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RESUMEN: Se estudiaron los efectos en el largo plazo del ejercicio
moderado sobre el sistema nitrérgico en corteza y cuerpo estriado y su
posible relacion con el desempefio cognitivo-conductual de ratas Wistar
de 18 meses entrenadas aerébicamente (EA) durante toda su vida vs.
controles sedentarios (CS). Luego de la anestesia con Pentobarbital
sédico ( 50 mg/kg), los cerebros fueron fijados por perfusién con
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1M, post-fijados y cortados
con vibrdtomo. Las secciones fueron tefidas con la técnica de la
NADPH-diaforasa (NADPH-d). Se cuantific6 por densitometria y se
estudiaron parametros morfométricos por andlisis de imagenes: area
somética (AS) (um?); diametro soméatico maximo (DSM) (um); densidad
Optica (OD). Las neuronas corticales NADPH-d positivas de EA
presentaron mayor tamafio y dendritas mas largas y ramificadas.
Resultados: AS (um?) CS: 82 + 4.1; EA: 157 + 5.9 (p< 0.01); DSM (um)
13+ 04 CSy24+0.9EA (p< 0.01); OD 0.65+0.01 CSy0.86 +0.03
EA (p< 0.01).Las neuronas estriatales : OD 0.72 + 0.028 y 0.88 + 0.0246
(p< 0.01) de CS vs. EA, pero no hubo diferencias significativas en AS ni
DSM.

Se detecté un menor nimero de errores en la memoria espacial (7 +
0.25vs 5 + 0.17, p<0.01), un mayor nimero de éxitos (35 + 1.6 vs 26 +
1.4, p<0.01) y menor tiempo total (233 + 4.5vs 324 + 7, p< 0.01) en

EA vs CS.
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Postulamos que el ejercicio moderado tendria un efecto neuroprotector
en el largo plazo que podria estar mediado parcialmente por el sistema

nitrérgico.

1. INTRODUCCION: El ejercicio moderado y regular parece promover los
efectos mas saludables en humanos y animales (17, 20, 38, 39), por lo
gue constituye una intervencion no-farmacolégica altamente
recomendable para prevenir y/o atenuar los efectos secundarios al
envejecimiento particularmente a nivel del SNC y la funcién cognitiva

(22).

Los efectos del ejercicio son dosis y tiempo-dependientes (10, 20), por
consiguiente, la magnitud de la respuesta sera funcion de estas variables
y generara resultados diferentes dependiendo del tipo de protocolo de
entrenamiento (22). En este estudio presentamos un modelo de ejercicio
regular, crénico de baja a moderada intensidad , con manipulacién
periddica de la carga para mantener la intensidad aproximadamente en
un 60% del VO, maximo, que es la mejor medicion de la capacidad
aerébica (49), vy acorde a la edad y nivel de rendimiento. El ejercio
regular en humanos ha demostrado tener un efecto positivo sobre la
depresion, trastornos de la ansiedad, calidad de suefio y performance
cognitiva en ancianos (10). También en roedores la actividad fisica
cronica ha demostrado incrementar la expresion génica de factores
neurotréficos que tienen incidencia en el crecimiento, desarrollo y

sobrevida de ciertos tipos neuronales (10,14, 27, 35, 48).

El 6xido nitrico (NO) es una molécula gaseosa generada por la enzima

oxido nitrico sintasa (NOS) a partir del sustrato L-arginina. Tiene accion
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paracrina y es producido por células endoteliales, macréfagos y
neuronas (1, 26). Se ha postulado que esta molécula tiene un rol
destacado en los procesos de envejecimiento, particularmente a nivel
cerebral (17, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 34). Se conoce la asociacién positiva
gue muestra el NO con los procesos de aprendizaje y memoria ( 26, 28,

40, 41).

