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Resumo:

A deprivacdo maternal (DM) € um evento estressor que esté relacionado a déficits cognitivos, ateragdes neuroquimicas,
comportamentais e modificacdo na funcdo de sistemas de neurotransmissores, como o dopaminérgico. Estudos mostram a
eficicia do exercicio fisico na prevencdo de déficits na consolidagdo das memdrias de curta e longa duragdo, bem como na
melhora da meméria de reconhecimento de objetos. A partir disso, o objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos de uma
sessdo de exercicio aerdbico agudo sobre o déficit de memdria em ratos submetidos & DM. Para isso, foram utilizadas 23 ratas
Wistar prenhas e, em seguida, 65 ratos Wistar machos provenientes da prole das mesmas. Iniciamente, os ratos foram
divididos em dois grupos, sendo um deles submetido a DM e o outro ndo. A DM consiste na retirada da mée da caixa-moradia
por um periodo de 3 h/dia, durante 10 dias. Posteriormente, os animais foram divididos em 6 grupos: 1)DM+RO (n=10);
2)DM+Exercicio agudo+RO (n=10); 3)DM+Habituagdo ao exercicio agudo+RO (n=10); 4)NDM+RO (n=10);
5)NDM+Exercicio agudo+RO (n=10); 6)NDM+Habituacdo ao exercicio agudo+RO (n=10). Para avaliagcdo da memodria de
reconhecimento de objetos, utilizou-se a tarefa de RO. Para avaliar se a DM e o tratamento n&o afetam o estado de ansiedade
dos animais, foi utilizada a tarefa de labirinto em cruz elevado (LCE). Para verificar a normalidade da amostra, utilizamos o
teste de Shapiro-Wilk. Para comparar a porcentagem de tempo total de exploracéo gasto em cada objeto, foi utilizado o teste
de Wilcoxon, e no labirinto em cruz elevado, os dados foram comparados por Kruskal-Wallis. O grupo DM n&o consolidou
memoria. Os ratos submetidos a deprivacdo e que realizaram exercicio agudo ou habituagdo ao exercicio, apresentaram
melhora na consolidacdo e retencdo da memoéria. Tanto a deprivagdo maternal quanto o protocolo de exercicio fisico ndo
alteraram a ansiedade dos animais. Os resultados mostram que a DM causa déficits na memdria de longa duragdo, bem como
na persisténcia da meméria de reconhecimento de objetos. Além disso, demonstram que uma sesséo de exercicio aerdbico
agudo é capaz de melhorar a meméria de ratos submetidos a DM, tanto na formagao da memaria de longa duragéo quanto na
persisténcia damemériaaté 7 dias.
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EFEITOS DO EXERCICIO AGUDO AEROBICO SOBRE OS DEFICITS DE MEMORIA
CAUSADOS PELA DEPRIVACAO MATERNAL

INTRODUCAO

Durante o periodo neonatal o cérebro € muito suscetivel a quaisquer influéncias
externas, possivelmente porque passa por alteracdes significativas durante esse periodo (Marco
et al., 2015). Estudos t€ém mostrado que a exposi¢do a eventos estressantes durante esta fase da
vida pode influenciar no desenvolvimento do cérebro (Marco et al., 2015), bem como na
predisposicao a comportamentos depressivos (Heim e Nemeroff, 2001).

Em mamiferos, sabe-se que a relacdo entre mae e filhote no inicio da vida é importante
no desenvolvimento do neonato, e a interrup¢ao desta interacdo pode induzir déficits cognitivos
(Cao et al., 2014), alteragcdes neuroquimicas, neurobiolégicas, comportamentais (Rentesi et al.,
2013), e em parametros imunoldgicos (Hennessy et al., 2010), além de modificar a fungao de
diferentes sistemas de neurotransmissores de maneira persistente, até a vida adulta, como o
sistema dopaminérgico (NEVES et al, em preparagdo).

Em contrapartida, o exercicio fisico cronico é capaz de prevenir déficits na consolidacao
das memorias de curta e de longa duragdo provocados pela deprivagdo maternal (DM) (Neves
et al., 2015). Ademais, evidéncias mostram que o exercicio fisico agudo, realizado
imediatamente apds a sessdo de aprendizagem € eficaz na melhora da memoria de
reconhecimento de objetos (Da Silva De Vargas et al., 2017).

