kim SH, Baek SS, Lee EK, Jee YS,
2010. Treadmill exercise prevents aging-induced failure of memory through an
increase in neurogenesis and suppression of apoptosis in rat hippocampus. Exp
Gerontol. 45:357-365.

Leite MR, Marcondes Sari MH, de Freitas ML, Oliveira LP, Dalmolin L, Branddo R,  Zeni
G, 2014. Caffeine and diphenyl diselenide improve long-term memory  impaired in
middle-aged rats. Exp Gerontol 53:67-73.

Leite MR, Cechella JL, Mantovani AC, Duarte MM, Nogueira CW, Zeni G, 2015.
Swimming exercise and diphenyl diselenide-supplemented diet affect the serum levels
of pro- and anti-inflammatory cytokines differently depending on the age of rats.
Cytokine. 71:119-123.

Lin A, 2003. Activation of the JNK signaling pathway: breaking the break on apoptosis.

Bioessays 25:1-8.



51

Lopez-Otin C, Blasco M A, Partridge L, Serrano M, Kroemer G, 2013. The hallmarks of
aging. Cell 153:1194-1217.

Mancini G, Raniel Straliotto M, da Rocha JB, de Bem AF, 2014. Diphenyl diselenide
improves the antioxidant response via activation of the Nrf-2 pathway in macrophage
cells. Free RadicBiol Med 75 Suppl 1:540.

Meotti FC, Stangherlin EC, Zeni G, Nogueira CW, Rocha JBT, 2004. Protective role of aryl
and alkyl diselenides on lipid peroxidation. Environ Res 94:276-282.

Meydani, M., 2001. Nutrition interventions in aging and age-associated disease. Annals of the
New York Academy of Science 928:226-235.

Mocchegiani E, Costarelli L, Giacconi R, Malavolta M, Basso A, Piacenza F, Ostan R,
Cevenini E, Gonos ES, Monti D, 2014. Micronutrient-gene interactions related to
inflammatory/immune  response and antioxidant activity in ageing and
inflammation. A systematic review. Mech Ageing Dev 136-137:29-49.

Morales |, Guzméan-Martinez L, Cerda-Troncoso C, Farias GA, Maccioni RB, 2014.
Neuroinflammation in the pathogenesis of Alzheimer's disease. A rational
framework for the search of novel therapeutic approaches. Front Cell Neurosci.
22:8:112.

Muradian K and Schachtschabel DO, 2001. The role of apoptosis in aging and age
related disease: Update. Zeitschriftfir Gerontologie und Geriatrie, 6:441-446.

Park GB, Choi Y, Kim YS, Lee HK, Kim D, Hur DY, 2013. ROS and ERK1/2- mediated
caspase-9 activation increases XAF1 expression in dexamethasone-induced apoptosis
of EBV-transformed B cells. Int J Oncol 43:29-38.

Park SH, Kim JH, Nam SW, Kim BW, Kim GY, Kim WJ, Choi YH, 2014. Selenium
improves stem cell potency by stimulating the proliferation and active migration of

3T3-L1 preadipocytes. Int J Oncol 44:336-342.



52

Palmier C, 1986. Selenium reagents and intermediates. Organic synthesis Pergamon,
Oxford.

Pinton S, Souza AC, Sari MH, Ramalho RM, Rodrigues CM, Nogueira CW, 2013. p,p-
Methoxyl-diphenyldiselenide protects against amyloid-f induced cytotoxicity in vitro
and improves memory deficits in vivo. Behav Brain Res. 247:241-247.

Pollack M, Phaneuf S, Dirks A, Leeuwenburgh C, 2002. The role of apoptosis in the
normal aging brain, skeletal muscle, and heart. Ann. NY Acad. Sci. 959:93-107.

Posser T, Franco JL, dos Santos DA, Rigon AP, Farina M, Dafré AL, Teixeira Rocha JB,
Leal RB, 2008. Diphenyldiselenide confers neuroprotection against hydrogen peroxide
toxicity in hippocampal slices. Brain Res 1199:138-147.

