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RESUMO

Almeida MF. Efeitos do exercicio fisico moderado sobre o trafego de
neurotrofinas e seus receptores no sistema nervoso central de ratos
idosos [Dissertacédo]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo”; 2015.

O exercicio fisico pode atenuar os efeitos do envelhecimento sobre o
sistema nervoso central, por meio do aumento da expressao de neurotrofinas,
tais como fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), o qual promove a
ramificacdo dendritica e melhora da maquinaria sinaptica, pela interacdo com
seu receptor TrkB. Receptores TrkB s&o produzidos no corpo da célula e
transportados aos terminais axonais, por meio de SLP1, CRMP2, Rab27B e
Sortilina onde sdo ancorados para realizar seu papel fisioldgico. Sabendo que a
relacdo entre o trafego de receptores de neurotrofinas e o treinamento fisico
ainda € pouco conhecida, o objetivo do presente trabalho é analisar os niveis
do receptor TrkB, bem como de seus transportadores anterogrados e
retrogrados, no sistema nervoso central de ratos idosos, modelos de
neurodegeneracdo, expostos a diferentes protocolos de treinamento fisico
moderado. Os ratos do primeiro grupo experimental foram expostos a
1mg/kg/dia de Rotenona ou DMSO durante 4 semanas, depois, juntamente
com a exposicdo a rotenona, realizaram treinamento fisico moderado em
esteira, 5 vezes por semana, durante 40 minutos; ou permaneceram em
repouso. Os ratos do segundo grupo experimental realizaram 6 semanas de
treinamento, sendo em seguida expostos a rotenona por 4 semanas, e
subdividos em dois grupos, um que continuou o exercicio e outro que ficou
sedentario. Os resultados encontrados sugerem que o treinamento fisico
parece reverter ou prevenir de maneira geral os danos presentes na
neurodegeneracdo considerando as proteinas do trafego de BDNF e seu
receptor, e ainda, que a magnitude e direcdo destas alteracdes esta
diretamente relacionada ao protocolo de treinamento fisico, bem como, a

regido do sistema nervoso central analisada.

Descritores: transporte axonal; fatores de crescimento neural; receptor TrkB;

exercicio; teste de esforco; ratos, neurodegeneracao neural.
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ABSTRACT

Almeida MF. Effects of moderate physical exercise upon intracellular
trafficking of neurotrophins and their receptors in the central nervous
system of aged rats [Dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2015.

Physical exercise can attenuate the effects of aging on the central
nervous system by increasing the expression of neurotrophins such as brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), which promotes dendritic branching and
enhances synaptic machinery, through interaction with its receptor TrkB. TrkB
receptors are synthesized in the cell body and are transported to the axonal
terminals, through SLP1, CRMP2, Sortilin and Rab27B, to where receptors are
anchored to perform its physiological role. However, the aspects of the
neurotrophin receptors traffic after physical training is still a matter of
investigation. Thus, the present study aims to analyze the expression levels of
TrkB receptor and their anterograde carriers in aged Lewis rats, model of
neurodegeneration, and its relationship with moderate exercise training. Rats
from the first experimental group were exposed to 1mg/kg/day of Rotenone
(ROT) or DMSO for 4 weeks, and then subjected or not to moderate exercise
running on treadmill, five days a week, 40 minutes a day, combined with the
drug. Rats from the second experimental group were trained for 6 weeks,
followed by exposure to rotenone during 4 weeks, rats were then subdivided
into two groups, one that continued the exercise and the other became
sedentary. Results suggest that exercise training appears to reverse or prevent
the impairment related to neurodegeneration considering the proteins involved
in BDNF signaling, and also that the magnitude and direction of these changes
in directly related to the physical training protocol, as well as the area of the

central nervous system analyzed.

Descriptors: axonal transport; nerve growth factors; receptor TrkB; exercise;

exercise teste; rats; nerve neurogeneration.
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1. INTRODUCAO

1.1. Envelhecimento e doencas neurodegenerativas

Diante do iminente aumento na expectativa de vida da populacéo
mundial, aliado a diminuicdo da taxa de mortalidade e de natalidade, o0 nimero
de pessoas idosas tem aumentado de forma exponencial. Tal processo de
envelhecimento da populacdo pode ser atribuido aos avancos cientificos,
especialmente na &rea de medicina e controle de doencas infecto-contagiosas.
Paralelamente, pode-se observar o aumento na incidéncia de doengas
relacionadas a idade, como as doencas neurodegenerativas. Desta forma,
entender o processo de envelhecimento e as doencas neurodegenerativas
torna-se imprescindivel no processo de melhora da qualidade de vida da

populacao.

1.1.1. Envelhecimento populacional

7

O envelhecimento populacional € tendéncia e realidade mundial,
particularmente nos paises em desenvolvimento. A diminuicdo da taxa de
mortalidade e aumento na expectativa de vida indica que futuramente o nimero
de pessoas idosas sera superior ao de criancas. Paralelo as perspectivas de
envelhecimento, o nimero de pessoas acometidas por doencas relacionadas a
idade tem aumentado expressivamente, despertando a atencéo da comunidade
cientifica e politica.

Dados revelados pelas Nacdes Unidas®' estimou que em 2050 a
populacdo idosa serd de aproximadamente 2 bilhdes de pessoas, perspectivas
gue aumentam em trés vezes 0s numeros atuais. Para o Brasil, a expectativa é
gue o0 numero de pessoas com mais de 60 anos aumente em 3,5 vezes em
relacdo aos valores atuais.

A populacéo idosa ira aumentar mais que qualquer outra faixa etaria nos

préximos anos, sendo que, de acordo com o ultimo “Relatério sobre a situagao
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da populagdo mundial”’, elaborado pelo Fundo de Populacdes das Nacgdes
Unidas (UNFPA)?, a expectativa de vida nas UGltimas seis décadas aumentou
cerca de 11 anos em paises desenvolvidos e 26 anos em paises em
desenvolvimento, afirmando ainda que essa tendéncia deve permanecer nas
proximas décadas.

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica IBGE, *, estimou, a partir
dos valores obtidos no Censo realizado em 2010, que o numero de idosos no
Brasil em 2060 representarda mais de 25% da populacdo brasileira, que
atualmente esta mesma faixa etaria corresponde a 7%.

Outro dado que merece destaque é em relacdo a populacdo com 80
anos ou mais, esta faixa etaria deve aumentar em torno de 6% em toda
populacdo mundial, e aproximadamente 8% no Brasil'. Ressalta-se que o
envelhecimento € um processo natural e que seus efeitos degenerativos sdo de
ordem fisiolégica, psiquica e social* °. Tal processo configura-se pela
diminuicdo das func¢des do organismo entre os 30 e 70 anos de vida e €
agravado a partir dos 70 anos, tornando esses individuos mais susceptiveis a
doencas relacionadas a idade, como as neurodegenerativas.

Com o declinio das funcbes do organismo, o individuo senil comeca a
ficar mais susceptivel as doencas, o0 que pode levar ao estresse, a depressao,
diminuicdo da autoestima, afastamento dos grupos sociais, falta de motivacao
para realizar atividades de lazer e até as atividades cotidianas®.

Pode-se ainda associar esses prejuizos fisiolégicos a danos funcionais e
estruturais dos diversos érgaos que compdem os diferentes sistemas, incluindo
0 sistema nervoso central. Nesse sentido, vale destacar as doencas
neurodegenerativas, tais como doenca de Alzheimer (AD) e Parkinson (PD),

que tém dentre os principais fatores de risco, o envelhecimento.

1.1.2. Doengas neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas estdo entre as que mais acometem
pessoas idosas em todo mundo. Embora a causa priméaria dessas doencgas nao
esteja definida, o envelhecimento pode ser considerado o principal fator de

risco.
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Dados epidemioldgicos apontam que mais de 25 milh6es de pessoas no
mundo sao afetadas por deméncia, sendo a doenga de Alzheimer a mais
comum dentre todas. Estes mesmos dados revelam ainda que a proporcéo de
pessoas afetadas se correlaciona diretamente com o0 processo de

envelhecimento (Figura 1)°.

35

30

25
20
15

10

65-69 70-74 75-79 80-84 85-89 90+

FIGURA 1 — Prevaléncia idade-especifica da doenca de Alzheimer (por 100
habitantes). Adaptado de Qiu e colaboradores®.

No Brasil, dados correspondentes a idosos numa comunidade de Sé&o
Paulo apontam que a prevaléncia de deméncia varia de 2% entre individuos
com idade entre 65 e 69 anos a 40% entre aqueles com idade superior a 84
anos’. Nos Estados Unidos da América (EUA), 4% dos individuos até os 65
anos, 6% entre 0os 65 e 70 anos, 44% entre 75 e 84 anos e 46% com 85 anos
ou mais sdo acometidos pela doenca de Alzheimer®. Sendo ainda que a
estimativa para 2050 é que esse nimero seja quadruplicado®.

Para a doenca de Parkinson, Mayeux'® revela que, de maneira geral, 1 a
3% dos individuos com 50 anos ou mais e 5 a 18% com 80 anos ou mais sao
acometidos pela doenca. No Brasil, poucos sdo os dados epidemioldgicos
sobre esta questédo, sendo que a maioria dos estudos se baseia em dados de

paises desenvolvidos ou a partir de estudos em comunidades. Nesse sentido,
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Barbosa e colaboradores' em estudo realizado na cidade de Bambui, estado
de Minas Gerais, revelaram que o nivel de acometidos pela doenca € de 7,2%
em pessoas com mais de 64 anos de idade.

A correlacéo entre envelhecimento e doencas neurodegenerativas, pode
ser compreendida pelo fato de que o processo de envelhecimento € a
acompanhado da formacdo de placas senis distribuidas por todo o sistema
nervoso central, que podem estar relacionadas a morte celular natural e ao
comprometimento do organismo. Neste contexto, o aparecimento de agregados
de proteinas podendo gerar disfuncdes e/ou morte celular sdo considerados
caracteristicas marcantes da neurodegeneracao.

O processo de formacao de placas senis esta associado a agregacao de
proteinas no meio intra e extracelular em todo o sistema nervoso central. Esses
agregados sdo considerados marcadores de doencas neurodegenerativas

como a de Alzheimer? 13

e a de Parkinson'®. Em contrapartida, Dayan®® relata
a existéncia dessas placas senis em individuos ndo acometidos por doencas
neurodegenerativas.

Na doenca de Alzheimer esses agregados proteicos sdo compostos
primordialmente pelo peptideo beta amiloide (AR) no meio extracelular,
oriundos de clivagem anormal da proteina precursora amiloide'®, e
intracelularmente  por emaranhados neurofibrilares  formados  pela
hiperfosforilagdo da proteina Tau no hipocampo, cerebelo, locus coeruleus e
cortex*’.

A presenca de inclusBes insoliveis contendo alfa-sinucleina (a-
sinucleina), chamados de corpos de Lewy, sdo comumente encontrados na
substancia negra, cerebelo, hipotalamo e sistema nervoso autbnomo de
pacientes com a doenca de Parkinson®® 192021

Estudos mais recentes, tém encontrado que formas intermediarias da
proteina tau hiperfosforilada®® ou oligbmeros de R-amiloide e a-sinucleina®
teriam maior nivel de toxicidade que os agregados de proteinas em si.

A disfuncdo celular em decorréncia da agregacdo de proteinas esta
relacionada, dentre outras coisas, ao prejuizo do trafego de organelas e

vesiculas?* 25 26,
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Muito embora a causa primaria da neurodegeneracdo ainda ndo possa
ser definitivamente esclarecida por causa de seu carater multifatorial, a
deficiéncia na comunicacédo celular deve ser considerada um dos principais
mecanismos desencadeadores da morte celular, especialmente durante o

envelhecimento.

1.1.3. Trafego Intracelular

A coordenacdo dos eventos encefalicos depende da neurotransmisséo
gue é promovida essencialmente por fatores intracelulares responséaveis pelo
transporte de organelas e moléculas sinalizadoras até seus locais de acdao,
assim como a organizagado do citoplasma, secrecéo, endocitose e os diversos
processos celulares. O prejuizo do trafego intracelular e, consequentemente,
da comunicacdo intercelular contribui para o desencadeamento da
neurodegeneracao.

O transporte axonal em neurénios € essencial devido ao tamanho celular
e a polaridade celular, permitindo uma comunicacdo eficiente entre o corpo
celular e terminal axonal, como por exemplo, mantendo estes abastecidos com
proteinas, lipideos e mitocdndria, reciclando ou degradando proteinas mal
enoveladas evitando que elas se agreguem. Além de seu papel no
metabolismo neuronal, o transporte axonal é crucial para a neurotransmissao
permitindo que o neurdnio responda corretamente aos sinais tréficos ou ao
estresse?’.

Os microtubulos, estruturas do citoesqueleto, sédo as principais vias por
onde o transporte axonal ocorre em ambos os sentidos por meio de proteinas
motoras, sendo estas especificas de cada carga®.

Diversos estudos tém relatado alteracdes no transporte axonal como
uma caracteristica das doencas neurodegenerativas, esse prejuizo no trafego
pode, por exemplo, acumular componentes do citoesqueleto e organelas,
mantendo-os ancorados e impossibilitando de realizar seu papel na
homeostase celular?® 3% 3% 32 33: 34
Assim sendo, pode-se dizer que o trafego intracelular e a comunicacéo

intercelular sdo essenciais para o funcionamento do sistema nervoso central, e
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que danos nesses processos podem ser fatores de risco para a
neurodegeneracdo, Vvisto que podem comprometer nao apenas o0
funcionamento intracelular, mas também interromper a comunicacao entre as
células.

1.2. Exercicio fisico e doencas neurodegenerativas

O exercicio fisico parece estar entre os métodos mais eficazes de
garantir a qualidade de vida, visto que, quando praticado de maneira regular
pode resultar em multiplos beneficios para o individuo, inclusive diante de
doencas. Atualmente pode-se encontrar inUmeros trabalhos, com as mais
variadas populagbes comprovando e reforcando o beneficios da prética de
exercicio fisico regular. Ainda, o exercicio fisico pode contribuir para que o
processo de envelhecimento ocorra de maneira menos agressiva ao
organismo, minimizando as perdas e disfungfes. Desta maneira, € de suma
importancia compreender 0s mecanismos sobre 0s quais o exercicio fisico atua

e sua relacdo em prevenir e tratar as doencas neurodegenerativas.

1.2.1. Exercicio fisico

Os beneficios gerados pela préatica regular de exercicios fisicos podem
ser fisicos, mentais e sociais, ou seja, existe uma relacao direta entre exercicio
fisico e qualidade de vida. A utilizacdo do exercicio fisico ultrapassou a barreira
do lazer, se transformando em uma forma de tratamento, ndo farmacoldgico,
para diversas doencas, especialmente as modernas, como obesidade,
hipertenséo e diabetes.

De maneira geral, o exercicio fisico parece gerar adaptacdes nos
sistemas cardiovascular e muscular, na composi¢ao corporal, na flexibilidade,
aptiddo neuromotora, entre outras, podendo diminuir até mesmo o risco de
morte3® 3¢,

Varios trabalhos relatam que quanto melhores os niveis de aptidédo

cardiorrespiratéria e muscular menores sdo os riscos de problemas de satde*”
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38; 39 40: 41,42, 43, 44 Em individuos com doenca pré-existente a diminuicdo do
risco de eventos clinicos também esta associada com maior aptiddo
cardiorrespiratgria>® 4% 46: 4748,

De acordo com a literatura, pode-se afirmar que o exercicio fisico regular
reduz o risco de desenvolver inimeras doencas, podendo ainda ser
recomendado como intervencgéo terapéutica para o tratamento e controle de
muitas doencas cronicas, tais como hipertensdo*® *°, diabetes tipo 2°% °2,

obesidade®® > 5596

e osteoporose
Além disso, diretrizes de prética clinica também identificaram o papel da
atividade fisica no tratamento e controle de doencas como depressdo e

58; 59 60 gcidente vascular cerebral®?,

transtornos de ansiedade®’, deméncia
entre outras.

Os exercicios fisicos podem ser classificados de diversas maneiras,
como por exemplo, em aerdbio e anaerdbio, considerando a tarefa metabdlica;
em ciclico ou aciclico, considerando a tarefa motora, longo ou curto, de acordo
com tempo; em baixo, moderado ou alto, de acordo com a intensidade, dentre
outras.

Os efeitos dos exercicios fisicos variam de acordo com caracteristicas
individuais e do programa de exercicio®® 3 6462

Em idosos, a deterioracdo estrutural e funcional ocorre na maioria dos
sistemas fisiolégicos, mesmo na auséncia de doenca. Os declinios na
capacidade aerdbia maxima e o desempenho do musculo esquelético com o
avancar da idade sdo dois exemplos de envelhecimento fisiolégico que podem
afetar as atividades da vida diéria e a preservagéo da independéncia fisica®®.

A atividade fisica também diminui o impacto do envelhecimento por meio
da restauracdo da capacidade funcional em idosos, visto que apos praticar
protocolo de exercicio aerobio e resistido houve aumento da capacidade
aerdbica e forca muscular em 20 a 30%, respectivamente, em adultos mais
velhos®” 8,

A intensidade do exercicio fisico deve ser considerada para que se
obtenha efeitos benéficos ao sistema nervoso central. O exercicio fisico
vigoroso pode amplificar a excitotoxicidade levando a aumento do incremento

de célcio intracelular em neurénios motores e subsequente morte celular. No
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entanto, protocolos de exercicio fisico de baixa a moderada intensidade séo
indicados em modelos murinos de esclerose lateral amiotréfica, enquanto
exercicio de alta intensidade implicam em efeitos deletérios nesses
camundongos®®.

Assim sendo, pode-se sugerir que o exercicio fisico é essencial para um
envelhecimento saudavel. No entanto, os mecanismos pelos quais esses

beneficios ocorrem ainda nao estao totalmente esclarecidos.

1.2.2. Exercicio fisico e neurotrofinas

Estudos do envelhecimento humano mostram que a pratica de atividade
fisica protege contra o declinio cognitivo. O exercicio aumenta a atencdo e o
desempenho em tarefas cognitivas tanto em humanos quanto em outros
primatas. Em modelo murino de acidente vascular cerebral, o exercicio
aerobico promoveu ramificacbes dendriticas e aumento das habilidades
motoras’’.

O exercicio fisico pode atenuar os efeitos do envelhecimento sobre o
sistema nervoso central por meio de alguns mecanismos ja descritos, como:
aumento da angiogénese e da saturacdo de oxigénio no sistema nervoso
central’* melhora da eficiéncia da neurotransmissdo, como a serotonérgica e
noradrenérgica, o que facilita o processamento da informacdo’® 3; melhora do
metabolismo’*; diminuic&o da inflamacdo’; protecéo contra a perda de volume
encefalico’®; aumento da expressédo de neurotrofinas como o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), aumento do fator de crescimento semelhante a
insulina | (IGF-I) e do fator de crescimento basico do fibroblasto (bFGF).

A pratica de atividade fisica aumenta a expressdo do BDNF, bem como
de genes que sdo membros da maquinaria de trafego de vesiculas e por¢des
das vias de sinalizacdo cuja atividade afetam a funcdo sinaptica’’.
Particularmente no hipocampo, o aumento da expressdo do BDNF pela
atividade fisica protege o0s neurbnios dos diversos insultos, promove
neurogénese no adulto e aumenta a eficicia das sinapses’®, sendo um
componente essencial do mecanismo molecular pelo qual o exercicio melhora

a neuroplasticidade. Entretanto, considerando a ampla relevancia e
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abrangéncia fisiologica da atividade fisica, € provavel que mdultiplos sistemas
estejam envolvidos na neuroprotecdo decorrente do exercicio.

Com relacdo a isso, Molteni e colaboradores’’ descreveram alteracdes,
por microarray, na expressao de RNAmM de diversos componentes do sistema
de neurotrofinas (BDNF, NGF e Trk), além de sistemas de neurotransmissao
(Glutamato e GABA), vias de sinalizacdo e transducdo de sinal (sintaxina,
sinaptotagmina e MAPK) e fatores de transcricdo (CREB) no hipocampo apos
exercicio fisico.

