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Resumo:

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa com perda gradual da meméria, morte neuronal
e desordem da estrutura e funcdo do sistema nervoso. E caracterizada pelo acimulo de placas de proteina
-amiléide (A) gue resultam em neurotoxicidade e dano oxidativo. O exercicio fisico e a estimulagdo
cognitiva tem importantes efeitos na memaria e no aprendizado. O objetivo desse estudo foi avaliar os
efeitos do exercicio fisico e cognitivo na prevencdo de déficits de memdria e estresse oxidativo
hipocampal relacionados a neurotoxicidade induzida pela proteina -amildide. Foram utilizados 72 ratos
Wistar machos, divididos em: Controle; A; Exercicio Fisico (EF); Exercicio Cognitivo (EC); A + EF; A
+ EC. O EF foi redlizado em esteira propria para roedores, 30 min/dia, 3x por semana, durante 4
semanas. O EC foi realizado diariamente durante 4 semanas, utilizando o protocolo do Labirinto de
Barnes adaptado. Apds a intervencéo (EF e EC), os animais foram submetidos & cirurgia estereotaxica
para infusdo de A ou salina. Ap6s 10 dias necess&rios para agregacao das placas, a memaria de curto
(MCP) e de longo prazo (MLP) foram avaliadas através da Tarefa de Reconhecimento de Objetos (RO).
Para avaliagdo do estresse oxidativo foram realizados ensaios bioquimicos: niveis de espécies reativas de
oxigénio (DCFH), peroxidacdo lipidica por substancia reativa ao é&cido tiobarbitarico (TBARS) e
capacidade antioxidante total por reducdo/poder antioxidante (FRAP). Os dados do RO foram analisados
por meio do teste-t de uma amostra, considerando uma média tedrica de 50% e os resultados biogquimicos
pelo ANOVA de uma via seguida pelo post hoc de Tukey, com nivel de significanciade P
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O EXERCICIO FiSICO E O EXERCICIO COGNITIVO IMPEDEM DEFICITS DE
MEMORIA RELACIONADOS A UM MODELO EXPERIMENTAL DE DOENCA DE
ALZHEIMER

1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva cronica
caracterizada pela perda gradual da memoria, com morte de neurdnios e desordem da
estrutura e fun¢do do sistema nervoso. Estima-se que a DA afeta mais de 36 milhdes de
pessoas no mundo (INTERNATIONAL, A.S.D, 2015). As caracteristicas patolégicas da
doenca, que se relacionam com as perdas neuronais, incluem o acimulo de placas senis
extracelulares contendo proteina B-amildide (AP) e emaranhados neurofibrilares da proteina
tau (ABRAZ, 2016). A deposicao de AP resulta em neurotoxicidade e dano oxidativo, um
fator central na patogénese da DA (SVENSSON, et al., 2014).

Muitos estudos tém sido realizados na busca por terapias alternativas que possam
auxiliar no tratamento da doenca e na qualidade de vida dos pacientes. Além do uso de
medicamentos, intervengdes sem o uso de fairmacos, como a estimulagdo fisica, cognitiva e
social, sdo alternativas promissoras. O exercicio fisico € conhecido por ter importantes efeitos
preventivos nas doengas neurodegenerativas demonstrando melhora nos déficits cognitivos
relacionados a deméncia (VAYNMAN, et al., 2006).

Por outro lado, estudos identificaram beneficios da estimulag¢do cognitiva em modelos
dessas patologias, tais como a melhora no desempenho de tarefas cognitivas, atuando na
prevencdo a progressdo do declinio cognitivo, atenuando os déficits de memoria e
aprendizado no hipocampo caracteristicos da DA (MARTINEZ-CORIA, et al., 2015).
Entretanto, € preciso esclarecer se os efeitos da estimulacdo cognitiva na prevengdo da DA
sdo comparaveis com aqueles observados para o exercicio fisico cronico.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do exercicio fisico e do
exercicio cognitivo na prevencdo de déficits de memoria e estresse oxidativo hipocampal
relacionados a neurotoxicidade induzida pelo actimulo de proteina beta-amildéide em ratos.

