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RESUMO

Introdugao: A Doencga de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa que
causa deficiéncia progressiva e consequente incapacitagdo. O L-Triptofano,
precursor da serotonina, regula importantes mecanismos fisiolégicos, e as
Nanoparticulas por sua vez, tem como fungdo aumentar a biodisponibilidade dos
farmacos, potencializando sua agao. A atividade fisica em seus efeitos bioldgicos,
pode também estar relacionada a alteragido de monoaminas cerebrais, como
serotonina, sendo benéfica aos portadores da DA. Materiais e métodos: A amostra
foi composta por 35 animais, divididos em 7 grupos experimentais (n=5), sendo GC-
(controle negativo), GC+ (controle positivo Alzheimer), GNt (exercicio), GNtN
(exercicio+Nanoparticulas), GN (Nanoparticulas), GLt (L-Triptofano) e GLtNt
(exercicio+L-Triptofano), que receberam seus respectivos tratamentos por seis dias
consecutivos. Foram realizados testes de ansiedade pelo Labirinto elevado em cruz,
memoria espacial pelo Labirinto aquatico de Morris, memaoria aversiva pelo teste de
aversiva em caixa de isolamento, e comportamento motor por meio do teste Open
Field, e analise histologica. Resultados: Observou-se que de uma maneira geral as
Nanoparticulas de L-Triptofano apresentaram efeitos positivos no tratamento dos
sintomas da DA, em relagdo ao comportamento cognitivo e motor, onde houve uma
diminuicdo da ansiedade e melhora do desempenho motor pelo deslocamento e
exploracdo do ambiente. O exercicio fisico agudo por sua vez nao apresentou
resultados satisfatérios como tratamento, apesar de que quando associado ao L-
Triptofano demonstrou ser uma possivel alternativa em virtude da melhora no
comportamento motor observada por meio da analise do Size effect, apesar de que
ainda nao ha um consenso em relacao aos beneficios do exercicio para a populacao
portadora de DA, pois existem controvérsias em relagcdo ao melhor tipo de exercicio,
intensidade e duracdo necessarios para produzirem a reducdo dos sintomas
depressivos. Todavia, sdo necessarios novos estudos para que se possa observar
com maior afinco estes possiveis métodos de tratamento. Conclusao: Mesmo em
um curto periodo de tratamento, houve uma melhora dos sintomas de ansiedade e
comportamento motor (deslocamento) onde destacam-se as Nanoparticulas de L-
Triptofano como método de tratamento.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Exercicio fisico, L-Triptofano,
Nanoparticulas



ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder that causes
progressive disability and consequent incapacitation. L-Tryptophan, the precursor of
serotonin, regulates important physiological mechanisms, and Nanopatrticles, in turn,
have the function of increasing the bioavailability of the drugs, enhancing their action.
Physical activity in its biological effects may also be related to alteration of cerebral
monoamines, such as serotonin, and is beneficial to patients with AD. Materials and
methods: The sample consisted of 35 animals, divided into 7 experimental groups (n
= 5), being GC- (negative control), GC + (positive control Alzheimer), GNt (exercise),
GNtN (exercise + Nanoparticles), GN (Nanoparticles), GLt (L-Tryptophan) and GLtNt
(exercise + L-Tryptophan), which received their respective treatments for six
consecutive days. Anxiety tests were performed by the cross - labyrinth, spatial
memory by the Morris Aquatic Labyrinth, aversive memory by the insulation box
aversive test, and motor behavior through the Open Field test, histological analysis.
Results: It was observed that in general the L-Tryptophan Nanoparticles presented
positive effects in the treatment of AD symptoms, in relation to the cognitive and
motor behavior, where there was a decrease in anxiety and improvement of the
motor performance by the displacement and exploration of the environment. Acute
physical exercise in turn did not present satisfactory results as treatment, although
when it was associated with L-Tryptophan, it was shown to be a possible alternative
due to the improvement in motor behavior observed through the Size effect analysis,
although there is still no a consensus regarding the benefits of exercise for the
population with AD, as there are controversies regarding the best type of exercise,
intensity and duration necessary to produce the reduction of depressive symptoms.
However, further studies are needed to see these possible treatment methods more
closely. Conclusion: Even in a short period of treatment, there was an improvement
in the symptoms of anxiety and motor behavior (displacement) in which the L-
Tryptophan nanoparticles as a treatment method are highlighted.

Key words: Alzheimer's disease, Exercise, L-Tryptophan, Nanoparticles
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1. INTRODUCAO

1.1 APRESENTACAO

O envelhecimento € um processo natural que acomete todos os
individuos, ocasionando varias alteragdes no organismo. Com o aumento da
longevidade, é de grande relevancia a atengédo a saude desta populagdo, uma
vez que os problemas de saude dos idosos normalmente sdo crénicos e podem
necessitar de intervengbes de extremo cuidado (DEPONTI, 2010;
CONCEICAOQ, 2010).

No Brasil, da mesma forma que nos demais paises em desenvolvimento,
0 aumento da populagao idosa vem ocorrendo de forma rapida e progressiva,
sem que as condigbes de vida acompanhem igualmente essas modificagdes
(CERVATO, DERNTL, LATORRE & MARUCCI, 2005).

A expectativa de vida saudavel ao nascer € 62 Anos para homens e 76
anos para mulheres, e o pais esta no grupo de renda média alta. A despesa
total de saude em percentagem do PIB é de 9,05% e a despesa publica per
capita em saude, sendo que os transtornos neuropsiquiatricos contribuem para
20,3% da carga global de doengas (OMS, 2011).

Tratando-se do envelhecimento cognitivo, com o passar dos anos
acelera-se o processo de atrofia cerebral, ocorrendo a dilatacdo de sulcos e
ventriculos, perda de neurdnios, presenca de placas neuriticas (PN) e
emaranhados neurofibrilares (ENF), depdsitos de proteina beta-amildide e
degeneragao granulovacuolar, os quais aparecem precocemente nas regides
temporais mediais e espalham-se por todo o neocértex (DAMASCENO, 1999).

As alteragbes consequentes do processo de envelhecimento estao
relacionadas tanto a aspectos funcionais quanto psiquicos. No primeiro caso,
envolvem inputs sensoriais e reagdes motoras (automaticas, reflexas e
voluntarias); no segundo, as alteragcbes envolvem as diversas fungdes
cognitivas, porém nao privam o individuo da realizagdo das atividades basicas
de vida diaria como das atividades instrumentais de vida diaria (MEIRELES et
al, 2010).

O cortex cerebral é uma complexa regido formada por bilhdes de células

nervosas agrupadas em giros especificos, as quais estao relacionadas a



fungdes complexas como motricidade, sensibilidade e todos os mecanismos
cognitivos correlatos — memdrias incidental, imediata e tardia, linguagem,
aprendizagem, consciéncia, entre outros (NAVEH-BENJAMIN et al, 2007).
Todavia acredita-se que, com o envelhecimento, o individuo passe a
apresentar deficiéncias no controle genético da producdo de proteinas
estruturais, de enzimas e dos fatores neurotréficos. Esse déficit, por sua vez,
resulta negativamente na fungcdo das células nervosas e das neurdglias,
dificultando a neurogénese, a plasticidade, a condugédo e transmissdo dos
impulsos nervosos. Assim doengas neurodegenerativas, principalmente as
deméncias, apresentam alteracées das fungdes como a linguagem, meméoria,
julgamento, orientagdo témporo-espacial e fungcado executiva, porém de forma
precoce e em uma intensidade maior que a encontrada em pessoas saudaveis
da mesma faixa etaria (OLIVEIRA, 2010).

Em termos de prevaléncia, ndo tém grande relevancia, ja que atingem
cerca de 1,17% das pessoas entre 65 e 69 anos. No entanto, ao verificar a
faixa etaria dos 95 anos em diante, observam-se casos de deméncia em torno
de 54% da populagdo, em diversas regides do mundo (LOPES e BOTTINO,
2002).

Em todo o mundo, cerca de 47 milhdes de pessoas tém deméncia, com
quase 60% vivendo em paises de baixa e média renda. Todos o0s anos,
existem 9,9 milhdes de novos casos. A proporgao estimada da populagdo em
geral com 60 anos ou mais com deméncia em um determinado momento é
entre 5 a 8 por 100 pessoas, e o numero total de pessoas com deméncia ¢é
projetado para cerca de 75 milhdes em 2030 e quase triplicou em 2050 para
132 milhdes. Grande parte desse aumento € atribuivel ao crescente numero de
pessoas com deméncia vivendo em paises de baixa e média renda (OMS,
2017). Um dos principais fatores relacionados ao crescimento desta parcela da
populacdo esta o aumento na incidéncia especialmente da Doenca de
Alzheimer (DA) que corresponde por cerca de 60% de todas as deméncias, o
que a torna a principal causa do desenvolvimento deste tipo de patologia
(LOGIUDICE, 2002).

Dentro disso, as evidéncias destacam o impacto positivo da atividade
fisica regular sobre os aspectos cognitivos, na saude mental e no bem-estar

geral do individuo durante o processo de envelhecimento, mais



especificamente da caminhada que €& bastante relevante em relagdo a
diminuicado do risco de deméncia vascular. (RAVAGLIA et al.,2007; BARNES et
al., 2007).

Segundo Cotman (2002), o exercicio fisico pode elevar o BDNF (brain-
derived neurothropic factor) além de outros fatores de crescimento, como
estimular a neurogénese, mobilizar a expressdo de genes que beneficiam o
processo de plasticidade cerebral, aumentar a resisténcia do cérebro ao dano,
melhorar a aprendizagem e o desempenho mental, e promover a regeneragao
axonal de neurénios.

Segundo Stanton & Reaburn (2013), a pratica de exercicio fisico
aerobico, com duragdo de 30 a 40 minutos, realizados com uma frequéncia
minima de trés vezes na semana, com a intensidade preferida pelo paciente
proporciona a diminuicdo do estresse ou tensao, proveniente do aumento da
taxa de endorfinas, as quais agem sobre o sistema nervoso reduzindo o
impacto estressor do ambiente e com isso prevenindo ou reduzindo transtornos
depressivos.

Entretanto, o estudo de revisdo realizado por Vital et al (2010) onde
analisou-se estudos que utilizaram a pratica da atividade fisica como
intervengao terapéutica, conclui que ainda nao ha um consenso em relagao
aos beneficios do exercicio para a populacdo idosa portadora de DA. Além
disso, existem controvérsias em relacdo ao melhor tipo de exercicio,
intensidade e duragcdo necessarios para produzirem a redugcao dos sintomas
depressivos em pacientes com DA.

Relagdo que pode ser justificada pelos resultados encontrados na
revisdo de Moraes et al. (2007), que observou que os estudos que utilizaram o
exercicio como intervencgao terapéutica na depressdo encontraram resultados
divergentes e apontaram as mesmas para a possivel interferéncia de fatores
fisiologicos e psicoldgicos nessa relagdo. Demonstrando a necessidade de se
estudar com mais afinco a insercdo da atividade fisica na vida dessa
populagao, relacionando aos aspectos fisioldgicos das doengas neurolégicas.

Diversos mecanismos tém sido propostos para que por meio da
atividade fisica ocorra a reducdo da incidéncia de depressao; contudo, sem
ainda mostrarem conclusdes definitivas, dois mecanismos importantes

envolvidos sao os niveis aumentados de neurotransmissores pds-exercicio, as



monoaminas e as endorfinas (STELLA, et al, 2002).

Assim como no estudo de Tillerson et al, 2003, que demonstrou que
ratos e camundongos que realizaram exercicio em esteira 2x/dia apds a
indugcdo do Parkinson apresentaram diminuicdo e até mesmo auséncia dos
déficits motores, sugerindo que o exercicio pode ter sido capaz de gerar efeitos
neuroprotetores cerebrais.

As alteragdes fisiopatoldégicas da DA estdo intimamente ligadas a
deplecéo da acetilcolina (Ach), pela reducdo da colina-acetiltransferase e dos
receptores nicotinicos de Ach. Outros neurotransmissores estdo envolvidos
tanto na constituicdo da doenga quanto em sua génese, destacando-se a
serotonina, noradrenalina e dopamina. A serotonina, obtida do aminoacido
essencial triptofano, tem seus niveis cerebrais diretamente relacionados a
alteragcdes de comportamento e humor, ansiedade, agressividade, depressao,
sono, fadiga, supressao de apetite. (MEUSNER, et. al; 1988).

O triptofano (TRP) € um aminoacido aromatico essencial, tanto para
homens como animais. Sendo imprescindivel na sintese protéica além da
regulagcdo de importantes mecanismos fisiolégicos, como por exemplo ser
precursor de neurotransmissor. Os mecanismos que aumentam a concentragao
de TRP, sobre a soma de seus competidores (leucina, isoleucina, valina,
tirosina e fenilalanina) sdo provaveis de aumentar a sintese de serotonina
cerebral (FERNSTROM, 1994).

Um medicamento bastante utilizado no tratamento da DA é o donezepill,
um inibidor da acetilcolinesterase de acgao central que age aumentando a
disponibilidade intrassinaptica de acetilcolina, diminuindo os sintomas
cognitivos, funcionais e comportamentais da Doenga de Alzheimer, restaurando
a fungao colinérgica. Apesar de suas caracteristicas positivas, a farmacoterapia
com donepezil € insuficiente em providenciar a cura e ou controle clinico da
Doenca de Alzheimer (SOUZA, et. al, 2014).

A acdo do triptofano ainda encontra-se relacionada a questdes
referentes a dindmica cerebral, depressdo e ansiedade também quando se
trata de desequilibrios alimentares. De acordo com Cambraia (2004), os niveis
e as funcgbes de diversos neurotransmissores sao influenciados pelo estoque
de seus precursores dietéticos, podendo influenciar o humor e o

comportamento em algumas circunstancias, sendo a administragcdo de



componentes dietéticos um meio de alterar parcialmente o metabolismo dos
neurotransmissores, tendo como principal exemplo a ingestao do triptofano e a
acao serotoninérgica cerebral.

O triptofano, dentre os 20 aminoacidos, € o unico que circula no plasma
ligado a proteina de transporte albumina (90%), sendo que 10% do triptofano
encontram-se no sangue na sua forma livre (fTRYP). Na barreira
hematoencefalica, o fTRYP compete com outros cinco aminoacidos
(aminoacidos neutros: AN) para seu transporte e sintese de serotonina
cerebral, podendo estar relacionada a hipétese da fadiga central. Além disso,
quando o exercicio eleva os niveis plasmaticos de acidos graxos livres também
aumenta os niveis plasmaticos de fTRYP porque acidos graxos livres e
triptofano competem pelo mesmo lugar de ligagcéo para albumina. Um aumento
no plasma de triptofano ira favorecer o transporte do triptofano para o cérebro
e, consequentemente, a sintese, concentragdo e liberacdo de serotonina
(BLOMSTRAND, 2006; ROSSI & TIRAPEGUI, 2005).

Desta forma a suplementagcdo com triptofano pode ser uma alternativa
viavel de tratamento da DA, visto que sua acdo é semelhante a de outros
farmacos e ainda pode apresentar uma reducao dos efeitos colaterais, além de
proporcionar outros beneficios relacionados as suas fungdes no organismo.

Sendo a DA a deméncia que apresenta maior incidéncia na populagao
idosa mundial, e fato de apresentar diversas complicacdes e comorbidades que
vao se agravando com o desenvolvimento da doenga, torna-se imprescindivel e
indubitavel a importancia de uma atengao especial a esta populacéo, para que
se possa de alguma maneira a0 menos amenizar essas complicagdes que

afetam extremamente a qualidade de vida.
1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Analisar a efetividade de Nanoparticulas de L-Triptofano e exercicio
fisico nas alteragdes fisioldgicas comportamentais decorrentes da doenga de

Alzheimer em modelo animal.



1.2.2 Objetivos Especificos
Verificar as respostas comportamentais motoras e cognitivas em modelo
animal de Alzheimer apdés uso de L-Triptofano, de Nanoparticulas de L-

Triptofano e exercicio fisico.

2.REFERENCIAL TEORICO
2.1 SAUDE E DESENVOLVIMENTO COMUNITARIO

Ao estudarmos a doenga de Alzheimer e suas consequéncias
psicossociais e fisiopatologicas devemos levar em conta principalmente a
qualidade de vida do individuo no ambiente em que esta inserido, a
comunidade em que vive.

O termo comunidade é definido como um agrupamento de pessoas, em
bairros, cidades, segmentos religioso e segmentos sociais, unidas em prol de
um objetivo comum (PERUZO e VOLPATO, 2009).

O desenvolvimento comunitario por sua vez, é tratado como um conjunto
de agbes que se destinem a buscar o empowerment de uma dada comunidade,
tendo por objetivo melhorar a qualidade de vida desta (FRAGOSO, 2005).

O termo promoc¢ao da saude dentro da comunidade tem sido associado
a diversos valores relacionados com a qualidade de vida, saude, igualdade,
democracia, cidadania, desenvolvimento e participacdo, destacando-se desta
forma que a promocgao da saude nédo é soO responsabilidade do setor saude,
mas de uma integragdo entre os diversos setores, além da participagdo da
populacdo com agdes que promovam a melhoria das condi¢ées de vida da
populacdo e da oferta de servicos para o melhor desenvolvimento da
comunidade (ARAUJO & ASSUNCAO, 2004).

Para tanto faz-se necessario estudar os aspectos que influenciam
qualidade de vida e diminuigdo dos sintomas que afetam os portadores da DA,
visto que essa comunidade nem sempre € assistida de forma integral pelas
equipes de saude.

A utilizagdo de modelos experimentais tem sido muito importante nao
somente para o aperfeicoamento e comprovacao de técnicas e procedimentos
ja existentes (FERREIRA, et al, 2005), como também para o desenvolvimento
de outros, sendo importante para se observar de maneira controlada todas as



respostas, para que posteriormente desenvolvam-se politicas publicas que
beneficiem a populagdo em questao.