Pode-se dizer que um dos mecanismos pelo qual o exercicio fisico age
diante da neurodegeneracdo €é por meio da renovagdo celular e
neuroplasticidade, alterando os niveis de neurotrofinas e seus receptores. Ou
seja, o efeito benéfico do exercicio fisico, considerando a neurodegeneracao,
pode se dar pela melhora da maquinaria de neurogénese e comunicacao

celular.

1.2.3. Neurotrofinas e seus receptores

7

A grande familia das neurotrofinas é composta, atualmente, por 6
membros: fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator de crescimento
do nervo (NGF), neurotrofina-3 (NT-3), neurotrofina-4 (também denominada
neurotrofina-5) (NT-4 ou NT-5), neurotrofina-6 (NT-6) e neurotrofina-7 (NT-7),
0s quais interagem com receptores do tipo Trk (TrkA, TrkB e TrkC) ou p75°°.

As neurotrofinas regulam genes-alvo que podem codificar proteinas
estruturais, enzimas ou neurotransmissores que resultam em modificacdo da
morfologia e funcdo neuronal. Essa habilidade em melhorar a plasticidade
neuronal permite a formacéo e retencdo de memoria e aprendizagem em todas
as dimensodes: espacial, cognitiva, motora.

O BDNF é um mediador importante da neuroplasticidade no hipocampo.
A sinalizagdo sinaptica e a responsividade apresentam-se aumentadas em
segundos ap6s a administracdo de BDNF em neur6nios do hipocampo de
ratos. Esse fator neurotrofico também aumenta a ramificacdo axonal no cortex,
0 gue aumenta os sitios sinapticos em potencial®® 8. Quando bloqueada a

expressdo do BDNF, ocorre deficiéncia de meméria e aprendizagem®.
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Durante o envelhecimento h& declinio da expressao de BDNF bem como

dos receptores de fatores neurotrficosTrk3® 84 8% &

, 0 que esta associado a
disfuncéo hipocampal, prejuizo da memaoria e aumento do risco para depressao
por diminuir a neurotransmissdo serotonérgica®’, enquanto o aumento do
BDNF pelo exercicio fisico aparentemente diminui a atrofia do hipocampo,
melhora a meméria e reduz a depress&o®,

Aparentemente a atividade fisica voluntaria induz a producéo de fatores
neurotroéficos, cuja quantidade estad associada a melhora da plasticidade, da
memoéria, da potenciacdo de longo prazo e aumento do ndmero de novas
células no hipocampo®. O aumento da expressdo de BDNF no hipocampo
apos 2, 6 e 12 horas de corrida espontanea em roda aumentou a resisténcia do
cérebro a danos e neurodegeneracéo durante o envelhecimento®.

Carro e colaboradores®™ demonstraram que exercicio moderado
(1km/dia) melhora a recuperagéo funcional e previne a morte de neurénios em
diversos modelos murinos de neurodegeneracdo, como a degeneracao
hipocampal, injuria do tronco encefélico e degeneracdo cerebelar hereditaria.
Em animais que corriam antes de sofrerem a lesdo houve melhora da funcéo
neuronal, e aqueles que correram durante 5 semanas ap0s a lesdo, essa
melhora alcancou 90% dos valores controles’.

Com relacdo ao tempo de treinamento, Ploughman e colaboradores®?
demonstraram que o0s niveis de BDNF e outros marcadores da
neuroplasticidade se mantinham elevados até 2 horas apds o exercicio
prolongado, de intensidade moderada e voluntario. A implicacdo para a
reabilitacdo clinica é que o exercicio frequente de baixa intensidade e
intermitente pode aumentar os niveis de BDNF no hipocampo criando um meio

neuroplastico favoravel durante a recuperacao de células nervosas.

1.2.4. Trafego de neurotrofinas e seus receptores

O transporte axonal ocorre via microtibulos e é realizado por proteinas
motoras. De forma generalizada, o transporte € realizado por um complexo
formado por proteinas motoras e auxiliares, sendo que alteracdes na sua

expressao podem afetar todo o trafego. E que, cada carga tem seu conjunto
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7

transportador especifico. Desta forma, € essencial compreender quais a
proteinas responsaveis pelo transporte de neurotrofinas e seus receptores.

As proteinas Rab estdo relacionadas ao transporte de vesiculas, e sabe-
se gue alteracdo nestas proteinas esta intimamente relacionada ao disturbio da
formagdo de vesiculas, mobilidade entre os compartimentos celulares,
ancoramento e transporte de organelas®.

Dentre as proteinas Rab, destaca-se a Rab27 que participa do trafego
de fatores neurotréficos e seus receptores. Para o trafego anterogrado, os
receptores TrkB ligam-se a proteina semelhante a sinaptotagmina (SLP1) pela
cauda citoplasmatica de forma dependente de Rab27B, e proteina mediadora
da resposta a colapsina-2 (CRMP-2) conecta SLP1 a cinesina-1, que é a
proteina motora associada aos microtubulos e que leva a carga em direcédo aos
terminais axonais®. Ressalta-se que alteracdes conformacionais, estruturais e
do estado de fosforilagdo da CRMP-2 também tém sido relacionadas a
agregacao proteica presente na neurodegeneracdo® °¢ °’ (Figura 2).

Em adicdo, a proteina associada a huntintina-1 (HAP-1) e a sortilina
participam do transporte anterdgrado e estabilizacdo do precursor do BDNF
(proBDNF) para a periferia celular®®. A proteina HAP1 também interage com

99; 100

diversas outras proteinas incluindo o receptor GABAA e 0S receptores para

fatores neurotréficos™® 2%2. A sortilina encontra-se expressa em altos niveis nos

3 104

neurdnios’®®, e esta preferencialmente localizada na rede trans-Golgi*** onde

parece estar envolvida no direcionamento do proBDNF para a via secretora
regulada® 1%

Na via retrégrada, a internalizacdo dos receptores TrkB é mediada por
proteinas Pincher (chaperona pinocitica), também denominadas EHD4 ou
PAST4, as quais localizam-se proximo a membrana plasmatica e participam da
sinalizacao retrograda por endossomos em neurénios, bem como pela proteina
RabSlO?; 108; 109.

Uma das categorias da sinalizagdo retrograda envolve a formacgéo de
corpos multivesiculares em que moléculas exdégenas ou endogenas, incluindo
fatores neurotroéficos e seus receptores séo transportados até o corpo celular. A
formacdo desses corpos multivesiculares tem a participacdo de complexos

ESCRT e proteinas Rab. Esses corpos multivesiculares podem sequestrar
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proteinas “mal dobradas” protegendo a célula dos efeitos deletérios da
agregacdo proteica que estd presente em diversas condi¢cdes
neurodegenerativas e durante o envelhecimento. De fato, neurdnios expostos a
situacdes de hipdxia mostram aumento no numero e tamanho desses corpos
multivesiculares tornando-os indicadores gerais de estresse celular ja que séo
dindmicos no tamanho e frequéncia.

Com isso, postula-se que alteracbes nos corpos multivesiculares estao
associadas a diversas doencas do sistema nervoso. Foi observado acumulo de
corpos multivesiculares em neurbnios de animais idosos semelhante ao que
ocorre em doencas neurodegenerativas préprias do envelhecimento indicando
que alteracbes estruturais do sistema de endocitose podem ocorrer de forma
concomitante a neurodegeneracdo durante o processo de envelhecimento o

que é a base das doencas neurodegenerativas™°.

Endossomos

RAB5a

Dineina /
Dinactina

FIGURA 2 — Imagem representativa da formacdo do complexo de proteinas
responsaveis pelo trafego axonal, sentido anterégrado (A) e retrogrado (B), de
TrkB via microttibulo. Adaptado de Hirokawa e colaboradores™**.

1.3. Modelo de neurodegeneracao

bY

O presente estudo utiliza exposicdo a rotenona para a inducéo de
agregados proteicos in vivo?# 3 14 A rotenona é um pesticida natural e um
inibidor especifico do complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial, o que leva

a aumento do estresse oxidativo mimetizando o que ocorre durante 0 processo

27



de envelhecimento. O efeito da rotenona mais bem caracterizado é sobre o

complexo |, mas também inibe o proteassomo, promove disfungcdo no GAPDH,

age também sobre células gliais''? 15 116 117

citoesqueleto™*®.

, € atua diretamente sobre o

Esse modelo mostra-se adequado, pois exposicao crbnica a droga induz
formacéo de agregados proteicos contendo alfa-sinucleina, tau hiperfosforilada
e beta-amiloide em células do hipocampo, substancia negra, estriado e locus

CoeruleusllZ; 113; 114; 119.

Apesar de ter sido primeiramente descrita pelo
envolvimento na doenca de Parkinson em agricultores que utilizavam
pesticidas a base de rotenona, esse xenobibtico € hoje melhor caracterizado e
exerce seus efeitos também em células do hipocampo%.

Nosso grupo demonstrou que a exposicdo a rotenona promove a
formacao de agregados proteicos contendo a-sinucleina, tau hiperfosforilada e
B-amiloide em células do hipocampo, substancia negra, e locus coeruleus'®
sendo adequado para o presente estudo. Demonstramos a agregacéao proteica
em cultura de células bem como no hipocampo, substancia negra e locus
coeruleus de ratos idosos, no entanto, a presenca de agregacao na medula
espinhal esta sendo investigada no presente momento.

Além disso, nossos experimentos anteriores confirmaram a acdo da
rotenona em alterar a expressédo de proteinas motoras de mitocéndrias antes

da formacdo desses agregados®?

4
|3

na expressdo génica e na mobilidade
mitocondrial®”, indicando que alteracfes do trafego intracelular ocorrem antes
da formacédo de agregados proteicos, podendo ser estes sinais iniciais da
neurodegeneracao.

Dados em fase de publicacdo, demonstram que a exposicdo a 2
mg/kg/dia de rotenona em ratos Lewis idosos promove a agregacdo do
peptideo [3-amiloide, a-sinucleina e tau hiperfosforilada no hipocampo,
substancia negra e locus coeruleus. Por outro lado, em concentragdes menores
(Img/kg/dia) de exposicdo a rotenona ndo ha formacdo destes agregrados,
bem como nado ha alteracdo dos niveis de proteina carbonilada, um marcador
de estresse oxidativo.

No entanto, alteracdes do trafego de neurotrofinas e seus receptores,

aliados aos efeitos do exercicio fisico ndo estdo esclarecidas. Desta forma, o
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presente estudo pretende contribuir para o avango do conhecimento sobre a
regulacdo do trafego de fatores neurotréficos e de seus receptores a fim de
estabelecer a correlacdo dos eventos de transporte intracelular com a formacéo
de agregados no sistema nervoso central e a neurodegeneracdo com O

envelhecimento.

29



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar o nivel das proteinas envolvidas no trafego intracelular do
BDNF e do receptor TrkB na medula espinhal, hipocampo e substancia negra
de ratos expostos a rotenona e submetidos ao exercicio fisico forcado de baixa

a moderada intensidade.

2.2. Objetivos especificos

1) Analisar o efeito do exercicio fisico forcado de baixa a moderada
intensidade, por meio da corrida em esteira, sobre a massa corporal e

agregacdo de proteinas em ratos idosos submetidos a 1mg/kg/dia de rotenona.

2) Estudar o efeito do exercicio fisico forcado, de baixa a moderada
intensidade, sobre o nivel das proteinas Rab27, CRMP-2, Slpl, HAP-1 e
sortilina, as quais estdo envolvidas no trafego anterégrado de BDNF e seu
receptor TrkB, por Western Blot, na medula espinhal, hipocampo e substancia

negra de ratos idosos submetidos a 1mg/kg/dia de rotenona.

3) Analisar a expressdo da proteina EDH-4, a qual participa do trafego
retrogrado de neurotrofinas e seus receptores, por Western Blot, na medula
espinhal, hipocampo e substancia negra de ratos idosos submetidos ao
exercicio fisico forcado, de baixa a moderada intensidade, e expostos a

1mg/kg/dia de rotenona.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Lewis (68
animais), machos, com 8 ou 9 meses de idade obtidos da Universidade de
Campinas e criados no Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do
Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo. Esta linhagem foi
escolhida por ser suscetivel a agregacdo de proteinas constitutivas apos
tratamento com rotenona.

Os experimentos propostos estdo em conformidade com todos os
aspectos éticos de experimentacdo animal recomendados pelo Concea, bem
como de acordo com a lei federal No. 11.794, e foram aprovados pelo comité
de ética em experimentagdo animal do Instituto de Biociéncias (138/2011)
(Anexo 1) e da Faculdade de Medicina (451/11) (Anexo 2), ambas unidades da
Universidade de S&o Paulo.

Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas e tiveram

racao apropriada e agua ad libitum.

3.2. Exposicédo a rotenona

Os ratos foram submetidos a exposicdo a rotenona (ROT) (Sigma)
administrada subcutaneamente por meio de mini bombas osmdticas (Alzet,
cod. 4ML2) durante 4 ou 8 semanas. As mini bombas foram implantadas por
meio de uma pequena incisdo na pele da regido dorsal dos animais sob
anestesia (cetamina e xilazina). A concentracdo de rotenona infundida foi de
1mg/kg/dia.

Do total de animais utilizados inicialmente, aproximadamente 20%
desses morreram durate o0 processo de implantagdo da bomba osmdtica,
possivelmente devido a condi¢cao de envelhecimento.

Os ratos envolvidos neste experimento tinham inicialmente 8 ou 9 meses

meses de idade, pois € sabido que ratos idosos sdo mais sensiveis que jovens
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aos efeitos centrais da rotenona, apresentando maior formacgéo de agregados
proteicos insoluveis, sem que haja grandes efeitos periféricos decorrentes de
intoxicacdo pela droga’®?, o que condiz com a etiologia das doencas
neurodegenerativas.

As mini bombas osméticas foram preparadas conforme recomendacédo
do fabricante e foram preenchidas com solucao estéril de rotenona diluida em
DMSO e polietilenoglicol (1:1) de acordo com o peso de cada animal de forma
a receberem 1mg/kg/dia infundidos a uma velocidade de fluxo de
aproximadamente 2,5ul/hora. Os animais controles receberam solugdo de
DMSO e polietilenoglicol (1:1) infundida por mini bombas idénticas as dos
animais do grupo experimental.

Os animais foram pesados antes da implantacdo das mini bombas e
semanalmente até o final do protocolo experimental, com o intuito de identificar
possiveis efeitos toxicos exacerbados periféricos da rotenona e para assegurar

0 bem-estar animal.

3.3. Grupos experimentais

Os animais foram divididos em grupos experimentais com relagdo ao
tratamento ao qual foram submetidos, DMSO ou ROT de maneira aleatéria. O
protocolo experimental do presente trabalho apresenta dois grupos distintos,
Grupo 1 (G1) e Grupo 2 (G2), sendo que G1 possibilita a analise do
treinamento fisico como tratamento, enquanto G2 possibilita analisar o efeito
de prevencao e manutencao considerando o quadro de neurodegeneracao.

O G1 é composto por ratos que foram submetidos ao tratamento cronico
com rotenona e seu respectivo controle aos nove meses de idade. Apds 30
dias corridos, este mesmo grupo realizou a troca da bomba osmoética, visando
garantir a eficiéncia na exposicéo a droga, iniciando conjuntamente o protocolo
de treinamento fisico forcado (Figura 3). Nesta fase os animais foram
subdividos em grupos dentro do tratamento, DMSO ou ROT, e de acordo com

a condicao fisica, sendo sedentéario (SED) ou treinado (EXE).
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Para o G2, os ratos iniciaram o protocolo de treinamento fisico forgcado
aos oito meses e meio de idade, permanecendo por seis semanas. Na
sequéncia, foram submetidos ao tratamento com DMSO ou ROT, e subdividos
em grupos de maneira similar ao G1 (Figura 3). A Tabela 1 apresenta a
distribuicdo dos grupos, bem como o niUmero amostral pertencente a cada um
deles.

TABELA 1 — Caracterizacdo dos grupos, numero amostral e média da massa
corporal no inicio do protocolo, em relacdo ao tratamento e a condicéo fisica
proposto pelo protocolo experimental.

TRATAMENTO/CONDICAO FiSICA
DMSO/SED ROT/SED DMSO/EXE  ROT/EXE

MC(Lrgf'a' 0,42+008 042+006 043+009 043+0,08
“n” Amostral 05 06 05 06
MCinicial 31,005 031+004 031£005 031004
G2 (ko)
“n” Amostral 05 06 05 05

G1 - Grupo 1; G2 — Grupo 2; MC — massa corporal; “n” — Numero amostral;
DMSO - controle; ROT — rotenona; SED — sedentario; EXE — treinado
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FIGURA 3. Esquema do protocolo e dos grupos experimentais do exercicio fisico.
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3.4. Protocolo de exercicio fisico for¢cado

Inicialmente todos os animais foram pré-selecionados de acordo com
sua habilidade de correr na esteira, adaptada para animais, durante 15 sessoes
para familiarizacdo, em velocidades de 0,1 a 0,5 km/h, duracdo de 10 a 30
minutos por dia, com 0% de inclinacdo. Vale ressaltar que 22% do total de
animais (68) foram excluidos por ndo apresentarem aptidao para a corrida.

Apos o periodo de adaptacdo, os animais foram selecionados em dois
grupos: sedentario e treinamento. Antes de iniciar o protocolo de treinamento
todos realizaram o teste de exercicio maximo (teste de exercicio gradativo na
esteira iniciado a velocidade de 0,3 km/h com incrementos de 0,3 km/h a cada
3 minutos até a exaustdo) para determinar a capacidade maxima individual e
determinar as velocidades equivalentes ao protocolo de treinamento.

O protocolo de treinamento foi adaptado de Amaral e colaboradores'® e
consistiu em treinos de intensidade moderada, com velocidade de
aproximadamente 50-60% da capacidade méaxima individual, durante 5 dias por
semana, 40 minutos por dia, durante 6 ou 10 semanas de acordo com o
protocolo experimental (Figura 3).

Os animais que pertenciam aos grupos sedentarios também eram
manuseados até a esterira de corrida, onde esses permaneciam pelo mesmo
tempo dos animais do grupo treinamento, contudo com a esteira em velociade
zero (parada), afim de reproduzir 0 mesmo estrese a todos animais.

O teste de capacidade individual foi repetido a cada duas semanas no
grupo treinamento, para ajustes da velocidade diante do proposto pelo
protocolo, e no final, em ambos os grupos, para permitir comparacdo com o

teste inicial.

3.5. Coleta de material para analise

Apos finalizar o protocolo experimental, os ratos foram decapitados, e
seus encéfalos extraidos para dissecar-mos as areas de interesse. Foram

dissecadas as seguintes areas: hipocampo, substancia negra, medula cervical

e toraxica (Figura 4). Todas as areas foram submersas em 400 pL de tampé&o
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de lise (1% NP40, 0,5% deoxicolato de sodio, 1% SDS, 1mM EDTA, 1mM
EGTA e 1% coquetel inibidor de proteases (Sigma)) e congeladas a -70°C.
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Medulla Oblongata

Medula

Toracica

FIGURA 4 — Imagens representativas de seccfes do encéfalo e areas da medula de ratos contendo as regifes extraidas
para a andlise. Hipocampo; Substancia Negra; Medula Cervical e Medula Torécica. Modificado de Paxinos e Watson*?*.
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3.6. Expresséo de proteinas do trafego intracelular por western blot

O tecido foi lisado e homogeneizado na mesma solucdo em que se
encontrava no congelamento. A quantidade de proteina foi acessada pelo
método de Bradford™® . A curva de calibracdo foi feita utilizando-se albumina
em quantidade de 0 a 32 ug de proteina por poco.

As amostras (70ug) foram desnaturadas a 100°C durante 3 minutos e
aplicadas as canaletas do gel de poliacrilamida a 12% para fracionamento. Em
uma das canaletas foi aplicado o marcador de peso molecular (Full Range
Rainbow™, GE). O tamp&o de corrida foi preparado com 250mM trizma,960mM
glicina e 1% SDS, as proteinas foram separadas através de aplicacdo de 150
volts durante 1 hora.

