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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é a maior causa de deméncia no mundo, representando
50% a 75% dos casos. Ela é caracterizada pela deposicéo da proteina B-amiloide (3a),
dano oxidativo e degeneragdo neuronal, que, juntamente com outros eventos
patologicos, promovem perda progressiva de memoéria e declinio cognitivo.
Atualmente, a DA nado tem cura e o tratamento € limitado. Pesquisas voltadas ao
tratamento ndo farmacoldgico tém sido desenvolvidas com o objetivo de atuar na
plasticidade cerebral e minimizar a neurotoxicidade causada pela proteina Ba.
Considerando que os efeitos neuroprotetores do exercicio fisico sdo amplamente
estudados, € importante esclarecer os potenciais efeitos do exercicio cognitivo. Nossa
hipétese € que o0 exercicio cognitivo tenha efeitos preventivos e terapéuticos
semelhantes ou comparaveis aos observados no exercicio fisico, considerando a
estimulacdo da plasticidade que ele pode promover. Ainda, embora a prética regular
de exercicio fisico seja uma estratégia consolidada na prevencdo de déficits
cognitivos, pouco se sabe sobre os efeitos do exercicio agudo na memoria. Neste
sentido, nossa outra hipétese é que uma Unica sesséo de exercicio fisico realizada
em uma janela temporal proxima a um aprendizado possa modular 0 mesmo,
qualificando a consolidacao da memoria, mesmo em situacdes de déficits. Para testar
estas hipéteses, usando um modelo de neurotoxicidade induzido pela Ba em ratos,
demonstramos em nossos dois primeiros estudos que o exercicio fisico e o cognitivo
sao estratégias capazes tanto de prevenir, como de tratar os déficits da memoria de
reconhecimento, evitar 0 aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio e
peroxidacao lipidica hipocampal, e melhorar a atividade da acetilcolinesterase no
hipocampo, parametros alterados pela neurotoxicidade induzida pela Ba, além de
reorganizar, ou manter a organizacao, pelo menos em parte, da morfologia do tecido
hipocampal. Ainda, em nosso terceiro estudo demonstramos que uma unica sessao
de exercicio fisico realizada apds o aprendizado € capaz de promover a persisténcia
da memoria de reconhecimento em ratos controle e a consolidagcdo da memdéria em
animais com déficit cognitivo induzido pela Ba. Verificamos que entre os mecanismos
envolvidos nos efeitos do exercicio agudo sobre a melhora da memoaria esta a ativacéo
do sistema dopaminérgico. Com base nos nossos achados podemos concluir que o
exercicio cognitivo € tdo bom quanto o exercicio fisico na prevenc¢éo e no tratamento

dos déficits de memoria relacionados a neurotoxicidade induzida pela proteina Ba, e



que atuam no equilibrio oxidativo. Ainda, € possivel concluir que o exercicio fisico é
uma estratégia eficaz como modulador da aprendizagem, promovendo a consolidacéo
da memdria em animais com déficits cognitivos. Estudos subsequentes sé&o
necessarios para investigar: (i) mecanismos adicionais que possam ajudar a explicar
os efeitos do exercicio cognitivo; (ii) seus efeitos na persisténcia da memoria; e, (iii),
seus efeitos em outros modelos experimentais relacionados a DA. Também é
importante investigar outros mecanismos que podem estar envolvidos nos beneficios
do exercicio agudo e investigar se a associacdo do exercicio fisico e cognitivo poderia

potencializar os efeitos observados nas terapias individuais.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Exercicio aerobico, Exercicio agudo,

Estimulacdo cognitiva, Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the biggest cause of dementia, accounting for 50%—75%
of dementia cases in the world. AD is characterized by the presence of amyloid-p (AB),
oxidative damage and neuronal degeneration, which, together with other pathological
events, promote progressive memory loss and cognitive decline. Currently, an AD has
no cure and treatment is limited. Researches focused on non-pharmacological
treatment have been developed with the aim to act in brain plasticity and to minimize
the neurotoxicity caused by AR peptide. Considering that physical exercise
neuroprotective effects on the prevention of cognitive deficits are well elucidated, it is
important to clarify the effects of cognitive training. Our hypothesis is that cognitive
exercise has preventive and therapeutic effects similar or comparable effects to those
observed in physical exercise, considering that it can promote the plasticity stimulation.
The regular practice of physical exercise is a consolidated strategy on the prevention
of cognitive deficits; however, little is known about the effects of acute exercise on
memory. We hypothesize that one physical exercise session could act as a modulator
of learning. So, our other hypothesis is that one single session of physical exercise
performed after learning can modulate learning, improving consolidation of memory,
even in deficits situation. To test these hypothesis, using an animal model AB-induced
neurotoxicity, the present study shows that the physical and cognitive exercise are
strategies able to prevent and to reverse the recognition memory deficits, to decrease
the hippocampal ROS levels and lipid peroxidation, to restore the acetylcholinesterase
activity in the hippocampus, parameters altered by AB-induced neurotoxicity. In
addition, physical and cognitive training were able to reorganize, at least in part, the
hippocampal morphological organization. In our third study, we demonstrated that one
physical exercise session, performed after learning is able to improve recognition
memory persistence in control rats and the memory consolidation in animals with
cognitive deficit related to amyloid-B neurotoxicity. We verified that between the
mechanisms involved in the effects of acute exercise on memory is the dopaminergic
system activation. Based on our findings, we can conclude that cognitive exercise is
as good as physical exercise as prevention and therapy for memory deficits related to
AB-induced neurotoxicity, which act through oxidative balance. It is still possible to
conclude that acute exercise is an effective strategy as a learning modulator,

promoting memory consolidation in animals with cognitive deficits. More studies are



necessary to investigate additional mechanisms that can help explain: (i) additional
mechanisms to explain the effects of cognitive exercise; (ii) its effects on memory
persistence; and, (iii) its effects in other experimental models related to AD. It is also
important to investigate other mechanisms that may be involved in the benefits of acute
exercise and to investigate whether the association of physical and cognitive exercise
could enhance the effects observed in individual therapies.

Keywords: Alzheimer disease, Aerobic exercise, Acute exercise, Cognitive stimulation,

Oxidative stress.
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I. Apresentacéo

A presente tese de doutorado € composta por trés estudos. No Estudo 1,
avaliamos os efeitos do exercicio cognitivo e do exercicio fisico aerdbico regular na
prevencao dos déficits cognitivos relacionados a Doenca de Alzheimer utilizando um
modelo animal de neurotoxicidade. No estudo 2, avaliamos os efeitos das mesmas
intervencdes (exercicio cognitivo e exercicio fisico regular) no mesmo modelo, porém
como estratégia de tratamento, realizada apdés a instalacdo da neurotoxicidade. Ja no
estudo 3, investigamos o efeito de uma Unica sessao de exercicio fisico aerdbico
realizado apos a aprendizagem de uma tarefa, na modulacdo da memdéria de animais
com déficits cognitivos relacionados a Doenca de Alzheimer.

Neste documento apresentamos inicialmente uma Revisdo de Literatura,
contextualizando o tema do trabalho e os principais achados na area. Na sequéncia,
apresentamos a justificativa e os objetivos de cada estudo, seguidos pelos materiais
e métodos utilizados. A seguir, a sessao de resultados é apresentada subdividida por
estudos, para facilitar o entendimento. Por fim, uma discusséo geral sobre os achados
fecham o trabalho, juntamente com a concluséo.

O achados do primeiro estudo ja estdo publicados em um artigo na revista
Behavioral Brain Research (Rossi Dare L, Garcia A, Alves N, Ventura Dias D, de
Souza MA, Mello-Carpes PB. Physical and cognitive training are able to prevent
recognition memory deficits related to amyloid beta neurotoxicity, Behavioural Brain
Research (2019), https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.03.007), que encontra-se como

anexo deste documento (anexo 2).

Os resultados do segundo estudo estdo submetidos a apreciacéo para fins de
futura publicacao na revista Frontiers in Behavioral Neuroscience (carta de submisséo
— anexo 3).

E os resultados do terceiro estudo estdo publicados em um artigo na revista
Brain Research (Rossi Daré, L., Garcia, A., Neves, B., Mello-Carpes, P.B. One
physical exercise session promotes recognition learning in rats with cognitive deficits
related to amyloid beta neurotoxicity, Brain Research, 2020,
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2020.146918 - anexo 4).
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Il. Revisdo da literatura

2.1 Envelhecimento e perdas cognitivas relacionadas a idade

De acordo com o relatorio sobre o envelhecimento da populagdo mundial, o
namero de pessoas com 60 anos ou mais em todo o mundo esta projetado para mais
do que duplicar nos préximos 35 anos, atingindo o nimero de quase 2,1 bilhdes de
idosos (Nacdes Unidas, 2015). Esta mudanca do perfil populacional requer também
mudancas na forma como a saude das pessoas € tratada, desde as politicas publicas
preventivas, até o tratamento de patologias, j& que muitas doencas estao relacionadas
ao envelhecimento.

Com o passar dos anos, o organismo sofre uma série de alteracbes que
envolvem danos genéticos (MOSKALEV; SHAPOSHNIKOV; PLYUSNINA,;
ZHAVORONKAOV et al., 2013), como erros de replicacdo do DNA, e o aumento de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (HOEIJMAKERS, 2009), além de alteracdes
epigenéticas (TALENS; CHRISTENSEN; PUTTER; WILLEMSEN et al., 2012), perda
de proteases (POWERS; MORIMOTO; DILLIN; KELLY et al., 2009), disfuncdo
mitocondrial (GREEN; GALLUZZI; KROEMER, 2011), senescéncia celular
(KUILMAN; MICHALOGLOU; MOOI; PEEPER, 2010), alteragcbes na comunicacao
intercelular, seja enddcrina, neuroenddcrina ou neuronal (RUSSELL; KAHN, 2007,
ZHANG,; LI; PURKAYASTHA; TANG et al., 2013), entre outras.

Assim, o envelhecimento também envolve diversas alteracbes no Sistema
Nervoso Central (SNC), incluindo estruturas que séo fundamentais para 0S processos
de aquisicdo, consolidacdo e evocacdo das memoérias (BURKE; BARNES, 2006;
DAMASCENO, 1999; RAZ; RODRIGUE; HAACKE, 2007). Em decorréncia destas
alteracdes estruturais e funcionais no cérebro, o processo de envelhecimento
saudavel €& marcado pelo declinio de alguns processos cognitivos (RAZ;
LINDENBERGER; RODRIGUE; KENNEDY et al., 2005). Os aspectos fluidos da
cognicao, tais como as fun¢des executivas, tendem a ser mais vulneraveis aos efeitos
do envelhecimento primario, enquanto 0s aspectos como a memoria semantica,
tendem a ser mais estaveis durante a velhice (CRAIK; BIALYSTOK, 2006). Ha
evidéncias de que o declinio das funcdes executivas, (LIN; CHAN; ZHENG; YANG et
al.,, 2007; ROYALL; PALMER; CHIODO; POLK, 2004), da velocidade de

processamento das informacdes (SALTHOUSE, 2000) e da memodria episodica
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(CRAIK; ROSE, 2012) sejam consequéncias naturais do processo de envelhecimento
normal. Assim, € considerado um envelhecimento normal quando o processo
neurodegenerativo fisiolégico desencadeia um declinio da capacidade cognitiva
(DCC) (LEVY, 1994) e da habilidade de formar novas memoarias (CROOK; BARTUS;
FERRIS; WHITEHOUSE et al., 1986).

Funcdes cognitivas sdo habilidades do nosso cérebro que podem ser divididas
em grandes grupos: memoaria, percepcao, linguagem, funcdes executivas (raciocinio,
planejamento, monitoramento), atencao e praxia (habilidade de realizar movimentos
complexos). As fungdes executivas correspondem a um conjunto de processos
cognitivos que, de forma integrada, permitem ao sujeito direcionar intencionalmente
comportamentos a metas, escolher estratégias para realiza-las e avaliar a eficiéncia e
a adequacao de tais estratégias (LEZAK; HOWIESON; LORING; FISCHER, 2004).

No envelhecimento patoldgico as alteracdes cognitivas sdo mais pronunciadas
e ocorrem de forma mais acelerada. O comprometimento cognitivo leve (CCL), por
exemplo, envolve o declinio patolégico de uma ou mais fun¢des cognitivas, como a
falta de atencdo ou da capacidade de orientacdo, além da mais perceptivel, a perda
da memodria. O limite entre o envelhecimento normal e o patolégico € muito ténue,
portanto, deve-se ficar atento para distinguir entre eles (MELLO-CARPES; VARGAS,
2017). Além disso, o CCL do tipo amnésico é considerado a zona de transi¢ao entre
o envelhecimento normal e os estagios muito iniciais da Doenca de Alzheimer (DA)
(PETERSEN; DOODY; KURZ; MOHS et al, 2001; PETERSEN; STEVENS;
GANGULI; TANGALOS et al.,, 2001). Essas alteracbes cognitivas acentuadas,
resultam em comprometimento funcional, impactando a realizacdo das atividades de
vida diaria (PAULA; MALLOY-DINIZ, 2013).

Uma alteracdo morfoldgica tipica do envelhecimento € a atrofia cerebral, que
ocorre lentamente, mas, enquanto no envelhecimento saudavel apenas 0,2% a 0,41%
do volume cerebral desaparece por ano, as taxas na DA podem ser dez vezes maiores
do que isso, e em regides especialmente vulneraveis as taxas de atrofia podem ser
ainda mais devastadoramente altas; na formacao do hipocampo por exemplo, pode
superar 10% ao ano (FOX; FREEBOROUGH; ROSSOR, 1996).

Assim, o envelhecimento € um fator de risco robusto para deméncia, com mais
de 90% das deméncias se apresentando apds os 65 anos de idade, o que torna o
risco de desenvolver estas condi¢des patologicas aumentado (ELAHI; MILLER, 2017).

O aumento da expectativa média de vida, consequéncia dos avan¢os na medicina,
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expandira também o numero de idosos que sofrerdo de doencas neurodegenerativas
geriatricas, como as deméncias (BAKER; PETERSEN, 2018).

O termo deméncia foi definido pela Associacdo Americana de Psiquiatria, em
1968, como sindrome cerebral organica, uma condicdo mental basica que resulta no
comprometimento difuso da funcdo do tecido cerebral por qualquer causa, e se
manifesta por meio de alteragcdes comportamentais que incluem o comprometimento
na orientacdo, memoaria, funcdes intelectuais, julgamento e afeto (WILSON; SPITZER,
1968). Clinicamente, a deméncia é caracterizada por um declinio na memoria,
linguagem, resolugéo de problemas e outras habilidades cognitivas que afetam a
capacidade de uma pessoa de realizar atividades diarias, interferindo na autonomia
do individuo (MILLER; SEELEY; MYCHACK; ROSEN et al., 2001). Esse declinio
ocorre porque as células nervosas em partes do cérebro envolvidas nas funcdes
cognitivas comprometidas sdo danificadas ou destruidas, levando a perda de
conexdes sindpticas (BRUN; LIU; ERIKSON, 1995).

Existem varios tipos de deméncias, que incluem a doenca de Alzheimer (DA),
a deméncia frontotemporal, a deméncia vascular e a deméncia de Corpos de Lewy
(DENING; SANDILYAN, 2015; PRINCE; COMAS-HERRERA; KNAPP; GUERCHET
et al., 2016). Dentre essas, a DA é o tipo mais comum (WILSON; MENDES DE LEON;
BARNES; SCHNEIDER et al., 2002). Na DA, os danos e a destruicdo dos neurdnios
acabam, gradativamente, afetando diferentes partes do cérebro, incluindo aquelas
que permitem que uma pessoa desempenhe funcBes corporais bdasicas, como
caminhar e engolir. Nos estagios finais da doenca, os pacientes acabam acamados e
precisam de cuidados 24 horas por dia; a DA € finalmente fatal (ALZHEIMER'S, 2016).

2.2 A Doenca de Alzheimer

Em 1907, o médico psiquiatra e neurofisiologista Aloysius “Aldis” Alzheimer
descreveu cuidadosamente os sintomas de uma mulher de 51 anos, Auguste Deter,
gue estava sob seus cuidados no Hospital Psiquiatrico em Frankfurt, na Alemanha
(Alzheimer, 1907; para uma traducdo em inglés, veja (ALZHEIMER; STELZMANN;
SCHNITZLEIN; MURTAGH, 1995), p. 429):

“A memoria dela esta seriamente comprometida. Se Ihe forem mostrados objetos,
ela os nomeia corretamente, mas quase imediatamente depois esqueceu tudo. Ao

ler um teste, ela pula de uma linha para outra ou Ié soletrando as palavras
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individualmente ou tornando-as sem sentido por meio de sua pronincia. Por escrito,
repete muitas silabas separadas, omite outras e rapidamente se decompde
completamente. Ao falar, ela usa preenchimentos de lacunas e algumas expressoes
parafraseadas (“vazador de leite” ao invés de xicara); as vezes é 6bvio que ela ndo
pode continuar. Claramente, ela ndo entende certas perguntas. Ela ndo se lembra

do uso de alguns objetos.”

Apés a morte de Auguste Deter, Alzheimer usou a entdo nova técnica
histolégica de coloracdo com prata para examinar seu cérebro microscopicamente.
Ele observou uma atrofia generalizada do cortex cerebral e descreveu células que se
mostravam alteradas, formando emaranhados neurofibrilares (que hoje se sabe que
sao alteracbes da proteina Tau), placas senis (acumulo da proteina beta amiloide -
Ba) e morte de neurdnios. Logo em seguida, Emil Kraepelin, chefe de Alois, adiantou-
se em batizar a doenca de “Doenca de Alzheimer” (DA) (BONDI; EDMONDS;
SALMON, 2017).

A DA hoje é conceituada como uma doenca neurodegenerativa progressiva
cronica na qual ha perda gradual da memaria, com perda neuronal e desordem da
estrutura e funcéo do sistema nervoso. E caracterizada pela deposicdo de placas da
proteina beta-amiloide (Ba) no espago extracelular, pela agregagao intracelular da
proteina tau na forma de filamentos, disfuncéo na liberacao de neurotransmissores e
estresse oxidativo extenso (PRATICO, 2008). O dano oxidativo devido as espécies
reativas de oxigénio (EROs) tem sido implicado na patogénese de diversas doencas
neurodegenerativas (CHEN; GUO; KONG, 2012). No caso da DA, o acumulo da
proteina Ba, reconhecida como um fator chave na neurodegeneragdo em pacientes
com DA, desencadeia o efeito prejudicial, estimulando a geracdo de EROs, induzindo
ao estresse oxidativo no cérebro (BUTTERFIELD; LAUDERBACK, 2002; LIANG; XU;
LIN; JIA et al.,, 2018). As consequéncias desses processos patologicos incluem
neurodegeneracdo, com perda sinaptica e neuronal, levando a atrofia macroscopica
(LANE; HILSABECK; REA, 2015).

A DA esta presente em todas as populacdes ao redor do mundo, e ndo existe
diferenca na prevaléncia entre paises industrializados e ndo-industrializados (LOPEZ;
KULLER, 2019). Atualmente, estima-se que existem cerca de 4,7 milhdes de pessoas
com 65 anos ou mais afetadas pela DA em todo o mundo (HEBERT; WEUVE;
SCHERR; EVANS, 2013). Isso inclui 0,7 milhdes de pessoas entre 65 e 74 anos, 2,3
milhdes entre 75 e 94 anos, e 1,8 milhdes de 85 anos ou mais (ALZHEIMER'S, 2016).
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Prevé-se que este numero deve aumentar para 150 milhdes em 2050
(GAUDREAULT; MOUSSEAU, 2019).

Embora a grande maioria dos casos de DA ocorra de forma aparentemente
esporadica, existe um subtipo familiar que corresponde a 0,5% dos casos e esta
relacionado a mutacdes em trés genes: proteina precursora amiloide (APP),
presenilina 1 (PSEN1) e presenilina 2 (PSEN2). Neste caso, 0S sintomas se
desenvolvem mais cedo do que na DA esporadica, geralmente entre 30 e 50 anos de
idade (BATEMAN; AISEN; DE STROOPER; FOX et al., 2011).

A DA de inicio tardio 'tipica’, por sua vez, provavelmente esté relacionada a
uma interacdo complexa entre fatores genéticos e ambientais. Acredita-se que
aproximadamente 70% do risco de DA é atribuivel a fatores genéticos, principalmente
relacionado ao gene Apolipoproteina E (ApoE). O gene ApoE possui variantes (€2, €3
e €4), sendo que a expressao do alelo o €4, o sexo feminino, o historico de injuria
cerebral prévia e a presenca de doengas cardiovasculares, aumentam os riscos de
desenvolver a patologia (VERGHESE; CASTELLANO; HOLTZMAN, 2011). Estudos
de associacdo em todo o genoma, usando milhares de amostras, identificaram mais
de 20 fatores de risco genéticos, implicando vias inflamatorias, metabolismo do
colesterol e vias de reciclagem (KARCH; GOATE, 2015). Em particular, a ativacao
microglial em resposta a deposicdo da proteina Ba € agora reconhecida por
desempenhar um papel fundamental na patogénese da DA (LANE; HARDY; SCHOTT,
2018).

2.2.1 A DA e a hipotese amiloide

De acordo com a hipoétese amiloide, formulada no inicio dos anos 90
(BEYREUTHER; MASTERS, 1991; HARDY; ALLSOP, 1991; HARDY; HIGGINS,
1992; SELKOE, 1991) e aceita até hoje como um modelo dominante para a
patogénese da DA, o acumulo da proteina Ba no cérebro é a principal influéncia no
desenvolvimento da DA (SELKOE; HARDY, 2016). Os demais processos, incluindo a
formacado de emaranhados neurofibrilares contendo a proteina tau, séo resultantes e
consequentes a produgao e “clearance” da Ba (HARDY; ALLSOP, 1991; HARDY;
HIGGINS, 1992). A Ba causa uma ativagdo de proteinas cinases ativadas por
mitogénio p38 (MAPK p38, do inglés mitogen-activated protein kinases p38) na célula
que leva a fosforilacdo anormal da Tau (GIRALDO; LLORET; FUCHSBERGER; VINA,
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2014). Este ultimo induz a acumulacao como filamentos helicoidais emparelhados que
se agregam dentro dos neurbnios nos emaranhados neurofibrilares, tornando os
microtubulos instaveis e causando a perda da funcionalidade do neurénio (ALONSO;
COHEN; CORBO; MOROZOVA et al., 2018; KOPKE; TUNG; SHAIKH; ALONSO et
al., 1993).