Trabajos recientes realizados en roedores han reportado cambios
dependientes de la edad en la NOS de la corteza prefrontal, de la regién
parahipocampal e hipocampal que correlacionan significativamente con
el desempefio en distintas pruebas de comportamiento: laberinto radial,
laberinto de agua, laberinto elevado en cruz -T y open field, entre otros
(26, 28, 29, 30, 31, 32, 40, 41, 45). Estudios anteriores han descrito una
asociacién positiva entre la habilidad motora, la NOS, la arginasa y la
funcion hipocampal (28, 29, 30, 32). Distintos trabajos realizados en
modelos animales han demostrado que el ejercicio causa cambios en la
produccion de NO asi como en el nivel de la relaciéon nitritos/nitratos
(NOx, productos finales y estables del NO) que son especificos de cada
tejido (17, 34, 42, 45). En humanos, se ha informado que las
concentraciones plasmaticas de NOx y la biodisponibilidad del NO
disminuyen con la edad, y estan significativamente incrementadas por el
entrenamiento aerdbico de alta intensidad en jovenes y en atletas
ancianos, sin embargo, no se ha estudiado si un entrenamiento suave o

moderado podria tener el mismo efecto en adultos mayores (34, 42) .

Basado en la informacion precedente, el presente trabajo se ha
propuesto los siguientes objetivos en un modelo de ejercicio moderado

regular y de largo plazo:
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1. Analizar si tiene algun efecto sobre el sistema nitrérgico (actividad
y morfologia de neuronas que expresan NOS) en regiones cerebrales
relacionadas con la memoria, aprendizaje y control motor.

2. Determinar si es capaz de mediar algin efecto neuroprotector y/o
neuroadaptativo sobre la declinacién en variables cognitivo-conductuales
presentes en sujetos adultos mayores.

3. Estudiar si el sistema nitrérgico esta involucrado en estos posibles

efectos neuroprotectores y neuroadaptativos.

2. MATERIALES Y METODOS:

2.1 Poblacién en estudio y disefio experimental.

La poblacion en estudio fueron 24 ratas Wistar machos recién destetadas
obtenidos del Bioterio de la Comision Nacional de Energia Atomica
(CNEA) que se alojaron en jaulas de 35 cm. de ancho x 45 cm. de largo
x 25 cm. de alto, con 3 animales en cada una .Estos fueron asignados
aleatoriamente a cada uno de los siguientes grupos: EA (N=12) 6 ACS
(N = 12) . Previo al inicio del estudio se realiz6 un monitoreo
microbiolégico para evaluar el estado sanitario inicial. Los animales
fueron alimentados ad libitum con pellet para roedores y tuvieron
acceso libre a la bebida. Todos fueron mantenidos bajo las mismas
condiciones ambientales a lo largo de la experiencia: ciclo de 12h:12 h de
luz y oscuridad ( 17:00 pm- 5:00 am oscuridad: 5:00 am — 17 pm luz) con
una intensidad durante el periodo luminico que no superaba los 700
luxes; temperatura de 20 + 2 °C; humedad del 45-55% y con extraccion y

renovacion de aire automatizada. Se realizaron registros semanales de
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los pesos corporales asi como de la cantidad de comida y bebida. La
adaptacion al nuevo ambiente de alojamiento fue de 15 dias. El uso y
cuidado de los animales asi como el disefio del estudio, puesta a punto y
realizacion de todos los procedimientos experimentales empleados

siguieron las recomendaciones de:

= Guidelines for the care and use of mammals in Neuroscience and
Behavioural Research. The National Academic Press.2003.

= American Physiological Society. Resource Book for the design of
animal exercise protocols. Feb., 2006.

» Physical Activity and Public Health. Updated Recommendation for
Adults. From the American College of Sports Medicine and the
American Heart Association Physical Activity and Public Health. Med
Sci Sports Exerc. 2007. Aug; 39 (8): 1423-34.

» Physical activity and public health in older adults: recommendation from
the American College of Sports Medicine and the American Heart

Association. Med Sci Sports Exerc. 2007. Aug; 39 (8): 1435-45.

2.2 Descripcién del Treadmill Running:

El aparato fue especialmente disefiado para este proyecto siguiendo
algunas caracteristicas del equipo desarrollado por Ulrico Wisloff y col.

(50).