ApoOs a corrida, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose e bloqueada com leite 5% TBS-T ou BSA 5% TBS-T durante 1 ou
2 horas a temperatura ambiente, seguida de incubacdo com os anticorpos
primarios, diluidos em TBS-T contendo leite 3% ou BSA 1%: anti-SLP1 (sc-
136480, Santa Cruz) (1/2000), anti-CRMP-2 (C2993, Sigma) (1/7000), anti-
Sortilina (ab16640, Abcam) (1/1000), anti-TrkB (H-181, sc-8316, Santa Cruz)
(1/1000), anti-a-sinucleina (C-20-R, sc-7011-R, Santa Cruz) (1/500), anti-Rab-
27 (R-4655, Sigma) (1/1000) anti-EDH4 (NBP1-54873, Novus) (1/1000) e anti-
pTau (Serl99/202,T6819, Sigma) (1/1000). A incubacdo com o0 anticorpo
secundario (anti-mouse 1/6000 ou anti-rabbit 1/10000, diluido em TBS-T
contendo leite 3% ou BSA 1%), conjugado a uma peroxidase (HRP), foi
realizada a temperatura ambiente durante 1 hora.

A normalizagdo para a analise destas proteinas foi realizada pela
incubacdo do anticorpo primario anti-3-actina (sc-47778, Santa Cruz) (1/1000)
e anticorpo secundario anti-mouse conforme descrito anteriormente. A tabela 2
e 3 apresentam resumidamente as descricdo da aplicacéo dos anticorpos deste

trabalho.
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TABELA 2 — Descrigdo do protocolo de aplicacdo dos anticorpos primarios

usados para deteccéo dos niveis de proteina por

meio da técnica de western blot.

| Bloqueio : Primario

: Reagente ;eor:];s(; Temg)ecr;a tura : Concentragao D!L:;C:IO z;]eor?;;; Tem?)ecr;al tura Secundario
Anti-SLP-1 | BSAS% 2 ambiente |  1/2000 BSA 1% overnight 4 Mouse
Anti- CRMP-2 | BSA5% 2 ambiente | 1/7000 BSA 1% overnight 4 Rabbit
Anti- Sortilina i BSA 5% 2 ambiente i 1/1000 BSA 1% overnight 4 Rabbit
Anti-TrkB | BSA 5% 2 ambiente | 1/1000 BSA 1% overnight 4 Rabbit
Anti- a-Sinucleina i Leite 5% 1 ambiente i 1/500 Leite 3% overnight 4 Rabbit
Anti-Rab27B | BSA 5% 2 ambiente | 1/1000 BSA 1% overnight 4 Rabbit
Anti-EDH-4 I BSA 5% 2 ambiente I 1/1000 BSA 1% overnight 4 Rabbit
Anti-pTAU Sert99-202 i Leite 5% 1 ambiente i 1/1000 Leite 3%  overnight 4 Rabbit
Anti-B-Actina : Leite 5% 1 ambiente : 1/1000 Leite 3% 1 ambiente Mouse

TABELA 3 — Caracterizacdo dos anticorpos secundarios usados para deteccao dos niveis de proteina por meio da técnica de

western blot.

Concentracao Diluido em: Tempo (horas) Temperatura (°C)
Anti- Mouse 1/6000 BSA 1% ou Leite 3% ambiente
Anti-Rabbit 1/10000 BSA 1% ou Leite 3% ambiente

39



3.7. Andlise da atividade da enzima citrato-sintase

A andlise da atividade da enzima citrato sintase foi realizada no
homogeneizado dos musculos séleo e gastrocnémio dos animais, em
espectrofotdmetro conforme descrito por Srere'®. Os musculos séleo e
gastrocnémio foram homogeneizados com tampéo fosfato (PBS) na proporcéo
de 1:10 (1g de tecido para 10 ml de PBS). As amostras foram centrifugadas a
1.500g, durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e utilizado para
medida da atividade enzimatica.

A cinética enzimatica foi realizada em espectrofotometro e foi
determinada pela quantificacdo da intensidade de cor formada pela reacdo
entre a coenzima A (CoA) e o &cido oxalacético na presenca do acido 5,5'ditio-
bis 2 nitrobenzoico (DTNB). A leitura foi realizada a 25°C, durante um intervalo
de 160 segundos, em 412 nm. A atividade da enzima foi determinada pela
diferenca entre a absorbancia inicial e a final, dividida pela diferenca de tempo
de absorbancia. Os resultados foram expressos em pmol.mL™.mg proteina™. A
guantidade de proteina por reacdo foi determinada pelo método de Bradford

utilizando como padréo uma curva de albumina bovina (BSA).

3.8. Analise dos resultados

Os resultados foram avaliados usando o programa GraphPadPrism
(versao 4.03,GraphPad Software, San Diego, California, USA). Sendo adotado
o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

O Teste “t” de Student e Anova de medidas repetidas, com post hoc
Bonferroni, foram empregados para valores atingidos no teste de capacidade
maxima do Grupo 1 e Grupo 2, respectivamente. A massa corporal dos animais
também foi vericados por meio do teste do anova de medidas repetidas.

Anova de duas vias, com post hoc Bonferroni, foi empregado para

atividade da enzima citrato-sintase e niveis de expresséo de proteinas.
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4. RESULTADOS

4.1. Variacdo da massa corporal durante protocolo de exposicéo a

rotenona e exercicio fisico forgcado de intensidade moderada

A afericdo da massa corporal foi feito por pesagens realizadas uma vez
por semana durante todo o protocolo experimental, e analisado pela diferenca
de cada semana com a semana inicial (delta da massa corporal). Inicialmente a
massa corporal dos animais tanto do G1 como do G2 nao diferiam entre os
diferentes grupos experimentais.

A massa corporal durante o protocolo experimental do G1 (Figura 5),
grupo que é submetido a exposicao a rotenona e seguido de treinamento fisico
ou ndo e seus respectivos controles, diminuiu quando analisados apenas 0s
efeitos da exposicdo a rotenona (DMSOsed vs ROTsed). Sendo que, esses
resultados parecem indicar que a rotenona tende a promover diminuicéo
significativa na massa corporal apds 4 semanas de exposi¢cdo a rotenona
(Semana 1 vs Semana 5) bem como ao final das 11 semanas (Semana 1 vs
Semana 11; Semana 5 Vs Semana 11). Ao fim do protocolo experimental, os
animais do grupo controle (DMSO) também apresentaram diminuicdo da
massa corporal (Semana 1 vs Semana 11; Semana 5 vs Semana 11).

Considerando o treinamento de seis semanas aliado a exposicdo a
rotenona, a massa corporal ndo se altera com o treinamento fisico (DMSOsed
vs DMSOexe), ou na condicdo de sedentarismo (DMSOsed, Semana 1 vs
Semana 5; Semana 1 vs Semana 11; Semana 5 vs Semana 11 ) (Figura 5).

Quando o treinamento fisico foi realizado ap6s um més de exposicao a
rotenona, seguido de treinamento fisico (6 semanas) sem interrupcdo da
liberacdo continua da ROT por quatro semanas, também encontrou-se
diminuicdo da massa corporal (ROTsed vs ROTexe) (Figura 5). Sugerindo, que
0 processo de envelhecimento é quem determina as alteracbfes da massa

corporais e ndo o treinamento fisico em ratos Lewis idosos.
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FIGURA 5 — Variacdo da Massa corporal, em quilogramas, dos ratos
submetidos ao protocolo experimental G1. Pesagens realizadas
semanalmente. Os valores sdo apresentados em média + erro padrdo da
média segundo a andlise de medidas repetidas (ANOVA), acompanhado do
pés-teste de Bonferroni ( p<0,05).

No G2, grupo em que inicialmente todos os animais foram submetidos
ao treinamento fisico por seis semanas, 0s resultados demonstram nao haver
alteracdes da massa corporal neste periodo (EXE — Semana 1 vs Semana 7)
(Figura 6).

ApoOs esse periodo em que todos 0s animais treinaram por seis
semanas, os ratos foram dividos em 4 grupos, de acordo com descrito nos
materiais e métodos, e verificou-se que a ROT diminui significamente a massa
corporal, mesmo quando ela é precedida de treinamento fisico (DMSOsed vs
ROTsed; ROTsed- Semana 1 vs Semana 11) (Figura 6).
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O treinamento fisico também n&o alterou a massa corporal, bem como
ndo se diferiu dos achados na condicdo de sedentario (DMSOsed vs
DMSOexe) (Figura 6).

Da mesma forma, o treinamento fisico ndo foi capaz de reverter ou
minimizar a perda de massa corporal devido a exposi¢ao a rotenona (ROTsed
vs ROTexe) (Figura 6).

Também encontramos que o tempo, envelhecimento, influencia
significativamente a massa corporal dos animais do G2, aumentando para 0s
grupos DMSO e diminuindo para 0os grupos rotenona, quando comparados 0s
estados inicial ao final (Figura 6). Dados semelhantes aos achados para G1.
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FIGURA 6 - Variacdo da massa corporal, em quilogramas, dos ratos
submetidos ao protocolo experimental G2. Pesagens realizadas
semanalmente. Os valores sdo apresentados em média = erro padrdo da
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meédia segundo a analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do pos-
teste de Bonferroni ( p<0,05).
Tais achados sugerem que o0 processo natural de envelhecimento e a

exposicdo a rotenona alteram significativamente a massa corporal de maneira
independente do treinamento fisico moderado para ratos Lewis idosos (Figura
7).

b MC vs ROT

f ¢4

>

FIGURA 7 — Esquema ilustrativo das alteracdes da massa corporal de ratos
Lewis idosos expostos a baixas doses de rotenona e submetidos ao
treinamento fisico, e seus representativos controles. A rotenona dimunui a
massa corporal de maneira independente do treinamento fisico. Onde, MC

corresponde a massa corporal, ROT a rotenona, DMSO ao solvente de
rotenona, EXE ao treinamento fisico, (R+E) a rotenona mais treinamento fisico.
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4.2. Efeitos do protocolo de exercicio forgcado, com intensidade
moderada sobre a capacidade fisica

O protocolo de exercicio fisico forcado, corrida em esteira com
intensidade moderada (50-60% capacidade maxima individual), € avaliado e
garantido por meio do teste de capacidade maxima antes, durante e apos
aplicacéo do treinamento fisico proposto.

O resultado do teste de capacidade fisica pode ser analisado por meio
das variaveis: tempo de corrida e distancia percorrida, representando o tempo
e a distancia total atingidos ao final de cada teste, respectivamente. Sendo que,
guanto maiores os valores para o tempo e distancia atingidos melhores séo as
condig®es fisicas do individuo, considerando que ele consegue suportar uma
maior sobrecarga.

Inicialmente, ndo se verificaram diferencas significativas nos valores
iniciais tanto para tempo como para a distancia. No entanto, no teste final
observa-se um aumento significativo para 0s grupos que realizaram o
treinamento fisico (DMSOexe e ROTexe), bem como diminuicdo significativa
destes parametros nos grupos que ndo realizaram treinamento fisico
(DMSOsed e ROTsed) (Figura 8A-B).

Os achados para G1 indicam que o treinamento fisico aumenta as
variaveis tempo de corrida (Figura 8A) e distancia percorrida (Figura 8B), em
relacdo ao estado inicial. Para os valores obtidos nos testes pré (inicial) e pos
(final) protocolo de treinamento fisico, tem-se que o treinamento fisico
aumentou em 39% e 77% o tempo e a distancia final (DMSOexe — Inicio vs
Final). Confirmando os efeitos de melhora da capacidade fisica com o
treinamento fisico, tem-se que na auséncia do treinamento o tempo de corrida
decresce em 46% e a distancia em 50% considerando o estado inicial e final
(DMSOsed - Inicial vs Final) (Figura 8A-B).

Quando analisados os efeitos da rotenona sobre a capacidade fisica, os
achados indicam aumento dos valores de tempo (43%) e de distancia (95%)
para o grupo treinado (ROTexe — Inicial vs Final); e diminuigéo para de 30% e
43% para tempo e distancia, respectivamente, para o grupo sedentario exposto

a rotenona (Inical vs Final) (Figura 8A-B).
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FIGURA 8- Efeitos do protocolo de exercicio em ratos Lewis idosos
pertencentes ao grupo que realizou 6 semanas de exercicio fisico forgado, de
intensidade baixa a moderada, depois da exposi¢cdo a droga, Grupo 1 (G1).
Valores relativos ao tempo de corrida (A) e distancia percorrida (B) obtidos para
0s grupos controle (DMSO) ou rotenona (ROT), sedentarios (sed) ou treinados
(exe). Testes realizados pos-adaptacdo e ao final do protocolo de exercicio
forcado, 6 semanas. Valores apresentados em porcentagem relativa ao
controle. DMSOsed (n=5), ROTsed (n=6), DMSOexe (n=5) e ROTexe (n=6).
Anova de medidas repetidas, pos-teste Bonferroni (p<0,05).

Desta maneira, pode-se sugerir que seis semanas de treinamento fisico

moderado, por meio da corrida em esteira, foram suficientes ndo apenas para
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recuperar a diminuicdo gradativa da capacidade fisica em consequéncia do
sedentarismo e/ou envelhecimento, mas também sendo capaz de aumentar a
condicdo fisica dos animais treinados. Além disso, tais alteracdes sé&o
independentes do possivel estresse celular causado pela exposicdo a
rotenona, j& que 0S animais expostos ao xenobidtico apresentaram
desempenho semelhante aos animais controles. A figura 9 representa um

resumo dos achados em relacdo aos efeitos do treinamento fisico.

Capacidade
Fisica

Fisica
FIGURA 9 — Esquema ilustrativo das alteracbes da capacidade fisica de ratos
Lewis idosos expostos a baixas doses de rotenona e submetidos ao
treinamento fisico apos e durante periodo de exposicéo, e seus representativos
controles (Grupo 1). O treinamento fisico aumenta a capacidade fisica de
maneira independente a exposicdo a rotenona. Onde, EXE corresponde ao
treinamento fisico, SED auséncia de treinamento fisico e ROT a rotenona.

Capacidade
Fisica
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Os animais que realizaram o treinamento fisico moderado, por meio de
corrida em esteira, 0s quais posteriormente foram divididos em quatro
subgrupos, sendo dois que permaneceram em treinamento fisico (EXE) e dois
que se tornaram sedentarios (SED), apresentaram melhoras significativas
considerando o tempo de corrida (Figura 10A) e distancia percorrida (Figura
10B). Para tal, obteve-se aumento de 40% para o tempo e de 68% para a
distancia (EXE - Inicial vs Final). Como descrito anterioremente, deve-se
considerar tempo e distancia como parametros de alteracdes da capacidade
fisica (Figura 10A e B).

Desta maneira, pode-se sugerir que, de acordo com o teste de
capacidade fisica, 6 semanas foram suficientes para melhorar
significativamente a condic¢éo fisica dos animais.

Posteriormente a esta fase de treinamento fisico e subdivisdo dos
grupos, os dados obtidos para tempo e distancia no teste de capacidade fisica
final comparados com estes ultimos indicam que (Figura 10A e B):

- a interrupcao total do treinamento fisico por 4 semanas, diminui o
tempo e a distancia em 41% e 55%, respectivamente, nos animais DMSOsed —
6 semanas comparados com a condic¢éo final.

- em contrapartida, a continuacéo do treinamento fisico, por 4 semanas
em intensidade moderada, proporciona aumento de 11% e 26% para tempo e
distancia, respectivamente nos animais DMSOexe — 6 semanas comparados
com a condicéo final.

- quando considerada a exposicdo a 1lmg/kg/dia de rotenona por 4
semanas sem a continuidade do treinamento fisico, observa-se uma diminui¢ao
do tempo de 52% e da distancia de 70% nos animais ROTsed- 6 semanas
comparados com a condicao final.

- e, quando a exposicdo a mesma dose de rotenona € acompanhada
pelo treinamento fisico, tem-se uma diminuicdo menos acentuda do tempo
(14%) e da distancia (17%) nos animais ROTexe- 6 semanas comparados com
a condicao final.

Comparando-se os resultados do teste de capacidade fisica final ao
resultado do teste inicial, obtém-se que a paralisacdo do treinamento fisico ndo

leva a alteracao significativa relativa ao estado inicial para as variaveis do teste
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(tempo e distancia) (DMSOsed - Inicial vs Final). Da mesma maneira que, a
exposicdo a rotenona sem a continuidade ndo se difere dos valores iniciais
(ROTsed- Inicial vs Final).

A continuidade do treinamento fisico aumenta em 56% o tempo e 112%
a distancia (DMSOexe), além de manter os valores para tempo e distancia
quando o treinamento fisico aconteceu simultaneamente a exposicdo a
1mg/kg/dia de rotenona (ROTexe- Inicial vs Final) (Figura 10A-B).

Assim sendo, pode-se sugerir que 6 semanas de treinamento fisico
moderado, por meio de corrida em esteira, foi suficiente para aumentar o tempo
de corrida e a distancia percorrida no teste de capacidade fisica. Ainda, mesmo
ap0s aumento na capacidade fisica, a interrupcéo total do treinamento fisico
diminuiu tal capacidade de maneira acentuada.

Pode-se sugerir, baseado nos achados, que a rotenona interfere no
ganho de capacidade fisica, entretanto ndo h& perda de condicionamento, ja
gue os niveis de tempo de corrida e distancia percorrida sdo mantidos apos as
6 primeiras semanas de treinamento. Todos esses resultados estdo

representados na Figura 11.
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FIGURA 10 - Efeitos do protocolo de exercicio em ratos Lewis idosos

pertencentes ao grupo que realizou 6 semanas de exercicio, de intensidade
baixa a moderada, seguidas da exposi¢céo a droga simultaneamente a mais 4
semanas de treinamento fisico ou n&do, Grupo 2 (G2). Valores relativos ao
tempo (A) e distancia (B). Valores apresentados em porcentagem relativa ao
controle. EXE (n=21) subdividido apds seis semanas em: DMSOsed (n=5),
ROTsed (n=6), DMSOexe (n=5) e ROTexe (n=5). Anova de medidas repetidas,
pos-teste Bonferroni (p<0,05).
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FIGURA 11 - Esquema ilustrativo das alteracfes da capacidade fisica de ratos Lewis idosos submetidos ao treinamento
fisico moderado por 6 semanas, seguido de exposi¢cao a rotenona simultaneamente a continuidade do treinamento fisico por
mais 4 semanas, e seus respetivos controles (G2). O treinamento fisico aumenta a capacidade fisica de maneira significativa,
sendo mantida em varoles maiores com a continuidade do treinamento fisico. A interrupcédo do treinamento por 4 semanas
reverte o ganho gerado anteriormente (6 semanas). A exposicao a rotenona interfere negativamente nos efeitos benéficos do
treinamento fisico em ratos treinados, entretanto ndo piora a capacidade fisica se comparado com estado inicial. EXE
corresponde ao treinamento fisico, SED auséncia de treinamento fisico e ROT a rotenona.
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4.3. Atividade da citrato sintase no séleo ap6s exercicio for¢cado,

com intensidade moderada

Sabendo que o treinamento fisico foi capaz de aumentar o tempo de
corrida e a distancia atingidos pelo teste de capacidade fisica, representando
uma possivel melhora da condicgéo fisica, fez-se necessario verificar se isso se
correlacionava com alteracdes celulares.

127 nos musculos

Utilizou-se a atividade da enzima citrato sintase (CS)
sbleos e gastrocnémios para verificar possiveis alteracdes no metabolismo
celular. Visto que, alteracdo em sua atividade pode dar subsidios para
caracterizar em qual nivel o metabolismo aerébio esta sendo ativado,
comparando assim o grupo sedentario ao treinado.

Os valores obtidos no presente trabalho para G1 mostram um aumento
significativo de 90% na atividade da CS no musculo séleo em resposta a
exposicao a rotenona (DMSOsed Vs ROTsed). Em resposta ao protocolo de
treinamento fisico, a atividade da CS mostrou-se aumentar significativamente
em 39% para o grupo DMSO (DMSOsed vs DMSOexe). Sendo que este
aumento da atividade da CS é mantido quando os animais foram submetidos
ao treinamento fisico e expostos a rotenona simultaneamente (ROTsed vs
ROTexe) (Figura 12).

Desta forma, pode-se sugerir que tanto a exposi¢do a rotenona quanto o
treinamento fisico, independentemente, bem como a associacdo entre o
treinamento fisico e a exposicdo a rotenona, aumentam a atividade da citrato

sintase.
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FIGURA 12— Atividade da enzima citrato-sintase no musculo séleo de ratos
idosos submetidos a exposi¢do a rotenona (ROT) ou seu solvente (DMSO) e
ao protocolo de exercicio fisico forcado (exe), de intensidade moderada, por 6
semanas (G1). Valores expressos em porcentagem do controle. DMSOsed
(n=5), ROTsed (n=4), DMSOexe (n=5) e ROTexe (n=5). Anova duas vias, pos-
teste Bonferroni (p<0,05).

