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O envelhecimento é um processo degenerativo que afeta praticamente todos os organismos vivo. O aumento do 

processo inflamatório parece ser um dos principais fatores que contribuem para o envelhecimento e o 

inflammaging bem como a neuroinflamação no hipotálamo tem um papel crítico. Assim essa tese teve como 

objetivo principal avaliar os efeitos de uma dieta suplementada com disseleneto de difenila (PhSe)2 e exercício de 

natação sobre alterações ocasionadas pelo envelhecimento tanto no sangue quanto no hipotálamo de ratos Wistar 

velhos (27 meses de idade). Para o estudo 1, os animais foram suplementados com (PhSe)2 (10 p.p.m.) na ração e 

realizaram exercício de natação com sobrecarga (3% do peso corporal, 20 min/dia, 5 dias por semana). Tanto a 

suplementação com (PhSe)2 quanto o exercício de natação tiveram a duração de 4 semanas. Amostras de sangue 

foram coletadas para a análise dos níveis de interleucinas pró e anti-inflamatórias. Os resultados apresentados no 

primeiro estudo demostraram claramente os efeitos anti-inflamatórios do (PhSe)2 e do exercício de natação uma 

vez que os níveis de citocinas pró-inflamatórias séricas foram diminuídos em ratos de diferentes idades (meia 

idade e velhos). Além disso, os níveis da proteína anti-inflamatória IL-10 foram aumentados. No entanto ratos 

velhos que realizaram somente o exercício de natação tiveram os níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias 

aumentados e da IL-10 diminuídos, demostrando que o protocolo de exercício de natação utilizado foi exaustivo 

para os animais. Não houve nenhuma modificação nos parâmetros avaliados no sangue de ratos velhos 

suplementados somente com (PhSe)2.  Estes resultados demostram que os efeitos da dieta suplementada com 

(PhSe)2 e do exercício de natação nos níveis séricos de citocinas pró e anti-inflamatórias foram dependentes da 

idade dos animais. Para o estudo 2, os animais receberam a suplementação com (PhSe)2  similarmente ao estudo 1 

(10 p.p.m. na ração). Contudo, tendo em vista os efeitos pró-inflamatórios do exercício de natação observados no 

estudo 1, a sobrecarga utilizada foi reduzida (1% do peso corporal, 20 min/dia, 5 dias por semana).  Novamente, 

ambas a suplementação com (PhSe)2 e exercício de natação tiveram a duração de 4 semanas. O ensaio de western 

blotting foi realizado para avaliar os níveis de proteínas envolvidas com ativação de células gliais, apoptose e 

neuroproteção. Além disso, o ensaio de imunohistoquinica foi realizado para confirmar a ativação de astrocitos.  

No segundo estudo, uma diminuição nos níveis de marcadores de ativação de células gliais (GFAP e IBA-1) foi 

observada no hipotálamo de ratos velhos suplementados com (PhSe)2 e que realizavam exercício de natação. 

Além disso, a fosfoliralação da JNK, uma quinase envolvida com a resposta inflamatória e apoptose, foi 

diminuída. Um efeito antiapoptótico por parte da suplementação com (PhSe)2 e exercício de natação foi 

observado uma vez que os níveis de NeuN foram aumentados bem como da proteína anti-apoptótica Bcl2 no 

hipotálamo de ratos velhos. Reforçando este efeito anti-apoptótico, os níveis de pró-caspase 3 e PARP clivada 

foram aumentados e diminuídos respectivamente. Um aumento dos níveis BDNF maduro e Akt forforilada, duas 

proteínas envolvidas com a sobrevivência celular, foram aumentados pela suplementação com (PhSe)2 e exercício 

de natação. Estes resultados demonstram os efeitos benéficos da suplementação com (PhSe)2 e exercício de 

natação sobre modificações ocasionadas pelo envelhecimento. 
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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)2 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)2 (1 ppm) in the diet and performed swimming exercise with overload (3% body weight, 20 min / day, 5 

days per week). Both (PhSe)2 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)2 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)2 . These results demonstrated that a diet supplemented with (PhSe)2 

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)2 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)2 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)2 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)2 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)2 and swimming exercise. These results demonstrated the beneficial effects of supplementation (PhSe)2 

and swimming exercise on age-related changes. 

 

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

  

No item INTRODUÇÃO está descrita uma breve revisão sobre os temas 

abordados nesta tese seguida pelos itens OBJETIVOS. 

O desenvolvimento desta tese está apresentado sob a forma de um artigo 

científico e um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão 

e Referências Bibliográficas encontram-se no próprio artigo. Os artigos estão 

dispostos da mesma forma em que foram publicados ou organizados para a 

submissão. Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÕES encontrados no final 

desta tese apresentam interpretações gerais sobre o manuscrito e resultados 

complementares contidos neste trabalho. O item REFERÊNCIAS refere-se 

somente as citações que aparecem no item INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO 

desta tese. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 ENVELHECIMENTO  

 

O envelhecimento tem despertado a curiosidade e tem impelido pesquisas ao longo da 

história da humanidade. Este fenômeno é definido como um declínio funcional dependente do 

tempo de vários sistemas que coordenam a homeostase dos organismos vivos acarretando 

mudanças fisiológicas, físicas e no caso dos humanos sociais (De Luca dAlessandro et al., 

2011). Com a melhora na saúde pública, tecnologias médicas e nutrição; adultos com mais de 

50 anos tornaram-se o segmento que mais cresce da sociedade (Burch et al., 2014) e as 

estimativas preveem que o mundo terá cerca de 2 bilhões de idosos em 2050. No entanto, em 

pessoas idosas, os déficits relacionados à saúde degenerativa começam a aparecer e 

representam um potencial de carga econômica para o indivíduo e a sociedade. 

Um grande avanço nas pesquisas do envelhecimento ocorreu no início dos anos 60, 

quando Leonard Hayflick mostrou que as células cultivadas in vitro têm uma vida útil 

limitada, um processo geralmente referido como senescência celular (Hayflick and Morehead, 

1961). A senescência celular pode ser mais bem definida como uma repressão estável do ciclo 

celular acoplado a mudanças fenotípicas estereotipadas que provocam uma série de alterações 

metabólicas e morfológicas e que, eventualmente, fazem com que a célula cesse a divisão. 

Novos avanços nas pesquisas a cerca do envelhecimento ocorreram nos últimos 30 anos após 

o isolamento das primeiras linhagens de Caenorhabditis elegans com vida longa (Klass, 

1983). Desde então, várias questões críticas surgiram no campo do envelhecimento sobre as 

fontes fisiológicas de danos causadores do envelhecimento, as respostas compensatórias que 

tentam restabelecer a homeostase, a interligação entre os diferentes tipos de danos e respostas 

compensatórias e as possibilidades de intervir exogenamente para retardar o envelhecimento. 

Recentemente, foram propostas nove causas principais que são geralmente 

consideradas por contribuir para o processo de envelhecimento, determinado assim o fenótipo 

do envelhecimento (Figura 1) (López-Otín et al., 2013). Dos nove marcadores propostos por 

Lopez-Otin, a instabilidade genética, encurtamento dos telômeros, perda de proteostase e 

exaustão de células-tronco são principalmente geneticamente pré-determinados. Alterações 

epigenéticas, sensibilidade desregulada a nutrientes, senescência celular, disfunção 

mitocondrial e comunicação intercelular alterada têm sua fonte primária no estilo de vida e 

influência do meio ambiente (Chen et al., 2015). 
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Figura 1. Os nove marcadores e possíveis causas do envelhecimento. Fonte adaptada: López-Otín et al., 2013. 

 

1.1.1. Fatores causadores do envelhecimento 

 

1.1.1.1 Instabilidade Genômica 

 

Uma característica 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 são continuamente desafiadas por agentes exógenos físicos químicos e 

biológicos além de ameaças endógenas tais como erros de replicação de DNA, reações 

hidrolíticas espontâneas e espécies reativas de oxigênio (EROs) (Hoeijmakers, 2009). As 

lesões genéticas decorrentes de danos extrínsecos ou intrínsecos são muito diversas 

ocasionando uma frequência elevada de mutações genéticas que incluem mudanças nas 

sequências de ácidos nucleicos, rearranjos cromossômicos (mutações pontuais, translocações, 

ganhos e perdas cromossomais), aneuploidia (presença anormal de cromossomos em uma 

célula), encurtamento dos telômeros e perturbações genéticas. Para minimizar lesões 
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provocadas por agentes intrínsecos ou extrínsecos, 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 deficiências 

genéticas nas vias de reparo ao DNA são outra característica marcante em organismos 

envelhecidos (Moskalev et al., 2012). Os sistemas de estabilidade genômica também incluem 

mecanismos específicos para manter o comprimento apropriado e funcionalidade dos 

telômeros e para assegurar a integridade do DNA mitocondrial (mtDNA) (Blackburn et al., 

2006; Kazak et al., 2012). Outro fator de extrema importância para a instabilidade genômica 

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

 

1.1.1.2 Encurtamento dos telômeros  

 

O acúmulo de danos do DNA com a idade parece afetar o genoma aleatoriamente, mas 

existem algumas regiões existentes nos cromossomos, tais como telômeros, que são 

particularmente susceptíveis a deterioração relacionada com a idade (Blackburn et al., 2006). 