O peptideo Ba se forma a partir da proteina precursora amiloide (APP do inglés,
amyloid precursor protein), uma glicoproteina (com um dominio N-terminal
extracelular grande e um dominio C-terminal intracelular pequeno, em adicéo a regiao
Ba) presente nas membranas neuronais; seu processamento por meio da acéo de
enzimas proteoliticas pode levar a liberacdo do peptideo Ba, que corresponde ao seu
dominio transmembrana (HARDY; HIGGINS, 1992) (Fig. 1). A funcdo neuronal da
APP permanece desconhecida, mas esta proteina esta presente no nosso cérebro e
parece estar envolvida na plasticidade sinaptica (MASTERS; BATEMAN; BLENNOW;
ROWE et al., 2015).

Figura 1. Representacdo dos mecanismos normal e anormal, de clivagem da proteina precursora
amiloide (APP). A APP é uma proteina transmembrana que pode sofrer uma série de clivagens
proteoliticas pelas enzimas secretases. Quando a APP é clivada por uma enzima de atividade a-
secretase, esta cliva a proteina no meio do dominio B-amiloide, impedindo a formag&o do peptideo B-
amiloide, sendo chamada entdo de via ndo amiloidogénica. No entanto, quando a APP é clivada pelas
enzimas B e y-secretase, sao liberados peptideos neurotéxicos de B-amiloide, que podem se acumular
formando agregados de oligdmeros. Esta via, portanto, é chamada de amiloidogénica.

Via ndo-amiloidogénica Via amiloidogénica
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FONTE: adaptada de (PATTERSON; FEIGHTNER; GARCIA; HSIUNG et al., 2008).

A Ba é produzida por clivagem endoproteolitica da APP, que pode ser alvo de
trés tipos de enzimas proteoliticas: q, 3, e y-secretase, e assim pode seguir duas vias

de processamento: a via amiloidogénica ou a nao-amiloidogénica (LAFERLA;
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GREEN; ODDO, 2007). No cérebro, o peptideo Ba € produzido predominantemente
pelos neurbnios, embora o0s astrocitos e outras células da glia também o produzam,
especialmente sob condi¢des de estresse que induzem ativacao glial, como ocorre na
DA (YAN; VASSAR, 2014).

A via amiloidogénica inicia-se quando a APP se torna alvo de enzima de
atividade B-secretase, representada pela BACEI (enzima 1 responséavel pela clivagem
da APP no local B), que cliva a APP no seguimento N-terminal de seu dominio Ba,
liberando um fragmento solivel no meio extracelular (Fig. 1) (ROSSNER; SASTRE;
BOURNE; LICHTENTHALER, 2006). A parte da proteina que permanece ligada a
membrana, é alvo de uma y-secretase, um complexo de proteinas composto por:
presinilina (PS) 1 ou 2, nicastrina, APH-1 (anterior pharynx-defective) e potenciador
da presenilina 2 (PEN2), que cliva no segmento C-terminal, formando assim o
peptideo Ba (CHOW; MATTSON; WONG; GLEICHMANN, 2010; LAFERLA; GREEN;
ODDO, 2007).

Por outro lado, na via ndo-amiloidogénica, a APP é clivada por enzimas de
atividade a-secretase, e neste caso, impossibilitando a formacdo de Ba (KOJRO;
FAHRENHOLZ, 2005). As a-secretases sdo metaloproteases, identificadas e
pertencentes a familia ADAM (do inglés, a disintegrin and metalloproteinase): ADAM9,
ADAM10 e ADAM17 (BUXBAUM; LIU; LUO; SLACK et al., 1998; KOIKE; TOMIOKA;
SORIMACHI; SAIDO et al., 1999; LAMMICH; KOJRO; POSTINA; GILBERT et al.,

1999). Ao contrario das [3-secretases, as a-secretases clivam a APP dentro do dominio

Ba, na posigao 83 aminoacidos do C-terminal, produzindo um ectodominio N-terminal
(sAPPa) soluvel, que é liberado no meio extracelular (Fig. 1) (KOJRO; FAHRENHOLZ,
2005). O fragmento resultante de 83 aminoacidos C-terminal (C83) é retido na
membrana e subsequentemente é clivado pela y-secretase, produzindo um pequeno
fragmento denominado p3 (CHOW; MATTSON; WONG; GLEICHMANN, 2010;
LAFERLA; GREEN; ODDO, 2007).

De acordo com a hipétese amiloide, a cascata iniciada pela deposicédo de Ba
leva ao aparecimento da patologia tau, disfungéo sinaptica, inflamacdo, perda
neuronal e, por ultimo, a deméncia (HARDY; HIGGINS, 1992). Assim, o inicio da DA
comecaria com aglomeragdo excessiva e anormal da proteina B, seguida pela
hiperfosforilagéo da tau e outros eventos (SUDA; UEDA; SAKURAZAWA,; NISHIYAMA
et al., 2009). Na figura 2 podemos observar o curso temporal das alteracOes

estruturais na DA. E descrito que os marcadores amiloides aumentam nos estagios
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iniciais da doenca, mesmo décadas antes do diagnéstico de DA (FARZAN;
MASHOHOR; RAMLI; MAHMUD, 2011). Além disso, a degeneracdo das estruturas
anatdbmicas comeca de forma tardia em relacdo aos marcadores amiloides, porém
cerca de 10 anos antes do diagnostico clinico da DA (FARZAN; MASHOHOR; RAMLI;

MAHMUD, 2011). Isso é mais uma evidéncia de que o acumulo da proteina Ba pode
desencadear o inicio da doenca.

Figura 2. Progressao natural de marcadores cognitivos e biolégicos da DA.
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Fonte: Adaptado de Farzan et al. (2011).
2.2.2 DA e estresse oxidativo

A proteina Ba e a proteina tau desempenham um papel critico na DA; no
entanto, outros mecanismos de neurodegeneracdo, incluindo as respostas pro-
inflamatorias, a disfungédo mitocondrial e 0 estresse oxidativo, influenciam diretamente
no desenvolvimento da doenca (MARKESBERY, 1997; WYSS-CORAY, 2006). Uma
caracteristica importante da DA € a presenca de danos oxidativos nos lipidios e
proteinas neuronais, o que vincula claramente o estresse oxidativo a DA (CHEIGNON,;
TOMAS; BONNEFONT-ROUSSELOT; FALLER et al., 2018).

O estresse oxidativo € o resultado do desequilibrio entre a geragcao de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) e os sistemas de defesa antioxidante (SIES; CADENAS,

1985). EROs sao subprodutos fisioldgicos inevitaveis que agem no sistema biolégico,
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desempenhando func¢des cruciais, como moléculas de sinalizacdo em situacfes
cuidadosamente controladas (FERRER; SUREDA; MESTRE; TUR et al., 2010). No
entanto, também podem danificar o sistema biologico quando presentes em excesso,
pois sdo capazes de oxidar todas as principais biomoléculas, incluindo acidos
nucleicos (DNA, RNA), proteinas e lipidios (WANG; WANG,; LI; PERRY et al., 2014).

O cérebro € constituido de um tecido altamente suscetivel ao desequilibrio
oxidativo devido a sua alta demanda de energia, alto consumo de oxigénio, rica
abundéancia de acidos graxos poli-insaturados facilmente peroxidaveis e escassez
relativa de antioxidantes e enzimas relacionadas (HULBERT; PAMPLONA;
BUFFENSTEIN; BUTTEMER, 2007). N&o é de admirar que o desequilibrio oxidativo
e o0 dano mediado pelo estresse oxidativo subsequente nas biomoléculas sejam
extensivamente relatados na DA, e evidéncias crescentes sugiram que o desequilibrio
oxidativo desempenha um papel critico na doenca (NUNOMURA; PERRY; ALIEV;
HIRAI et al., 2001).

fons metalicos como zinco, ferro e cobre sdo encontrados em placas amiloides
(LOVELL; ROBERTSON; TEESDALE; CAMPBELL et al., 1998). Cobre e zinco sao
excretados na fenda sinaptica de alguns neurdnios e desempenham um papel
importante na agregacao amiloide (TIIMAN; PALUMAA; TOUGU, 2013), pois podem
ligar Ba e, assim, modular o processo de agregacao. Além disso, agregados amiloides
(baixo peso molecular) com ions metélicos redox-ativos aprisionados, como ions
cobre, sdo considerados mais toxicos, pois podem produzir EROs, prejudiciais para o
proprio peptideo Ba e para as biomoléculas adjacentes (BAYIR, 2005). Diante destas
observacfes, uma parte das pesquisas sobre a DA esta interessada na caracterizacao
dos danos oxidativos sofridos pelo proprio peptideo fa e na maneira como 0S
peptideos oxidados coordenam o0s ions metalicos para produzir ainda mais EROs
(CASSAGNES; HERVE; NEPVEU; HUREAU et al., 2013; CHEIGNON; FALLER;
TESTEMALE; HUREAU et al., 2016), gerando um ciclo vicioso.

Além do aumento generalizado dos produtos da biomolécula oxidativa, ha uma
diminuicdo significativa dos niveis de antioxidantes e da atividade de enzimas
antioxidantes (KIM; PAE; YOON; JANG et al., 2006). Dois tipos de mecanismos de
protecdo atuam no cérebro para enfrentar a ameaca representada pelas EROs: o
sistema de enzimas antioxidantes e os antioxidantes de baixo peso molecular
(KOHEN; BEIT-YANNAI; BERRY; TIROSH, 1999). O sistema enzimatico antioxidante
inclui superéxido dismutase (SOD), glutationa redutase, glutationa peroxidase,
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catalase (CAT), entre outros (GRIENDLING; SORESCU; LASSEGUE; USHIO-FUKAI,
2000). As enzimas SOD, por exemplo, facilitam a desmutagcéo espontanea de EROs
para gerar H202, que & posteriormente removido pelas enzimas CAT e glutationa
peroxidase (SASO; FIRUZI, 2014). Os antioxidantes de baixo peso molecular incluem
glutationa, acido durico, &cido ascorbico e melatonina, que oferecem funcbes
neutralizadoras ao causar quelagéo de metais de transicdo (CHANCE; SCHOENER,;
OSHINO; ITSHAK et al.,, 1979). Na DA, ocorre uma diminuigdo significativa na
atividade de enzimas antioxidantes, como superéoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase, em diferentes areas do cérebro, incluindo cortex frontal e temporal
(MARCUS; THOMAS; RODRIGUEZ; SIMBERKOFF et al., 1998; VENKATESHAPPA;
HARISH; MAHADEVAN; SRINIVAS BHARATH et al.,, 2012). Assim, a producao
aumentada de EROs ou o sistema antioxidante prejudicado levara o estado redox
celular ao desequilibrio oxidativo e causara superproducdo de EROs (WANG; WANG;
LI; PERRY et al., 2014).

Um efeito do estresse oxidativo € a peroxidacao lipidica, que se apresenta
bastante aumentada na DA (PENA-BAUTISTA; VIGOR; GALANO; OGER et al.,
2018). Sabe-se que a insergao de Ba nas membranas celulares gera EROs, como o
peréxido de hidrogénio e leva a peroxidacdo de lipidios (HUANG; ATWOOD;
HARTSHORN; MULTHAUP et al., 1999). A peroxidacéo lipidica refere-se ao processo
no qual os lipidios sédo atacados pelas EROs por meio de um mecanismo de reacao
em cadeia de radicais livres para gerar produtos de peroxidacéo lipidica (WANG,;
WANG,; LI; PERRY et al., 2014). De longe, os produtos de peroxidacao lipidica mais
extensamente estudados na DA s&o os aldeidos reativos, incluindo o malondialdeido
(MDA) e 2-propenal (acroleina) (WANG; WANG,; LI; PERRY et al., 2014). Foi relatado
aumento significativo de MDA no hipocampo (LOVELL; EHMANN; BUTLER;
MARKESBERY, 1995), cortex temporal (PALMER; BURNS, 1994), e cértex occipital
(DICIERO MIRANDA; DE BRUIN; VALE; VIANA, 2000) de pacientes com DA.

Os lipidios sdo responsaveis por manter a integridade das membranas
celulares. A peroxidacdo extensa dos lipidios exerce efeito toxico, pois altera a
montagem, composicdo, estrutura e dinamica das membranas lipidicas (GASCHLER,;
STOCKWELL, 2017). Como compostos altamente reativos, os peroxidos lipidicos
também sdo capazes de propagar novas geracoes de EROs ou degradar-se em
compostos reativos capazes de danificar o DNA e as proteinas (GASCHLER,;
STOCKWELL, 2017).
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2.3 Dopamina e noradrenalina

Além das alteracdes ja citadas, na DA também ocorre diminuicdo dos niveis de
neurotransmissores modulatoérios, entre estes a dopamina e noradrenalina.

A transmissao de um sinal envolve um processo complexo de liberagdo e
captacdo de neurotransmissores nas juncdes sinpticas, e a desregulacdo da
liberacdo de neurotransmissores ou seus receptores levam a sinaptopatia associada
a DA (PARIKH; BERNARD; NAUGHTON; YEGLA, 2014). Estudos demonstraram que
placas amiloides e a proteina tau hiperfosforilada atuaram como toxinas, e
interromperam a plasticidade sinaptica e a liberacdo de neurotransmissores nas
sinapses, causando um declinio cognitivo na DA (GUERRERO-MUNOZ; GERSON;
CASTILLO-CARRANZA, 2015; JHA; JHA; KUMAR; SHARMA et al.,, 2017; NAVA-
MESA; JIMENEZ-DIAZ; YAJEYA; NAVARRO-LOPEZ, 2014).

O sistema noradrenérgico estd envolvido no controle sobre vigilia, atencéo,
processamento de informacdo sensorial, flexibilidade comportamental, plasticidade
sinaptica e memoria (SARA, 2015). A principal fonte de noradrenalina, no SNC, é
proveniente dos corpos celulares de neur6nios localizados no nucleo do tronco
encefalico conhecido como locus coeruleus (LC) (SARA, 2015).

A liberacdo de noradrenalina no SNC € controlada, principalmente, pela
atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). As informacfes (sobretudo
aguelas de carater emocional) sdo capazes de promover a estimulagdo do eixo HPA
e liberacdo de adrenalina da medula da glandula adrenal para a corrente sanguinea.
Embora a adrenalina seja incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica, sua
acao em receptores [B-adrenérgicos presentes nas vias aferentes do nervo vago
propicia a ativacdo do nucleo do trato solitario (NTS) (CAREAGA; TIBA; OTA;
SUCHECKI, 2015; CHEN; WILLIAMS, 2012; DE DIEGO; GANDIA; GARCIA, 2008). O
NTS envia proje¢Oes excitatorias para o LC, promovendo a liberag&o de noradrenalina
em diversas regides cerebrais, como o tdlamo, a amigdala, o cértex pré-frontal medial
e 0 hipocampo (LOUGHLIN; FOOTE; GRZANNA, 1986; SZABADI, 2013).

A ativacdo do sistema noradrenérgico no periodo imediatamente posterior a
aguisicdo de memorias € necessaria para que haja consolidagcéo, além de atuar na
plasticidade sinaptica (HARLEY, 2004; IZQUIERDO, 1989; MCGAUGH, 2000). Além
disso, mais recentemente a importancia da noradrenalina para os processos de
persisténcia da memoria tem sido destacada (ESCHENKO; MELLO-CARPES;
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HANSEN, 2017; MELLO-CARPES; DA SILVA DE VARGAS; GAYER; ROEHRS et al.,
2016)

A perda de neurbnios do LC e menor liberacdo de noradrenalina em regifes
corticais estdo correlacionados com a gravidade e a duracdo da deméncia
(BONDAREFF; MOUNTJOY; ROTH, 1982; GERMAN; MANAYE; WHITE;
WOODWARD et al., 1992). A desregulacéo do sistema de noradrenalina-LC tem sido
associado aos déficits cognitivos relacionados a DA e outros sintomas
neuropsiquiatricos, incluindo depresséo, ansiedade, psicose e distirbios do sono
(JACOBS; RIPHAGEN; RAMAKERS; VERHEY, 2019; MANN, 1983; MATTHEWS;
CHEN; ESIRI; KEENE et al., 2002).

O sistema dopaminérgico, por sua vez, € responsavel por regular a locomocéao,
a cognicdo, a emocao, o sistema de recompensa, e é um importante modulador da
plasticidade sinaptica (BJORKLUND; DUNNETT, 2007, GOLDMAN-RAKIC, 1998;
JHA; JHA; KUMAR; SHARMA et al., 2017). A fonte de inervacdo dopaminérgica
encontra-se no mesencéfalo, com os corpos dos neurdnios agrupados na substancia
nigra e na area tegmental ventral (VTA). Da substancia nigra partem inervacfes para
ndcleo caudado e putamen, formando a via mesoestriatal, relacionada com a
motricidade. Da VTA partem inervacdes para o ndcleo accumbens, hipocampo,
amigdala, cortex cingulado e coértex pré-frontal, formando a via mesocorticolimbica,
relacionada a processos cognitivos e comportamento emocional (MOORE; BLOOM,
1979; ROBBINS; EVERITT, 2007; SOKOLOFF; DIAZ; LE FOLL; GUILLIN etal., 2006).

A neurotransmissdo dopaminérgica ocorre por meio de varios processos,
incluindo sintese, liberacdo, captacdo, armazenamento, catabolismo, e ativacdo dos
receptores de dopamina (JONES; MILLER, 2008). A enzima tirosina hidroxilase (TH),
guando ativada, converte o aminoacido L-tirosina em L-DOPA, que é descarboxilado
para formar a dopamina, que fica armazenada em vesiculas até sua liberacéo
(MISSALE; NASH; ROBINSON; JABER et al., 1998).

Evidéncias experimentais investigam o0 envolvimento da dopamina na
patogénese da DA (MARTORANA; KOCH, 2014). Estudos com animais transgénicos
para DA mostraram que a patologia dopaminérgica e a deposi¢cado de amiloide estdo
intimamente relacionadas, sugerindo um papel causador da Ba na disfuncdo da
dopamina (PEREZ; LAZAROV; KOPRICH; CHEN et al., 2005). A neurotransmissao
dopaminérgica prejudicada, induzida pela proteina Ba, resulta na conversao de

potenciacéo de longa duracéo (LTP, do inglés long term potentiation) em depressao
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de longa duracdo (LTD, do inglés, long term depression), que leva a perda da
formacdo de memodria (MORENO-CASTILLA; RODRIGUEZ-DURAN; GUZMAN-
RAMOS; BARCENAS-FEMAT et al.,, 2016). A disfuncdo dopaminérgica causa
alteracdo na transmisséo glutamatérgica e colinérgica, prejudica fisiologicamente o
metabolismo celular, ativa varias vias enzimaticas, levando a apoptose e perda
sinaptica (MARTORANA; KOCH, 2014).

Estudos de imagem mostraram uma densidade significativamente reduzida do
receptores dopaminérgicos, e uma diminuicdo da recaptacdo da dopamina em
pacientes com DA (CHONG; HUSAIN, 2016). Além disso, a restauragdo dos niveis de
dopamina desempenha um papel na memadria e no aprendizado de um modelo de DA,
fortalecendo o papel central da dopamina em tarefas cognitivas (AMBREE; RICHTER;
SACHSER; LEWEJOHANN et al., 2009; GUZMAN-RAMOS:; MORENO-CASTILLA;
CASTRO-CRUZ; MCGAUGH et al., 2012).

2.4 DA e memoria

A DA é clinicamente detectavel a partir da perda de meméria apresentada pelo
paciente (JAHN, 2013). O declinio da memdéria se manifesta inicialmente como uma
perda de memodria episddica, considerada uma subcategoria de memaria declarativa.
A disfuncéo na memoria episédica impede a lembranca de eventos recentes, incluindo
atividades autobiogréficas (LAFERLA; GREEN; ODDO, 2007).

A memoria pode ser definida como um processo de codificacdo,
armazenamento e recuperacao de informacdes sobre estimulos externos e internos,
ou apresentacao de informacdes no sistema nervoso de um organismo, que podem
ser usadas para reagir e posicionar 0 organismo em relacdo a novos estimulos
(IZQUIERDO, 1989).

O conjunto das memdrias de cada um determina aquilo que se denomina
personalidade ou forma de ser, e assim nos converte em individuos (IZQUIERDO,
2011). A memodria faz de n6s aquilo que somos e podemos vir a ser, pois cada
lembranca recordada ou esquecida faz com que sejamos sujeitos Unicos. Isto porque
mesmo que duas pessoas vivenciem a mesma situacao, a forma como esse momento
sera armazenado sera distinta, levando a pontos de vista diferentes, que por sua vez,
trardo recordacdes diferentes (IZQUIERDO, 2011). Portanto, n6s somos aquilo que

recordamos (BOBBIO, 1997). O passado, nhossas memarias, h0Ss0s esquecimentos
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voluntarios, ndo s6 nos dizem quem somos, como também nos permitem projetar o
futuro; isto €, nos dizem quem poderemos ser (IZQUIERDO, 2011).

A memoria é considerada um sistema complexo e multiplo, combinado por
arranjos de codificacbes ou subsistemas que permitem o armazenamento e a
recuperacgéo de informacgdes (BADDELEY; ANDERSON; EYSENCK, 2011). Ela pode
ser dividida em trés fases: aquisicdo (ou aprendizagem), consolidacdo e evocagéao
(IZQUIERDO, 1989). A aquisicao refere-se ao momento em que a informacédo esta
sendo adquirida (IZQUIERDO, 1989; MCGAUGH, 2000; SQUIRE, 2004). A
consolidacéo é a fase em que h& o desencadeamento de processos neurobiolégicos
complexos que sdo necessarios para que a informacgao seja armazenada e requer um
tempo maior para acontecer (CAHILL; MCGAUGH, 1998; I1ZQUIERDO, 1989;
SQUIRE, 2004). A evocacao € momento no qual a informacéao € recordada, isto €,
corresponde ao momento em que relembramos de algo que foi previamente aprendido
(IZQUIERDO, 1989; SQUIRE, 2004).