Para o G2, também no mduasculo sbéleo, obteve-se diminuicdo
significativa, equivalente a 51% da atividade da CS em resposta ao tratamento
com rotenona (DSMOsed vs ROTsed). Em contrapartida, quando analisados os
efeitos do treinamento fisico, a atividade da CS encontra-se significativamente
aumentada, equivalente a 84% (DMSOsed vs DMSOexe) (Figura 13).

Ja na condicdo em que se aliam o treinamento e a exposi¢do a rotenona
nao se verificaram alteracbes em relagédo ao controle (DMSOsed vs ROTexe).
Portanto, tanto o efeito de diminuicdo causado pela exposicdo a rotenona,
guanto o aumento causado pelo treinamento fisico na atividade da CS sao

neutralizados na condicdo ROTexe (Figura 13).
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FIGURA 13 — Atividade da enzima citrato-sintase no musculo séleo de ratos
idosos submetidos a exposi¢do a rotenona (ROT) ou seu solvente (DMSO), e
ao protocolo de exercicio fisico forcado, de intensidade moderada, iniciado
antes da exposi¢cdo a rotenona (G2). Valores expressos em porcentagem do
controle. DMSOsed (n=3), ROTsed (n=4), DMSOexe (n=5) e ROTexe (n=5).
Anova de medidas repetidas, pos-teste Bonferroni (p<0,05).

No musculo gastrocnémio, os animais do G1 mostraram uma diminuicao
significativa de 55% em resposta a exposicdo a rotenona (DMSOsed vs
ROTsed). Com o treinamento fisico verificou-se aumento de aproxidamente
62% na atividade da CS (DMSOsed vs DMSOexe). Quando o treinamento
fisico foi realizado simultaneamente a exposicao a rotenona nao se verificaram
alteracdes significativas (DMSOsed vs ROTexe), sugerindo que em conjunto
(rotenona + treinamento fisico) impedem os efeitos isolados de ambos (Figura
14).
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FIGURA 14— Atividade da enzima citrato-sintase no musculo gastrocnémio de
ratos idosos submetidos a exposicdo a rotenona (ROT) ou seu solvente
(DMSO) e ao protocolo G1 de exercicio fisico forcado (exe), de intensidade
moderada, por 6 semanas.Valores expressos em porcentagem do controle.
DMSOsed (n=5), ROTsed (n=5), DMSOexe (n=5) e ROTexe (n=5). Anova de
medidas repetidas, pos-teste Bonferroni (p<0,05).

Para os animais que compuseram o G2, tem-se que a atividade da CS
ndo se altera com a exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona (DMSOsed vs
ROTsed). O mesmo ocorre para o treinamento fisico, seja quando aplicado
isoladamente (DMSOsed vs DMSOexe), ou em conjunto a exposicdo a
rotenona (ROTsed VS ROTexe) (Figura 15).
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FIGURA 15 — Atividade da enzima citrato-sintase no musculo gastrocnémio de
ratos idosos submetidos a exposicdo a rotenona (ROT) ou seu solvente
(DMSO) e ao protocolo de exercicio fisico forcado, de intensidade moderada,

hY

iniciado antes da exposicdo a rotenona (G2). Valores expressos em
porcentagem do controle. DMSOsed (n=5), ROTsed (n=5), DMSOexe (n=5) e
ROTexe (n=5).

Conforme os achados descritos anteriormente pode-se sugerir que a
atividade da enzima CS é regulada tanto pela exposi¢cdo a rotenona quanto
pelo treinamento fisico. Além disso, observou-se que o treinamento fisico
promoveu aumento da atividade da enzima CS, como esperado, exceto para o
G2 no gastrocnémio. Assim sendo, € possivel pressumir que além das
alteracbes do treinamento fisico sobre a capacidade fisica, foi possivel
identificar as alteracdes equivalentes no metabolismo celular. A figura 16 ilustra
a variacdo da atividade da enzima citrato sintase diante da exposicdo a

rotenona e ao treinamento fisico de maneira isolada ou em conjuto.
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FIGURA 16 — Esquema ilustrativo das alteracdes da atividade da enzima citrato
sintase (CS) nos musculos séleo e gastrocnémio de ratos Lewis idosos
expostos a 1mg/kg/dia de rotenona e/ou submetidos ao treinamento fisico
moderado, e seus respetivos controles para os grupos de acordo com protocolo
experimental (G1 e G2). A atividade da enzima citrato sintase aumenta tanto
com exposicdo a rotenona quanto pelos efeitos do treinamento fisico (6
semanas) para o G1. Para o G2, a atividade da CS diminuiu com a exposi¢céo
a rotenona, e em contrapartida aumenta com o treinamento fisico. Onde, G1
corresponde ao grupo que foi exposto a rotenona seguido de treinamento fisico
(EXE) e persisténcia a exposicéo a rotenona (ROT); o G2 ao corresponde aos
grupo que realizou treinamento fisico e posteriormente foi submetido a
exposicao a rotenona com ou sem continuidade do treinamento.

57



User199/202

4.4. Quantificacdo dos niveis de pTA e a-sinucleina no

hipocampo

A hiperfosforilacdo da proteina pTau e o aumento da a-sinucleina,
favorecendo a agregacao dessas, sao considerados marcadores padrboes da
doenca de Alzheimer e Parkinson, respectivamente. Entretanto, anteriormente
a agregacao de proteinas € possivel verificar alteracdes celulares afetando a
comunicacao celular. Desta maneira, verificou-se a expressao das proteinas

p-l-auser199/202

e a-sinucleina no hipocampo de ratos Lewis expostos a
1mg/kg/dia de rotenona e/ou treinamento fisico e seus respectivos controles.
Observou-se que a exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona nédo alterou os
niveis de pTaus®™®2%2em relagdo ao controle (G1, DMSOsed vs ROTsed). O
mesmo ocorreu quanto analisado diante dos efeitos do treinamento fisico
forcado (G1, DMSOsed vs DMSQOexe), e quando aliado a exposi¢cado a rotenona
simultaneamente ao treinamento fisico (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 17A).
Para os animais do G2, ndo se observaram alteracBes dos niveis de

p-l-auser199/202

com a exposi¢do a rotenona (DMSOsed vs ROTsed). Contudo, o
treinamento fisico (DMSOsed vs DMSOexe), bem como o efeito da rotenona
aliada aos efeitos do treinamento fisico (ROTsed vs ROTexe) promoveram
diminuicio da hiperfosforilaracdo da pTau*®™®2? de 29% e 31%,
respectivamente (Figura 17B).

Referente aos niveis de a-sinucleina, ndo se observou alteracdo apos
exposicdo a rotenona (G1l, DMSOsed vs ROTsed). Em contrapartida, o
treinamento fisico forgcado, por seis semanas, aumentou em 49% os niveis de
a-sinucleina (G1, DMSOsed vs DMSOexe). Ainda, a exposicdo a rotenona
seguida de treinamento fisico, com continuidade da exposicdo a rotenona
durante 4 semanas de treinamento fisico, levou a aumento de
aproximadamente 40% dos niveis de a-sinucleina comparado aos efeitos da
rotenona somente (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 17C).

Para o grupo que foi inicialmente submetido ao treinamento fisico, G2,
verificou-se que a exposi¢cdo a 1mg/kg/dia de rotenona elevou os niveis de a-
sinucleina (187%, G2 DMSOsed vs ROTsed), bem como a continuidade do

treinamento fisico durante o periodo de 4 semanas aliado ou ndo com a
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exposicao a rotenona (232%, DMSOsed vs DMSOexe; ROTsed - 287% e
ROTexe — 280%) (Figura 17D).
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FIGURA 17 — Quantificacdo dos niveis de pTau®™™*>*** (60kDa, A-B) e a-
sinucleina (19kDa, C-D) no hipocampo de ratos idosos expostos a DMSO ou
rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento fisico, conforme
descrito para G1 (A e C) e G2 (B e D). Imagens representativas das bandas de
Western Blot correspondentes a pTau**"%9?%2 a-sinucleina e R-actina (utilizada
para normalizacdo). Valores apresentados em porcentagem do controle.
(p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed segundo a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni. (n=5).

Desta maneira, pode-se sugerir que a exposicao a baixas doses de
rotenona parecem n&o alterar os niveis de hiperfosforilacéo da pTaus®°¥?%2 em
ratos Lewis idosos, independente da realizac&o do treinamento fisico moderado

anterior ou posteriormente a exposi¢cao. Contudo, quando o treinamento fisico
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foi realizado antes, durante e depois da exposicdo, 0 mesmo parece agir de
maneira independente da rotenona diminuindo os niveis de hiperfosforilacdo da
p-l-auser199/202.

Pode-se ainda sugerir que, a exposi¢cao a rotenona nao altera os niveis
de a-sinucleina, contudo, os resultados da relacdo entre exposi¢cao a rotenona
e o treinamento fisico elevam significativamente esses niveis.

Desta maneira, sugere-se que a concentracdo de 1mg/kg/dia pode ser
considerada como dose anterior ao aumento significativo da hiperposforilacéo
de Tau e dos niveis de a-sinucleina em ratos Lewis idosos, exceto nas
alteracdes encontradas que se devem aos efeitos da rotenona dependentes do
treinamento fisico. Sendo assim, ratos Lewis tratados com baixa dose de
rotenona (1mg/kg/dia) parecem representar um modelo que antecede a
agregacdao de proteina, considerando as repostas do hipocampo, possibilitando
a andlise de mecanismos do transporte intracelular, em especial das

neurotrofinas e seus receptores.

4.5. Quantificacdo dos niveis das isoformas de TrkB no hipocampo

As neurotrofinas precisam se conectar aos seus receptores para que as
cascatas de reacOes neurotréficas sejam iniciadas. Para tal, faz-se necessario
gue tanto as neurotrofinas como seus receptores estejam disponiveis.

Sabe-se que o TrkB, receptor de BDNF, existe em duas isoformas, a
completa e a truncada. Verificou-se que a exposicdo a baixas doses de
rotenona aumenta significativamente, triplicando, os valores da isoforma
completa (145kDa) no hipocampo de ratos Lewis (Figura 18A).

Obteve-se um aumento de 205% na expressao de TrkB em sua isoforma
completa (145kDa) para o G1 ROTsed em comparagdo ao G1 DMSOsed
(Figura 18A).

Quanto aos efeitos do exercicio, o valores obtidos indicam que o
exercicio fisico forcado, por meio da corrida em esteira em intensidade
moderada, aumenta a expressao da isoforma completa da TrkB em 4,5 vezes

comparado ao controle sedentario (DMSOsed vs DMSOexe) (Figura 18A).
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Em contrapartida, o treinamento fisico aliado a exposi¢do a rotenona nao
altera os valores da expressdo de TrkB (145kDa) para o G1 ROTexe se
comparado a resposta da exposicdo a rotenona (ROTsed vs ROTexe), mas
reduz de maneira significativa comparado aos efeitos do treinamento fisico
(DMSOexe vs ROTexe) (Figura 18A).

Para o animais do G2, os achados mostram que exposi¢do a rotenona,
mesmo apos 6 semanas de treinamento reduz os niveis da isoforma completa
de TrkB (73,58%, G2 DMSOsed vs ROTsed), e a continuacédo do treinamento
fisico também a reduz significativamente em aproximadamente 41%
(DMSOsed vs DMSOexe). Contudo, quando aliados treinamento fisico e
exposicdo a rotenona tem-se um aumento significativo superior a 5x
comparado aos efeitos da exposicdo a rotenona (G2, ROTsed vs ROTexe)
(Figura 18B).

Para a isoforma truncada (95kDa), no hipocampo dos animais do G1, a
exposicao a rotenona néo alterou os niveis (DMSOsed vs ROTsed), bem como
o treinamento fisico isolado (DMSOsed vS DMSOexe). Contudo, quando
aliados exposicao a rotenona e treinamento fisico, observou-se um aumento
significativo superior a 2x comparado tanto ao efeito apenas da rotenona,
quanto ao efeito do treinamento fisico (Figura 18C).

O mesmo ocorreu com as repostas da isoforma truncada no hipocampo
do animais que compuseram o0 G2, sendo que ndo foram detectadas alteracées

significativas para nenhum dos seus subgrupos (Figura 18D).
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FIGURA 18 - Quantificacao da expresséao das isoformas completa (145kDa, A-
B) e truncada (95kDa,C-D) do TrKB, receptor de BDNF, no hipocampo de ratos
idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao
treinamento fisico, conforme descrito para G1 (A e C) e G2 (B e D). Imagens
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a TrkB e 3-actina
(utilizada para normalizacdo). Valores apresentados em porcentagem do
controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, + vs DMSOexe segundo a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni.
(n=5).

Estes achados sugerem que o tanto a exposicdo a rotenona quanto o
treinamento fisico, aumentam os niveis de expressao da isoforma completa da
TrKB, néo alterando os niveis de isoforma truncada no hipocampo de ratos
Lewis idosos. E que a combinacdo exposi¢cdo a rotenona e treinamento fisico

forcado, com intensidade moderada, modula os niveis da isoforma TrkB

completa de maneira dependente ao periodo em que séo aplicados. Sendo:
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e aumentando-os quando aplicado posteriormente a exposicao a ROT, no
entanto, em valores menos expressivos que quando comparados tanto
ao efeitos da ROT quanto do treinamento de maneira isolada;

e diminuindo-os quando aplicado anteriormente a exposi¢cdo a ROT,;

e mantendo-os quando aplicado anteriormente e durante a exposi¢cao a
ROT, revertendo a diminuicdo causada tanto pela ROT quanto pelo
treinamento de maneira isoladas.

Além disso, a isoforma truncada parece nado ter seus niveis afetados
pela exposicdo a ROT, bem como pelos efeitos do treinamento fisico. E que a
combinacdo ROT e treinamento altera somente os niveis de TrkB, em sua
isoforma truncada no hipocampo de ratos Lewis, aumentado-os quando

aplicados posteriormente a exposicao a ROT.

4.6. Niveis de proteinas do trafego anterégrado de receptores TrkKB

no hipocampo

De acordo com os resultados encontrados para os niveis do receptor
TrKB, e sabendo que esses parecem ser regulados no hipocampo de ratos
Lewis idosos tanto pela exposicdo a rotenona, quanto pelo treinamento fisico,
faz-se necessario analisar como esta o trafego intracelular desses receptores.
Para tal, utilizou-se a analise indireta, por meio de western blot, do trafego
intracelular do receptor TrkB no hipocampo de ratos Lewis idosos, submetidos
a exposicdo a rotenona e/ou treinamento fisico.

Como descrito anteriormente o trafego de receptores TrkB é realizado
por um complexo de proteinas transportadoras e adaptadoras que se ligam as
vesiculas contendo os recepetores. Tais proteinas e suas alteracdes diante da

exposicao a rotenona e/ou treinamento fisico serdo descritas a seguir.

4.6.1. Niveis da SLP-1 no hipocampo

Dentre as proteinas tranportadoras dos receptores de TrkB, temos a

proteina SLP-1, que se localiza ha membrana da vesicula sinaptica e funciona
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como reguladora da exocitose e endocitose, estando envolvida na liberacdo de
neurotransmissores e insercado do receptor TrKB na membrana plasmatica.

Os resultados demostram que a exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona
promove uma diminuicdo significativa na expressdo da SLP-1 em relacdo ao
seu respectivo controle (G1, DMSOsed vs ROTsed) (FIGURA 19A). Também
mostram que o treinamento fisico recuperou os niveis de SLP-1 quando
aplicado posteriormente a exposicao a ROT (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura
19A).

Para os animais do G2, a exposi¢cao a ROT posteriormente a 6 semanas
de treinamento fisico n&do alterou os niveis de SLP-1 (G2, DMSOsed vs
ROTsed) (Figura 19B). J4 quando a exposicdo a rotenona ocorreu
posteriomente a 6 semanas de treinamento fisico, e conjutamente a mais 4
semanas de treinamento fisico, houve aumento significativo dos niveis da SLP-

1 no hipocampo de ratos Lewis idosos (G2, ROTsed vs ROTexe) (Figura 19B).
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FIGURA 19 - Quantificacdo da expressdo da proteina semelhante a

Sinaptotagminal (SLP-1, 65kDa) no hipocampo de ratos idosos expostos a
DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento fisico,
conforme descrito para G1 (A) e G2 (B). Imagens representativas das bandas
de Western Blot correspondentes a SLP-1 e [-actina (utilizada para
normalizacéo). Valores apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) *
vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a analise de variancia (ANOVA) de duas
vias seguido do pos-teste de Bonferroni. (n=5).

Assim sendo, pode-se, a partir dos resultados encontrados, sugerir que

o treinamento fisico recupera a diminuicdo causada pela exposi¢ao a rotenona,
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e que proteje das alteragBes nos niveis de SLP-1 no hipocampo de Ratos
Lewis idosos quando aplicado anteriomente a exposi¢éo a rotenona.

4.6.2. Niveis de Rab27B no hipocampo

Outra proteina que constitui 0 complexo transportador de receptores de
BDNF é a Rab27B. Esta regula a exocitose, bem como a insercdo de
receptores TrkB na membrana plasmatica, juntamente com outras proteinas
efetoras especificas de cada carga.

Os resultados demonstram que 0s niveis de expressao da Rab27B apos
exposicdo a rotenona diminuem significativamente em relagéo ao seu controle
para os animais do G1 (G1 DMSOsed vs ROTsed) (FIGURA 20A). E que, estes
niveis também estdo diminuidos em resposta aos efeitos do treinamento fisico
(G1, DMSOsed vs DMSOexe). No entanto, quando o treinamento precede a
exposicdo a rotenona, 0s niveis de Rab27-B ndo se alteram de maneira
significativa quando comparados ao controle, e apresentam um aumento
significativo em relacdo aos niveis resultantes dos efeitos da ROT (G1 ROTsed
vs ROTexe) (Figura 20A).

Para os animais que compuseram o G2, obteve-se que a exposi¢cdo a
ROT posteriomente a 6 semanas de treinamento fisico ndo altera os niveis de
expressdo da Rab27B (G2, DMSOsed vs ROTsed) (Figura 20B). Em
contrapartida, a realiazacao ininterrupta por 10 semanas de treinamento fisico,
6 semanas iniciais e mais 4 semanas (com ou sem exposi¢cao a ROT), diminuiu
de maneira signifcativa os niveis de expressao de Rab27B no hipocampo de
ratos Lewis idosos (Figura 20B).
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FIGURA 20 - Quantificacdo da expressdo da RAB27B (25 kDa, A-B) no
hipocampo de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia)
submetidos ao treinamento fisico, conforme descrito para G1 (A) e G2 (B).
Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes a
RAB27B e R-actina (utilizada para normalizacdo). Valores apresentados em
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni.
(n=5).
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Estes resultados sugerem que a exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona
altera os niveis de RAB27B, diminuindo-os, sendo este recuperado pelo
treinamento fisico. Ainda que, o treinamento fisico quando aplicado antes e
durante a exposicao a rotenona diminui expresivamente os niveis desta mesma

proteina.

4.6.3. Niveis da CRMP-2 no hipocampo

Outra proteina relacionada ao trafego do receptor TrKB analisada foi a
CRMP-2, que se expressa predominantemente no sistema nervoso central
durante o desenvolvimento e a formacdo dos axdnios por meio da interacao
com os microtubulos.

Os achados demonstram que a exposicdo a rotenona altera
significativamente os niveis de CRMP-2 em comparacdo com seu respectivo
controle, aumentando-o em 39% (G1, DMSOsed vs ROTsed) (Figura 21A). E o
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treinamento fisico também aumentou em 112% (G1, DMSOsed vs DMSQOexe),
sendo mantido esse aumento (105%) na presenca da ROT (Figura 21A).

