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Resumo:

O envelhecimento populacional mundial acentuou as manifestacbes de determinadas patologias, entre
elas a Doenca de Alzheimer (DA). A DA € uma doenca neurodegenerativa com implicacdes cognitivas
cujo 0 mecanismo envolve deposicdo de placas amiloides e estresse oxidativo. O exercicio fisico €
amplamente investigado como neuroprotetor em doencas do sistema nervoso, no entanto pouco se sabe
sobre o papel do exercicio fisico de for¢a sobre a memdria em modelos especificos, como em model os
animais da DA. Assim, 0 objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do exercicio fisico de forca sobre
a memoria, estresse oxidativo e sistema colinérgico em modelos de neuroinflamacdo por injecéo de -
amiloide no hipocampo comparando com o exercicio aerébico. Para isso, 60 ratos Wistar machos foram
divididos inicialmente em 3 grupos de acordo com a modalidade de treinamento e controle. Enquanto o
grupo controle ndo recebeu nenhum tipo de intervengdo, os grupos de treinamento de forca e de corrida
treinaram 8 semanas, 3 vezes por semana, sendo o treino de forca com carga progressiva e adaptada
semanalmente de acordo com um teste de carga maxima. J4, no exercicio aerdbico, os ratos treinaram em
uma sessdo de 40 minutos entre 50 e 60% da capacidade aerdbica obtida no teste indireto de volume
maximo de oxigénio. Depois de 8 semanas de treinamento, os ratos foram subdivididos de acordo com a
injecdo de [-amiloide (Alzheimer) ou sdlina (Controle) quando eram submetidos a uma cirurgia
estereotaxica para mimetizacdo da DA. Ap6s 10 dias foram realizados testes de comportamento, e
memoéria de reconhecimento de objetos seguidos de eutanasia, disseccdo do cérebro para retirada do
hipocampo e andlises bioquimicas de radicais livres por DCFH, peroxidacdo lipidica por TBARS,
capacidade antioxidante total por FRAP e atividade da acetilcolinesterase. Nossos resultados mostraram
gue o exercicio fisico de forca tem beneficio sobre a memaria de reconhecimento de objetos, tanto de
curta duragdo quanto de longa duragdo. Adicionalmente, o exercicio fisico de corrida tem efeitos
benéficos sobre paréametros oxidativos no hipocampo de ratos submetidos a injecéo de 3-amiloide. No
entanto, é necess&io mais estudos que investiguem outros tipos de memdrias, pois é consenso na



literatura que o exercicio fisico aerdbico de forma geral traz beneficios cognitivos.
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NEUROPROTECAO DO EXERCICIO FISICO DE FORCA VERSUS EXERCICIO
FISICO DE CORRIDA NA DOENCA DE ALZHEIMER

1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional mundial acentuou as manifestagdes de determinadas
patologias, entre elas a Doenca de Alzheimer (DA) (MASTERS et al., 2015). Segundo a
organiza¢do mundial de saude (OMS), em 2050, 135,5 milhGes de pessoas serdo afetadas pela
DA que, atualmente, acomete 3.5 milhdes. A DA foi descrita pela primeira vez por Alois
Alzheimer em 1906 que ja caracterizou como uma doenga neurodegenerativa com implicagoes
cognitivas e neuropsiquidtricas (HIPPIUS; NEUNDORFER, 2003). Durante seus trés estigios
de desenvolvimento, ha déficit progressivo de memoria seguido de incapacitagdo e morte.
Geralmente, entre o diagndstico e o 6bito decorrem oito anos o que resulta em um custo
mundial anual de US$ 604 bilhdes (MASTERS et al., 2015). Por isso, investigar estratégias
que visem proteger os déficits de memoria e consequentemente melhorar a qualidade de vida
dos pacientes e familiares é muito importante.

Dentro dos mecanismos envolvidos na DA, estdo a formacdo de placas amiloides,
conhecidas também como placas senis. Essa formacdo se da a partir da degradacdo da
proteina precursora amiloide em um peptideo B-amiloide os quais formam agregados que
depositam no meio extracelular (ANDREEVA; LUKIW; ROGAEV, 2017). A deposi¢do das
placas amiloides levam a redu¢do do nimero de sinapses e, consequentemente, a uma perda
seletiva de neurdnios colinérgicos, em regides especificas do cérebro, como o hipocampo
(GHASEMI et al., 2014). Esse mecanismo esta acompanhado pelo aumento em espécies
reativas de oxigénio e diminuicdo da capacidade (PRADO LIMA et al., 2018).

