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Resumo:

Introducdo: A Doenca de Alzheimer (DA) € a mais frequente das doengas crbnicas degenerativas
relacionadas a idade. Sua causa esta relacionada, entre outros fatores, com o acumulo de proteina beta-
amiloide (@) no sistema nervoso central, acarretando em déficits cognitivos e de memaoria. Na busca por
terapias capazes de frear a doenca, pesquisadores apontam que o0 exercicio fisico tem se mostrado eficaz
em reduzir os déficits, promovendo a neurogénese, aumento dos niveis de neurotransmissores e ainda,
induzindo a neuroplasticidade. Outra alternativa ndo farmacolgica que parece ter um importante papel
no tratamento de doencas cronicas degenerativas € a estimulacdo cognitiva, a qual estudos recentes
sugerem que intervencdes cognitivas podem melhorar os déficits observados na DA. Assim, este estudo
teve como objetivo analisar os efeitos destas intervencdes no tratamento da DA utilizando um modelo
animal de neurotoxicidade induzida pela proteina a, com a perspectiva de contribuir para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas da doenca. Metodologia: Foram utilizados 72 ratos Wistar
machos, divididos em seis grupos: Controle; Doenca de Alzheimer (DA); Exercicio Fisico (EF); EF +
DA; Exercicio Cognitivo (EC); e EC + DA. Os animais foram submetidos a cirurgia estereotéxica para a
injecdo de salina nos grupos controle e, a nos grupos DA, para mimetizar a doenca. Animais dos grupos
EF e EF+DA foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico, em esteira; e os grupos EC e EC+DA
foram submetidos ao exercicio cognitivo, através do Labirinto de Barnes. Para avaliar a memaéria dos
animais, foi utilizado o teste de Reconhecimento de Objetos (RO), seguido pelos testes de controle
comportamentais (Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado). Resultados e Discusséo: Nossos
resultados confirmam gue o exercicio pode, além de melhorar a memoria, reverter o déficit mnemonico
induzido pela beta amiloide. Adicionamente, demonstramos que a estimulacgo cognitiva é capaz de
reduzir os déficits induzidos pela injecéo de a, corroborando com estudos que demonstraram que o
exercicio melhora o desempenho da memaria de longo prazo, potencializa a neurogénese no hipocampo
e as fungBes cognitivas, identificando o0 uso destas estratégias como potenciais terapéuticos no
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tratamento da DA. Conclusdes: Nesse sentido, a estimulagdo cognitiva, assim como o exercicio fisico
crénico, configuram-se como alternativas ndo farmacol 6gicas eficazes no tratamento da DA, capazes de
reduzir os déficits de aprendizado induzidos pela a, contribuindo para a melhora da qualidade de vida dos
portadores dessa doenca.
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ESTIMULACAO COGNITIVA E EXERCICIO FiSICO ATENUAM OS DEFICITS
DE APRENDIZAGEM RELACIONADOS A DOENCA DE ALZHEIMER

1 INTRODUCAO

Em decorréncia do envelhecimento populacional, houve um aumento na incidéncia
das doencas cronicas degenerativas relacionadas a idade (CARAMELLI; BARBOSA, 2002).
A mais frequente delas, a Doenca de Alzheimer (DA), € caracterizada por déficits cognitivos
decorrentes de um processo neurodegenerativo progressivo e irreversivel que acarreta no
comprometimento da memoria, raciocinio, entre outras fungdes cognitivas. Suas causas estao
relacionadas, entre outros fatores, com o acimulo de proteina beta-amiloide (Ba) no sistema
nervoso central (ALKAM et al., 2007); hiperfosforilagdo da proteina tau e/ou reducao dos
niveis de neurotransmissores centrais.

Atualmente ndo existe um tratamento definitivo que possa curar ou reverter a DA.
Pesquisadores tém focado seus estudos na busca por terapias que possam frear o avanco da
doenca. O exercicio fisico tétm se mostrado eficaz na reducdo dos déficits associados ao
envelhecimento, assim como na promocdo de neurogénese (VAN PRAAG et al., 2005).
Evidéncias de estudos em humanos e em animais sugerem que o exercicio fisico tem um
efeito indutor da neuroplasticidade, muitas vezes, promovendo uma melhor fun¢io cognitiva
(HOTTING; RODER, 2013). Os mecanismos pelos quais o exercicio traz beneficios para a
memoria também incluem o aumento dos niveis de neurotransmissores, como serotonina,
noradrenalina e acetilcolina (LISTA; SORRENTINO, 2010) e o aumento da liberacdo de
fatores neurotroficos (LAFENETRE et al., 2010).

Outra alternativa ndo farmacoldgica que parece ter um importante papel no tratamento
e regressdao de doencas degenerativas € a estimulacdo cognitiva. Achados recentes sugerem
que intervengdes cognitivas podem melhorar os déficits observados na DA (MARTINEZ-
CORIA et al., 2015) e podem modular a excitabilidade de neur6nios, induzindo mudangas na
plasticidade sindptica e capacidade de aprendizagem (SEHGAL et al., 2013).