Consiste en una caja estanca de acrilico transparente de 60 cm. de
ancho x 80 cm. de largo y 12 cm. de alto, dividida en 6 carriles para
correr de 10 cm. de ancho y de 50 cm. de largo. El piso fue construido
con goma antideslizante flotante sobre la base que permite el apoyo

elastico al correr. El aire interno consumido es repuesto por un
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caudalimetro a razén de 6 litros/minuto y renovado con un extractor. Los
gases intercambiados son enviados a un sensor de dioxido de carbono
para ser muestreados y analizados. Es accionado por un motor
regulable. El software, también disefiado especialmente, permite recoger
datos como: concentracion de CO2 (ppm), velocidad (m/min) , pendiente
(grados) , tiempo de carrera ( minutos), seleccion de carga ( distintas
rutinas), metros acumulados y posee un graficador de concentracién en

funcién del tiempo de carrera.

2.3 Protocolo de Entrenamiento

Las ratas fueron entrenadas en el treadmill descrito desde el periodo pre-
puberal (2 meses) hasta los 18 meses de edad siguiendo una rutina de
caracteristicas aerébicas : baja a moderada intensidad con una
frecuencia de 3 veces/semana y, con un progresivo aumento de la carga
(volumen x intensidad) en cuanto a : 1) duracidon desde 5 a 60 minutos
por sesion ; 2) velocidad desde 4 m/min hasta 18 m/min y 3) pendiente
de la cinta desde 0° hasta 10°. En cada sesion eran elegidas 6 ratas (2
jaulas) al azar entre las corredoras para evitar sesgo. El protocolo fue
disefiado siguiendo los principios basicos del entrenamiento en humanos:
especificidad, sobrecarga progresiva, intensidad variable y periodicidad
acompafiando el nivel de entrenamiento y el proceso de envejecimiento
del animal y teniendo en cuenta que la programacién de un ejercicio
debe permitir pasar el umbral minimo de carga para producir una

mejoria.

El entrenamiento se realizd 3 veces por semana, porque es la frecuencia
recomendada como suficiente y necesaria para el desarrollo de

resistencia aerébica y permite la adecuada recuperacion de las reservas
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energéticas. Previamente se realiz6 la habituacion al equipo vy
manipulacién del operador durante 1 semana para corredores y
controles, permitiendo el libre acceso y la actividad exploratoria. Todos
los animales EA aprendieron la direccién de carrera. Ninguna rata fue
excluida por negarse a correr ni debié ser retirada del estudio por
presentar signos de stress agudo, enfermedades o lesiones Osteo-
articulares. Los CS eran sometidos a las mismas condiciones
experimentales pero con la cinta del treadmill detenida. El orden que se
siguid en los ajustes semanales de la carga fue incrementar la duracion,
luego la velocidad y finalmente la pendiente. Cada sesion de
entrenamiento se estructur6 de la siguiente forma: 5 minutos de
exploracién y actividad motora libre para reducir la ansiedad del sujeto; 5

minutos de “entrada en calor “; trabajo central y 5 minutos de
“enfriamiento”. La duracion total de la sesién incluyé los 5 minutos
iniciales y finales pero no los 5 minutos de actividad libre. La mayor carga
se produjo entre los 6-8 meses de edad (16-24 semanas de
entrenamiento) con una duracion de 60 minutos, una velocidad maxima
de 18 m/minuto y una pendiente de 10° que trataria de evocar un
programa regular aplicado a un sujeto adulto joven entre 20-30 afios que
se encuentra en el tope de su rendimiento fisico. Se mantuvo entre 8 y
12 meses de edad con pequefias variaciones y a partir de alli comenzo a
reducirse hasta los 18 meses de edad ( corresponde aproximadamente a
un sujeto adulto mayor entre 60 y 70 afios), siguiendo el orden inverso:
descenso de la pendiente, luego de la velocidad y por uGltimo disminucion
de la duracion hasta un minimo necesario de 30 minutos, a pendiente 0°
y una velocidad maxima de 8 m/minuto y habiendo cumplido un total de

64 semanas de ejercitacion. No se utilizaron estimulos agresivos de

ningun tipo para reforzar el aprendizaje durante el periodo de habituacién
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ni durante las sesiones para mantener al animal corriendo ni tampoco se
dieron recompensas al final de la carrera. El equipo era desinfectado

exhaustivamente entre sesiones.