Telômeros são regiões nas extremidades dos cromossomos que possuem sequência de 

nucleotídeos repetidos. Os telômeros protegem as regiões codificantes dos cromossomos da 

deterioração ou da fusão com cromossomos vizinhos.  As DNAs polimerases replicativas não 

têm a capacidade de replicar completamente as extremidades terminais das moléculas lineares 

de DNA, uma função que é propriedade de uma DNA polimerase especializada conhecida 

como telomerase. No entanto, a maioria das células somáticas de mamíferos não expressam a 

telomerase, e isso leva à perda progressiva e cumulativa das sequências protetoras de 

telômeros nas extremidades dos cromossomos. Devido à sua reparação restrita, danos aos 

telômeros são notavelmente persistentes e altamente eficientes em induzir senescência e/ou 

apoptose (Fumagalli et al., 2012; Hewitt et al., 2012). O encurtamento dos telômeros explica a 

capacidade proliferativa limitada de alguns tipos de células em cultura in vitro, a chamada 

senescência replicativa, ou limite de Hayflick (Hayflick e Moorhead, 1961; Olovnikov, 1996).  

 

1.1.1.3 Alterações epigenéticas 

 

Epigenética é definida como mudanças hereditárias na atividade e expressão de genes 

que ocorrem sem alterações na sequência de DNA (Goldberg et al., 2007; Bird, 2007). Uma 
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variedade de alterações epigenéticas afeta todas as células e tecidos ao longo da vida (Talens 

et al., 2012). Dentre estas alterações estão envolvidas modificações nos resíduos de citosina 

no DNA (metilação global ou local do DNA) e de proteínas histonas associadas ao DNA 

(metilação, acetilação e trimetilação) além do remodelamento da cromatina. O aumento da 

acetilação e trimetilação bem como a diminuição da metilação ou trimetilação de certas 

histonas constituem marcadores epigenéticos associados à idade (Fraga and Esteller, 2007; 

Han and Brunet, 2012). Os múltiplos sistemas enzimáticos que asseguram a geração e 

manutenção dos padrões 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 proteínas, sendo composta de uma rede 

interligada que integra a regulação da expressão génica, vias de sinalização, chaperonas 

moleculares e sistemas de degradação de proteínas (Hipp et al., 2012). Proteínas 

desenoveladas geralmente são novamente enoveladas por proteínas de choque térmico (HSP) 

ou são destruídas por meio de ubiquitinização-degradação proteassomica ou degradação 

lisossomal (autofagia). As vias autofágicas incluem o reconhecimento de proteínas 

desdobradas pela chaperona Hsp70 e sua posterior transferência para dentro dos lisossomos 

(autofagia mediada por chaperonas) ou sequestro de proteínas e organelas danificadas por 

autofagossomos que posteriormente fundem-se com lisossomos (macroautofagia). A falta do 

re-enovelamento ou degradação proteica de proteínas mal formadas pode levar ao seu 

acumulo e agregação, o que resulta em efeitos proteotóxicos (López-otin et al. 2013). O 

envelhecimento e algumas doenças relacionadas ao envelhecimento estão ligados a proteotase 

prejudicada (Powers et al., 2009). 

 

1.1.1.5 Sensibilidade desregulada a nutrientes 

 

A capacidade de perceber e responder a flutuações nos níveis de nutrientes ambientais 

é um requisito para vida. A escassez de nutrientes é uma condição seletiva que deu forma à 
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evolução de muitos processos celulares. Diferentes vias que detectam níveis intracelulares e 

extracelulares de açúcares, amino ácidos e lipídios são integradas e coordenadas a nível 

organismal através de sinais hormonais (Efeyan et al., 2015). Um exemplo é o eixo 

somatotrófico em mamíferos. Este eixo compreende o hormônio do crescimento (GH), 

produzido pela hipófise anterior, e seu mediador secundário, o fator de crescimento 

semelhante à insulina 1 (IGF-1), produzido em resposta ao hormônio do crescimento (GH) 

por muitos tipos de células, principalmente hepatócitos. As vias de sinalização intracelulares 

do IGF-1 são as mesmas induzidas pela insulina, as quais informam a presença de glicose 

para as células. Por esta razão, a sinalização da insulina e IGF-1 são conhecidas como via de 

''sinalização insulina e IGF-1'' (IIS). Notavelmente, a via de IIS é a via controladora do 

envelhecimento mais evolutivamente conservada, e entre os seus múltiplos alvos estão a 

família de fatores de transcrição forkhead box O (FOXO) e os complexos do mTOR, que são 

igualmente envolvidos no envelhecimento e foram conservados através da evolução (Barzilai 

et al, 2012.; Fontana et al., 2010; Kenyon, 2010). 

Consistente com a relevância da sensibilidade desregulada a nutrientes como um 

marcador do envelhecimento, a restrição dietética (DR) aumenta a vida útil e a saúde em 

todas as espécies eucariotas investigadas, incluindo primatas não-humanos (Colman et al., 

2009; Fontana et al., 2010; 

Mattison et al., 2012). De fato, as evidências atuais disponíveis apoiam firmemente a 

ideia de que a sinalização anabólica acelera o envelhecimento e a diminuição da sinalização 

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

 

1.1.1.6 Disfunção mitocondrial 

 

Como em células e organismos envelhecidos, a eficácia da cadeia respiratória tende a 

diminuir, aumentando assim a dispersão de elétrons e redução da geração de ATP (Green et 

al., 2011). Esta disfunção mitocondrial resulta no aumento da produção de ERO que por sua 

vez faz com que ocorra uma continua degradação mitocondrial e dano celular global 

(Harman, 1965). 

Mitocôndrias disfuncionais podem contribuir para o envelhecimento 

independentemente de ROS (Edgar et al, 2009; Hiona et al, 2010) e isto pode acontecer 

através de numerosos de mecanismos. Por exemplo, as deficiências mitocondriais podem 

afetar a sinalização apoptótica, aumentando a propensão das mitocôndrias em tornarem-se 
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mais permeáveis em resposta ao stress (Kroemer et al., 2007) e desencadear reações 

inflamatórias mediadas por ERO /ou ativação facilitada por permeabilização de 

inflamassomas (Green et al., 2011).  

A eficiência reduzida da bioenergética mitocondrial com o envelhecimento pode 

resultar de vários mecanismos convergentes, incluindo redução da biogênese mitocondrial. 

Outros mecanismos que causam a defeitos bioenergéticos incluem o acumulo de mutações e 

deleções no mtDNA, oxidação de proteínas mitocondriais, desestabilização da organização 

macromolecular de complexos da cadeia respiratória, alterações na composição lipidica das 

membranas mitocondriais, alterações na dinâmica da mitocondriais que resultam de um 

desequilíbrio de eventos de fissão e fusão e defeitos no controle de qualidade pela mitofagia, 

uma forma específica de organela macroautofagica que tem como alvo mitocôndrias 

deficientes para degradação proteolítica (Wang e Klionsky, 2011). A combinação do aumento 

de danos e redução do volume de renovação (turnover) na mitocôndria, devido à menor 

biogênese e redução da depuração (clearance), pode contribuir para o processo de 

envelhecimento.  

 

1.1.1.7 Senescência celular  

 

A senescência celular pode ser definida como um impedimento do ciclo celular 

acoplado a alterações fenotípicas estereotipadas (Kuilman et al., 2010; Collado et al., 2007). 

Este fenômeno foi descrito originalmente por Hayflick em cultura de fibroblastos humanos 

(Hayflick e Moorhead, 1961). Hoje, sabe-se que a senescência observada por Hayflick é 

causada pelo encurtamento dos telômeros (Bodnar et al., 1998), mas há outros estímulos 

associados ao envelhecimento que desencadeiam a senescência independentemente desse 

processo telomérico. Mais notavelmente, danos ao DNA não telomérico e supressão do locus 

INK4/IRA (região codificante de três genes supressores de tumor; INK4A, INK4B e ARF) 

ocorrem progressivamente com o envelhecimento cronológico e também são capazes de 

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

 

1.1.1.8 Exaustão de células tronco 

 

O declínio no potencial regenerativo dos tecidos é uma das características 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 supraexpressão de proteínas inibidoras do ciclo celular 

(Janzen et al., 2006). Encurtamento dos telômeros é também uma importante causa de 

declínio de células tronco com o envelhecimento em vários tecidos (Flores et al, 2005;. 

