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RESUMO 

 
Almeida MF. Efeitos do exercício físico moderado sobre o tráfego de 
neurotrofinas e seus receptores no sistema nervoso central de ratos 
idosos [Dissertação]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 
São Paulo”; 2015. 
 

O exercício físico pode atenuar os efeitos do envelhecimento sobre o 

sistema nervoso central, por meio do aumento da expressão de neurotrofinas, 

tais como fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), o qual promove a 

ramificação dendrítica e melhora da maquinaria sináptica, pela interação com 

seu receptor TrkB. Receptores TrkB são produzidos no corpo da célula e 

transportados aos terminais axonais, por meio de SLP1, CRMP2, Rab27B e 

Sortilina onde são ancorados para realizar seu papel fisiológico. Sabendo que a 

relação entre o tráfego de receptores de neurotrofinas e o treinamento físico 

ainda é pouco conhecida, o objetivo do presente trabalho é analisar os níveis 

do receptor TrkB, bem como de seus transportadores anterógrados e 

retrógrados, no sistema nervoso central de ratos idosos, modelos de 

neurodegeneração, expostos a diferentes protocolos de treinamento físico 

moderado. Os ratos do primeiro grupo experimental foram expostos a 

1mg/kg/dia de Rotenona ou DMSO durante 4 semanas, depois, juntamente 

com a exposição à rotenona, realizaram treinamento físico 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 à rotenona por 4 semanas, e 

subdividos em dois grupos, um que continuou o exercício e outro que ficou 

sedentário. Os resultados encontrados sugerem que o treinamento físico 

parece reverter ou prevenir de maneira geral os danos presentes na 

neurodegeneração considerando as proteínas do tráfego de BDNF e seu 

receptor, e ainda, que a magnitude e direção destas alterações está 

diretamente relacionada ao protocolo de treinamento físico, bem como, a 

região do sistema nervoso central analisada. 

 

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

exercício; teste de esforço; ratos, neurodegeneração 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Envelhecimento e doenças neurodegenerativas 

 

Diante do iminente aumento na expectativa de vida da população 

mundial, aliado à diminuição da taxa de mortalidade e de natalidade, o número 

de pessoas idosas tem aumentado de forma exponencial. Tal processo de 

envelhecimento da população pode ser atribuído aos avanços científicos, 

especialmente na área de medicina e controle de doenças infecto-contagiosas. 

Paralelamente, pode-se observar o aumento na incidência de doenças 

relacionadas à idade, como as doenças neurodegenerativas. Desta forma, 

entender o processo de envelhecimento e as doenças neurodegenerativas 

torna-se imprescindível no processo de melhora da qualidade de vida da 

população.  

 

1.1.1. Envelhecimento populacional 

 

O envelhecimento populacional é tendência e realidade mundial, 

particularmente nos países em desenvolvimento. A diminuição da taxa de 

mortalidade e aumento na expectativa de vida indica que futuramente o número 

de pessoas idosas será superior ao de crianças. Paralelo às perspectivas de 

envelhecimento, o número de pessoas acometidas por doenças relacionadas à 

idade tem aumentado expressivamente, despertando a atenção da comunidade 

científica e política. 

Dados revelados pelas Nações Unidas1 estimou que em 2050 a 

população idosa será de aproximadamente 2 bilhões de pessoas, perspectivas 

que aumentam em três vezes os números atuais. Para o Brasil, a expectativa é 

que o número de pessoas com mais de 60 anos aumente em 3,5 vezes em 

relação aos valores atuais. 

A população idosa irá aumentar mais que qualquer outra faixa etária nos 

próximos anos, sendo que, de acordo com o último “Relatório sobre a situação 
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da população mundial”, elaborado pelo Fundo de Populações das Nações 

Unidas (UNFPA)2, a expectativa de vida nas últimas seis décadas aumentou 

cerca de 11 anos em países desenvolvidos e 26 anos em países em 

desenvolvimento, afirmando ainda que essa tendência deve permanecer nas 

próximas décadas. 

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística IBGE, 3, estimou, a partir 

dos valores obtidos no Censo realizado em 2010, que o número de idosos no 

Brasil em 2060 representará mais de 25% da população brasileira, que 

atualmente esta mesma faixa etária corresponde a 7%. 