Em animais, o modelo de DM tem se demonstrado eficaz para mimetizar o estresse
ocorrido durante a fase inicial de desenvolvimento (Benetti er al., 2009). Assim sendo, a
compreensdo dos mecanismos envolvidos em eventos trauméticos durante a primeira infancia,
bem como os seus impactos na vida adulta permite o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas para os transtornos psicolégicos e comportamentais provenientes destes traumas.
A partir disso, o objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos de uma sessdo de exercicio
aerdbico agudo sobre o déficit de memdria em ratos submetidos a DM. Hipotetiza-se que uma
sessdo de exercicio poderia promover aumento nos niveis de alguns neurotransmissores, dentre
eles da dopamina, que parece estar diminuida no cérebro de animais deprivados.

METODOLOGIA

Este projeto foi aprovado pela Comissio de Etica de Uso de Animais da Unipampa, sob
o protocolo 050/2017.

Para este estudo, primeiramente utilizamos 23 ratas Wistar prenhas, e em seguida, foram
utilizados 65 ratos Wistar machos provenientes da prole das mesmas. Inicialmente os ratos
foram divididos em dois grupos: deprivados (DM) e nao deprivados (NDM). Posteriormente,
os ratos foram subdivididos em 6 grupos: 1. DM+ Reconhecimento de Objetos (RO) (n=10):
Ratos deprivados que realizaram a tarefa de RO; 2. DM+Exercicio agudo + RO (n=10): Ratos
deprivados que passaram pela Unica sessdo de exercicio agudo em esteira rolante logo apos o
treino no RO; 3. DM+Habituacao ao exercicio agudo+RO (n=10): Ratos deprivados que apenas
foram habituados a esteira, porém ndo realizaram o exercicio logo apés o RO; 4. NDM+RO
(n=10): Ratos ndo deprivados que realizaram a tarefa de RO; 5. NDM+Exercicio agudo+RO
(n=10): Ratos ndo deprivados que passaram pela tnica sessdo de exercicio agudo em esteira
rolante logo apds o treino no RO e 6. NDM-+Habituacdo ao exercicio agudo + RO (n=10): Ratos
nao deprivados habituados a esteira, porém nao realizaram o exercicio logo ap6s o RO. e 7.

O protocolo de DM consiste em, a partir do dia seguinte ao parto (DPN-01), retirar a
rata mae da caixa por um periodo didrio de 3 horas, durante 10 dias seguidos (PDN-01 ao 10).
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Durante o periodo de DM os filhotes foram mantidos em um ambiente devidamente climatizado
(32°C), para manter a temperatura corporal adequada. Ao final de cada sess@o, as maes foram
realocadas nas caixas em que estavam anteriormente, retornando ao ambiente original (Benetti
et al., 2009). No PND-21 todos os ratos foram desmamados e mantidos em caixas limpas, com
no méiximo 4 animais. Os testes mnemoOnicos € comportamentais foram realizados com os
filhotes machos adultos, a partir do 100° dia de vida dos ratos.

Para o exercicio aerdbico, foi utilizado um protocolo de corrida em esteira rolante, com
intensidade de 60-70% de absor¢dao méxima de oxigénio (VO2) medida indiretamente (Brooks
e White, 1978) em uma tnica sessdo de exercicio fisico aerébico com durac¢do de 30 minutos,
sendo esta realizada imediatamente apds o treino para o RO. Previamente ao treino para a tarefa
de RO, os ratos foram habituados a esteira durante dois dias (velocidade 2 a 5 m/min durante
10 min). Depois, eles foram submetidos ao “protocolo do bom corredor” (8m/min durante 10
minutos), e no dia seguinte, o teste de VO2maéx foi realizado (Sosa et al., 2015).

Para avaliar a memoria de reconhecimento de objetos, utilizamos a tarefa de RO
(Ennaceur e Delacour, 1988). O aparato para esta tarefa consiste em uma caixa de madeira,
onde inicialmente os animais foram habituados, sendo colocados no interior da caixa durante 4
dias consecutivos, 20 min/dia. Apds os dias de habituagdo, dois objetos diferentes (A e B) foram
colocados na caixa para que os animais os explorassem livremente durante 5 minutos (sessao
de treino). Apds 24 horas da sessdo de treino, um dos objetos (B) foi substituido por um novo
objeto (C), e os animais foram colocados novamente no aparato por mais 5 minutos, para livre
exploracdo (sessdo de teste). Sete dias apds o treino, (para testar a persisténcia da memoria),
outro teste de RO foi realizado, com os objetos A (familiar) e D (novo). Espera-se que o animal
que aprende reconheca o objeto familiar, e, portanto, gaste mais tempo explorando o objeto
novo.

Para avaliar se a DM e o tratamento nio afetam o estado de ansiedade dos animais, o
que poderia alterar os resultados dos testes de memdria indiretamente, foi utilizada a tarefa do
labirinto em cruz elevado (LCE), que consiste em uma plataforma em cruz, com dois bragos
contralaterais possuindo paredes elevadas, sendo denominados bracos fechados, e os outros
dois ndo possuem paredes, sendo denominados bracos abertos. Foi registrado o nimero de
entradas e a permanéncia nos bracgos abertos e fechados (Pellow et al., 1985).