Essa modalidade € geralmente empregada para responder perguntas e
explorar hipéteses frequentemente inviaveis em estudos com humanos,
abrindo portas para o desenvolvimento e teste de novos tratamentos. Os
comportamentos mais estudados tém sido interagao social, agressividade,
hiper- ou hipoatividade, comportamento sexual, consumo de alimentos
palataveis, memoria, ansiedade, estereotipia, submisséo, entre outros (FRIES
& MAGALHAES, 2010).

2.2 DOENCAS NEUROLOGICAS — ENVELHECIMENTO

O processo de envelhecimento ocorre de maneira dinamica e
progressiva, por meio de alteragcbes morfoldgicas, funcionais e bioquimicas,
com diminuicdo da capacidade de adaptacdo homeostatica as situagdes de
sobrecarga funcional, alterando progressivamente o organismo e tornando-o
mais susceptivel as agressées intrinsecas e extrinsecas (GUIMARAES, et. al;
2004).

Trata-se de um processo natural e fisiolégico, no qual as experiéncias
emocionais, psicolégicas e ambientais também interferem no seu
desenvolvimento (DUARTE, 2001). Desta forma, uma das grandes
preocupacgdes relacionadas ao envelhecimento esta relacionada a uma alta
taxa de comorbidades (WALKER & HOWLAND, 1991) onde a instabilidade
postural e as quedas fazem parte das sindromes geriatricas mais comuns nos
idosos, constituindo um dos principais problemas clinicos e de saude publica
devido a sua alta incidéncia, as consequentes complicacdes para a saude e
aos altos custos assistenciais (MURPHY, et. al; 2002; TINETTI, 1994).

A perda neuronal, a degeneracdo sinaptica, as placas senis e
emaranhados neurofibrilares encontrados em doengas neuroldgicas
caracterizam os principais achados patolégicos da Doenga de Alzheimer (DA)
(MACHADO, 2002), sendo estas duas ultimas alteragdes os principais
marcadores neuropatoldégicos da doenga mesmo que sao altamente
encontrados no cérebro de idosos que nédo apresentam a patologia (GROSSI,
et al, 2007; RILEY, et al, 2002).



As doengas neurodegenerativas caracterizam-se pelo fator
fisiopatolégico principal da diminuigdo da capacidade e perda neuronal,
causada por uma alteragao intrinseca do metabolismo neuronal. As deméncias
degenerativas primarias estdo aquelas cujo processo teve inicio no Sistema
Nervoso Central, como a doenga de Parkinson, doenga de Huntington, e a mais
encontrada na populacdo idosa, a doenca de Alzheimer (LOPEZ & GARRE-
OLMO, 2007).

2.3 DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer € a patologia neurodegenerativa que mais
acomete os idosos, por meio de manifestagdes cognitivas e neuropsiquiatricas
que causam uma deficiéncia progressiva e consequente incapacitagao (ZHAO,
ET AL, 2002; JANUS,ET AL, 2001).

Sendo assim definida pela macica perda sinaptica e pela morte neuronal
observada nas regides cerebrais responsaveis pelas fungbes cognitivas,
incluindo o cortex cerebral, o hipocampo, o cortex entorrinal e o estriado ventral
(SELKOE, 2001). A DA inicia-se no cortex entorrinal e hipocampo. Sendo estas
areas nao inclusas dentre as ultimas a serem mielinizadas, mas como areas de
grande turnover (plasticidade) (BORGES, et al, 2010).

Estas alteracbes que caracterizam doenca de Alzheimer (DA),
demonstram-se pela deposicdo extracelular de B-amildide (Ap), o qual é
originado por clivagem proteolitica da proteina precursora de Ap (APP) e a
acumulagao intraneuronal de formas aberrantes de tau hiperfosforilada, bem
como a disfungédo das sinapses (HARDY & SELKOE, 2002).

Caracterizando a histopatologia da doenga, estdo presentes no
parénquima cerebral depésitos fibrilares amiloidais que encontram-se aderidos
as paredes dos vasos sanguineos, associados a diversos tipos de placas senis,
além do acumulo de filamentos anormais da proteina tau e por consequéncia a
formacao de novelos neurofibrilares, perda neuronal e sinaptica, ativacdo da
glia e processo inflamatério(SELKOE, 2001).

Também estéo relacionados a descrigcao fisiopatoldégica da depresséo
alguns processos do sistema imunolégico, como a “hipétese das citocinas”, que

corrobora evidéncias de doencgas inflamatdérias com os tragos depressivos



analisados em usuarios de imunossupressores e suas comorbidades. Pouco
ainda se sabe, mas até entdo pode-se dizer que o aumento de citocinas pro-
inflamatdrias (especialmente IL-1, IL-6 e TNF-a) auxilia na ativagdo do sistema
de estresse e, consequentemente, do Sistema Nervoso Autbnomo Simpatico
(ALVES et al., 2008; LAGE, 2010; QUEVEDO et al., 2013).

A DA afeta inicialmente a formagao hipocampal, memoaria de curto prazo
e, posteriormente comprometimento de areas corticais associadas. Afetando
posteriormente também a atencdo, orientagdo, linguagem, capacidades de
resolver problemas e habilidades para realizagdo de atividade de vida diaria
dentre outras, sendo dividida em trés fases: inicial, intermediaria e avancada
(LUZARDO et al, 2006; MELO e DRIUSSO, 2006).

Sintomas depressivos clinicamente significativos, diminuicdo de prazer
em realizar diversas atividades, isolamento ou retraimento social, alteragao do
apetite e do ciclo vigilia-sono, alteragdes psicomotoras, irritabilidade, fadiga e
sentimento de inutilidade, desesperanga ou culpa excessiva e inapropriada,
pensamentos recorrentes de morte,associados ou isolados, sdo caracteristicos
em pacientes com deméncia de Alzheimer (DA), o que pode causar diversos
comprometimentos e incapacidades fisicas, e muitas vezes uma possivel morte
prematura (OLIN, et al, 2002; SNOWDON, 2002).

2.4 PLACAS AMILOIDES E A DOENCA DE ALZHEIMER

As placas amildides e os emaranhados neurofibrilares intraneurais
envolvidos em alteragdes nos processos neuriticos e células gliais sdo as
caracteristicas mais importantes na DA. As placas sao produzidas pelo
depdsito cerebral de fibrilas de peptideo b-amildide (AB), um fragmento
derivado por processo proteolitico da proteina precursora amiléide (APP). Esta
proteina possui propriedades neurotoxicas que comprometem a vida das
células neuronais, e também é responsavel por induzir mudancgas intracelulares
que resultam na formacdo de neurofilamentos, podendo contribuir para o
processo neurodegenerativo (MACCIONI et al, 2001).

O processamento da proteina APP pela enzima alfa-secretase seguida
da gama-secretase (via amiloidogénica), gera fragmentos peptidicos de AB de
40 e 42 aminoacidos com alto potencial toxico. O fragmento de 42 aminoacidos
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€ altamente neurotdxico, e seu acumulo resulta na formacdo de fibras
amiléides e posteriormente as placas amildides. Estes fragmentos de APP,
incluindo AB, podem exercer uma poderosa regulacao em fungdes neuronais
basicas, como excitabilidade celular e transmissdo sinaptica podendo estar
relacionados a regulagdo também de comportamentos como aprendizado e
memoria (TURNER et al, 2003; KAYED et al, 2003).

Geneticamente, fragmentos intracelulares de APP ligam-se a fatores de
transcricdo e sao transportados para o nucleo, onde passam a influenciar a
transcricdo. A regulacdo da protedlise de APP é dependente da atividade de
um complexo protéico multimérico, cujos principais componentes sdo as
presenilinas, a presenilina-1 (PS-1), presenilina-2 (PS-2). Mutagées dominantes
destes genes estdo presentes na maioria dos casos de DA familiar de inicio
precoce, mas correspondem a menos de 1% de todos os casos da DA (HE et
al, 2009).

De acordo com a hipotese da cascata amiloidal, o acumulo de AB € a
principal causa da degeneracao e do declinio cognitivo (WHIRTS et al, 2004).
O mecanismo de agregacédo da AP ocorre por meio de um processo dividido
em trés estagios. O primeiro é caracterizado pelo estado de nucleagao, onde a
conformacao de AP converte-se de uma bobina aleatéria ou uma hélice a para
uma folha 3, eo estado molecular de AR promove a formacgao de oligdmeros. O
segundo estado é a chamada fase de alongamento, na qual o AB nucleado
gradualmente se agrega em oligbmeros maiores. O estado final € o estado
estacionario quando o amiloide maduro forma as fibrilas (SERPELL et al,
2000).

O mecanismo subjacente a neurotoxicidade induzida por AB € complexo,
envolvendo varias vias de sinalizagdo associadas com apoptose ou necrose. A
AB e seus oligbmeros sao capazes de bloquear rapidamente o mecanismo de
formacido de novas memorias, alterando a plasticidade sinaptica e sua
estrutura e consequente déficit na fungdo cognitiva, comprometendo a
transmissao por pés-sinaptico, e modificando a atividade neuronal com a

liberagdo de mediadores neurotéxicos por células gliais (SHENG et al, 2004).

2.5 COMORBIDADES RELACIONADAS A DOENGCA DE ALZHEIMER
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A Doenga de Alzheimer apresenta gradativamente diversos sinais e
sintomas que causam grande comorbidade e necessidade de cuidados. Nos
estagios iniciais, geralmente se encontram alteragdes emocionais e de humor,
as reagdes sao mais lentas, ha perda de memoaria recente e dificuldade para
aquisicao de novas habilidades, menor rendimento na realizagdo de tarefas
complexas, evoluindo gradualmente com prejuizos em outras fungdes
cognitivas, tais como capacidade de julgamento, raciocinio abstrato, execucéao
de calculos e habilidades visuo-espaciais (PORTH, 2002).

Ja em um estagio intermediario, pode ocorrer afasia fluente,
apresentando-se como dificuldade para nomear objetos ou para escolher a
palavra adequada para expressar uma idéia; apraxia e agnosia espacial
(REBELATTO; MORELLI, 2004).

Por fim, no estagio terminal instalam-se a apraxia de vestir-se e
ideomotora, somatognosias e alteragcdes do ciclo sono-vigilia, onde o quadro
agrava-se pois o paciente desenvolve sintomas psicoticos ou alteragdes
comportamentais, caracterizando um individuo apatico e distante, com perda
de orientagdo em ambientes familiares, normalmente apresentando
incontinéncia e com gradual perda da capacidade de locomover-se,
necessitando de grande atencdo do cuidador devido a gradativa perda de
autonomia, provocando grande desgaste ao mesmo e ao préprio portador da
DA (PORTH, 2002).

O o6bito geralmente ocorre com 10 a 15 anos de evolugdo, como
complicagbes por imobilidade e outras complicagdes clinicas ou por quadros
infecciosos consequentes das complicagdes causadas pela doencga crbénica
(TRUZZI; LAKS, 2005).

2.6 RELACAO L- TRIPTOFANO E SEROTONINA

O triptofano (TRP) & essencial tanto para o crescimento normal como
para a sintese protéica, além de ser precursor de neurotransmissor, regulando
importantes mecanismos fisioldgicos.

Quando né&o é produzido pelo organismo, pode ser obtido por meio da
degradagdo das proteinas cerebrais ou da circulagdo plasmatica (pool
aminoacidico), sendo este fornecido pela ingestdo dietética normal ou
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degradagdo de proteinas presentes no organismo (WURTMAN &
FERNSTROM, 1975).

Adrien (2002) observou que, em pacientes depressivos, ha uma redugao
da concentragdo plasmatica de triptofano, e uma diminuicdo da atividade
serotoninérgica no cérebro. O triptofano é ativamente transportado para o
cérebro por um carreador que também transporta outros aminoacidos neutros e
ramificados.

Precursor da serotonina, exerce além desta outras fungdes importantes
no organismo. E escasso na dieta e, em altos niveis, pode influenciar a sintese
de serotonina cerebral. O alto conteudo de triptofano livre (ndo ligado a
proteina), mais facilmente absorvido, poderia ter o efeito de aumentar a
viabilidade deste aminoacido ao cérebro (COMAI, et al, 2007).

A serotonina (5-HT) encontra-se em mais de 90% nas células do trato
gastrintestinal, e no sangue, € encontrada nas plaquetas, que concentram este
neurotransmissor por meio de um mecanismo de transporte ativo. Também ha
5-HT numa variedade de regides do cérebro, mas principalmente nos nucleos
da rafe do tronco cerebral, que possui corpos celulares de neurdnios
serotoninérgicos, que sintetizam, armazenam e liberam a 5-HT como
neurotransmissor (KATZUNG & JULIUS, 2002).

2.7 NANOPARTICULAS

As nanoparticulas poliméricas sao sistemas carreadores de farmacos,
muito versateis e com um consideravel potencial para a vetorizacdo de
substancias ativas e apresentam diametro inferior a 1 um. Dentro das
nanoparticulas utilizadas na area farmacéutica o tamanho pode variar ente 10 a
1000nm. Tem como fungao aumentar a biodisponibilidade dos farmacos, e com
isso ocultar os efeitos colaterais que os mesmo podem causar, além de
possuirem alta estabilidade, o que confere longa vida util no organismo, alta
capacidade de transporte e a viabilidade de incorporacdo de substancias
hidrofilicas e hidrofébica (YAN, et al., 2010).

O termo Nanoparticula inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as
quais diferem entre si segundo a composi¢cdo e organizagdo estrutural. As

nanocapsulas sédo constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor
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de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou
adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que néao
apresentam 6leo em sua composic¢ao, sao formadas por uma matriz polimérica,
onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido, desta forma obtém-se um
sistema monolitico, onde ndo €& possivel identificar um nucleo diferenciado
(ARAUJO, 2009 & TEIXEIRA, 2009).

Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando inumeras aplicagdes
terapéuticas, sendo planejados, principalmente, para administragdo parenteral,
oral ou oftdlmica. Uma das areas mais promissoras na utilizacdo das
nanoparticulas é a vetorizacdo de farmacos anticancerigenos e de antibiéticos,
principalmente através de administracdo parenteral, almejando uma
distribuicdo mais seletiva dos mesmos e, assim, um aumento do indice
terapéutico (SANTANDER-ORTEGA, et. al; 2010).

Existem varios métodos de preparacado dos sistemas nanoparticulados,
sendo o0s principais os métodos mecanicos e os fisico-quimicos, onde os
mecanicos aplicam-se principalmente para produgdo em larga escala com
objetivos comerciais. Ja os métodos fisico-quimicos estdo baseados na
dissolugdo de um farmaco, junto a um polimero, em determinado solvente,
seguida pela adicdo, por meio de agitagao constante, de um nao-solvente a
mistura, este causa a precipitacdo do polimero ou também a separacdo de
fases (processos de coacervagéo), que podem ser divididos em simples (por
mudancga no pH, forga ibnica, temperatura) ou complexos (complexagao entre
dois polieletrélitos de carga oposta) (DE AZEVEDO et al, 2002).

O controle de qualidade da produgdo das nanoparticulas envolve
diversos processos, 0s quais analisam os parametros fisico-quimicos do
composto produzido para que possa ser aplicado em testes in vivo. Dentre as
analises estdao o didametro médio, a distribuicdo do tamanho por dispersao
(IPD), potencial Zeta (mV), a estabilidade, o estado cristalino e a liberagao in
vitro. Sendo assim, a estabilidade das nanoparticulas esta associada com a
capacidade de manter as mesmas caracteristicas fisico-quimicas por um
periodo determinado apos a sua obtengdo (MULLER-GOYMANN, 2004).

Diametro médio e IPD: o tamanho da particula é definido como o
tamanho de uma esfera equivalente a particula medida, tornando possivel

tracar distribuicbes de tamanhos de sistemas de forma regular utilizando um
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unico valor (didmetro) ao longo de um eixo unico. E a dispersédo (IPD) das
nanoparticulas refere-se ao numero relativo de particulas individuais em um
meio de suspensao, esta analise é feita por meio da técnica de espectroscopia
de correlacdo de fotons (DLS) (LINSINGER et al, 2012).

Potencial Z: por meio da eletroforese, técnica utilizada para medir a
mobilidade electroforética das particulas em dispersdo ou moléculas em
solucdo, analisa a velocidade das particulas por anemometria laser Doppler.
Quanto maior o Pz (maior quantidade de cargas), mais provavel que a
suspensao esteja estavel, porém o potencial Z € uma medida indireta, tendo
resultados nao tao objetivos (WANG, et al, 2016).

Fatores como o tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas vao
determinar sua interacdo com a membrana celular e a penetragao do farmaco
por meio das diferentes barreiras fisioldégicas (FENG et al, 2004). As particulas
hidrofébicas podem ser eliminadas pelo sistema fagocitico mononuclear,
necessitando de um revestimento molecular que lhe fornegca uma camada
protetora hidrofilica (KUMARI, et al, 2010).

2.8 ATIVIDADE FiSICA

O estado depressivo presente na maioria das deméncias esta
relacionado com alteragdes na transmissdao em algumas sinapses aminérgicas
centrais por defeitos da producdo, transmissao, recaptacdo ou perda das
aminas (RIBEIRO, 1998).

A atividade fisica aerdbica por sua vez, em seus efeitos biolégicos, pode
estar relacionada a alteragdo de monoaminas cerebrais, como a dopamina,
serotonina e noradrenalina, além do aumento da perfusdo sanguinea, que
melhora a oxigenagao e consequentemente o funcionamento cerebral.

Sabendo-se que a DA é caracterizada por prejuizos de fungdes
neuropsiquiatricas e cognitivas superiores com manifestagdes de alteragdes de
comportamento e de personalidade, pode se afirmar que por conseqiéncia
acabam interferindo nas habilidades do individuo em desempenhar suas
atividades normais do dia a dia, prejudicando as suas fungées motoras
(ADELMAN & FIOVARANTI, 2004).