Quando os animais foram previamente treinados e posteriormemnte
expostos a ROT, obteve-se um aumento de 103% no niveis de CRMP-2 (G2,
DMSOsed vs ROTsed) (Figura 21B). A continuidade do treinamento fisico (G2
DMSOexe) bem como com a exposicdo a ROT (G2 ROTexe) também
aumentam a CRMP-2 em 66% e 44%, respectivamente (Figura 21B). Vale
ressaltar que a comparagdo entre 0S grupos expostos a rotenona mostrou uma
diminuicdo de 30% nos niveis de CRMP-2 ap06s treinamento fisico aplicado por
10 semanas do que quando o treinamento fisico foi aplicado apenas
anteriomente a exposicdo a 1 mg/kg/dia de rotenona (G2 ROTexe vs ROT sed)
(Figura 21B).
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FIGURA 21 - Quantificacdo da expressdo da CRMP-2 (62 kDa, A-B) no
hipocampo de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia)
submetidos ao treinamento fisico, conforme descrito para G1 (A) e G2 (B).
Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes a
CRMP-2 e R-actina (utilizada para normalizacao). Valores apresentados em
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do poOs-teste de Bonferroni.
(n=5).

Desta forma, pode-se sugerir que a exposicdo a rotenona aumenta os
niveis de expressao da proteina CRMP-2, e o treinamento fisico age da mesma

maneira. O treinamento fisico aliado a exposi¢cdo a rotenona também aumenta
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0s niveis da CRMP-2, sendo este efeito minimizado quando a exposi¢cdo a
rotenona ocorre durante treinamento fisico em animais j4 treinados por 6

semanas (G2).

4.6.4. Niveis da Sortilina no hipocampo

A analise da sortilina (SOR), proteina responsavel por mediar a
endocitose das formas precursoras de BDNF (proBDNF) e NGFB (proNGFB), e
que também constitui 0 complexo transportador de receptor de TrKB, mostrou
que nao ha alteracdo nos niveis de SOR em relagcdo ao tratamento com
rotenona, bem como pelo treinamento fisico independente se ele foi aplicado
antes, durante ou depois da exposicdo a ROT (Figura 22A e 22B). Pode-se
assim sugerir, 0s niveis de SOR ndo sdo alterados nem pela exposicdo a

rotenona bem como pelo treinamento fisico , seja isolados ou em conjunto.
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FIGURA 22 — Niveis da sortilina (100kDa, A-B) no hipocampo de ratos idosos
expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento
fisico do protocolo G1 (A e B) ou G2 (A e C). Imagens representativas das
bandas de Western Blot correspondentes a SOR e R-actina (utilizada para
normalizac&o). Valores apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05)
Segundo a analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pos-teste de
Bonferroni. (n=5).

Desta maneira, pode sugerir a partir dos resultados encontrados no

hipocampo a exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona ndo altera os niveis de

68



proteinas constituintes dos agregrados proteicos caracteristicos da
neurodegeneracao.

E que, a rotenona aumenta os niveis de TrKB, de ambas isoformas,
mesmo quando o periodo de exposicao é seguido pelo treinamento fisico. Vale
ressaltar que, apenas 6 semanas de treinamento sem a presenca de rotenona,
eleva os niveis apenas da isoforma completa deste recepetor. O mesmo ocorre
para treinamento realizado por 10 semanas consecutivas, sendo as ultimas
semanas acompanhada pela exposicdo a rotenona. Contrariamente, 0s
achados para a condicdo de treinamento anterior a exposi¢ao a rotenona, e
apenas a realizacdo do treinamento fisico por 10 semanas, sem a presenca de
rotenona, diminuem os niveis da isoforma completa de TrKB.

Em relacdo as proteinas envolvidas no trafego anterégrado do recepetor
TrKB, pode-se sugerir que a proteina CRMP-2 estd aumentada tanto em
reposta a exposicao a rotenona, bem como ao treinamento fisico, mesmo em
situacdes onde a rotenona e treinamento fisico se interagem. A proteina SLP-1
foi alterada, sendo aumentada sua expressdo, apenas quando o treinamento
fisico foi realizado por 10 semanas sendo as Ultimas 4 acompanhadas pela
exposicdo a rotenona. A proteina RAB27B foi diminuida nas condi¢gbes de
treinamento fisico sem a presenca de rotenona, e na condicdo 10 semanas de
treinamento com a exposi¢ao a rotenona no periodo final.

Finalizando, a sortilina ndo teve seus niveis alterados diante de
exposicdo a rotenona, realizacdo apenas do treinamento fisico ou exposicao a
rotenona antes, durante e ou ap0s a exposicao a rotenona. A figura 23 ilustra o

resumo dos resultados descritos anteriormente.
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FIGURA 23 — Esquema ilustrativo representando o trafego axonal, sentido
anterégrado, do receptor TrkB no hipocampo de ratos Lewis idosos. Exposi¢ao
a 1mg/kg/dia de rotenona nédo altera os niveis de tau hiperfosrilada e de alfa-
sinucleina, diferentemente do que ocorre em concentracdes superiores (A).
Representagdo da estrutura do complexo transportador do receptor TrKB, e
suas isoformas, no sentido anterégrado (B). Respostas na expressao de
proteinas motoras do trafego do receptor TrkB diante a exposi¢cdo a rotenona
(ROT), realizacdo do treinamento fisico moderado (EXE) e realizacdo do
treinamento fisico posteriormente e durante a exposi¢cdo a ROT (ROTexe) (C).
Realizacdo do treinamento fisico por 6 semanas seguido de 4 semanas de
sedentarismo conjuntamente a exposicdo a ROT (exeROT), 10 semanas de
treinamento (exeEXE) e 10 semanas de treinamento sendo que as Ultimas 4
semanas foram acompanhadas pela exposi¢cdo a ROT (exeROTexe) (D).

70



4.7. Niveis de proteinas do trafego retrégrado de receptores TrkKB

no hipocampo

4.7.1. Niveis de expressao da EDH-4 no hipocampo

A proteina EDH-4, também conhecida como Pincher ou PAST4, age em
sentido contrario a SLP-1, Rab27B, CRMP-2 e SOR transportando o receptor
TrkB retrogradamente.

Verificou-se que a exposicdo a 1lmg/kg/dia de rotenona aumenta
significativamente os niveis de expressdo da proteina EDH-4, de maneira
semelhante ao treinamento fisico, mesmo quando este foi aplicado
posteriormente a exposicao a ROT (Figura 24A).

Obteve-se ainda os resultados de que a exposicao a ROT precedida de
6 semanas de treinamento fisico (G2 ROTsed) eleva os valores de EDH-4
(Figura 24B). Contudo, a realizacdo de treinamento fisico antes e durante a
exposicdo a rotenona nao alteram os niveis de expresssédo de EDH-4 (Figura
24B).
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FIGURA 24 — Quantificacdo dos niveis da EDH-4 (59kDa, A-B) no hipocampo
de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos
ao treinamento fisico do protocolo G1 (A e B) ou G2 (A e C). Imagens
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a EDH-4 e 13-
actina (utilizada para normalizacdo). Valores apresentados em porcentagem do
controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. (n=5).

Pode-se sugerir que no hipocampo de ratos Lewis idosos a exposicao a
1mg/kg/dia de rotenona eleva os niveis de expressdo da proteina EDH-4. O
treinamento fisico modula os niveis da EDH-4 apenas quando aplicado por 6
semanas. A associacao entre treinamento fisico e exposicéo a rotenona parece
nao influenciar os niveis de EDH-4. A figura 25 ilustra os resultados descritos
anteriormente.
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FIGURA 25 — Esquema ilustrativo representando o trafego axonal, sentido
retrégrado, do receptor TrkB no hipocampo de ratos Lewis idosos.
Representagcdo da estrutura do complexo transportador do receptor TrKB, no
sentido retrégrado (A). Respostas na expressdo de proteinas motoras do
trafego do receptor TrkB diante a exposi¢cdo a rotenona (ROT), realizagdo do
treinamento fisico moderado (EXE) e realizacdo do treinamento fisico
posteriormente e durante a exposicdo a ROT (ROTexe) (B). Realizacdo do
treinamento fisico por 6 semanas seguido de 4 semanas de sedentarismo
conjuntamente a exposicdo a ROT (exeROT), 10 semanas de treinamento
(exeEXE) e 10 semanas de treinamento sendo que as Ultimas 4 semanas foi
acompanhada pela exposicédo a ROT (exeROTexe) (C).
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ser199/202

4.8. Quantificacdo dos niveis de pTau e a-sinucleina na

substéncia negra

Assim como feito para o hipocampo, os niveis das proteinas
pTAUSE199202 o q_sinucleina foram quantificados na substancia negra de ratos
Lewis idosos submetidos a exposicdo de 1mg/kg/dia de rotenona e ao
treinamento fisico forcado por meio da corrida em esteira e seus respectivos
controles.

Obteve-se que a exposicdo a ROT ndo alterou os niveis da proteina
pTAUS®199202 (G1 DMSOsed vs ROTsed), bem como o treinamento fisico por 6
semanas (G1, DMSOsed vs DMSOexe). Além de ndo se alterar com o
treinamento fisico quando realizado juntamente a exposicdo a ROT (G1,
ROTsed vs ROTexe) (Figura 26A). Os animais que compuseram o G2 também
ndo apresentaram alteracdo nos niveis de pTauSerto¥202
(Figura 26B).

Ja os niveis de a-sinucleina elevaram-se significativamente, em 81%,

na substancia negra

apos exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona (G1, DMSOsed vs ROTsed), da
mesma maneira que o treinamento fisico aumentou esses niveis em 83% (G1,
DMSOsed vs DMSOexe) (Figura 26C). Entretanto, quando a exposicdo a ROT
foi realizada anteriormente ao treinamento fisico, tanto o efeito da ROT quanto
os efeitos do treinamento fisico foram anulados, ndo havendo alteracdo nos
niveis de a-sinucleina (G1, DMSOsed vs ROTexe) (Figura 26C).

Para os animais do G2, verificou-se aumento de 44% dos niveis de a-
sinucleina quando o treinamento fisico foi realizado anteriomente a exposicao a
ROT (G2, DSMOsed vs ROTsed); na situacdo de 10 semanas de treinamento
fisico (6 semanas + 4 semanas) houve aumento de 74% (G2, DMSOsed vs
DMSOexe). Entretanto n&o houve alteracéo significativa quando o treinamento
fisico foi realizado antes e durante a exposicdo a ROT (G2, DMSOsed vs
ROTexe) (Figura 26D).
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FIGURA 26 — Niveis de pTau**"“%? (60kDa, A-B) e a-sinucleina (19kDa, C-D)
na substancia negra de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT
1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento fisico, conforme descrito para G1 (A e

C) e G2 (B e D). Imagens representativas das bandas de Western Blot

correspondentes a pTau®®™%9?%?  qg-sinucleina e R-actina (utilizada para

normalizacdo). Valores apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) *
vs DMSOsed, # vs DMSOexe, + VS ROTsed segundo a andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni. (n=5).

Pode-se assim sugerir que na substancia negra de ratos Lewis expostos
a rotenona e ao treinamento fisico os niveis da pTAUS®%%?%2 n3o se alteram de
maneira independente da interacdo rotenona/treinamento. Em contrapartida, os
niveis de a-sinucleina sdo modulados tanto pela exposicdo a ROT, quanto pelo
treinamento fisico, independentemente. Mas, quando em conjunto, o
treinamento fisico aplicado no mesmo periodo de exposicdo a ROT nao ha

alteracao dos niveis da a-sinucleina.
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4.9. Quantificagdo dos niveis das isoformas de TrkB na substancia

negra

Os resultados encontrados na substancia negra mostraram que a
expressdo da TrkB diminui, 33%, diante da exposicdo a 1mg/kg/dia de
rotenona em comparacdo ao seu controle (G1, DMSOsed vs ROTsed) (Figura
27A).

Quanto aos efeitos do treinamento fisico, ndo se observou alteracédo
para o grupo DMSO na expressdo da isoforma completa da TrkB (G1,
DMSOsed vs DMSQOexe) (Figura 27A). Entretanto, quando o treinamento fisico
foi aplicado posteriormente a exposicdo a ROT, os niveis deste receptor foram
diminuidos tanto em relacdo ao controle (G1, DSMOsed vs ROTexe, 64%),
guanto em relacdo aos animais treinados (G1, DMSOexe vs ROTexe, 52%)
(Figura 27A).

Observou-se ainda que, mesmo diante do treinamento fisico realizado
precocemente a exposicdo a ROT, os niveis de expressdo da isoforma
completa de TrkB foram significantemente reduzidos (67%) (G2, DMSOsed vs
ROTsed). Da mesma forma, a continuidade do treinamento fisico, na auséncia
de rotenona, também reduz de maneira significativa (31%) os valores desta
isoforma (G2, DMSOsed vs DMSOexe). Entretanto, quando o treinamento
fisico foi realizado antes (6 semanas) e durante as 4 semanas de exposicao a
ROT houve retomada dos niveis da isoforma completa de TrkB, tornando os
esses valores significamente superiores (164%) aos achados para o grupo que
nao treinou quando foram exposto a rotenona (G2, ROTsed vs ROTexe)
(Figura 27B).

Considerando a isoforma truncada (95kDa), ndo houve alteracdo com
exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona, bem como com o treinamento fisico,
aliado ou ndo a ROT, tanto para os animais do G1 quanto os pertencentes ao
G2 (Figura 27C-D).
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FIGURA 27 — Quantificacdo das isoformas completa (145kDa, A-B) e truncada
(95kDa,C-D) do receptor TrkB, de BDNF, na substancia negra de ratos idosos
expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento
fisico, conforme descrito para G1 (A e C) e G2 (B e D). Imagens
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a TrkB e 3-actina
(utilizada para normalizacdo). Valores apresentados em porcentagem do
controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, + vs DMSOexe segundo a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni.
(n=5).

Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a exposicdo a
rotenona diminui os niveis da isoforma completa de TrkB, de maneira
independente de ser aplicado antes ou apés o treinamento fisico. E o
treinamento fisico também reduz os niveis desta isoforma indepente da
exposicdo a rotenona. Exceto, quando o treinamento fisico € realizado antes e
durante a exposicdo a rotenona, sendo que, neste caso, parece prevenir da
perda dos niveis da isoforma completa de TrkB na substancia negra. Ja a
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isoforma truncada, néo parece ser modulada nesta regido, nem pela rotenona e
nem pelo treinamento fisico. Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir
gue a exposicao a rotenona diminui os niveis da isoforma completa de TrkB, de
maneira independente se aplicado antes ou apdés o treinamento fisico. E o
treinamento fisico também reduz os niveis desta isoforma indepente da
exposi¢do a rotenona. Exceto quando o treinamento fisico é reaizado antes e
durante a exposicdo a rotenona, sendo que neste ele parece previnir a
diminuicdo dos niveis da isoforma completa de TrkB na substancia negra. Ja a
isoforma truncada, parece ndo ser modulada nesta regiao, nem pela rotenona e

nem pelo treinamento fisico.

4.10. Niveis de proteinas do trafego anterégrado de receptores TrkB

na substancia negra

4.10.1. Niveis da SLP-1 na substancia negra

Na substancia negra, os resultados sugerem que a exposicao a
1mg/kg/dia de rotenona promove aumento significativo na expressao da
proteina semelhante a SLP-1 em relacdo ao seu respectivo controle (G1,
DMSOsed vs ROTsed), e que, o treinamento fisico promove aumento
semelhante a este (G1, DMSOsed vs DMSOexe), mesmo quando realizado
posteriormente a exposicao com rotenona (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura
28A).

Quando o treinamento fisico precedeu a exposicao a rotenona, na
substancia negra, verificou-se que 0s niveis de expressdo da proteina
semelhante a SLP-1 foi signitivamente reduzido a menos da metade (G2,
DMSOsed vs ROTsed). Néo foi verificada alteracdo nos niveis da SLP-1
quando o treinamento fisico foi prolongado (10 semanas) sem a presenca da
ROT (G2, DMSOsed vs DMSOexe). Ainda, quando combinados no mesmo
grupo exposicado a ROT e ao EXE, verificou-se reducao significante, a valores
inferiores a metade, semelhante ao efeitos causados apenas ROT (G2,
ROTsed vs ROTexe) (Figura 28B).
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FIGURA 28 - Quantificacdo dos niveis da proteina semelhante a
Sinaptotagminal (SLP-1, 65kDa) na substéancia negra de ratos idosos expostos
a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento fisico,
conforme descrito para G1 (A) e G2 (B). Imagens representativas das bandas
de Western Blot correspondentes a SLP-1 e [-actina (utilizada para
normalizacéo). Valores apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) *
vs DMSOsed, + vs DMSOexe, segundo a analise de variancia (ANOVA) de
duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. (n=5).

Assim sendo, pode-se, a partir dos resultados encontrados, sugerir que
na substancia negra a exposicdo a rotenona eleva os niveis da SLP-1. O
mesmo ocorre com 0 treinamento fisico por 6 semanas posteriormente a
exposicdo a ROT. Ja quando o treinamento fisico precede a exposi¢cao a ROT,
0s niveis de SLP-1 sdo reduzidos de forma independente da continuidade do

treinamento fisico.

4.10.2. Niveis de Rab27B na substancia negra

A proteina Rab27B encontra-se aumentada em 2 vezes na substancia
negra apos exposicdo a 1mg/kg/dia de ROT (G1, DMSOsed vs ROTsed). Na
mesma dire¢do, o treinamento fisico também aumentou significativamente os
niveis de Rab27B (G1, DMSOsed vs DMSOexe), porém, quando o treinamento
fisico ocorreu posteriormente a exposicdo a ROT, essa elevacdo ocorreu em
valores menos expressivos (1,5x), representando, uma menor elevagcéo quando
comparado apenas ao efeito da ROT (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 29A).
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Quando observados os resultados obtidos para os animais previamente
treinados por 6 semanas (G2), verificou-se que a exposi¢cao a rotenona sem a
continuidade do treinamento (G2, DMSOsed vs ROTsed), ou com a
continuidade do treinamento fisico (G2, ROTsed vs ROTexe), e mesmo sem a
ROT mas com continuidade do EXE diminuem significativamente os niveis de
Rab27B na substancia negra (G2, DMSOSed vs DMSOexe) (Figura 29B).
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FIGURA 29 — Quantificacdo da expressdo da Rab27B (25 kDa, A-B) na
substancia negra de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT
1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento fisico, conforme descrito para G1 (A) e
G2 (B). Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes
a Rab27B e R-actina (utilizada para normalizacdo). Valores apresentados em
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni.
(n=5).

Desta maneira, pode-se sugerir que a exposicao a rotenona aumenta 0s
niveis de Rab27B na substancia negra de ratos Lewis idosos, e 0 treinamento
fisico parece minimizar esses efeito, podendo até mesmo reduzi-los quando

realizado anteriormente e/ou durante a exposi¢do a rotenona.

4.10.3. Niveis da CRMP-2 na substéncia negra

A exposicdo a rotenona altera significativamente os niveis de CRMP-2

na substancia negra em comparacdo com seu respectivo controle (G1,
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DMSOsed vs ROTsed) bem como o treinamento fisico (G1, DMSOsed vs
DMSOexe). Ainda, esse aumento é mantido mesmo quando o EXE ocorre
posteriormente a exposicdo a ROT (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 30A).

Entretanto, para os animais do G2, na substancia negra, os niveis de
CRMP-2 nao se alteram quando a exposi¢do a ROT é precedida de 6 semanas
de EXE (G2, DMSOsed vs ROTSed), porém na auséncia de ROT e com a
continuidade do EXE por mais 4 semanas verificou-se um aumento significativo
(2,5%) (G2, DMSOsed vs DMSQOexe). Tal aumento € anulado quando a ROT é
aplicada conjuntamente as 4 U(timas semanas de treinamento fisico (G2,
ROTsed vS ROTexe) (Figura 30B).
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FIGURA 30 - Quantificacdo dos niveis da CRMP-2 (62 kDa, A-B) na
substancia negra de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT
1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento fisico, conforme descrito para G1 (A) e
G2 (B). Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes
a CRMP-2 e R-actina (utilizada para normalizagao). Valores apresentados em
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, + VS DMSOexe segundo a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do poOs-teste de Bonferroni.
(n=5).