2.4 Descripcién del Laberinto Radial.

Consiste en un laberinto construido en acrilico transparente, con ocho
brazos dispuestos en forma radial de 60 cm. de largo x 12 cm. de alto x
10 cm. de ancho que convergen en una plataforma central de 40 cm. de
diametro. La posicién de las diferentes sefiales externas como mesa,
silla, globos de distintos tamafios colgando del techo y autoadhesivos
con dibujos en las paredes, inclusive la del operador, se mantuvo

constante a lo largo del protocolo.

2.5 Protocolo para evaluar parametros cognitivos-conductuales en

el laberinto radial

Previo a la finalizacion del periodo de entrenamiento se estudio la
capacidad cognitiva y conductual. Para evitar que el posible agotamiento
fisico de los animales interfiriera con el estudio, se comenzé con el
laberinto seguido de un descanso de 1 hora y posteriormente el
entrenamiento aerébico suave. Los EA 'y CS iniciaron el test a los 16
meses y finalizaron a los 18 meses de edad. La sala experimental tenia
las mismas condiciones estandarizadas que la de alojamiento y se
trabajo en el periodo de luz (5:00 am-17:00 pm). El equipo era
desinfectado exhaustivamente entre sesiones. El protocolo se desarrollo

en 3 etapas:

» Handling (manipulacién): se procedié a la manipulacion durante 5

minutos por sujeto durante 5 dias consecutivos.
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» Shaping (moldeamiento): Se realizaron 7 dias de moldeamiento
conductual. ElI animal se introdujo en el laberinto y se colocaron
porciones de zucaritas (“frut-loops”) en los 4 corredores habilitados. El
animal debe aprender que s6lo hay comida en cuatro brazos de los ocho
posibles y que esta disposicion se mantiene hasta el final del protocolo
con la misma secuencia espacial.

» Periodo de evaluacion: Este periodo se extendi6 por 40 dias
consecutivos: el animal se colocé en la plataforma central del laberinto y
debié realizar dos recorridos de no mas de 5 minutos cada uno, con un
intervalo de no mas de 15 segundos para limpieza profunda de posibles
sefiales olfatorias. En el primero o de “inspeccion” el animal sélo puede
encontrar comida en dos brazos habilitados para ese fin, los otros dos,
de los cuatro permitidos para comer, estan cerrados por una puerta
guillotina que impide el acceso y la vision del interior del corredor, en esta
oportunidad, si el animal entra en otro brazo que nunca tuvo comida, se
registra un error de memoria de referencia ya que no pudo recordar o
evocar la informacion disponible del procedimiento adecuado en funcion
de sefiales ambientales externas.

En el segundo o de “eleccion” se lo coloc6 nuevamente y se habilitaron
los dos corredores restantes, si entr6 en un corredor en el cual ya habia
comido, se cuenta un error de memoria de trabajo ya que no pudo
registrar en el corto plazo esa secuencia anterior de la basqueda, en este
caso el ingreso a los corredores que nunca tuvieron comida se
consideran como errores de referencia.

Las variables que se estudiaron son: 1) nimero de éxitos; 2) nimero de
errores en la memoria de referencia; 3) nimero de errores en la memoria
de trabajo; 4) tiempo total empleado en la realizacion de la tarea; 5)

namero de brazos recorridos; 6) numero de veces que realizd
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acicalamiento o “grooming” y 7) niumero de defecaciones y/o micciones.
Estos dltimos dos parametros son considerados marcadores de

ansiedad.

2.6 Perfusién y preparacion del tejido para estudios citoquimicos y

morfolégicos.

Finalizado el periodo de entrenamiento forzado y el test cognitivo-
conductual a la edad de 18 meses, se procedié al sacrificio , previa
anestesia con Pentobarbital sédico (50 mg/kg) y posterior fijacion por
perfusion en paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1M. Los
cerebros fueron postfijados 2 horas en el mismo fijador y cortados con
vibratomo (espesor: 50 um). Las secciones se tifieron con la técnica de
NADPH-d, la cual revela las neuronas que sintetizan NO. Se estudiaron
parametros morfométricos: area somaética (AS, um?; diametro somaético
maximo (DSM, um); densidad optica (OD) y densidad optica relativa
(ROD) de las neuronas positivas por analisis de imagenes. Todas las
mediciones fueron realizadas sobre secciones tratadas de ambos
grupos, en la misma sesién, el mismo dia y por el mismo operador. Se
estudiaron de 6-10 cortes por cerebro y se seleccionaron 10 campos
totales de cada area. Las imagenes fueron obtenidas del microscopio
Optico Axiophot-Zeiss equipado con una cadmara de video Olympus 35
mm. ,conectada a un software de captura y analisis, Image Pro- Plus v.6,

Media Cybernetics.