A memoria pode ser classificada em diferentes tipos, de acordo com a sua
funcdo, conteldo ou com o tempo que de duracdo (IZQUIERDO, 2011). Ha
basicamente dois tipos de memoria de acordo com sua funcdo: a memoria
propriamente dita (que pode ser classificada de acordo com o contetdo e duracéo, e
passa pelas fases de aquisicao, consolidacédo e evocacao); e a memaria de trabalho,
muito breve e fugaz, serve para “gerenciar a realidade” e determinar o contexto em
gue os diversos fatos, acontecimentos ou outro tipo de informacéo ocorrem (BISAZ;
TRAVAGLIA; ALBERINI, 2014); serve para manter durante alguns segundos, no
MAaximo poucos minutos, a informacado que esta sendo processada no momento. Um
exemplo classico desse tipo de memodria é gquando perguntamos para alguém o
namero de um telefone: conservamos esse numero o tempo suficiente para disca-lo
e, uma vez feita a comunicacdo correspondente, o esquecemos. A memdria de
trabalho ndo é acompanhada por alteracdes bioquimicas importantes (IZQUIERDO,
2011).

De acordo com seu contetdo, as memarias propriamente ditas se dividem em
declarativas e procedurais (SQUIRE; DEDE, 2015). As declarativas referem-se as
memoarias que registram fatos, eventos ou conhecimento, e podem ser subdivididas
em episddicas (ou autobiogréficas), quando se referem a eventos aos quais
assistimos ou dos quais participamos, como lembrancas de nossa formatura ou de um

filme; e semanticas, quando se referem as memorias de conhecimentos gerais, como
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os conhecimentos de portugués, medicina e psicologia, ou do perfume das rosas, sdo
memoérias semanticas ou de indole geral (GREENBERG; VERFAELLIE, 2010). As
memaorias procedurais ou memoérias de procedimentos, sdo aquelas de capacidades
ou habilidades motoras e sensoriais e 0 que comumente chamamos de “habitos”
(IZQUIERDO, 2011). Exemplos tipicos sdo as memadrias de como andar de bicicleta,
nadar, saltar, soletrar, etc. E dificil “declarar’ que possuimos tais memdrias; para
demonstrar que as temos, devemos de fato andar de bicicleta, nadar, saltar ou soletrar
(IZQUIERDO, 2011).

De acordo com o tempo de duracdo as memoérias podem ser classificadas em
memo©ria de curta e longa duracdo e memoéria remota (IZQUIERDO, 2011). A memodria
de curta duracédo (MCD) e a de longa duracédo (MLD) envolvem processos paralelos e
até certo ponto independentes (IZQUIERDO; MEDINA; VIANNA; IZQUIERDO et al.,
1999). A MCD requer as mesmas estruturas nervosas que a de longa duragéo, mas
envolve mecanismos proprios e distintos (IZQUIERDO, 1989).

A MCD dura entre 1 e 6 horas, e € responsavel por manter a informacéo
disponivel enquanto a MLD esta sendo formada (UNSWORTH; ENGLE, 2007). AMLD
leva tempo para ser consolidada, e nas primeiras horas apds sua aquisicao, € labil e
suscetivel a interferéncia por numerosos fatores (KANDEL; DUDAI; MAYFORD,
2014). Estes dois tipos de memoria passam pela consolidacdo em células
especializadas do hipocampo e de areas corticais com as quais ele se conecta
(IZQUIERDO, 2018). A MLD causa mudancas permanentes, pois necessita de
mudancas na expressao génica ou sintese proteica, diferentemente do que acontece
na formacdo da MCD, onde essas alteracfes ndo sdo necessarias (IZQUIERDO;
MCGAUGH, 2000; IZQUIERDO; MEDINA, 1997). A MLD pode durar horas, dias ou
até mesmo meses. As memorias de longa duracdo que permanecem por longos
meses ou anos sdo chamadas de memdrias remotas (IZQUIERDO, 2011).

A DA é caracterizada por uma deterioracéo progressiva das funcdes cognitivas
que pode estar ligada a uma reducéo significativa do volume do cérebro em pacientes
com DA em comparacao com pacientes saudaveis (MATTSON, 2004). As alteracdes
neuropatologicas da DA iniciam-se no cortex entorrinal e na formagéo hipocampal,
espalhando-se posteriormente para outros cortex de associacao temporal, parietal e
finalmente frontal (Fig. 3) (BRAAK; BRAAK, 1991; 1996; HYMAN; VAN HOESEN;
DAMASIO; BARNES, 1984; MASTERS; BATEMAN; BLENNOW; ROWE et al., 2015).

A atrofia resulta da degeneracao das sinapses e da morte dos neurdénios, em particular
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no hipocampo, regido do cérebro que desempenha um papel fundamental na
consolidagdo da memoéria e na orientacdo espacial (ERTEN-LYONS; DODGE;
WOLTJER; SILBERT et al., 2013; ZAROW,; VINTERS; ELLIS; WEINER et al., 2005).

Figura 3. A evolucdo da deposicao de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares nas
diferentes areas do cérebro. Em casos tipicos da Doenga de Alzheimer, a deposi¢ao de Ba precede
alteracdes neurofibrilares e neuriticas com uma origem aparente no hipocampo e cértex entorrinal
(estagios A), que posteriormente avanca para cortex parietal, temporal e finalmente frontal (estagios B
e C). Os emaranhados neurofibrilares e a degeneracdo neuritica iniciam-se nos lobos temporais
mediais e no hipocampo e se espalham progressivamente para outras areas do cdOrtex (estagios I-VI).
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FONTE: adaptado de Masters et al. (2015).

Alguns estudos mais recentes sugerem que a DA comeca com alteracdes ainda
mais baixas, em regiées do tronco encefalico como o Locus coeruleus (LC) e area
tegmental ventral (VTA, do inglés Ventral Tegmentar Area), mas 0s sintomas clinicos
s6 comecam quando ja ha uma perda hipocampal significativa (KELLY; HE; PEREZ,
GINSBERG et al., 2017; NOBILI; LATAGLIATA; VISCOMI; CAVALLUCCI et al., 2017,
ROSS; REYES; VAN BOCKSTAELE, 2019).

O hipocampo recebe entradas corticais e subcorticais, sendo estas ultimas
principalmente da VTA e do LC, que modulam a atividade hipocampal (GASBARRI;
PACKARD; CAMPANA; PACITTI, 1994; TRILLO; DAS; HSIEH; MEDINA et al., 2013).
O LC é um aglomerado de neurdnios noradrenérgicos localizados na base do quarto
ventriculo que é reconhecido como o unico provedor de noradrenalina ao cortex frontal
e hipocampo (ROSS; REYES; VAN BOCKSTAELE, 2019). As redug¢des no namero
de neurdnios do LC também estdo associadas ao aumento das placas amiloides
corticais (BONDAREFF; MOUNTJOY; ROTH; ROSSOR et al., 1987). Da VTA derivam

neurdnios dopaminérgicos que oferecem a principal fonte de dopamina no hipocampo
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(RUSSO; NESTLER, 2013). Consistente com essas observacgdes, varias alteracdes
no sistema dopaminérgico foram relatadas em pacientes com DA, incluindo niveis
reduzidos de dopamina e seus receptores (GIBB; MOUNTJOY; MANN; LEES, 1989).

O hipocampo é essencial para a aquisicdo e consolidacdo da memoria de curto
e de longo prazo (IZQUIERDO, 1989). A lesao bilateral desta estrutura ndo causa a
perda de memdrias preexistentes (0 qual, obviamente, indica que as memoérias de
longo prazo ndo se armazenam nela), mas impede a aquisicdo de novas memorias
(MARKOWITSCH; PRITZEL, 1985; SCHUTZ; IZQUIERDO, 1979). Assim, a atrofia do
hipocampo na DA, compromete a formagdo da memoria nesses pacientes.

Os pacientes com DA geralmente apresentam um perfil cognitivo com
comprometimento em varios aspectos da cognicdo (KIROVA; BAYS; LAGALWAR,
2015; WELLER; BUDSON, 2018). Esse perfil cognitivo se desenvolve com o tempo e
0s pacientes com DA geralmente comegam a mostrar uma deterioragao progressiva
da memoéria de trabalho (BELLEVILLE; CHERTKOW; GAUTHIER, 2007; SUMMERS;
SAUNDERS, 2012). Ainda, os pacientes com DA exibem maior sensibilidade a
distracdo nas tarefas de memdria (JAHN, 2013). No contexto clinico, o uso de testes
neuropsicoldgicos investiga diferentes aspectos de memdéria e uma ampla gama de
varios dominios cognitivos (MORRIS, 1997; MORRIS; MOHS; ROGERS;
FILLENBAUM et al., 1988). No envelhecimento normal, observa-se uma diminuicéo
lenta da memoria; jA na DA o declinio cognitivo acontece mais rapido e inicia mais
precocemente (Fig. 4) (WELLER; BUDSON, 2018).

Figura 4. Taxa de declinio da memadria no envelhecimento normal e na Doenga de Alzheimer.
Taxa de declinio da memaria (M) ao longo do tempo (T, meses a anos). A mem©éria diminui lentamente
no envelhecimento normal (1). A doenca de Alzheimer é marcada por um declinio cognitivo mais rapido,
geralmente comecgando mais cedo na vida (2).

T

FONTE: Adaptado de (WELLER; BUDSON, 2018).
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Justamente buscando reverter esses danos, 0os medicamentos usados
atualmente para tratar a DA funcionam em parte aumentando a atencéo e a
concentracdo, o que favorece a aquisicdo da memdaria, como € o caso dos inibidores
da acetilcolinesterase, como o donepezil, ou antagonistas dos canais de calcio
dependentes de voltagem, como a memantina (PEPEU; GIOVANNINI; BRACCO,
2013). Com o uso das terapias disponiveis atualmente, a fungédo cognitiva melhora,
mas a velocidade do declinio cognitivo ndo é alterada (WELLER; BUDSON, 2018)
(Fig. 5). A pesquisa clinica tem avancado em direcdo a um tratamento mais definitivo
da patologia caracteristica da DA, com a expectativa de que terapias atenuem o
declinio cognitivo progressivo associado a essa doenca (Fig. 5) (WELLER; BUDSON,
2018).

Figura 5. Taxa de declinio da memoria no envelhecimento normal, na Doenca de Alzheimer e
mediante intervenc¢des. Taxa de declinio da memdéria (M) ao longo do tempo (t, meses a anos). A
memdria diminui lentamente no envelhecimento normal (1). A doenga de Alzheimer é marcada por um
declinio cognitivo mais rapido, geralmente comecando mais cedo na vida (2). As terapias atuais
diminuem a perda da cognicdo sem alterar a taxa de declinio na DA (3). O efeito esperado de novas
terapias € a melhora da cogni¢é@o associada a reducéo da taxa de declinio (4).

T
FONTE: Adaptado de (WELLER; BUDSON, 2018).

2.5 Tratamentos para DA

Pacientes com DA apresentam deficiéncia de multiplos neurotransmissores. A
acetilcolina (ACh), por exemplo, o neurotransmissor do sistema colinérgico que esta
envolvido em processos fisioldgicos criticos, como atencao, aprendizado, memoria,
resposta ao estresse, vigilia e sono e informagdes sensoriais (FERREIRA-VIEIRA,;
GUIMARAES; SILVA; RIBEIRO, 2016), apresenta evidente diminuicdo no cortex
cerebral de pacientes com DA (BARTUS; DEAN; BEER; LIPPA, 1982).
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De acordo com a hipétese colinérgica (BARTUS; DEAN; BEER; LIPPA, 1982),
a principal causa da DA € a reducdo na sintese de ACh. Foi demonstrado que as
sinapses colinérgicas sao particularmente afetadas pela neurotoxicidade precoce dos
oligbmeros Ba (BELL; DUCATENZEILER; RIBEIRO-DA-SILVA; DUFF et al., 2006).
Mais recentemente, tem sido argumentado que a disfuncéo da acetilcolina ndo é uma
causa patoldgica priméaria para a DA, mas uma consequéncia da doenca (TABET,
2006). No entanto, atualmente uma das estratégias terapéuticas potenciais e mais
utilizadas no tratamento da DA é aumentar os niveis de ACh no cérebro, através da
inibicdo da atividade biol6gica da enzima acetilcolinesterase (AChE). Portanto, os
inibidores da AChE sé&o usados para limitar a degradacao da ACh, sendo capazes de
aumentar a funcdo das células neurais ao aumentarem a quantidade de ACh
disponivel na fenda sinaptica (SHARMA, 2019; TABET, 2006) (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo de acédo dos inibidores da acetilcolinesterase. A) Sinapse colinérgica normal
com receptor muscarinico (M). Observe o grande numero de moléculas de acetilcolina (ACh). A
acetilcolinesterase (AChE) decompde a acetilcolina em colina e &cido acético, finalizando a
comunicacao sinaptica. B) Sinapse colinérgica na Doenca de Alzheimer (DA). Como 0s neurdnios que
produzem acetilcolina estdo sendo danificados e destruidos pela neurodegeneracao causada pela DA,
ha muito menos moléculas de acetilcolina disponiveis. C) Os inibidores da colinesterase inibem
reversivelmente a enzima acetilcolinesterase; como esta ndo consegue desempenhar sua funcéo, mais
moléculas de acetilcolina ficam disponiveis na sinapse, favorecendo a transmissao colinérgica que
estava prejudicada pela DA.
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FONTE: Adaptado de (BUDSON; SOLOMON, 2015).

O papel critico da disfuncdo colinérgica no inicio da DA esta claramente
documentado pelo fato de que a inibi¢do farmacolédgica da acetilcolinesterase ainda é
um dos unicos tratamentos disponiveis para uma terapia sintomatica durante os
estagios iniciais da doenca (ARENDT; BRUCKNER; MORAWSKI; JAGER et al.,
2015). Os inibidores da acetilcolinesterase (como donepezil, rivastigmina e
galantamina) sdo recomendados para pacientes com deméncia leve, moderada ou
grave da DA (HOWARD; MCSHANE; LINDESAY; RITCHIE et al., 2012).
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Outra terapia farmacoldgica disponivel € a memantina, que atua nos receptores
glutamatérgicos conhecidos como NMDA (N-metil-D-aspartato) (DANYSZ,
PARSONS; MOBIUS; STOFFLER et al., 2000). O glutamato € um dos principais
neurotransmissores  excitatérios produzidos no cérebro dos mamiferos,
particularmente em regides como o cortex temporal e o hipocampo, sendo importante
na memoria, aprendizado, cognicdo e comportamento motor (DANBOLT, 2001,
FORLENZA, 2005). Sob condig¢des fisioldgicas normais, o glutamato desempenha um
papel na formacdo de dendritos e sinapses, mas também pode agir como uma
excitotoxina, causando a morte neuronal quando niveis elevados desse
neurotransmissor sao liberados por periodos prolongados (CONWAY, 2020;
FORLENZA, 2005). Isto ocorre porque a entrada de Ca?* intracelular por meio dos
receptores NMDA (ou NMDAR, do inglés, N-methyl-d-aspartate receptor), mediada
pelo glutamato, é fundamental para determinar o destino do neurbnio - uma
sinalizagdo insuficiente leva a falha na sobrevivéncia celular, enquanto muita
sinalizacdo causa excitotoxicidade e neurodegeneracdo (WANG; REDDY,
2017). Assim, o nivel de sinalizacdo de NMDAR deve ser mantido em um nivel
adequado, de modo que seja suficiente para promover a sobrevivéncia neuronal, mas
nao prejudicial para causar a neurodegeneracdo (WANG; REDDY, 2017).

Os principais fatores que afetam a sinalizagdo NMDAR na DA incluem a
disponibilidade de glutamato e a modulacdo das funcdes do NMDAR (WANG,;
REDDY, 2017). Em geral, peptideos Ba causam correntes sinapticas elevadas
mediadas por NMDAR que levam a toxicidade, mas que podem ser atenuadas ou
bloqueadas por antagonistas de NMDAR (WANG; REDDY, 2017) como a memantina
(KAMENETZ; TOMITA; HSIEH; SEABROOK et al., 2003; TEXIDO; MARTIN-SATUE;
ALBERDI; SOLSONA et al., 2011).

A memantina tem atividade antagonista ndo-competitiva de receptores NMDA,
permitindo sua ativacao fisioldgica durante os processos de formacao da memoria,
porém bloqueando a abertura dos canais e sua ativacdo patoldgica (PARSONS;
GRUNER; ROZENTAL; MILLAR et al., 1993) (Figura 7). Essa propriedade deve-se
aos efeitos rapidos, voltagem-dependentes, das intera¢cdes da memantina com 0s
receptores NMDA (LIMAPICHAT; YU; BRANIGAN; LESTER et al.,, 2013). Em
condicoes fisiolégicas, a memantina exerce acdo semelhante aos ions magnésio; a
memantina bloqueia os receptores NMDA no estado de repouso e, assim como 0

magnesio, é deslocada de seu sitio de ligacdo em condi¢des de ativacao fisioldgica;
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em contrapartida, ndo se desprende do receptor na vigéncia de ativacao patoldgica
(Figura 7) (DANYSZ; PARSONS; MOBIUS; STOFFLER et al.,, 2000). Essas
propriedades conferem a memantina uma acao neuroprotetora contra a ativacao
excitotoxica de receptores de glutamato (MISZTAL; FRANKIEWICZ; PARSONS;
DANYSZ, 1996). A memantina € aprovada para uso em pacientes com DA moderada
a grave e que demonstram dificuldade de atencdo (GROSSBERG; MANES; ALLEGRI,;
GUTIERREZ-ROBLEDO et al., 2013).

Figura 7. Mecanismo de acdo da memantina. Na Doenca de Alzheimer as concentracdes
aumentadas de glutamato na fenda sinaptica (A) levam a excitotoxicidade e podem danificar os
neurdnios levando-os a neurodegeneracdo (B). A memantina apresenta afinidade moderada aos
receptores NMDA e pode substituir o magnésio endégeno, levando a uma diminuicéo do ruido de fundo
e arestauracao da plasticidade sinaptica (C). Tal agédo € acompanhada por um efeito neuroprotetor.
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FONTE: Adaptado de (DANYSZ; PARSONS; MOBIUS; STOFFLER et al., 2000).

Estes medicamentos previamente descritos, quando prescritos no momento
apropriado durante o curso da doenca, contribuem para melhorar a qualidade de vida
do paciente e do cuidador; no entanto, eles ndo alteram o curso da doencga ou a taxa
de declinio cognitivo (MOSSELLO; BALLINI, 2012).

Assim, uma melhor compreensdo de como as alteragbes patologicas na DA
afetam a organizacéo das redes neurais, ou de como essas redes podem responder
ou se adaptar a patologia acumulada, pode oferecer mais informacgéo sobre o0 escopo
potencial da resiliéncia funcional (PIETZUCH; KING; WARD; VICKERS, 2019). O
termo resiliéncia € descrito como a capacidade de um tecido ser resistente a danos
(COSCO; HOWSE; BRAYNE, 2017). A esse respeito, fatores como a educacéo e

estilo de vida podem aumentar a resiliéncia por meio da promocao de conexdes



40

aumentadas e/ou preservar as conexdes funcionais no cérebro e, em ultima analise,
atrasar a expressao clinica dos déficits relacionados a patologia da DA (PIETZUCH,;
KING; WARD; VICKERS, 2019).

De fato, estudos que investigaram a associacdo entre a educacéo e o declinio
cognitivo na DA mostraram que individuos mais instruidos sdo capazes de tolerar mais
a neuropatologia antes da expressdo dos sintomas clinicos (BENNETT; WILSON,;
SCHNEIDER; EVANS et al., 2003), potencialmente porque a educacdo modera a
relacdo entre patologias cerebrais e comprometimentos cognitivos (BRAYNE; INCE;
KEAGE; MCKEITH et al.,, 2010), bem como conexfes funcionais (MARQUES,;
SOARES; MAGALHAES; SANTOS et al., 2015).

2.5.1 Intervencdes ndo farmacoldgicas

Além do uso de medicamentos que possam inibir a progressdo da doenca,
intervencdes sem o uso de farmacos, como a estimulacéo fisica, cognitiva e social,
sao alternativas para auxiliar no tratamento da DA e ajudar na qualidade de vida dos
pacientes.

Dados clinicos e epidemioldgicos evidenciam que a educacao, a ocupacao e 0
estilo de vida ativo, envolvendo componentes sociais, fisicos e mentais, podem
melhorar a funcéo cognitiva e apresentam efeitos protetores da perda da memoria e
desenvolvimento da DA (SVENSSON; LEXELL; DEIERBORG, 2015). Evidéncias
epidemioldgicas também sugerem que o exercicio fisico e a alta escolaridade (que se
relaciona com a estimulacdo da funcdo cognitiva) podem proteger contra a DA,
enguanto a hipertensao e o diabetes na meia-idade influenciam adversamente o risco
(XU; TAN; WANG; JIANG et al., 2015).

2.5.1.1 Exercicio fisico regular

O exercicio aerobico regular, conhecido por prevenir condicdes metabdlicas,
como diabetes mellitus e doencga arterial coronariana (KNOWLER; BARRETT-
CONNOR; FOWLER; HAMMAN et al.,, 2002; TAYLOR; BROWN; EBRAHIM;
JOLLIFFE et al.,, 2004; VANHEES; RAUCH; PIEPOLI; VAN BUUREN et al., 2012;
ZANUSO; SACCHETTI; SUNDBERG; ORLANDO et al.,, 2017), tem se mostrado

eficaz na preservacdo da funcédo cognitiva em pacientes com DA (BERNARDO;
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MARQUES-ALEIXO; BELEZA; OLIVEIRA et al., 2016; KIRK-SANCHEZ; MCGOUGH,
2014; ZHANG; TANG; CHAO; ZHOU et al., 2020). A pratica de exercicio fisico ndo
apenas evita a perda de forca e agilidade dos pacientes, como também reduz os
sintomas neuropsiquiatricos e o aumento dos requisitos de cuidados associados a
esses problemas (STELLA; CANONICI; GOBBI; GALDUROZ et al., 2011).

Estudos recentes utilizando modelos animais da DA revelaram que o exercicio
aerobico (corrida em esteira) reduz os niveis cerebrais da proteina beta-amiloide
(KOO; KANG; OH; YANG et al., 2017), além de melhorar a aprendizagem e a memoria
espacial (DAO; ZAGAAR; LEVINE; SALIM et al., 2013). Além disso, o exercicio fisico
aumenta a expresséo de BDNF no hipocampo (VAYNMAN; YING; GOMEZ-PINILLA,
2004), aumenta o fluxo sanguineo cerebral (BURDETTE; LAURIENTI; ESPELAND;
MORGAN et al., 2010), induz a angiogénese (KLEIN; HOPPE; SACCOMORI; DOS
SANTOS et al., 2019) e a neurogénese (SUN; Ql; GAO, 2018), prevenindo o dano
cognitivo (GARCIA-MESA; LOPEZ-RAMOS; GIMENEZ-LLORT; REVILLA et al., 2011;
ZHANG; LI; HUO; CHENG et al., 2018), retardando o envelhecimento, e o declinio
das funcdes cognitivas (GARCIA-MESA; COLIE; CORPAS; CRISTOFOL et al., 2016;
PHILLIPS; BAKTIR; DAS; LIN et al., 2015).