Assim sendo, pode-se sugerir que a exposicdo a rotenona eleva
significativamente os niveis de expressdo de CRMP-2, sendo este o mesmo
efeito do treinamento fisico. Contudo, quando o treinamento foi realizado
somente anteriormente ou antes e durante a exposicdo a ROT a elevacédo da

CRMP-2 tende a ser anulada ou minimizada, respectivamente.

81



Diante dos resultados descritos, sugere-se que na substancia negra a
exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona nédo altera os niveis da pTAU, contudo
eleva os niveis de a-sinucleina.

Ainda, a rotenona diminui os niveis de TrkB, da isoforma completa,
assim como o treinamento fisico por 10 semanas consecutivas o faz. Também
notou-se mesma resposta quando a exposicdo a rotenona ocorreu
posteriormente ao treinamento fisico.

Em relacdo as proteinas envolvidas no trafego anterogrado do recepetor
TrkB, pode-se sugerir que a proteina CRMP-2 esta aumentada tanto em
reposta a exposicao a rotenona, bem como ao treinamento fisico, mesmo em
situacdes onde a rotenona e treinamento fisico se interagem, exceto quando a
exposicdo a rotenona procede ao treinamento fisico, onde nota-se uma
diminuicdo de seus em seus niveis. A proteina SLP-1 foi alterada, sendo
aumentada sua expressao, decorrente da exposicdo a rotenona, bem como
pelo treinamento fisico de 6 semanas, aliado ou ndo a exposi¢cao de rotenona.
Contudo, os niveis de SLP-1 sédo diminuidos quando se aplica o treinamento
fisico antes ou antes e durante a exposicdo a rotenona.

Para a proteina Rab27B nota-se aumento diante da exposicdo a
rotenona, ao treinamento fisico de 6 semanas e diante do mesmo periodo de
treinamento antecedido pela exposicdo a rotenona. Em contrapartida, seus
niveis foram diminuidos quando o treinamento anteceu a exposi¢cdo a rotenona
ou ocorreu por um periodo de 10 semanas. Os resultados estdo representados
na figura 31.
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FIGURA 31 — Esquema ilustrativo representando o trafego axonal, sentido
anterogrado, do receptor TrkB na substancia negra de ratos Lewis idosos.
Exposi¢do a 1mg/kg/dia de rotenona néo altera os niveis de tau hiperfoslirada,
contudo eleva os niveis de alfa-sinucleina. Mesmo resultado encontrado por
Almeida et al. (submetido) onde apesar do aumento dos niveis de p-tau
verificou-se agregacdo apenas para a concentracdo de 2mg/kg/dia (A).
Representacdo da estrutura do complexo transportador do receptor TrKB, e
suas isoformas, no sentido anterogrado (B). Respostas na expressdo de
proteinas motoras do trafego do receptor TrkB diante da exposicao a rotenona
(ROT), realizacdo do treinamento fisico moderado (EXE) e realizacdo do
treinamento fisico posteriormente e durante a exposi¢cdo a ROT (ROTexe) (C).
Realizacdo do treinamento fisico por 6 semanas seguido de 4 semanas de
sedentarismo conjuntamente a exposicdo a ROT (exeROT), 10 semanas de
treinamento (exeEXE) e 10 semanas de treinamento sendo que as Ultimas 4
semanas foram acompanhadas pela exposi¢cdo a ROT (exeROTexe) (D).

exeROTexe (+)

83



4.11. Quantificagao dos niveis a-sinucleina na medula cervical e

toracica

A exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona, considerando a medula cervical,
aumentou significativamente os niveis de a-sinucleina, superior a 2x vezes,
considerando os niveis do controle (G1, DMSOsed VS ROTsed). Porém, o
treinamento fisico de 6 semanas, acompanhado ou ndo pela exposi¢cao a ROT,
ndo alterou os niveis de a-sinucleina (G1, DMSOsed VS ROTsed; DMSOexe
VS ROTexe). Vale ressaltar que, apesar do treinamento fisico aliado a
exposicao a ROT nao alterar os niveis de a-sinucleina comparado ao controle,
este diminiu significativamente (65%) os niveis quando comparados ao nivel
atingido exclusivamente pela exposi¢cdo a ROT (Figura 32A).

Para os animais do grupo G2, verificou-se que a realizacdo de
treinamento fisico por seis semanas seguido de exposicdo a ROT (G2,
ROTsed) néo altera os niveis de a-sinucleina. Em contrapartida, o treinamento
fisico por 10 semanas consecutivas (G2, DMSOexe) diminui significativamente
0s seus niveis (56%). Ainda, para o grupo que realizou 10 semanas de
treinamento fisico, sendo as Utimas 4 semanas aliadas a exposicdo a ROT (G2,
ROTexe), aumenta significativamente os niveis de a-sinucleina comparado ao
grupo treinamento fisico sem rotenona (G2, DMSOexe VS ROTexe) (Figura
32B).
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FIGURA 32— Quantificacdo da expressdo a-sinucleina (19kDa) na medula
cervical de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia)
submetidos ao treinamento fisico, conforme descrito para G1 (A) e G2 (B).
Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes a a-
sinucleina e R-actina (utilizada para normalizacéo). Valores apresentados em
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed segundo a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni.
(n=5).

Na medula toracica, vericou-se que o0s niveis de a-sinucleina ndo foram
alterados com a exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona, bem como pela
realizacdo de 6 semanas de treinamento fisico, aliado ou ndo, a ROT (Figura
33A).

Quando analisado os resultados na medula toracica para o G2, verificou-
se que na presenca de ROT nado se obteve diminuicdo significativa dos niveis
de a-sinucleina, porém pode-se sugerir que exista uma tendéncia de
diminuicdo em seus niveis. Ja na auséncia de ROT, o grupo que realizou 10
semanas de treinamento fisico consecutivas os niveis a-sinucleina foram
diminuidos (Figura 33B).
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FIGURA 33 — Quantificacdo da expressdo a-sinucleina (19kDa) na medula
toracica de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia)
submetidos ao treinamento fisico, conforme descrito para G1 (A) e G2 (B).
Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes a a-
sinucleina e R-actina (utilizada para normalizacdo). Valores apresentados em
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed segundo a andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. (n=5).

Pode-se assim sugerir que na medula cervical os niveis de a-sinucleina
sdo alterados pela exposicdo a rotenona, sendo estas revertidas pelo
treinamento fisico. Ainda, o treinamento fisico quando realizado por 10
semanas na auséncia de ROT diminui os niveis de a-sinucleina.

Considerando os achados na medula toracica, apenas o treinamento
fisico por 10 semanas consecutivas, sem a presenca de rotenona diminuiu 0s

niveis de a-sinucleina.

4.12. Quantificacdo dos niveis de expressao das isoformas de TrkB

na medula cervical e toracica

Como mencionado anteriormente, o receptor TrkB pode ser identificado
por duas isoformas, a completa e a truncada. Entretanto, na medula cervical e
medula toracica nao foi possivel detectar a isoforma completa de TrkB, apenas

a isoforma truncada (Figura 34).
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FIGURA 34 — Bandas representativas das isoformas completa (145kDa,
apenas no controle positivo) e truncada (95kDa) do TrkB, receptor de BDNF, na
medula cervical e medula toracica de ratos idosos expostos a DMSO ou
rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ou ndo ao treinamento fisico. O
controle positivo correpondente a 30ug de proteinas do hipocampo de ratos
idosos.

Desta maneira, somente os dados referentes a isoforma truncada do
receptor TrkB para medula cervical e toracica foram quantificados.

Observou-se que a expressdo TrkB truncada esta significantemente
aumentada ap0s exposicao a 1mg/kg/dia de ROT (G1, DMSOsed vs ROTsed),
0 mesmo ocorre em respota a 6 semanas de treinamento fisico (G1, DMSOsed
vs DMSOexe) na medula cervical. J& quando o treinamento fisico foi realizado
posteriormente a exposicdo a ROT obteve-se uma reducdo comparada aos
niveis encontrados apenas com o treinamento fisico (G1, DMSOexe vs
ROTexe) (Figura 35A).

Ainda para a medula cervical, os animais que compunham o G2 né&o
apresentam diferencas significativas em relacdo aos niveis da isoforma
truncada TrkB quando a exposi¢cdo a ROT foi precedida de treinamento fisico
(G2, DMSOsed vs ROTsed), precedida e acompanhada pelo treinamento fisico
durante a exposicdo a ROT (G2, ROTsed vs ROTexe), bem como somente o
treinamento fisico por dez semanas (G2, DMSOsed vs DMSOexe) (Figura
35B).
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FIGURA 35 - Quantificacdo da expressdo da isoforma truncada (95kDa) do
TrkB, receptor de BDNF, na medula cervical de ratos idosos expostos a DMSO
ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento fisico, conforme
descrito para G1 (A) e G2 (B). Imagens representativas das bandas de Western
Blot correspondentes a TrkB e [3-actina (utilizada para normalizacdo). Valores
apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs
ROTsed, + vs DMSOexe segundo a andlise de variancia (ANOVA) de duas
vias seguido do pés-teste de Bonferroni. (n=5).

Na medula toracica, os niveis da isoforma truncada de TrkB tem seus
niveis elevados diante da exposicao a ROT (G1, DMSOsed vs ROTsed). De
maneira semelhante, o treinamento fisico por seis semanas elevou
significativamente os niveis desta isoforma (G1, DMSOsed vs DMSOexe).
Porém, a exposicdo a ROT, anteriormente a realizacdo do treinamento fisico,
diminui os niveis de expressdo comparado ao grupo submetido somente ao
EXE (G1, DMSOexe vs ROTexe) (Figura 36A).

Para os animais do G2, na medula toracica, verificou-se que a exposi¢ao
a ROT precedida de 6 semanas de treinamento fisico diminui significativamente
0s niveis da isoforma truncada de TrKB (G2, DMSOsed vs ROTsed). Em
relacdo ao treinamento fisico, esses niveis também estdo diminuidos
significativamente (G2, DMSOsed vs DMSOexe). Entretanto, quando a
exposicdo de ROT acontece posteriormente a 6 semanas iniciais de
treinamento fisico e durante as 4 semanas finais, 0s niveis de isoforma
truncada de TrkB sdo mantidos, recuperando a diminuicdo ocasionada tanto
pela ROT quanto pelo EXE (Figura 36B).
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FIGURA 36 — Quantificagdo dos niveis da isoforma truncada (95kDa) do TrkB,
receptor de BDNF, na medula toracica de ratos idosos expostos a DMSO ou
rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento fisico, conforme
descrito para G1 (A) e G2 (B). Imagens representativas das bandas de Western
Blot correspondentes a TrkB e R3-actina (utilizada para normalizacéo). Valores
apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs
ROTsed, + vs DMSOexe segundo a andlise de variancia (ANOVA) de duas
vias seguido do pés-teste de Bonferroni. (n=5).

Os resultados obtidos para a isoforma truncada de TrkB, tanto na
medula cervical quanto na medula toracica, indicam que a exposicdo a
rotenona ou ao treinamento fisico aumentam os niveis de expressdo deste
receptor. Contudo, quando o treinamento fisico e a rotenona sao utilizados
conjutamente verifica-se que a realizacdo do treinamento posteriormente a
exposicdo a ROT minimiza os efeitos de elevacdo na expressdo da isoforma
truncada. Ainda, somente na medula toracica, o treinamento fisico realizado
anteriormente a exposicdo a ROT dimininui os niveis do receptor TrkB. O
treinamento por 6 semanas, seguido de exposicao a ROT, e aliado a
continuidade do treinamento fisico houve preservacdo dos niveis deste

receptor.
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4.13. Niveis de proteinas do trafego anterogrado de receptores TrkB
na medula cervical e toracica

4.13.1. Niveis da SLP-1 na medula cervical e toracica

Nao foi possivel detectar a expressdo de SLP-1 na medula no cervical e
na medula toracica, utilizando até 70ug de proteina em cada canaleta do gel de
acrilamida, ndo sendo encontrada marcacdo da banda correspondente a essa

proteina, de acordo com o mostrado na figura 37.
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FIGURA 37 — Tentativa de identificacdo de bandas correspondentes a SLP-1
na medula cervical e medula toracica de ratos idosos expostos a DMSO ou
rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ou ndo ao treinamento fisico. Controle
positivo correspondente a 30ug de proteinas do hipocampo de ratos idosos.

4.13.2. Niveis da CRMP-2 na medula cervical e toracica

Assim como para a SLP-1, a proteina CRMP-2 também néo foi

detectada na medula cervical por Western Blot (Figura 38).
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FIGURA 38 — Tentativa de identificacdo de bandas correspondentes a CRMP-2
na medula cervical de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT
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1mg/kg/dia) submetidos ou ndo ao treinamento fisico. Controle positivo
correspondente a 30ug de proteinas do hipocampo de ratos idosos.

Contudo, foi possivel detectar a CRMP-2 na medula toracica. Observou-
se gque a exposicao a ROT diminuiu significativamente os niveis de CRMP-2 na
medula toracica (G1, DMSOsed vs ROTsed). Em contrapartida, o treinamento
fisico aumenta de forma significativa esses niveis (G1, DSMOsed vs
DMSOexe), alteracdo esta que ndo ocorre quando o periodo de treinamento &
antecedido pela exposicdo a ROT, onde tem-se a manutencdo dos niveis de
CRMP-2 proximo aos valores do controle, sem alteracbes promovidas pela
ROT ou pelo EXE (Figura 39A).

J& para os animais do G2, ndo se verificou alteracbes nos niveis de
CRMP-2 na medula cervical em nenhuma das condicdes, treinamento fisico

antes e/ou durante a exposicao a ROT (Figura 39B).
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FIGURA 39 - Quantificagdo da expressdo da CRMP-2 (62 kDa, A-B) na
medula toracica de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT
1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento fisico, conforme descrito para G1 (A) e
G2 (B). Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes
a CRMP-2 e 3-actina (utilizada para normalizacdo). Valores apresentados em
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni.
(n=5).
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Desta forma, pode-se sugerir que na medula toracica a rotenona diminui
os niveis de CRMP-2, o quais sao revertidos pelo treinamento fisico quando

realizado posteriormente a exposicao a ROT.

4.13.3. Niveis da Sortilina na medula cervical e toracica

Quando analisados os niveis de Sortilina na medula cervical, ndo se
verificou alteracBes com a exposicdo a ROT (G1, DMSOsed vs ROTsed), nem
com o treinamento fisico por 6 semanas (G1, DMSOsed vs DMSOexe). Mesmo
resultado encontrado para quando o treinamento precede a exposicdo a ROT
(G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 40A).

Por outro lado, na condi¢cdo onde o treinamento fisico foi aplicado por 10
semanas consecutivas, verificou-se, na medula cervical, um aumento
significativo no niveis de SOR (G2, DMSOsed vs DMSOexe), sendo esta
alteracdo minimizada, quando as Uultimas 4 semanas de treinamento fisico
foram acompanhadas pela exposicdo a ROT (G2, DMSOexe vs ROTexe)
(Figura 40B).
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FIGURA 40 - Quantificacdo dos niveis da Sortilina (100kDa, A-B) na medula
cervical de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia)
submetidos ao treinamento fisico do protocolo G1 (A) ou G2 (B). Imagens
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a SOR e [3-actina
(utilizada para normalizagdo). Valores apresentados em porcentagem do
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controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a analise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. (n=5).

J& na medula torécica, verificou-se que o0s niveis de SOR foram
reduzidos de maneira significativa posteriormente a exposicdo a ROT (G1,
DMSOsed vs ROTsed), ao passo que o treinamento fisico tende a aumenta-los
(G1, DMSOsed vs DMSOexe). Porém, a expressao de SOR nado se alterou
quando a exposicdo a ROT antecedeu ao periodo de treinamento fisico (Figura
41A).

Ainda acerca dos niveis de SOR na medula toracica, ndo se verificou
alteracOes para os animais que compuseram o G2 independente do protocolo
de exposicdo a ROT ou ao EXE (Figura 41B).
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FIGURA 41 — Quantificacdo dos niveis da Sortilina (100kDa, A-B) na medula
toracica de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia)
submetidos ao treinamento fisico do protocolo G1 (A) ou G2 (B). Imagens
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a SOR e [3-actina
(utilizada para normalizacdo). Valores apresentados em porcentagem do
controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, segundo a analise de variancia (ANOVA) de
duas vias seguido do poés-teste de Bonferroni. (n=5).
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Pode-se assim sugerir que a exposi¢cao a rotenona modula os niveis de
Sortilina somente na medula toracica, reduzindo-os, enquanto que o0
treinamento fisico modula os niveis desta proteina na medula cervical somente

quando € aplicado por longo periodo de tempo (10 semanas).
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Diante dos resultados descritos acima, sugere-se que na medula cervical
a exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona eleva os niveis de a-sinucleina. E, a
rotenona eleva os niveis de TrkB, da isoforma truncada, assim como o
treinamento fisico por 6 semanas apicado conjuntamente ou ndo a exposicao.

Em relacdo as proteinas envolvidas no trafego anterégrado do recepetor
TrkB, pode-se sugerir que na medula cervical onde somente os niveis da
proteina sortilina foi mensurado, que apenas com 10 semanas de treinamento
fisico, indepentende se existe a exposi¢cdo a rotenona nas ultimas 4 semanas,
eleva os niveis de maneira significativa. A figura 42 ilustra resumidamente

esses resultados.
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FIGURA 42 — Esquema ilustrativo representando o trafego axonal, sentido
anterégrado, do receptor TrkB na medula cervical de ratos Lewis idosos.
Exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona eleva os niveis de alfa-sinucleina (A).
Representacdo da estrutura do complexo transportador do receptor TrkB, e
suas isoformas, no sentido anterdgrado (B). Respostas na expressdao de
proteinas motoras do trafego do receptor TrkB diante a exposi¢cao a rotenona
(ROT), realizacdo do treinamento fisico moderado (EXE) e realizagdo do
treinamento fisico posteriormente e durante a exposi¢cdo a ROT (ROTexe) (C).
Realizacdo do treinamento fisico por 6 semanas seguido de 4 semanas de
sedentarismo conjuntamente a exposicao a ROT (exeROT), 10 semanas de
treinamento (exeEXE) e 10 semanas semanas de treinamento sendo que as
dltimas 4 semanas foram acompanhada pela exposicdo a ROT (exeROTexe)
(D). As figuras demarcadas com linhas pontilhadas representam estruturas que
nao foram possiveis de serem detectadas via western blot.
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Para a medula toracica pode-se sugerir que a rotenona nao altera os
niveis de a-sinucleina, no entanto aumenta de maneira significativa os niveis
da isoforma truncada do receptor TrkB. Niveis esses que sao mantidos
elevados com o treinamento fisico de 6 semanas na apresenca ou auséncia de
rotenona.

Considerando as proteinas envolvidas no trafego anterégrado de TrkB,
sugere-se que, dentre as proteinas que foram possiveis de serem detectadas,
gue os niveis de Sortilina sdo diminuidos diante a exposicao a rotenona, e tem
seus niveis recuperados pelo treinamento fisico independentemente de quando
este ocorre (antes, durante ou apos). Ainda, os niveis de CRMP-2 sao
diminuidos diante a rotenona, e aumentados com treinamento fisico de 6
semanas, contudo quando combinados (ROT+EXE) os niveis parecem nao ser
alterados em relagcdo ao controle. De maneira ilustrativa a figura 43 resume

esses achados.
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FIGURA 43 — Esquema ilustrativo representando o trafego axonal, sentido
anterégrado, do receptor TrkB na medula toracica de ratos Lewis idosos.
Exposicdo a 1mg/kg/dia de rotenona néo altera os niveis de alfa-sinucleina (A).
Representacdo da estrutura do complexo transportador do receptor TrkB, e
suas isoformas, no sentido anterdgrado (B). Respostas na expressdao de
proteinas motoras do trafego do receptor TrKB diante a exposi¢cao a rotenona
(ROT), realizacdo do treinamento fisico moderado (EXE) e realizacdo do
treinamento fisico posteriormente e durante a exposicdo a ROT (ROTexe) (C).
Realizacdo do treinamento fisico por 6 semanas seguido de 4 semanas de
sedentarismo conjuntamente a exposicao a ROT (exeROT), 10 semanas de
treinamento (exeEXE) e 10 semanas de treinamento sendo que as ultimas 4
semanas acompanhada pela exposicdo a ROT (exeROTexe) (D). As figuras
demarcadas com linhas pontilhadas representam estruturas que nao foram
possiveis de serem detectadas via western blot.
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5. DISCUSSAO

5.1. Tratamento com baixas doses de rotenona altera massa
corporal de forma independente do treinamento fisico

No presente estudo foram encontradas diminuicbes para a massa
corporal com a exposicdo a baixas doses de rotenona, de maneira
independente do treinamento fisico realizado antes, durante ou apds efeito da
droga.