2.7 Algunas consideraciones metodolégicos sobre el protocolo

entrenamiento.
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Por ultimo, quisiera hacer algunas consideraciones con respecto a la
modalidad y al protocolo de entrenamiento seleccionado que fundamente
el criterio que empleamos para su disefio y para la interpretacion de los

resultados .

Para que los cambios producidos por el ejercicio a distintos niveles
ocurran, es fundamental considerar el tiempo y la intensidad de su
aplicacién ya que, si bien los efectos parecerian poder operar a lo largo
de la vida, es cierto que la cantidad y calidad de actividad fisica para
sostenerlos , variardn también a través de la vida del sujeto (10). El
modelo de entrenamiento que planteamos en este estudio pretende
simular la practica regular de entrenamiento aerébico en humanos sin
fines de alto rendimiento deportivo, ajustando progresivamente la carga
en funcion de la edad y nivel de rendimiento fisico. Estos ajustes
periodizados deberian evocar adaptaciones similares a las que induce el
entrenamiento aerdbico en humanos (4, 50), como por ejemplo el
aumento del consumo de oxigeno, de la eficiencia mecanica y la

tolerancia al esfuerzo.

Muchos estudios, sean regimenes voluntarios o forzados, usan
intensidades fijas a través del experimento o frecuencias semanales de
entrenamiento menores al minimo requerido para inducir cambios
adaptativos en el largo plazo verdaderamente robustos (4) 6, al contrario,
que la excedan y no respeten el descanso adecuado para que se
produzcan los procesos regenerativos que daran como resultado mayor

adaptabilidad y tolerancia al ejercicio.

En este sentido, hemos seguido las recomendaciones para adultos y

adultos mayores humanos que sugieren una frecuencia optima de 5 dias
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semanales con una duracién minima de 30 minutos de ejercicio suave-
moderado 6 en su defecto, 3 veces semanales de moderado a intenso
de, al menos 30 minutos, con, al menos, 2 sesiones semanales de
fuerza. En funcion de este objetivo, da lo mismo un método por duracion
0 intervalado. Desde luego, en la medida que el sujeto busque mayor
nivel de fitness debera aumentar la carga de trabajo.

Este tipo de entrenamiento demanda tiempo, esfuerzo y permanente
atencién a su respuesta fisica y conductual , sin embargo, en el presente
estudio, los animales han respondido satisfactoriamente mostrando una
conducta apetitiva hacia el mismo: cuando se los colocaba en el treadmill
running saltaban espontaneamente y muchos cuando eran retirados de la

cinta querian volver a ella.

En numerosos reportes se ha planteado la conveniencia de utilizar
regimenes de ejercicio voluntario y nd forzados, por resultar menos

estresante para el sujeto (4, 5, 11, 16, 18, 37, 43, 46).

La participacion voluntaria en actividades fisicas intensas e inclusive
agotadoras sobre una base de regularidad es un modelo inusual de
comportamiento que no se observa en ni en humanos ni en modelos
animales de envejecimiento (49). Este es un punto a considerar cuando
se utilizan esta modalidad con acceso voluntario al ejercicio durante
periodos prolongados como el wheel running para roedores, ya que un
animal conforme envejece elegira naturalmente correr menos, en
consecuencia el descenso en la cantidad de ejercicio y el efecto de la
edad actuaran de manera conjunta reduciendo el nivel de fitness y

evidentemente modificando los resultados obtenidos.
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Por ésto no es sencillo diferenciar los efectos del envejecimiento de los
efectos de la reduccion progresiva de la actividad 6 de la inactividad total
cuando se hacen estudios longitudinales para evaluar la performance
fisica 6 los posibles efectos del ejercicio sobre determinados parametros
de estudio. Todavia no se sabe cuanto contribuye el envejecimiento en
relacion con la inactividad o su reduccion sustancial que conducira
inevitablemente al deterioro de las capacidades fisicas y tolerancia al
esfuerzo (49). En cambio, la modalidad de entrenamiento forzado,
tomando los debidos cuidados, permite la manipulacion especifica del

estimulo.