A maioria dos estudos com estas intervengdes, no entanto, aborda seus efeitos
preventivos. Neste estudo, tivemos como objetivo analisar os efeitos destas intervengdes no
tratamento da DA utilizando um modelo animal de neurotoxicidade induzida pela proteina
beta-amiloide, com a perspectiva de contribuir para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas da doenca.

2 METODOLOGIA

Foram utilizados 72 ratos Wistar machos com 90 dias de vida, divididos em seis
grupos experimentais: (a) Controle; (b) Doenca de Alzheimer (DA); (c) Exercicio Fisico (EF);
(d) EF + DA; (e) Exercicio Cognitivo (EC); (f) EC + DA.

Para mimetizar uma das principais caracteristicas da DA, foi realizada infusdo
intrahipocampal bilateral (2 ul) da proteina Pa através da cirurgia estereotaxica. Os grupos
sham (controle), foram submetidos a cirurgia, mas receberam o mesmo volume de solucdo
salina (veiculo). Apds 10 dias de recuperagdo cirdrgica, tempo necessdrio para a formacao e
agregacdo de placas induzida pela injecdo da Pa, foram iniciados os protocolos de exercicio
fisico e cognitivo. Posteriormente, foram realizados os testes comportamentais.

Para estimulacdo cognitiva, os animais foram submetidos ao protocolo do Labirinto de
Barnes (LB) adaptado de Barnes (1979). Os animais foram habituados e treinados, durante 4
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semanas, diariamente. A tarefa consistiu na colocacdo do animal no centro de uma
plataforma circular, com buracos na sua circunferéncia e na aplicacio de um estimulo
luminoso que motivou o animal a escapar para uma caixa escura escondida debaixo de um
desses buracos. O animal deveria, ao longo da tarefa, utilizar pistas espaciais disponiveis nas
paredes laterais da sala do treino, para encontrar o buraco correto, no qual havia o refugio. Foi
avaliada a laténcia para encontro do reftigio e o nimero de buracos errados até que o animal
encontrasse o buraco alvo. A cada semana, o local do refligio era modificado e o animal
precisava desenvolver flexibilidade cognitiva para aprender a nova localizacao do reftigio.

O protocolo de exercicio fisico foi realizado em uma esteira rolante motorizada
propria para ratos, trés vezes por semana por 30 minutos, durante 4 semanas, com uma
intensidade equivalente a 60-70% do consumo maximo de oxigénio (VO,) medido de forma
indireta (CECHETTI; WORM; ELSNER et al., 2012). Uma semana antes da realiza¢do desse
protocolo, os animais foram sujeitos a outros dois protocolos: de adaptacdo ao exercicio, no
qual foram habituados a esteira por 2 dias, 10 minutos por dia com uma velocidade de 2-
Sm/min e, ao “protocolo do bom corredor”, no qual correram durante 3 dias consecutivos, 10
minutos por dia com uma velocidade de 8m/min e foram avaliados quanto ao nivel de
treinabilidade, que determinou quais animais compuseram o0s grupos exercicio fisico
(ARIDA; SCORZA; SILVA et al., 2011).

Para avaliar a memoéria de curta e de longa duracdo, foi utilizado o teste de
Reconhecimento de Objetos (RO), que se baseia no tempo de exploragdo de dois objetos em
um contexto ambiental conhecido (VIVINETTO; SUAREZ; RIVAROLA, 2013). Esse teste
foi realizado em um aparato (caixa) de madeira, onde os animais foram habituados 20 minutos
por dia, durante 4 dias. No 5° dia, cada animal foi submetido ao treino de aprendizagem, no
qual se colocaram dois objetos (A e B) para livre exploracao pelo rato durante 5 minutos. Para
avaliar a memoria de curta duracdo, 3 horas depois do treino de aprendizagem, os animais
foram recolocados no aparato, porém, um dos objetos foi substituido por um objeto novo (A e
C). Vinte e quatro horas, um dos objetos foi novamente substituido por um objeto novo (A e
D). Em caso de aprendizagem, espera-se que, no teste, o animal explore mais o objeto novo.
Foi contabilizado o tempo de exploracio para cada objeto em ambos os testes.