A liberacdo subcutédnea de rotenona tem sido caracterizada como
modelos de doencas relacionadas a alfa-sinucleina®®®, podendo promover
toxicidade sistémica, incluindo perda de peso, em concentracbes acima de
3mg/kg/diat?® 1%

Exposicdes superiores a 2mg/kg/dia demonstram que a massa corporal
diminuiu gradativamente nesses animais diferindo-se significativamente em
relacdo ao grupo controle™'% 131132,

No presente trabalho, foi encontrada diminuicdo da massa corporal,
mesmo que em niveis mais baixos de exposicdo. JA os trabalhos acima
citados, se diferenciam do presente trabalho em relacdo a dose de rotenona ao
qual o animal foi exposto, visto que quanto maior a concentracao de rotenona
maiores as alterac6es de massa corporal, além de que, esses trabalhos que
utilizaram ratos adultos, demonstraram uma possivel maior sensibilidade em
relacédo a rotenona.

Trabalhos utilizando exposicbes a concentracdbes mais baixas
(1,5mg/kg/dia de rotenona) em ratos das linhagens Wistar adultos™*® e Sprague

Dawley (1 ano de idade)™**

também verificaram a diminuicdo da massa corporal
devido a rotenona.

A diminuicdo da massa corporal com exposi¢ao a rotenona, parece estar
associada a uma disfuncdo gastrointestinal em resposta a deficiéncia de
inibicdo funcional do sistema nervoso entérico. Nesse sentido, Drolet e

®> e Greene e colaboradores™®, verificaram que a exposicdo

colaboradores™®
cronica a baixas doses rotenona parece afetar a funcdo gastrointestinal, via
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disfuncbes ou mortes de células do sistema nervoso entérico, retardando a
liberacéo gastrica relacionada a constipacao.

Alteracbes gastrointestinais parecem preceder a agregracdo de
proteinas e/ou perda de funcdo motora, ou seja, as baixas concentracdes de
rotenona ao qual os animais foram expostos s&do capazes de alterar o
funcionamento gastrointestinal, sem alteracdo da ingestdo de alimento e agua,
sem fomacdo de agregados de alfa-sinucleina, mas com disfuncdes de
organelas celulares, como as mitocondrias*®.

Em contrapartida, quando avaliados camundongos expostos a rotenona,
Tasselli e colaboradores™’ verificaram perda de neurénios dopaminérgicos na
substancia negra, sem alteracbes na massa corporal e na funcéo
gastrointestinal, mesmo relatando diferencas morfolégicas no sistema nervoso
entérico.

Recentemente, nosso grupo demonstrou nao haver alteracoes
significativas na massa corporal e na habilidade locomotora de ratos Lewis
idosos apds exposicdo a rotenona, em contrapartida, verificou-se alteracdes
em proteinas de trafego intracelular em neurénios®*. Resultados esses que se
diferem dos aqui achados, possivelmente devido a diferenca do presente
trabalho ter o dobro de tempo de exposi¢cdo a ROT comparado ao anterior.

Em relacdo ao treinamento, estudos utilizando ratos jovens Wistar (3-4
meses de idade) verificaram reducdo da massa corporal apds protocolo de
exercicio por 13 semanas’®®. Ja em ratos idosos, também Wistar, o exercicio
fisico moderado, n&o alterou a massa corporal**°.

Para animais modelos de hipertensdo o treinamento de 13 semanas em
intensidade correspondente entre 50% e 60% da capacidade maxima nao
houve alteracdo de massa corporal*® 144 142,

Esses estudos corroboram os achados do presente trabalho, visto que o
treinamento fisico moderado, por meio da corrida em esteira, ndo foi capaz de
alterar a massa corporal de ratos Lewis, sendo que apenas o processo de
envelhecimento parece ser o0 responsavel pela perda gradativa de massa

corporal.
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5.2. Exercicio fisico moderado aumentou a capacidade fisica
independente do tratamento

O protocolo de exercicio aplicado no presente estudo foi eficiente para
alterar a capacidade fisica e variaveis do teste de capacidade maxima em
ambos 0s grupos independente do tratamento.

A aplicacdo de exercicios fisicos, de baixa intensidade, em ratos tem

143; 144; 145

sido amplamente utilizada a fim de investigar os efeitos do exercicio

na prevencdo da perda de memorial4®: 147 148: 149: 150; 151

152; 153; 154

, como atenuador dos
efeitos da neurodegeneracéo , hos mecanismos da hipertenséo
arterial*?®, dentre outros objetivos.

A comparacao entre treinamento fisico voluntario, de livre acesso a roda
de corrida, e forcado revelou que ambos protocolos melhoram as respostas
nos testes comportamentais de animais com déficits motores induzidos sem
diferenca entre os protocolos™>.

Em ratos Lewis idosos, o treinamento de corrida em esteira também se
mostrou eficaz contra artrite induzida®®, atenuou o desenvolvimento e
progressdo, em ratos Lewis adultos, da Sindrome de Guillain-Barré’®, e
diminuiu significativamente a preferéncia pela cocaina em ratos Lewis
jovens™’.

Em estudo realizado com objetivo de identificar os efeitos do exercicio
fisico, com intensidade moderada, foi demonstrado que corrida em esteira (50-
60% da capacidade maxima individual) promove diminuicdo do estresse
oxidativo no hipocampo®®®. Esta diminuicdo foi acompanhada pelo aumento da
regulacdo de enzimas antioxidantes, como SOD-1, GPx, AMPK e PGC-1.
Resultados semelhantes também foram descritos para o cortex pré-frontal,
estriado e hipocampo™*®.

Protocolos de treinamentos que aplicam exercicio fisico forcado, de
baixa a moderada intensidade, como a corrida em esteira, tém utilizado em sua
maioria a duragdo de aproximadamente 13 semanas, visto que esse periodo
proporciona alteracdes metabdlicas e musculares™*® 160 161
O protocolo aplicado neste extudo foi adaptado a partir do utilizado por

3

Amaral e colaboradores’® sendo que a familiarizacdo dos animais foi por
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periodo de 15 dias, devido a idade do animais utilizados e suas deficiéncias. A
duracéo foi de 6 semanas no grupo que realizou treinamento fisico forcado, de
intensidade baixa a moderada, apenas depois de um més de exposicdo a ROT,
G1, e de 10 semanas no grupo que realizou o exercicio fisico forcado, de
intensidade baixa a moderada, 6 semanas seguidas da exposicdo a ROT
simultaneamente a mais 4 semanas de treinamento, G2.

Dentre as maneiras de avaliar o protocolo de exercicio fisico utiliza-se o
teste de capacidade maxima. Este teste permite determinar a capacidade
méaxima individual e distribuir ratos com desempenho semelhante aos
diferentes protocolos de treinamento, e verificar os efeitos do tratamento e
treinamento apds aplicacéo do protocolo comparando ao estado inicial®®.

Desta maneira, em animais jovens modelos de hipertensdo o
treinamento fisico em intensidade semelhante a utilizada no presente estudo
aumentou a distancia atingida no teste de capacidade maxima individual de
120% a 140% apods 13 semanas de treinamento, sendo possivel ver alteracées
a partir da sexta semana de treinamento’*. E mesmo alteracdes em relacdo a
distancia foram encontrados por Jord&o e colaboradores*®.

Quando analisada a velocidade atingida no teste ja € possivel observar
alterac6es significativas apds 6 semanas de treinamento#*: 162 164 165

Quando comparadas as alteracBes obtidas no teste de capacidade
maxima como variavel fisiolégica, por meio do consumo maximo de oxigénio,
antes e apo6s 13 semanas de treinamento, verificou-se efeito benéfico do
exercicio fisico, sobre o sistema cardiovascular, em relacdo ao estado inicial e
ao grupo sedentario. Vale ressaltar que o grupo sedentario teve seus valores
referentes & capacidade méaxima, diminuidos apés 13 semanas*.

No presente estudo, o protocolo de treinamento aplicado foi eficiente
para 0S grupos experimentais, visto que diferencas estatisticamente
significativas foram encontradas para distancia e tempo obtidos no teste de
capacidade maxima individual em relagdo ao estado anterior ao protocolo de

treinamento fisico.
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5.3. O protocolo de exercicio fisico elevou os niveis de atividade da

enzima citrato-sintase no musculo séleo e gastrocnémio

Observou-se que o treinamento fisico elevou a atividade da enzima
citrato sintase nos musculos séleo e gastrocnémio de ratos Lewis idosos,
independente da duracdo do treinamento (6 ou 10 semanas) e da ordem em
que foi aplicado (antes, durante e/ou depois do tratamento com rotenona).

A atividade da CS tem sido usada a fim de verificar alteracoes
metabdlicas no musculo em resposta ao treinamento®* %6 167 168 com ¢
intuito de avaliar a eficiéncia do treinamento aerdébio por 10 semanas a
atividade da CS foi quantificada e constatou-se que o treinamento de ratos
adultos promoveu aumento em relacdo ao grupo sedentéario, sendo que estas
alteracdes foram acompanhadas de melhorias das respostas ventilatérias,
cardiacas e relacionadas a tolerancia ao exercicio®®,

Em modelo de parkisonismo, a préatica regular de exercicio fisico, por
meio de corrida em esteira, aumentou significativamente a atividade da CS
apds quatro semanas de treinamento®®?,

A enzima citrato-sintase regula a producdo de energia aerdbia
catalisando a reacdo do oxaloacetato e acetilCoA para citrato no ciclo de
Krebs'™®. Sabendo que, no presente estudo foi utilizada a rotenona, um inibidor
especifico do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial, pode-se atribuir o
aumento da atividade da CS no G1 ROTsed, no musculo séleo, como uma
resposta “super-compensatoria” da célula, resultante da diminuicdo da
atividade do complexo | mitocondrial (NADH desidrogenase) que pode levar ao
acumulo de oxaloacetato, o que por maior oferta pode aumentar a atividade da
enzima citrato sintase.

J4 a diminuicdo da atividade da CS, no musculo gastrocnémio,
encontrada devido a exposicao a rotenona (G1 ROTsed) pode ser atribuida a
menor atividade arébica deste, considerando que € um musculo misto, onde as
porcdes de fibras vermelhas e fibras brancas sédo semelhantes.

Contudo, quando o treinamento fisico antecedeu a exposicao a rotenona
(G2 ROTsed) a atividade da CS foi diminuida no musculo s6leo e ndo se

alterou no muasculo gastrocnémio. Uma hipotese para esses achados é de que
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devido a maior participagdo do componente aerdbio a interrupcdo do
treinamento fisico por 4 semanas acompanhada dos efeitos causados pela
rotenona na cadeia respiratoria mitocondrial parece afetar de maneira mais
acentuada o musculo soleo.

Para confimar essas hipoteses seriam necessarias diferentes andlises
entre a cadeia respiratoria mitocondrial, a atividade da CS, efeitos da rotenona
e por fim os efeitos do treinamento fisico. Porém, apesar de muito intrigante, tal
via ndo foi aprofundada para se respeitar os objetivos deste trabalho.

Assim sendo, pode-se sugerir que o0 protocolo utilizado para o
treinamento foi eficiente para garantir que 0os animais estivessem treinados,
permitindo assim analisar as possiveis alteracfes no sistema nervoso central
sobre o efeito do exercicio fisico sobre o trafégo de neurotrofinas e seus

receptores.

5.4. Exposicao a baixas doses de rotenona como modelo anterior a

formacao dos agregados proteicos

Sabendo que a agregacédo de proteinas parece ser um processo comum
no desenvolvimento de doencas neurodegenerativas podendo levar a
disfuncbes e mesmo a morte celular, compreender os processos iniciais da
formacdo dessas inclusdes celulares tem sido alvo de diversos grupos de

pesquisas 7% 172 173174, 175,176

Evidéncias sugerem que anteriormente a agregacao proteica é possivel

34; 177; 178

verificar alteracdes no trafego intracelular , No tamanho, funcéo e

179, 180 astresse oxidativo'®?,

localizagdo da mitocondria, falhas nas sinapses
estresse do reticulo endoplasmatico e alteracéo das funcdo do lisossomo®®?

podendo representar os estagios iniciais das doencas neurodegenerativas.

Embora inicialmente a exposicédo a rotenona tenha sido exclusivamente
relacionada a doenca de Parkinson'®®, atualmente ela tem sido considerada um
modelo mais amplo de doencas neurodegenerativas, considerando seu

potencial em promover, dentre outros eventos, a agregacdo proteica®* 2% 184
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185 E que, a relagéio agregacdo-rotenona é dependente da dose de exposicéo

186; 187, 188

tanto em modelos in vitro quanto in vivo'®.

Os achados do presente estudo corroboram os descritos acima, sendo
demonstrado que a exposicao a 1mg/kg/dia de rotenona em ratos Lewis idosos
por um ou dois meses néo altera signifcativamente os niveis de pTau e a-
sinucleina no hipocampo e medula toracica, vale ressaltar que néo foi possivel
identificar os niveis de pTau na medula cervical e toracica. Os niveis de a-
sinucleina encontraram-se elevados na substancia negra e medula cervical,
porém sem a presenca de acumulos proteicos, ja que o padrdo de bandas no

gel de acrilamida n&o indicou agregacdao proteica.

5.5. Aumento nos niveis de expressdo da TrkB em resposta a
exposicao a rotenona e a prética de exercicio fisico.

No presente estudo verificou-se que devido a exposi¢do a rotenona, no
hipocampo ocorre um aumento nos niveis de TrkB em sua isoforma completa,
ao passo que na substancia negra ocorre uma diminuicdo. Ja a isoforma
truncada ndo apresenta alteracdes em sua forma truncada apés exposicédo a
rotenona em comparacdo ao DMSO, tanto no hipocampo quanto na substancia
negra. E que na medula cervical e toracica apenas o0s niveis da isoforma
truncada de TrkB foram mensurados, revelando aumento diante a exposicao a
rotenona em ambas as areas.

Os receptores TrkB possuem diferentes isoformas da proteina, incluindo
a sua isoforma completa do receptor de TrkB contendo o dominio de tirosina-
guinase, e diferentes isoformas truncadas, que sdo mais curtas e ndo possuem
a tirosina-quinase’®. Entretanto, TrkB, isoforma truncada, ligam neurotrofinas
com a mesma afinidade que receptores TrkB em sua isoforma completa,
mesmo faltando o dominio intracelular de tirosina-quinase catalitico necessario
para a transdugéo de sinais por meio de vias conhecidas™®.

Recentemente, Carim-Todd e colaboradores'®® analisaram a funcdo do
receptor TrkB (isoforma truncada) em camundongos. Eles relataram que a

perda deste receptor néo foi letal, o que significa que o principal papel de TrKB
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ndo esté relacionado com a sobrevivéncia neuronal, embora outros receptores
TrK podem compensar a perda da funcao do receptor de TrkB.

Tradicionalmente, o receptor de TrkB tem sido associado a varios
aspectos da sobrevivéncia neuronal e, por essa razdo, modelos knockdown de
TrkB morrem durante o inicio de vida pés-natal'®®, fato que pode ter ocorrido
devido esta fase representar o periodo de gliogénese, que ocorre em periodo
semelhante & deteccdo da expresséo do receptor TrkB'%,

Quanto as funcdes dos receptores TrkB, estes estdo envolvidos em
processos de desenvolvimento, tais como a diferenciacdo, proliferacdo e
apoptose’®, sdo essenciais para as conexdes sinapticas'®, e crescimento e
desenvolvimento de novas sinapses'®’. Ainda, em modelo murino, TrkB
truncado promove a proliferacdo de astrécitos*®®. Além disso, knockdown de
TrkB diminuiu a proliferacdo de células precursoras embrionéarias, enquanto
superexpressdo de BDNF promove a proliferacéo™®°.

Analises comparando individuos sadios, em estagios iniciais e estagios
avancados da doenca de Alzheimer verificaram, no hipocampo, aumento
expressivo dos niveis de expressdo de mRNA da TrkB no grupo sadio e em
estagios iniciais da doenca, sem alteracdes do mRNA do BDNF. J& para o
grupo em estagio avancado, eles ndo observaram alterac6es para o mRNA da
TrkB e, sim para 0 mRNA do BDNF. Esses dados sugerem que este aumento
em inicial de TrkB se deve a uma resposta compensatdria, com objetivo de
prevenir o cognitivo utilizando toda sua reserva®®.

Estes dados corroboram os achados do presente estudo onde foi
encontrado aumento dos niveis de TrkB no hipocampo diante da exposi¢édo a
rotenona, visto que a concentracado de rotenona ao qual nossos animais foram
expostos, 1mg/kg/dia, precede a formacdo de agregados de proteinas
marcadores de doencas neurodegenerativas.

Trabalhos anteriores de nosso grupo demonstraram alteragdes “in vivo”
em proteinas motoras antes da formacdo de agregados, sem alteracdes
comportamentais. Esses resultados sdo ainda confirmados “in vitro” onde foi
verificada diminuicdo da mobilidade mitocondrial neste mesmo periodo®.
Recente pesquisa verificou que em cultura primaria de neurdnios corticais a

bY

exposicdo a rotenona no periodo de 6-36h diminuiu significativamente a
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expressédo de TrkB ativa. Neste, a dose de rotenona utilizada foi capaz de
aumentar os niveis de perdxido de hidrogénio (H.0O2), um marcador comumente
utilizado para avaliar o estresse oxidativo®®’. Analise de cérebros humanos
diagnosticados com a doenca de Parkinson, encontrou diminuicao significativa
a isoforma truncada de TrkB**?>. Da mesma forma que modelo utilizando MPTP
revelou uma diminuicéo de aproximadamente 36% nos niveis de TrkB?%.

Esses dados corroboram aos achados no presente trabalho na
substancia negra, onde houve diminuicdo nos niveis de expressao da TrkB, no
entanto, nosso trabalho se difere dos acima citados pelo fato de que
encontramos em nosso grupo que a dose de rotenona (1mg/kg/dia), anterior a
agregacdo de proteinas, ndo altera os niveis de H,O, no hipocampo e
substancia negra®®.

Com objetivo de analisar a expressdo dos receptores TrkB durante
diferentes estagios do desenvolvimento, Bartkowska e colaboradores'®
verificaram, por meio de analise utilizando gambéas, que a expressdo do
receptor em TrkB, em sua isoforma completa, aumenta de forma progressiva
até a fase adulta, sendo que a partir desta fase sua expressdo comeca a
diminuir de forma continua. Ja para isoforma truncada, a expressao de TrkB, se
comporta de maneira inversa. Curiosamente, em modelos murinos e primatas
ndo humanos ja estudados, TrkB truncado aumenta com o envelhecimento®?”
205; 206: 207 Também foi observado aumento da expressdo de mRNA para
receptores TrkB truncados apés lesdo da medula espinal de ratos®®.

Dados esses semelhantes aos aqui encontrados, onde se demonstrou
elevacdo dos niveis de TrkB em sua isoforma truncada na medula cervical e
toracica.

Os niveis sinapticos de TrkA, TrkB, TrkC, mas ndo p75, estédo
diminuidos na doenca de Alzheimer (AD). Além disso, uma regulacdo negativa
significativa de TrkA, TrkB, TrkC e expressdao em neurdnios colinérgicos
individuais nos nucleos da base foi demonstrado durante a progressao da
AD209.

Aléem disso, a expressdao de TrkB truncado, foi acompanhada pelo
aumento no mRNA do receptor p75, relacionado a apoptose, apdés 8 semanas
da lesdo no Sistema Nervoso Central (SNC)?*. Estudos demonstram que a
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ligacdo de neurotrofinas ao receptor p75 levam a morte celular no sistema

211212213 ¢ g eliminag&o deste receptor previne a apoptose”*. Nossos

nervoso
achados ndo observaram alteracGes na isoforma truncada de receptores TrkB
guando expostos a 1mg/kg/dia em comparacdo ao controle no hipocampo e na
substancia negra, contudo estes estdo aumentados nas areas da medula
espinhal. Vale ressaltar que nas areas da medula néo foi possivel identificar os
niveis da isoforma completa de TrkB.