Ravi Kiran T, Subramanyam MV, Asha Devi S, 2004. Swim exercise training and
adaptations in the antioxidant defense system of myocardium of old rats:
relationship to swim intensity and duration. Comp Biochem Physiol B Biochem Mol
Biol 137:187-196.

Schroeter H, Boyd CS, Ahmed R, Spencer JP, Duncan RF, Rice-Evans C, Cadenas E, 2003. ¢
Jun N terminal kinase (JNK)-mediated modulation of brain mitochondria
function: new target proteinsfor JNK signalling in mitochondrion-dependent
apoptosis. Biochem J 372:359-3609.

Upadhyay D, Panduri V, Ghio A, Kamp DW, 2003. Particulate matter induces alveolar
epithelial cell DNA damage and apoptosis: role of free radicals and the
mitochondria. Am J Respir Cell Mol Biol 29:180-187.

Wilson SR, Zucker PA, Huang RC, Spector A, 1989. Development of synthetic compounds
with glutathione peroxidase activity. J Am ChemSoc 111:5936-5939.

Yu BP, 1996. Aging and oxidative stress: modulation by dietary restriction. Free Radic Biol

Med 21:651-668.



53

Zhang YL, Dong C, 2005. MAP kinases in immune responses. Cell Mol Immunol 2:20-27.
Zhang G, Li J, Purkayastha S, Tang Y, Zhang H, Yin Y, Li B, Liu G, Cai D, 2013.
Hypothalamic programming of systemic ageing involving IKK-B, NF-kB and GnRH.

Nature 49:211-216.

LEGENDS AND FIGURES

Figure 1. Effect of a diet supplemented with 1 ppm (PhSe), and swimming exercise (1% of
body weight, 20 min per day for 4 weeks) on Iba-1 (A) and GFAP (B) levels in the
hypothalamus of old male rats (27 month-old). Values are expressed as the mean £ SEM of
five animals per group. #p< 0.05 as compared with the adult group, *p< 0.05 as compared

with the old control group, ®p< 0.05 as compared with the (PhSe), group.

Figure 2. Effect of a diet supplemented with 1 ppm (PhSe), and swimming exercise (1% of
body weight, 20 min per day for 4 weeks) on GFAP content in the hypothalamus of old male
rats (27 month-old). The GFAP content was evaluated by immunofluorescence microscopy.

Scale bar: 25 pm.

Figure 3. Effect of a diet supplemented with 1 ppm (PhSe), and swimming exercise (1% of
body weight, 20 min per day for 4 weeks) on the levels of Bcl2 (A) and procaspase-3 (B), the
cleaved PARP/full length PARP ratio (C) and the pJNK/IJNK ratio (D) in the hypothalamus of
old male rats (27 month-old). Values are expressed as the mean + SEM of five animals per

group. #p< 0.05 as compared with the adult group, *p< 0.05 as compared with the old control

group.

Figure 4. Effect of a diet supplemented with 1 ppm (PhSe), and swimming exercise (1% of
body weight, 20 min per day for 4 weeks) on mBDNF levels (A) and the pAkt/Akt ratio (B)
and NeuN levels (C) in the hypothalamus of old male rats (27 month-old). Values are
expressed as the mean + SEM of five animals per group. #p< 0.05 as compared with the adult

group, *p< 0.05 as compared with the old control group. Representative qualitative Western
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blotting analysis at the top of each figure, graphic shows representative quantification of the
proteins immunocontent normalized to GAPDH protein.
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4. DISCUSSAO

A ideia original de que o envelhecimento era regido por uma causa unifatorial foi
substituida apds intensos anos de pesquisa pela visdo de que este processo € influenciado
por causas multifatoriais complexas (Weindruch and Walford, 1988; Weinert and Timiras,
2003). A cascata de eventos que leva ao envelhecimento normal pode interagir
simultaneamente a nivel molecular, celular e sistémico/central. Quando estes sistemas
fisiologicos sofrem alguma perturbagdo ocasionando uma deficiéncia em seu
funcionamento, o resultado é um desequilibrio da organizacdo funcional que inibe a
capacidade do organismo para responder a diferentes tipos de estresse. O envelhecimento
torna-se entdo a manifestacdo de uma desordem homeostatica generalizada, levando a
inimeras patologias e, finalmente, a morte (Weindruch e Walford, 1988).