O exercicio pode, ainda, induzir a plasticidade hipocampal (KNAEPEN;
GOEKINT; HEYMAN; MEEUSEN, 2010). Em nivel celular, evidéncias mostram que o
exercicio fisico forcado (esteira) e nado forcado (roda de atividade) aumenta a
proliferacdo celular e ramificacdo dendritica (EADIE; REDILA; CHRISTIE, 2005;
STRANAHAN; KHALIL; GOULD, 2007; VAN PRAAG; SHUBERT; ZHAO; GAGE,
2005). O exercicio fisico regular também reduz o estresse oxidativo, um fator
importante na DA, por promover o aumento das enzimas antioxidantes e diminuir a
peroxidacao lipidica, protegendo contra os efeitos colaterais dos danos oxidativos
(HALLIWELL, 1991; RAMESH; KIM; SUNG; HWANG et al., 2012). Foi relatado que o
exercicio moderado em esteira atenua o estado oxidativo do hipocampo e melhora o
comprometimento cognitivo em ratos idosos (YU; XU; SONG; Jl et al., 2013).

Embora ainda sejam necessarios estudos maiores e mais controlados para
examinar os efeitos a longo prazo da atividade fisica em pacientes com DA, os
beneficios sistémicos inerentes e a presenca minima de riscos a saude devem levar
todos os profissionais de saude a recomendar exercicios regulares para seus
pacientes, independentemente da funcdo cognitiva (WELLER; BUDSON, 2018). Ja foi

observada menor atrofia no cérebro de pacientes com fatores de risco genéticos para
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DA que se exercitaram regularmente em comparac¢do com aqueles que nao o fizeram,
sugerindo que a atividade aerdbica impede a neurodegeneracdo (SMITH; NIELSON;
WOODARD; SEIDENBERG et al., 2014).

2.5.1.2 Exercicio cognitivo

Existem crescentes evidéncias acerca do papel dos fatores ambientais e de
estilo de vida como moderadores das diferencas no envelhecimento cognitivo e como
agentes protetores para o desenvolvimento da DA (KRAMER; BHERER,;
COLCOMBE; DONG et al., 2004). Esses fatores incluem a educacéao, participacdo em
atividades profissionais e de lazer, expertise e experiéncias (EPPERLY; DUNAY;
BOICE, 2017). Dado o envolvimento de tais fatores no resultado do envelhecimento,
€ razoavel supor que o treinamento cognitivo possa desempenhar um papel critico na
promocao da vitalidade cognitiva no envelhecimento normal e na DA (BELLEVILLE,
2008).

Um estudo prospectivo de coorte demonstrou que a participacao em atividades
de estimulacdo mental esta associada a uma menor incidéncia de DA (WILSON,;
MENDES DE LEON; BARNES; SCHNEIDER et al., 2002). Até mesmo a estimulacao
mental tardia exibe uma relacdo inversa com o risco de deméncia, de forma dose
dependente (VALENZUELA; SACHDEV, 2006). Assim, é possivel que o exercicio
cognitivo, através de atividades mentais desafiadoras, possa oferecer protecdo contra
o declinio cognitivo, e, portanto, mitigar o risco de deméncia (GATES; SACHDEYV;
FIATARONE SINGH; VALENZUELA, 2011).

O exercicio cognitivo fornece a pratica estruturada de atividades mentais
complexas, a fim de aprimorar a funcao cognitiva (MARTIN; CLARE; ALTGASSEN,;
CAMERON et al., 2011). Este tipo de exercicio pode ser planejado para incluir
treinamento de estratégias de memdria aplicada e exercicios cognitivos repetidos e
desafiadores, promovendo flexibilidade cognitiva, podendo, assim, contribuir para a
manutencdo de funcbes neurais que sdo gradativamente perdidas na DA
(MOWSZOWSKI; BATCHELOR; NAISMITH, 2010).

Um estudo prévio mostrou que o exercicio cognitivo produz melhorias
duradouras na memoria de idosos com declinio cognitivo normal (WINOCUR; CRAIK;
LEVINE; ROBERTSON et al., 2007). Em pacientes com deméncia leve a moderada,
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ocasionadas pela DA, programas de estimulagao cognitiva tém sido eficazes para a
manutencdo da funcdo cognitiva e melhora da qualidade de vida de pacientes
(EPPERLY; DUNAY; BOICE, 2017; WOODS; AGUIRRE; SPECTOR; ORRELL, 2012).
Achados sugerem que os mecanismos envolvidos na melhora dos déficits observados
na DA a partir de intervengbes cognitivas estejam relacionados a modulacdo da
excitabilidade de neurdnios, induzindo a mudancas na plasticidade sinaptica e,
portanto, na capacidade de aprendizagem (SEHGAL; SONG; EHLERS; MOYER,
2013).

Apesar das fungdes cognitivas serem relativamente simples de se avaliar em
idosos, permitindo assim a avaliacdo do impacto do treinamento cognitivo, a
investigacdo dos mecanismos envolvidos neste efeito ja ndo € tdo simples. Desta
forma, estudos com modelos animais tém sido empregados. Em modelos animais,
enquanto o exercicio fisico promove a proliferacdo de novos neurbnios, o exercicio
cognitivo parece promover a sobrevivéncia e a integracdo desses novos neurdnicos
na rede (FABEL; WOLF; EHNINGER; BABU et al.,, 2009; GOULD; BEYLIN;
TANAPAT; REEVES et al., 1999), sugerindo que essas duas intervencdes podem
melhorar a funcédo do hipocampo (HEISZ; CLARK; BONIN; PAOLUCCI et al., 2017).
Assim, embora 0 exercicio cognitivo pareca ter um potencial como estratégia de
intervencao junto a pacientes com doencas degenerativas, 0s mecanismos envolvidos
no efeito deste tipo de intervencdo ainda estdo longe de estar completamente

entendidos.

2.5.1.3 Exercicio agudo

Conforme previamente mencionado, existem crescentes evidéncias acerca do
potencial do exercicio fisico como uma estratégia de intervencdo ndo-farmacoldgica
sobre as funcgdes cognitivas. A maioria dos trabalhos que investigam os efeitos do
exercicio fisico na cognigdo tém como foco as intervengdes crbnicas; entretanto, na
dltima década alguns pesquisadores comecaram a investigar os possiveis efeitos
agudos do exercicio na cognicdo (DA SILVA DE VARGAS; NEVES; ROEHRS;
IZQUIERDO et al., 2017; FERNANDES; SOARES; DO AMARAL BALIEGO; ARIDA,
2016).

A maioria dos pesquisadores desta area nao hipotetiza que uma Unica sessao

de exercicio fisico poderia ter os mesmos efeitos da pratica cronica/regular, mas sim
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que uma sessdo de exercicio realizada em tempo préximo ao momento de
aprendizagem poderia modular o processo de aquisicdo e/ou consolidacdo da
memoria, potencializando-os (HILLMAN; ERICKSON; KRAMER, 2008; ROIG;
THOMAS; MANG; SNOW et al., 2016; WINTER; BREITENSTEIN; MOOREN,;
VOELKER et al., 2007). A "vida de uma memoria" é extremamente dinamica, assim,
Varios processos que ocorrem na janela temporal da consolidagdo da memaria, isto €,
depois de aprender, podem influenciar a regulacdo da persisténcia da memoria
(BEKINSCHTEIN; CAMMAROTA,; IGAZ; BEVILAQUA et al., 2007; KATCHE;
TOMAIUOLO; DORMAN; MEDINA et al., 2016; ROSSATO; BEVILAQUA,
IZQUIERDO; MEDINA et al., 2009).

Uma reviséo de literatura recente indicou que o exercicio agudo pode ter um
impacto positivo no desempenho cognitivo, especificamente quando a tarefa cognitiva
€ realizada apdés a sessao de exercicios (LABBAN; ETNIER, 2018). Os autores
verificaram, através da revisdo de artigos originais, que o exercicio agudo pode
impactar positivamente a aprendizagem e a retencdo da memoéria, podendo assim ter
implicacdes especificas para a integracao da atividade fisica no sistema escolar ou na
educacdo de adultos, cenarios que normalmente envolvem longos periodos de
sedentarismo (LABBAN; ETNIER, 2018). Assim, se a educacao fisica fosse oferecida
diariamente em escolas, os alunos poderiam se beneficiar em termos de retencéo de
aprendizado a longo prazo; poderia haver um efeito semelhante em estudantes
universitarios e em adultos que estdo confrontados com déficits de memoéria
(LABBAN; ETNIER, 2018).

Os trabalhos nesta linha também sugerem que os efeitos do exercicio agudo
no aprendizado de habilidades motoras sdo maiores quando a sessdo de exercicios
estd em estreita proximidade temporal da aquisicdo de habilidades (ROIG; SKRIVER,;
LUNDBYE-JENSEN; KIENS et al., 2012; SNOW; MANG; ROIG; MCDONNELL et al.,
2016; STATTON; ENCARNACION; CELNIK; BASTIAN, 2015). Em nosso laboratorio,
demonstramos recentemente que uma Unica sessdo de exercicio aerbbico (corrida)
realizada logo apds uma aprendizagem nova promove a persisténcia da memoéria em
animais saudaveis ((DA SILVA DE VARGAS; NEVES; ROEHRS; IZQUIERDO et al.,
2017; VARGAS; RAMIRES LIMA; PIAIA RAMBORGER; ROEHRS et al., 2019). A
persisténcia de uma memoria pode ser vinculada a uma otimizacdo do processo de
consolidagdo da mesma, isto €, & melhora da memoaria, que passa a durar mais tempo

(IZQUIERDO, 2011). Nossos achados também revelaram que este efeito esta
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relacionado a regulagéo positiva catecolaminérgica (DA SILVA DE VARGAS; NEVES;
ROEHRS; IZQUIERDO etal., 2017; VARGAS; RAMIRES LIMA; PIAIA RAMBORGER;
ROEHRS et al., 2019). Outros autores também argumentam que o exercicio agudo
pode trazer beneficios a aprendizagem e a memoaria pelo aumento de proteinas e de
niveis sinapticos de neurotransmissores importantes para a consolidacdo da
aprendizagem e da memoria (DE ALMEIDA; GOMES DA SILVA; LOPIM; VANNUCCI
CAMPOS et al., 2017; SZUHANY; BUGATTI; OTTO, 2015).

Esses resultados acrescentam a uma base de conhecimento ja estabelecida,
relacionando o exercicio agudo com melhorias na funcao cognitiva (MCMORRIS;
HALE, 2015; SEGAL; COTMAN; CAHILL, 2012) e memoria declarativa (WENG;
PIERCE; DARLING; VOSS, 2015). A aplicacao de intervencdes de exercicio agudo
para melhorar a memoaria processual tem uma ampla gama de possiveis aplicacdes
praticas em esportes, ambiente escolar e reabilitacdo (THOMAS; FLINDTGAARD;
SKRIVER; GEERTSEN et al., 2017). No caso da DA este tipo de intervencao poderia
ser utilizado para otimizar a aprendizagem de tarefas especificas, melhorando a

qualidade de vida dos pacientes.

2.6 Modelos animais para o estudo da DA

Sem duvida, a DA é uma das condicfes de salde mais onerosas que a
sociedade atual enfrenta (ALZHEIMER'S, 2016). Assim, continuar desvendando os
mecanismos da doenca é de extrema importancia para o futuro desenvolvimento de
tratamentos efetivos, e quica da sua cura.

Considerando as dificuldades e limitagbes da pesquisa sobre o cérebro em
seres humanos, diversos modelos animais séo utilizados para o estudo da DA. O uso
de animais sao indispenséaveis para o estudo dos aspectos bioldégicos e moleculares
e bioquimicos, e a contribuicdo dos modelos dos animais para a pesquisa em
humanos é inegavel (ROBINSON; KRIEGER; KHAN; HUFFMAN et al., 2019).
Avancos biomédicos na expectativa de vida, tratamentos de doencgas cardiacas,
diabetes, vacinagfes, entre outras situacbes sdo o exemplo de beneficios dos
modelos animais na pesquisa (ANDREATINI, 2002)

N&o existe um modelo animal Unico e completo que reproduza todas as
caracteristicas da doenca; isso porque a DA é uma doenca multifatorial que envolve

desde o acumulo do peptideo Ba e a hiperfosforilacdo da proteina tau, até a
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neuroinflamacédo e muitos outros (AKIYAMA, 1994; DRUMMOND; WISNIEWSKI,
2017; SELKOE, 1999). Assim, os diferentes modelos geralmente focam em um ou
outro aspecto especifico da doenca.

Dentre os diversos modelos animais de DA utilizados em pesquisas cientificas
estdo os modelos baseados na infusdo da proteina Ba, os baseados na indugéo da
neuroinflamacdo e os modelos transgénicos através da inducdo de mutacles
relacionadas a producdo amiloide, expressédo da APP, presenilina 1 e 2 ou mutacdes
na proteina tau (CASTELLANI; PERRY, 2012; DUYCKAERTS; POTIER; DELATOUR,
2008; EPIS; GARDONI; MARCELLO; GENAZZANI et al., 2010). Sobre estes ultimos
modelos, como a DA de inicio tardio ndo € causada por essas mutacfes (EPIS;
GARDONI; MARCELLO; GENAZZANI et al., 2010), os resultados desses modelos
ndo podem ser totalmente extrapolados para esta condicdo humana (NAZEM,;
SANKOWSKI; BACHER; AL-ABED, 2015).

Baseado nos achados descritos anteriormente, uma das principais
caracteristicas histopatologicas da DA é a deposicao do peptideo Ba extracelular que
forma as conhecidas placas senis (FACCHINETTI; BRONZUOLI; SCUDERI, 2018).
Assim, um método frequentemente utilizado em pesquisas sobre a DA é a infusédo
direta da proteina Ba em ratos ou camundongos (JEAN; BALERIOLA; FA; HENGST
et al., 2015), que pode ser intracerebroventricular ou em uma estrutura cerebral
especifica, geralmente o hipocampo (SCUDERI; STECCA; VALENZA; RATANO etal.,
2014), uma vez que essa regido cerebral € uma das mais afetadas pela
neurodegeneracdo na DA. A infusdo da proteina Ba (peptideos de 1 a 42) no cérebro
de ratos do tipo selvagem fornece um excelente modelo in vivo que replica a
amiloidopatia e a consequente morte neuronal (BALERIOLA; WALKER; JEAN;
CRARY et al., 2014; JEAN; RIBE; PERO; MOSKALENKO et al., 2013). Este método
permite replicar o aumento da proteina fa de maneira espacial e temporal, evitando
efeitos compensatérios ou colaterais que podem ser encontrados nas linhas
transgénicas (JEAN; BALERIOLA; FA; HENGST et al., 2015).

Embora o principal constituinte observado na placa cerebral do paciente com
DA sejam os peptideos Ba 1-42 ou 1-40, a injecdo hipocampal de Ba 25-35 é
frequentemente empregada em estudos animais de DA (MILLUCCI; GHEZZI;
BERNARDINI; SANTUCCI, 2010; YIN; REN; WU; WANG et al., 2013). Isto porque nao
apenas o peptideo de comprimento total (AB1-42) tem a capacidade de afetar os

processos cognitivos, mas também varios fragmentos de Pa, em particular o
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undecapeptideo AR 25-35 (LIMON; DIAZ; MENDIETA; CHAMORRO et al., 2009;
STEPANICHEV; MOISEEVA; LAZAREVA; GULYAEVA, 2005). A grande capacidade
de geracdo de estresse oxidativo e toxicidade extrema em células neuronais e
sinaptossomas estdo relacionadas ao fragmento pBa 25-35 (HASHIMOTO;
KATAKURA; HOSSAIN; RAHMAN et al., 2011). O Ba 25-35 desencadeia alteracdes
moleculares e celulares, como reduc¢do de marcador sinaptico e sinaptofisina (proteina
marcadora de diferenciacdo celular), que levam a neurodegeneracao e, finalmente,
culminam em déficits cognitivos caracteristicamente observados em pacientes com
DA (KLEIN; HOPPE; SACCOMORI; DOS SANTOS et al., 2019).
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lll. Justificativa e objetivos

3.1 Justificativa

A DA é o distarbio neurodegenerativo relacionado a idade mais comum e um
dos diagndsticos mais devastadores que os pacientes e suas familias podem receber
(LAFERLA; GREEN; ODDO, 2007). Estima-se que a DA comece 20 anos ou mais
antes que o0s sintomas surjam, com pequenas alteracbes no cérebro que sao
imperceptiveis para a pessoa afetada (BRAAK; BRAAK, 1991). Somente apds anos
de altera¢Bes cerebrais os individuos experimentam sintomas visiveis, como perda de
memoria e problemas de linguagem (VILLEMAGNE; BURNHAM; BOURGEAT,;
BROWN et al., 2013).

O declinio da memoria se manifesta inicialmente como uma perda de memoria
episbdica, considerada uma subcategoria da memdria declarativa. A disfuncédo na
memoria episodica impede a lembranca de eventos recentes, incluindo informacgdes
autobiograficas (LAFERLA; GREEN; ODDO, 2007). Com o tempo, 0s sintomas
tendem a aumentar e comec¢am a interferir na capacidade dos individuos de realizar
atividades diarias (PRINCE; COMAS-HERRERA; KNAPP; GUERCHET et al., 2016).

A medida que a doenca progride, as atividades que costumavam ser essenciais
para a identidade do individuo, como planejar eventos familiares ou participar de
esportes, podem ndo ser mais possiveis. Os neurdnios localizados em diferentes
partes do cérebro que permitem que uma pessoa desempenhe funcbes corporais
basicas, como caminhar e engolir, sdo afetados. As pessoas nos estagios finais da
doenca de Alzheimer estdo acamadas e precisam de cuidados 24 horas por dia; a DA
é finalmente fatal (PRINCE; COMAS-HERRERA; KNAPP; GUERCHET et al., 2016).

A DA é a sexta principal causa de morte nos Estados Unidos e a Unica causa
entre as 10 principais que ainda esta aumentando significativamente (ASSOCIATION,
2018). No Brasil, considerando a mortalidade por doengas que acometem o Sistema
Nervoso Central, em 2009 a DA representou 65% dos 6bitos em mulheres e 51,1%
em homens (TEIXEIRA; SOUZA JUNIOR; HIGA; THEME FILHA, 2015). O aumento
da longevidade e as mudancas demograficas em muitas sociedades inflacionaréo os
sistemas de salde, a menos que seja encontrada uma cura para a DA - ou pelo menos
qualquer terapia que adie o inicio da deméncia por 5 a 10 anos por enquanto (JAHN,
2013).
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Em 2015, as estimativas de custos globais para as deméncias foram de US$
957,56 bilhdes, e de US$ 818 bilhdes para a doenca de Alzheimer, e projetadas para
US$ 2,54 trilhdes em 2030 e US$ 9,12 trilhdes em 2050 (JIA; WEI; CHEN; LI et al.,
2018; MCDADE; BATEMAN, 2017). Somente nos EUA, uma intervencdo que
atrasasse o inicio da deméncia em 5 anos poderia reduzir os custos dos cuidados
médicos em US$ 283 bilhdes em 2050 (SLOANE; ZIMMERMAN; SUCHINDRAN;
REED et al., 2002).

Embora os tratamentos farmacologicos atuais oferecam algum alivio para os
sintomas da DA, a melhora € modesta e temporaria, indicando que a heterogeneidade
da doenca exige uma abordagem estratificada para um tratamento eficaz (CONWAY,
2020). Além disso, a intervencéo farmacologica é relativamente cara e pode ter efeitos
colaterais graves (KLIMOVA; VALIS; KUCA, 2017). Assim, intervencdes néo
farmacoldgicas podem ser estratégias eficazes na prevencdo do declinio cognitivo
(KLIMOVA,; VALIS; KUCA, 2017).

Dentre as intervencdes ndo farmacoldgicas, trés grupos mais influentes que
apresentaram um impacto positivo no declinio cognitivo sdo: atividades fisicas, dieta
saudavel e treinamento cognitivo (CREMONINI; CAFFA; CEA; NENCIONI et al., 2019;
HEISZ; CLARK; BONIN; PAOLUCCI et al., 2017; KALLIO; OHMAN; KAUTIAINEN;
HIETANEN et al., 2017; KLIMOVA; VALIS; KUCA, 2017). Essas atividades tém um
efeito positivo na manutencdo da funcédo sinaptica, cuja perda geralmente esta
relacionada a formas téxicas da proteina p-amiloide (KLIMOVA,; VALIS; KUCA, 2017).

Os efeitos positivos do exercicio fisico crénico na prevencao e tratamento da
DA estao relativamente bem documentados. Por outro lado, embora alguns efeitos da
estimulacdo cognitiva tenham sido descritos, ndo se sabe se eles podem ser
comparados com os do exercicio fisico, no que diz respeito ao seu resultado e
efetividade. Conforme mencionado, sabe-se que a estimulacdo cognitiva pode atuar
sobre a plasticidade sinaptica (SEHGAL; SONG; EHLERS; MOYER, 2013), mas sera
gue ela teria algum efeito sobre o equilibrio oxidativo, protegendo o cérebro dos danos
oxidativos que tem um papel crescentemente importante na fisiopatologia da DA?

Assim, este estudo visa avaliar os efeitos do exercicio cognitivo e do exercicio
fisico aerdbico regular na prevencdo e no tratamento dos déficits cognitivos
relacionados a DA, comparando-os. Para tal, utilizaremos um modelo animal que

mimetiza algumas das caracteristicas da DA.
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O desenvolvimento de um modelo animal adequado de DA tem sido dificil, pois
a etiologia dessa desordem neurodegenerativa € complexa e multifatorial (JACK;
BENNETT; BLENNOW:; CARRILLO et al., 2018). Desse modo, o0 modelo experimental
gue utilizamos baseia-se na injecdo do peptideo beta-amiloide no hipocampo, que
desencadeia uma neurotoxicidade que acarreta em déficits de memdria e dano
oxidativo, sinais classicos caracteristicos da DA (GIRIDHARAN; THANDAVARAYAN;
ARUMUGAM; MIZUNO et al., 2015; JHOO; KIM; NABESHIMA; YAMADA et al., 2004;
VARADARAJAN; KANSKI; AKSENOVA; LAUDERBACK et al., 2001).