A pratica de atividades fisicas € dita com um habito de vida saudavel em
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qualquer faixa etaria e, na terceira idade esse habito promove a manutencao
de uma boa saude fisica e mental. Diante disso, o envelhecimento quando
vivenciado de forma positiva, envolve a pratica de atividades fisicas e de lazer,
o0 que melhora a qualidade de vida. Assim, pode-se dizer que a pratica de
atividade fisica em portadores da DA possa auxiliar na diminuicdo das
complicagbes motoras e psiquicas causadas pelo curso da patologia
(SANTOS, et al, 2009).

2.9 ATIVIDADE FiSICA E ENVELHECIMENTO

A relacdo entre atividade fisica, saude, qualidade de vida e
envelhecimento vem sendo cada vez mais discutida, e entre os profissionais da
area da saude, existe como consenso que a atividade fisica € um fator
determinante no sucesso do processo do envelhecimento (MATSUDO, et al
2001).

A participacdo em um programa de exercicio regular € uma modalidade
de intervencao efetiva para reduzir e/ou prevenir alguns dos declinios
associados com o envelhecimento, o treinamento aerdbico é efetivo para
manter e melhorar as fung¢des cardiovasculares e, portanto, o desempenho
fisico, assim como tem um papel fundamental na prevencao e tratamento de
diversas doengas crbénico-degenerativas, contribuindo para aumentar a
expectativa de vida (EL TASSA, 2008).

Segundo Matsudo 2009, a pratica de atividade fisica promove beneficios
que irdo interferir diretamente na capacidade funcional e longevidade no
processo de envelhecimento, e incluem influéncia nos valores antropométricos
gerais, melhoras no metabolismo, nas fungbes cognitivas e psicossocias,

diminuindo o risco de quedas e possiveis complicagdes motoras e emocionais.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRA
Composta por 35 animais, da raga Rattus Norvegicus, linhagem Wistar,
machos, pesando entre 200-250 gramas, com idade de 2 meses, provenientes

do Biotério da Pontificia Universidade Catdélica do Parana - PUCPR.
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Aprovagdo do Comité de Etica em uso animal — CEUA: 025/2016 (anexo |).

Foram mantidos 4 animais por gaiolas, confeccionadas em acrilico,
inquebravel, autolavavel, nas medidas de 41x34x16 cm, com tampa (grade) de
arame de ago carbono e frasco para bebedouro, confeccionado em
polipropileno, com graduagéao lateral de 100 a 700ml, capacidade total de 700
ml, Medidas de 16,0cm de altura 8,4cm de diametro, bico curvo para
bebedouro, confeccionado em tubo de aco inoxidavel;, Medidas: Comprimento
105 mm, didmetro externo de 8mm e rolha de borracha antiacida cénica para
bebedouro 500ml. Os animais receberam ragdo da marca Nuvilab®ad libitum (a
vontade) durante todo o periodo do estudo.

As gaiolas com os animais foram dispostas em prateleira, mantidas em
sala sob o ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas de 7 h as 19 h) em

temperatura de 23+1 °C, controlado por ar condicionado sprint 7000BTU's.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos aleatoriamente em 7 grupos, onde
receberam a intervengdo por 6 dias consecutivos. Alguns grupos receberam
apenas o tratamento com nanoparticulas de L-triptofano, outros apenas o L-
Triptofano, na concentragédo de 1,5 mg/kg, dissolvida em salina a 0.9%, por via
oral (gavagem), outros o protocolo de natagdo, e outros ainda, duas

intervengdes concomitantes.

TABELA 1: Distribuicao dos Grupos

GRUPOS (n=5) DESCRIGAO INTERVENCAO

GC- Controle Negativo Protocolo de natagao
exercicio fisico sem
inducao das placas

senis

GC+ Controle positivo Sem intervengao
com inducéo das
placas senis

GNt Grupo Natacdo Protocolo de Natacao

com inducao de
placas senis e
exercicio fisico
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GNtN Grupo natagao Protocolo de Natacéo e
associado a ingestao das Nanoparticulas
nanoparticulas e de L-Triptofano

exercicio fisico,
com indugéo das

placas senis
GN Grupo Ingestao das Nanoparticulas
nanoparticulas de L-Triptofano

Com indugao das
placas senis e sem
exercicio fisico

GLt Grupo L-Triptofano  Ingestédo de L-Triptofano
com inducéo das
placas senis e sem
exercicio fisico

GL{tNt Grupo L-Triptofano  Protocolo de Natacao e
associado ao ingestao de L-Triptofano
exercicio fisico com
inducao das placas
senis

3.3 CIRURGIA EXPERIMENTAL

Os animais (n=30) foram anestesiados intra-abdominal com uma
solugdo na proporcdo de 80 mg/kg de Cloridrato de Cetamina (Ketamina,
frasco de 10ml) para 15 mg/kg de Cloridrato de Xilasina (Dopaser, frasco de
10ml) via intraperitoneal e levados a um aparelho estereotaxico da marca
INSIGHT®, onde suas cabecgas foram fixadas pelo rochedo temporal e incisivos
superiores. As coordenadas utilizadas foram: AP= 0.0 mm, ML= %+ 1.8 mm e
DV= 4.0 mm, respectivamente, tomando-se o bregma como referéncia, estando
as suturas lambdoide e bregmatica em um mesmo plano horizontal, sendo
injetado 3 microlitros de Toxina Beta-Amildide142 por meio de uma seringa
Halminton de dez microlitros, sendo injetado 0,02 microlitros a cada minuto
totalizando 9 minutos de inducdo, seguindo as coordenadas do atlas de
Paxinos e Watson, 1997. Para a analgesia utilizou-se o cloridrato de tramadol

na dose de 10 mg/kg, a cada 12 horas, por via intraperitoneal durante 7 (sete)
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dias (KAMERMAN, 2007).

Apos a indugdo do processo de placas senis e neurofibrilagdo os
animais ficaram em descanso por um periodo de 30 dias para que ocorressem
os processos inflamatorios e neurodegenerativos dos neurdnios hipocampicos.
Foi realizada a eutanasia de um animal para verificagdo da presenca de placas
e neurofibrilas no hipocampo, somente apds esta verificagdo os demais

animais receberam seus respectivos protocolos de tratamento.

Figura 2: indugao das placas senis

3.4 TRATAMENTOS
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3.4.1. Nanoparticulas de L-Triptofano e L-Triptofano

O tratamento foi feito por gavagem de 1,5 mg das Nanoparticulas de
Triptofano e L-Triptofano por um periodo de seis dias consecutivos sendo

administrado sempre no mesmo horario.

Figura 3: Administragao do L-Triptofano e das Nanoparticulas de L-Triptofano por gavagem.

3.4.2. Obtencao das Nanoparticulas de L- triptofano

As Nanoparticulas contendo triptofano foram preparadas pelo método de
emulsificacdo evaporacdo do solvente, por meio de uma emulsdo simples
(O/A). Inicialmente, 5,0 mg de triptofano foram dissolvidos em solvente
apropriado e o polimero para a obtengcdo do sistema nanoestruturado (poli-
epsilon caprolactona, 50 mg) dissolvido em diclorometano (1000 uL), formando
assim a fase oleosa da formulagéo. A fase oleosa foi vertida na fase aquosa
composta de 10 mL de alcool polivinilico (PVA) 0,5%, esse processo ocorreu
sob sonicacao por 3 minutos a 60 Hz. Apds sonicagao, a emulsado formada foi
levada para evaporagdo em evaporador rotatorio sob pressdo negativa para
remogao dos solventes organicos. As nanoparticulas formadas foram
separadas por centrifugagdo (15000 rpm / 30 minutos), e o precipitado de

ressuspenso em agua, seguido de nova centrifugagdo. O sobrenadante
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resultante das duas centrifugagcdes foram separado para analise da eficiéncia
de encapsulacgao do triptofano. O precipitado de nanoparticulas foi ressuspenso
em sacarose 5% e liofilizado, para posterior armazenamento. O pH da
suspensao das nanoparticulas foi de 6,43 e seu indice de polidisperséo (IPD)
meédio foi de 0,220. A producgao final de nanoparticulas utilizada foi de 90mg,
dividida entre os animais que receberam a dose de 1,5mg, onde as
nanoesferas apresentaram tamanho aproximado de 171,6 nm.

O polimero utilizado para encapsular o triptofano foi a zeina (proteina do
milho) junto ao caseinato de sédio (proteina do leite) que torna o composto
mais hidrofilico, tronando a liberacdo do farmaco mais rapida mesmo que
controlada, uma vez que o triptofano apresenta caracteristicas hidrofébicas
com liberagdo controlada mais lenta. Dentre todas as analises do controle de
qualidade da producdo das Nanoparticulas somente o potencial Z nao foi
realizado por se tratar de uma medida indireta, a qual reflete o potencial elétrico

das particulas em suspenséo.

3.4.3. Protocolo Natagao
3.4.3.1 Programa de treinamento

Os animais dos grupos com natagao foram submetidos a treinamento
diario, com duracdo de 30 minutos sem intervalo; durante o periodo
correspondente de cada grupo (6 dias). Os animais tiveram um periodo de
adaptagcdo ao meio aquatico por 3 dias antes do inicio do protocolo com
duragédo de 10 minutos cada. A sobrecarga de treinamento utilizado foi feita de
chumbo, representando 5% da massa corporal do animal (adaptado de
KOKUBUN, 1990).

3.4.3.2 Sobrecargas de chumbo

A carga utilizada foi confeccionada com bolinhas de chumbo apods a
pesagem dos animais. Sempre que houve variacdo do peso, a carga foi
reajustada. O chumbo ficou armazenado em bolsinhas feitas com esparadrapo
e presas ao dorso do animal por meio de um elastico de 3 cm de espessura.
No elastico costurou-se um velcro que facilitou a colocagao da carga no rato,

caracterizando o exercicio aerdbico (LISSA, et al 2004).
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3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.5.1 Comportamento motor

Para avaliagdo da atividade motora utilizou-se o teste de campo aberto
(CA), um aparato que consiste em uma arena redonda (100 cm de didmetro e
45 cm de altura), com o solo dividido em 9 quadrantes. Os animais foram
colocados cuidadosamente no centro do CA e deixados a explora-lo livremente
durante 5 min. Sendo registrados trés parametros motores: numero de
quadrantes (isto €, o numero de travessias das quatro patas do animal de um
quadrante para outro), frequéncia de levantar (ou seja, o niumero de vezes que
0S animais permaneceram sobre as patas traseiras), quantidade de bolos
fecais e tempo de imobilidade (tempo em segundos que o animal permanece
imovel) (PIETA DIAS et al, 2007). Os animais foram cuidadosamente colocados
na posi¢ao sudoeste do CA e deixados a explorar livremente a area por 5 min.
O CA foi limpo com uma solugao de agua-etanol 5% antes do teste de cada
animal a fim de eliminar possivel viés causado por odores e substancias
deixados pelos ratos anteriores, para evitar que os mesmo fossem induzidos a
realizar o percurso que o animal anterior realizou. Todas as analises foram

feitas por um observador apds gravacédo em DVR.

Figura 4: Arena Campo Aberto (Fonte: a autora)

3.5.2 Ansiedade
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Para analisar fatores relacionados com ansiedade, utilizou-se o teste do
Labirinto Elevado em Cruz, que consiste numa estrutura em cruz, composta por
dois bragos abertos perpendiculares a dois bragos fechados. Esta estrutura
encontra-se a 60 cm do chéo. O rato é colocado no centro do labirinto virado
para um dos bragos abertos onde os quatro bracos se cruzam, a partir de onde
ele pode escolher qualquer um dos quatro bragos. Dois dos bragos sé&o
abertos, permitindo ao rato ver o chao. Os outros dois bragos sao fechados. Os
ratos preferem os bragos fechados, mas podem explorar os bragos abertos.
Considera-se que o animal esta em um dos bragos quando tem as quatro patas
nesse mesmo brago do labirinto, registrando o seu comportamento durante
cinco minutos. O tempo de duragao do teste baseia-se nos estudos iniciais de
Montgomery (1958) que demonstram que os ratos revelam reacdes de fuga
mais vigorosas nos primeiros cinco minutos depois de serem colocados nos
bragcos do labirinto. Depois de cada sessao, o labirinto foi limpo com uma
solugao de 50% de etanol em agua, para minimizar as pistas de odor deixadas
pelo animal anterior.

Comportamentos como o freezing, quantidade de bolos fecais e maior
tempo de permanéncia nos bragos fechados estao relacionados a maior indice
de ansiedade (DRAPIER et al, 2007). Todas as analises foram feitas por um

observador apos gravagao em DVR.

Figura 5: Labirinto em Cruz Elevado (Fonte: a autora)
3.5.3 Memdria Espacial
O teste de Morris Water Maze, ou Labirinto aquatico avalia a capacidade
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do animal para a aquisicdo de memodria espacial, ao se mensurar a laténcia
para que o animal localize uma plataforma submersa em um tanque com agua
opaca (Morris et al., 1982). Foi utilizado um tanque circular de fibra de vidro,
com 134,0 cm de diametro e 40,0 cm de altura, com uma plataforma quadrada
de ago inoxidavel, com dimensdes de 15,0 x 15,0 cm de largura e 28,5 cm de
altura, localizado no centro de uma sala de 12 m?, com uma janela superior no
ponto sul, sendo os treinos e os testes realizados a partir das 8 horas da
manha. Para a realizagdo do teste, adicionou-se no tanque agua até que o
nivel desta ultrapassasse 2,0 cm a altura da plataforma. Em seguida, a agua foi
deixada opaca com acréscimo de amido de milho. O teste consiste de 2 dias de
treinamento e uma sessao de testes realizada 48 horas apds o ultimo treino.
Na fase de treinamento, os ratos tiveram 5 ensaios diarios, com um tempo
maximo de 54 segundos para cada ensaio e intervalos de 30 segundos para
encontrar a plataforma localizada no centro do tanque. Para cada teste o
animal foi solto de frente para a parede do tanque, saindo de pontos pseudo-
aleatdrios. Todas as analises foram feitas por um observador apds gravacao
em DVR.

Figura 6: Labirinto Aquatico de Morris (Fonte: a autora)

3.5.4 Memoria aversiva
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Inicialmente os ratos foram treinados na tarefa de medo condicionado.
Brevemente, esta tarefa utiliza uma camara de treino (modelo MED-VFC2-
SCT-R, Med Associates Inc., St. Albans, Vermont 05478), que consiste em
uma caixa de aluminio (35 x 35 x 35 cm) com um piso feito de barras paralelas
de aco inoxidavel espacadas 0,8 mm entre si. Esta caixa de treino situa-se
dentro de uma caixa maior, acusticamente isolada para atenuar a interferéncia
de sons externos.

No dia de treino, o rato explora livremente o interior da camara de treino
por 2 min. Em seguida, o rato recebe o estimulo condicionado, um estimulo
luminoso rapido. Apos o estimulo condicionado, o rato recebe o estimulo
incondicionado, trés choques difusos (2 s, 0,5 mA) separados por 30s de
intervalo. Os disparos dos estimulos condicionado e incondicionado sao
controlados manualmente. Apds o ultimo choque, o rato retorna a sua caixa-
moradia.

A memodria de longo prazo do condicionamento adquirido € avaliada 24
h, 5 d ou 10 d apds o treino, colocando-se o rato novamente na camara de
treino, acionando-se o estimulo condicionado (luminoso), mas desta vez sem o
estimulo incondicionado (choques). O rato permanece nesta camara 5 min
apods o término do estimulo condicionado.

O desempenho mneménico € mensurado e expresso no tempo que o
rato permanece em estado de paralisia (“freezing”), obtido a partir da filmagem
da camara de treino por uma camera de video acoplada no topo da caixa
maior. Este comportamento de freezing é associado como um indice de medo
em ratos, e um rato é considerado estar em freezing quando ele fica agachado
e completamente imovel, exceto pelos movimentos respiratorios (MAREN et al,

2014). As analises foram feitas por um observador apés gravagcao em DVR.
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Figuras 7 e 8: Teste Aversiva (Fonte: a autora)

3.6 EUTANASIA

Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de Ketamina e 15 mg/kg
de Xilazina, apoés verificado o estado anestésico, os mesmos receberam dose

letal de Tiopental 20 mg/kg por via intraperitoneal.

4 ANALISES

4.1 HISTOLOGIA

Apds os animais serem sacrificados, foi realizada a decapitacédo e
posterior retirada do encéfalo. Os encéfalos foram cortados inicialmente

préximos ao caminho das canulas e colocados em formol a 15%. O material
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coletado foi levado ao laboratorio de patologia e incluso em parafina. As pecgas

foram cortadas em 2 micrometros e coradas com Hematoxilina e Eosina (H.E.).

5. ANALISE ESTATISTICA

Para o tratamento analitico dos dados, inicialmente realizou-se os testes
de distribuicdo normal de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de variancias de
Levene. Em situagbes nas quais houve normalidade e homogeneidade, a
comparagao de grupos foi realizada por meio da analise de variancia fatorial
(ANOVA fatorial), com post hoc por par e correcdo de Bonferroni. Ja em
situagdes nas quais ndo houve normalidade, tampouco homogeneidade, a
comparagao de grupos foi realizada por meio da analise n&do paramétrica de
variancia H de Kruskal-Wallis, com post hoc por postos de média. Todos os
testes adotaram probabilidade de erro <0,05 para inferéncia de diferencga
significativa. Utilizou-se também a analise do Size effect por meio do teste de

Cohen com intervalo de confianga (IC) de 95%.
6. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados no formato de artigos que

correspondem aos objetivos propostos no estudo.

O artigo 1 esta relacionado ao objetivo geral do estudo, assim com parte
do objetivo especifico, que envolvem a analise das respostas referentes ao
exercicio fisico agudo como tratamento dos sintomas cognitivos e motores da

Doenca de Alzheimer.