Foram realizados testes de controle comportamental para garantir que alteracdes em
outras fung¢des comportamentais ndo interferissem nos resultados dos testes de memdria
desses animais. Para isso, foi utilizado o Campo Aberto (CA), que consiste na colocagcdo do
animal em uma caixa de madeira, com a base dividida em 12 quadrantes, onde o mesmo possa
se deslocar livremente durante 5 minutos e entdo, sao contabilizados o ndmero de
cruzamentos pelos quadrantes e o numero de elevacdes que o animal executa nesse tempo, a
fim de avaliar sua capacidade locomotora e exploratéria (MELLO et al.,, 2008).
Adicionalmente, realizamos o teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE), que consiste em
uma plataforma em forma de cruz, com dois bragos abertos e dois fechados, para avaliar o
estado de ansiedade dos animais, que sdo colocados no centro de intersecdo dos bragos para
livre exploracdio da plataforma durante 5 minutos (BEVILAQUA et al.,, 2003). Foram
contabilizados os nimeros de entradas e o tempo de permanéncia do animal nos bragos
abertos e fechados. O esperado € que quanto mais ansioso ele estiver, permaneca mais tempo
nos bragos fechados.

Os resultados dos testes de RO foram convertidos em porcentual do tempo total de
exploracdo e aplicado teste t de uma amostra, considerando uma média tedrica de 50%. Todos
os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais da Unipampa
(CEUA), sobre o parecer numero 014/2017.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO
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De acordo com os dados obtidos no teste de RO (Fig. 1A), podemos observar que o
grupo Alzheimer (DA), ao contrério do grupo Controle, ndo foi capaz de formar a memoria de
curta duracdo, pois nao houve diferenca significativa na exploracdao dos objetos (familiar e
novo) (grupo Controle p= 0,0127; DA p=0,2126). J4 o exercicio fisico foi capaz de evitar o
déficit de aprendizagem induzido pela injecdo de Pa (Fig. 1A, grupo EF + DA; p=0,0049),
fato que também pode ser observado nos grupos submetidos ao EC (Fig. 1A, grupo EC + DA;
p=0,001). Na Fig. 1B, referente a memoéria de longa durag@o, observamos que o grupo DA
niao foi capaz de consolidar a memoria 24h apds o treino, 0 que acontece nos grupos controle
(grupo Controle p= 0,0454; DA p=0,4751). Da mesma forma que na memoria de curta
duracdo, o exercicio fisico e a estimulacdo cognitiva foram capazes de evitar o déficit de
aprendizagem induzido pela injecdo de Pa (Fig 1B, grupo EF + DA e EC + DA; p=0,0075;
p=0,0073, respectivamente).

Figura. 1. DA prejudica a memdria de curta e longa duracao na tarefa de RO. EF e EC
melhoram os deficits de memoria, tanto em animais sham quanto DA. Dados apresentados em
média e desvio padrdo da porcentagem do tempo total de exploracdo aos objetos (*P < 0,05
no teste t uma amostra, considerando a média tedrica de 50% (n=12 por grupo). Controle, DA
(Alzheimer); EF (exercicio fisico); EF + DA; EC (Exercicio cognitivo); EC + DA.
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Estudos tém demonstrado que o exercicio melhora o desempenho da memoéria de
longo prazo, potencializa a neurogénese no hipocampo e as funcdes cognitivas (CASTILLA-
ORTEGA et al., 2013). Kramer e Erickson (2007) e, Erickson et al. (2009) acreditam que a
atividade fisica aerdbia induz a proliferacdo e a protecdo celular, bem como promove a
plasticidade sindptica. Nossos resultados confirmam que o exercicio pode, além de melhorar a
memoria, reverter o déficit mnemonico induzido pela beta amiloide.

Adicionalmente, nossos resultados demonstraram que a estimulacdo cognitiva é capaz
de reduzir os déficits induzidos pela injecdo de Pa, efeito que pode ser explicado pelo estudo
de Lima et al. (2018) que verificou que esta intervencao reduz os danos causados pelo estresse
oxidativo relacionados a inje¢cao de Pa. Além disso, de acordo com Zatorre, Fields e
Johansen-Berg (2012), evidéncias indicam que o treinamento cognitivo é capaz de induzir
mudancas nos sistemas de neurotransmissdo, como o sistema colinérgico (LIMA et al., 2018).

Dados epidemiolégicos e clinicos sugerem que o exercicio repetido e o
enriquecimento cognitivo e social podem retardar as defici€ncias cognitivas associadas ao
envelhecimento e as doencas neurodegenerativas (MARTINEZ-CORIA et al., 2015),
identificando o uso destas estratégias como potenciais terapéuticos no tratamento da DA.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Sabendo que a cogni¢do € essencial para a funcionalidade humana, assim como a
independéncia para realizar as atividades de vida didrias, o comprometimento das fungdes
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cognitivas € um fator critico que tem forte impacto na qualidade de vida geral e na
incapacidade relacionada a Doenca de Alzheimer. Nesse sentido, a estimulagdo cognitiva,
assim como o exercicio fisico crénico configuram-se como alternativas nao farmacolédgicas
eficazes no tratamento da DA, capazes de reduzir os déficits de aprendizado induzidos pela
fa, contribuindo para a melhora da qualidade de vida dos portadores dessa doenga.
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