Estudos tém mostrado que, enquanto o TrkB completo € essencial para
a ativacdo da cascata de sinalizacdo do BDNF, o TrkB truncado inibe esta
via?*®, pois ocorreria a heterodimerizagdo com o TrkB completo, funcionando
como um inibidor dominante negativo da sinalizacdo de BDNF/TrkB#® 27;
podendo ainda atuar como um receptor eliminador de BDNF*8 219,

Em relacdo aos efeitos do exercicio fisico forcado, por meio da corrida
em esteira com intensidade moderada realizado por 6 semanas, este aumentou
0s niveis de expressao do receptor TrkB em sua isoforma completa apenas na
substancia negra. Em contrapartida, quando realizado por dez semanas, este
diminuiu os niveis da isoforma completa tanto no hipocampo, quanto na
substancia negra. Considerando a isoforma truncada, 6 semanas de
treinamento fisico elevou os niveis na medula cervical e toracica, enquanto que
dez semanas diminuiu este na medula toracica.

Considerando, a interacdo entre exposicdo a rotenona e o treinamento
fisico, obteve-se que quando o treinamento fisico antecedeu a exposicdo a
rotenona alteracBes apenas no hipocampo e na substancia negra para o niveis
da isoforma completa de TrkB, sendo aumento e diminuig&do, respectivamente.
J& para a isoforma truncada, observou-se apenas aumento no hipocampo e na
medula toracica. Quando o treinamento fisico ocorreu anteriormente e durante
a exposicao a rotenona verificou-se apenas diminuicdo para isoforma completa
no hipocampo e na substancia negra, € na medula toracica para isorma
truncada do receptor TrkB. E quando o treinamento fisico ocorreu
posteriormente e durante a exposi¢cado a rotenona obteve-se apenas elevacao
da isoforma completa no hipocampo.

Em modelo murino de Parkinson, Real e colaboradores®? verificaram os

efeitos do treinamento fisico, por meio da corrida em esteira, com e sem 0
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blogueio de receptores de BDNF. Assim sendo, eles verificaram que o
exercicio fisico é capaz de restaurar o dano causado pelo parkisionismo, e que
esse efeito parece ocorrer via interacdo BDNF/TrkB, pois quando bloqueado os
receptores de BDNF os efeitos do treinamento foram minimizados.

Em modelo de lesdo causado por irradiacdo, o exercicio aplicado duas
vezes ao dia por trés semanas ativou a via de sinalizagdo BDNF-pCREB e
aumentou a expressao de BDNF e TrkB, o que se, correlaciona com os efeitos
do exercicio na neurogénese no hipocampo e atenuacdo dos danos em testes
comportamentais®*.

No presente trabalho podemos sugerir resumidamente que as
alteracdes, nas isoformas completas e truncadas, de TrkB geradas pela
rotenona sdo semelhantes as resultantes de 6 semanas de treinamento fisico,
exceto para na substancia negra, onde observou-se diminuicdo apenas com a
exposicdo a rotenona. Resultados semelhantes foram encontrados para o0s
efeitos de 10 semanas de treinamento fisico, no hipocampo onde se observou
resposta contraria ao efeito da rotenona.

Aliados rotenona e treinamento fisico, predominaram as alteracdes em
sentido contrario ou a preservacdo dos niveis do controle aos efeitos da
rotenona para os niveis de TrKB, considerando suas duas isoformas, para as
trés condicdes (treinamento antes, apds e durante; e antes e durante exposi¢cao
a rotenona), exceto para a isoforma completa no hipocampo e substancia
negra, e para isoforma truncada na medula toracica quando o treinamento foi
aplicado posteriormente e durante a exposicéo a rotenona. Também ndo houve
alteracdo ao obtido para a isoforma completa no hipocampo, e truncada na
medula toracica, quando o treinamento fisico antecedeu a rotenona, e na
isoforma completa no hipocampo quando o treinamento fisico ocorreu antes e

durante o tempo de exposi¢cao a rotenona.

5.6. Exposicdo a baixas doses de rotenona e a expressdo de

proteinas envolvidas no trafego de neurotrofinas e seus receptores

A ligacdo de neurotrofinas aos seus receptores Trk em terminais

nervosos € essencial para a sobrevivéncia neuronal, diferenciacdo e
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plasticidade sindptica. Considerando que o0 corpo celular e os terminais
nervosos sao distantes, a eficiéncia da translocacgéo sinaptica e sinalizacdo via
Trk depende da eficiéncia também do transporte®*.

Receptores Trk sdo produzidos no corpo celular, sendo transportados
anterogradamente em vesiculas exociticas através dos microtdbulos, e, em
seguida inseridos na membrana plasmatica dos espinhos dendriticos e

terminais sinapticos®*

. Quando inseridos e ativados pelas neurotrofinas, os
receptores Trk iniciam sinais que culminam em desenvolvimento axonal e
sobrevivéncia neuronal® #%,

Além disso, depois de ativados os receptores Trk sdo autofosforilados e,
por conseguinte, sdo endocitados no terminal axonal. Na sequéncia, as
vesiculas endociticas contendo Trk s&o retrogradamente transportados para o
corpo celular®®* 2%, Este transporte retrégrado é necessario, pois a sinalizagao
de Trk exerce uma variedade de fungcdes neuronais, como expressao génica e
processos tréficos??% 22¢,

O transporte de vesiculas é realizado por proteinas motoras especificas,
que por um mecanismo ainda ndo bem descrito reconhecem e se ligam a carga
para realizar o transporte via microtubulo.

Alguns estudos tém se concentrado em descrever proteinas motoras
especificas de carga e seus mecanismos de acdo. Nesse sentido, pode-se
destacar a proteina CRMP-2, crucial para a formacéo de axdnios em neurbénios
do hipocampo?’: 2?8 229 gabe-se que a superexpressdo de CRMP-2 induz a
formacdo de axodnios, e a inibicdo da funcdo CRMP-2 evita a formacédo do
axonio®%.

Arimura e colaboradores®, por meio de imunoprecipitacdo, relataram
que os receptores TrkB interagem com a proteina CRMP-2, observando ainda
que esta interage com a SLP-1, que € uma proteina efetora de Rab27,
formando assim um complexo. Esses mesmos autores, ainda revelaram, por
meio de analises de imagens, que o complexo SLP1/Rab27/CRMP-2 se
colocaliza com os microtubulos e com os receptores TrkB néo fosforilados,

indicando ser uma maquinaria de transporte anterogrado.
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Verificou-se que a auséncia de uma dessas proteinas do complexo
SLP1/Rab27/CRMP-2 prejudica o transporte anterogrado de TrkB. Ja a delecéo
do complexo leva & interrupcéo do trafego e acimulo no corpo celular®.

No presente estudo, foi verificado que a exposicdo a 1mg/kg/dia de
rotenona diminui os niveis de expressdo das proteinas SLP-1 e Rab27B no
hipocampo, entretanto, ela eleva os niveis de CRMP-2. Mesma elevacédo é
encontrada SLP-1, Rab27B e CRMP-2 na substancia negra. Ja na medula
espinhal, ndo se foi possivel mensurar grande parte dessas proteinas, quando
possivel verifou-se apenas a diminuicdo dos niveis de CRMP-2 na medula
torécica.

Parece existir mecanismos compensatorios para regular o transporte em
momentos de estresse celular, de modo que a alteracao na expressao em uma
proteina que integra o complexo de transporte anterégrado de TrkB néo
acarrete em prejuizos celulares. Nesse contexto, a Sortilina pode surgir como
um destes mecanismos, visto que ela pode atuar como um receptor suporte
que facilta a formacdo do complexo entre receptores TrkB e SLP-
1/Rab27B/CRMP-2, e a cinesina-1, sendo uma alternativa, que pode ligar
diretamente receptores Trk com outras proteinas motores de microt(bulos?*.

A Sortilina € uma proteina altamente expressa no hipocampo e no

cortexo% 230

onde pode funcionar como um receptor da superficie da célula
para pré-neurotrofinas, neurotensina, e lipoproteinas®*" *2. Mas a maioria da
sortilina é expressa no interior de compartimentos intracelulares onde interage
com as neurotrofinas'® 23% 233,

A cauda citoplasmatica da Sortilina direciona o trafego de BDNF para o
terminal sinaptico em neurbnios, onde ele pode ser liberado em resposta a
despolarizacdo para modular a sobrevivéncia de células e de plasticidade

234; 2

sinaptica % sendo que na auséncia desta esse mecanismo parece

prejudicado™®.

No entanto, quando a Sortilina interage com as isoformas pré das
neurotrofinas (como exemplo proBDNF) pode se conectar com o receptor p75 e
desencadear cascatas apoptéticas®® 2%’

Em relacdo ao trafego anterogrado dos receptores TrkB, Vaegter e

colaboradores ?** relataram que a Sortilina se colocaliza com receptores TrkB.
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Vale ressaltar que apenas sua forma madura apresentou ligagdo com TrkB, ja
sua forma pr6 ndo apresenta as mesmas relacdes. Esses mesmos
pesquisadores, relatam que em modelos sem expressao da proteina sortilina, o
trafego anterogrado de TrkB estd prejudicado, sendo recuperado quando a
mesma é superexpressa.

Apesar dos prejuizos gerados pela auséncia ou deficiéncia na expressao
de sortilina, em nosso trabalho, os niveis de sotilina foram alterados, sendo
diminuidos apenas na medula toracica diante exposicéo a rotenona.

No sentido retrégado do transporte de neurotrofinas e seus receptores,
apenas 0s niveis da proteina EDH-4 puderam ser mensurados e
exclusivamente no hipocampo. Nossos achados, sugerem que a exposicado a
baixas doses de rotenona nao altera os niveis de EDH-4 no hipocampo, assim
como o treinamento fisico por 6 semanas, aliado ou ndo a exposicdo a
rotenona.

No presente estudo o treinamento fisico de 6 semanas elevou no
hipocampo os niveis de CRMP-2; na substancia negra os niveis de SLP-1,
CRMP-2 e Rab27B; e na medula toracica os niveis de CRMP-2. Sendo que,
apenas os niveis de Rab27B no hipocampo fora diminuidos. Quando o tempo
de treinamento foi alterado para 10 semanas, observou-se elevagdo no niveis
de CRMP-2 no hipocampo e substancia negra, e sortilina na medula toracica.
Ja a diminuicéo de niveis foi observada apenas para a Rab27B no hipocampo
e susbtancia negra.

Considerando os efeitos do treinamento fisico e a exposicdo a rotenona
no hipocampo obteve-se que 0s niveis de SLP-1 e Rab27B séo preservados
das alteracdes oriundas da rotenona quando o treinamento fisico € aplicado por
seis semanas antes ou apos exposicdo. Ainda, os niveis de SLP-1 ndo apenas
sdo preservados como tem seus niveis elevados, revertendo a diminuicéo
causada pela exposi¢cdo. Contudo, os niveis de CRMP-2 continuam elevados
independente de quando e por quanto tempo o treinamento fisico é aplicado.
Ja a Sortilina ndo é alterada em nenhuma das condicdes dos grupos
experimentais, parecendo néo ser sensivel a rotenona e ao treinamento fisico.
Considerando ainda o hipocampo, os niveis de EDH-4 sdo mantidos elevados

com o treinamento fisico por 6 semanas, independente da fase em que foi
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aplicado, e séo preservados quando treinamento foi realizado antes e durante a
exposicdo a rotenona.

Na substancia negra, o treinamento fisico de 6 semanas quando
aplicado posteriormente e durante a exposicdo a rotenona, ndo modifica as
alteracOes causadas pelo efeito da droga. Em contrapartida, quando o
treinamento fisico foi aplicado anteriormente a exposi¢do, este preserva 0s
niveis de CRMP-2 e Rab27B, além de reverter a elevacao dos niveis de SLP-1.
Efeito que também ocorreu quando o treinamento fisico foi aplicado por 10
semanas, sendo as 4 ultimas semanas aliadas a exposicao a rotenona, sendo
revertido os efeitos de SLP-1 e Rab27B, contudo a elevacdo dos niveis de
CRMP-2 sé&o mantidos elevados.

Diante das dificuldades de indentificacdo do niveis destas proteinas na
medula espinhal, pouco se pode descrever deste complexos transportadores
na medula cervical e toracica. Porém, com o resultados obtidos pode-se sugerir
gue na medula cervical, os niveis da proteina Sortina, Unica detectada nesta
area, somente foram elevados com 10 semanas de treinamento fisico de
maneira independente da exposi¢cao a rotenona.

Ja na medula torécica, foi possivel identificar tanto a Sortilina quanto a
CRMP-2, sendo que os niveis de ambas proteinas foram preservados de
maneira independente de quando aplicado o treinamento em relacdo a
exposicao a rotenona e por quanto tempo (seis ou dez semanas).

As tabelas abaixo (Tabela 4,5,6,7 e 8) resumem os achados neste
trabalho.
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TABELA 4 — Resumo dos resultados encontrados para os niveis de TrkB no

hipocampo, substancia negra, medula cervical e toracica, diante exposi¢do a

rotenona ou submetido ao treinamento fisico e seus respectivos controles.

Hipocampo
1mg/kg/dia ROT EXE (6 semanas) ROT + EXE (6 semanas) EXE (6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
e A * * \ 4 \ 4 L
T = * = = =
Substancia Negra
1mg/kg/dia ROT EXE (6 semanas) ROT + EXE (6 semanas) EXE (6 semanas) + ROT EXE {10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
THB \ 4 = \ 4 \ 4 \ 4 =
TrkB trun. = = = = = =
Medula Cervical
1mg/kg/dia ROT EXE (6 semanas) ROT + EXE (6 semanas) EXE {6 semanas) + ROT EXE {10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
T8 2? 2? ? 2? ? ?
- - - ] - -
Tetun, A : ) 1 ) = = =
Medula Toracica
1mg/kg/dia ROT EXE (8 semanas) ROT + EXE {5 semanas) EXE (6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
TrkB 2? 2? ? ? ? ?
- - - - - -
TrkB trun.  HH f ' ¥ ‘ =
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TABELA 5 — Resumo dos resultados encontrados para os niveis de proteinas

do transporte anterégrado e retrégado TrkB no hipocampo diante exposi¢cédo a

rotenona ou submetido ao treinamento fisico e seus respectivos controles.

Hipocampo
1mg/kg/dia ROT EXE (6 semanas) ROT + EXE (6 semanas) EXE (6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
e * * ¥ 4 *
N = * = = =
Anterdgrado
1mg/kg/dia ROT EXE {6 semanas) ROT + EXE {6 semanas)  EXE (6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
SLP-1 & = = = = =
Rab278 W & = = ¥ L 4
ave2 B 1 ) 1 ) t* 1 ) 1 )
SOR =] = = = = =
Retrogrado
1mg/kg/dia ROT EXE {6 semanas) ROT + EXE (6 semanas) EXE {6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
Rab5s ? ? ? 2? 2? 2?
- - - - - -
eona A 1t 1t 1t = =
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TABELA 6 — Resumo dos resultados encontrados para os niveis de proteinas
do transporte anterdgrado de TrkB na substancia negra diante exposicao a

rotenona ou submetido ao treinamento fisico e seus respectivos controles.

Substdancia Negra
1mg/kg/dia ROT EXE (6 semanas) ROT + EXE (6 semanas) EXE (6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
TrkB $ = R & £ =
TrkB trun, = = = = =
Anterogrado
1mg/kg/dia ROT EXE (5 semanas) ROT + EXE (6 semanas)  EXE (6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
R * * \ 4 = ¥
we 4 4 ® A
CRMP2 4+ 4+ 4+ = & =
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TABELA 7 — Resumo dos resultados encontrados para os niveis de proteinas
do transporte anterégrado de TrkB na medula cervical diante exposicdo a

rotenona ou submetido ao treinamento fisico e seus respectivos controles.

Medula Cervical
1mg/kg/dia ROT EXE (6 semanas) ROT + EXE (6 semanas) EXE (6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
TrkB ? ? ? ? ? ?
- - - H - -
TrkB trun. ' f ‘ = = =
Anterogrado
1mg/kg/dia ROT EXE (6 semanas) ROT + EXE (6 semanas)  EXE (6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
SLP-1 ? ? ? ? ? ?
- - - - H H
Rab278 g ? ? ? ? ?
- - - - H H
CRMP2 ? ? ? ? ? ?
] - - = H H
SOR = = = = 4+ 4
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TABELA 8 — Resumo dos resultados encontrados para os niveis de proteinas
do transporte anterdgrado de TrkB na substancia negra diante exposicao a

rotenona ou submetido ao treinamento fisico e seus respectivos controles.

Medula Tordcica
1mg/kg/dia ROT EXE (6 semanas) ROT + EXE (6 semanas) EXE (6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
TrkB 2 ? ? 2 2? 2?
- - - - - -
TrkB trun. " " ' ‘ ‘ =
Anterdgrado
1mg/kg/dia ROT EXE (6 semanas) ROT + EXE (& semanas) EXE {6 semanas) + ROT EXE (10 semanas) EXE (10 semanas) + ROT
SLP-1 ? ? ? ? ? ?
- - - - H H
Rab27B 2 2 2 2 9 2
- - - - - -
CRMP2 R : 3 = = E 4
SOR & : 3 = = B B

Apesar dos resultados aqui relatados apresentarem diversas alteracfes
em proteinas relacionadas ao trafego de neurotrofinas e seus receptores
anteriormente ao processo de agregacao proteica, faz-se necessaria a analise
direta do transporte, por meio de células vivas, para identificar se as altera¢des
aqui descritas correspondem a reais alteracbes no sistema de transporte
dessas vesiculas contendo tanto os receptores como as neurotrifinas.

Também sugere-se que ndo somente o transporte, mas que as vias
ativadas pela interacdo neurotrofinas/receptores sejam avaliadas e descritas
bem como os processos resultantes desta, como por exemplo a neurogénese,
em condicbes semelhantes ao presente estudo, sendo assim possivel
compreender os mecanismos da neurodegeneracdo bem como a aplicacdo do

treinamento fisico neste contexto neurogénico.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se sugerir que o protocolo de
exercicio fisico forcado, de baixa a moderada intensidade, além de identificar
alteracbes na capacidade maxima individual proporcionada pelo exercicio,
promoveu mudangas metabdlicas musculares relacionas ao exercicio indicando
efetividade ao término do treinamento.

Verificou-se ainda que a exposicdo subcutdnea a baixas doses de
rotenona, 1mg/kg/dia, parece ndo elevar os niveis de proteinas a niveis de
agregados.

Por fim, que o treinamento fisico parece reverter ou prevenir de maneira
geral os danos presente na neurodegeneracdo considerando as proteinas do
trafego de neurotrofinas e seus receptores, e ainda, que a magnitude e direcéo
destas alteracdes esta diretamente relacionada ao tempo de treinamento fisico,

e 0 momento em que o mesmo foi aplicado, bem como, a area analisada.
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Abstract: Protein aggregates are often present during the course of neurodegeneration, however it is
patent that cell physiology may be impaired well before early stages of aggregation and this may be
more important than protein inclusions themselves for cell death. Considering this, the present study
aims to examine the effects of low doses of rotenone on tau hyperphosphorylation, beta-amyloid
formation, alpha-synuclein expression and oxidative stress in the brain of aged Lewis rats. Aged rats
were exposed to 1 or 2mg/kg/day of rotenone delivered subcutaneously through mini-pumps, during
one month, the hippocampus, substantia nigra and locus coeruleus were extracted and analyzed by
immunocytochemistry ,western blotting and protein carbonylation assays. Results demonstrated that
rotenone at 2mg/kg/day promoted increase in amyloid-beta peptide, hyperphosphorylation of tau and
alpha-synuclein expression. However, rotenone at 1mg/kg/day did not alter protein levels in brain
regions analyzed. In conclusion, the present study demonstrated that low dose of rotenone
(1mg/kg/day), did not trigger increase in tau hyperphosphorylation, beta-amyloid formation, alpha-
synuclein expression levels and oxidative stress in the brain of aged rats, validating the use of this
model to study cellular processes of protein aggregation.
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