Adicionalmente, neste trabalho propomos uma nova forma de utilizar um teste
de memoria espacial, adaptando-o para um treinamento cognitivo. Em humanos este
tipo de treinamento ja é realizado (CHIU; CHU; TSAI; LIU et al., 2017), porém ainda
nao ha um entendimento completo dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos no
efeito deste tipo de intervencgéo, o que pode ser facilitado com a padronizagdo de um
protocolo para este tipo de pesquisa em modelos animais.

Por fim, embora saibamos acerca dos efeitos positivos do exercicio fisico
cronico sobre a cognicdo, nem sempre a pratica deste tipo de exercicio é possivel, e
a adesdo a programas de pratica regular de exercicio fisico muitas vezes é baixa.
Assim, algumas pesquisas mais recentes buscaram investigar os efeitos agudos do
exercicio fisico (DA SILVA DE VARGAS; NEVES; ROEHRS; IZQUIERDO et al., 2017,
FERNANDES; SOARES; DO AMARAL BALIEGO; ARIDA, 2016). Em nosso
laboratoério, demonstramos que uma Unica sessao de exercicio promove a persisténcia
da memoéria em animais saudaveis, efeito relacionado a regulacdo positiva
catecolaminérgica (VARGAS; RAMIRES LIMA; PIAIA RAMBORGER; ROEHRS et al.,
2019). Outros dados cientificos mostram que o exercicio aerdbico agudo pode trazer
beneficios ao aprendizado e a memoria pelo aumento de proteinas sinapticas e niveis
de neurotransmissores importantes para o aprendizado e consolidacdo da memoaria
(DE ALMEIDA; GOMES DA SILVA; LOPIM; VANNUCCI CAMPOS et al., 2017;
FERNANDES; SOARES; DO AMARAL BALIEGO; ARIDA, 2016; SZUHANY;
BUGATTI; OTTO, 2015). Assim, além de verificar os efeitos do exercicio fisico regular
e comparar com os efeitos do exercicio cognitivo, propomos investigar 0s possiveis
efeitos do exercicio agudo sobre os déficits cognitivos relacionados ao Alzheimer, ja
que esta pode ser uma alternativa de intervencdo nos casos em que a pratica regular

de exercicio ndo é possivel.
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Desta forma, a presente tese de doutorado foi composta por trés estudos. Nos
dois primeiros estudos, chamados aqui de estudo 1 e 2, foi avaliado o potencial
neuroprotetor do exercicio fisico regular e do exercicio cognitivo quanto aos seus
efeitos preventivos (quando realizados antes da inducdo da DA) e de tratamento
(quando realizados apés a mimetizacdo e apresentacdo dos sintomas da DA). No
terceiro estudo o efeito do exercicio agudo foi avaliado através de uma sesséo Unica

de exercicio realizada imediatamente apds uma nova aprendizagem.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do exercicio fisico regular e do exercicio cognitivo como
estratégias ndo farmacoldgicas para minimizar os déficits de memoaria relacionados a
neurotoxicidade induzida pela proteina a, bem como avaliar o efeito de uma Unica
sessdao de exercicio fisico, realizada apés uma tarefa de aprendizagem, na modulacéo

da memoria de animais com déficits cognitivos relacionados a Doenca de Alzheimer.

3.2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desta tese incluem:

No primeiro estudo:

- Investigar o potencial neuroprotetor do exercicio fisico e do exercicio cognitivo
regular na prevencao dos déficits cognitivos induzidos pela proteina Ba;

- Avaliar os possiveis efeitos preventivos da pratica de exercicio fisico e de
exercicio cognitivo regular sobre o déficit de memdéria de reconhecimento de objetos
de curto e longo prazo de ratos submetidos a cirurgia para infuséo intrahipocampal de
proteina Ba;

- Avaliar os possiveis efeitos preventivos da pratica de exercicio fisico e de
exercicio cognitivo regular sobre o aumento dos niveis de EROs e da peroxidagéo
lipidica do tecido hipocampal de ratos submetidos a cirurgia para infusao
intrahipocampal de proteina Ba;

- Avaliar os possiveis efeitos preventivos da pratica de exercicio fisico e de

exercicio cognitivo regular sobre a diminuigdo da capacidade antioxidante total do
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tecido hipocampal de ratos submetidos a cirurgia para infusdo intrahipocampal de
proteina Ba;

- Avaliar os possiveis efeitos preventivos da pratica de exercicio fisico e de
exercicio cognitivo regular sobre as alteracbes da morfologia hipocampal de ratos

submetidos a cirurgia para infusdo intrahipocampal de proteina a.

No segundo estudo:

- Investigar o potencial terapéutico do exercicio fisico e do exercicio cognitivo
regular no tratamento dos déficits cognitivos induzidos pela proteina Ba;

- Avaliar os efeitos da prética de exercicio fisico e de exercicio cognitivo regular
como tratamento dos déficits de memoaria de reconhecimento de objetos de curto e
longo prazo de ratos submetidos a cirurgia para infuséo intrahipocampal da proteina
Ba;

- Avaliar os possiveis efeitos terapéuticos da pratica de exercicio fisico e de
exercicio cognitivo regular sobre o déficit de memaoria de reconhecimento social de
longo prazo de ratos submetidos a cirurgia para infuséo intrahipocampal da proteina
Ba;

- Avaliar os possiveis efeitos terapéuticos da pratica de exercicio fisico e de
exercicio cognitivo regular sobre o aumento dos niveis de EROs e da peroxidacéo
lipidica do tecido hipocampal de ratos submetidos a cirurgia para infuséo
intrahipocampal da proteina Ba;

- Avaliar os possiveis efeitos terapéuticos da pratica de exercicio fisico e de
exercicio cognitivo regular sobre a diminuicdo da capacidade antioxidante total do
tecido hipocampal de ratos submetidos a cirurgia para infusdo intrahipocampal da
proteina Ba;

- Avaliar os possiveis efeitos terapéuticos da pratica de exercicio fisico e de
exercicio cognitivo regular sobre a atividade da acetilcolinesterase no tecido
hipocampal de ratos submetidos a cirurgia para infusédo intrahipocampal da proteina
Ba;

- Avaliar os possiveis efeitos terapéuticos da pratica de exercicio fisico e de
exercicio cognitivo regular sobre as alteragbes da morfologia hipocampal de ratos

submetidos a cirurgia para infusdo intrahipocampal da proteina Ba.
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No terceiro estudo:
- Investigar o potencial modulador da memoéria de uma Unica sessdo de

exercicio fisico aerdbico (exercicio agudo) realizada imediatamente apds uma tarefa

de aprendizagem nos déficits cognitivos causados pela infusdo da proteina Ba;

- Avaliar os efeitos de uma Unica sessao exercicio fisico na consolidacdo e na
persisténcia da memadria de reconhecimento de objetos em ratos submetidos a cirurgia
para infusdo intrahipocampal da proteina Ba;

- Avaliar os efeitos de uma Unica sessao exercicio fisico nos niveis de dopamina

e noradrenalina em ratos submetidos a cirurgia para infusdo intrahipocampal da

proteina Ba.
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IV. Material e métodos

4.1 Animais

Todos o0s experimentos que compdem esta tese foram realizados em
concordancia com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal e aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais na instituicdo de ensino (CEUA/Unipampa —
protocolo n® 14/2017; ANEXO 1).

Foram utilizados 184 ratos Wistar, machos (3 meses, 300-400g) provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria (RS) e alojados no
Biotério Institucional (Unipampa — Uruguaiana/RS). Os animais foram mantidos no
Biotério da Unipampa, em ambiente com temperatura controlada (23 + 2°C), em ciclo

claro/escuro de 12h, com alimento e agua ad libitum.

4.2 Delineamento experimental

4.2.1 Estudo 1: Os exercicios fisico e o cognitivo sdo capazes de prevenir 0s
déficits de memoaria de reconhecimento relacionados a neurotoxicidade

da proteina beta amiloide?

Inicialmente os animais foram divididos aleatoriamente em trés grandes grupos
(n = 24/cada): (i) Exercicio Fisico, (ii) Exercicio Cognitivo, e, (iii) sem nenhuma
intervengdo. Apds o periodo de intervencdo (4 semanas), todos os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo da proteina Ba ou salina (veiculo) no
hipocampo. Nesse momento, os animais foram subdivididos, formando seis grupos (n
= 12/cada): (i) Cirurgia Sham (Controle), (i) modelo de neurotoxicidade induzida pela
proteina Ba (Ba), (iii) exercicio fisico (EF), (iv) exercicio fisico + Ba (EF+Ba), (v)
exercicio cognitivo (EC), e, (vi) exercicio cognitivo + pa (EC+pa). Apds 10 dias,
periodo para a recuperacao cirurgica e agregacao das placas Ba, os animais foram
submetidos aos testes de memodria e testes de controle comportamental, seguidos

pela eutanasia e analises bioquimicas e histolégicas (Fig. 8).
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Figura 8. Delineamento experimental do estudo 1. Os animais foram submetidos ao exercicio fisico
(EF), exercicio cognitivo (CE), ou nenhum treinamento, durante 4 semanas. Posteriormente, foram
submetidos a cirurgia estereotaxica com injegdo de Ba ou solugao salina no hipocampo. Dez dias ap6s
a cirurgia, tempo necessario para recuperagao cirurgica e agregacgao de Ba, foram realizados testes de
controle comportamental e testes de meméria de reconhecimento. Apds os testes, os animais foram
eutanasiados e o tecido cerebral foi coletado para andlises bioquimicas e histoldgicas. RO: Teste de
memoaria de reconhecimento de objetos; CA: Campo aberto; LCE: labirinto em cruz elevado.

Recuperagdo CA
cirurgica LCE
e
Cirurgia Agregagao Teste de memoria

Periodo de intervengdo BaouSalina | Ba RO
1 1 1
| 1

4 semanas 1 dia 10 dias 1 semana

EF
Exercicio fisico

EF + Ba
EC
Exercicio cognitivo
EC + Ba
Controle
Sem intervengdo
Ba

Fonte: Os autores (2019).

4.2.2 Estudo 2: Os exercicios fisico e o cognitivo sdo capazes de reverter 0s
déficits de memodria de reconhecimento relacionados a neurotoxicidade

induzida pela proteina beta amiloide?

Para o segundo estudo, inicialmente os animais foram divididos aleatoriamente
em dois grandes grupos (n = 36/cada) e submetidos a cirurgia estereotaxica para
infusdo da proteina Ba ou salina (veiculo), seguidos de 10 dias para a recuperacao
cirdrgica e agregagao das placas Ba. Apdés esse periodo, os animais foram
subdivididos de acordo com o tratamento (exercicio fisico, exercicio cognitivo e
nenhum tratamento), originando seis grupos experimentais (n = 12/cada): (i) Cirurgia
Sham (Controle), (ii) modelo de neurotoxicidade induzida pela proteina Ba (Ba), (iii)
exercicio fisico (EF), (iv) Ba + exercicio fisico (Ba+EF), (v) exercicio cognitivo (EC), e,
(vi) Pa + exercicio cognitivo (Ba+EC). ApOs o periodo de tratamento de 4 semanas, 0s
animais foram submetidos aos testes de memodria e testes de controle

comportamental, seguidos de eutanasia e andlises bioquimicas e histoldgicas (Fig. 9).
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Figura 9. Delineamento experimental do estudo 2. Os animais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica com injecdo de Ba ou solugao salina no hipocampo. Dez dias apds a cirurgia, tempo
necessario para a recuperacao da cirurgia e agregacao de Ba, o periodo de tratamento iniciou: exercicio
fisico (EF), exercicio cognitivo (EC) ou nenhuma intervencédo, durante 4 semanas. Posteriormente,
foram realizados testes de controle comportamental e testes de memoria de reconhecimento de objetos
e social. Ap6s os testes, foi realizada a eutanasia e coleta de tecido hipocampal para analises
bioguimicas e dos cérebros para analise histolégica. RO: Teste de meméria de reconhecimento de
objeto; RS: Teste de meméria de reconhecimento social; CA: Campo aberto; LCE: Labirinto em cruz
elevado.

Recuperagao CA
cirtrgica LCE
e
Agregacao Teste de meméria
Cirurgia Ba Periodo de tratamento RO - RS
| | | 1
= 4 L 1
10 dias 4 semanas 1semana
Salina Exercicio fisico
EF
Ba
Ba+EF

Exercicio cognitivo
EE

Ba+EC
Sem intervengao

Controle

Ba

Fonte: Os autores (2019).

4.2.3 Estudo 3: Uma Unica sessédo de exercicio fisico pode promover a aprendizagem
em ratos com déficits cognitivos relacionados a neurotoxicidade induzida pela

beta amiloide?

Considerando os objetivos do terceiro estudo desta tese, os animais foram
divididos em quatro grupos (8-12/cada): (i) Controle, (ii) Ba, (iii) exercicio agudo (EA),
e, (iv) Ba+exercicio agudo (Ba+EA), e submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo
da proteina Ba ou salina (veiculo), seguida de 10 dias para a recuperagao cirurgica e
agregacao das placas Ba. Apds esse periodo, os animais foram submetidos a uma
tarefa de aprendizagem (sessao de treino) na tarefa de Reconhecimento de Objetos
(RO). Imediatamente apés a sessdo de aprendizagem, alguns animais foram
submetidos a uma Unica sesséao de exercicio fisico aerdbico. Quatro animais de cada
grupo foram eutanasiados logo ap6s o0 exercicio para dosagens de
neurotransmissores; os demais foram submetidos aos testes de consolidacéo (24h) e

persisténcia da memoria (7 e 14 dias apos o treino de RO) (Fig. 10).
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Figura 10. Delineamento experimental do estudo 3. Neste estudo investigamos os efeitos do
exercicio aerdbico agudo; para isso, inicialmente os ratos foram submetidos a habituacdo em esteira e
ao “protocolo do bom corredor”. Apds, os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo
intrahipocampal de Ba ou salina. Dez dias apds a cirurgia, os ratos foram habituados no aparato do
Reconhecimento de Objetos (RO). Imediatamente apds a sessdo de treino no RO, os ratos foram
submetidos a uma Unica sesséo de corrida (exercicio aerébico). Quatro animais por grupo foram
eutanasiados imediatamente ap6s o exercicio fisico (ou tempo semelhante) e seus hipocampos foram
dissecados para andlises bioquimicas. Os animais adicionais foram submetidos a testes de memoria

24h, 7 e 14 dias ap6s o treino no RO.

Procedimento
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Fonte: Os autores (2019).

4.3 Protocolos experimentais e procedimentos

Nesta sessao serdo apresentados os protocolos e procedimentos utilizados nos
estudos que compdem esta tese. Nem todos os protocolos e procedimentos foram
utilizados em todos os estudos, conforme os delineamentos previamente

apresentados.

4.3.1 Modelo experimental da DA

Nos trés estudos utilizamos o0 modelo experimental baseado na

neurotoxicidade induzida pela proteina Ba, que esta envolvida na patologia da DA.



58

4.3.1.1 Preparacéo da proteina Ba

A proteina Ba, peptideo 25-35 (Sigma Aldrich; produto: A4559) foi dissolvida
em solucdo salina na concentracdo de 100 uM, e incubada a 37°C, durante 4 dias

para inducdo da agregacédo da proteina pa.

4.3.1.2 Cirurgia estereotaxica

Para os procedimentos cirdrgicos, os animais foram anestesiados com
cetamina e xilazina, nas doses de 75 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente. Os animais
foram posicionados no estereotaxico e a regido CAl do hipocampo foi localizada
baseada nas coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (1986): AP - 4.2; LL + 3.0;
DV - 3.0 mm (PAXINOS; WATSON, 1986).

A infusdo bilateral da proteina Ba (2ul por lado) foi realizada por uma agulha
(agulha gengival de 30g), com o auxilio de uma seringa Hamilton (VWR, Franca). Os
animais dos grupos controles (sham) passaram pelos mesmos procedimentos, no
entanto, receberam solucao salina (veiculo), no mesmo volume (2ul por lado).

Apés 10 dias da cirurgia, considerado o periodo de recuperacgéo cirirgica e o
tempo necessario para agregacao e formacéo das placas amiloides no cérebro dos

animais, foram realizados os demais procedimentos de acordo com cada estudo.

4.3.2 Protocolo do exercicio fisico regular (EF)

Nos estudos 1 e 2 qgue compdem esta tese utilizamos um protocolo de exercicio
fisico regular, que envolveu um periodo de familiarizacdo a esteira rolante para ratos,
seguido pelo protocolo do bom corredor, um teste de consumo maximo de oxigénio

indireto, e pelo treinamento, conforme posteriormente descrito.

4.3.2.1 Familiarizacdo a esteira rolante

Previamente ao treinamento de exercicio fisico, os animais foram familiarizados
ao aparato utilizado para o treinamento aerébico, uma esteira rolante para ratos
(Insight Ltda, S&o Paulo, Brasil), para evitar efeitos estressores. A habituacdo foi

conduzida em trés dias (no primeiro dia, os animais foram colocados na esteira
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desligada por 10 min; no segundo e terceiro dias, eles foram colocados na esteira com
velocidade de 2 a 5 m/min, por 10 min).

4.3.2.2 Protocolo do bom corredor

Ap6s a habituacéo, os animais foram submetidos ao "protocolo do bom
corredor”, que consiste em colocar os animais na esteira (8 m/min por 10 min) sem
inclinacdo e avaliar o nivel de treinabilidade por trés dias consecutivos.

Neste protocolo, o desempenho do animal na esteira € pontuado em um
intervalo de 1 a 5 pontos (1: recusa-se a correr; 2: abaixo da média dos corredores —
corre e para ou corre na direcao errada; 3: corredor médio; 4: acima da média — corre
bem, com paradas esporadicas; 5: bom corredor — corre e sempre fica na parte da
frente da esteira); e ao final do protocolo os animais que obtém uma média de trés ou
mais pontos sao incluidos no grupo de exercicio (ARIDA; SCORZA; GOMES DA
SILVA; CYSNEIROS et al., 2011).

4.3.2.3 Teste de consumo méaximo de oxigénio indireto

Apds o “protocolo do bom corredor”, o teste de consumo méaximo de oxigénio
(VO2 max.) indireto foi realizado para determinar a intensidade individual do exercicio.

Para o teste a esteira inicialmente é mantida com baixa velocidade,
aumentando em 5 m/min a cada 3 min até o animal ser incapaz de continuar correndo.
O tempo de fadiga (min) e volume de trabalho (m/min) sdo considerados como uma
medida indireta do VO2 maximo (BROOKS; WHITE, 1978; CECHETTI; WORM;
ELSNER; BERTOLDI et al., 2012).

4.3.2.4 Treinamento de exercicio fisico regular (EF)

O EF foi realizado durante quatro semanas em uma esteira motorizada
especifica para roedores (Insight Ltda., SP, Brasil), em sessbes de corrida com
duracédo de 30 min, trés vezes por semana, sempre no mesmo periodo do dia. Durante
0 exercicio uma intensidade de 60-70% do VO2 maximo indireto foi mantida, com a
velocidade da esteira variando entre 9 m/min e 13 m/min (MALEK; HUTTEMANN;
LEE; COBURN, 2013).
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4.3.3 Protocolo do exercicio cognitivo (EC)

Nos estudos 1 e 2 que compdem esta tese utilizamos um protocolo de EC. O
protocolo foi baseado na adaptacéo do teste de memaoria conhecido como Labirinto
de Barnes (LB) (BARNES, 1979), que neste estudo foi adaptado para um protocolo
de treino cognitivo. Assim, o LB foi utilizado como instrumento para estimulagcéo
cognitiva, de forma que os animais foram treinados diariamente nesta tarefa, durante
quatro semanas.

O aparato do LB consiste em uma plataforma circular com 108 cm de diametro,
70 cm acima do chdo e com 20 buracos (10 cm de diametro) de escape igualmente
distribuidos pela borda da plataforma. Somente um desses buracos leva a caixa de
escape (que pode ser trocada de lugar), os demais buracos tém um fundo falso que
ndo da acesso ao escape. Pistas visuais geométricas sdo colocadas ao redor do
labirinto para auxiliar na localizacao espacial. Um refor¢o negativo (luz forte) acima da
plataforma motiva os animais a buscarem a caixa de escape (gaiola escura)
(BARNES, 1979) (Fig. 11).

Figura 11. Labirinto de Barnes. O animal é colocado sobre uma plataforma circular com buracos em
toda a borda, sendo que em somente um dos buraco hd uma caixa de escape. Sobre a plataforma um
estimulo aversivo (luz forte) motiva o animal a buscar a caixa de escape. Assim que o animal encontra
0 escape, o estimulo aversivo cessa. As pistas geométricas auxiliam o animal na orientacéo espacial.
A medida que o animal aprende, os erros cometidos e 0 tempo que o animal leva para encontrar o
escape diminuem. No nosso trabalho, os animais foram submetidos ao Labirinto de Barnes diariamente,
por quatro semanas. A cada 10 dias, a posi¢do da caixa de escape foi trocada de lugar para estimular
a flexibilidade cognitiva.

Labirinto de Barnes

Pistas
espaciais Estimulo aversivp
“luz forte”

Plataforma

circular 5

Caixa de/

escape

P

Fonte: Adaptado de (BIMONTE-NELSON, 2015).
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Durante a tarefa, os animais foram colocados no meio da plataforma circular
do LB e receberam o refor¢co negativo, 0 que oS motivou a escapar para uma gaiola
escondida debaixo de um dos buracos. Assim que o animal encontrava sua caixa de
escape, o estimulo negativo era cessado. Na adaptacdo do protocolo com fim de
treinamento cognitivo, os animais foram treinados diariamente, durante 4 semanas, e
a cada 10 dias o local de escape foi alterado para um novo local, assim os animais
precisavam fazer uma reorganizacdo da memaria espacial, reaprender para encontrar

o novo local da gaiola, o que requer flexibilidade cognitiva.

4.3.4 Protocolo de exercicio fisico agudo

No estudo 3 que compde esta tese utilizamos um protocolo de exercicio agudo.
Da mesma forma que o protocolo de exercicio fisico crénico, os animais inicialmente
também foram familiarizados a esteira rolante para ratos (Insight Ltda, Sdo Paulo,
Brasil) para evitar efeitos estressores, e submetidos ao “protocolo do bom corredor” e
ao teste de VO2 méximo indireto, conforme descrito anteriormente.