Otra fuente de error que se debe controlar es precisamente el tipo de
control que se utiliza en estos estudios. Son pocos los autores (50) que
permiten una actividad motora minima y, considero, necesaria, para
animales sedentarios que, en definitiva, representan la condicién anormal
(10, 37) de la especie. En este sentido, proponemos permitir para los
controles del grupo corredor, una actividad de caminata suave, de
intensidad y frecuencia semanal minima, que representara una carga fija
a lo largo del tiempo 6 bien seleccionar un segundo control del primer

control de los animales entrenados.

Por dltimo, si bien tomamos el cuidado de entrenar con una minima
intensidad de luz en la sala experimental, entendemos que se debe
entrenar durante el ciclo oscuro para no interferir con el descanso del
animal. Creemos que ésta es una fuente de error muy importante en este

tipo de trabajos.

3. ANALISIS ESTADISTICO.
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Los datos en el laberinto radial fueron analizados con ANOVA de
medidas repetidas y los restantes con el test t-Student. Los resultados
fueron expresados como la media + E.S.M. Se consideraron diferencias

significativas p< 0,05 y altamente significativas con p<0,01.

4. RESULTADOS.

Fig. 1: En las ratas EA (B) , las neuronas corticales NADPH-d positivas
presentaron mayor tamafio y dendritas mas largas y ramificadas con

respecto a las CS (A).

Fig. 2. Efecto del entrenamiento sobre el tamafio de neuronas nitrérgicas
corticales, evaluado a través de dos parametros morfométricos, el area
del soma (A) y el diametro medio del soma (B). n= 12 para cada
grupo,*p< 0,01. Los parametros morfométricos que se utilizaron fueron:
AS: CS82+4.1vs. EA 157 +5.9 (p<0.01); DSM: CS 13 + 0.4 vs. EA 24

+0.9 (p< 0.01).
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CORTICALES

AREA SOMATCA DE NEURONAS

CsS.

Fig. 4: Las neuronas estriatales de CS ( A) vs. EA ( B), no mostraron
diferencias significativas en el tamafio ni en la morfologia de sus
ramificaciones.

A B



Fig. 5: se detectaron diferencias altamente significativas en las OD de
neuronas estriatales de CS 'y EA: 0.72 + 0.028 vs 0,88 + 0.024 pm? (p<
0.01) indicando que las EA expresan mayor cantidad de NOS en areas

mas extensas en relacion con las CS.

Fig. 6, 7y 8: Con respecto a los parametros cognitivo — conductuales, se
detecto:

a) un menor N° de errores en laEMR: 7+0.25y5 +0.17en CSy EA
(p< 0.01) (Fig. 6) Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas
de EMR cuando se comparan ratas exitosas de ambos grupos (p>0.05).
Se destaca la tendencia en ambos a reducir progresivamente la
variabilidad en la respuesta.

b) un mayor N° de éxitos: 26 + 1.4y 36 + 1.6 en CS y EA (p< 0.01) (Fig.

7) y c) menortiempo total empleado: 324 + 7y 233 +4.5
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en CSy EA (p< 0.01) (Fig. 8).

Fig. 6

N° DE EXITOS

D
(o))
()
(2]

A
-
<
=
o]
=
o]
o
=
i1
-

Fig. 9: Los marcadores de ansiedad revelaron que el nimero de veces
gue la rata realiza acicalado o0 “grooming” muestra diferencias
altamente significativas (P<0,01) entre CS (1,48 + 0,06) y EA (0,67 +
0,04). Sin embargo, no se detectaron diferencias en el nimero de

defecaciones entre ambos grupos
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5. DISCUSION : En el presente trabajo estudiamos el efecto del
ejercicio aerébico cronico realizado regularmente a lo largo de la vida,
desde la etapa pre-puberal hasta la vejez sobre el desempefio cognitivo
y conductual de ratas Wistar de 18 meses de edad y su posible relacion
con la actividad del sistema nitrérgico en regiones cerebrales especificas
gue se relacionan con la memoria y el aprendizaje: la corteza cerebral y

el cuerpo estriado.