Terapias tanto de cunho farmacol6gico quanto ndo farmacoldgico com o intuito de
retardar o processo de envelhecimento bem como doencas ligadas a este processo tem
sido extensivamente estudas. Desta forma, o desenvolvimento de drogas que possam
minimizar os efeitos da idade tem se intensificado. Inimeros trabalhos tem descrito as
diversas atividades farmacoldgicas do (PhSe),, despertando o interesse por este composto
(Brito et al., 2009; de Freitas et al., 2009; Ghisleni et al., 2003; Ghisleni et al., 2008;
Glaser et al., 2014; Moretto et al., 2005a; Moretto et al., 2005b; Posser et al., 2008;
Nogueira et al., 2003; Luchese et al., 2009; Meotti et al., 2004; Borges et al., 2005;
Wilhelm et al., 2009; Savegnago et al., 2006; de Vargas Barbosa et al., 2008; Melo et al.,
2013; Savegnago et al., 2008; Cechella et al., 2014; Leite et al., 2014; Rosa et al., 2003;
Souza et al., 2010; Stangherlin et al., 2008). Além disso, os relatos sobre os efeitos
benéficos do exercicio fisico sobre diversos insultos, além do envelhecimento e doencas
ligadas a este processo, sao muito amplos (Booth et al., 2012). Assim, os resultados
apresentados nesta tese demonstram o potencial do (PhSe), e exercicio de natacdo em
reduzir mediadores inflamatérios que influenciam diretamente no fenotipo do
envelhecimento. De fato, estes tratamentos podem regular vias de sinalizacdo que sao
descritas por estarem intimamente relacionadas com o processo de envelhecimento em
diversos tecidos.

E amplamente aceito que uma caracteristica tipica do processo de envelhecimento é
um aumento geral dos niveis plasmaticos e a capacidade de células para produzir citocinas
pro-inflamatorias (Di Orio et al., 2003; Wei et al., 1993; Bruunsgaard, et al., 1999). Entre
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estes mediadores inflamatorios, um papel principal é desempenhado por algumas citocinas
agindo principalmente no ambito da imunidade inata, quer com agbes pré ou anti-
inflamatdrias. As citocinas mais envolvidas no processo inflamatério parecem ser o0 TNF-
a, IL-1B, IL-6, TGF-B e IL-10 (Salvioli et al., 2006). A perda de controle fisioldgico das
reacOes inflamatdrias é devido a um desequilibrio entre os niveis de citocinas pré e anti-
inflamatorias, ou a capacidade de restaurar o equilibrio quando o estimulo inflamatério é
diminuido. Isso leva a um estado cronico pro-inflamatorio de baixo grau, o inflammaging,
que contribui para acelerar o envelhecimento além de promover ou exacerbar inimeras
condicGes patoldgicas.