Sharpless e De Pinho, 2007). Estes são apenas exemplos de um quadro muito maior no qual o 

declínio de células tronco surge como uma consequência integradora de vários tipos de danos. 

 

1.1.1.9 Comunicação intercelular alterada 

 

Além das alterações celulares autônomas, o envelhecimento também envolve 

alterações em nível de comunicação intercelular, seja endócrina, neuroendócrina ou neuronal 

(Laplante and Sabatini, 2012; Rando and Chang, 2012; Russell and Kahn, 2007; Zhang et al., 

2013). Assim, uma alteração das comunicações intercelulares resulta em disfunção da 

sinalização neuro-hormonal, “inflammaging” (inflamação sistêmica de baixo grau 

estabelecida durante o envelhecimento fisiológico), imunoscenescência e efeitos “bystander” 

(efeito em que as células senescentes induzem senescência em células vizinhas através do 

contato célula-célula) e processos envolvendo ERO (Nelson et al, 2012). 

O grande desafio é compreender minunciosamente a interelação entre os fatores aqui 

abordados e suas contribuições relativas ao envelhecimento, tendo como objetivo final 

identificar alternativas farmacológicas e não farmacológicas com o intuito de melhorar a 

saúde humana e retardar o envelhecimento, com efeitos colaterais mínimos. 

 

1.2 IMUNOSSENESCÊNCIA, INFLAMMAGING E O PAPEL DO HIPOTÁLAMO NO 

ENVELHECIMENTO 

 

O envelhecimento saudável e longevidade parecem estar relacionados, em parte, a 

menores níveis de inflamação ou mecanismos de proteção mais eficientes que promovem 

proteção contra os efeitos nocivos da inflamação. Entre as diversas alterações observadas com 

o envelhecimento o desequilíbrio do sistema imune tem grande destaque. Este desequilíbrio 

resulta de defeitos em ambas as respostas imunes (imunossenescência) e controle da 

inflamação crônica (inflammaging) e estes dois fenômenos são associados a comunicação 
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intercelular alterada.  

A imunosenescência caracteriza-se por um declínio nas funções do sistema imune com 

um devido a um desequilíbrio entre o sistema imune inato e adaptativo. As mudanças mais 

relevantes são observadas no sistema imune adaptativo, tais como, diminuição de células T 

naïve e um concomitante aumento da memória celular (Arnold et al., 2011; Frasca et al., 

2011). Com relação a alterações no sistema imune inato, são observados declínio mielóide 

(Dykstra et al., 2011), defeito em células natural killers (Le Garff-Tavernier et al., 2010) e 

desregulação de neutrófilos (Hearps et al., 2012). A imunosscenecência é acompanhada por 

um fenótipo pró-inflamatório crônico que é relacionado ao envelhecimento em mamíferos, 

definido como inflammaging (Salminen et al., 2012). Uma característica do inflammaging são 

os níveis alterados de citocinas pró-inflamatórias (por exemplo, interleucina 6 (IL-6) e fator 

de necrose tumoral-α (TNF-α)), proteínas de fase aguda (proteína C-reactiva) e os níveis de 

IL-10 diminuídos, prejudicando desta forma a manutenção da homeostasia imunológica 

(Franceschi et al., 2000). Estes fenômenos são amplamente ligados a diversas doenças 

relacionadas à idade em diversos órgãos incluindo o cérebro. 

Vários mecanismos contribuem para a imunossenescência e o inflammaging. Por 

exemplo, as células senescentes secretam uma variedade de citocinas pró-inflamatórias, 

quimiocinas, fatores de crescimento e proteases denominados coletivamente como fenótipo 

secretor associado à senescência (SASP) por intermédio da superativação de diversas vias 

moleculares reguladoras do processo inflamatório (Freund et al, 2010; Chinta et al, 2014; 

Ovadya e Krizhanovsky, 2014). Infecções crônicas contribuem para o desequilíbrio entre os 

sistemas imune adaptativo e inato, promovendo imunossenescência e inflammaging 

(Kochetal., 2007). A predisposição genética também tem um papel chave, pois pode levar a 

um aumento de respostas inflamatórias não controladas, que pode acelerar a 

imunossenescência e o inflammaging (Derhovanessian et al., 2010). Alterações hormonais, 

como a diminuição da produção de estrogênos ou androgênos também influenciam na 

secreção de citocinas (Maggioetal, 2006; Abu-Tahaetal, 2009). Finalmente, disfunções 

mitocondriais e metabólicas em diversos tecidos, com maior ênfase para o tecido adiposo, 

podem contribuir para a imunossenescência e o inflammaging (Deleidi et al., 2015). Uma vez 

que o envelhecimento é acompanhado pela senescência progressiva de células imunes 

(imunossenescência) e pelo inflammaging com um consequente aumento na produção de 

mediadores inflamatórios, estas moléculas podem causar o envelhecimento acelerado e 

comprometer múltiplos sistemas de órgãos. 

Os mecanismos celulares e moleculares que controlam imunoscenecência no cérebro e 



19 

 

a neuroinflamação ainda não são totalmente compreendidos. Diversos estudos sustentam a 

existência de uma comunicação bidirecional entre o sistema imune periférico e o cérebro, 

principalmente através de moléculas imunológicas, incluindo citocinas, quimiocinas e 

proteínas de fase aguda (Wrona, 2006). Por outro lado, o envelhecimento cerebral é capaz de 

modular o sistema imunológico para promover o recrutamento de células imunitárias da 

periferia, especialmente linfócitos, que contribuem para imunossenescência e neuro-

inflammaging (Gemechu e Bentivoglio, 2012). Além disso, células gliais se tornam 

senescentes ao longo da vida, perdem a sua função neuroprotetora e se tornam ativadas 

adquirindo um perfil inflamatório anormal. Tal condição pode ser estabelecida por influência 

de moléculas inflamatórias e ERO e espécies reativas de nitrogênio (ERN) de nitrogênio 

gerados em células imunes da periferia ou infiltradas no sistema nervoso central (SNC) 

devido a disfunção da barreira hematoencefálica (macrófagos, neutrófilos e linfócitos T) 

(Ferrarese et al., 1999). A influência de tais moléculas na ativação de células gliais acarreta na 

liberação exacerbada de mais mediadores inflamatórios e de estresse oxidativo (•NO, H2O2, 

O•2−, ONOO•−/ONOOH). O aumento do estatus oxidativo bem como os níveis de 

mediadores inflamatórios no SNC pode ativar diferentes vias de sinalização envolvidas com o 

processo neuroinflamatório. Por exemplo, a sinalização redox celular, que geralmente envolve 

quinases, começa com proteínas tirosina quinase/tirosina fosfatase (PTK/PTP) localizadas 

próximas da membrana plasmática. Foi observado em rim de ratos de 24 meses de idade que 

o estresse oxidativo pode causar ativação excessiva da PTK e inativação da PTP (Jung et al., 

2009). Este desequilíbrio pode desencadear a fosforilação e ativação da sinalização do fator 

nuclear κB (NFκB) além de proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs; ERK, p38 e 

JNK). Além disso, vários receptores de citocinas também estão ligados à sinalização do NF-

κB e MAPKs (p38 e JNK) para melhorar as respostas inflamatórias. Ambos NF-κB e MAPKs 

são evolucionariamente conservados, tendo um importante papel na ativação e coordenação 

da resposta imune adaptativa e inata. Dentre a ampla variedade de genes regulados pelo NF-

κB e MAPKs, incluem-se citocinas, quemiocinas, moléculas de adesão, proteínas de fase 

aguda e proteínas efetoras induzíveis (iNOS, COX-2, LOX). Como descrito em inúmeros 

trabalhos, um desequilíbrio destas vias sinalizadoras por influência do envelhecimento 

contribui para um estado inflamatório que pode desencadear o desenvolvimento de diversas 

doenças metabólicas e neurodegenerativas (Tilstra et al., 2011). 