Las areas mencionadas fueron seleccionadas por mostrar patrones de
interaccion relevantes (44).

Los ganglios basales consisten en: nlcleo caudado, putamen, globo
palido, ndcleos subtalamicos y sustantia nigra. El ndcleo caudado y el
putamen constituyen colectivamente lo que se conoce como “cuerpo
estriado” (44).

Investigaciones recientes sostienen que entre la corteza y el cuerpo
estriado existen conexiones anatémicas y funcionales, que les permiten
trabajar juntos como soporte del aprendizaje: el cuerpo estriado
interviene en aspectos motores y motivadores de la conducta, en
procesos de secuenciacion y categorizacion del aprendizaje y ademas,
sus distintas regiones podrian ser reclutadas diferencialmente durante
diversos tipos de aprendizaje (44).

El envejecimiento esta asociado con el deterioro en la funcién cognitiva.
Se ha demostrado en modelos de roedores y también en humanos que
los sujetos afiosos muestran alteraciones significativas en la memoria y
aprendizaje, desérdenes en la motricidad y en la conducta emocional (26,
40).

El 6xido nitrico (NO) es una molécula que parece desempefiar un rol

dual: su presencia es critica para la regulacién fisiolégica normal del
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sistema nervioso y tiene un papel destacado en la plasticidad sinaptica,
el aprendizaje y la memoria, la supervivencia neuronal y la respuesta
vascular. Por otra parte, debido a sus propiedades como radical libre,
tiene un efecto neurotoxico y pro-apoptético que podria estar asociado
con el envejecimiento normal asi como con procesos neurodegenerativos
(26, 30, 32).

Trabajos previos (40) demuestran que la produccion de NO en regiones
asociadas a procesos de memoria y aprendizaje como la corteza cerebral
y el cuerpo estriado esta significativamente disminuida en ratas
senescentes (30 meses) cuando se las compara con ratas adultas
jévenes (3 meses) y que esta alteracion podria explicar el deterioro en la
memoria espacial que muestran cuando son evaluadas en el laberinto
radial. Los autores sugieren que el NO podria jugar un rol importante en
procesos de la memoria, particularmente en la fase de adquisicion, pero
no en la de retencién en un aprendizaje espacial (40).

Reportes posteriores (26) muestran que ratas de 24-26 meses, con
deterioro cognitivo, presentan menor expresion de la isoforma neuronal
de la éxido nitrico sintasa (NNOS) y mayor de la inducible (iNOS) cuando
se las compara con el grupo senescente de mejor desempefio en el
laberinto de Morris. Concluyen que el envejecimiento estaria asociado a
una declinacién en la funcion de la nNOS y un aumento de la iINOS en
ciertas regiones cerebrales, incluyendo el hipotadlamo y la corteza frontal,
gue podria explicar el deterioro en areas especificamente involucradas
en la memoria y el aprendizaje y correlacionaria con el déficit cognitivo
detectado ( 26).

Con respecto al efecto del ejercicio moderado regular de caracteristicas
aerdbicas y de largo plazo sobre el sistema de la NOS (actividad y

morfologia de neuronas expresando NOS) en las regiones cerebrales
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seleccionadas, en el presente estudio se ha detectado un incremento del
mismo como lo indica el significativo aumento de la actividad NADPH-d a
nivel de corteza y estriado, asi como alteraciones morfolégicas en
neuronas corticales de ratas EA que mostraron el doble de tamafio y
mayor desarrollo dendritico que las de CS. No observamos
modificaciones de este tipo en neuronas estriatales, a diferencia de lo
reportado en otros trabajos (45).

Asumimos que deberiamos haber realizado estudios de inmuno-
marcacion y co-localizacion en las regiones seleccionadas e inclusive en
hipocampo y cerebelo para identificar las isoformas modificadas por el
ejercicio crénico y la edad que aporten mas informacién a la obtenida
solamente con técnicas histoquimicas.

Con respecto a las alteraciones morfologicas detectadas en neuronas
corticales se podria sugerir que el notable aumento en el tamafio
neuronal se deberia, al menos parcialmente, a la mayor expresion y
actividad de factores de crecimiento dependientes de la presencia de
NO.