O exercicio fisico € uma das estratégias mais investigadas como neuroprotetor. No
nosso grupo de pesquisa, ja observamos seus beneficios sobre a memdria em modelos animais
da DA (PRADO LIMA et al., 2018), de isquemia reperfusdao (SCHIMIDT et al., 2014), de
deprivacdo maternal (NEVES et al., 2015), bem como na persisténcia da memoria (VARGAS
et al.,, 2017). No entanto, pesquisas envolvendo o exercicio fisico e sistema nervoso, estao
mais direcionadas ao exercicio fisico aerdbico, existindo poucos estudos em relagdo ao
exercicio fisico de for¢a e seu papel em doengas do sistema nervoso. Pacientes com DA tém
perda muscular associada ao envelhecimento e que se acentua com a inatividade fisica
correspondente a doenca, o que pode ter consequéncias como déficits de equilibrio,
coordenacdo e maior risco de quedas. Assim, o exercicio com o objetivo de ganho de forca e
manuten¢do ou aumento de massa muscular, é recomendado para essa populacio (MENANT
et al., 2016; PIZZIGALLI et al., 2011). Dessa forma, o objetivo desse estudo foi investigar os
beneficios do exercicio fisico de forca sobre a memoria e sobre parametros bioquimicos no
hipocampo comparando com o exercicio aerébico em ratos modelos de DA.

2 METODOLOGIA
2.1 Animais e Desenho Experimental

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos, com dois meses de idade, obtidos a partir do
biotério central da Universidade Federal de Santa Maria. Todos os cuidados com os animais
foram seguidos segundo o Guia dos Institutos Nacionais de Saide para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério (NIH, 1996). Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Uso e
Cuidados com Animais da Universidade Federal do Pampa (N°01/2015). Os animais foram
inicialmente divididos em 3 grupos de acordo com o tipo de treinamento, 0s ratos que nao
treinavam foram considerados o grupo controle. Depois de 8 semanas de treinamento os ratos
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foram subdivididos de acordo com a injecdo de B-amiloide (Alzheimer) ou salina (Controle)
quando eram submetidos a uma cirurgia estereotaxica para mimetizagdo da DA. Ap6s 10 dias
foram realizados testes de comportamento e memoria seguidos de eutandsia, disseccdo do
cérebro para retirada do hipocampo e anélises bioquimicas (figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma do desenho experimental. Foram realizados oito semanas de
treinamento fisico, seguido da cirurgia para mimetizacdo da DA com inje¢cdo de B-amiloide
(AB). Passado dez dias da cirurgia, foram realizados os testes comportamentais de campo
aberto (CA), labirinto em cruz elevado (LCE) e placa quente (PQ).

2.2 Protocolo de Exercicio de Forca

Os ratos realizaram exercicio fisico de escalada com carga progressiva, durante oito
semanas, trés vezes por semana, em dias intercalados. Na primeira semana, a carga de treino
utilizada correspondeu a 50% do peso corporal do animal. Nas semanas seguintes, foram
realizados testes de carga maxima (TCM) no primeiro dia de treino da semana para adaptacao
das cargas e logo eram realizadas oito sessdes de escalada, com carga de 50%, 75%, 90% e
100% da carga maxima (SOUZA et al., 2014).

2.3 Protocolo de Exercicio de Corrida

Ap6s uma semana de habituac@o na esteira, os ratos praticaram o exercicio de corrida
em uma esteira ergométrica propria para ratos durante oito semanas, trés vezes por semana
sempre no mesmo turno, por 40 minutos e a uma intensidade de 60 — 70% do volume médximo
de oxigénio medido de forma indireta (SCHIMIDT et al., 2014).

2.4 Cirurgia

Depois de oito semanas de treinamento, os ratos foram anestesiados (75 mg/kg de
ketamina e 10 mg/kg de xylazina),; i.p) submetidos a cirurgia estereotdxica para injecdo de
2ul de solugao salina ou proteina § amiloide (fragmento 25-35) na regido CA1 do hipocampo
(PAXINOS; WATSON; EMSON, 1980).

2.5 Testes Comportamentais e de Memoria

Ap6s dez dias de cirurgia, foram realizados testes comportamentais para atividade
exploratéria e locomotora: Teste do campo aberto (BENETTI et al., 2009); Ansiedade:
Labirinto em cruz elevado (PELLOW et al., 1985); Avaliacdo da sensibilidade periférica: Hot
Plate (GREEN, 1953). Foi realizado o teste de memoria de reconhecimento de objetos para
memoria de curta duragdo e de longa duracao (MELLO et al., 2008).