O aumento da inflamação hipotalâmica com a idade causa vários efeitos nas funções 

regulatórias e neurogênese no hipotálamo (Tang and Cai, 2013). Esta pequena região 

neuroendócrina localizada na base do cérebro é composta por uma coleção de células 
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neurosecretoras distintas que recebem múltiplos sinais de praticamente todos os órgãos na 

forma do eixo órgão-hipotálamo. Ele interpreta, integra e responde a essas mensagens 

mantendo a homeostase de processos vitais do organismo. Os processos vitais sob o controle 

do hipotálamo incluem a regulação da temperatura corporal, ingestão de nutrientes e 

equilíbrio energético, sono e ciclo de vigília, comportamento sexual, ciclicidade reprodutiva, 

equilíbrio hídrico e de eletrólitos, adaptação ao estresse, nutrição, crescimento e ciclos 

circadiano e ultradiano (Melmed et al.,2013; Lim et al, 2014; Larsen et al.,2003). Quando a 

capacidade de resposta desses neurônios diminui durante o envelhecimento, todas as 

atividades do corpo são afetadas negativamente. Por exemplo, a interrupção da função do eixo 

hipotálamo-pituitária-gonadal (HPG) desencadeia desregulações homeostáticas de funções do 

hipotálamo, ou seja, perda de tônus muscular e densidade óssea (o eixo HP-hormônio do 

crescimento/fator de crescimento semelhante à insulina), declínio da resposta imune 

adaptativa (o eixo HP-adrenal) e das faculdades cognitivas e interrupções na responsividade a 

nutrientes. O aumento da obesidade com o passar da idade também está relacionado com a 

desregulação hipotalâmica, uma vez que há um desequilíbrio entre hormônios orexígenos e 

anorexígenos (Roa et al., 2012; Wellhauser et al., 2014; Zink et al., 2014).  

A estreita integração existente entre os sistemas neuroimune e neuroendócrino parece 

reger tanto o envelhecimento sistêmico quanto central (Zhang et al., 2013). Desta forma uma 

ativação descontrolada de células gliais por influência de mediadores inflamatórios oriundos 

da periferia pode levar a liberação de fatores neurotóxicos com consequente disfunção e morte 

de neurônios hipotalâmicos. Esta condição leva a um desequilíbrio na produção, 

armazenamento e liberação de hormônios essenciais para o funcionamento do organismo. O 

reflexo deste desequilíbrio contribui para o “inflammaging” e senescência celular acelerando 

o envelhecimento sistêmico, além de contribuir para o estabelecimento de um ciclo vicioso 

(Figura 2). 

   

1.3. EFEITOS DO EXERCÍCIO FÍSICO SOBRE O ENVELHECIMENTO 

  

O exercício físico regular possui efeitos antienvelhecimento sobre múltiplos sistemas, 

promovendo desta forma o aumento da expectativa de vida. Embora mais pesquisas sejam 

necessárias, o exercício tem a capacidade de modular, em parte, muitos marcadores de 

envelhecimento; tais como diminuição de danos ao DNA nuclear e mitocondrial, aumento da 

atividade da telomerase, aumento da metilação do DNA em regiões codificantes de gens 
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específicos (ex. BDNF e PGC-1α), indução de autofagia e do sistema ubiquitina-protesoma 

em diversos tecidos, ativação de vias sensíveis a nutrientes (ex. AMPK, sirtuinas, IGF-1), 

melhora das funções mitocondriais e biogênese mitocondrial, efeito homeostático sobre a 

senescência celular, estimulação da proliferação e migração de diferentes tipos de células 

tronco e efeitos anti-inflammaging (Figura 3) (Garatchea et al., 2014). 

 

 

Figura 2. Representação esquemática da inter-relação entre inflamação hipotalâmica e envelhecimento sistêmico 

(Leite, 2016).  

 

Já é bem descrito que o exercício físico oferece proteção contra uma ampla variedade 

de doenças crônicas ligadas a inflamação de baixo grau (Pendersen and Saltin, 2006).  

Evidências indicam que a perda induzida pelo exercício de tecido adiposo esta relacionada à 

redução de marcadores séricos de inflamação. É bem conhecido que o tecido adiposo, 

especialmente a gordura visceral, de seres humanos e animais obesos produz citocinas pró-

inflamatórias que contribuem de um modo geral para a inflamação sistêmica (Fried wt al., 

1998, Harkins et al., 2004). O tecido adiposo de indivíduos obesos contém níveis mais 

elevados de macrófagos pró-inflamatórios intercalados entre os adipócitos (Xu et al., 2003). 
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Estas células podem formar células gigantes multinucleadas e podem formar estruturas "crow-

like" em torno adipócitos mortos ou moribundos (Cinti et al., 2005). Pouco é conhecido 

acerca de adipócitos envelhecidos, mas há evidências de que o tecido adiposo visceral de 

camundongos velhos expressam níveis mais elevados do RNAm da IL-1β, TNF-α e IL-6 

quando comparado com os mesmos depósitos de gordura em camundongos jovens (Wu et al., 

2007). 

 

Figura 3. Alguns efeitos do exercício físico 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 exercício, apresentaram a expressão de genes inflamatórios reduzida 

no tecido adiposo visceral (Vieira et al., 2009; Horrilo et al., 2011). Dessa forma, supõe-se 

que o treinamento físico pode ter um efeito semelhante sobre o tecido adiposo envelhecido, 

embora estudos sejam necessários para confirmar esta hipótese. 

Há também mecanismos independentes de perda de gordura pelo qual o exercício 

físico pode reduzir a inflamação sistêmica em idosos. O exercício agudo no músculo aumenta 

a produção de IL-6 (Febrario et al., 2002) que é associada com a inflamação, mas que também 

podem ter propriedades anti-inflamatórias (Petersen et al 2006). Starkie et al (2003) relataram 
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que o exercício e a infusão de IL-6 podem inibir a produção induzida por endotoxina de TNF-

α em humanos sugerindo que a IL-6 pode atuar de uma forma anti-inflamatório (Starkie et al., 

2003). Como o treinamento físico é o acúmulo de muitas sessões de exercício agudo 

individuais, tais aumentos agudos nos níveis de IL-6 podem contribuir para a redução da 

inflamação crônica á longo prazo. Além disso, o exercício tem a capacidade de aumentar os 

níveis de citocinas anti-inflamatórias (ex. interleucina 10 (IL-10), IL-12, IL-4 e IL-1ra) com 

consequente diminuição de citocinas pró-inflamatórias, tais como o TNFα e IL-1β, reduzindo 

assim a inflamação crônica de baixo grau (Otrowskyet al., 1999; Starkie et al. 2003; Petersen 

and Pedersen, 2005). Outra possibilidade é que o exercício regular reduz o estresse oxidativo 

por aumentar a regulação dos sistemas de defesa antioxidantes endógenos (Chung et al., 

2009). Uma produção exacerbada de oxidantes como o óxido nítrico, o peroxinitrito e radical 

hidroxil durante o envelhecimento são um importante fator causal na ativação de células 

imunes pró-inflamatórias (Brad, 2000). Estes efeitos do exercício corroboram com sua 

capacidade de atenuar o inflammaging e a senescência celular, uma vez que células 

senescentes transmitem suas condições a outras células através de múltiplos mecanismos 

incluindo EROs e interleucinas (efeito bystandar) (Werner et al., 2009, Nelson et al., 2012). 

Como visto anteriormente, as vias das MAPks e do NFκB são intimamente 

relacionadas com a produção de mediadores inflamatórios em diversos tipos de células. 

Blazek et al. (2014) observaram que a inflamação periférica e local em camundongos 

injetados com LPS era reduzida em camundongos que realizavam exercício de corrida. Esta 

diminuição da inflamação foi relacionada há uma redução da ativação do NFkB em 

monócitos/macrófagos pelo exercício. Além disso, Ghosh et al. (2014) propõem que o 

músculo de indivíduos mais velhos possui a sinalização TLR4-NFkB-MAPK aumentada, e 

que a redução da ativação desta rede de sinalização inflamatória é o mecanismo pelo qual o 

treinamento físico melhora a sensibilidade à insulina no músculo destes indivíduos idosos. Os 

efeitos do exercício na regulação da ativação de vias inflamatórias tanto no sistema periférico 

quanto central parecem estar envolvidos com suas ações anti-inflamatórias, supressão de 

fontes de geração de ERO e ERN por estimular a biogênese mitocondrial (Viña et al., 2009) 

bem como reforçar o sistema de defesas antioxidantes (Fulle et al., 2004) e por regular genes 

específicos envolvidos com estas vias, tais como receptores Toll-like (McFarlin et al., 2006, 

Gleeson et al., 2006). 