O aumento sérico de citocinas pro-inflamatérias com a idade bem como a diminuigéo
nos niveis da citocina anti-inflamatéria 1L-10 demostrados no Artigo 1 estdo de acordo
com as consideracdes abordadas anteriormente. Existem varios mecanismos possiveis da
inflamacgdo crénica: (i) a producgdo persistente de moléculas reativas por infiltracdo de
leucdcitos gerados para destruir agentes patogénicos, eventualmente danifica os elementos
estruturais celulares e de tecidos; (ii) células ndo imunes danificadas e células imunes
ativadas além de células senescentes levam a producdo de citocinas e ERO que
amplificam, modulam a resposta inflamatdria e alteram o fenotipo de células vizinhas,
muitas vezes em detrimento da fungdo tecidual normal (Rodier and Campise, 2011;
Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007). Muitos tecidos envelhecidos provavelmente
permanecem em um estado cronicamente inflamado embora sem sinais de infec¢édo, o que
pode ocasionar (iii) a interferéncia com a "sinalizacdo anabolica”. Por exemplo, IL-6 e
TNF-0 diminuem a regulagdo da sinalizagdo da insulina, IGF-1 e eritropoietina e da
sintese proteica ap6s uma refeicdo ou sessdo de exercicio (Fransechi and Campisi, 2014).
Assim a inflamacdo cronica (inflammaging) provavelmente deriva, mas ndo unicamente,
das fontes aqui descritas. Estas fontes ndo sdo mutuamente exclusivas, e suas
contribuices relativas requerem mais estudos.

Os resultados apresentados no Artigo 1 demonstram o potencial anti-inflamatério do
exercicio de natacdo e do (PhSe),. No entanto estes efeitos sdo dependentes da idade dos
animais, pois em animais velhos o exercicio de natacdo mostrou ter um perfil pro-
inflamatorio e o (PhSe), apresentou um efeito anti-inflamatorio somente nos animais
velhos que realizavam o exercicio de natacdo, ndo mostrando um efeito per se. O
exercicio é considerado uma forma facilmente acessivel e segura para atenuar a
inflamacdo e senescéncia celular (Werner et al.,, 2009). No entanto, os efeitos da

intervencdo do exercicio sobre marcadores de inflamagédo séricos sdo controversos. Por
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exemplo, alguns estudos demonstram que 0 exercicio aerébico € capaz de reduzir os
niveis circulantes de proteina C reativa (Goldhamme et al., 2005; Okita et al., 2004),
enquanto outros estudos relatam que a intervencdo do exercicio ndo apresenta efeitos
(Hammett et al., 2004; Kelley and Kelley, 2006; Marcell et al., 2005). Um aumento
acentuado dos niveis de IL-6 séricos apds o exercicio sem danos musculares tem sido um
achado notavelmente consistente (Drenth et al., 1995; Ostrowski et al., 2000) A IL-6
plasmatica aumenta de um modo exponencial com o exercicio e esta relacionada com a
intensidade do exercicio, duracdo, a massa muscular recrutada e a capacidade de
resisténcia muscular (Pedersen BK and Hoffman-Goetz L., 2000; Febbraio and Pedersen,
2002). Dados sugerem que a IL-6 exerce efeitos inibitdrios sobre a producdo de TNF-a ¢
IL-1B (Schindler et al., 1990; Mizuhara et al., 1994; Matthys et al, 1995), sugerindo que a
IL-6 tem um papel anti-inflamatério. Além disso, concentracdes fisioldgicas de IL-6
estimulam o aparecimento na circulacdo das citocinas anti-inflamatérias de IL-1ra e 1L-10
além de evidencias sugerirem uma inducéo da lipolise e oxidacdo de acidos graxos com
consequente diminuicdo de gordura (Petersen and Pedersen, 2005). Este efeitos a longo
prazo do exercicio podem ser atribuidos a resposta anti-inflamatdria induzida por um
efeito agudo do exercicio, o que € em parte mediado pela IL-6 do mdsculo. No entanto, a
IL-6 parece ter um papel dual sobre a inflamac&o, pois ela é considerada um marcador de
inflamacéo cronica relacionada a varias patologias. Assim, uma questdo fundamental
permanece de quais niveis elevados de IL-6 destinam-se a reduzir uma resposta
inflamatdria que é inapropriadamente longa ou se uma desregulacdo primaria dos niveis
de IL-6 é responsavel por um estado pré-inflamatdrio crénico, tendo um impacto negativo
sobre a saude. Ndo menos importante, é sugerido que a producdo moderada de ERO
induzida pelo exercicio desempenha um papel na inducdo de defesas antioxidantes
resultando na diminuicdo da incidéncia da inflamacdo crénica bem como doencas
relacionadas a esta condicdo e retardo do processo de envelhecimento (Radak et al.,
2005). Contudo, uma producéo exacerbada de ERO influenciada pelo exercicio exaustivo
e crbnico pode ter um efeito oposto uma vez que vias de sinalizagdo que tem como alvo
genes inflamatdrios sdo reguladas pelo estado redox celular.