Ja os artigos 2 e 3, que também respondem a parte do objetivo geral o
quesito da efetividade dos tratamentos, além do objetivo especifico que diz
respeito as suas respostas cognitivas e motoras decorrentes dos tratamentos

com L-Triptofano e Nanoparticulas e sua associagao ao exercicio fisico agudo.
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6.1 Artigo 1 (submetido)
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Resumo

Introdugao: O processo de envelhecimento causa alteracbes de diversas
fungdes executivas e cognitivas, principalmente relacionadas com o aumento
na incidéncia de deméncias, especialmente a Doenga Alzheimer (DA). Diversos
estudos (Stella et al, 2002; Volpato et al, 2008) mencionam o exercicio fisico
como um recurso preventivo de sintomas depressivos, todavia sdo necessarios
estudos que investiguem as alteragdes cognitivas € comportamentais relacionadas a DA
para propor novas intervengdes com tratamentos alternativos, que sejam capazes de
retardar a progressao da doenca e suas complicagdes, como o exercicio fisico agudo.
Materiais e Métodos: A amostra é composta por 10 ratos machos,
Wistars,divididos em 2 grupos (n=5), Natacdo e Alzheimer+Natagdo, com
protocolo de 6 dias de intervencido. Foram realizados testes de ansiedade pelo
Labirinto elevado em cruz, memoria espacial pelo Labirinto aquatico de Morris,
memoria aversiva pelo teste de aversiva em caixa de isolamento, e
comportamento motor por meio do teste Open Field. Resultados: No grupo
Natacédo houve melhora na memoria espacial (169+142,9; 24,2+31,3), porém o
mesmo demonstrou pior comportamento motor apds o exercicio. Foi
igualmente observado um aumento no comportamento de ansiedade (8+13,03;
67,8+48,1) nos animais com a DA, caracteristica relevante da doenga, que néo
apresentou melhora apds o exercicio agudo. Através da analise do size effect
foi possivel observar que houve diferenga no grupo Alzheimer+Natagdo na
diminuicdo da ansiedade e melhora no comportamento motor apds o exercicio.
Discussao: Apesar dos beneficios do exercicio fisico nos sintomas da DA,
ainda ndo existe um consenso do tipo de exercicio fisico e tempo de

intervengao, uma vez que ainda nao existem estudos que comprovem este fato
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de maneira aguda ou cronica. Conclusao: O exercicio fisico de forma aguda
nao se mostrou totalmente eficaz como tratamento das alteracbes
comportamentais quando a DA, porém obteve um efeito médio na analise pelo

Size effect sobre o comportamento motor e a ansiedade.

Palavras-chave: Doeng¢a de Alzheimer, atividade fisica, envelhecimento,

memoria, comportamento motor

Abstract

Introduction: The aging process causes changes in several executive and
cognitive functions, mainly related to the increase in the incidence of dementias,
especially Alzheimer's disease (AD). Several studies (Stella et al., 2002;
Volpato et al, 2008) mention physical exercise as a preventive remedy for
depressive symptoms, but studies are needed to investigate the cognitive and
behavioral changes related to AD to propose new interventions with alternative
treatments, which are capable of slowing the progression of the disease and its
complications, such as acute physical exercise. Materials and Methods: The
sample consisted of 10 male rats, Wistars, divided into 2 groups (n= 5),
Swimming and Alzheimer + Swimming, with a 6-day intervention protocol.
Anxiety tests were performed by the high cross labyrinth, spatial memory by the
Morris Aquatic Labyrinth, aversive memory by insulation box aversive test, and
motor behavior by the Open Field test. Results: In the Swimming group there
was improvement in spatial memory (169 £ 142.9, 24.2 £ 31.3), but the same
one showed worse motor behavior after the exercise. An increase in anxiety
behavior (8 + 13.03; 67.8 + 48.1) was also observed in animals with AD, a

relevant feature of the disease, which did not show improvement after acute
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exercise. Through the analysis of the size effect it was possible to observe that
there was difference in the Alzheimer + swimming group in the reduction of
anxiety and improvement in motor behavior after exercise. Discussion: Despite
the benefits of physical exercise in the symptoms of AD, there is still no
consensus on the type of physical exercise and time of intervention, since there
are as yet no studies that prove this fact in an acute or chronic way.
Conclusion: Acute physical exercise was not fully effective as a treatment for
behavioral alterations when AD, but obtained a mean effect on Size Effect on

motor behavior and anxiety.

Keywords: Alzheimer Disease, exercise, aging, memory, motor behaviour

Resumen

Introduccion: El proceso de envejecimiento causa cambios de diversas
funciones ejecutivas y cognitivas, principalmente relacionadas con el aumento
en la incidencia de demencias, especialmente la enfermedad de Alzheimer
(DA). En el presente trabajo se analizan los resultados obtenidos en el estudio
de los resultados de la evaluaciéon de la calidad de los alimentos, son capaces
de retardar la progresion de la enfermedad y sus complicaciones, como el
ejercicio fisico agudo. Materiales y Métodos: La muestra se compone de 10
ratas machos, Wistars, divididos en 2 grupos (n = 5), Natacion y Alzheimer +
Natacién, con protocolo de 6 dias de intervencion. Se realizaron pruebas de
ansiedad por el Laberinto elevado en cruz, memoria espacial por el Laberinto
acuatico de Morris, memoria aversiva por la prueba de aversiva en caja de
aislamiento, y comportamiento motor por medio del test Open Field.

Resultados: En el grupo Natacion hubo mejoria en la memoria espacial (169 *
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142,9, 24,2 + 31,3), pero el mismo demostré peor comportamiento motor
después del ejercicio. Se observéo un aumento en el comportamiento de
ansiedad (8 £ 13,03, 67,8 + 48,1) en los animales con la DA, caracteristica
relevante de la enfermedad, que no presentd mejora después del ejercicio
agudo. A través del analisis del size effect fue posible observar que hubo
diferencia en el grupo Alzheimer + Natacion en la disminucion de la ansiedad y
mejora en el comportamiento motor después del ejercicio. Discusién: A pesar
de los beneficios del ejercicio fisico en los sintomas de la DA, todavia no existe
un consenso del tipo de ejercicio fisico y tiempo de intervencion, ya que aun no
existen estudios que comprueban este hecho de manera aguda o cronica.
Conclusién: El ejercicio fisico de forma aguda no se mostro totalmente eficaz
como tratamiento de las alteraciones conductuales cuando la DA, sin embargo,
obtuvo un efecto medio en el analisis por el Size effect sobre el

comportamiento motor y la ansiedad.

Palabras-clave: Enfermedad de Alzheimer, actividad fisica, envejecimiento,

memoria, comportamiento motor

Introdugao

O processo de envelhecimento cognitivo acelera o processo de atrofia
cerebral, ocorrendo a dilatacdo de sulcos e ventriculos, perda de neurdnios,
presengca de placas neuriticas (PN) e emaranhados neurofibrilares (ENF),
depositos de proteina beta-amildide e degeneragdo granulovacuolar’,
causando principalmente alteragbes das fungdes como a linguagem, memoria,

julgamento, orientagao témporo-espacial e fungcao executiva. Um dos principais
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fatores relacionados com o crescimento desta parcela da populagéo esta no
aumento na incidéncia de deméncias, especialmente, a Doenca de Alzheimer

(DA).

Alteragbes comportamentais e cognitivas surgem com a progressao da
DA, necessitando de atencdo e cuidados com uso de medicamentos,
institucionalizagdo ou sobrecarga de cuidadores e familiares. Além das
mudangas neurofisiolégicas e neuroquimicas que interferem no humor e
provocam os sintomas depressivos estdo amplamente envolvidos no
crescimento da morbidade e da mortalidade e consequentemente ao aumento
da utilizacdo em servicos de saude?3. Portanto, sdo necessarios estudos que
investiguem as alteragbes cognitivas e comportamentais relacionadas a DA
para melhor compreender estas alteragcées e propor novas intervengdes com
tratamentos alternativos aos medicamentos e outros tratamentos ja
conhecidos, como o Donazepil® ou Eranz®, que sejam capazes de retardar a

progressao da doenga e suas complicagoes.

Segundo Cotman*, o exercicio fisico pode causar alteragdes
bioquimicias e fisiolégicas que melhoram o desempenho e funcionamento
cerebral, promovendo maior protecdo em relagdo a doengas
neurodegenerativas, além de elevar o desempenho cerebral e capacidade de
aprendizado. Cumulativamente, de acordo com Cooper®, o exercicio fisico
regular proporciona a diminuicdo do estresse ou tensdo, proveniente do
aumento da taxa de endorfinas, as quais agem sobre o sistema nervoso
reduzindo o impacto estressor do ambiente e com isso prevenindo ou

reduzindo transtornos depressivos.
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Diversos estudos mencionam o exercicio fisico como um recurso
preventivo de sintomas depressivos e alteragdes motoras®’, constituindo um
tema importante a ser aprofundado como método de tratamento da DA. No
entanto, o efeito agudo do exercicio sobre as complicagdes de DA ainda nao é
conclusivo, uma vez que estes estudos citados foram realizados com

individuos saudaveis com carater preventivo.

Assim, de acordo com o conteudo anteriormente descrito, o presente
estudo tem como objetivo analisar a influéncia do exercicio fisico agudo no
comportamento motor e cognitivo em modelo experimental de Alzheimer.
Tendo como hipotese a probabilidade do exercicio fisico agudo amenizar os

sintomas da DA.
Materiais e métodos

Este estudo teve a aprovacdo do Comité de Etica em uso animal —
CEUA da Universidade Estadual do Centro-Oeste sob o parecer 025/2016, e a
amostra foi composta por 10 animais, da raga Rattus Norvegicus, linhagem
Wistar, machos, pesando entre 200-250 gramas, com idade de 2 meses, 0s

quais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos como descrito na tabela a

seqguir:
GRUPOS (n=5) DESCRICAO INTERVENCAO
Natacao Controle positivo Sem intervencéao
com indugao das
placas senis

Alzheimer+Natacao Grupo Natagdo Protocolo de Natacao
com inducao de
placas senis e
exercicio fisico
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Cirurgia experimental

Os animais (n=5) foram anestesiados intra-abdominal com uma solu¢ao
na propor¢cédo de 80 mg/kg de Cloridrato de Cetamina (Ketamina, frasco de
10ml) para 15 mg/kg de Cloridrato de Xilasina (Dopaser, frasco de 10ml) via
intraperitoneal e levados a um aparelho estereotaxico da marca INSIGHT®,
onde suas cabecas foram fixadas pelo rochedo temporal e incisivos superiores.
As coordenadas utilizadas foram: AP= 0.0 mm, ML=+ 0.8 mm e DV=4.0 mm,
respectivamente, tomando-se o bregma como referéncia, estando as suturas
lambdoide e bregmatica em um mesmo plano horizontal, sendo injetado 3
microlitros de Toxina Beta-Amildide1-42 por meio de uma seringa Halminton de
dez microlitros, sendo injetado 0,02 microlitros a cada minuto totalizando 9
minutos de indugdo. Para a analgesia utilizou-se o cloridrato de tramadol na
dose de 10 mg/kg, a cada 12 horas, por via intraperitoneal durante 7 (sete)

dias8.

Apo6s a indugdo do processo de placas senis e neurofibrilagcdo os
animais ficaram em descanso por um periodo de 30 dias para que ocorressem
0s processos inflamatérios e neurodegenerativos dos neurdnios hipocampicos,
descritos na Figura 1, onde estao dispostas imagens da regido do hipocampo
do grupo com Alzheimer (A e B) e do grupo sem Alzheimer (C e D). Em A e B
as setas pretas indicam a disposicdo das placas senis em meio as células
neurais. Ja em C e D as setas brancas indicam a disposi¢cao de diversas
células neuronais sem a presenca de placas senis, visto que ndo houve a
inducdao demencial nestes animais. Desta forma, pode-se dizer que o protocolo

experimental é eficiente em relagédo a indugao da Doenga de Alzheimer.
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Figura 1: Histologia de Hipocampo de ratos (A, B = presenca de Alzheimer; C, D=

auséncia de placas senis).

Protocolo Natacao

Os animais foram submetidos a um treinamento diario com duragao de
30 minutos sem intervalo; durante o periodo de 6 dias consecutivos, tendo 3
dias de adaptagdo ao meio aquatico antes do inicio do tratamento. Utilizou-se
uma sobrecarga de treinamento de chumbo, representando 5% da massa

corporal do animal.

Testes comportamentais

Comportamento motor

Para avaliagao da atividade motora utilizou-se o teste de campo aberto
(CA), onde os animais foram colocados cuidadosamente no centro do CA e
deixados a explora-lo livremente durante 5 min. Sendo registrados trés
parametros motores: numero de quadrantes (0 numero de travessias das
quatro patas do animal de um quadrante para outro), frequéncia de levantar (o

numero de vezes que 0s animais permaneceram sobre as patas traseiras),
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quantidade de bolos fecais e tempo de imobilidade (tempo em segundos que o

animal permanece imoével)®.

Ansiedade

Na analise dos fatores relacionados com ansiedade utilizou-se o teste do
Labirinto Elevado em Cruz. O tempo de duragao do teste é de cinco minutos
visto que os ratos revelam reag¢des de fuga mais vigorosas nos primeiros cinco
minutos depois de serem colocados nos bragos do labirinto. Comportamentos
como o freezing, grooming e maior tempo de permanéncia nos bragos

fechados estdo relacionados & maior indice de ansiedade™.

Meméria Espacial

O teste de Morris Water Maze, ou Labirinto aquatico foi aplicado para
avaliar a capacidade do animal na aquisicdo de memoria espacial, ao se
mensurar a laténcia para que o animal localize uma plataforma submersa em
um tanque com agua opaca''. Na fase de treinamento, os ratos tiveram 5
ensaios diarios, com um tempo maximo de 54 segundos para cada ensaio e
intervalos de 30 segundos para encontrar a plataforma localizada no centro do
tanque. Para cada teste o animal foi solto de frente para a parede do tanque,

saindo de pontos pseudo-aleatorios.

Memoaria aversiva

Inicialmente os ratos foram treinados na tarefa de medo condicionado.
Brevemente, esta tarefa utiliza uma cémara de treino (modelo MED-VFC2-
SCT-R, Med Associates Inc., St. Albans, Vermont 05478), que consiste em

uma caixa de aluminio (35 x 35 x 35 cm) com um piso feito de barras paralelas
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de aco inoxidavel espacadas 0,8 mm entre si. Esta caixa de treino situa-se
dentro de uma caixa maior, acusticamente isolada para atenuar a interferéncia

de sons externos.

O desempenho mneménico € mensurado e expresso no tempo que o
rato permanece em estado de paralisia (“freezing”). Este comportamento &

associado como um indice de medo em ratos'2.

Eutanasia

Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de Ketamina e 15 mg/kg
de Xilazina, apoés verificado o estado anestésico, os mesmos receberam dose

letal de Tiopental 20 mg/kg por via intraperitoneal.

Analise estatistica

Para o tratamento analitico dos dados, inicialmente realizaram-se os
testes de distribuicdo normal de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de
variancias de Levene. Em situagbes nas quais houve normalidade e
homogeneidade, a comparagao de grupos foi realizada por meio da analise de
variancia fatorial (ANOVA fatorial), com post hoc por par e correcao de
Bonferroni. Ja em situagbes nas quais nao houve normalidade, tampouco
homogeneidade, a comparagao de grupos foi realizada por meio da analise nao
parameétrica de variancia H de Kruskal-Wallis, com post hoc por postos de
meédia. Todos os testes adotaram probabilidade de erro <0,05 para inferéncia
de diferenga significativa. Utilizou-se também a analise do Size effect por meio

do teste de Cohen com intervalo de confianga (IC) de 95%.
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Resultados

Na tabela 1 estdo expressos os valores relacionados ao teste
comportamental de ansiedade animal em todas as suas variaveis. No grupo
Alzheimer+Natagdo houve diferenga significativa entre o pré e pds indugéo,
comprovando a presenga da DA (p=0,00) visto que os animais ficaram mais
ansiosos por meio da variavel freezing, principal caracteristica analisada por
meio deste teste. Ja o grupo Alzheimer+Natagdo apresentou diferenga com
significancia estatistica entre o pré inducdo e pos natagcédo, onde os animais
permaneceram maior tempo no brago fechado (TBF), o que demonstra maior

nivel de ansiedade.

Tabela 1: Andlise comparativa entre as fases dos grupos Natagao e

Alzheimer+Natacao para as variaveis da ansiedade.

Natacao Alzheimer + Natacao
Pos

Pré Pds Pré Pés inducao+

Natacao natacao Inducao Inducao natagcao

Freezing(s)? 4,8+3,96 3,426 8+13,03* 67,8148, 1 18+18,2
Grooming(n)®| 3,2+1,09 2,6£1,94 2,6+1,51 312,12 3,2+2,28
TBA (s)® 34,4+22,05 | 7,245,8 14,6224 00 4,0+8,9
TBF (s)* 265,6+22,05|292,845,8 | 147,4+112,3 | 233,2+130,4 | 275+11,18

A= diferenca entre pré e pds; ¥= paramétricos (Anova); Q=nao paramétricos (Krukal Wallis),
(p<0,05).

Na tabela 2 encontram-se os valores relacionados a memoéria espacial
dos animais. No grupo Natagao verificou-se uma influéncia significativamente
positiva do exercicio agudo (p=0,001). Todavia no grupo Alzheimer+Natacao

nao se obteve qualquer diferenca estatistica significativa.

Tabela 2: Andlise comparativa entre as fases dos grupos Natagao e

Alzheimer+Natagao para a memoria espacial.



Natacao Alzheimer + Natacao
Pos
Pds Pré Pos indugao+
Pré natacdo | natacdo | Inducido Inducdo | Natacdo
Laténcia(s)? | 169+142,9" | 24,2+31,3 | 53,2+54,2| 6,6+4,6 |48,4+71,2

A= diferenga entre pré e pos; Q = ndo paramétricos (Krukal Wallis), (p<0,05).
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Na tabela 3 encontram-se os valores relacionados a memoria aversiva,

onde nenhuma das comparagdes obteve diferencga estatistica significativa.

Tabela 3: Analise comparativa entre as fases dos grupos Natagdo e Alzheimer+Natacao

para a memdria aversiva.

Natacao Alzheimer + Natacao
i Pds
MEMORIA Pré Pos Pré Pos inducéo+
AVERSIVA |indugdo | Indugdo | Indugédo | Indugdo | natagdo
Freezing (s)® | 947,0 6,4+4.9 7,4+4.8 5,815,4 6,8+3,2

Q= n&o paramétricos (Krukal Wallis), (p<0,05).