O exercício físico tem grandes efeitos sobre a saúde do cérebro em geral. As provas 

para os efeitos diretos do exercício sobre o cérebro foram descobertas a partir de estudos com 

animais. Em uma ampla revisão da literatura, Lista e Sorrentino (2010) sugerem que os 
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mecanismos neurobiológicos básicos associados com o exercício podem ocorrer em dois 

níveis, supramoleculares e moleculares. Em níveis supramoleculares, a atividade física pode 

induzir angiogénese ou o processo fisiológico pelo qual novos vasos sanguíneos formam-se a 

partir de vasos pré-existentes (Black et al., 1990; Isaacs et al., 1992). A atividade física 

também tem sido associada com a neurogênese, ou proliferação de células neurais, no 

hipocampo em ratos velhos (van Praag et al., 2005). Embora o significado funcional deste 

efeito permaneça pouco claro, não há evidências de que os neurónios recém-formados podem 

integrar-se de uma rede neural e tornarem-se funcionais (Lledo et al., 2006). Sinaptogênese 

induzida pelo exercício também têm sido relatada (Eadie et al., 2005). Do ponto de vista 

molecular, os mecanismos pelos quais o exercício induz a angiogênese, neurogênese, e 

sinaptogênese tem recebido crescente atenção nos últimos anos. Estudos animais 

demonstraram mudanças associadas ao exercício em fatores de crescimento moleculares, tais 

como o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), que desempenha um papel crucial na 

neuroplasticidade e neuroproteção, e aumento da produção de fator de crescimento 

semelhante à insulina 1 (IGF-1), que está envolvida em ambas neurogénese e angiogênese. 

Além disso, sistemas de neurotransmissores também parecem ser modulados através do 

exercício (Lista e Sorrentino, 2010).  

Com relação aos efeitos do exercício sobre a inflamação no cérebro, foi observado um 

efeito anti-inflamatório no hipocampo de ratos velhos que realizavam exercício de corrida 

(Gomez da Silva et al., 2013). Yi e et al. (2012) demonstraram que camundongos deficientes 

para o receptor de lipoproteína de baixa densidade (ldlr -/-) submetidos a uma dieta 

hiperlipidêmica apresentavam uma diminuição da inflamação hipotalâmica quando 

realizavam exercício de corrida moderado e regular. Aparentemente, esta diminuição da 

inflamação hipotalâmica deu-se pelo fato dos animais exercitados apresentarem uma 

diminuição da ativação da micróglia. Além disso, citocinas anti-inflamatórios tais como a IL-

10 ou IL-6 foram encontradas por mediar os benefícios metabólicos do exercício através da 

redução da inflamação hipotalâmica (Ropelle et al., 2010). Entretanto os exatos mecanismos 

que podem estar envolvidos nos efeitos benéficos do exercício sobre a inflamação no cérebro, 

principalmente no hipotálamo, e seu reflexo sobre o envelhecimento ainda não são bem 

compreendidos. 

 



25 

 

1.4 EFEITOS DO SELÊNIO SOBRE IMUNIDADE, RESPOSTA ANTIOXIDANTE E 

ENVELHECIMENTO 

 

O selénio (Se) é um micronutriente no organismo que representa um componente 

essencial de selenoproteínas que desempenham um papel importante em muitos processos 

biológicos, incluindo as respostas imunes adaptativas e inatas e defesas antioxidantes (Behne 

et ai, 1998; Kryukov et al, 2003). Em mamíferos, O Se pode se utilizado tanto na forma 

inorgânica quanto orgânica como um nutriente. A maioria das funções biológicas de Se são 

atribuídas a selenoproteínas, que contêm resíduos de selenocisteína (SeCys) responsáveis pela 

sua atividade específica. Nos seres humanos, 25 genes codificam selenioproteínas, tais como 

a glutationa peroxidase (GPx), selenoproteína P (SepP) e tiorredoxina redutase (TrxR) 

(Kryukov et al., 2003). Estas selenoproteínas, ao participar na redução de peróxido de 

hidrogênio e lipoperóxidos, regulam o estresse oxidativo (Papp et al., 2007). No que diz 

respeito à eficiência imune, o Se estimula a formação 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 selenoproteínas, tais como a tioredoxina 

redutase (TrxR) e de metionina sulfóxido redutase (MSR), desempenham papéis 

fundamentais na regulação da concentração de peróxido e outros compostos oxidantes na 

microbiota de células do sistema imunológico. Durante o envelhecimento, algumas funções 

fundamentais dos leucócitos, tais como a ativação, proliferação, diferenciação e a fagocitose 

podem ser comprometidas pelo aumento do dano oxidativo resultante da produção contínua 

de ERO devido à deficiência de Se (Rayman, 2012). 

O papel de Se como um elemento anti-inflamatório está ligado ao seu efeito sobre 

células do sistema imunológico e, especialmente, nas vias de transdução de sinal de 

macrófagos. Baixos níveis de Se foram observados na síndrome de resposta inflamatória 

grave (SIRS), que é marcada pelo aumento de ERO por macrófagos ativados, indução de dano 

oxidativo e lesão tecidual (Galley et al., 1996). Há também a existência de uma correlação 

inversa entre os níveis de Se e de IL-6 séricos. Indivíduos idosos com baixos níveis de Se 

exibem altos níveis de IL-6 em conjunto com um risco mais elevado de mortalidade durante 

um período de 5 anos, com uma estreita relação entre os níveis de Se e inflamação mediada 

por IL-6 em idosos (Walston et al., 2006). Zamamiri-Davis et al. (2002) demonstraram que a 

suplementação com Se resultou em uma diminuição significativa na expressão induzida com 

LPS de genes para o TNFα e COX-2 através da inibição das vias das MAPKs. De acordo, o 
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aumento TNFα pode induzir a ativação máxima do NF-κB em baixos níveis de Se (Dantas, 

2009). Além disso, níveis elevados Se pode inibir a sinalização do NF-κB via GPx e atenuar a 

inflamação. A GPx foi a primeira enzima a ser caracterizada como uma selenoproteína, 

permitindo identificar o Se como um importante elemento antioxidante agindo através de 

enzimas que catalisam reações redox (Rotruck et al., 1973). Uma vez que a via do NFκB é 

dependente do estado redox celular, este parece ser um dos inúmeros mecanismos do Se para 

diminuir a inflamação. 

Do ponto de vista genético, a supressão da selenoproteína S (SepS1) por meio de um 

RNA interferente em macrófagos provocou o aumento da liberação de IL-6 e TNF-α (Curran 

et al, 2005). A região promotora do gene para a SepP1 é também sensível a citocinas, 

sugerindo um papel da SepP1 na inflamação (Dreher et al., 1997).  

No geral, os níveis de Se são geralmente considerados como um fator importante para 

manter a saúde em idosos (Gonzalez et al, 2007; Ray et al, 2006), mesmo que os mecanismos 

pelos quais a suplementação com Se possa melhorar as respostas imunes e antioxidantes em 

indivíduos velhos ainda não sejam completamente elucidados.  

Apesar do papel essencial do Se para saúde, cabe ressaltar que os limites entre níveis 

essenciais e tóxicos deste nutriente são bastante próximos. Um fato interessante é que, em 

geral, compostos orgânicos de Se tem uma maior biodisponibilidade e possuem menos efeitos 

tóxicos que suas formas inorgânicas (Narajji et al., 2007). Desta forma, diversos estudos têm 

sido concentrados no desenvolvimento de compostos orgânicos de Se com o intuito de 

investigar seus efeitos bioquímicos e farmacológicos além de diminuir sua toxicidade.  

O disseleneto de difenila [(PhSe)2] (Figura 4), um composto organoselênio, apresenta 

atividade anti-inflamatória em diversos modelos animais. (Nogueira et al., 2003; Savegnago 

et al., 2007; Hort et al., 2011). Mais especificamente, foi observada uma diminuição dos 

níveis plasmáticos de citocinas pró-inflamatórias pelo (PhSe)2 em um modelo de 

isquemia/reperfusão em roedores (Brüning et al., 2012) Além disso, Rupill e et al., relataram 

a capacidade do (PhSe)2 para modular a ativação de macrófagos tratados com LPS, podendo 

assim reduzir mediadores inflamatórios gerados por estas células.  

Além de seus efeitos anti-inflamatórios, o (PhSe)2 também é efetivo em diminuir os 

níveis de ER devido a sua propriedade antioxidante (Prigol et al., 2009; Luchese et al., 2009), 

impedindo dessa forma a ocorrência de estresse oxidativo que pode ativar fatores de 

transcrição sensíveis a redox, tais como o NFκB e MAPKs, e consequentemente o processo 

inflamatório. Já foi relatado que um composto análogo do (PhSe)2, o bis-(3-hidroxifenil) 

disseleneto, diminuiu o aumento da expressão de TNFα induzido por LPS devido a inibição 
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da ativação do NFκB em macrófagos (Shin et al., 2009), o que possibilita levar a hipótese que 

o (PhSe)2 pode também reduzir a inflamação por esta via. No entanto um estudo minucioso se 

faz necessário pra confirmar essa hipótese. 