Selénio é um potente nutriente antioxidante que realiza seus efeitos biologicos atraves
da sua incorporacdo a selenoproteinas. A principal forma de Se ingerido por seres
humanos é a selenometionina (Se-Met), embora outras formas de Se estejam presentes em
alimentos. Dados 0s papéis cruciais que selenoproteinas desempenham na regulagdo ERO

e estado redox em quase todos os tecidos, ndo € de se admirar que a dieta com Se
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influencie fortemente a inflamac&o e respostas imunes. De fato, o Se e selenoproteinas
ndo sdo apenas importantes para iniciar ou aumentar a imunidade, mas eles também estéo
envolvidas na regulacdo imune, que é crucial para a prevencdo de respostas excessivas
que podem levar a auto-imunidade ou inflamacéao crénica (Huang et al., 2012). Durante o
envelhecimento, a imunidade adaptativa diminui drasticamente enquanto que a imunidade
inata parece ser ativada o que induz um perfil pro-inflamatério caracteristico (Salminen et
al., 2012). Como visto anteriormente, este fendmeno é chamado de imunossenescéncia e
estd intimamente relacionado ao inflammaging. O regulador mestre da imunidade inata é o
sistema NFxB, uma via de sinalizagdo sensivel a mudangas no perfil oxidativo celular.
Dessa forma, dois pontos importantes podem estar relacionados a capacidade do Se de
diminuir a inflamacdo. O primeiro é o fato do Se aumentar células do sistema imune
adaptativo, como visto em um estudo onde a suplementacdo com Se (400 mg/dia) durante
6 meses em pessoas idosas aumentou mais de 50% a percentagem de células T CD4+
(Wood et al., 2000). O segundo fator é a capacidade do Se de diminuir os niveis de ERO
gue como Vvisto anteriormente podem ativar as vias de sinalizacdo do NFkB e das MAPKs.
Tendo em vista estes efeitos, moléculas organicas de Se podem diminuir a inflamacéo
cronica relacionada a idade por restaurar as funcGes sistema imune adaptativo em
organismos envelhecido bem como o equilibrio do estado oxidativo em células imunes e
ndo imunes. Alguns estudos tém utilizado o composto orgéanico de Se ebselen para
mostrar que as funcdes de macréfagos e células dendriticas sdo afetadas por esse
selenocomposto (Matsue et al., 2003; Shimohashi et al., 2000). No entanto, existem
poucos estudos sobre os efeitos dos compostos de Se relacionados a mecanismos que
regulam a inflamacédo ou imunidade, e a maior parte dos dados sobre a atividade biologica
do Se estdo relacionados a sua incorporacao em selenoproteinas.

O sistema nervoso central é considerado uma regido imunologicamente privilegiada
uma vez que células imunitarias periféricas sdo geralmente bloqueadas pela barreira
hematoencefalica (BBB) (Sarma, 2013). Contudo, moléculas inflamatdrias secretadas de
células imunes e ndo imunes periféricas podem cruzar uma BBB comprometida. Tais
moléculas podem desencadear a superativacdo de células gliais gerando mais moléculas
inflamatérias bem como ERO. Esta condicdo pode comprometer ainda mais a
permeabilidade da BBB, possibilitando que células imunes periféricas circulantes possam
migrar para o cérebro e interagir com neurdnios e células gliais que expressam moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade (regido gendmica que codifica moléculas