Na tabela 4 estdo descritas as variaveis que dizem respeito ao

comportamento motor do animal. Pode-se observar a diferenga significativa no

grupo Natacgdo, onde observou-se uma diminuicdo do desempenho motor pelo

deslocamento nos quadrantes, o que demonstra que neste caso o exercicio

fisico agudo nao foi benéfico, porém ndo houve aumento nas caracteristicas de

medo e ansiedade, que pode ser observado nas variaveis do grupo

Alzheimer+Natagao pelo freezing (p=0,001).

Tabela 4: Analise comparativa entre as fases dos grupos Natagao e

Alzheimer+Natacao para as variaveis do comportamento motor.

Natacao Alzheimer + Natacao
Po
COMPORTAMENTO Pré Pés Pré Pés induggo+
MOTOR natagao natagao Inducdo inducdo natagao
Elevacgées (n)* 19+7,7 5,4+2.8 29,8+13,8 19+8,4 5,6+5,3
Freezing (s) ¥ 5,2+4,6 7,04£8,3 6,6+9,3" | 92,4452,3 | 141+£33,9
Fezes (n)® 4+1,41 1,240,44 | 56+1,14 | 2,4+1,51 | 3,6%1,81




40

Laténcia centro (s)® 1,2+1,78 | 38,6+41,5 11+11,5 9,4+3,5 4,2+6,57
Q1 (n)* 54+2 1" | 1,6£1,14 7+2 54 2,6£2,07 | 1,4x1,14
Q2 (n)* 6,4+2,0" 141 5,442 3" 24123 1,415
Q3 (n)* 5,2+0,83* | 6+0,89 5,613,3 3,2+2,38 241,22
Q4 (n)* 5,4+1,81" | 1,4+0,89 5,612,779 3,423 | 2,4+1,14

A= diferengca pré e poés; ¥= paramétricos (Anova),

(p<0,05).

Q= ndo paramétricos (Krukal Wallis),

Na tabela 5 estao dispostos os valores da analise do tamanho do efeito

pelo tamanho da amostra, onde comparou-se os dados nos grupos avaliados.

E possivel observar que apesar da amostra pequena e algumas analises

nao apresentarem diferenga estatistica significativa, por meio do size effect

percebe-se que houve diferenca.

Tabela 5: Tamanho do Efeito (size effect).

pré/pos pos inducao/pos
natacao pré/pés indugao natacao
Size effect D r D r d r

Freezing | 0,34 | 0,17 | -167 | -0,64 1,3 0,56t
Grooming | 0,38 | 0,18 | -0,21 -0,1° -0,09 -0,04"

TBA 1,68 | 0,64t | 0,92 0,41 -0,6 -0,3
ANSIEDADE TBF -1,68 | -0,64 | -0,7 -0,33 -0,4 -0,22°
MEMORIA ESPACIAL | Laténcia 1,4 0,57 1,21 0,51 -0,82 -0,38
MEMORIA AVERSIVA | Freezing | 0,43 | 0,21 0,31 0,15 -0,22 -0,11
Elevagoes | 2,34 | 0,76 | 0,94 0,42 1,9 0,69
Freezing | -0,26 | -0,13" | -2,28 | -0,75 -1,1 -0,48
Fezes 2,71 | 0,807 | 2,43 0,77t -0,72 -0,34

Laténcia | -1,27 | -0,53" | 0,18 0,09 0,98 0,44

Q1 2,26 | 0,74 1,92 0,69 0,73 0,34

Q2 341 | 0,867 | 0,86 0,39 1,03 0,45

COMPORTAMENTO Q3 -0,92 | -0,42° | 0,83 0,38 0,63 0,3
MOTOR Q4 28 | 0817 | 0,86 0,39 0,55 0,26

d= média da diferenca; r= tamanho do efeito; IC= 95%; ¥= grande

efeito (0,40-0,70); *valores negativos=sem efeito.

Discussao

efeito (=0,80); t= médio
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A memoria espacial apos o exercicio fisico agudo demonstrou-se melhor
nos individuos saudaveis, ja que o exercicio apresenta beneficios sobre a
plasticidade cerebral e fungdo cognitiva que podem ocorrer devido a
angiogénese e aumento do fluxo sanguineo cerebral, que por consequéncia
aumentam a oxigenagdo, o transporte de nutrientes e neurotrofinas’?,
corroborando com o estudo de Erickson et al'¥, onde observou-se em idosos
sem deméncia, que niveis elevados de exercicios fisicos aerobios influenciam
na preservagao do volume do hipocampo e promovem um melhor desempenho
em testes de memodria espacial. Contradizendo seus beneficios, ndo houve
melhora no grupo onde os animais apresentavam a DA, uma vez que a
memoria espacial encontra-se prejudicada nestes individuos. Além disso,
apresenta valores menores de laténcia apds a indugao da doencga, o que pode
ter ocorrido por influéncia de fatores ambientais externos como a temperatura,
ruidos ou a luminosidade do ambiente'>. O estudo de Rogge et al'® demonstrou
12 semanas de treinamento de equilibrio em adultos saudaveis tém efeitos
positivos sobre a memoria e a cognigédo espacial, no entanto ainda néo se sabe
com certeza qual o tipo de exercicio com melhores efeitos sobre a cogni¢cao

mesmo em individuos saudaveis.

A pratica de exercicio fisico vem sendo descrita como fator importante
para o envelhecimento saudavel pelos seus beneficios ao SNC, uma vez que
promove alteracdo de monoaminas cerebrais, como a dopamina, serotonina e
noradrenalina, além do aumento da perfusdo sanguinea, que melhora a
oxigenagao e consequentemente o funcionamento cerebral. Assim como,
segundo Cotman*, o exercicio fisico pode elevar o BDNF (brain-derived

neurothropic factor) além de outros fatores de crescimento, como estimular a
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neurogénese, mobilizar a expressdo de genes que beneficiam o processo de
plasticidade cerebral, aumentar a resisténcia do cérebro ao dano, melhorar a
aprendizagem e o desempenho mental, e promover a regeneragdo axonal de

neurdnios em individuos saudaveis.

Uma reviséo sistematica feita por Coelho et al'’, relata que embora uma
questdo ainda controversa, a pratica regular de atividade fisica sistematizada,
preferencialmente associada a estimulagdo cognitiva, € benéfica tanto
preventivamente ou na melhora temporaria das fungdes cognitivas,
particularmente de atencdo, fungdes executivas e linguagem, em pacientes
com DA. Porém ainda ndo existe um consenso do tipo de exercicio fisico e
tempo de intervencao, além de ndo apresentar resultados positivos em todos

os sintomas e caracteristicas da doenca.

Apesar de nao demonstrar diferenga estatisticamente significativa em
relagdo a ansiedade, que apresentou-se elevada apds a indugdo da DA
caracterizada pelo aumento do tempo de freezing, o exercicio fisico agudo
apresentou um efeito médio no grupo Alzheimer+Natacdo pelo teste de
Cohen8. No estudo de Barbosa & de Lima'® usaram maior nimero de animais
e metodologia semelhante obtiveram diminuicdo significativa da ansiedade.
Apesar de nao apresentarem diferenga estatistica significativa, os fatores de
menor tempo no brago aberto e maior tempo no brago fechado parecem estar
relacionados a resposta defensiva, ou seja, entre o conflito esquiva-exploracao

em relagdo ao brago aberto?.

A memodria aversiva por sua vez nao apresentou diferencga, corroborando

com outros estudos como de Hopkins et al?! e Radak et al*?> que demonstram a
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memoria induzida pelo exercicio e avaliada por testes de reconhecimento de
objetos e esquiva inibitéria/memoria aversiva nao pode ser observada nem
mesmo em 2 e 8 semanas apos o treino, onde provavelmente o tempo de
treinamento ndo foi suficiente para causar alguma alteracdo positiva na

memoria aversiva dos animais.

Por fim, a analise do comportamento motor demonstrou que a DA
prejudica o desempenho e deslocamento do animal, possivelmente causado
pela morte neuronal e degeneragao sinaptica, como descrito por Machado?3. O
exercicio fisico agudo neste caso demonstrou uma diminuigdo na atividade
motora, apesar de os valores relacionados & ansiedade e medo nao
aumentarem. Uma vez que a técnica utilizada por meio do peptideo beta-
amiloide ativo altera o comportamento motor dos animais, os quais ficam em
um estado de estagnizagdo como um estado depressivo?*. Pela analise do
tamanho do efeito observa-se uma melhora no comportamento motor
exploratério do animal apdés o exercicio fisico agudo nos animais com
Alzheimer, assim como na diminuicdo da laténcia, caracterizada pela
permanéncia no centro da arena, ambos com efeito médio.

O presente estudo é de grande importancia, uma vez que a populagao
esta cada vez mais idosa e com isso aumentam os riscos das doengas
neuroldgicas, necessitando de meétodos inovadores de tratamento que
melhores a qualidade de vida desta populacdo. Algumas limitagdes do presente
estudo devem ser consideradas. Sendo principalmente o fato do tamanho da
amostra, o que causa uma grande discrepancia entre os valores das analises
estatisticas, mesmo utilizando-se ferramentas como o size effect. Além disso, a

necessidade de pessoas treinadas e com habilidades para o manuseio e
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realizacdo dos procedimentos cirurgicos e analises dos testes para dar maior

credibilidade aos resultados.

Conclusao

De acordo com o presente estudo podemos concluir que o exercicio
fisico de forma aguda, nos animais saudaveis apresentou eficiéncia na melhora
e prevengao das alteragbes comportamentais e cognitivas em relagdo a

memoaria espacial.

Apesar de ndo apresentar diferencas significativas, o exercicio agudo
demonstrou nas variaveis do comportamento motor tamanho de efeito

considerado eficiente como forma de tratamento do Alzheimer.

Futuros estudos com maior amostra e diferentes analises deverdo ser

realizados para confirmar os resultados apresentados pela presente pesquisa.
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Resumo

Introdug¢do: A doenca de Alzheimer ¢ a patologia neurodegenerativa mais
comum, com manifestagdes cognitivas e comportamentais. A diminui¢@o da produgdo e
ativacdo de alguns neurotransmissores esta também relacionada com a patologia, como
a Serotonina, proveniente do aminoacido essencial Triptofano. Diferentes métodos para
potencializar a acdo de farmacos e melhorar sua acdo no organismo vem sendo
estudados, dentre eles as Nanoparticulas. Objetivo: analisar a eficacia do L-triptofano e
das Nanoparticulas de L-triptofano na resposta aguda de comportamentos motores e

cognitivos em modelo experimental de Alzheimer. Materiais e Métodos: 15 ratos
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Wistars, divididos em 3 grupos (n=5) GC (controle Alzheimer), GLt (L-triptofano) e
GN (Nanoparticulas), com tratamento por seis dias consecutivos. Foram realizados
testes de ansiedade, memoria espacial, memoria aversiva, € comportamento motor.
Resultados e Discussdo: Na andlise da ansiedade observou-se melhora com ambos os
tratamentos, sendo que o GN apresentou melhora em duas variaveis: freezing (79+18,8;
74,6+14,2) e TBF (287,8+1,08; 268+40,8) ¢ o GLt apenas no freezing (103,8+44,4).
Nas andlises de memoria espacial, memoria aversiva e comportamento motor nao houve
diferenca significativa em relagdo aos tratamentos. Apesar de nao apresentarem
diferenca significativa, por meio do Size Effect é possivel observar diferencas em
relacdo aos tratamentos, tanto na ansiedade quanto comportamento motor, onde o GN
apresentou melhores resultados em relacdo ao GLt. As nanoparticulas demonstraram
efeito benéfico como método de tratamento da ansiedade e do comportamento motor,
mesmo que em um curto periodo de tempo. Conclusdo: Por meio do presente estudo
observou-se que o uso das nanoparticulas como tratamento para as alteracdes
comportamentais motoras e cognitivas do Alzheimer ¢ eficiente, devido a melhora dos

quadros de ansiedade e comportamento motor.

Palavras-chave: Doenga de Alzheimer, nanoparticulas, triptofano

Introducio

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ a patologia neurodegenerativa mais comum, com
manifestagdes cognitivas e neuropsiquiatricas, definida pela macica perda sinaptica e
pela degeneracdo neuronal observada nas regides cerebrais responsaveis pelas funcdes
cognitivas, incluindo o cortex cerebral, o hipocampo, o cortex entorrinal e o estriado
ventral (LOPEZ & GARRE-OLMO, 2007; SELKOE, 2001).

Além disso, as alteragdes comportamentais aparecemde forma precoce eintensa,
podendo iniciar com alteracdes nas fungdes de linguagem, memoria, julgamento,
orientacdo t€émporo-espacial e funcdo executiva(OLIVEIRA, 2010).

A formacgado das placas amiloides e dos emaranhados neurofibrilares intraneurais
sdo as caracteristicas mais importantes no desenvolvimento da DA, contribuindo para o
processo degenerativo (MACCIONI et al. 2001). A diminui¢do da produgdo e ativagao
de alguns neurotransmissores responsaveis pelo funcionamento cerebral esta também

relacionada com a patologia, como a Serotonina (5-HT), proveniente do aminoacido
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essencial Triptofano,sendo este fornecido pela ingestao dietética normal ou degradagao
de proteinas presentes no organismo (WURTMAN & FERNSTROM, 1975).

A 5-HT encontra-se em varias regides do cérebro, principalmente nos nucleos da
rafe do tronco cerebral, que possui corpos celulares de neur6nios serotoninérgicos, que
sintetizam, armazenam e a liberam como neurotransmissor (KATZUNG & JULIUS,
2002).

Alguns farmacosja sdo utilizados no tratamento da DA e, apesar de suas
caracteristicas farmacoterapéuticas ainda sdo fisiologicamente insuficientes em
providenciar a cura e ou controle clinico da doenga (SOUZA, et al. 2014), tornando
necessarios novos estudos com diferentes farmacos que possam vir a ser utilizados
como possiveis alternativas no tratamento.

Diferentes métodos para potencializar a acdo de farmacos e melhorar sua agao
no organismo vem sendo utilizados em diversos estudos, dentre eles destacam-se as
Nanoparticulas, que tem como fun¢do aumentar a biodisponibilidade dos farmacos, e
com isso ocultar os efeitos colaterais que os mesmo podem causar, além de possuirem
alta estabilidade, oque confere longa vida util no organismo, alta capacidade de
transporte e a viabilidade de incorporagdo de substancias hidrofilicas e hidrofobica
(YAN et al. 2010).

Para tanto esse estudo tem como objetivo analisar a eficacia do L-triptofano e
das Nanoparticulas de L-triptofano na resposta aguda de comportamentos motores e

cognitivos em modelo experimental de Alzheimer.

Materiais e Métodos

A amostra foi composta por 15 animais, da ragca Rattus Norvegicus, linhagem
Wistar, machos, pesando entre 200-250 gramas, com idade de 2 meses, com ragdo e
agua ad libitum durante todo o periodo do estudo.As gaiolas com os animais foram
dispostas em prateleira, mantidas em sala sob o ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes
ligadas de 7 h as 19 h) em temperatura de 23+1 °C, controlado por ar condicionado
sprint 7000BTU’s. Este estudo teve a aprovagdo do Comité de Etica em uso animal —
CEUA da Universidade Estadual do Centro-Oeste sob o parecer 025/2016.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos descritos na tabela 1.

TABELA 1: Divisdo dos grupos.
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GRUPOS (n=5) DESCRICAO INTERVENCAO
GC Indugdo das placas senis Sem intervengao
GN Grupo Nanoparticulas com | Ingestao das Nanoparticulas
indugdo das placas senis de L-Triptofano
GLt Grupo L-Triptofano com Ingestdo de L-Triptofano
indugdo das placas senis
CIRURGIA EXPERIMENTAL

Os animais (n=15) foram anestesiados intra-abdominal com uma solu¢do na
proporcao de 80 mg/kg de Cloridrato de Cetamina (Ketamina, frasco de 10ml) para 15
mg/kg de Cloridrato de Xilasina (Dopaser, frasco de 10ml) e levados a um aparelho
estereotaxico da marca INSIGHT®, onde suas cabecas foram fixadas pelo rochedo
temporal e incisivos superiores. As coordenadas utilizadas foram: AP= 0.0 mm, ML=+
1.8 mm e DV= 4.0 mm, respectivamente, tomando-se o bregma como referéncia,
estando as suturas lambdoide e bregmatica em um mesmo plano horizontal, sendo
injetado 3 microlitros de Toxina Beta-Amildide.42 por meio de uma seringa Halminton
de dez microlitros, sendo injetado 0,02 microlitros a cada minuto totalizando 9 minutos
de inducdo, seguindo as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson, 1997. Para a
analgesia utilizou-se o cloridrato de tramadol na dose de 10 mg/kg, a cada 12 horas, por
via intraperitoneal durante 7 (sete) dias (KAMERMAN, 2007).

Ap6s a indugdo do processo de placas senis e neurofibrilacdo os animais ficaram
em descanso por um periodo de 30 dias para que ocorressem os processos inflamatorios
e neurodegenerativos dos neurdnios hipocampicos. Foi realizada a eutanédsia de um
animal para verificagdo da presenca de placas e neurofibrilas no hipocampo, somente
apos esta verificacdo os demais animais receberam seus respectivos protocolos de
tratamento.

TRATAMENTOS

Nanoparticulas de L-Triptofano e L-Triptofano

O tratamento foi feito por gavagem de 1,5 mg das nanoparticulas de Triptofano e
L-triptofano por um periodo de seis dias consecutivos sendo administrado sempre no
mesmo hordrio.