Outro dado que merece destaque é em relação à população com 80 

anos ou mais, esta faixa etária deve aumentar em torno de 6% em toda 

população mundial, e aproximadamente 8% no Brasil1. Ressalta-se que o 

envelhecimento é um processo natural e que seus efeitos degenerativos são de 

ordem fisiológica, psíquica e social4; 5. Tal processo configura-se pela 

diminuição das funções do organismo entre os 30 e 70 anos de vida e é 

agravado a partir dos 70 anos, tornando esses indivíduos mais susceptíveis a 

doenças relacionadas à idade, como as neurodegenerativas. 

Com o declínio das funções do organismo, o indivíduo senil começa a 

ficar mais susceptível às doenças, o que pode levar ao estresse, à depressão, 

diminuição da autoestima, afastamento dos grupos sociais, falta de motivação 

para realizar atividades de lazer e até as atividades cotidianas4. 

Pode-se ainda associar esses prejuízos fisiológicos a danos funcionais e 

estruturais dos diversos órgãos que compõem os diferentes sistemas, incluindo 

o sistema nervoso central. Nesse sentido, vale destacar as doenças 

neurodegenerativas, tais como doença de Alzheimer (AD) e Parkinson (PD), 

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

 

1.1.2. Doenças neurodegenerativas 

 

As doenças neurodegenerativas estão entre as que mais acometem 

pessoas idosas em todo mundo. Embora a causa primária dessas doenças não 

esteja definida, o envelhecimento pode ser considerado o principal fator de 

risco.  
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Dados epidemiológicos apontam que mais de 25 milhões de pessoas no 

mundo são afetadas por demência, sendo a doença de Alzheimer a mais 

comum dentre todas. Estes mesmos dados revelam ainda que a proporção de 

pessoas afetadas se correlaciona diretamente com o processo de 

envelhecimento (Figura 1)6.  

 

 

FIGURA 1 – Prevalência idade-específica da doença de Alzheimer (por 100 
habitantes). Adaptado de Qiu e colaboradores6.  
 

No Brasil, dados correspondentes a idosos numa comunidade de São 

Paulo apontam que a prevalência de demência varia de 2% entre indivíduos 

com idade entre 65 e 69 anos a 40% entre aqueles com idade superior a 84 

anos7. Nos Estados Unidos da América (EUA), 4% dos indivíduos até os 65 

anos, 6% entre os 65 e 70 anos, 44% entre 75 e 84 anos e 46% com 85 anos 

ou mais são acometidos pela doença de Alzheimer8. Sendo ainda que a 

estimativa para 2050 é que esse número seja quadruplicado9.  

Para a doença de Parkinson, Mayeux10 revela que, de maneira geral, 1 a 

3% dos indivíduos com 50 anos ou mais e 5 a 18% com 80 anos ou mais são 

acometidos pela doença. No Brasil, poucos são os dados epidemiológicos 

sobre esta questão, sendo que a maioria dos estudos se baseia em dados de 

países desenvolvidos ou a partir de estudos em comunidades. Nesse sentido, 
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Barbosa e colaboradores11 em estudo realizado na cidade de Bambuí, estado 

de Minas Gerais, revelaram que o nível de acometidos pela doença é de 7,2% 

em pessoas com mais de 64 anos de idade. 

A correlação entre envelhecimento e doenças neurodegenerativas, pode 

ser compreendida pelo fato de que o processo de envelhecimento é a 

acompanhado da formação de placas senis distribuídas por todo o sistema 

nervoso central, que podem estar relacionadas à morte celular natural e ao 

comprometimento do organismo. Neste contexto, o aparecimento de agregados 

de proteínas podendo gerar disfunções e/ou morte celular são considerados 

características marcantes da neurodegeneração. 

O processo de formação de placas senis está associado à agregação de 

proteínas no meio intra e extracelular em todo o sistema nervoso central. Esses 

agregados são considerados marcadores de doenças neurodegenerativas 

como a de Alzheimer12; 13 e a de Parkinson14. Em contrapartida, Dayan15 relata 

a existência dessas placas senis em indivíduos não acometidos por doenças 

neurodegenerativas.  

Na doença de Alzheimer esses agregados proteicos são compostos 

primordialmente pelo peptídeo beta amiloide (Aß) no meio extracelular, 

oriundos de clivagem anormal da proteína precursora amiloide16, e 

intracelularmente por emaranhados neurofibrilares formados pela 

hiperfosforilação da proteína Tau no hipocampo, cerebelo, locus coeruleus e 

córtex17. 