 

 

 

Figura 4. Estrutura química do (PhSe)2. Fonte: Palmier C, 1986.  

 

No cérebro, o (PhSe)2 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 

o 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 considerações acima, os efeitos do exercício físico e do (PhSe)2 sobre a 

regulação da inflamação 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 saúde relacionados à idade. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Levando em consideração os aspectos abordados anteriormente, o principal objetivo 

desta tese foi avaliar os efeitos do (PhSe)2 e exercício de natação sobre alterações ocasionadas 

pelo envelhecimento tanto no sangue quanto no hipotálamo de ratos velhos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar efeito do (PhSe)2 juntamente com o exercício de natação sobre os níveis 

séricos de citocinas pró e anti-inflamatórias em ratos jovens, de meia idade e velhos; 

- Determinar a capacidade do (PhSe)2 juntamente com o exercício de natação em 

modular a ativação de células gliais em hipotálamo de ratos velhos; 

- Investigar os efeitos do (PhSe)2 juntamente com o exercício de natação sobre proteínas 

reguladoras do processo apoptótico em hipotálamo de ratos velhos; 

- Investigar o envolvimento do (PhSe)2 juntamente com o exercício de natação sobre 

mecanismos neuroprotetores.  
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3. ARTIGO 

 

O desenvolvimento desta tese está apresentado sob a forma de um artigo científico e 

um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas encontram-se no próprio artigo. Os artigos estão dispostos da mesma forma em 

que foram publicados ou organizados para a submissão. 
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3.1 ARTIGO 1: 

Swimming exercise and diphenyl diselenide-supplemented diet affect 

the serum levels of pro- and anti-inflammatory cytokines differently 

depending on the age of rats 

Marlon R. Leite, José L. Cechella, Anderson C. Mantovani, Marta M.M.F. Duarte, 
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3.2 MANUSCRITO 1:  

 

A Diphenil Diselenide-Supplemented Diet and Swimming Exercise Promote 

Neuroprotection, Reduced Cell Apoptosis and Glial Cell Activation in the 

Hypothalamus of Old Rats 
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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)2-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 (mBDNF), 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)2-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)2-

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 (López-Otín 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 Iba-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 (TNFα, PGE2, and 

INFγ) and oxidative stress (•NO, H2O2, 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)2-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)2-

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 
0
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)2 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 I (adult 

control) - adult rats received standard diet chow and did not perform exercise; Group II (old 

control) - old rats received standard diet chow and did not perform exercise; Group III 

((PhSe)2) - old rats received 1 ppm of (PhSe)2-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)2) - old rats received 1 ppm of (PhSe)2-

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 (2-3 animals per cage). The standard diet was pulverized with ethanol, 

whereas the supplemented diet was pulverized with (PhSe)2 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
0 

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)2 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 
o
C. Rats from adult and old control groups and (PhSe)2 group were 

adapted to the water by placing them to the bottom of a separate tank with shallow water (5 

cm) at 32±1 
o
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 μm) 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 

μg/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 μl 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 μg/μl in sample 

buffer (essentially constituted by Tris•HCl 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 μg of protein) and pre 



42 

 

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 μm, 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, São 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)2 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)2 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)2 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)2 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)2 diet and submitted to swimming exercise were further confirmed by 

immunohistochemistry analysis (Fig. 2). 

 

3.2. (PhSe)2 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)2-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)2-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)2-supplemented diet, swimming exercise or a (PhSe)2-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/JNK ratio in 

the hypothalamus of old rats that performed swimming exercise (p<0.05), received a (PhSe)2-

supplemented diet (p<0.05) or received a (PhSe)2-supplemented diet and performed 

swimming exercise (p<0.05). 

 

3.3 (PhSe)2 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)2, 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)2 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)2-

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 (López-Otin et al, 2013). In the present study we demonstrated the 

beneficial effects of a diet supplemented with (PhSe)2 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)2-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)2-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)2 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)2-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)2-supplemented diet and swimming 

exercise on astrogliosis, microglial activation and neuronal death is the therapeutic properties 

of (PhSe)2 and physical exercise. The antioxidant effects of (PhSe)2 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)2-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)2-

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)2-

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)2-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. 

JNKs can be activated by cellular redox state and pro-inflammatory molecules, such as 

TNFα, 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)2-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)2-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 Cγ (PLCγ), 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)2-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)2 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)2 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/Akt. 

In summary, the findings of the present study demonstrated that a (PhSe)2-

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)2 and swimming exercise on neuroendocrine system are an 

important source of investigation because neuroimmune/neuroendocrine integration has 

crucial role in systemic and central aging. 
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LEGENDS AND FIGURES 

 

Figure 1. Effect of a diet supplemented with 1 ppm (PhSe)2 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)2 group. 

 

Figure 2. Effect of a diet supplemented with 1 ppm (PhSe)2 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 µm. 

 

Figure 3. Effect of a diet supplemented with 1 ppm (PhSe)2 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/JNK 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)2 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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Figure 4 
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4. DISCUSSÃO 

 

A ideia original de que o envelhecimento era regido por uma causa unifatorial foi 

substituída após intensos anos de pesquisa pela visão de que este processo é 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 nível molecular, celular e sistémico/central. Quando estes sistemas 

fisiológicos sofrem alguma perturbação ocasionando uma deficiência em seu 

funcionamento, o resultado é um desequilíbrio da organização funcional que inibe a 

capacidade do organismo para responder a diferentes tipos de estresse. O envelhecimento 

torna-se então a manifestação de uma desordem homeostática generalizada, levando a 

inúmeras patologias e, finalmente, a morte (Weindruch e Walford, 1988).  

 Terapias tanto de cunho farmacológico quanto não farmacológico com o intuito de 

retardar o processo de envelhecimento bem como doenças ligadas a este processo tem 

sido extensivamente estudas. Desta forma, o desenvolvimento de drogas que possam 

minimizar os efeitos da idade tem se intensificado. Inúmeros trabalhos tem descrito as 

diversas atividades farmacológicas do (PhSe)2, 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 exercício físico sobre diversos insultos, além do envelhecimento e doenças 

ligadas a este processo, são muito amplos (Booth et al., 2012). Assim, os resultados 

apresentados nesta tese demonstram o potencial do (PhSe)2 e exercício de natação em 

reduzir mediadores inflamatórios que influenciam diretamente no fenótipo do 

envelhecimento. De fato, estes tratamentos podem regular vias de sinalização que são 

descritas por estarem intimamente relacionadas com o processo de envelhecimento em 

diversos tecidos. 

 É amplamente aceito que uma característica típica do processo de envelhecimento é 

um aumento geral dos níveis plasmáticos e a capacidade de células para produzir citocinas 

pró-inflamatórias (Di Orio et al., 2003; Wei et al., 1993; Bruunsgaard, et al., 1999). Entre 
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estes mediadores inflamatórios, um papel principal é desempenhado por algumas citocinas 

agindo principalmente no âmbito da imunidade inata, quer com ações pró ou anti-

inflamatórias. As citocinas mais envolvidas no processo inflamatório parecem ser o TNF-

α, IL-1β, IL-6, TGF-β e IL-10 (Salvioli et al., 2006). A perda de controle fisiológico das 

reações inflamatórias é devido a um desequilíbrio entre os níveis de citocinas pró e anti-

inflamatórias, ou a capacidade de restaurar o equilíbrio quando o estímulo inflamatório é 

diminuído. Isso leva a um estado crónico pró-inflamatório de baixo grau, o inflammaging, 

que contribui para acelerar o envelhecimento além de promover ou exacerbar inúmeras 

condições patológicas. 

 O aumento sérico de citocinas pró-inflamatórias com a idade bem como a diminuição 

nos níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 demostrados no Artigo 1 estão de acordo 

com as considerações abordadas anteriormente. Existem vários mecanismos possíveis da 

inflamação crônica: (i) a produção persistente de moléculas reativas por infiltração de 

leucócitos gerados para destruir agentes patogénicos, eventualmente danifica os elementos 

estruturais celulares e de tecidos; (ii) células não imunes danificadas e células imunes 

ativadas além de células senescentes levam a produção de citocinas e ERO que 

amplificam, modulam a resposta inflamatória e alteram o fenótipo de células vizinhas, 

muitas vezes em detrimento da função 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 infecção, o que 

pode ocasionar (iii) a interferência com a "sinalização anabólica". Por exemplo, IL-6 e 

TNF-α diminuem a regulação da sinalização da insulina, IGF-1 e eritropoietina e da 

síntese proteica após uma refeição ou sessão de exercício (Fransechi and Campisi, 2014). 