A sessdo de exercicio fisico, no entanto, foi Unica, e realizada imediatamente
ap0s uma atividade de aprendizagem (treino na tarefa de Reconhecimento de
Objetos, que sera descrita a seguir). A sessao Unica de exercicio fisico foi realizada
com uma intensidade de 60-70% de oxigénio (VO2 max. indireto) com velocidade entre
9 m/min e 13 m/min, com 30 min de duragédo (MALEK; HUTTEMANN; LEE; COBURN,
2013).

4.3.5 Testes de avaliacdo da memoaria

4.3.5.1 Tarefa de Reconhecimento de Objetos (RO)

A memoria de curta (MCD) e de longa (MLD) duracéo e a persisténcia da
memoria foram avaliadas através da tarefa de RO. Neste teste é avaliada a
capacidade do animal de identificar um objeto familiar, ao qual foi previamente
exposto, frente a outro objeto novo. Assim, espera-se que 0 animal gaste mais tempo

explorando o novo objeto, ja que lembra no objeto familiar (VIVINETTO; SUAREZ;
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RIVAROLA, 2013). As sessOes de treino e testes no RO foram realizadas em um
aparato do tipo campo aberto (50 x 50 x 50 cm).

Primeiramente, os animais foram habituados individualmente ao aparato, para
livre exploracdo durante 20 min, por quatro dias consecutivos antes da sessdo de
treino. Na sessao de treino, os animais foram colocados no aparato contendo dois
objetos diferentes (frequentemente nominados A e B, ou X e Y) para livre exploracao
por 5 min. Nas sessfes de teste, um dos objetos foi trocado por um novo objeto e 0s
animais foram reintroduzidos no aparato para uma nova sessao de exploracéo por 5
min. O tempo gasto para explorar cada objeto foi registrado. Os animais foram
testados no RO trés horas ap0s o treino para avaliar a MCD, e 24 horas depois para
avaliar a MLD. Para a avaliacdo da persisténcia da memoria, realizada no estudo 3,

os animais foram testados no RO 7 e 14 dias apds a sesséo de treino.

4.3.5.2 Tarefa de Reconhecimento Social (RS)

A tarefa de RS foi utilizada no segundo estudo desta tese. Assim como a tarefa
de RO, no RS também envolve primeiramente um periodo de habituacdo ao aparato
vazio (4 dias consecutivos, 20min/dia), e posteriormente o animal € colocado no
aparato com dois cilindros acrilicos vazios, para livre exploragdo, durante 5 minutos.

No dia da sessao de treino o animal é colocado no aparato de campo aberto
(50 x 50 x 50 cm) contendo os dois cilindros, sendo que um deles contém um animal
semelhante, porém desconhecido, e outro cilindro esta vazio, para livre exploracdo
durante 10 minutos. Na sesséo de teste, outro animal desconhecido é inserido no
local, no cilindro que anteriormente estava vazio. Durante essa sessdo de 10 minutos,
se avalia se o rato foi capaz de identificar o animal familiar e o animal desconhecido,
considerando o tempo gasto para exploracdo de cada um (KAIDANOVICH-BEILIN;
LIPINA; VUKOBRADOVIC; RODER et al., 2011). Se animal lembra-se do animal

familiar, espera-se que gaste mais tempo explorando o animal desconhecido.

4.3.6 Testes de controle comportamental

Os testes de controle comportamental foram realizados para garantir que a

cirurgia, os protocolos de treinamento, ou outros procedimentos néo interferiram nos
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resultados dos testes de memoaria, j& que neste modelo animal a memoaria é avaliada
a partir da observacéo do comportamento.

Para analisar a atividade locomotora e exploratéria os animais foram
submetidos ao teste de Campo Aberto (CA), e para avaliar o comportamento do tipo
ansiedade, ao Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

O CA consiste em uma caixa madeira branca (50 x 50 x 50 cm) com a frente
em acrilico, e o assoalho igualmente dividido em 12 quadrados, com linhas que
possibilitam a contagem dos cruzamentos, para avaliacdo da atividade locomotora do
animal, e o nimero de elevacbes sobre as patas traseiras, para avaliar a atividade
exploratoria. Os animais foram colocados no aparato e foram contabilizados o nimero
de cruzamentos e de elevacfes durante 5 min.

O LCE consiste em uma plataforma em cruz com 60 centimetros de
comprimento em cada braco, posicionada a 70 cm de altura; dois bragos contralaterais
do labirinto possuem paredes elevadas, sendo denominados de bracos fechados, e
0s outros dois ndo possuem paredes, sendo denominados bracos abertos. O animal
€ colocado no centro do labirinto e deixado livre para explora-lo. O nimero de entradas
nos bracos e o tempo de permanéncia gasto em cada um foram registrados durante
uma sessao de 5 mim. Quanto mais ansioso estiver o animal, maior tende a ser o
tempo de permanéncia nos bracos fechados e o nimero de entradas nestes bragcos
(BEVILAQUA; ROSSATO; MEDINA; IZQUIERDO et al., 2003).

4.3.7 Experimentos bioquimicos

4.3.7.1 Marcadores de estresse oxidativo

Nos estudos 1 e 2, apds eutandsia, os tecidos hipocampais bilaterais de 8
animais por grupo foram rapidamente dissecados em gelo e homogeneizados em Tris
HCI 50 mM, pH 7,4. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2.400 x g por 20
min, e 0 sobrenadante foi reservado para as analises (S1).

Os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) foram monitorados por um
método espectrofluorométrico usando diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-
DA) (LOETCHUTINAT; KOTHAN; DECHSUPA; MEESUNGNOEN et al., 2005). As
amostras foram incubadas no escuro com 5 mL DCFH-DA (1 mM). A oxidagao de

DCHF-DA em diclorofluoresceina fluorescente (DCF) foi medida para a deteccao
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intracelular de EROs. A formacdo do derivado fluorescente oxidado (isto €, DCF),
medido por intensidade de fluorescéncia do DCF, foi registrada a 520 nm (excitacao
a 480 nm) 30 min apés a adicdo de DCFH-DA ao meio, em leitor de microplacas
SpectraMax M5.

A lipoperoxidagéo foi avaliada pelo teste de TBARS (OHKAWA; OHISHI; YAGI,
1979). Uma aliquota de S1 foi incubada com solugéo de acido tiobarbittrico a 0,8%,
tampéao de acido acético (pH 3,2) e solucédo SDS (8%) a 95°C por 2 h, e a reacdo de
cor foi medida a 532 nm em leitor de microplacas SpectraMax M5. Os resultados foram
expressos em nanomoles de malondialdeido por miligrama de proteina.

A capacidade antioxidante total foi avaliada pelo ensaio FRAP (do inglés ferric
reducing/antioxidant power) (BENZIE; STRAIN, 1996). O reagente de trabalho FRAP
foi preparado misturando 25 mL de tamp&o acetato, 2,5 mL de solucdo TPTZ e 2,5
mL de solucédo de FeCl3-6H20. Foi adicionado homogenato (10 yL) ao reagente de
trabalho FRAP (300 pL) em microplaca. Além disso, uma curva padrdo com
concentragdes de 10 pL de Trolox (15, 30, 60, 120, e 240 mM) e 300 uL de reagente
de trabalho FRAP. A microplaca foi incubada a 37°C por 15 min antes de ler em um

leitor de microplacas SpectraMax M5 em 593 nm.

4.3.7.2 Atividade da acetilcolinesterase

No estudo 2, a atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi mensurada. Ela € um
marcador da perda de neurbnios de atividade colinérgica. A atividade da AChE foi
avaliada pelo método de Ellman (ELLMAN; COURTNEY; ANDRES; FEATHER-
STONE, 1961), utilizando amostras de hipocampo preparadas conforme descrito no
item 4.3.7.1. A mistura de reacao foi composta de tampao fosfato 100 mM, pH 7,4 e 1
mM &cido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzdico. O método é baseado na formacdo de um
amarelo acido 4,4'-ditio-bis nitrobenzéico, apdés adicdo de 0,8 mM de iodeto de
acetiltiocolina. A mudanga na absorbancia foi medida por 2 mine m intervalos de
30s a 412 nm (SpectraMax M5; Dispositivos Moleculares). Os resultados foram
expressos em micromoles de iodeto de acetiltiocolina hidrolisado por minuto por

miligrama de proteina.
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4.3.7.3 Niveis de neurotransmissores catecolaminérgicos

No estudo 3 os niveis de noradrenalina (NE) e dopamina (DOPA) foram
determinados por CLAE (Cromatografia Liquida de Alto Desempenho). Imediatamente
apos a sessado de exercicio (ou no tempo equivalente para grupos sem exercicio), 0s
animais (n = 4/grupo) foram sacrificados e seus cérebros foram rapidamente
dissecados no gelo para remover os hipocampos.

As amostras foram homogeneizadas em Tris HCI 50 mM, pH 7,4 (1/10, p/v).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 2400g por 20 min; oS
sobrenadantes foram filtrados e depois armazenados a -80°C até o uso (MENEZES;
ALVES; BORGES; ROEHRS et al.,, 2015; NIROGI; ABRAHAM; JAYARAJAN;
MEDAPATI et al., 2012). O sistema CLAE consistia em um desgaseificador a vacuo
(YL9101) e uma bomba quaternaria (YL9110) conectada a uma coluna de fase reversa
(SYNERGI 4l FUSION-RP 80 A 250 x 4,60 mm; Phenomenex) em um compartimento
de coluna (YL9131) acoplado a uma matriz Detector de diodos (YL9160). A fase movel
consistiu em metanol e agua (12/88, v/v) ajustados para pH 3 com &cido fosférico.

Para separar a NE e a DOPA, utilizamos a programacéo isocratica com uma
vazao de 0,8 ml/min. A amostra foi filtrada através de filtros de seringa de 0,22 pym.
Injetamos 20 pl de amostras no sistema CLAE por um dispositivo de amostrador
automatico (YL9150). A deteccao foi a 198 nm por DAD. Os cromatogramas foram
gravados e integrados pelo software de integracdo com PC (YL Clarity). Todas as
analises foram realizadas em triplicata. Os parametros analiticos foram os seguintes:
intervalo linear, 0,1-10,0 pg/ml; coeficiente de determinacéo, 0,999; e equacao de
calibracdo, y = 628,12 x = 34,342.

A NE e a DOPA para CLAE foram fornecidas pela Sigma-Aldrich Brasil. Outros
reagentes utilizados foram obtidos de fornecedores comerciais padrao.

4.3.8 Analise histolégica

Ratos dos estudos 1 e 2 (n = 4/grupo) foram anestesiados e submetidos a
perfusdo transcardiaca com soro fisiologico (pH 7,4) seguido de paraformaldeido
tamponado a 4%. Apés a fixagdo do tecido pela perfuséo, o cérebro foi removido do
cranio e colocado no mesmo fixador por 4 horas. Para crioprotecdo, os cérebros foram

mergulhados em sacarose a 30% em tampéao fosfato 0,1 M, a 4°C, overnight. Apds o
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congelamento, os cérebros foram seccionados usando um criostato (LEICA
CM3050S) e corados com hematoxilina-eosina (HE). O tecido foi estudado sob um
microscopio optico (Olympus CX21) para observar os parametros morfologicos, sob

ampliacao de 40x.

4.3.9 Andlise estatistica

Em todos os estudos (1, 2 e 3) os dados foram analisados quanto a normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk.

O tempo de exploracdo de objetos no RO foi convertido em porcentagem do
tempo total de exploracédo e um teste t de uma amostra foi utilizado para comparar a
porcentagem do tempo total de exploracdo gasto em cada objeto com uma média
tedrica de 50%. Os dados de CA e LCE foram analisados por ANOVA de uma via.

Para os dados bioquimicos, no estudo 1, as comparacdes entre 0S grupos
foram realizadas usando uma ANOVA seguido pelo teste de Tukey para analise de
DCFH e FRAP, sendo expressos como média e desvio padrdo; os dados da
lipoperoxidagao (TBARS) foram comparados usando Kruskal-Wallis seguido do teste
de Dunn, uma vez que esses dados apresentaram uma distribuicdo ndo paramétrica,
sendo expressos como mediana e intervalo interquartil.

No estudo 2 os resultados bioquimicos que seguiram uma distribuicdo normal
(DCFH e TBARS) foram comparados usando um teste ANOVA seguido pelo post hoc
de Tukey, sendo expressos como média e desvio padrao. Para variaveis ndo normais
(AchE e FRAP), o teste de Kruskal-Wallis foi realizado, seguido do post hoc de Dunn;
esses dados sdo expressos como mediana e intervalo interquartil.

No estudo 3, os resultados das analises feitas com CLAE foram comparados
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo Teste de Mann-Whitney; os dados sao
apresentados como mediana e intervalo interquartil.

Para todas as variaveis, em todos os estudos, o nivel de significancia foi

estabelecido em 0,05.
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V. Resultados

5.1 Estudo 1. Os exercicios fisico e 0o cognitivo sdo capazes de prevenir 0s
déficits de memodria de reconhecimento relacionados a neurotoxicidade

induzida pela proteina beta amiloide

Os resultados deste estudo originaram um artigo cientifico original ja publicado

na revista Behavioural Brain Research (anexo 2).

5.1.1 O EF e 0 EC previnem os déficits da meméria reconhecimento induzidos

pela proteina Ba

Na sesséo de treino na tarefa de RO (Fig. 12, Tr), os animais de todos 0s grupos
exploraram cada objeto (A e B) por uma porcentagem do tempo total de exploracéo
semelhante (nos gréficos os dados estdo apresentados como média de todos o0s
grupos: objeto A = 51,50 £ 4,52%, objeto B = 48,50 + 4,52%; P > 0,05 para todos
grupos; Controle: tu1 = 1,24, P = 0,24; Ba: tay = 0,45, P = 0,66; EF: ta1) = 1,17, P =
0,27; EF + Ba: tuo) = 1,05, P = 0,32; EC: tay = 1,75, P = 0,11; EC + Ba: tu1)= 1,59, P
=0,14; Fig. 12A e 12B, tr).
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Figura 12. A infusdo da proteina fa promove déficits de MCD (A) e MLD (B) na tarefa de RO. O
EF e 0 EC realizados durante 4 semanas evitaram esses déficits. O tempo de exploracdo de cada
objeto foi convertido em porcentagem do tempo total de exploracdo e apresentado como média e DP
(n = 12/grupo). Teste t de uma amostra foi utilizando, considerando uma média tedrica = 50% (* P <
0,05). Tr, treino; MCD, memoria de curta duracdo; MLD, Memoria de Longa Duracéo.
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Fonte: Os autores (2019).

No teste da MCD, os animais dos grupos controle, EF e EC passaram mais
tempo explorando o novo objeto (Controle: tay) = 3,11, P = 0,009; EF: ta1=6,14, P =
0,0001; EC: ta1 = 7,96, P =0,0001; Fig. 12A, MCD). O grupo Ba, no entanto, explorou
ambos os objetos igualmente (ta1) = 0,59, P = 0,56, Fig. 12A, MCD), mostrando que a
infusdo da proteina Ba prejudicou a memdria de reconhecimento, ja que os animais
nao conseguiram distinguir entre o objeto novo e o familiar. O EF e o EC conseguiram

evitar esse dano, pois os grupos EF+Ba e EC+pa passaram mais tempo explorando o
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novo objeto (EF + Ba: tao)= 5,52, P = 0,003; EC + Ba: ta1 = 5,91, P =0,001; Fig. 12A,
MCD).

Vinte e quatro horas apos o treino, no teste da MLD, os animais dos grupos
controle, EF e EC exploraram por mais tempo o novo objeto (Controle: ta1) = 3,14, P
= 0,009; EF: tu1 = 8,14, P = 0,0001; EC: tuy = 7,64, P = 0,0001; Fig. 12B, MLD). O
grupo Ba, por outro lado, gastou um tempo semelhante explorando os dois objetos
(tay = 0,28, P = 0,78, Fig. 12B, MLD), demostrando mais uma vez, que a proteina Ba
provoca déficit na memoria de reconhecimento, também na MLD. Ambos os tipos de
treinamento, EF e EC, conseguiram prevenir esse dano, pois os animais infundidos
com a proteina Ba que foram submetidos ao EF e EC previamente passaram mais
tempo explorando o objeto novo (EF + Ba: tao) = 9,60, P = 0,001; EC + Ba: ta1 = 8,39,
P = 0,0001; Fig. 12B, MLD).

5.1.2 As intervenc¢des, procedimentos cirurgicos e a infusao da Ba nao alteraram

0s parametros de controle comportamental avaliados

Os procedimentos realizados no estudo nao afetaram o comportamento
exploratério e a locomocao dos animais, uma vez que nao houve diferencas entre 0s
grupos no numero elevacbes e de cruzamentos, durante os 5 minutos de livre
exploragéo no campo aberto (Tabela 1 - CA). Do mesmo modo, os procedimentos nao
afetaram o comportamento do tipo ansiedade, pois ndo foram observadas diferencas

entre os grupos no desempenho do labirinto em cruz elevado (Tabela 1 - LCE).

Tabela 1. Os treinamentos de EF e EC, os procedimentos cirurgicos e a infusdo de Ba néao
alteraram a funcéo locomotora e atividade exploratdriano campo aberto (CA), e comportamento
do tipo ansiedade avaliado por Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Os dados s@o expressos como
média = DP do nimero de cruzamentos e elevagdes (CA; n =12 por grupo), e média + DP do percentual
de tempo gasto nos bragos abertos (LCE; n = 12 por grupo) (P > 0,05; ANOVA uma via).

Controle Ba EF EF+pa EC EC+Ba \éz";r

CA

Cruzamentos

(n) 43.00£951 4575+792 52.83+2261 63.75+25.30 52.00+1555 59.75+20.19 0.08

ElevacGes

(n) 29.15+21.12 18.54+6.57 2475+£8.77 27.67+10.12 23.67+10.02 25.75+7.96 0.30
LCE

% Tempo

nos bragos 2193+17.69 26.81+3261 31.86+565 28.78+8.10 3441+12.04 39.23+12.26 0.20

abertos

Fonte: Os autores (2019).
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5.1.3 Ainfusado da proteina Ba provoca danos oxidativos. O EF e o EC previnem
0 aumento dos niveis de EROs e a peroxidacdo lipidica

Foram observadas diferencas nos niveis de EROs no hipocampo entre o0s
grupos (Fpa40 = 17,47, P = <0,0001; Fig. 13A). Os niveis de EROs estavam
aumentados no grupo a em comparagdo com o grupo controle (taz = 7,20; P <
0,0001; Fig. 13A). O EF e o EC foram capazes de impedir o aumento das EROs, uma
vez que os grupos EF + Ba e EC + Ba apresentaram reducgao significante nos niveis
de EROs quando comparado ao grupo Ba (tas) = 5,45; P = 0,0001 para EF + Ba; tus)
=7,26; P <0,0001 para EC + Ba; Fig. 13A).
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Figura 13. A infusao intrahipocampal de proteina fa promove aumento dos niveis de EROs
(DCFH; A) e peroxidacdo lipidica (TBARS; B) e diminui¢cdo da capacidade antioxidante total
(FRAP; C). O EF e 0 EC realizados durante 4 semanas previnem o aumento dos niveis de EROs
e a peroxidacdao lipidica. Os dados séo apresentados como média e DP para DCFH (A) e FRAP (C)
(ANOVA seguido de teste t) e como mediana e intervalo interquartil para TBARS (B) (teste de Kruskal-
Walllis seguido pelo teste de Mann-Whitney) (* P < 0,05, comparado ao controle. #P <0,05, comparado
com grupo f3a).
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Na peroxidagdo lipidica hipocampal [isto é, substéncia reativa ao &cido
tiobarbiturico (TBARS)] foram encontradas diferencas entre os grupos (P = 0,002, Hs)
= 18,46; Fig. 13B). A infusdo de Ba aumentou a peroxidacao lipidica hipocampal em
comparagao com o grupo controle (U = 2,000, P = 0,0023). Os animais a submetidos
ao EF ou ao EC apresentaram menor peroxidagao lipidica comparados ao grupo Ba
gue nao foi submetido a nenhuma intervencéo (U = 4,00, P = 0,004 para EF + Ba; U
= 5,00, P = 0,006 para EC + Ba; Fig. 13B).

A capacidade antioxidante total foi avaliada pela FRAP, e foram encontradas
diferencas entre os grupos (Fsa40 = 2,52, P = 0,04; Fig. 13C). Uma diminuicéo
significativa foi observada no grupo Ba quando comparado ao grupo controle (tuz) =
3,34, P = 0,006; Fig. 13C). Nao houve diferencas significativas na capacidade
antioxidante total no hipocampo nos grupos de intervencdo em comparac¢ao ao grupo
Ba (tas) = 1,16; P = 0,26 para EF + Ba; tas) = 0,94; P = 0,36 para EC + Ba; Fig. 13C).

5.1.4 O EF e 0 EC evitam a desorganizacao morfolégica do hipocampo causados

pela neurotoxicidade induzida pela proteina Ba

Os resultados da analise histologicas das laminas coradas com HE mostraram
que os neurdnios da regiao CA1l no hipocampo do grupo controle (Fig. 14A)
apresentaram-se de maneira organizada com estrutura morfolégica normal. Por outro
lado, o grupo Ba (Fig. 14B) apresentou desorganizacdo hipocampal evidente,
formando estruturas como vacuolos. Os treinamentos com o EF e com o EC evitaram,
ao menos em parte, a desorganizagao celular causada pela infusdo de Ba (Fig. 14D e
14F). Os grupos submetidos aos treinamentos de EF e de EC mantiveram a

organizacao tecidual caracteristica do hipocampo (Fig. 14C e 14E).
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Figura 14. A infusdo de Ba promove desorganizagao morfolégica no tecido hipocampal (B) e o
EF e o EC evitam os danos causados pela Ba (D e F). Laminas cerebrais por coloragdo com HE. As
setas apontam os vacuolos; as estrelas apontam a organizacéo do tecido, com células em posicao
paralela e em camadas; e o tridngulo aponta para a atrofia e desorganizacdo tecidual. A: Grupo
Controle; B: grupo Ba; C: grupo EF; D: EF+Ba, E: EC; F: EC+Ba (coloragéo HE, x40).

Fonte: Os autores (2019).

5.2 Estudo 2: O exercicio fisico e o exercicio cognitivo sdo capazes de reverter
os déficits de memodria em modelo de Doenca de Alzheimer relacionado a

neurotoxicidade de beta amiloide
Os resultados deste estudo originaram um manuscrito cientifico original que

esta submetido para revisdo na revista Frontiers in Behavioral Neuroscience (anexo
3).