2 METODOLOGIA

Foram utilizados 72 ratos Wistar machos com 60 dias de vida, divididos seis grupos (n
= 12/grupo): Controle; AB; Exercicio Fisico (EF); Exercicio Cognitivo (EC); Ap + EF; Ap +
EC. Todos os experimentos foram aprovados pela Comissio de Etica para o Uso de Animais
— CEUA/Unipampa (protocolo 014/2017).

O EF foi realizado em esteira rolante prépria para roedores, 30 min/dia, trés vezes por
semana, durante 4 semanas. Todos os animais foram adaptados na esteira uma semana antes
do inicio do experimento, o que consistiu em um periodo de habituacdo inicial a esteira
(durante dois dias, com velocidade de 2 a 5 m/min por 10 minutos) e um periodo para o
"protocolo do bom corredor", que consistiu em colocar os animais na esteira (8§ m/min por 10
min) sem inclinacdo e avaliar o nivel de treinabilidade por trés dias consecutivos (ARIDA, et
al., 2011). O desempenho do animal na esteira foi pontuado em um intervalo de 1 a 5 pontos e
no final os animais que tiverem uma média de trés ou mais pontos foram incluidos nos grupos
de exercicio fisico (ARIDA, et al., 2011).

O EC foi realizado diariamente durante 4 semanas, utilizando o protocolo do Labirinto
de Barnes adaptado (BARNES, 1979) para um treinamento cognitivo, € ndo como um teste de
memoria espacial, como € geralmente utilizado. Durante a tarefa, os animais foram colocados
no meio de uma plataforma circular contendo buracos nas bordas, com uma caixa de escape
escura, localizada em um dos buracos. No treinamento, os animais receberam um refor¢o
negativo, na forma de luz forte, motivando-os a buscar a caixa escape. Foi avaliada a laténcia
e o nimero de buracos errados antes de encontrar o buraco alvo ao longo dos treinos.
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ApdOs 4 semanas de intervencdes, os animais foram submetidos a uma cirurgia
estereotdxica para induzir toxicidade AP ou submetidos a cirurgia simulada com injecdo
salina (grupos sham). Para cirurgia os animais foram anestesiados e fixados no aparelho
estereotdxico. Foi realizado infusdo intrahipocampal de 2 pl da proteina Pa /ou salina na
regido CA1l do hipocampo bilateralmente, seguindo as coordenadas de Paxinos & Watson
(1998). Apds 10 dias de recuperagdo cirtirgica, tempo necessario para indugdo dos efeitos da
injecdo da proteina Pa, agregacdo e formagdo de placas amiloides os animais foram
submetidos aos experimentos comportamentais

A memoria de curto prazo (MCP) e memoria de longo prazo (MLP) foram avaliadas
através da Tarefa de Reconhecimento de Objetos (RO). Para a tarefa de RO utiliza-se um
aparato consistindo em uma caixa quadrada, onde primeiramente € realizada habituacdo do
animal para livre exploracdo do ambiente durante 4 dias/20 minutos por dia. No quinto dia o
animal € submetido a sessdo de treino, que consiste na exposi¢do do animal a dois objetos
desconhecidos (A e B) para exploracdo e contabilizacdo do tempo de exploragdo de cada
objeto durante 5 minutos. Nas sessdes de teste um dos objetos colocados no treino €
substituido por um objeto novo. Espera-se que, se o animal aprendeu, explore mais o objeto
novo, ja que lembra do objeto conhecido (ENNACEUR, et al., 1988)

Os ensaios bioquimicos para determinacdo do estado oxidativo hipocampal foram
desenvolvidos através da mensuracdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (DCFH -
LOETCHUTINAT, et al., 2005), peroxidacdo lipidica (por substincia reativa ao &4cido
tiobarbitirico(TBARS — OHKAWA, 1979) e capacidade antioxidante total por reducdo/poder
antioxidante (FRAP - BENZIE, et al., 1996).