A presença de inclusões insolúveis contendo alfa-sinucleína (α-

sinucleína), chamados de corpos de Lewy, são comumente encontrados na 

substância negra, cerebelo, hipotálamo e sistema nervoso autônomo de 

pacientes com a doença de Parkinson18; 19; 20; 21. 

Estudos mais recentes, têm encontrado que formas intermediárias da 

proteína tau hiperfosforilada22 ou oligômeros de ß-amiloide e α-sinucleína23 

teriam maior nível de toxicidade que os agregados de proteínas em si. 

A disfunção celular em decorrência da agregação de proteínas está 

relacionada, dentre outras coisas, ao prejuízo do tráfego de organelas e 

vesículas24; 25; 26. 
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Muito embora a causa primária da neurodegeneração ainda não possa 

ser definitivamente esclarecida por causa de seu caráter multifatorial, a 

deficiência na comunicação celular deve ser considerada um dos principais 

mecanismos desencadeadores da morte celular, especialmente durante o 

envelhecimento. 

 

1.1.3. Tráfego Intracelular 

 

A coordenação dos eventos encefálicos depende da neurotransmissão 

que é promovida essencialmente por fatores intracelulares responsáveis pelo 

transporte de organelas e moléculas sinalizadoras até seus locais de ação, 

assim como a organização do citoplasma, secreção, endocitose e os diversos 

processos celulares. O prejuízo do tráfego intracelular e, consequentemente, 

da comunicação intercelular contribui para o desencadeamento da 

neurodegeneração. 

O transporte axonal em neurônios é essencial devido ao tamanho celular 

e a polaridade celular, permitindo uma comunicação eficiente entre o corpo 

celular e terminal axonal, como por exemplo, mantendo estes abastecidos com 

proteínas, lipídeos e mitocôndria, reciclando ou degradando proteínas mal 

enoveladas evitando que elas se agreguem. Além de seu papel no 

metabolismo neuronal, o transporte axonal é crucial para a neurotransmissão 

permitindo que o neurônio responda corretamente aos sinais tróficos ou ao 

estresse27. 

Os microtúbulos, estruturas do citoesqueleto, são as principais vias por 

onde o transporte axonal ocorre em ambos os sentidos por meio de proteínas 

motoras, sendo estas especificas de cada carga28. 

Diversos estudos têm relatado alterações no transporte axonal como 

uma característica das doenças neurodegenerativas, esse prejuízo no tráfego 

pode, por exemplo, acumular componentes do citoesqueleto e organelas, 

mantendo-os ancorados e impossibilitando de realizar seu papel na 

homeostase celular29; 30; 31; 32; 33; 34. 

Assim sendo, pode-se dizer que o tráfego intracelular e a comunicação 

intercelular são essenciais para o funcionamento do sistema nervoso central, e 



 
 

21 
 

que danos nesses processos podem ser fatores de risco para a 

neurodegeneração, visto que podem comprometer não apenas o 

funcionamento intracelular, mas também interromper a comunicação entre as 

células.  

 

1.2. Exercício físico e doenças neurodegenerativas 

 

O exercício físico parece estar entre os métodos mais eficazes de 

garantir a qualidade de vida, visto que, quando praticado de maneira regular 

pode resultar em múltiplos benefícios para o indivíduo, inclusive diante de 

doenças. Atualmente pode-se encontrar inúmeros trabalhos, com as mais 

variadas populações comprovando e reforçando o benefícios da prática de 

exercício físico regular. Ainda, o exercício físico pode contribuir para que o 

processo de envelhecimento ocorra de maneira menos agressiva ao 

organismo, minimizando as perdas e disfunções. Desta maneira, é de suma 

importância compreender os mecanismos sobre os quais o exercício físico atua 

e sua relação em prevenir e tratar as doenças neurodegenerativas. 

 

1.2.1. Exercício físico 

 

Os benefícios gerados pela prática regular de exercícios físicos podem 

ser físicos, mentais e sociais, ou seja, existe uma relação direta entre exercício 

físico e qualidade de vida. A utilização do exercício físico ultrapassou a barreira 

do lazer, se transformando em uma forma de tratamento, não farmacológico, 

para diversas doenças, especialmente as modernas, como obesidade, 

hipertensão e diabetes. 