Obtengao das nanoparticulas de L- triptofano

As nanoparticulas contendo triptofano foram preparadas pelo método de

emulsificagdo evaporacdo do solvente, por meio de uma emulsdo simples (O/A).
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Inicialmente, 5,0 mg de triptofano foram dissolvidos em solvente apropriado e o
polimero para a obtengdo do sistema nanoestruturado (poli-epsiloncaprolactona, 50 mg)
dissolvido em diclorometano (1000 pL), formando assim a fase oleosa da formulagdo.
A fase oleosa foi vertida na fase aquosa composta de 10 mL de alcool polivinilico
(PVA) 0,5%, esse processo ocorreu sob sonica¢do por 3 minutos a 60 Hz. Apds
sonicagdo, a emulsdo formada foi levada para evaporagdo em evaporador rotatorio sob
pressdo negativa para remog¢ao dos solventes organicos. As nanoparticulas formadas
foram separadas por centrifugacdo (15000 rpm/30 minutos), ¢ o precipitado de
ressuspenso em agua, seguido de nova centrifugacdo. O sobrenadante resultante das
duas centrifugacdes foi separado para analise da eficiéncia de encapsulagdo do
triptofano. O precipitado de nanoparticulas foi ressuspenso em sacarose 5% ¢
liofilizado, para posterior armazenamento. A produgdo final de nanoparticulas utilizada
foi de 90mg, dividida entre os animais que receberam a dose de 1,5mg, onde as
nanoesferas apresentaram tamanho aproximado de 171,6nm.

O polimero utilizado para encapsular o triptofano foi a zeina (proteina do milho)
junto ao caseinato de sddio (proteina do leite) que torna o composto mais hidrofilico,
tronando a liberagdo do farmaco mais rapida mesmo que controlada, uma vez que o
triptofano apresenta caracteristicas hidrofobicas com liberacdo controlada mais lenta.
Dentre todas as analises do controle de qualidade da producdo das nanoparticulas
somente o potencial Z ndo foi realizado por se tratar de uma medida indireta, a qual

reflete o potencial elétrico das particulas em suspensao.

Testes Comportamentais

Ansiedade

Na analise dos fatores relacionados com ansiedade, utilizou-se o teste do
Labirinto Elevado em Cruz, que consiste numa estrutura em cruz, composta por dois
bragos abertos perpendiculares a dois bragos fechados. Esta estrutura encontra-se a 60
cm do chdo. O rato ¢ colocado no centro do labirinto virado para um dos bragos abertos
onde os quatro bracos se cruzam, a partir de onde ele pode escolher qualquer um dos
quatro bracos. Dois dos bracos sdo abertos, permitindo ao rato ver o chdo. Os outros
dois bracos sdo fechados. Os ratos preferem os bragos fechados, mas podem explorar os
bragos abertos. Considera-se que o animal estd em um dos bragos quando tem as quatro

patas nesse mesmo braco do labirinto, registrando o seu comportamento durante cinco
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minutos. Depois de cada sessdo, o labirinto foi limpo com uma solucdo de 50% de
etanol em dagua, para minimizar as pistas de odor deixadas pelo animal anterior.

Comportamentos como o freezing, quantidade de bolos fecais e maior tempo de
permanéncia nos bracos fechados estdo relacionados a maior indice de ansiedade
(DRAPIER et al. 2007). Todas as andalises foram feitas por um observador apds
gravagdo em DVR.

Memoria Espacial

O teste de Morris Water Maze, ou Labirinto aquatico foi aplicado para avaliar a
capacidade do animal na aquisicdo de memoria espacial, ao se mensurar a laténcia para
que o animal localize uma plataforma submersa em um tanque com agua opaca (Morris
et al. 1982). Foi utilizado um tanque circular de fibra de vidro, com 134,0 cm de
diametro ¢ 40,0 cm de altura, com uma plataforma quadrada de ago inoxidavel, com
dimensoes de 15,0 x 15,0 cm de largura e 28,5 cm de altura, localizado no centro de
uma sala de 12 m?, com uma janela superior no ponto sul, sendo os treinos e os testes
realizados a partir das 8 horas da manha. Para a realizacao do teste, adicionou-se no
tanque agua até que o nivel desta ultrapassasse 2,0 cm a altura da plataforma. Em
seguida, a dgua foi deixada opaca com acréscimo de amido de milho. O teste consiste de
2 dias de treinamento e uma sessao de testes realizada 48 horas apods o ultimo treino. Na
fase de treinamento, os ratos tiveram 5 ensaios didrios, com um tempo maximo de 54
segundos para cada ensaio e intervalos de 30 segundos para encontrar a plataforma
localizada no centro do tanque. Para cada teste o animal foi solto de frente para a parede
do tanque, saindo de pontos pseudo-aleatérios. Todas as anélises foram feitas por um

observador apods gravacao em DVR.

Memoria Aversiva

Inicialmente os ratos foram treinados na tarefa de medo condicionado.
Brevemente, esta tarefa utiliza uma camara de treino (modelo MED-VFC2-SCT-R, Med
Associates Inc., St. Albans, Vermont 05478), que consiste em uma caixa de aluminio
(35 x 35 x 35 cm) com um piso feito de barras paralelas de ago inoxidavel espacadas 0,8
mm entre si. Esta caixa de treino situa-se dentro de uma caixa maior, acusticamente

isolada para atenuar a interferéncia de sons externos.
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O desempenho mnemodnico ¢ mensurado e expresso no tempo que o rato
permanece em estado de paralisia (“freezing”). Este comportamento ¢ associado como

um indice de medo em ratos (MAREN et al. 2013).

Comportamento motor

Para avaliagdo da atividade motora utilizou-se o teste de campo aberto (CA), um
aparato que consiste em uma arena redonda (100 cm de diametro e 45 cm de altura),
com o solo dividido em 9 quadrantes. Os animais foram colocados cuidadosamente no
centro do CA e deixados a explora-lo livremente durante 5 min. Sendo registrados trés
parametros motores: nimero de quadrantes (o niumero de travessias das quatro patas do
animal de um quadrante para outro), frequéncia de levantar (o nimero de vezes que os
animais permaneceram sobre as patas traseiras), quantidade de bolos fecais e tempo de
imobilidade (tempo em segundos que o animal permanece imovel) (PIETA DIAS et al,
2007). Os animais foram cuidadosamente colocados na posi¢do sudoeste do CA e
deixados a explorar livremente a area por 5 min. O CA foi limpo com uma solugdo de
agua-etanol 5% antes do teste de cada animal a fim de eliminar possivel viés causado
por odores e substancias deixados pelos ratos anteriores, para evitar que oS mesmos
fossem induzidos a realizar o percurso que o animal anterior realizou. Todas as analises

foram feitas por um observador apos gravagao em DVR.

Eutanasia
Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de Ketamina e 15 mg/kg de
Xilazina, apos verificado o estado anestésico, os mesmos receberam dose letal de

Tiopental 20 mg/kg por via intraperitoneal.

Analise estatistica

Para o tratamento analitico dos dados, inicialmente realizou-se os testes de
distribui¢do normal de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de variancias de Levene. Em
situacdes nas quais houve normalidade e homogeneidade, a comparagdo de grupos foi
realizada por meio da andlise de variancia fatorial (ANOVA fatorial), com post hoc por
par e correcdo de Bonferroni. J& em situagdes nas quais ndo houve normalidade,
tampouco homogeneidade, a comparagao de grupos foi realizada por meio da anélise
ndo paramétrica de varidncia H de Kruskal-Wallis, com post hoc por postos de média.

Todos os testes adotaram probabilidade de erro <0,05 para inferéncia de diferenga
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significativa.Utilizou-se também a analise do Size effect por meio do teste de Cohen

com intervalo de confianca (IC) de 95%.

Resultados

Na tabela 2 estdo dispostos os valores relacionados a analise da ansiedade. Em
todos os grupos observou-se diferenga estatistica significativa nos valores de freezing
apos a inducdo da DA, além do aumento do tempo de permanéncia no braco fechado do
grupo Nanoparticulas. A diminuicdo do freezing pode ser observada nos grupos
Nanoparticulas e L-triptofano (p=0,001) demonstrando o efeito benéfico destes
tratamentos na ansiedade.

Tabela 2: Analise das variaveis de Ansiedade.

ANSIEDADE Freezing*(s) | Grooming®*(n)| TBA® (s) TBF¥(s)
pré indugao 343,46 1,6+0,54 11£8,06 289+8,06
Alzheimer p6s indugdo 79,4+£20,8 2,4+1,14 20,0£25,7 279+25,7
pré inducdo 3,6+4,9? 2,4+1,51 51,4441,9 | 130,2+99,7*
p6s indugao 79+18,8° 2,242.2 4,0+£8,9 287,8+1,08°
Nanoparticulas pos tratamento 74,6+14,2 2,0+1,5 30+41,4 268+40,8
pré indugao 11,8+8,16* 0,6+0,8 1,0£2,23 | 286,4+11.,9
p6s indugdo 103,8+44,4° 0,4+0,54 3,0+6,7 287,2+14,8
L- triptofano pos tratamento 69,4+20,8 1,0£1,0 8,013 289,6£17,3

a= diferenca pré e p6s(<0,05).; b= diferenca entre pés inducdoe pds tratamento(<0,05).; ¥=
paramétricos (Anova), Q= ndo paramétricos (Krukal Wallis). TBA= tempo de permanéncia no brago

aberto; TBF= tempo de permanéncia no brago fechado.

Na tabela 3 estdo descritos os valores analisados em relacdo a memoria espacial,
onde houve diferenga estatistica significativa apenas no grupo Alzheimer apos a

inducdo das placas senis.

Tabela 3: Analise da Memoria Espacial.

MEMORIA ESPACIAL Laténcia®(s)
pré inducao 7,4+5,2%
Alzheimer p6s indugdo 300+0,0
pré indugao 49,8439,9
p6s indugao 9,4+6,6
Nanoparticulas pOs tratamento 6,2+2.7




L- triptofano

pré indugao 33,6+28,6
pos indugdo 9,6+£7,12
pos tratamento 114£6,9

a= diferenga pré e pds; Q= ndo paramétricos (Krukal Wallis), (p<0,05).
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A tabela 4 apresenta os valores relacionados a memoria aversiva, a qual

diminui¢do do freezing ap6s a inducao da DA.

Tabela 4: Andalise da Memoria Aversiva.

MEMORIA AVERSIVA Freezing®(s)
pré indugdo 9,6+5,0
Alzheimer p6s indugdo 11£1,22
pré indugao 1246,2
p6s indugdo 8+2,5
Nanoparticulas pos tratamento 5,8+1,7
pré indugao 17,8+8,6°
p6s indugdo 4,2+4.9
L- triptofano pos tratamento 11,4+6,9

apresentou diferenca estatistica significativa apenas no grupo L- triptofano, com a

a= diferenca pré e pos; b= diferenca entre pos inducdo e pos tratamento; Q= ndo paramétricos (Krukal

Wallis), (p<0,05).

Em relagdo ao comportamento motor, de acordo com os dados da tabela 5,

Tabela 5: Analise do Comportamento Motor.

houve diferencga significativa nas variaveis de pré e pds indugdo em todos os grupos

caracterizando a presenc¢a da DA. Todavia, nenhum dos tratamentos se mostrou eficaz.

COMPORTAMENTO | Elevagdes* | Freezing® | Fezes® | Laténcia® Qr¥ Q2¥ Q3¥ Q4¥
MOTOR (n) (s) (n) (s) (n) (n) (n) (n)
pré
indugdo 40+9,8* 5,6£3,7* [3,6+1,67| 2,8€1,92 |6,8£2,04*| 7£2,7* | 7,2£2,9* | 6,2+2,16*
pos
Alzheimer inducgdo 72,4 138,8+39,1 | 3,4+2,7 | 35,8+58,4 | 1,6+0,89 | 1,6+1,8 | 1,6+1,81 | 1,2+1,09




57

pré
inducdo 33,6+4,2* | 9,8+6,01* | 4,842,1 | 9,844,5 | 6,4£1,8 |7,2+1,7*| 7,243,4* | 8£2,9*
pos
inducdo 10,6+4,3 |102,6+17,7| 1,4+1,5 | 4,8+4,7 3224 3,423 | 2,6£1,5 | 2+1,7
pos

Nanoparticulas | tratamento | 12,8+1,3 | 72,2+11,6 | 0,8+0,4 0+0 2+1 1,6£0,8 | 1£0,7 1,2+1
pre
inducdo 33,4+£8,3* 4,8€1,3 | 10,4+4,5 | 7,6£2,4* | 5,6£2,1 | 4£1,8 | 6,6+2,4"
pos
inducdo 12,4+7,6 |105,4426,1| 3,2£3,8 | 18+11,5 | 2,2+1,6 | 2,6+0,8 | 1,8+l 2+1,2
pos

L- triptofano | tratamento| 7,2+4,08 |[115,6+69,2| 2,8+1,9 | 16,218 | 1,6=1,5 | 1,4+0,5 | 1,4+0,8 | 1£0,7

a= diferenca pré e pos; ¥= paramétricos (Anova), Q= ndo paramétricos (Krukal Wallis), (p<0,05). Q=

quadrante.

Apesar de ndo apresentarem diferenca estatistica significativa, por meio do Size

Effect descrito na tabela 6, ¢ possivel observar diferencas em relagdo aos tratamentos, e

mesmo com um efeito médio o grupo Nanoparticulas apresentou melhores resultados

em relagcdo ao tratamento com L-triptofano no comportamento motor.

Tabela 6: Analise comparativa do efeito pelo tamanho da amostra.

Size effect Nanoparticulas | L-Triptofano
d r d R

Freezing(s) 0,26 0,13 0,99 0,44

ANSIEDADE Grooming(n) 0,1 0,05 -0,74 -0,34

TBA (s) -0,86 -0,39 -0,48 -0,23

TBF (s) 0,66 0,31 -0,14 | -0,07

MEMORIA Laténcia (s) 0,63 0,3 -0,19 -0,09
ESPACIAL

MEMORIA Freezing(s) 1 0,45 | -12 | -0,51
AVERSIVA

Elevagoes(n) | -0,69 -0,32 0,85 0,39

Freezing (s) 2,03 0,71t -0,19 -0,09

COMPORTAMENTO Fezes (n) 0,54 0,26 0,13 0,06
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MOTOR Laténcia (s) | 144 | 0,58 | 0,11 | 0,05
QI (n) 0,54 | 026 | 038 | 0,18
Q2 (n) 1 0,46 | 1,79 | 0,66'
Q3 (n) 1,36 | 0,56t | 046 | 0721
Q4 (n) 0,56 | 0,26 1 0,45°

d= média da diferenca; r= tamanho do efeito; IC= 95%; F= grande efeito (=0,80); t= médio efeito (0,40-
0,70); *valores negativos=sem efeito. TBA= tempo de permanéncia no brago aberto; TBF= tempo de

permanéncia no brago fechado; Q= quadrante.

Discussao

Em relagdo a andlise da ansiedade, pode-se dizer que mesmo em uma avalia¢ao
aguda de tratamento, as nanoparticulas demonstraram efeito benéfico, uma vez que
houve a diminui¢cdo de duas das quatro variaveis (tabela 2). O L-Triptofano por sua vez
também apresentou efeito positivo, com a diminui¢do do freezing apds o tratamento
(tabela 2). O que nos demonstra a agdo positiva do L-Triptofano como precursor da
serotonina para potencializar o desempenho cerebral, pois o aumento no plasma de
triptofano ira favorecer o transporte do triptofano para o cérebro e, consequentemente, a
sintese, concentragdo ¢ liberagdo de serotonina (BLOMSTRAND, 2006; ROSSI &
TIRAPEGUI, 2005). Observou-se, portanto, que o L-Triptofano promove a melhora do
quadro de ansiedade e tem sua acdo potencializada quando administrado na forma de
nanoparticulas.

A perda ou diminuicdo da memdria espacial ¢ caracteristica relevante na DA
pelos danos progressivos que acometem a regido do lobulo temporal relacionada a
fungdes executivas e de memoria (GALLUCCI et al. 2005), nenhum dos tratamentos
realizados nesta pesquisa demonstraram eficacia nesta alteragdo, podendo ser justificada
pelo curto periodo de tratamento, ou por influéncia de fatores ambientais externos como
a temperatura, ruidos ou a luminosidade do ambiente (ANDRADE et al. 2002). Ja no
estudo de Miri et al. (2017), apoés um tratamento com L-Triptofano por 21 dias, houve
melhora significativa na memoria espacial dos animais, provavelmente pelo maior
tempo de tratamento comparado aos seis dias utilizados nesse estudo.

A memoria aversiva por sua vez apresentou diferenga apenas em relagdo ao
protocolo de indugcdo da DA (tabela 4), onde houve a diminui¢do da paralisagdo do

animal descrevendo a perda da memoria, caracteristica importante da doenga (ZIDAN et
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al. 2012). O fato de ndo haver melhora ap6s os tratamentos realizados, pode estar
relacionada a fase final de consolidagdo desta memdria, a evocagdo, que depende do
tempo de reativacdo desta memoria para ocorrer (HARRIS et al. 2000). Uma vez
prolongada esta evocacdo, a memoria pode ser extinta, que possivelmente iniciou uma
nova aquisicdo da memoria nos testes realizados apos o tratamento, pelo periodo em que
os animais nao forma expostos aos estimulos.

Apenas por meio da andlise do Size effect, pode-se observar a melhora
relacionada ao comportamento motor, quando o método de tratamento foram as
nanoparticulas, onde mesmo com uma amostra pequena, pode se observar sua eficacia
por meio da agcdo no SNC, melhorando seu funcionamento.

A DA tem como caracteristica principal as alteracdes motoras e cognitivas, que
causam limitagdes e complicagdes no quadro clinico com o desenvolvimento da doenga.
Sendo assim métodos de tratamento alternativos vem sendo testados buscando
alternativas que melhorem as condigdes dos portadores da deméncia.

Assim como de acordo com o estudo de Oliveira et al. (2012) assim como ja
existem diversas pesquisas com aplicacdo em seres humanos em relagao ao tratamento
do cancer com as nanoparticulas, as mesmas podem ser também uma alternativa viavel
como método de tratamento das deméncias com o Alzheimer, apds serem realizados
mais estudos com maior tempo de tratamento, maior nimero de amostra e ainda outros
testes e andlises, uma vez que se trata de um estudo inicial em relagdo a este farmaco

como método de tratamento.