MHC de superficie celular que controlam a maior parte do sistema imune). Esta condigédo
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pode provocar ainda mais a migracdo de leucdcitos e macrofagos através da BBB,
perpetuando a resposta imune (Gendelman, 2002; t' Hart and Wilfred, 2013). Assim, uma
resposta que tem como objetivo proteger o SNC pode se tornar uma inflamacéo toxica e
generalizada pela producdo exacerbada de moléculas inflamatérias e ERO, podendo levar
a lesbes e morte dos neurdnios. O estabelecimento da neuroinflamacéo pode influenciar
negativamente inimeras regiGes do cérebro como a morte de neurénios dopaminérgicos
da substancia nigra, uma condicao para a doenca de Parkinson (Tansey, 2012) e acimulo
de emaranhados neurofibrilares e placas beta-amiloides em neurénios hipocampais, dois
marcadores da doenca de Alzheimer (Meraz-Rios, 2013). Finalmente, a neuroinflamag&o
no hipotdlamo pode causar disfuncdo e morte de neurbnios hipotalamicos e
consequentemente um desequilibrio na liberacdo de hormdnios para diversas regides do
organismo influenciando no aparecimento de diversas doencas metabdlicas (Purkayastha
and Cai, 2013) e como mostrado recentemente, no avan¢o do envelhecimento (Zhang et
al. 2013).

Uma vez que o exercicio de natacdo foi aparentemente exaustivo para ratos velhos
causando um efeito pré-inflamatorio (artigo 1), os ratos velhos que realizaram o exercicio
de natacdo no manuscrito 1 tiveram uma reducdo da sobrecarga utilizada afim de evitar
efeito semelhantes. Os resultados apresentados no manuscrito 1 mostram claramente que o
exercicio de natacdo e o (PhSe), influenciam na modulagdo de proteinas constituintes de
vias moleculares reguladas pelo pelo envelhecimento no hipotdlamo. Um aumento da
ativacdo de células microgliais bem como astrocitos é observado no cérebro de animais
velhos e esta ativagdo é correlacionada com o aumento de mediadores inflamatérios, tanto
perifericamente quanto centralmente (Hoogland et al., 2015). Como demostrado no
manuscrito 1, o exercicio de natacdo mais a dieta com (PhSe), foi capaz de diminuir o0s
niveis de Iba-1 e GFAP, marcadores de ativacdo microglial e de astrocitos
respectivamente em hipotalamo de ratos velhos. A diminuigdo dos niveis de GFAP foi
reforcada pelo ensaio de imunohistoquimica. Analogamente a células periféricas imunes e
ndo imunes, as vias que orquestram este processo de ativacdo de células microglias e
astrocitos com consequente geracdo de moléculas inflamatorias e oxidativas é o sistema
NFkB e as vias das MAPKs. A JNK ¢é uma quinase pro-inflamatoria pertencente a familia
das MAPKSs e pode induzir a translocacdo do fator de transcri¢cdo proteina ativadora-1
(AP-1) (Cai and Liu, 2012). A AP-1 controla numerosos processos celulares tais como
diferenciacdo, proliferacdo, apoptose além de transcrever genes inflamatérios. Como

mostrado no manuscrito 1, o exercicio de natacdo mais a dieta com (PhSe), foi capaz de
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diminuir os niveis da JNK ativada (pJNK) no hipotdlamo de ratos velhos. Assim esses
resultados possibilitam sugerir que a diminuicdo da fosforilagdo da JNK pode estar
envolvida da reducdo da ativacao de células glias pelo exercicio de natagdo mais a dieta
com (PhSe),. Além disso, a JNK é também considerada uma quinase apototica.