De maneira geral, o exercício físico parece gerar adaptações nos 

sistemas cardiovascular e muscular, na composição corporal, na flexibilidade, 

aptidão neuromotora, entre outras, podendo diminuir até mesmo o risco de 

morte35; 36. 

Vários trabalhos relatam que quanto melhores os níveis de aptidão 

cardiorrespiratória e muscular menores são os riscos de problemas de saúde37; 
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38; 39; 40; 41; 42; 43; 44. Em indivíduos com doença pré-existente a diminuição do 

risco de eventos clínicos também está associada com maior aptidão 

cardiorrespiratória39; 45; 46; 47; 48. 

De acordo com a literatura, pode-se afirmar que o exercício físico regular 

reduz o risco de desenvolver inúmeras doenças, podendo ainda ser 

recomendado como intervenção terapêutica para o tratamento e controle de 

muitas doenças crônicas, tais como hipertensão49; 50, diabetes tipo 251; 52, 

obesidade53; 54 e osteoporose55; 56.  

Além disso, diretrizes de prática clínica também identificaram o papel da 

atividade física no tratamento e controle de doenças como depressão e 

transtornos de ansiedade57, demência58; 59; 60, acidente vascular cerebral61, 

entre outras.   

Os exercícios físicos podem ser classificados de diversas maneiras, 

como por exemplo, em aeróbio e anaeróbio, considerando a tarefa metabólica; 

em cíclico ou acíclico, 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 exercícios físicos variam de acordo com características 

individuais e do programa de exercício62; 63; 64; 65
. 

Em idosos, a deterioração estrutural e funcional ocorre na maioria dos 

sistemas fisiológicos, mesmo na ausência de doença. Os declínios na 

capacidade aeróbia máxima e o desempenho do músculo esquelético com o 

avançar da idade são dois exemplos de envelhecimento fisiológico que podem 

afetar as atividades da vida diária e a preservação da independência física66. 

A atividade física também diminui o impacto do envelhecimento por meio 

da restauração da capacidade funcional em idosos, visto que após praticar 

protocolo de exercício aeróbio e resistido houve aumento da capacidade 

aeróbica e força muscular em 20 a 30%, respectivamente, em adultos mais 

velhos67; 68. 

A intensidade do exercício físico deve ser considerada para que se 

obtenha efeitos benéficos ao sistema nervoso central. O exercício físico 

vigoroso pode amplificar a excitotoxicidade levando a aumento do incremento 

de cálcio intracelular em neurônios motores e subsequente morte celular. No 
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entanto, protocolos de exercício físico de baixa a moderada intensidade são 

indicados em modelos murinos de esclerose lateral amiotrófica, enquanto 

exercício de alta intensidade implicam em efeitos deletérios nesses 

camundongos69. 

Assim sendo, pode-se sugerir que o exercício físico é essencial para um 

envelhecimento saudável. No entanto, os mecanismos pelos quais esses 

benefícios ocorrem ainda não estão totalmente esclarecidos.  

 

1.2.2. Exercício físico e neurotrofinas 

 

Estudos do envelhecimento humano mostram que a prática de atividade 

física protege contra o declínio cognitivo. O exercício aumenta a atenção e o 

desempenho em tarefas cognitivas tanto em humanos quanto em outros 

primatas. Em modelo murino de acidente vascular cerebral, o exercício 

aeróbico promoveu ramificações dendríticas e aumento das habilidades 

motoras70. 

O exercício físico pode atenuar os efeitos do envelhecimento sobre o 

sistema nervoso central por meio de alguns mecanismos já descritos, como: 

aumento da angiogênese e da saturação de oxigênio no sistema nervoso 

central71 melhora da eficiência da neurotransmissão, como a serotonérgica e 

noradrenérgica, o que facilita o processamento da informação72; 73; melhora do 

metabolismo74; diminuição da inflamação75; proteção contra a perda de volume 

encefálico76; aumento da expressão de neurotrofinas como o fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF), aumento do fator de crescimento semelhante à 

insulina I (IGF-I) e do fator de crescimento básico do fibroblasto (bFGF). 

A prática de atividade física aumenta a expressão do BDNF, bem como 

de genes que são membros da maquinaria de tráfego de vesículas e porções 

das vias de sinalização cuja atividade afetam a função sináptica77. 