2.6 Analises Bioquimicas

Os ratos foram eutanasiados 24 horas apds os testes de memodria, os cérebros
dessecados e os hipocampos isolados para andlises da peroxidacao lipidica pela formacao de
espécies reativas ao dcido tiobarbitdrico (TBARS) (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).
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Andlise dos niveis de producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), por meio do uso de
uma sonda lipossolivel, 2,7 — diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA)
(LOETCHUTINAT et al., 2005). Andlise da capacidade antioxidante total serd avaliada pelo
método de reducdo do ferro (FRAP) (BENZIE; STRAIN, 1996) e atividade da enzima
acetilcolenesterase (ELLMAN et al., 1961).

2.7 Analise Estatistica

Foram verificado a distribuicdo de dados usando o teste Shapiro-Wilk. Os testes
comportamentais controles foram comparados usando ANOVA de uma via. Os testes de
memoria foram analisados considerando uma média tedrica do tempo total de exploracao de
50%. Os testes bioquimicos foram analisados por ANOVA de duas vias com pos hoc Tukey.
O nivel de significancia foi fixado em 0.05 para todas as analises.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Na figura 2 estdo representados, o ganho progressivo de forca (figura 2A) e de
capacidade aerdbica (figura 2B) ao longo das oito semanas de treinamento, para grupos de
treinamento de forga e treinamento de corrida. Os resultados confirmam que os protocolos de
treinamento induziram a uma adaptacao na condic¢do fisica dos animais, o que € essencial para
modular processos mnemoénicos (LOPRINZI; E; K, 2018).
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Figura 2 - Progressao das cargas nos testes de carga maxima (exercicio de forca) (A) e
VO2 indireto (exercicio de corrida) (B).

A injecdo de B-amiloide prejudicou a memdria de reconhecimento de objetos tanto de
curta, quanto de longa duragdo (figura 3). Apenas o exercicio de for¢a foi capaz de preservar
essas memorias. O exercicio fisico de corrida diminuiu EROs em relacdo ao grupo com
injecdo de P-amiloide sem intervengdo (figura 4A). A inje¢do de P-amiloide aumentou a
peroxidacdo lipidica (figura 4B), e as duas modalidades de exercicio fisico protegeram a esse
dano.

A injecdo de B-amiloide também diminuiu a capacidade antioxidante total (figura 4C),
no entanto apenas o exercicio de corrida foi capaz de prevenir essa queda. Adicionalmente, o
nosso modelo de DA também diminui a atividade da enzima AchE (figura 4D) e apenas o
exercicio de forca foi capaz de atuar prevenindo essa diminuigdo.

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, observamos um papel
neuroprotetor do exercicio fisico de corrida na memoéria em modelos com déficit cognitivo
(NEVES et al., 2015; SCHIMIDT et al., 2014), assim ndo podemos descartar os efeitos
benéficos também da modalidade aerdbica.
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Figura 3 — Teste de Reconhecimento de Objetos (RO) na Memoéria de Curta Duracao
(MCD) e Memoria de longa duracao (MLD). SI= sem intervencdo; StrEx= exercicio de
forca; RunEx= exercicio de corrida; Controle= grupos com injecdo de salina no hipocampo;
Alzheimer= grupos com inje¢do de P-amiloide no hipocampo; (*¥<0.05, teste one-sample
considerando média tedrica de 50%) .
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Figura 4 — Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (A), peroxidacao lipidica(B),
capacidade antioxidante total (C) e atividade da acetilcolenesterase (D) no hipocampo de
ratos com injecao de salina (controle) e f-amiloide (Alzheimer); *p<0.5= diferenca entre o
controle sem intervencao; #p<0.5= diferenca do Alzheimer sem intervengao.

Todavia, com o presente estudo podemos observar mecanismos distintos de
neuroprotecdo entre as duas modalidades. Enquanto o exercicio de corrida parece atuar sobre
parametros de estresse oxidativo, o exercicio fisico de forca atua sobre o sistema colinérgico.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos nossos resultados foi possivel alcancar nosso objetivo principal,
demostrando que o exercicio fisico de forca também tem beneficios sobre a memoria. No
entanto, estudos adicionais devem ser realizados buscando investigar diferentes tipos de
memorias, modalidades de exercicio fisico que combinem exercicio de forca e exercicio
aerobico, bem como explorar outros mecanismos colinérgicos envolvidos na neuroprotecao
induzida pelo exercicio de forga.
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