Existe evidencia (6,7) que demuestra, particularmente en el hipocampo y
neocorteza, que el incremento secundario al ejercicio en los niveles de la
neurotrofina brain-derived neurotrophic factor 6 BDNF y de otras
moléculas promotoras de supervivencia neuronal, parece ser
dependiente de la sintesis de NO ya que la inhibicién de la NOS previene
dicho aumento. Las funciones de BDNF a nivel neuronal son varias:
supervivencia, migracion, diferenciacion fenotipica, crecimiento axonal y
dendritico, sinaptogénesis, regulacion de la plasticidad sinaptica y de la
adquisicién y consolidacion de la memoria (6,7), por consiguiente, el
aumento del sistema nitrérgico inducido por el ejercicio podria promover

la expresién y actividad de BDNF modificando fenotipicamente las
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neuronas motoras corticales (mayor tamafio y desarrollo dendritico) en
los animales EA cuando se las compara con los CS.

En el presente estudio se han evaluado parametros cognitivo-
conductuales utilizando el paradigma del laberinto radial de ocho brazos
durante 40 dias consecutivos que permiti6 detectar una  mayor
capacidad de aprendizaje y menor cantidad de errores en la memoria
espacial en ratas EA cuando se las comparé con los CS asi como mayor
actividad exploratoria en las ratas EA en la primera semana del test,
durante el periodo de moldeamiento (datos no presentados) frente a una
conducta de inmovilidad de las CS ante la novedad del laberinto. Este
comportamiento fue desapareciendo con el correr de los dias a medida

gue los animales aprendian la tarea.

Durante el periodo de evaluacién, las EA mostraron una mayor
capacidad de aprendizaje y menos errores en la memoria espacial,
resultando mas exitosas y veloces a la hora de completar la prueba. Con
respecto a los marcadores de ansiedad, los resultados no son
concluyentes ya que no se detectaron diferencias significativas en el
numero de defecaciones pero si en las veces que se detenian a
acicalarse (“grooming”) . Este Ultimo parametro y las observaciones
conductuales durante el estudio de ambos grupos sugieren la presencia
de menor ansiedad en las ratas EA, coincidiendo con lo reportado por
distintos autores con respecto al posible efecto ansiolitico del ejercicio

(4,5).

Los datos de la bibliografia y los resultados obtenidos, indicarian la
existencia de una posible asociacion positiva y causal entre el aumento
del sistema nitrérgico mediado por el ejercicio créonico moderado y el

desempefio cognitivo que mostraron las ratas afiosas entrenadas. Sin
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embargo, no se puede concluir que el ejercicio moderado modifique
especifica y regionalmente alguna isoforma de la NOS responsable de
este posible efecto protector en el largo plazo y, simultdneamente,
disminuya la iNOS cuyo rol en el envejecimiento normal adn es

controvertido .

Los resultados obtenidos en el presente trabajo constituyen un aporte al
conocimiento de la respuesta al ejercicio moderado crénico realizado
regularmente a lo largo del ciclo vital del animal y su posible relacion con
el sistema nitrérgico en regiones cerebrales especificas en la vejez. En
este sentido, complementan los obtenidos por otros autores (45) que han
empleado distintas modalidades de ejercicio con ratones jovenes en el

corto plazo.

6. CONCLUSION : Se observo un aumento del sistema de NO en la
corteza cerebral y estriado de los animales EA que podria participar en el
efecto protector sobre la la funcion y sobrevida de las neuronas corticales
y estriatales y por consiguiente sobre la declinacién cognitiva
dependiente de la edad. El ejercicio aerébico a lo largo de la vida tendria
un efecto neuroprotector en el largo plazo que podria estar mediado
parcialmente por el sistema nitrérgico.

El presente trabajo constituye un aporte para abordar futuros estudios
longitudinales utilizando el entrenamiento aerébico de moderada
intensidad con ajustes periédicos en la carga con el fin de establecer
puntos de corte en las etapas adecuadas. Por otra parte, el estudio del
tiempo y la magnitud de la carga constituyen variables de gran interés en

si mismas.
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