Particularmente no hipocampo, o aumento da expressão do BDNF pela 

atividade física protege os neurônios dos diversos insultos, promove 

neurogênese no adulto e aumenta a eficácia das sinapses78, sendo um 

componente essencial do mecanismo molecular pelo qual o exercício melhora 

a neuroplasticidade. Entretanto, considerando a ampla relevância e 
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abrangência fisiológica da atividade física, é provável que múltiplos sistemas 

estejam envolvidos na neuroproteção decorrente do exercício. 

Com relação a isso, Molteni e colaboradores77 descreveram alterações, 

por microarray, na expressão de RNAm de diversos componentes do sistema 

de neurotrofinas (BDNF, NGF e Trk), além de sistemas de neurotransmissão 

(Glutamato e GABA), vias de sinalização e transdução de sinal (sintaxina, 

sinaptotagmina e MAPK) e fatores de transcrição (CREB) no hipocampo após 

exercício físico.  

Pode-se dizer que um dos mecanismos pelo qual o exercício físico age 

diante da neurodegeneração é por meio da renovação celular e 

neuroplasticidade, alterando os níveis de neurotrofinas e seus receptores. Ou 

seja, o efeito benéfico do exercício físico, considerando a neurodegeneração, 

pode se dar pela melhora da maquinaria de neurogênese e comunicação 

celular. 

 

1.2.3. Neurotrofinas e seus receptores 

 

A grande família das neurotrofinas é composta, atualmente, por 6 

membros: fator neurotrófico 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), 

os quais interagem com receptores do tipo Trk (TrkA, TrkB e TrkC) ou p7579. 

As neurotrofinas regulam genes-alvo que podem codificar proteínas 

estruturais, enzimas ou neurotransmissores que resultam em modificação da 

morfologia e função neuronal. Essa habilidade em melhorar a plasticidade 

neuronal permite a formação e retenção de memória e aprendizagem em todas 

as dimensões: espacial, cognitiva, motora. 

O BDNF é um mediador importante da neuroplasticidade no hipocampo. 

A sinalização sináptica e a responsividade apresentam-se aumentadas em 

segundos após a administração de BDNF em neurônios do hipocampo de 

ratos. Esse fator neurotrófico também aumenta a ramificação axonal no córtex, 

o que aumenta os sítios sinápticos em potencial80; 81. Quando bloqueada a 

expressão do BDNF, ocorre deficiência de memória e aprendizagem82. 
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Durante o envelhecimento há declínio da expressão de BDNF bem como 

dos receptores de fatores neurotróficosTrk83; 84; 85; 86, o que está associado a 

disfunção hipocampal, prejuízo da memória e aumento do risco para depressão 

por diminuir a neurotransmissão serotonérgica87, enquanto o aumento do 

BDNF pelo exercício físico aparentemente diminui a atrofia do hipocampo, 

melhora a memória e reduz a depressão88. 

Aparentemente a atividade física voluntária induz a produção de fatores 

neurotróficos, cuja quantidade está associada a melhora da plasticidade, da 

memória, da potenciação de longo prazo e aumento do número de novas 

células no hipocampo89. O aumento da expressão de BDNF no hipocampo 

após 2, 6 e 12 horas de corrida espontânea em roda aumentou a resistência do 

cérebro a danos e neurodegeneração durante o envelhecimento90. 

Carro e colaboradores91 demonstraram que exercício moderado 

(1km/dia) melhora a recuperação funcional e previne a morte de neurônios em 

diversos modelos murinos de neurodegeneração, como a degeneração 

hipocampal, injúria do tronco encefálico e degeneração cerebelar hereditária. 

Em animais que corriam antes de sofrerem a lesão houve melhora da função 

neuronal, e aqueles que correram durante 5 semanas após a lesão, essa 

melhora alcançou 90% dos valores controles70. 

Com relação ao tempo de treinamento, Ploughman e colaboradores92 

demonstraram que os níveis de BDNF e outros marcadores da 

neuroplasticidade se mantinham elevados até 2 horas após o exercício 

prolongado, de intensidade moderada e voluntário. A implicação para a 

reabilitação clínica é que o exercício frequente de baixa intensidade e 

intermitente pode aumentar os níveis de BDNF no hipocampo criando um meio 

neuroplástico favorável durante a recuperação de células nervosas.  