Dentre os mecanismos desencadeadores de apoptose, a pJNK pode antagonizar a
atividade antiapoptética do Bcl2 e Bcl-X. diretamente ou via ativagdo das proteinas
promotoras de morte associado ao Bcl2 (Bad) e proteina 11 semelhante ao Bcl2 (Bim).
Isto possibilita a ativacdo da proteina X associada ao Bcl2 (Bax) que interage com canais
de anions dependentes de voltagem induzindo sua abertura com consequente perda do
potencial da membrana mitocondrial e liberagdo do citocromo C (Dhanasekaran and
Reddy, 2008). Também foi observada uma diminui¢do nos niveis de pro-caspase 3 em
hipotdlamo de ratos velhos. Geralmente € observado um aumento da caspase-3 ativa
concomitante com a diminuicdo da prd-caspase 3, 0 que sugere um aumento da caspase-3
na sua forma ativa no hipotalamo de ratos velhos. Esta hip6tese € reforcada pelo aumento
da clivagem da PARP, uma proteina de reparo ao DNA e alvo da caspase 3 ativa. Além
disso, estudos demonstraram que a clivagem de Bcl2 e Bcl-X, por caspases podem afetar
a sua atividade anti-apoptética. Por exemplo, caspase 3 cliva o Bcl2 para aparentemente
criar uma molecule pré-apoptotica (Cheng et al., 1997; Clem et al., 1998; Jhonson and
Boise, 1999). De fato, uma diminuicdo dos niveis de Bcl2 também foi observada,
reforcando ainda mais a ideia que os niveis de caspase 3 ativa podem estar aumentados.
Com base nestes mecanismos propostos, ha um aparente aumento da sinalizacédo
apoptdtica mitocondrial pela pJNK em hipotalamo de ratos velhos e isto corrobora com a
diminuicdo dos niveis do marcador de neurdnios NeuN, como mostrado no manuscrito 1.
Os efeitos anti-apoptoticos do exercicio de natacdo mais a dieta com (PhSe), sdo claros
uma vez que os niveis de NeuN foram aumentados no hipotalamo de ratos velhos. O
mecanismo anti-apoptético envolvido parece ser a diminuigdo da ativacdo da JNK com a
consequente reducdo da via apoptdtica intrinseca, uma vez que os niveis de Bcl2 e pro-
caspase 3 foram aumentados além de ser observada uma redugdo da PARP clivada.

Durante o envelhecimento o acumulo de citocinas inflamatorias e outras substancias
podem prejudicar vias de transducdo de sinal essenciais para a saude neuronal. As
neurotrofinas classicas NGF, BDNF, e neurotrofinas NT-3 e a NT-4 sdo bem conhecidas
por regular criticamente diversos aspectos da diferenciacdo neuronal, sobrevivéncia
celular e crescimento. E sugerido que o acimulo destas moléculas inflamatérias pode

levar a um estado chamado “resisténcia a neurotrofinas” (Cotman, 2005). Em particular,