Conclusao
Por meio do presente estudo observou-se que o uso das nanoparticulas como
tratamento para as alteracdes comportamentais motoras e cognitivas do Alzheimer ¢

eficiente, devido a melhora dos quadros de ansiedade e comportamento motor.
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6.3 Artigo 3

Efeito agudo do L-Triptofano e das Nanoparticulas de L-Triptofano associadas ou
nao ao exercicio fisico no comportamento cognitivo e motor de modelo

experimental de Alzheimer

Meiriélly Furmann, Andressa P. Hosni, Jossinelma Camargo Gomes, Denise Barth
Rebesco, Ivo Ilvan Kerppers, Emerson Carraro, Aristides M. Rodrigues, Luis Paulo

Gomes Mascarenhas
Resumo

Introducdo: A DA apresenta gradativamente diversos sinais e sintomas que causam
grande comorbidade e necessidade de cuidados e tratamentos alternativos. O L-
triptofano, com agao relacionada a dinamica cerebral, depressao e ansiedade ¢ precursor
da serotonina, importante neurotransmissor cerebral, que pode ter sua agdo
potencializada pelo uso das Nanoparticulas. A atividade fisica por sua vez, também
pode estar relacionada a alteragdo de monoaminas cerebrais como a serotonina, sendo
mais uma alternativa de tratamento. Portanto, este estudo tem como objetivo analisar a
eficacia do L-Triptofano e das Nanoparticulas de L-Triptofano associadas ao efeito
agudo do exercicio fisico em modelo experimental de Alzheimer. Materiais e
Métodos: A amostra foi composta por 20 ratos, divididos em 4 grupos (n=5) GLt (L-
Triptofano), GN (Nanoparticulas), GN+e (Nanoparticulast+exercicio) e GLt+e (L-
Triptofano+exercicio), foram realizados testes de ansiedade, memoria espacial,
memoria aversiva, € comportamento motor. Resultados: De acordo com a analise
estatistica, houve melhora significativa em relacdo a ansiedade no GLt e no GN com
maior forga, ja em relagdo ao comportamento motor apenas o GLt+e demonstrou efeitos
positivos significativos como tratamento. Apenas por meio do Size Effect pode-se
observar que o GLt apresentou diferenga em relagdo ao comportamento motor, e 0 GN
obteve diferenga na memoria aversiva e em diversas variaveis do comportamento motor,
demonstrando melhor desempenho em relacdo ao GLt como método de tratamento.
Porém, quando associado ao exercicio fisico o L-Triptofano apresentou mais valores
com diferenca entre as varidveis de comportamento motor do que quando associado as
Nanoparticulas. Todavia apenas na associagdo do exercicio agudo as Nanoparticulas
houve melhora da ansiedade. Discussdo: Outros tratamentos com farmacos também
utilizados sdo as BZD, indicadas para situagdes agudas, por periodos curtos de tempo,
porém ainda ndo apresenta eficacia satisfatoria, assim como ainda ndo hd um consenso
em relacdo aos beneficios do exercicio para a populacao portadora de DA, pois existem
controvérsias em relacdo ao melhor tipo de exercicio, intensidade e duragdo necessarios
para produzirem a reducdo dos sintomas depressivos. Sendo assim o L-Triptofano e as
Nanoparticulas surgem como uma alternativa de tratamento, necessitando de novos
estudos com diferentes avaliacdes e duracdo de tratamento. Conclusiao: Nanoparticulas
de L-Triptofano apresentam um grande potencial para ser utilizado como método de
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tratamento da DA, uma vez que diminuiu o sintoma de ansiedade e melhorou o
comportamento motor dos animais.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Doenga de Alzheimer, Exercicio fisico, Triptofano

Abstract

Introduction: AD gradually presents several signs and symptoms that cause great
comorbidity and need for alternative treatments and care. L-tryptophan, with action
related to brain dynamics, depression and anxiety is precursor of serotonin, an important
brain neurotransmitter, which may have its action enhanced by the use of Nanoparticles.
Physical activity, in turn, may also be related to the alteration of cerebral monoamines
such as serotonin, being another treatment alternative. Therefore, this study aims to
analyze the efficacy of L-Tryptophan and L-Tryptophan Nanoparticles associated with
the acute effect of physical exercise in experimental Alzheimer's model. Materials and
Methods: The sample consisted of 20 rats, divided into 4 groups (n = 5) GLt (L-
Tryptophan), GN (Nanoparticles), GN + e (Nanoparticles + exercise) and GLt +
exercise), tests of anxiety, spatial memory, aversive memory, and motor behavior were
performed. Results: According to the statistical analysis, there was a significant
improvement in anxiety in GLt and NG with greater force, already in relation to motor
behavior only the GLt + and demonstrated significant positive effects as treatment. Only
by means of the Size Effect can it be observed that the GLt presented difference in
relation to the motor behavior, and the NG obtained a difference in the aversive memory
and in several variables of the motor behavior, demonstrating a better performance in
relation to the GLt as a treatment method. However, when associated with physical
exercise, L-Tryptophan had more values with a difference between the motor behavior
variables than when associated to the Nanoparticles. However, only in the association of
acute exercise with Nanoparticles did anxiety improve. Discussion: Other drug
treatments also used are BZDs, indicated for acute situations, for short periods of time,
but still do not present satisfactory effectiveness, nor is there a consensus regarding the
benefits of exercise for the population with AD, because there are controversies
regarding the best type of exercise, intensity and duration needed to produce the
reduction of depressive symptoms. Thus, L-Tryptophan and Nanoparticles appear as an
alternative treatment, requiring new studies with different evaluations and duration of

treatment. Conclusion: L-Tryptophan nanoparticles have great potential to be used as a
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treatment method for AD, since it has reduced the anxiety symptom and improved the

motor behavior of the animals.
Key words: Nanoparticles, Alzheimer's disease, exercise, Tryptophan
Introduciao

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma deméncia que afeta o idoso e compromete
sua integridade fisica, mentale social, levando-o a dependéncia total na fase
maisavancada da doenga e exigéncia de cuidados, cada vezmais complexos

(LUZARDO et al, 2006).

A DA apresenta gradativamente diversos sinais e sintomas que causam grande
comorbidade e necessidade de cuidados (PORTH, 2002), tornando necessarias
intervengdes que busquem melhorar a qualidade de vida desta populacdo. A utilizagdo
de medicamentos e a pratica de exercicios por exemplo, pode ser uma alternativa como

método de tratamento para diminuig¢ao dos sintomas que causam tantas complicagoes.

O L-triptofano, aminoécido essencial com a¢ado relacionada a dindmica cerebral,
depressao e ansiedade € precursor da serotonina, importante neurotransmissor cerebral.
De acordo com Cambraia (2004), os niveis e as fun¢des de diversos neurotransmissores
sao influenciados pelo estoque de seus precursores dietéticos, podendo influenciar o
humor e o comportamento, tendo como principal exemplo a ingestdo do triptofano e a

acdo serotoninérgica cerebral.

As Nanoparticulas podem ser uma alternativa para potencializar a acdo de
farmacos, pois tem como fun¢do aumentar a biodisponibilidade dos farmacos, e com
1sso ocultar os efeitos colaterais que os mesmo podem causar, além de possuirem alta
estabilidade, o que confere longa vida util no organismo, alta capacidade de transporte e
a viabilidade de incorporagdo de substancias hidrofilicas e hidrofobica (YAN, et al.,
2010).

A atividade fisica aerdbica por sua vez, em seus efeitos biologicos, também pode
estar relacionada a alteragdo de monoaminas cerebrais, como a dopamina, serotonina e
noradrenalina, além do aumento da perfusdo sanguinea, que melhora a oxigenacdo e
consequentemente o funcionamento cerebral, sabendo-se que a DA ¢ caracterizada por
prejuizos de fungdes neuropsiquidtricas e cognitivas superiores com manifestagdes de

alteragcdes de comportamento e de personalidade, pode se afirmar que por conseqiiéncia
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acabam interferindo nas habilidades do individuo em desempenhar suas atividades
normais do dia a dia, prejudicando as suas fun¢des motoras (ADELMAN &
FIOVARANTI, 2004).

Portanto, este estudo tem como objetivo analisar a eficacia do L-Triptofano e das
Nanoparticulasde L-Triptofano associadas ao efeito agudo do exercicio fisico em

modelo experimental de Alzheimer.

Materiais e Métodos

A amostra foi composta por 20 animais, da raca Rattus Norvegicus, linhagem
Wistars, machos, pesando entre 200-250 gramas, com idade de 2 meses, com ragdo e
agua ad libitum durante todo o periodo do estudo.As gaiolas com os animais foram
dispostas em prateleira, mantidas em sala sob o ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes
ligadas de 7 h as 19 h) em temperatura de 23+1 °C, controlado por ar condicionado
sprint 7000BTU’s. Este estudo teve a aprovagdo do Comité de Etica em uso animal —
CEUA da Universidade Estadual do Centro-Oeste sob o parecer 025/2016.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos descritos na tabela 1.

TABELA 1: Divisao dos grupos.

GRUPOS (n=5) DESCRICAO INTERVENCAO

GLt Grupo L-Triptofano | Ingestdo do L-Triptofano
com inducao das placas
senis

GN Grupo Nanoparticulas | Ingestdo das Nanoparticulas de
com inducao das placas | L-Triptofano
senis

GN+e Grupo Nanoparticulast+ | Ingestdo das Nanoparticulas de
exercicio fisico com | L-Triptofano + protocolo de
inducdo das placas senis | exercicio

GLtte Grupo L-Triptofano + | Ingestdo de L-Triptofano +
exercicio fisico com | protocolo de exercicio
inducdo das placas senis

CIRURGIA EXPERIMENTAL
Os animais (n=20) foram anestesiados intra-abdominal com uma solu¢do na propor¢ao
de 80 mg/kg de Cloridrato de Cetamina (Ketamina, frasco de 10ml) para 15 mg/kg de

Cloridrato de Xilasina (Dopaser, frasco de 10ml) via intraperitoneal e levados a um
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aparelho estereotdxico da marca INSIGHT®, onde suas cabecas foram fixadas pelo
rochedo temporal e incisivos superiores. As coordenadas utilizadas foram: AP= 0.0 mm,
ML= £ 1.8 mm e¢ DV= 4.0 mm, respectivamente, tomando-se o bregma como
referéncia, estando as suturas lambdoide e bregmatica em um mesmo plano horizontal,
sendo injetado 3 microlitros de Toxina Beta-Amildidei4, por meio de uma seringa
Halminton de dez microlitros, sendo injetado 0,02 microlitros a cada minuto totalizando
9 minutos de indugdo, seguindo as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson, 1997.
Para a analgesia utilizou-se o cloridrato de tramadol na dose de 10 mg/kg, a cada 12
horas, por via intraperitoneal durante 7 (sete) dias (KAMERMAN, 2007).
Apo6s a inducdo do processo de placas senis e neurofibrilagdo os animais ficaram em
descanso por um periodo de 30 dias para que ocorressem os processos inflamatdrios e
neurodegenerativos dos neuronios hipocampicos. Foi realizada a eutandsia de um
animal para verificagdo da presenga deplacas e neurofibrilas no hipocampo, somente
apos esta verificagdo os demais animais receberam seus respectivos protocolos de
tratamento.
TRATAMENTOS
Nanoparticulas de L-Triptofano e L-Triptofano
O tratamento foi feito por gavagem de 1,5 mg das nanoparticulas de Triptofano e L-
Triptofano por um periodo de seis dias consecutivos sendo administrado sempre no
mesmo horario.
Obtengado das nanoparticulas de L- Triptofano

As nanoparticulas contendo triptofano foram preparadas pelo método de
emulsificagdo evaporacdo do solvente, por meio de uma emulsdo simples (O/A).
Inicialmente, 5,0 mg de triptofano foram dissolvidos em solvente apropriado e o
polimero para a obten¢do do sistema nanoestruturado (poli-epsiloncaprolactona, 50 mg)
dissolvido em diclorometano (1000 pL), formando assim a fase oleosa da formulagao.
A fase oleosa foi vertida na fase aquosa composta de 10 mL de &lcool polivinilico
(PVA) 0,5%, esse processo ocorreu sob sonica¢do por 3 minutos a 60 Hz. Apds
sonicagdo, a emulsdo formada foi levada para evaporacdo em evaporador rotatorio sob
pressdo negativa para remocao dos solventes organicos. As nanoparticulas formadas
foram separadas por centrifugacdo (15000 rpm/30 minutos), € o precipitado de
ressuspenso em agua, seguido de nova centrifugacdo. O sobrenadante resultante das
duas centrifugacdes foi separado para andlise da eficiéncia de encapsulagdo do

triptofano. O precipitado de nanoparticulas foi ressuspenso em sacarose 5% e
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liofilizado, para posterior armazenamento. A produgao final de nanoparticulas utilizada
foi de 90mg, dividida entre os animais que receberam a dose de 1,5mg, onde as
nanoesferas apresentaram tamanho aproximado de 171,6nm.

O polimero utilizado para encapsular o triptofano foi a zeina (proteina do milho)
junto ao caseinato de sédio (proteina do leite) que torna o composto mais hidrofilico,
tronando a liberacdo do firmaco mais rapida mesmo que controlada, uma vez que o
triptofano apresenta caracteristicas hidrofobicas com liberagdo controlada mais lenta.
Dentre todas as analises do controle de qualidade da producdao das nanoparticulas
somente o potencial Z nao foi realizado por se tratar de uma medida indireta, a qual

reflete o potencial elétrico das particulas em suspensao.

Protocolo de Exercicio

Os animais foram submetidos a um treinamento diario com duragdo de 30
minutos sem intervalo; durante o periodo de 6 dias consecutivos, tendo 3 dias de
adaptacdo ao meio aquatico antes do inicio do tratamento. Utilizou-se uma sobrecarga

de treinamento de chumbo, representando 5% da massa corporal do animal.

Testes Comportamentais

Ansiedade

Na analise dos fatores relacionados com ansiedade, utilizou-se o teste do
Labirinto Elevado em Cruz, que consiste numa estrutura em cruz, composta por dois
bragos abertos perpendiculares a dois bragos fechados. Esta estrutura encontra-se a 60
cm do chdo. O rato ¢ colocado no centro do labirinto virado para um dos bragos abertos
onde os quatro bragos se cruzam, a partir de onde ele pode escolher qualquer um dos
quatro bracos. Dois dos bragos sdo abertos, permitindo ao rato ver o chdo. Os outros
dois bracos sdo fechados. Os ratos preferem os bragos fechados, mas podem explorar os
bracos abertos. Considera-se que o animal esta em um dos bragos quando tem as quatro
patas nesse mesmo braco do labirinto, registrando o seu comportamento durante cinco
minutos. Depois de cada sessdo, o labirinto foi limpo com uma solucdo de 50% de
etanol em d4gua, para minimizar as pistas de odor deixadas pelo animal anterior.

Comportamentos como o freezing, quantidade de bolos fecais e maior tempo de

permanéncia nos bracos fechados estdo relacionados 4 maior indice de ansiedade
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(DRAPIER et al, 2007). Todas as analises foram feitas por um observador apods
gravagdo em DVR.

Memoria Espacial

O teste de Morris WaterMaze, ou Labirinto aquatico foi aplicado para avaliar a
capacidade do animal na aquisicdo de memoria espacial, ao se mensurar a laténcia para
que o animal localize uma plataforma submersa em um tanque com agua opaca (Morris
et al., 1982). Foi utilizado um tanque circular de fibra de vidro, com 134,0 cm de
diametro e 40,0 cm de altura, com uma plataforma quadrada de aco inoxidavel, com
dimensdes de 15,0 x 15,0 cm de largura e 28,5 cm de altura, localizado no centro de
uma sala de 12 m?, com uma janela superior no ponto sul, sendo os treinos e os testes
realizados a partir das 8 horas da manha. Para a realizacdo do teste, adicionou-se no
tanque agua até que o nivel desta ultrapassasse 2,0 cm a altura da plataforma. Em
seguida, a dgua foi deixada opaca com acréscimo de amido de milho. O teste consiste de
2 dias de treinamento ¢ uma sessdo de testes realizada 48 horas apds o ultimo treino. Na
fase de treinamento, os ratos tiveram 5 ensaios diarios, com um tempo maximo de 54
segundos para cada ensaio e intervalos de 30 segundos para encontrar a plataforma
localizada no centro do tanque. Para cada teste o animal foi solto de frente para a parede
do tanque, saindo de pontos pseudo-aleatérios. Todas as anélises foram feitas por um

observador apds gravacdo em DVR.

Memoria Aversiva

Inicialmente os ratos foram treinados na tarefa de medo condicionado.
Brevemente, esta tarefa utiliza uma camara de treino (modelo MED-VFC2-SCT-R, Med
Associates Inc., St. Albans, Vermont 05478), que consiste em uma caixa de aluminio
(35 x 35 x 35 cm) com um piso feito de barras paralelas de ago inoxidavel espacadas 0,8
mm entre si. Esta caixa de treino situa-se dentro de uma caixa maior, acusticamente
isolada para atenuar a interferéncia de sons externos.

O desempenho mnemodnico ¢ mensurado e expresso no tempo que o rato
permanece em estado de paralisia (“freezing”). Este comportamento ¢ associado como

um indice de medo em ratos (MAREN et al, 2013).

Comportamento motor
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Para avaliagdo da atividade motora utilizou-se o teste de campo aberto (CA), um
aparato que consiste em uma arena redonda (100 cm de diametro e 45 cm de altura),
com o solo dividido em 9 quadrantes. Os animais foram colocados cuidadosamente no
centro do CA e deixados a explora-lo livremente durante 5 min. Sendo registrados trés
parametros motores: numero de quadrantes (o numero de travessias das quatro patas do
animal de um quadrante para outro), frequéncia de levantar (o nimero de vezes que os
animais permaneceram sobre as patas traseiras), quantidade de bolos fecais e tempo de
imobilidade (tempo em segundos que o animal permanece imével) (PIETA DIAS et al,
2007). Os animais foram cuidadosamente colocados na posi¢ao sudoeste do CA e
deixados a explorar livremente a area por 5 min. O CA foi limpo com uma solugdo de
agua-etanol 5% antes do teste de cada animal a fim de eliminar possivel viés causado
por odores e substancias deixados pelos ratos anteriores, para evitar que 0S mesmos
fossem induzidos a realizar o percurso que o animal anterior realizou. Todas as analises

foram feitas por um observador apos gravacao em DVR.