Assim a inflamação crônica (inflammaging) provavelmente deriva, mas não unicamente, 

das fontes aqui descritas. Estas fontes não são mutuamente exclusivas, e suas 

contribuições relativas requerem mais estudos. 

 Os resultados apresentados no Artigo 1 demonstram o potencial anti-inflamatório do 

exercício de natação e do (PhSe)2. No entanto estes efeitos são dependentes da idade dos 

animais, pois em animais velhos o exercício de natação mostrou ter um perfil pró-

inflamatório e o (PhSe)2 apresentou um efeito anti-inflamatório somente nos animais 

velhos que realizavam o exercício de natação, não mostrando um efeito per se. O 

exercício é considerado uma forma facilmente acessível e segura para atenuar a 

inflamação e senescência celular (Werner et al., 2009). No entanto, os efeitos da 

intervenção do exercício sobre marcadores de inflamação séricos são controversos. Por 
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exemplo, alguns estudos demonstram que o exercício aeróbico é capaz de reduzir os 

níveis circulantes de proteína C reativa (Goldhamme et al., 2005; Okita et al., 2004), 

enquanto outros estudos relatam que a intervenção do exercício não apresenta efeitos 

(Hammett et al., 2004; Kelley and Kelley, 2006;  Marcell et al., 2005). Um aumento 

acentuado dos níveis de IL-6 séricos após o exercício sem danos musculares tem sido um 

achado notavelmente consistente (Drenth et al., 1995; Ostrowski et al., 2000) A IL-6 

plasmática aumenta de um modo exponencial com o exercício e está relacionada com a 

intensidade do exercício, duração, a massa muscular recrutada e a capacidade de 

resistência muscular (Pedersen BK and Hoffman-Goetz L., 2000; Febbraio and Pedersen, 

2002). Dados sugerem que a IL-6 exerce efeitos inibitórios sobre a produção de TNF-α e 

IL-1β (Schindler et al., 1990; Mizuhara et al., 1994; Matthys et al, 1995), sugerindo que a 

IL-6 tem um papel anti-inflamatório. Além disso, concentrações fisiológicas de IL-6 

estimulam o aparecimento na circulação das citocinas anti-inflamatórias de IL-1ra e IL-10 

além de evidencias sugerirem uma indução da lipolise e oxidação de ácidos graxos com 

consequente diminuição de gordura (Petersen and Pedersen, 2005). Este efeitos a longo 

prazo do exercício podem ser atribuídos à resposta anti-inflamatória induzida por um 

efeito agudo do exercício, o que é em parte mediado pela IL-6 do músculo. No entanto, a 

IL-6 parece ter um papel dual sobre a inflamação, pois ela é considerada um marcador de 

inflamação crônica relacionada a varias patologias. Assim, uma questão fundamental 

permanece de quais níveis elevados de IL-6 destinam-se a reduzir uma resposta 

inflamatória que é inapropriadamente longa ou se uma desregulação primária dos níveis 

de IL-6 é responsável por um estado pró-inflamatório crónico, tendo um impacto negativo 

sobre a saúde. Não menos importante, é sugerido que a produção moderada de ERO 

induzida pelo exercício desempenha um papel na indução de defesas antioxidantes 

resultando na diminuição da incidência da inflamação crônica bem como doenças 

relacionadas a esta condição e retardo do processo de envelhecimento (Radak et al., 

2005). Contudo, uma produção exacerbada de ERO influenciada pelo exercício exaustivo 

e crônico pode ter um efeito oposto uma vez que vias de sinalização que tem como alvo 

genes inflamatórios são reguladas pelo estado redox celular. 

 Selênio é um potente nutriente antioxidante que realiza seus efeitos biológicos através 

da sua incorporação a selenoproteínas. A principal forma de Se ingerido por seres 

humanos é a selenometionina (Se-Met), embora outras formas de Se estejam presentes em 

alimentos. Dados os papéis cruciais que selenoproteinas desempenham na regulação ERO 

e estado redox em quase todos os tecidos, não é de se admirar que a dieta com Se 
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influencie fortemente a inflamação e respostas imunes. De fato, o Se e selenoproteínas 

não são apenas importantes para iniciar ou aumentar a imunidade, mas eles também estão 

envolvidas na regulação imune, que é crucial para a prevenção de respostas excessivas 

que podem levar a auto-imunidade ou inflamação crônica (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 pró-inflamatório característico (Salminen et 

al., 2012). Como visto anteriormente, este fenômeno é chamado de imunossenescência e 

está intimamente relacionado ao inflammaging. O regulador mestre da imunidade inata é o 

sistema NFκB, uma via de sinalização sensível a mudanças no perfil oxidativo celular. 

Dessa forma, dois pontos importantes podem estar relacionados à capacidade do Se de 

diminuir a inflamação. O primeiro é o fato do Se aumentar células do sistema imune 

adaptativo, como visto em um estudo onde a suplementação 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 níveis de ERO 

que como visto anteriormente podem ativar as vias de sinalização do NFκB e das MAPKs. 

Tendo em vista estes efeitos, moléculas orgânicas de Se podem diminuir a inflamação 

crônica relacionada à idade por restaurar as funções sistema imune adaptativo em 

organismos envelhecido bem como o equilíbrio do estado oxidativo em células imunes e 

não imunes. Alguns estudos têm utilizado o composto orgânico de Se ebselen para 

mostrar que as funções de macrófagos e células dendríticas são 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 inflamação ou imunidade, e a maior parte dos dados sobre a atividade biológica 

do Se estão relacionados à sua incorporação em selenoproteínas. 

 O sistema nervoso central é considerado uma região imunologicamente privilegiada 

uma vez que células imunitárias periféricas são geralmente bloqueadas pela barreira 

hematoencefálica (BBB) (Sarma, 2013). Contudo, moléculas inflamatórias secretadas de 

células imunes e não imunes periféricas podem cruzar uma BBB comprometida. Tais 

moléculas podem desencadear a superativação de células gliais gerando mais moléculas 

inflamatórias bem como ERO. Esta condição pode comprometer ainda mais a 

permeabilidade da BBB, possibilitando que células imunes periféricas circulantes possam 

migrar para o cérebro e interagir com neurónios e células gliais que expressam moléculas 

do complexo principal de histocompatibilidade (região genômica que codifica moléculas 

MHC de superfície celular que controlam a maior parte do sistema imune). Esta condição 



65 

 

pode provocar ainda mais a migração de leucócitos e macrófagos 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 inflamação tóxica e 

generalizada pela produção exacerbada de moléculas inflamatórias e ERO, podendo levar 

a lesões e morte dos neurônios. O estabelecimento da neuroinflamação pode influenciar 

negativamente inúmeras regiões do cérebro como a morte de neurônios dopaminérgicos 

da substancia nigra, uma condição para a doença de Parkinson (Tansey, 2012) e acúmulo 

de emaranhados neurofibrilares e placas beta-amiloides em neurônios hipocampais, dois 

marcadores da doença de Alzheimer (Meraz-Rios, 2013). Finalmente, a neuroinflamação 

no hipotálamo pode causar disfunção e morte de neurônios hipotalâmicos e 

consequentemente um desequilíbrio na liberação de hormônios para diversas regiões do 

organismo influenciando no aparecimento de diversas doenças metabólicas (Purkayastha 

and Cai, 2013) e como mostrado recentemente, no avanço do envelhecimento (Zhang et 

al. 2013).  

 Uma vez que o exercício de natação foi aparentemente exaustivo para ratos velhos 

causando um efeito pró-inflamatório (artigo 1), os ratos velhos que realizaram o exercício 

de natação no manuscrito 1 tiveram uma redução da sobrecarga utilizada afim de evitar 

efeito semelhantes. Os resultados apresentados no manuscrito 1 mostram claramente que o 

exercício de natação e o (PhSe)2 influenciam na modulação de proteínas constituintes de 

vias moleculares reguladas pelo pelo envelhecimento no hipotálamo. Um aumento da 

ativação de células microgliais bem como astrócitos é observado no cérebro de animais 

velhos e esta ativação é correlacionada com o aumento de mediadores inflamatórios, tanto 

perifericamente quanto centralmente (Hoogland et al., 2015). Como demostrado no 

manuscrito 1, o exercício de natação mais a dieta com (PhSe)2 foi capaz de diminuir os 

níveis de Iba-1 e GFAP, marcadores de ativação microglial e de astrócitos 

respectivamente em hipotálamo de ratos velhos. A diminuição dos níveis de GFAP foi 

reforçada pelo ensaio de imunohistoquímica. Analogamente a células periféricas imunes e 

não imunes, as vias que orquestram este processo de ativação de células micróglias e 

astrócitos com consequente geração de moléculas inflamatórias e oxidativas é o sistema 

NFκB e as vias das MAPKs. A JNK é uma quinase pró-inflamatória pertencente à família 

das MAPKs e pode induzir a translocação do fator de transcrição proteína ativadora-1 

(AP-1) (Cai and Liu, 2012). A AP-1 controla numerosos processos celulares tais como 

diferenciação, proliferação, apoptose além de transcrever genes inflamatórios. Como 

mostrado no manuscrito 1, o exercício de natação mais a dieta com (PhSe)2 foi capaz de 
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diminuir os níveis da JNK ativada (pJNK) no hipotálamo de ratos velhos.  Assim esses 

resultados possibilitam sugerir que a diminuição da fosforilação da JNK pode estar 

envolvida da redução da ativação de células glias pelo exercício de natação mais a dieta 

com (PhSe)2. Além disso, a JNK é também considerada uma quinase apotótica.  