67

foi relatado que a administracdo de citocinas pro-inflamatorias ou de LPS provoca uma
reducdo significativa da expressdo do gene BDNF (Raetz e Whitfield, 2002, Lapchak et
al., 1993). O impacto negativo da inflamacéo sobre 0 BDNF tem importantes implicacfes
para uma serie de condicdes patologicas. Por exemplo, sabe-se que as citocinas pro-
inflamatérias comprometem a memoria dependente do hipocampo (Pugh et al., 1998) e
aumentam a apoptose no cérebro (Nolan et al., 2003), caracteristicas que estdo envolvidos
em varios estados patoldgicos associados a envelhecimento e as doencas
neurodegenerativas. Os resultados presentes no manuscrito 1 mostram uma reducdo dos
niveis de BDNF maduro (mBDNF) bem como a fosforilacdo da Akt (pAkt) no hipotdlamo
de ratos velhos e uma reversdo pelo exercicio de natacdo mais a dieta com (PhSe),. O
mBDNF desencadeia a ativacdo trés proteinas, quinase regulada por sinal extracelular
(ERK), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e fosfoinositideo fosfolipase C-y (PLCy), que
séo os seus reguladores downstream (Chen et al., 2013). A ativacdo da Akt pela PI3K tem
efeitos agudos sobre a sobrevivéncia da célula devido a fosforilagdo da BAD, a qual na
forma fosforilada € sequestrada no citosol pela proteina 14-3-3, impedindo os seus efeitos
pré-apoptéticos na mitocondria (Downward, 2004). Dessa forma, além dos mecanismos
anti-apoptoticos do exercicio de natacdo mais a dieta com (PhSe), envolvendo a JNK e
caspase-3 propostos anteriormente, também podem ser levados em consideracdo o
aumento do mBDNF e pAkt. Além disso, a pAkt é translocada para o ndcleo onde pode
fosforilar determinados fatores de transcricdo, regulando desse modo a expressao de genes
especificos que contribuem para a sobrevivéncia celular (Hanada et al., 2004). De fato,
Akt pode promover a sobrevivéncia de células através da estimulacdo da expressdo
génica, em parte, via elemento de resposta ao AMP ciclico (CREB) (Du and Montmini,
1998). O CREB ¢é um fator de transcricdo que regula diversas respostas celulares,
incluindo a proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo. Interessantemente, o pCREB liga-
se a regido promotora do BDNF e Bcl2 aumentando a regulacdo da expressdo de ambas
proteinas (Finkbeiner, 2000). Esta poderia ser uma possivel explicacdo para o aumento
dos niveis de BDNF e Bcl2 em hipotalamo de ratos velhos induzidos pelo exercicio de
natacdo mais a dieta com (PhSe),. Reforgando esta ideia, estudos tem demonstrado que
ambos exercicio e (PhSe), sdo capazes de aumentar o CREB fosforilado (pCREB)
(Aguiar, 2011; Leite et al., 2014).

Outro importante ponto a ser considerado € a hipotese proposta de que o pCREB pode
inibir diretamente a ativagdo do NFxB através do bloqueio da ligacdo da proteina de

ligachio a CREB (CBP) ao complexo NF-kB, limitando assim as respostas pro-
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inflamatorias (Wen et al., 2010). Este poderia ser mais um mecanismo pelo qual o
exercicio de natacdo mais a dieta com (PhSe), poderiam suprimir os efeitos
neuroinflamatdrios causados pelo avanco da idade, contudo um estudo minucioso se faz

necessario.
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Figura 5. Modelo esquematico dos possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos do (PhSe), e exercicio de

natacdo no sangue e hipotalamo de ratos velhos (Leite, 2016).

Estes resultados permitiram a proposta de hipdteses mecanisticas para ter-se um
melhor entendimento dos efeitos do (PhSe), e exercicio de natacdo sobre modificagdes

causadas pelo envelhecimento, estimulando assim novos estudos para sua confirmacao.
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5. CONCLUSAO

Os dados apresentados nesta tese possibilitam concluir que:

e Tanto o composto (PhSe), quanto o exercicio de natacdo possuem efeitos anti-
inflamatorios em ratos Wistar de meia idade;

e Contudo esses efeitos séo dependentes da idade uma vez que em ratos velhos o
exercicio de natagdo foi pro-inflamatdrio e o (PhSe), apresentou efeitos somente em conjunto
com o exercicio de natacao;

e O aumento da ativacdo de células gliais e da fosforilacdo da JNK no hipotalamo
de ratos velhos foi diminuido pela suplementacdo com (PhSe), e exercicio de natacéo;

e A suplementacdo com o (PhSe), e o exercicio de natacdo reduziu a apoptose de
células hipotaldamicas em ratos velhos uma vez que os niveis de ambas pré caspase-3 e Bcl2
foram aumentados e a raz&o da PARP clivada/PARP foi diminuida;

e Os fatores de neuroprotecdo que auxiliam na sobrevivéncia celular investigados
nesta tese, mBDNF e Akt, foram aumentados em hipotdlamo de ratos velhos pela

suplementacdo com (PhSe), e exercicio de natacéo.
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