Eutanasia
Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de Ketamina e 15 mg/kg de
Xilazina, ap6s verificado o estado anestésico, os mesmos receberam dose letal de

Tiopental 20 mg/kg por via intraperitoneal.

Analise estatistica

Para o tratamento analitico dos dados, inicialmente realizou-se os testes de
distribuicao normal de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de variancias de Levene. Em
situacdes nas quais houve normalidade e homogeneidade, a comparagdo de grupos foi
realizada por meio da analise de variancia fatorial (ANOVA fatorial), com post hoc por
par e correcdo de Bonferroni. J& em situagdes nas quais ndo houve normalidade,
tampouco homogeneidade, a comparagdo de grupos foi realizada por meio da andlise
ndo paramétrica de varidncia H de Kruskal-Wallis, com post hoc por postos de média.
Todos os testes adotaram probabilidade de erro <0,05 para inferéncia de diferenga
significativa.Utilizou-se também a analise do Sizeeffect por meio do teste de Cohen com

intervalo de confianga (IC) de 95%.

Resultados
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Na tabela 2 estdo dispostos os valores relacionados ao comportamento de
ansiedade, o qual se elevou apos a indugdo das placas senis, sendo que todos os grupos
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao freezing, principal variavel desta
analise. Tanto o L-Triptofano quanto as Nanoparticulas demonstram eficidcia na
diminui¢do do freezing. As Nanoparticulas por sua vez, também obtiveram uma

melhora em relagdo ao tempo de permanéncia no brago fechado (TBF). Quando

associados ao exercicio fisico, nenhuma variavel apresentou diferenca significativa.

Tabela 2: Andlise da Ansiedade

ANSIEDADE Freezing® | Grooming®| TBA® TBF*
pré inducao 11,8+8,16* | 0,6+0,8 1£2,23 | 286,4+11,9
pos inducdo | 103,8+44,48| 0,4+0,54 3+6,7 287,2+14,8

L- Triptofano pos tratamento | 69,4+20,8 1+1 8+13 289,6+17,3
pré inducio 3,6+4,94 2,4+1,51 |5134+41,9|130,2+99,74
pos indugdo 79+18,8B 22422 4+8,9 |287,8+1,08"

Nanoparticulas pOs tratamento | 74,6+14,2 2+1,5 30+41,4 268+40,8
pré inducao 8,6+6,24 2,2+0,9 1,6£3,5 171,8+6,6
Nanoparticulas + p6s indugdo 63,6+39 3,442 3+6,7 278,4+20,4
Exercicio pos tratamento 474414 1£0,7 0+0 288+5,7
pré inducio 12+£74 2,4+1,14 0+0 230+£56,5
L-Triptofano + p6s indugdo 83+40 2,6=1,51 54+£120 | 184+£121,1
Exercicio pOs tratamento 46+40,3 2,6+0,57 10+17,3 285+13,6

A= diferenca entre pré e pds; B= diferenga entre pos indugéo e pds tratamento; ¥= paramétricos (Anova),
Q= ndo paramétricos (Krukal Wallis), (p<0,05). TBA= tempo no brago aberto; TBF= tempo no braco
fechado.

Em relagdo a memoria espacial, cujos valores estdo descritos na tabela 3,
nenhum grupo apresentou diferenca estatistica significativa.

Tabela 3: Andlise da Memdria espacial

MEMORIA ESPACIAL Laténcia®
pré inducdo | 33,6+28,6
p6s inducdo 9,6+7,12

L- Triptofano poés tratamento | 11+6,9
pré inducdo | 49,84+39.9
p6s indugdo 9,4+6,6

Nanoparticulas pos tratamento | 6,242,7
pré inducdo 84,8+73
Nanoparticulas + pds indugdo 12,648

Exercicio pos tratamento | 10,447,5

L-Triptofano + pré inducdo | 33,2+19,2




Exercicio

p6s indugdo

16,6+13,3

pos tratamento

33,6+£54,8
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A= diferenca entre pré e pds; B= diferenga entre pos inducio e pds tratamento; ¥= paramétricos (Anova),
Q= ndo paramétricos (Krukal Wallis), (p<0,05).

A memoria aversiva, com seus valores dispostos na Tabela 4, apresentou
diferenga estatistica significativa apenas em relacdo ao protocolo de inducdo das placas
senis no grupo L-Triptofano.

Tabela 4: Analise da Memoria aversiva

MEMORIA AVERSIVA Freezing®
pré inducdo | 17,8+8,6"
p6s inducdo 4,2+4.9

L- Triptofano pOs tratamento | 11,4+6,9
pré inducdo 12+6,2
p6s inducdo 8+2.5

Nanoparticulas pos tratamento | 5,8+1,7
pré inducao 11,2+5,6
Nanoparticulas + pds indugdo | 9,8+5,3

Exercicio pos tratamento | 10,6£3,5

pré indugao 10,6+3
L-Triptofano + pos indugdo 6,6<1,1
Exercicio pos tratamento |  6+£3.,6

A= diferenca entre pré e pds; B= diferenga entre p6s inducdo e pds tratamento; ¥= paramétricos (Anova),
Q= ndo paramétricos (Krukal Wallis), (p<0,05).

Tratando-se do comportamento motor de acordo com a Tabela 5, todos os
grupos apresentaram diferenga em relagdo a indugdo das placas senis, porém em relagao
aos tratamentos, apenas o grupo L-triptofano+Exercicio demonstrou melhora na
variavel laténcia, que diz respeito ao tempo de permanéncia no centro da arena,

inversamente relacionado a explora¢do do ambiente.

Tabela 5: Andlise do comportamento motor

COMPORTAMENTO
MOTOR Elevagdes® | Freezing® | Fezes® | Laténcia® Q1¥ Q2¥ Q3¥ Q4*
incll)liZ?lo 33,448,3% | 14,8+5,6% | 4,8+1,3 | 10,4+4,5 | 7,6£2,4% | 5,6+2,1 | 4+1,8 | 6,6+2,44
in(ri)l(;;éo 12,4+7,6 |105,4426,1 | 3,243,8 | 18+11,5 | 2,2+1,6 | 2,6+0,8 1,8+1 2+1,2
L- Triptofano tratsll)r(l)lsénto 7,2+4,08 |115,6469,2| 2,8+1,9 | 16,2+18 1,6+1,5 1,4+0,5 | 1,4+0,8 1+0,7
iné);:‘éo 33,6+4,2A | 9,8+6,01* | 4.8+2,1 | 9,8+4,5 | 6,4+1,8% | 7,2+£1,7* | 7,243,4* | 842,94
ingl(l)§50 10,6+4,3 |102,6+17,7| 1,4+1,5 | 4,8+4,7 3+2.4 34423 | 2,6£1,5 | 2£1,7
Nanoparticulas tratgl)qinto 12,8+1,3 | 72,2+11,6 | 0,8+0,4 0+0 2+1 1,6+0,8 1+0,7 1,241
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pré
inducdo [49,8+1,48%| 1,6£2,3 |4,6+£1,34| 4,4+1,6 |10,2+1,34|10,6+1,34(9,2+1,74|11,4+1,34
pos
indugdo 12,2+6,3 | 94,44252 | 3+2.7 11,6£3,2 3122 3+22 | 22427 | 2,243.2
Nanoparticulas + pos
Exercicio tratamento | 8,6+6,4 | 41,4+£22,1 2+1 14£26 1,2+1,3 1,8+1,9 | 1,2+0,8 | 1,8+1,6
pré
indugdo | 34,2+7,7 | 14,8+5,64 | 4+1,3 |10,4+4,5% | 7,6£2,4% | 562,14 | 4+£1,8 | 6,6+2,4"
pos
inducdo 9,8+7,8 | 89,4+37,7 | 2,2+2,6 | 88,4+63,18| 2423 3+3,5 2,4+2.7 | 1,6+2,5
L-Triptofano + pos
Exercicio tratamento 2+1 106,6+23,6 | 3,3+4,1 8+10,5 0,6+0,5 0,3+0,5 | 0,3£0,5 | 0,6+0,5

A= diferenga entre pré e pos indugdo; B= diferenca entre pds indugdo e pds tratamento; ¥= paramétricos
(Anova), Q= nao paramétricos (Krukal Wallis), (p<0,05).

Na tabela 6, encontram-se os valores da analise do tamanho do efeito do
tratamento pelo tamanho da amostra. O grupo L-Triptofano apresentou diferenca apenas
em relacdo ao comportamento motor, ja o grupo Nanoparticulas obteve diferenca na
memoria aversiva e em diversas variaveis do comportamento motor, demonstrando
melhor desempenho em relagao ao L-Triptofano como método de tratamento. Porém,
quando associado ao exercicio fisico o L-Triptofano apresentou mais valores com
diferenga entre as variaveis de comportamento motor do que quando associado as
Nanoparticulas. Todavia apenas na associacdo do exercicio agudo as Nanoparticulas

houve melhora da ansiedade.

Tabela 6: Size effect

L-Triptofano + Nanoparticulas +
L-Triptofano Nanoparticulas Exercicio Exercicio
Size effect d r D r d r d r
Freezing 0,99 0,44 0,26 0,13 0,92 0,41 0,41 0,2
Grooming -0,74 -0,3 0,1 0,05 0 0 1,6 0,62*
TBA -0,48 -0,2 -0,9 | -0,39 0,51 0,24 0,63 0,3
ANSIEDADE TBF -0,14 -0,1 0,66 | 0,31 -1,17 -0,5 -0,64 -0,3
MEMORIA
ESPACIAL Laténcia -0,19 -0,1 0,63 0,3 -0,42 -0,28 0,28 0,14
MEMORIA
AVERSIVA Freezing -1,2 -0,5 1 0,45¢ 0,22 0,11 -0,17 -0,08
Elevagoes 0,85 0,39 -0,7 | -0,32 1.4 0,57¢ 0,56 0,27
Freezing -0,19 -0,1 2,03 | 0,71 -0,54 -0,26 2,23 0,74*
Fezes 0,13 0,06 0,54 | 0,26 -0,32 -0,15 0,49 0,23
Laténcia 0,11 0,05 1,44 | 0,58 1,77 0,66+ -0,12 -0,06
Ql 0,38 0,18 0,54 | 0,26 0,84 0,38 0,99 0,44
COMPORTAMENTO Q2 1,79 0,66* 1 0,46* 1,08 0,47* 0,58 0,28
MOTOR Q3 0,46 0,21 1,36 | 0,56* 1,08 0,47¢ 0,5 0,24
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| 4 | 1 |o4s | o0s6] 026 055 | 026 | 0,15
d= média da diferenca; r= tamanho do efeito; IC= 95%; T= grande efeito (>0,80); = médio efeito (0,40-

0,70); *valores negativos=sem efeito.

Discussao

O aumento na incidéncia da Doenca de Alzheimer vem crescendo com o
aumento da populagdo idosa, atingindo de 50 a 70% da populagdo (HERRERA et al,
2002), e com isso surge a necessidade de novos estudos que visem melhorar a qualidade
de vida desta populagdo com diferentes métodos de tratamento.

O L-Triptofano e as Nanoparticulas de L-Triptofano na analise da ansiedade
apresentaram valores significativos com a diminui¢do do comportamento de freezing
(tabela 2). Assim como no estudo de Serrao et. al (2011) onde utilizou-se o flavonodide
Morina, que tem importante acdo antioxidante e neuroprotetora do Sistema Nervoso
Central (SNC), no tratamento da DA e observou-se também uma melhora na ansiedade.
Outros tratamentos com farmacos também utilizados sdo as benzodiasepinas (BZD),
indicadas para situacdes relativamente agudas, por periodos curtos de tempo, porém
ainda ndo apresenta eficacia satisfatoria para este sintoma tdo marcante da deméncia
(GRILO, 2008). Sendo assim o L-Triptofano surge como uma nova alternativa.

As alteracdes motoras sdo bastante marcantes na DA em um estagio mais
avancado (PORTH, 2002), ndo foram observadas respostas positivas em relagdo aos
tratamentos (tabela 3), porém quando feita a andlise por meio do tamanho do efeito
(tabela 6) obteve-se uma melhora importante com todos os tratamentos, com destaque
para as Nanoparticulas isoladas, que apresentou uma melhora em maior niimero de
variaveis em relagdo ao deslocamento dentro da arena. Corroborando com o estudo de
Miri et al, (2017) que utilizou o L-Triptofano por 21 dias e encontrou melhora no
comportamento motor dos ratos apds o tratamento, que neste estudo teve um efeito
benéfico mesmo em um periodo menor de tempo, e ainda a potencializagdo por meio
das Nanoparticulas.

A memoria que também ¢ bastante afetada durante o desenvolvimento da
doenga, descriminada em memoria espacial e aversiva neste estudo, ndo apresentou
nenhuma melhora significativa, que pode nao ter ocorrido pela influéncia dos fatores
externos do ambiente, como a temperatura, ruidos ou a luminosidade,ou mesmo pelo
curto periodo de tempo de tratamento (ANDRADE & OLIVEIRA, 2002). No estudo de
Sa et al (2012),que utilizou o 6leo essencial de Citrus sinensis, por ser um inibidor da
AChE, melhorou o desempenho dos animais tratados quando comparados a um grupo
controle, o estudo observou ainda altos niveis da AChE em determinadas regides
cerebrais o que antecipou um desempenho ruim dos ratos no labirinto aquatico.
Mostrando desta forma a importancia de novos estudos como diferentes farmacos que
inibam estes eventos. Ainda assim, a memoria aversiva apresentou melhora apoés o

| 0,07
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tratamento com as Nanoparticulas quando feita a analise do tamanho da amostra,
fortalecendo a justificativa de que o nimero da amostra foi pequeno.

O exercicio fisico aerdbico por sua vez, com seus beneficios fisiologicos
(STANTON &REABURN, 2013) pode ser uma alternativa para otimizar o tratamento.
Todavia quando associados ao exercicio fisico nenhum dos tratamentos demonstrou
melhora estatisticamente significativa. Apenas o grupo L-Triptofano demonstrou
melhora por meio do Size effect, em relagdo ao comportamento motor (tabela 6).
Entretanto, a revisdo realizada por Vital et al (2010) que analisou estudos que utilizaram
a pratica da atividade fisica como intervencao terapéutica, conclui que ainda ndo héd um
consenso em relagao aos beneficios do exercicio para a populagdo idosa portadora de
DA. Além disso, existem controvérsias em relacdo ao melhor tipo de exercicio,
intensidade e duragdo necessarios para produzirem a reducao dos sintomas depressivos
em pacientes com DA.

Nesta perspectiva, sao necessarios novos estudos com diferentes analises, maior
tempo de tratamento e até mesmo outros protocolos de exercicio para se verificar qual a
melhor alternativa para melhorar a qualidade de vida e potencializar o tratamento e
minimizar os sintomas do Alzheimer.

Conclusao

De acordo com este estudo pode se afirmar que as Nanoparticulas de L-
Triptofano apresentam um grande potencial para ser utilizado como método de
tratamento da DA, uma vez que diminuiu o sintoma de ansiedade e melhorou o
comportamento motor dos animais.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com as analises realizadas, podemos afirmar que mesmo em
um curto periodo de tratamento, em uma fase aguda da Doenga de Alzheimer
houve uma melhora dos sintomas por meio dos tratamentos realizados, onde
destacam-se as Nanoparticulas de L-Triptofano, que de uma maneira geral
obtiveram melhores resultados nas diversas variaveis do comportamento
cognitivo e motor que foram analisadas, como a diminuigdo da ansiedade, a
melhora do desempenho motor de deslocamento e exploragdo. O L-Triptofano
em sua administragdo isolada ndo apresentou melhoras significativas, assim
como o exercicio em sua forma aguda. Demonstrando assim, a importancia da
realizacdo de estudos como este, para que novas tecnologias possam vir a ser
utilizadas para melhorar a qualidade de vida, por meio da promog¢éo da saude.

Desta forma, este estudo apresenta sua relevancia ao Desenvolvimento
Comunitario, uma vez que pode ser considerado precursor de novas pesquisas
nesta area, a qual necessita de uma maior atencdo em relagado a qualidade de
vida dos portadores da Doenga de Alzheimer principalmente se tratando das
inumeras complicagbes e comorbidades causadas pela doenga, ja que ainda
nao existe nenhum tratamento que seja totalmente eficaz para amenizar seus
sinais e sintomas.
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RELATORIO

Trata-se de um projeto de pesquisa cujo objetivo é estudar os efeitos do L-Triptofano e
suas nanoparticulas na Doenga de Alzheimer. Serdo utilizados 190 ratos machos
oriundos do biotério da PUC-PR divididos em 19 grupos. O pesquisador cita o
delineamento baseado no Guia Brasileiro d produgdo, manutencdo ou utilizagdo de
animais em atividades de ensino ou pesquisa cientifica do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagdo. Também cita demais autores para justificar o tamanho da
amostra (pagina 16 do projeto). O grau de invasividade é 3 (estresse, desconforto ou dor
de intensidade intermediaria) e a descricdo da cirurgia experimental encontra-se na
pagina 17 do formulario. Serdo administrados: Cloridrato de cetamina (80 mg\kg) via
intra-abdominal, Cloridrato de xilazina (15 mg\kg) intraperitoneal, Cloridrato de tremadol
(2 mg\kg) via oral e Beta amiloide (0,004 ml) intracerebral na regido hipocampica. Seréo
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bem como andlise do encéfalo dos animais. Os animais serdo anestesiadoss e apos
receberdo dose letal de Tiopental (20 mg\kg) via intraperitoneal.
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