 Dentre os mecanismos desencadeadores de apoptose, a pJNK pode antagonizar a 

atividade antiapoptótica do Bcl2 e Bcl-XL diretamente ou via ativação das proteínas 

promotoras de morte associado ao Bcl2 (Bad) e proteína 11 semelhante ao Bcl2 (Bim). 

Isto possibilita a ativação da proteína X associada ao Bcl2 (Bax) que interage com canais 

de ânions dependentes de voltagem induzindo sua abertura com consequente perda do 

potencial da membrana mitocondrial e liberação do citocromo C (Dhanasekaran and 

Reddy, 2008).  Também foi observada uma diminuição nos níveis de pró-caspase 3 em 

hipotálamo de ratos velhos. Geralmente é observado um aumento da caspase-3 ativa 

concomitante com a diminuição da pró-caspase 3, o que sugere um aumento da caspase-3 

na sua forma ativa no hipotálamo de ratos velhos. Esta hipótese é reforçada pelo aumento 

da clivagem da PARP, uma proteína de reparo ao DNA e alvo da caspase 3 ativa. Além 

disso, estudos demonstraram que a clivagem de Bcl2 e Bcl-XL por caspases podem afetar 

a sua atividade anti-apoptótica. Por exemplo, caspase 3 cliva o Bcl2 para aparentemente 

criar uma molecule pró-apoptótica (Cheng et al., 1997; Clem et al., 1998; Jhonson and 

Boise, 1999). De fato, uma diminuição dos níveis de Bcl2 também foi observada, 

reforçando ainda mais a ideia que os níveis de caspase 3 ativa podem estar aumentados. 

Com base nestes mecanismos propostos, há um aparente aumento da sinalização 

apoptótica mitocondrial pela pJNK em hipotálamo de ratos velhos e isto corrobora com a 

diminuição dos níveis do marcador de neurônios NeuN, como mostrado no manuscrito 1. 

Os efeitos anti-apoptóticos do exercício de natação mais a dieta com (PhSe)2 são claros 

uma vez que os níveis de NeuN foram aumentados no hipotálamo de ratos velhos. O 

mecanismo anti-apoptótico envolvido parece ser a diminuição da ativação da JNK com a 

consequente redução da via apoptótica intrínseca, uma vez que os níveis de Bcl2 e pró-

caspase 3 foram aumentados além de ser observada uma redução da PARP clivada. 

  Durante o envelhecimento o acúmulo de citocinas inflamatórias e outras substâncias 

podem prejudicar vias de transdução de sinal essenciais para a saúde neuronal. As 

neurotrofinas clássicas NGF, BDNF, e neurotrofinas NT-3 e a NT-4 são bem conhecidas 

por regular criticamente diversos aspectos da diferenciação neuronal, sobrevivência 

celular e crescimento. É sugerido que o acúmulo destas moléculas inflamatórias pode 

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



67 

 

foi relatado que a administração de citocinas pró-inflamatórias ou de LPS provoca uma 

redução significativa da expressão do gene BDNF (Raetz e Whitfield, 2002, Lapchak et 

al., 1993). O impacto negativo da inflamação sobre o BDNF tem importantes implicações 

para uma série de condições patológicas. Por exemplo, sabe-se que as citocinas pró-

inflamatórias comprometem a memória dependente do hipocampo (Pugh et al., 1998) e 

aumentam a apoptose no cérebro (Nolan et al., 2003), características que estão envolvidos 

em vários estados patológicos associados a envelhecimento e as doenças 

neurodegenerativas. Os resultados presentes no manuscrito 1 mostram uma redução dos 

níveis de BDNF maduro (mBDNF) bem como a fosforilação da Akt (pAkt) no hipotálamo 

de ratos velhos e uma reversão pelo exercício de natação mais a dieta com (PhSe)2. O 

mBDNF desencadeia a ativação três proteínas, quinase regulada por sinal extracelular 

(ERK), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e fosfoinositideo fosfolipase C-y (PLCy), que 

são os seus reguladores downstream (Chen et al., 2013). A ativação da Akt pela PI3K tem 

efeitos agudos sobre a sobrevivência da célula devido à fosforilação da BAD, a qual na 

forma fosforilada é sequestrada no citosol pela proteína 14-3-3, impedindo os seus efeitos 

pró-apoptóticos na mitocôndria (Downward, 2004). Dessa forma, além dos mecanismos 

anti-apoptóticos do exercício de natação mais a dieta com (PhSe)2 envolvendo a JNK e 

caspase-3 propostos anteriormente, também podem ser levados em consideração o 

aumento do mBDNF e pAkt. Além disso, a pAkt é translocada para o núcleo onde pode 

fosforilar determinados fatores de transcrição, regulando desse modo a expressão de genes 

específicos que contribuem para a sobrevivência celular (Hanada et al., 2004). De fato, 

Akt pode promover a sobrevivência de células através da estimulação da expressão 

gênica, em parte, via elemento de resposta ao AMP cíclico (CREB) (Du and Montmini, 

1998). O CREB é um fator de transcrição que regula diversas respostas celulares, 

incluindo a proliferação, sobrevivência e diferenciação. Interessantemente, o pCREB liga-

se a região promotora do BDNF e Bcl2 aumentando a regulação da expressão de ambas 

proteínas (Finkbeiner, 2000). Esta poderia ser uma possível explicação para o aumento 

dos níveis de BDNF e Bcl2 em hipotálamo de ratos velhos induzidos pelo exercício de 

natação mais a dieta com (PhSe)2. Reforçando esta ideia, estudos tem demonstrado que 

ambos exercício e (PhSe)2 são capazes de aumentar o CREB fosforilado (pCREB) 

(Aguiar, 2011; Leite et al., 2014).  

 Outro importante ponto a ser considerado é a hipótese proposta de que o pCREB pode 

inibir diretamente a ativação do NFκB através do bloqueio da ligação da proteína de 

ligação a CREB (CBP) ao complexo NF-kB, limitando assim as respostas pró-
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inflamatórias (Wen et al., 2010). Este poderia ser mais um mecanismo pelo qual o 

exercício de natação mais a dieta com (PhSe)2 poderiam suprimir os efeitos 

neuroinflamatórios causados pelo avanço da idade, contudo um estudo minucioso se faz 

necessário. 

 

 

 

Figura 5. Modelo esquemático dos possíveis mecanismos envolvidos nos efeitos do (PhSe)2 e exercício de 

natação no sangue e hipotálamo de ratos velhos (Leite, 2016). 

 

 Estes resultados permitiram a proposta de hipóteses mecanisticas para ter-se um 

melhor entendimento dos efeitos do (PhSe)2 e exercício de natação sobre modificações 

causadas pelo envelhecimento, estimulando assim novos estudos para sua confirmação. 

 

 

 



69 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Os dados apresentados nesta tese possibilitam concluir que: 

● Tanto o composto (PhSe)2 quanto o exercício de natação possuem efeitos anti-

inflamatórios em ratos Wistar de meia idade; 

● Contudo esses efeitos são dependentes da idade uma vez que em ratos velhos o 

exercício de natação foi pró-inflamatório e o (PhSe)2 apresentou efeitos somente em conjunto 

com o exercício de natação; 

● O aumento da ativação de células gliais e da fosforilação da JNK no hipotálamo 

de ratos velhos foi diminuído pela suplementação com (PhSe)2 e exercício de natação; 

                  ● A suplementação com o (PhSe)2 e o exercício de natação reduziu a apoptose de 

células hipotalâmicas em ratos velhos uma vez que os níveis de ambas pró caspase-3 e Bcl2 

foram aumentados e a razão da PARP clivada/PARP foi diminuída; 

       ● Os fatores de neuroproteção que auxiliam na sobrevivência celular investigados 

nesta tese, mBDNF e Akt, foram aumentados em hipotálamo de ratos velhos pela 

suplementação com (PhSe)2 e exercício de natação. 
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