 

1.2.4. Tráfego de neurotrofinas e seus receptores 

 

O transporte axonal ocorre via microtúbulos e é realizado por proteínas 

motoras. De forma generalizada, o transporte é realizado por um complexo 

formado por proteínas motoras e auxiliares, sendo que alterações na sua 

expressão podem afetar todo o tráfego. E que, cada carga tem seu conjunto 
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transportador específico. Desta forma, é essencial compreender quais a 

proteínas responsáveis pelo transporte de neurotrofinas e seus receptores. 

As proteínas Rab estão relacionadas ao transporte de vesículas, e sabe-

se que alteração nestas proteínas está intimamente relacionada ao distúrbio da 

formação de vesículas, mobilidade entre os compartimentos celulares, 

ancoramento e transporte de organelas93. 

Dentre as proteínas Rab, destaca-se a Rab27 que participa do tráfego 

de fatores neurotróficos e seus receptores. Para o tráfego anterógrado, os 

receptores TrkB ligam-se à proteína semelhante à sinaptotagmina (SLP1) pela 

cauda citoplasmática de forma dependente de Rab27B, e proteína mediadora 

da resposta à colapsina-2 (CRMP-2) conecta SLP1 a cinesina-1, que é a 

proteína motora associada aos microtúbulos e que leva a carga em direção aos 

terminais axonais94. Ressalta-se que alterações conformacionais, estruturais e 

do estado de fosforilação da CRMP-2 também têm sido relacionadas à 

agregação proteica presente na neurodegeneração95; 96; 97 (Figura 2). 

Em adição, a proteína associada a huntintina-1 (HAP-1) e a sortilina 

participam do transporte anterógrado e estabilização do precursor do BDNF 

(proBDNF) para a periferia celular98. A proteína HAP1 também interage com 

diversas outras proteínas incluindo o receptor GABAA
99; 100 e os receptores para 

fatores neurotróficos101; 102. A sortilina encontra-se expressa em altos níveis nos 

neurônios103, e está preferencialmente localizada na rede trans-Golgi104 onde 

parece estar envolvida no direcionamento do proBDNF para a via secretora 

regulada105; 106. 

Na via retrógrada, a internalização dos receptores TrkB é mediada por 

proteínas Pincher (chaperona pinocítica), também denominadas EHD4 ou 

PAST4, as quais localizam-se próximo à membrana plasmática e participam da 

sinalização retrógrada por endossomos em neurônios, bem como pela proteína 

Rab5107; 108; 109.  

Uma das categorias da sinalização retrógrada envolve a formação de 

corpos multivesiculares em que moléculas exógenas ou endógenas, incluindo 

fatores neurotróficos e seus receptores são transportados até o corpo celular. A 

formação desses corpos multivesiculares tem a participação de complexos 

ESCRT e proteínas Rab. Esses corpos multivesiculares podem sequestrar 
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proteínas “mal dobradas” protegendo a célula dos efeitos deletérios da 

agregação proteica que está presente em diversas condições 

neurodegenerativas e durante o envelhecimento. De fato, neurônios expostos a 

situações de hipóxia mostram aumento no número e tamanho desses corpos 

multivesiculares tornando-os indicadores gerais de estresse celular já que são 

dinâmicos no tamanho e frequência. 

Com isso, postula-se que alterações nos corpos multivesiculares estão 

associadas a diversas doenças do sistema nervoso. Foi observado acúmulo de 

corpos multivesiculares em neurônios de animais idosos semelhante ao que 

ocorre em doenças neurodegenerativas próprias do envelhecimento indicando 

que alterações estruturais do sistema de endocitose podem ocorrer de forma 

concomitante à neurodegeneração durante o processo de envelhecimento o 

que é a base das doenças neurodegenerativas110. 

 

 
FIGURA 2 – Imagem representativa da formação do complexo de proteínas  
responsáveis pelo tráfego axonal, sentido anterógrado (A) e retrógrado (B), de 
TrkB via microtúbulo. Adaptado de Hirokawa e colaboradores111.  