A normalidade de distribui¢do dos dados foi analisada através do teste de Shapiro-Wilk.
O tempo de exploracdo dos objetos no RO foi convertido em porcentagem do tempo total de
exploragdo. O teste de Wilcoxon foi usado para comparar a porcentagem do tempo total de
exploragdo gasto em cada objeto considerando uma média tedrica de 50%. No teste de labirinto
em cruz elevado, os dados foram comparados através do teste de Kruskal-Wall. Os resultados
estdo expressos na forma de média + DP e foram considerados significativos os valores de P <
0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A formacdo e persisténcia da memodria foram avaliadas através do teste de RO. Na
andlise, observamos que durante o treino os ratos exploraram os objetos (A e B) por
aproximadamente 50% do tempo total de exploracido cada um (A= 50,68 + 7,43; B= 49,32 +
7,43%; P = 0,3788; tes) = 1,084 — tanto para 24h quanto para 7 dias apds o treino) (Figura 1A e
1B).

O grupo DM nao formou memoria de longa duracdo avaliada 24h apds o treino (A =
46,24 + 13,42; C=53,75 £13,42; P=0,570; t9y= 0,8847) (Figura 1A). Sete dias apds o treino,
estes animais ainda exploraram mais o objeto familiar (A= 58,15 + 10,90; D = 41,85 + 10,90;
P = 0,031; to) = 2,366) (Figura 1B). O grupo NDM, formou memdria 24h apds o treino (A=
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40,73 +£11,07;C=59,27+11,07; P=0,039; ts)=2,513) (Figural A), no entanto, ndo apresentou
persisténcia da memoria quando avaliado 7 dias apos (A = 46,24 + 6,56; D = 53,76 £ 6,56; P =
0,250; t@) = 1,718) (Figura 1B). Estes resultados eram esperados considerando os dados
disponiveis na literatura (Neves et al., 2015).
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Figura 1: A deprivagdo maternal causa déficits na memdria de longa duragdo e persisténcia da memoria no reconhecimento de
objetos (RO). O exercicio fisico agudo evita esses déficits. A. Os animais foram treinados na tarefa de RO e testados 24 h
depois. Na sessdo de treinamento os animais foram expostos aos objetos A e B e exploraram cerca de 50% do tempo total de
exploracdo de cada um. Na sessdo de teste, os ratos foram expostos ao objeto familiar (A) e a um novo objeto (C). O grupo
DM nio foi capaz de distinguir o familiar do novo objeto na sessdo de teste, mas os ratos DM submetidos ao exercicio fisico
agudo foram. B. Os animais foram treinados em tarefa de RO e testados 7 dias apds o treinamento. Na sessdo de treinamento
os animais foram expostos aos objetos A e B e exploraram cerca de 50% do tempo total de exploragdo de cada um. Na sessdo
de teste, os ratos foram expostos a um familiar (A) e a um novo objeto (D). O grupo DM néo distinguiu o objeto familiar do
novo objeto, e, ainda, explorou mais o objeto familiar. Os ratos DM que realizaram exercicio fisico agudo foram capazes de
distinguir o objeto familiar do novo. Os dados sdo expressos como média + desvio-padrdo da porcentagem do tempo total de
exploragdo; * P< 0,05 para o teste de Wilcocson, considerando uma média tedrica de 50%; n = 8-10 por grupo.

A andlise do grupo DM+Exercicio agudo, mostrou que os ratos formaram memoria 24h
apos o treino (Média A= 39,68 +6,83; C= 60,32+6,83; P=0,002; t(9)= 4,774) (Figura 1A), e,
ainda, que essa memoria persistiu, sendo expressa 7 dias apds o treino (A= 36,89 + 8,88; D =
63,11 + 8,88; P = 0,007; t) = 4,429) (Figura 1B). Os ratos NDM que passaram pelo exercicio
agudo formaram memoria 24 horas apds o treino (A= 36,68 +9,87; C=62,32+9,87; P=0,015;
t7y = 3,529) (Figura 1A) e a mesma persistiu 7 dias apds o treino (A= 42,09 + 6,18; D = 57,91
+ 6,18; P =0,015; t7)= 3,617) (Figura 1B). Por outro lado, os animais deprivados que foram
apenas habituados ao aparato de exercicio, porém nao realizaram a sess@o de exercicio logo
apos a aprendizagem de RO, formaram memoria 24h apds o treino (A= 40,26 £ 9,04; C =59,74
+9,04; P =0,019; t)= 3,402) (Figura 1A), no entanto, essa memdoria ndo persistiu 7 dias apds
o treino (A= 45,40 + 6,45; D = 54,60 + 6,45; P = 0,05; t) = 2,255) (Figura 1B). J4 os animais
nao deprivados que passaram apenas pela habituacdo ao exercicio (sem a sessdo de exercicio
agudo), formaram memoria 24 horas ap6s o treino (A= 38,84 + 8,53; C = 61,16 + 8,53; P =
0,002; t9)=4,139) (Figura 1A) e apresentaram persisténcia dessa memoria 7 dias ap0s o treino
(A=38,60+5,41; D=51,40 £5,41; P =0,002; tv,= 6,663) (Figura 1B).