Para andlise estatistica os resultados dos testes de RO foram convertidos em percentual
do tempo total de exploracdo e analisados por meio do teste-t de uma amostra, considerando
uma média tedrica de 50%. Os resultados das andlises bioquimicas dos diferentes grupos
foram comparados utilizando uma ANOVA de uma via seguida pelo post hoc de Tukey. O
nivel de significancia considerado em todas as andlises foi de P < 0,05.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Os resultados dos testes de memoria de RO de curta (MCP) e de longa duragdao (MLP)
apresentaram resultados semelhantes (Fig. 1). O grupo controle ndo apresentou déficits
cognitivos [MCP: P = 0,0230; MLP: P = 0,0042]. Os animais do grupo AP apresentaram
déficits de memoria, pois passaram um tempo semelhante explorando o objeto familiar e o
novo objeto [MCP: P = 0,6095; MLP: P = 0,7128], o que € esperado devido as alteracdes
fisioldgicas acarretadas pela injecdao da proteina Ap.

Foi possivel observar que os animais infundidos com AP que foram submetidos aos
exercicios fisicos e cognitivos, foram capazes de minimizar os déficits provocados pela
neurotoxicidade induzida pela AP e apresentaram diferenga significantes nos testes,
demonstrando que foram capazes de formar MCD (AB+EF: P = 0,0003; AB+EC: P = 0,0001)
e MLD (AB+EF: P =0,0001; AB+EC: P =0,0001) (Fig. 1A).

Figura. 1. A prejudica a memoria de curta (A) e de longa durag@o (B) na memoria de
RO. EF e EC melhoram os déficits de memoria, tanto em animais sham quanto DA. Dados
apresentados em média e desvio padrdo da porcentagem do tempo total de exploragdo aos
objetos (*P < 0,05 no teste t uma amostra, considerando a média tedrica de 50% (n=12 por
grupo). Controle, AB (Alzheimer); EF (exercicio fisico); AP + EF; EC (Exercicio cognitivo);
AB + EC.
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Os dados bioquimicos mostraram um aumento significativo nos niveis de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) do hipocampo dos animais do grupo AP em compara¢do com
os animais do grupo controle (P = 0,0001) (Fig.2A). O aumento dos niveis de EROs pode ser
explicado pelo fato da proteina AP levar a ativacdo significante de proteinas quinases (MAPK
p38) que promovem a ativacdo das células da glia e neuroinflamacdo (GIOVANNINI, et al.,
2002).

Os animais que receberam A[ apresentaram maior peroxidacdo lipidica hipocampal
em comparacdo que ratos controle (P=0,0001) (Fig.2B). Isso porque o estresse oxidativo leva
a peroxidacdo lipidica da célula, afetando assim a funcdo das células nervosas (DI
DOMENICO, et al., 2017). Um efeito preventivo do EF e EC foi observado, ji que ratos
submetidos a exercicio fisico e cognitivo apresentaram menor peroxidacdo lipidica que
animais AP ndo submetidos a nenhuma interven¢ao (AB+EF: P = 0,0006; AB+EC: P =
0,0003) (Fig.2B).

Através da FRAP, foi possivel verificar que o grupo AP apresentou menor capacidade
antioxidante total do que o grupo controle (P = 0,0421). Nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os outros grupos (Fig. 2C).

Figura. 2. Dados bioquimicos referentes aos niveis de espécies reativas de oxigénio
(A), peroxidacdo lipidica (B) e capacidade antioxidante total (C). Dados apresentados em
média e desvio padrdo, comparados utilizando uma ANOVA de uma via seguida pelo post
hoc de Tukey (*p<0,05 comparados ao grupo Controle; #p<0,05 comparado ao grupo AB).
Controle, AB (Alzheimer); EF (exercicio fisico); AP + EF; EC (Exercicio cognitivo); A +
EC.
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Tais resultados demonstram que o EF e EC, sdo potentes agentes capazes de atenuar
os déficits relacionados a DA. Estudos também demonstraram que a EC € capaz de promover
alteracdes na plasticidade sindptica e capacidade de aprendizagem (SEHGAL, et al., 2013). E
além disso, o EF apresenta-se como um importante fator neuroprotetor e, de acordo com um
estudo prévio, é capaz de reduzir os niveis da proteina AP, melhorando a capacidade cognitiva
(KOO, et al., 2017).

4 CONSIDERACOES FINAIS
A infusdo de AP, caracteristica da doengca de Alzheimer, resultou em déficits de

memoria, estresse € dano oxidativo e diminui¢do da capacidade antioxidante total no
hipocampo. O exercicio fisico e o exercicio cognitivo foram capazes de impedir os déficits de
memoria, além de diminuir o estresse e o dano oxidativo hipocampal.
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