5.2.1 Mem¢éria de reconhecimento de objeto (RO)

Na sessao de treino no RO os animais exploraram cada objeto (A e B) por uma

porcentagem do tempo total de exploragdo semelhante (nos graficos, os dados estédo
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apresentados como a média de todos grupos: objeto A = 51,24 + 10,75%, B = 48,76
*+ 10,75%; P < 0,05 para todos os grupos; Controle: tao) = 2,11, P = 0,06; Ba: tuy =
1,08, P = 0,30; EF: ta1) = 0,70, P = 0,49; Ba + EF: tao) = 1,61, P = 0,14; EC: tay = 0,21,
P =0,83; Ba + EC: tay = 1,42, P = 0,18; Fig. 15A e 15B, tr).

Figura 15. A infusdao de proteina fa no hipocampo promove déficit de memoéria de RO. O
exercicio fisico e o cognitivo sdo capazes de reverter o déficit de memdria RO causado pela
infusao de AR no hipocampo. (A) Memdéria de curta duracdo (MCD); (B) Memdria de longa duracéo
(MLD). *P < 0,05; teste t de uma amostra comparado a uma média tedrica de 50%). Os dados sdo
apresentados como média = DP (n = 11-12/grupo).
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Fonte: Os autores (2019).

No teste para avaliagdo da MCD, os animais do grupo controle passaram um
percentual de tempo maior explorando o novo objeto (Controle: tao) = 0,30, P =0,0127;
Fig. 15A), demonstrando que lembraram do objeto familiar. O mesmo foi observado
nos grupos EF e EC, que passaram mais tempo explorando o novo objeto (EF: ta1) =
3,56, P = 0,0045; EC: ta = 4,18, P = 0,0015; Fig. 15A). A infusdo da Ba prejudicou a
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MCD, ja que os animais gastaram um percentual de tempo semelhante explorando os
objetos familiar e novo (Ba: tuy = 1,32, P = 0,21, figura 15A). As 4 semanas de
tratamento reverteram os déficits causados pela neurotoxicidade induzida pela Ba; os
animais submetidos a infusdo de Ba que foram treinados com EF ou EC foram capazes
de formar MCD, ou seja, eles exploraram mais de 50% do tempo total de exploracéo
0 novo objeto (Ba + EF: tao) = 3,59, P = 0,0049; Ba + EC: tay = 7,22, P = 0,001, Fig.
15A).

Na avaliacado da MLD, vinte e quatro horas ap0s o treino, 0s animais dos grupos
Controle, EF e EC exploraram o objeto novo por um percentual de tempo maior
(Controle: tao) = 2,28, P = 0,04; EF: ta1) = 6,08, P =0,0001; EC: ta1) = 4,54, P =0,0008;
MLD, Fig. 15B). Os animais do grupo Ba apresentaram comprometimento na MLD,
uma vez gque passaram cerca de 50% do tempo total de exploracdo em cada objeto
(MLD; Ba: tay = 0,74, P = 0,47, Fig. 15B). O EF e o EC conseguiram reverter o dano
induzido pela proteina Ba, uma vez que os grupos Ba + EF e Ba + EC gastaram mais
de 50% do tempo total de exploracéo explorando o novo objeto (Ba + EF: tu0) = 3,34,
P =0,0075; Ba + EC: ta1) = 3,28, P = 0,007, Fig. 15B).

5.2.2 Memaria de reconhecimento social (RS)

No teste da memoria de RS, os animais Controle, EF e EC exploraram 0 novo
rato por maior porcentagem de tempo que o familiar (Controle: tao) = 3,43, P = 0,0064;
EF: tay = 3,19, P = 0,0098; CE: ta1 = 3,77, P = 0,0031; Fig. 16). Os animais do grupo
Ba, no entanto, exploraram aproximadamente 50% do tempo total de exploragcéo cada
rato (Ba: tay = 1,97, P =0,07), ndo conseguindo distinguir entre o rato novo e o familiar.
O EF e o EC reverteram o efeito deletério da proteina Ba na memoéria de RS, uma vez
gque os animais tratados gastaram mais de 50% do tempo total de exploracéo
explorando o novo rato (Ba + EF: tuo) = 3,11, P =0,011; Ba + EC: ta1 = 2,29, P = 0,042,
Fig. 16).
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Figura 16. A infuséo de proteina fa no hipocampo promove déficit de memadria de RS. O exercicio
fisico e 0 cognitivo sdo capazes de reverter o déficit de memodria de RS causado pelainfusao de
AB no hipocampo. * P < 0,05; Teste t de uma amostra (comparado com uma média tedrica de 50%).
Os dados sao apresentados como média + DP (n = 11-12/grupo).
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Fonte: Os autores (2019).

5.2.3 Testes de controle comportamental

N&o houve diferencas entre os grupos no namero de elevacgdes (Fs64) = 1,171;
P =0,33; tabela 2) e cruzamentos (Fs,64) = 3,297; P = 0,36; tabela 2) durante a sesséo
de exploracdo no CA, mostrando que o tratamento e a cirurgia ndo afetaram o

comportamento exploratério e a atividade locomotora dos animais.

Tabela 2. Diferentes procedimentos de treinamento e a cirurgia estereotaxica ndo alteraram as
caracteristicas locomotora e exploratéria no campo aberto (CA) e o comportamento de
ansiedade avaliado no Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Os dados sdo expressos em média + DP
do nimero de cruzamentos e eleva¢des no CA e da porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos
no LCE (n =12 por grupo) (P > 0,05; ANOVA uma via).

Controle pa EF pa + EF EC pa+EC Valor de
P
CA
Elevagdes (n) 33.4+£9.58 33.2+£6.85 39.4+1213  404+10.24 37.6 £7.39 39.0£11.30 0.33
Cruzamentos 98.5+27.73 108.0+16.43 98.9+1813 1242+2410 1253+20.36 118.0%17.25 0.09
(n)
LCE
Tempo nos 194944537 221.1+41.07 200.6+3236 197.5+48.16 213.8+37.74 211.7+39.56 0.58

bracos abertos

(s)

Fonte: Os autores (2019).

Da mesma forma, os procedimentos ndo afetaram o comportamento do tipo
ansiedade, uma vez que ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos no teste
de LCE (F.64) = 0,7539; P = 0,58; tabela 2).
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Esses dados sdo importantes, pois garantem que os resultados observados nas
tarefas de memoria estdo relacionados aos procedimentos que influenciam na

aprendizagem e na memoéria e ndo outras alteracdes comportamentais.

5.2.4 Andlises Bioquimicas

Encontramos diferencas entre os grupos nos niveis de EROs, medidos por
DCFH (F.42) = 2,767, P = 0,03, Fig. 17A). Os animais Ba apresentaram niveis mais
altos de EROs em comparacdo ao grupo controle (P = 0,033, Fig. 17A). Nenhuma
diferenga significativa nos niveis de EROs hipocampal foi observada nos demais

grupos.

Figura 17. A infusdo hipocampal da proteina Ba promove aumento das EROs (DCFH, A) e
aumento da peroxidacgéo lipidica (TBARS, B) e diminui a capacidade antioxidante total (C) e a
atividade da acetilcolinesterase (D). O EF e o EC realizados durante 4 semanas revertem as
alteracdes da peroxidacéo lipidica (B) e da atividade da AchE (D). Os dados de EROs (DCFH, A)
e TBARS (B) s&o apresentados como média e DP e foram analisados por ANOVA seguido pelo teste
de Tukey. Os dados de FRAP (C) e AChE (D) séo apresentados como mediana e intervalo interquartil
e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. * P < 0,05, comparado ao
controle. # P < 0,05, em comparagao com grupo Ba.
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A peroxidacao lipidica do hipocampo (TBARS) apresentou diferengas entre o0s
grupos (Fe42) = 4,464, P = 0,002, Fig. 17B). A infusdo de proteina Ba aumentou a
peroxidacao lipidica em comparacdo com o grupo controle (P = 0,004, Fig. 17B). O
EF e o EC foram capazes de reverter a peroxidacao lipidica aumentada induzida por
Ba (P = 0,031 para Ba vs. Ba + EF; P = 0,012 para Ba vs. Ba + EC; Fig. 17B).

Diferencas na capacidade antioxidante total (medida através da FRAP) foram
observadas entre os grupos (He) = 16,44, P = 0,0057, Fig. 17C). A infuséo de Ba
resultou em menor capacidade antioxidante total que o grupo controle (P = 0,0144;
Fig. 17C). Nao foram observadas diferencas significativas entre 0s outros grupos.

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi diferente entre os grupos (He) =
18,70, P =0,0022, Fig. 17D). Os animais infundidos com Ba apresentaram diminuicao
da atividade de acetilcolinesterase comparado ao grupo controle (P = 0,0080, Fig.
17D). Ratos Ba submetidos ao EF ou ao EC apresentaram maior atividade da AChE
do que os ratos Ba ndo submetidos a nenhuma intervencéo (P = 0,0321 para Ba vs.
Ba + EF; P = 0,0092 para Ba vs. Ba + EC; Fig. 17D).

5.2.5 Andlise histoldgica

Diferencas morfologicas no tecido hipocampal foram observadas entre os
grupos. O grupo controle apresentou morfologia hormal com organizacao padréo do
tecido (Fig. 18A). Os grupos submetidos ao EF e ao EC apresentaram estrutura

morfologica normal, semelhante ao grupo controle (Fig. 18C e 18E).
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Figura 18. A infusdo de Ba promoveu desorganizagao do tecido hipocampal (B). EF (D) e EC (F)
melhoraram a morfologia do tecido nos animais infundidos com Ba. Cortes histoldgicos cerebrais
corados por HE (ampliagéo de 10x). As setas apontam os vacuolos; as estrelas apontam a organizacao
do tecido, com células em posicdo paralela e em camadas; e o tridngulo aponta para a atrofia e
desorganizacao tecidual. A: grupo controle; B: grupo Ba; C: grupo EF; D: Ba + EF; E: grupo EC; F: Ba
+ EC.

18 TR

Fonte: Os autores (2019).

A infusdo de Ba promoveu a formagao de estruturas semelhantes a vacuolos,
com desorganizacao tecidual significativa e uma clara perda de tecido neuronal (Fig.
18B). Os animais Ba tratados com EF e EC demonstraram melhora na organizagéo
do tecido hipocampal previamente alterada pela infusdo de Ba (Fig. 18D e 18F).

5.3 Estudo 3: Uma sessdo de exercicio fisico realizada logo apdés a
aprendizagem de uma tarefa pode promover a aprendizagem em ratos com
déficits cognitivos relacionados a neurotoxicidade de beta amiloide

Os resultados deste estudo originaram um manuscrito cientifico original que esta
publicado na revisdo na revista Brain Research (anexo 4).



80

5.3.1 Uma unica sessdo de exercicio agudo foi capaz de promover a memoéria de
reconhecimento em animais com déficits cognitivos relacionados a
neurotoxicidade de AB

No treino na tarefa de RO, todos 0s animais exploraram os dois objetos por um
tempo semelhante (Fig. 19A-D/tr: tz) = 0,2751, P = 0,7912 para controle; tay = 2,077,
P = 0,0621 para Ba; t7) = 0,5965, P = 0,5696 para EA; ta1) = 0,05821, P = 0,9546 para
Ba + EA).

Figura 19. Uma sesséo de exercicio agudo realizada apés o aprendizado é capaz de promover a
persisténcia da memaoria em animais controle e a consolidagdo da memdéria em animais com
déficits cognitivos causados pela neurotoxicidade da Pa. Imediatamente apds a tarefa de
aprendizagem (treino RO), os animais dos grupos EA e a + EA foram submetidos a uma Unica sessao
de exercicio aerobico (corrida em esteira). Os testes de RO foram realizados 24h, 7 dias e 14 dias ap0s
o treino, quando um dos objetos foi removido e substituido por um novo (Z, W ou Q). Os dados foram
comparados por Teste t de uma amostra, considerando uma média tedrica de 50%, e estdo
apresentados como média + DP; * P <0,05 (n = 8-12 / grupo).
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No teste de 24 horas, os animais do grupo controle exploraram
significativamente mais de 50% do tempo total da exploragdo o novo objeto, o que era
esperado e denota aprendizado (i) = 6,23, P = 0,0004, Fig. 19A). Embora nos testes
de persisténcia essas diferencas nao tenham sido observadas (t7) = 1,63, P = 0,15
para 7d; tz) = 0,31, P = 0,77 para 14d; Fig. 19A). Como esperado, 0s animais
submetidos a infusdo de Ba apresentaram déficits na memoria de longo prazo, nao
sendo capazes de diferenciar entre o objeto novo e o familiar, em nenhum dos testes
(tay = 0,43, P = 0,67 para 24h; tqy = 1,59, P = 0,14 para 7d; ta1) = 0,45 P = 0,66 para
14d; Fig. 19B).

Os animais do grupo EA apresentaram consolidacdo da meméria no teste de
24 horas (t7) = 8,42, P < 0,0001, Fig. 19C) e persisténcia da memoria por até 7 dias
(t7) = 11,03, P < 0,0001; Fig. 19C), mas nao no teste de 14 dias ({7 = 1,67, P = 0,14;
Fig. 19C). Os animais que receberam infusédo de a e foram submetidos a sesséo de
exercicio agudo (Ba + EA) foram capazes de consolidar a memoria (ta1) = 3,81, P =
0,002; Fig. 19D), sem persisténcia (ta1) = 1,06, P = 0,31 para 7d; ta1) = 1,88, P = 0,09
para 14d; Fig. 19D).

5.3.2 Testes de controle comportamental

A infusdo intrahipocampal de Ba e o exercicio agudo ndo afetaram a
capacidade locomotora no campo aberto (Tabela 3 — CA) e o comportamento
exploratério durante os 5 minutos de exploracao livre nas sessdes de treino e testes

da tarefa de reconhecimento de objeto (Tabela 3 - RO).
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Tabela 3. A infusdo de Ba ou solucdo salina e o exercicio agudo nédo alteram a atividade
locomotora e exploratéria, nem o comportamento de ansiedade. Os dados estdo expressos como
média (z DP) do nimero de cruzamentos no Campo Aberto (CA), do tempo total de exploracdo em
todas as sessfes do RO, e do numero de entradas e tempo gasto nos bragos abertos durante o teste
no Labirinto em cruz elevado (LCE) (n = 8-12/grupo) (P > 0,05; ANOVA unidirecional).

Controle Ba EA Ba + EA Valor de P
CA
(C;r)uzamentos 51.00 # 25.60 36.80 + 14.72 64.80 + 28.65 66.17 + 31.35 0.27
Tempo total
de exploracéo
no RO (s)
Treino 35.00 + 12.57 28.33 £9.87 39.50 + 17.52 36.50 + 18.60 0.67
Teste 24h 37.00 + 11.94 18.50 + 10.48 35.75 + 15.44 39.17 +17.97 0.09
Teste 7d 27.10 +10.80 28.00 + 16.91 22.25+12.61 13.00 + 5.44 0.38
Teste 14d 19.50 + 14.06 15.50 + 6.68 21.25+11.79 15.83 £ 9.70 0.78
LCE
Entradas nos
bracos
abertos (n) 4.25+2.19 3.25+2.66 4.00 +3.78 5.75+0.88 0.41
Tempo nos
bragos 167.0 + 50.50 222.8 +68.50 196.3 + 65.07 144.8 + 14.19 0.11

abertos (s)
Fonte: Os autores (2020).

Da mesma forma, as intervencdes ndo causaram efeitos no nimero total de
entradas e no tempo gasto nos bracos abertos durante a sesséo de labirinto em cruz
elevado, denotando que nao alteram o comportamento tipo ansiedade (Tabela 3 —
LCE).

5.3.3 Niveis de noradrenalina e dopamina

Para testar nossa hipotese de que uma sessao de exercicio fisico aerébico
atuou através do aumento dos niveis de noradrenalina (NE) e dopamina (DOPA), o
que influenciaria a consolidacdo e persisténcia da memdria, medimos 0s niveis
hipocampais desses neurotransmissores por CLAE.

Como ilustrado na figura 20, os animais submetidos a infusdo de Pa
apresentaram diminui¢éo dos niveis de NE e DOPA comparados ao controle (NE: U
=0, P <0,0001; DOPA: U =0, P <0,0001). O EA n&o conseguiu aumentar os niveis
de NE nos animais infundidos com Ba comparados ao grupo Ba (U = 54, P > 0,999,

Fig. 20A). No entanto, esses animais (Ba+EA) apresentaram niveis significativamente
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mais elevados de dopamina do que o A3 animais sem interveng¢do (U =18, P =0,011,
Fig. 20B).

Figura 20. O exercicio agudo aumenta os niveis hipocampais de dopamina em animais
submetidos a neurotoxicidade induzida pela Ba. Os animais foram treinados no EA imediatamente
apo6s o aprendizado. Apds uma Unica sesséo de EA, os hipocampos foram preparados para a medida
dos niveis de NE e DOPA por CLAE. Os dados foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Mann-Whitney; * P < 0,05, comparado ao grupo controle; # P < 0,05, comparado ao grupo
Ba. Os dados estédo apresentados como mediana com intervalo interquartil; n = 4 por grupo, analisado
em triplicata.
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VI. Discussao

O primeiro estudo que compde esta tese examinou o efeito potencial da pratica
do exercicio fisico e do exercicio cognitivo durante a vida adulta na prevencédo dos
déficits na memoria de reconhecimento e do estresse e dano oxidativo causados pela
neurotoxicidade induzida por fa em um modelo animal usado para estudar a DA. A
principal novidade deste estudo é que o treinamento cognitivo apresentou potencial
para proteger a memoria da neurotoxicidade induzida pela fa de maneira semelhante
ao exercicio fisico, considerando os parametros aqui estudados. Sabe-se que
intervengdes cognitivas podem também influenciar os niveis de BDNF e a plasticidade
cerebral (KENNEDY; HARDMAN; MACPHERSON; SCHOLEY et al., 2017), mas de
acordo com nosso conhecimento, este é o primeiro relatado na literatura de efeitos do
exercicio cognitivo no equilibrio oxidativo do hipocampo.

Os resultados do segundo estudo, por sua vez, mostraram que 0S exercicios
fisico e cognitivo também sdo capazes de recuperar os déficits de memoaria de
reconhecimento, diminuindo a peroxidacdo lipidica e melhorando a atividade da
acetilcolinesterase, ambos alterados pela neurotoxicidade induzida pela Ba. Além
disso, o EF e 0 EC promoveram uma melhora da organizacdo da morfologia do tecido
hipocampal, que é alterada apds a infusdo de Ba. A principal diferenca entre este e o
primeiro estudo € que, no primeiro promovemos treinamento previamente a indugao
da neurotoxicidade, demonstrando efeitos protetores dos exercicios estudados,
enquanto no segundo realizamos os treinamentos ap0s a injuria, demonstrando
efeitos terapéuticos dos exercicios estudados.

Por fim, no terceiro estudo investigamos o potencial do uso do exercicio fisico
como modulador da memdéria. NOs investigamos os efeitos de uma Unica sesséo de
exercicio aerébico (corrida em esteira) realizada ap6és uma aprendizagem na
consolidagéo e persisténcia da memoria. Nossos resultados demonstraram que o
exercicio agudo é capaz de modular o aprendizado, promovendo a melhoria da
memoria. Nos animais controles essa melhora foi expressa pela persisténcia da
memoria por sete dias, enquanto geralmente nao persiste por mais de 24h; ja em
animais com déficits cognitivos relacionados a neurotoxicidade induzida pela Ba, essa
melhora foi expressa pela consolidagdo da memoéria, 0 que ndo ocorreu nos animais

Ba nao submetidos a sesséo de exercicio.
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Existem fortes evidéncias correlacionais de que o exercicio fisico reduz o risco
de deméncia e DA em pacientes idosos (WANG; HOLSINGER, 2018). Estudos
anteriores usando o mesmo modelo de DA que 0 nosso ja demonstraram efeitos
positivos do EF (KHODADADI; GHARAKHANLOU; NAGHDI; SALIMI et al., 2018;
KLEIN; HOPPE; SACCOMORI; DOS SANTOS et al., 2019; PRADO LIMA; SCHIMIDT;
GARCIA; DARE et al., 2018). Recentemente, duas metanalises demonstraram que a
atividade fisica regular esta associada a uma reducdo de 30 a 40% no risco de
desenvolver DA, quando comparada a individuos sedentarios (AARSLAND;
SARDAHAEE; ANDERSSEN; BALLARD, 2010; WILLIAMS; PLASSMAN; BURKE;
BENJAMIN, 2010). Neste trabalho, o exercicio fisico melhorou a MCD e MLD, tanto
qguando utilizado na prevencdo como quando utilizado no tratamento dos déficits
cognitivos causados pela Ba.