Tanto a deprivagdo maternal, quanto o protocolo de exercicio fisico, ndo alteraram a
ansiedade dos animais. Esses resultados podem ser observados tanto 24 horas (P = 0,778)
quando 7 dias ap6s o treino (P = 0,391) (Tabela 1). Este resultado € importante para que
possamos garantir que os resultados dos testes mnemoOnicos ndo sofreram interferéncias
comportamentais.
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Tabela 1: A deprivagido materna e o exercicio fisico ndo alteram a ansiedade dos animais. Os dados sdo expressos como Média
+ DP do tempo gasto e o nimero total de entradas nos bragos abertos e fechados do Labirinto em Cruz Elevado. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos — Kruskal-Wallis — 8-10 por grupo.

LCE -24h DM NDM DM+EXER NDM+EXER DM+HAB EXFR NDM+HAB EXFR
Tempo nos bragos 138.7+19.18 137.5+29.33 145.0=26.68 1419+26.73 146,0=31.14 148,3=7.77
abertos
Tempo nos bragos 137.8=17.24 130,8 = 21,14 138.4=27.71 1448 30,15 137.4 £ 26,34 142,026,090
fechados
Total de entradas 16.80+=3 882 1522+ 5191 15.90 = 6.790 17.25 = 6.497 22.00+6.766 22.80+5.453
LCE — 7dias DM NDM DM+EXER NDM-+EXER DM-+HAB EXER NDM+HAB EXFR
Tempo nos bragos 1437 = 18,01 1306 = 18,39 136,7+22.32 146,0 = 32,16 151,9+ 19,13 132.1+9.504
abertos
Tempo nos bragos 13321 5,96 1449 = 16.62 142.9£2531 136. 6 = 30,88 137742157 132.5+9.120
fechados
Total de entradas 17.50 £ 5,104 20.0 0= 5,431 18.00+6.429 1588 £ 5,083 18.70 £ 6.129 20,10+ 4.175

Nossos resultados mostram que a DM causa déficits na memoria de longa duracgdo, e,
portanto, também nao ha persisténcia da memoria de reconhecimento de objetos. Estudos
prévios ja demonstraram os déficits mnemonicos causados pela DM, tanto 24h apds o treino de
RO (Mello et al., 2009), até 8 dias apds o treino (Pinheiro ef al., 2012).

Aqui, demonstramos o efeito protetor de uma sessao de exercicio aerdbico agudo,
realizado logo apds o aprendizado, sobre a memoria. Estudos prévios utilizando uma tnica
sessdo de exercicio agudo, mostraram que esta prética € eficaz em promover melhora da
memoria de longa duragdo, gerando a persisténcia da memoria até 21 dias ap6s o treino de RO
em ratos adultos (Da Silva De Vargas et al., 2017). Estes resultados demonstram o potencial
para o uso dos diferentes tipos de exercicios na tentativa de atenuar os danos cognitivos
causados pela DM.

Alguns estudos jd utilizaram com sucesso o exercicio aerébico cronico como alternativa
para atenuar ou reverter os danos cognitivos causados pela DM (Mello et al., 2009); (Neves et
al., 2015). Neves et al. (2015) demonstraram que o exercicio fisico aerébico cronico (8
semanas) é capaz de reverter os déficits de memoria de curta e longa durag@o causados pela
DM (Neves et al., 2015). Nossos achados acrescentam o potencial uso de uma sessdo Unica de
exercicio logo apds uma sessdo de aprendizagem (no presente caso, RO), ja que esta pratica
promoveu aprendizagem e persisténcia da memoria em animais deprivados, que sem o exercicio
ndo foram capazes de aprender.

CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados mostram que uma sessao de exercicio aerébico agudo é capaz de
melhorar a memodria de ratos normais, promovendo a persisténcia da mesma, e de ratos
submetidos a DM, que gera déficit cognitivo, promovendo a aprendizagem/formacdo e
persisténcia da memoria.
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