 

1.3. Modelo de neurodegeneração 

 

O presente estudo utiliza exposição à rotenona para a indução de 

agregados proteicos in vivo112; 113; 114. A rotenona é um pesticida natural e um 

inibidor específico do complexo I da cadeia respiratória mitocondrial, o que leva 

a aumento do estresse oxidativo mimetizando o que ocorre durante o processo 
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de envelhecimento. O efeito da rotenona mais bem caracterizado é sobre o 

complexo I, mas também inibe o proteassomo, promove disfunção no GAPDH, 

age também sobre células gliais112; 115; 116; 117, e atua diretamente sobre o 

citoesqueleto118. 

Esse modelo mostra-se adequado, pois exposição crônica à droga induz 

formação de agregados proteicos contendo alfa-sinucleína, tau hiperfosforilada 

e beta-amiloide em células do hipocampo, substância negra, estriado e locus 

coeruleus112; 113; 114; 119. Apesar de ter sido primeiramente descrita pelo 

envolvimento na doença de Parkinson em agricultores que utilizavam 

pesticidas à base de rotenona, esse xenobiótico é hoje melhor caracterizado e 

exerce seus efeitos também em células do hipocampo120. 

Nosso grupo demonstrou que a exposição à rotenona promove a 

formação de agregados proteicos contendo α-sinucleína, tau hiperfosforilada e 

β-amiloide em células do hipocampo, substância negra, e locus coeruleus121 

sendo adequado para o presente estudo. Demonstramos a agregação proteica 

em cultura de células bem como no hipocampo, substância negra e locus 

coeruleus de ratos idosos, no entanto, a presença de agregação na medula 

espinhal está sendo investigada no presente momento. 

Além disso, nossos experimentos anteriores confirmaram a ação da 

rotenona em alterar a expressão de proteínas motoras de mitocôndrias antes 

da formação desses agregados121 na expressão gênica e na mobilidade 

mitocondrial34, indicando que alterações do tráfego intracelular ocorrem antes 

da formação de agregados proteicos, podendo ser estes sinais iniciais da 

neurodegeneração. 

Dados em fase de publicação, demonstram que a exposição à 2 

mg/kg/dia de rotenona em ratos Lewis idosos promove a agregação do 

peptídeo ß-amiloide, α-sinucleína e tau hiperfosforilada no hipocampo, 

substância negra e locus coeruleus. Por outro lado, em concentrações menores 

(1mg/kg/dia) de exposição à rotenona não há formação destes agregrados, 

bem como não há alteração dos níveis de proteína carbonilada, um marcador 

de estresse oxidativo. 

No entanto, alterações do tráfego de neurotrofinas e seus receptores, 

aliados aos efeitos do exercício físico não estão esclarecidas. Desta forma, o 
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presente estudo pretende contribuir para o avanço do conhecimento sobre a 

regulação do tráfego de fatores neurotróficos e de seus receptores a fim de 

estabelecer a correlação dos eventos de transporte intracelular com a formação 

de agregados no sistema nervoso central e a neurodegeneração com o 

envelhecimento. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Analisar o nível das proteínas envolvidas no tráfego intracelular do 

BDNF e do receptor TrkB na medula espinhal, hipocampo e substância negra 

de ratos expostos a rotenona e submetidos ao exercício físico forçado de baixa 

a moderada intensidade.  

 

2.2. Objetivos específicos 

  

1) Analisar o efeito do exercício físico forçado de baixa a moderada 

intensidade, por meio da corrida em esteira, sobre a massa corporal e 

agregação de proteínas em ratos idosos submetidos a 1mg/kg/dia de rotenona. 

 

2) Estudar o efeito do exercício físico forçado, de baixa a moderada 

intensidade, sobre o nível das proteínas Rab27, CRMP-2, Slp1, HAP-1 e 

sortilina, as quais estão envolvidas no tráfego anterógrado de BDNF e seu 

receptor TrkB, por Western Blot, na medula espinhal, hipocampo e substância 

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

 

3) Analisar a expressão da proteína EDH-4, a qual participa do tráfego 

retrógrado de neurotrofinas e seus receptores, por Western Blot, na medula 

espinhal, hipocampo e substância negra de ratos idosos submetidos ao 

exercício físico forçado, de baixa a moderada intensidade, e expostos a 

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

 

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 Biociências da Universidade de São Paulo. Esta linhagem foi 

escolhida por ser suscetível à agregação de proteínas constitutivas após 

tratamento com rotenona. 