Muitos mecanismos podem explicar a neuroprotecdo induzida pelo exercicio
fisico aerdbico. Um deles é a influéncia do EF no estresse oxidativo (Figura 21). Aqui,
quando realizado previamente a infusdo da Ba, o EF atuou diminuindo os niveis de
EROs e o dano oxidativo (peroxidacdo lipidica). Quando realizado apds a
neurotoxicidade induzida pela Ba, o EF também reverteu o estresse oxidativo e as
alteracbes na atividade da AChE, esta dltima ndo mensurada no estudo 1 por
questdes de viabilidade técnica. Além da modulacdo do equilibrio oxidativo e
transmissao colinérgica, outros mecanismos induzidos pelo exercicio ja relatados na
literatura parecem promover efeitos benéficos ao cérebro, incluindo neurogénese,
plasticidade sinaptica, aumento da producao de BDNF, que promove a sinaptogénese,
aumento no fluxo sanguineo cerebral, melhora na funcdo cognitiva e aumento do
volume cerebral (TARI; NOREVIK; SCRIMGEOUR; KOBRO-FLATMOEN et al., 2019;
VAYNMAN; YING; GOMEZ-PINILLA, 2004). Dentre os diversos mecanismos citados,
a regulacéo positiva do BDNF é considerada um elemento crucial pelo qual a atividade
fisica melhora a cognicdo (WANG; HOLSINGER, 2018). Assim, estes outros
mecanismos, embora nao investigados neste estudo, podem estar envolvidos nos

efeitos do EF aerdbico.
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Figura 21. Representacdo esquematica sumarizando os efeitos neuroprotetores do EF e do EC
demonstrados nos estudos 1 e 2. O modelo de DA utilizado baseado na infusdo dos peptideos Ba
desencadeia estresse oxidativo (aumento de EROs e da peroxidacéo lipidica, além da reducdo da
capacidade antioxidante total) que leva a morte neuronal e alteragcdes morfolégicas. O peptideo Ba
também provoca alteracBes colinérgicas, incluindo mudancas na atividade da acetilcolinesterase
(AChE). Este conjunto de alteracdes promove déficits de memoaria. O EF e o EC sdo capazes de atuar
na disfuncdo colinérgica, na reducdo dos niveis de EROs e peroxidacédo lipidica, minimizando as
alteracdes morfoldgicas hipocampais e protegendo contra os déficits de memoria.
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De qualquer forma, sabe-se que o tempo e as condicdes fisicas muitas vezes
sao fatores limitantes para a adocao da pratica regular de exercicio fisico. Assim, a
investigagdo de outras estratégias para minimizar os déficits de memoria relacionados
as deméncias e DA é indispensavel. Algumas evidéncias mais recentes tém apontado
para os efeitos do treinamento cognitivo na memoria (HEISZ; CLARK; BONIN;
PAOLUCCI et al., 2017; HILL; MOWSZOWSKI; NAISMITH; CHADWICK et al., 2017;
KALLIO; OHMAN; KAUTIAINEN; HIETANEN et al, 2017; TREBBASTONI;
IMBRIANO; PODDA; RENDACE et al.,, 2018), de forma que, nesta tese, nos
interessamos em verificar se um protocolo de exercicio cognitivo poderia ter efeitos
semelhantes aos do exercicio fisico no que diz respeito a memoaria, e se 0 exercicio
cognitivo poderia influenciar o equilibrio oxidativo e a transmissédo colinérgica

hipocampal.
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Ha evidéncias clinicas significativas para apoiar a eficacia dos exercicios
cognitivos para manutencéo da cognicao (CUI; LIN; SHENG; ZHANG et al., 2018),
mas sdo encontradas poucas evidéncias sobre os possiveis mecanismos de acao
envolvidos. Acredita-se que o treinamento cognitivo possa ajudar a estabilizar,
recuperar, e/ou compensar perdas funcionais e estruturais na conectividade cerebral
devido aos processos patologicos em andamento (DE WIT; O'SHEA; CHANDLER,;
BHASKAR et al., 2018). Em geral, esse tipo de intervencdo nado tem como objetivo
influenciar os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes, mas manter a funcao cerebral
cognitiva por maior tempo possivel, a medida que a doenca progride, reduzindo a
incapacidade e melhorando a qualidade de vida dos pacientes (ZUCCHELLA,
SINFORIANI; TAMBURIN; FEDERICO et al., 2018). Surpreendentemente, em nossos
experimentos mostramos que o exercicio cognitivo também é capaz de proteger e
recuperar a memoria de reconhecimento, promovendo a consolidacdo das MCD e
MLD na tarefa de RO, evitando ou tratando déficits cognitivos relacionados a
neurotoxicidade induzida pela pa. No entanto, considerando nossos resultados,
apesar deste possivel efeito na conectividade cerebral, um dos mecanismos que
parece estar envolvido nos efeitos do EC € a protecdo contra o estresse oxidativo. O
EC, assim como o EF, preveniu e regrediu os niveis de EROs e peroxidacao lipidica
(Figura 21).

Existem evidéncias substanciais de que o estresse oxidativo induzido pela
producdo de EROs, combinado com a baixa capacidade antioxidante das células
nervosas, desempenha um papel importante na DA (ROJAS-GUTIERREZ; MUNOZ-
ARENAS; TREVINO; ESPINOSA et al., 2017). Aqui, a infusdo de Ba no hipocampo
promoveu estresse oxidativo (isto €, aumento dos niveis de EROs/DCFH e da
peroxidacao lipidica/TBARS) e prejudicou a capacidade antioxidante total (diminui¢ao
da FRAP), alterando a morfologia do tecido hipocampal e promovendo déficits na
memoria de curto e longo prazo que mimetizam os descritos na DA.

Embora evidéncias convincentes incluam o estresse oxidativo dentre os
mecanismos moleculares da DA, ndo ha uma terapia antioxidante totalmente eficiente
(TONNIES; TRUSHINA, 2017). Contudo, terapias de prevencéo e de tratamento que
atuem no equilibrio oxidante-antioxidante podem ser estratégias interessantes. O EF
e o EC demonstraram atuar evitando e tratando o aumento dos danos oxidativos
relacionados a toxicidade hipocampal da Ba. Essa acao antioxidante do EF e do EC

pode se basear em varias vias que regulam 0s processos oxidantes, como na
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atividade do superéxido dismutase (SOD), glutationa (GSH), glutationa oxidada,
glutationa peroxidase, glutationa redutase e catalase (FINKLER; LICHTENBERG,;
PINCHUK, 2014). Aqui, avaliamos a atividade antioxidante total por FRAP, com base
na reducéao férrica; observamos que animas a previamente treinados em EF ou EC
nao apresentaram reducdo significativa no FRAP, enquanto os n&o treinados
apresentaram. Ja os animais Ba que foram submetidos ao EF e EC apds os danos da
Ba, nao foram capazes de reestabelecer a capacidade antioxidante, embora nestes
altimos, assim como nos primeiros, os niveis de EROs e peroxidacao lipidica tenham
sido reestabelecidos.

Muitos fatores estéo envolvidos no aparecimento e progresséo da deméncia, e
muitos deles sdo modificaveis ou suscetiveis a alteracdes. Portanto, incentivar a
implementacdo de medidas preventivas ao longo da vida pode ser uma estratégia
eficaz para impedir o aumento da DA (MRAKIC-SPOSTA; DI SANTO; FRANCHINI;
ARLATI et al., 2018). O objetivo do treinamento cognitivo para os idosos nédo € o de
ensinar novas habilidades de desenvolvimento, mas sim o de manter funcdes
(WINOCUR; CRAIK; LEVINE; ROBERTSON et al., 2007). Assim, uma estimulacao
intensa por meio de exercicios cognitivos para promover a flexibilidade cognitiva pode
contribuir para o estabelecimentos conexdes sinapticas hipocampais estabilizadas,
prevenindo danos cognitivos.

De fato, prevenir parece ser o meio mais eficaz para evitar os danos
relacionados a DA. No entanto, também precisamos pensar em formas de tratamento
para os casos em que a doenca ja esta estabelecida, e hoje em dia as alternativas
sdo poucas. Como os sintomas da DA comecam a aparecer cerca de 20 anos apés o
aparecimento das alteracdes fisiopatoldgicas (KAUSHAL; WANI; BAL; GILL et al.,
2019), quando o paciente descobre a doenca as alteracbes neuroquimicas ja estédo
estabelecidas. Na verdade, as terapias medicamentosas para a DA, na melhor das
hipoteses, aliviam temporariamente os sintomas e retardam a progressao da doenca
(HABTEMARIAM, 2019). Assim, estratégias para o tratamento sdo de fundamental
importancia. N6s apresentamos duas op¢des ndo farmacoldgicas interessantes que
se revelaram eficazes atuando no equilibrio oxidativo e na fung&o colinérgica. Assim,
tanto o EF quanto o EC tém potencial para serem incluidos no tratamento da DA, uma
vez que ambas as intervencdes podem ser usadas em humanos.

Os efeitos do exercicio fisico regular na melhora da memoaria na DA tém sido
amplamente demonstrados (CASSILHAS; TUFIK; DE MELLO, 2016; DAO; ZAGAAR,;
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SALIM; ERIKSEN et al., 2014; ROSSI DARE; GARCIA; ALVES; VENTURA DIAS et
al., 2019), inclusive por este trabalho. Por outro lado, as evidéncias indicando que o
exercicio agudo desempenha um papel critico na modulacao da cognicéo, incluindo o
aprimoramento dos processos de aprendizado e memoéria (WINTER; BREITENSTEIN;
MOOREN; VOELKER et al., 2007), estdo surgindo. Alguns autores acreditam que a
pratica de exercicio fisico pode afetar a funcdo cognitiva e motora através de
processos neurais, tanto a nivel molecular como funcional (EL-SAYES; HARASYM,;
TURCO; LOCKE et al., 2019; MANG; CAMPBELL; ROSS; BOYD, 2013). Em um
estudo anterior do nosso grupo, demonstramos que uma Unica sessao de exercicio
aerébico realizada na janela temporal da consolidacdo da memoéria € capaz de
melhorar a memoria de RO por até 21 dias em animais saudaveis. Além disso,
demonstramos que esse efeito € mediado por mecanismos B-adrenérgicos e
dopaminérgicos no hipocampo (DA SILVA DE VARGAS; NEVES; ROEHRS;
IZQUIERDO et al., 2017).

No presente estudo, verificamos o aumento de NE em animais controle
submetidos ao EA, mas apesar da sessao de exercicio conseguir reverter os déficits
de memoria causados pela neurotoxicidade induzida por Ba, ndo conseguimos
verificar nenhum aumento dos niveis de NE no hipocampo dos animais que receberam
infusdo de Pa (Figura 22). Este efeito pode ser explicado uma vez que a
neurotoxicidade induzida por AB leva a morte de neurbnios noradrenérgicos no
hipocampo (BORODOVITSYNA; FLAMINI; CHANDLER, 2017; HAMMERSCHMIDT;
KUMMER; TERWEL; MARTINEZ et al., 2013; MOODLEY; CHAN, 2014).
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Figura 22. Representacdo esquematica do papel do exercicio fisico agudo na modulacdo da
consolidacdo da memodria. As vias dopaminérgicas e noradrenérgicas hipocampais sao importantes
moduladores da consolidacdo e persisténcia da memoéria, e encontram-se desreguladas na DA. No
modelo de infusdo de Ba, ocorre uma diminuicéo dos niveis de dopamina e noradrenalina hipocampais.
O exercicio agudo atua aumentando a liberacdo de dopamina, favorecendo a modulacdo da
consolidacdo da memaria em animais com déficits cognitivos ocasionados pela Ba.

Exercicio
Normal DA L
fisico agudo
Neurdnio Neurdnio Neurdnio
pré-sinaptico pré-sinaptico pré-sinaptico
v
) b v
v v v
S
vq9 ¥ v 7 v G
Neurdnio pés-sinaptico Neurdnio pés-sinaptico Neurdnio pés-sinaptico

¥ Noradrenalina Dopamina

Fonte: Os autores (2020).

Por outro lado, o EA conseguiu aumentar os niveis de dopamina, tanto nos
animais controle quanto nos animais Pa (Figura 22). O exercicio pode atuar
promovendo o incremento da liberacdo de dopamina nas projecdes nigroestriatais
dorsais e mesolimbicas ventrais durante a sua realizacdo (SACHELI; NEVA;
LAKHANI; MURRAY et al., 2019; WINTER; BREITENSTEIN; MOOREN; VOELKER et
al., 2007), sendo a realizagcdo no periodo de consolidacdo, este processo sera
influenciado (TAKEUCHI; DUSZKIEWICZ; SONNEBORN; SPOONER et al., 2016).

Além disso, o exercicio agudo pode promover plasticidade sinaptica,
modulando diretamente a expressdo do receptor de glutamato do tipo AMPA (alfa-
amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (ou AMPAR - AMPA receptor) na
membrana neuronal (VENEZIA; QUINLAN; ROTH, 2017). O aumento da
disponibilidade de AMPAR exerce um poderoso controle sobre os limiares de LTP
(Potenciacdo de Longa duragdo, em inglés, Long-Term Potentiation) (HUGANIR;
NICOLL, 2013). A fosforilagdo da subunidade do AMPAR (na subuniade GluR1 na
serina 845 - Ser845) por PKA promove a inser¢cdo sinaptica e diminui a internalizacao
de AMPARs (EHLERS, 2000; OH; DERKACH; GUIRE; SODERLING, 2006). A
fosforilagcdo do Ser845 pode, portanto, aumentar a disponibilidade de AMPARS

sinapticos e “captura” subsequentes por sinapses adequadamente ativadas e reduzir



91

o limiar para LTP (KESSELS; MALINOW, 2009). Foi demonstrado que o treinamento
fisico induz a fosforilagdo de Ser845 no coértex de roedores apos o infarto cortical
(MIZUTANI; SONODA; WAKITA; SHIMPO, 2015).

Fatores neurotroficos, incluindo o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF), também relacionados a plasticidade sinaptica e implicadas na potenciacéo
de curto e longo prazo sao altamente reguladas apos um exercicio (TANG; CHU; HUI,
HELMESTE et al., 2008). Esse aumento nas catecolaminas e outros fatores, incluindo
fatores de crescimento neurotroficos, apos o exercicio esta ligado a uma melhor
melhora a curto prazo e sucesso na aprendizagem (WINTER; BREITENSTEIN;
MOOREN; VOELKER et al., 2007).

Além da aplicabilidade do EA em jovens em idade escolar, quando o exercicio
pode ser utilizado como modulador da aprendizagem e assim melhorar o desempenho
académico (LABBAN; ETNIER, 2018), implicacbes importantes também estdo
relacionadas a potencial utilidade na reabilitacdo de pacientes (SAGE; BEYER;
LAYLOR; LIANG et al., 2016). Adicionalmente, a estratégia do exercicio agudo pode
ser aplicada junto a populacéo senil, uma vez que os idosos que ndo conseguem se
envolver em atividades de longa duracdo podem se beneficiar cognitivamente do
exercicio intensidade moderada por um curto periodo (SNG; FRITH; LOPRINZI,
2018). A limitada eficacia da terapia farmacol6gica atual e a preocupacdo com a
seguranca de novos medicamentos levam a recomendacfes de estratégias néo
farmacolégicas que sdo extremamente importantes para 0S sintomas
comportamentais e psicolégicos nas deméncias (LOIl; ERATNE; KELSO;
VELAKOULIS et al., 2018).

Por fim, nossos resultados concordam com grande parte da literatura da area,
gue indica que terapias ndo farmacoldgicas podem ser estratégias promissoras na
melhora das alteragBes cognitivas, psicolégicas, comportamentais e funcionais na
conduta de pacientes com DA e outras deméncias (FORBES; FORBES; BLAKE;
THIESSEN et al.,, 2015; GARCIA-CASARES; MORENO-LEIVA; GARCIA-ARNES,
2017; ZUCCHELLA; SINFORIANI; TAMBURIN; FEDERICO et al., 2018).
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VIl. Conclusao

O conjunto de resultados apresentados nesta tese confirmam que o EF e 0 EC
realizados ao longo de varias semanas evitam (se realizados antes da infusdo de a)
e recuperam (se realizados apos da infusdo de Ba) os déficits na fungdo mneménica,
no equilibrio oxidativo, na funcéo colinérgica e na morfologia hipocampal relacionados
a neurotoxicidade induzada pela proteina Ba. O EC e o EF parecem atuar sobre
mecanismos de acdo semelhantes, pelo menos em relacao ao estresse oxidativo, uma
vez que outros mecanismos devem estar envolvidos. Portanto, considerando os tipos
de memodria e os mecanismos investigados neste trabalho, o exercicio cognitivo
parece ser tdo bom quanto o exercicio fisico para prevencao e tratamento dos déficits
de memodria relacionados ao estresse oxidativo causado pela fa.

Neste trabalho também propomos a adaptacdo do Labirinto de Barnes como
uma estratégia de treinamento cognitivo, o0 que se mostrou eficaz na prevencéo e na
manutencdo da memdéria de curta e de longa duracdo, ja que o EC teve efeitos
positivos, conforme mencionado acima.

Nossos resultados também demonstraram que uma Unica sessao de exercicio
fisico, quando realizada logo ap6s um aprendizado, é capaz de modular a
consolidagdo do mesmo, promovendo a persisténcia da memdria em animais
saudaveis e a consolidacdo da memodria em animais com déficits de memoria
relacionados a neurotoxicidade induzido por fa. A modulacao dos niveis de dopamina
no hipocampo parece estar relacionada aos efeitos do exercicio aerdbico agudo.

Dessa forma, podemos concluir que o uso das estratégias ndo-farmacoldgicas
agui estudadas, como o exercicio fisico regular e agudo, bem como o exercicio
cognitivo, podem ser alternativas eficazes na complementacdo dos tratamentos aos
pacientes com DA, uma vez que sdo atividades de facil acesso, e ndo limitam a

utilizacao dos tratamentos tradicionais.
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VIII. Perspectivas futuras

Apoés as conclusdes aqui levantadas, acreditamos que estudos subsequentes
Sao necessarios para elucidar alguns pontos que ainda ndo estdo completamente
compreendidos, como: a) investigar os mecanismos adicionais que possam ajudar a
explicar os efeitos do EC; b) avaliar os efeitos do EC na persisténcia da memdria; c)
investigar se o EC apresenta os mesmos beneficios em outro modelo experimental
relacionado a DA; d) investigar outros mecanismos que podem estar envolvidos nos
beneficios do exercicio agudo em animais com déficits de memaria relacionados a
neurotoxicidade induzida pela Ba; e, e) investigar se a associacao do EF e EC poderia
potencializar os efeitos observados nas terapias individuais.

Ainda, é importante considerar que, apesar da pesquisa com modelos animais
ser fundamental para ajudar os pesquisadores a compreender 0S mecanismos
envolvidos em algumas patologias e possiveis intervencdes para promover efeitos
preventivos e terapéuticos, é importante que ensaios controlados de longo periodo

sejam conduzidos com humanos para estabelecer sua aplicabilidade clinica.
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ABSTRACT

Keywords:
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Object recognition memory
Oxidative stress
Antioxidant capacity

Alzheimer's disease (AD) is characterized by the presence of amyloid-p (Af), oxidative damage and neuronal
degeneration, which, together with other pathological events, promote progressive memory loss and cognitive
decline. Non-pharmacological strategies have been study to provide some protection against the development of
AD. Considering that physical exercise neuroprotective effects on prevention of cognitive deficits are well elu-
cidate, it is important clarify the effects of cognitive training, and verify if they are similar or comparable to
those observed for physical exercise. Here we divided male adult Wistar rats in six groups: control, which rats
were not submitted to any intervention; Ap, which rats were submitted to hippocampal infusion of AB; physical
exercise (PE), which rats were submitted to 4 weeks of PE training; PE + AP, which rats were submitted to
4 weeks of PE training followed by hippocampal infusion of AB; cognitive exercise (CE), which rats were sub-
mitted to 4 weeks of CE training; and, CE + AP, which rats were submitted to 4 weeks of CE training followed by
hippocampal infusion of AP. Ten days after Ap infusion, short (STM) and long-term (LTM) object recognition
memory, as well as hippocampal oxidative stress (ROS levels by DCFH test), lipid peroxidation (TBARS), total
antioxidant capacity (FRAP) and hippocampal histology were evaluated. Both PE and CE were effective in
protect cognitive function against memory deficits related to AP neurotoxicity, preventing oxidative stress and
damage and hippocampal cellular disorganization. So, cognitive training seems to be as good as physical training
in the prevention of memory deficits related to AP and seems to share some mechanisms of actions, as oxidative
stress prevention.

1. Introduction

reconition memory [7]. It is important to explore this type of memory,
which might help in understanding the related pathologies and in de-

Neurodegenerative diseases, as Alzheimer's disease (AD), are at-
tracting growing concern considering the increase in its patient popu-
lation, mainly elderly. AD is characterized by the presence of amyloid-f§
(AB) protein aggregations, phosphorylated tau protein into neurofi-
brillary tangles [1], neuroinflammation [2], oxidative damage [3] and
neuronal and synaptic degeneration [4]. These brain alterations con-
tribute to promote progressive memory loss and cognitive decline.

The impaired recognition of familiar objects/locations and diffi-
culties in distinguishing them from novel objects/locations is one of the
early traits of cognitive decline, which is observed in patients with AD
[5]. Recognition memory is the ability to distinguish novel and familiar
stimuli, and the hippocampus is important both for spatial and object
recognition memory [6]. Study shows that A is able to alter the object

veloping new forms to prevent various neurodegenerative and neu-
ropsychological diseases [6].

Pharmaceutical approaches to treat AD have had very limited suc-
cess until now, and even when a safe and effective disease-modifying
agent is approved, the cost of its chronic administration and its complex
delivery logistics may still leave many elderly humans underserved [8].
In this sense, non-pharmacological strategies have been studied and the
actual data suggest that lifelong experiences, such as education, ex-
ercise, socialization, enriched environment and cognitive stimulation,
may provide some protection against the development of AD later in life
[9-11].

Physical exercise has important known neuroprotective effects,
protecting cognitive functions on dementia and neurodegenerative
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eldedy (Cussinghass et al., 2015) It is & progreasive neurodegesers-
tive pathological process Gl causes semory loas and cogaitive impaie-
ment (Nortoa et ok, 2014).
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wilely nvestigated. The desvage of )
MWMMDMMUWMMB
Qe eatraceiluler space (Wang ef al, 2012); aud the tau proteis hy-
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that reprdbices ol e ccmplexity of AD. The intrabippocampal injec-
tion of AP 25-35 peptide i widely wal 10 study AD, sl ssisie some
pathological characteristion of the disease, causing moleruler and celle-
Bar alieraricns at lead o mescry deficin (Yia et al., 2013). Consid-
ering that AD affects brain nvolved is the lidaticn and
pensistence of different mueinory lypes, as Qe prefrontal cortes and kip-

perploepborylation (Suda et al, 2009). Both are tusle 0 the braln
wnd interfere Qe synaptic function (Mesters et al., 2015) since the
biochemical snd moleculer changes indoce sewronsd dunage. Mose re-
cenaly, Qe AD niad the AZ settroionicily have been telate! 1o alierarioes

pocampes (Fjell ot al., 2014), messory loms i e main charscteristic
of this diseese.

Meu;ﬂ!ndadhehinno-dby n e nost advanced phuse,
behuvicrn] chasyges (Boab and Almeida, 2016), which lead 0
ﬂaeh-dl&quﬂywc-&hu.l. 2016). So, the ok for
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estoehing cortex (Mitchell et al, 2011 Nam et ol., 2019, Swoega
et al., 1996),
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terey stralegies ial aneliceste sud/or delay the sympoms and
iscresse the quality of life of AD patients is important The neuro-
protective potential of segular physical ewescise practice and in i
fluence in newsl platicity, nprovisg leaming and mewory, b d=

of Paszpa, BR 477 km 592 - Po bea 110 - TP 7500070, Ureganiers, RS, feail
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na revista Brain Research (resultados do estudo 3).