Os experimentos propostos estão em conformidade com todos os 

aspectos éticos de experimentação animal recomendados pelo Concea, bem 

como de acordo com a lei federal No. 11.794, e foram aprovados pelo comitê 

de ética em experimentação animal do Instituto de Biociências (138/2011) 

(Anexo 1) e da Faculdade de Medicina (451/11) (Anexo 2), ambas unidades da 

Universidade de São Paulo. 

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

ração apropriada e água ad libitum.  

 

3.2. Exposição à rotenona 

 

Os ratos foram submetidos à exposição à rotenona (ROT) (Sigma) 

administrada subcutaneamente por meio de mini bombas osmóticas (Alzet, 

cód. 4ML2) durante 4 ou 8 semanas. As mini bombas foram implantadas por 

meio de uma pequena incisão na pele da região dorsal dos animais sob 

anestesia (cetamina e xilazina). A concentração de rotenona infundida foi de 

1mg/kg/dia.  

Do total de animais utilizados inicialmente, aproximadamente 20%  

desses morreram durate o processo de implantação da bomba osmótica, 

possívelmente devido a condição de envelhecimento. 

Os ratos envolvidos neste experimento tinham inicialmente 8 ou 9 meses 

meses de idade, pois é sabido que ratos idosos são mais sensíveis que jovens 
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aos efeitos centrais da rotenona, apresentando maior formação de agregados 

proteicos insolúveis, sem que haja grandes efeitos periféricos decorrentes de 

intoxicação pela droga122, o que condiz com a etiologia das doenças 

neurodegenerativas. 

As mini bombas osmóticas foram preparadas conforme recomendação 

do fabricante e foram preenchidas com solução estéril de rotenona diluída 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 2,5µl/hora. Os animais controles receberam solução de 

DMSO e polietilenoglicol (1:1) infundida por mini bombas idênticas às dos 

animais do grupo experimental. 

Os animais foram pesados antes da implantação das mini bombas e 

semanalmente até o final do protocolo experimental, com o intuito de identificar 

possíveis efeitos tóxicos exacerbados periféricos da rotenona e para assegurar 

o bem-estar animal.  

 

 

3.3. Grupos experimentais 

 

Os animais foram divididos em grupos experimentais com relação ao 

tratamento ao qual foram submetidos, DMSO ou ROT de maneira aleatória. O 

protocolo experimental do presente trabalho apresenta dois grupos distintos, 

Grupo 1 (G1) e Grupo 2 (G2), sendo que G1 possibilita a análise do 

treinamento físico como tratamento,  enquanto G2 possibilita analisar o efeito 

de prevenção e manutenção considerando o quadro de neurodegeneração. 

O G1 é composto por ratos que foram submetidos ao tratamento crônico 

com rotenona e seu respectivo controle aos nove meses de idade. Após 30 

dias corridos, este mesmo grupo realizou a troca da bomba osmótica, visando 

garantir a eficiência na exposição à droga, iniciando conjuntamente o protocolo 

de treinamento físico forçado (Figura 3). Nesta fase os animais foram 

subdividos em grupos dentro do tratamento, DMSO ou ROT, e de acordo com 

a condição física, sendo sedentário (SED) ou treinado (EXE). 
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Para o G2, os ratos iniciaram o protocolo de treinamento físico forçado 

aos oito meses e meio de idade, permanecendo por seis semanas. Na 

sequência, foram submetidos ao tratamento com DMSO ou ROT, e subdividos 

em grupos de maneira similar ao G1 (Figura 3). A Tabela 1 apresenta a 

distribuição dos grupos, bem como o número amostral pertencente a cada um 

deles. 

 

TABELA 1 – Caracterização dos grupos, número amostral e média da massa 

corporal no início do protocolo, em relação ao tratamento e a condição física 

proposto pelo protocolo experimental. 

  TRATAMENTO/CONDIÇÃO FÍSICA 

  DMSO/SED ROT/SED DMSO/EXE ROT/EXE 

G1 

MC inicial 
(kg) 

0,42 ± 0,08 0,42 ± 0,06 0,43 ± 0,09 0,43 ± 0,08 

 
    

“n” Amostral 05 06 05 06 

G2 
MC inicial 

(kg) 
0,31 ± 0,05 0,31 ± 0,04 

 
0,31 ± 0,05 

 

 
0,31 ± 0,04 

 

“n” Amostral 05 06 05 05 

G1 – Grupo 1; G2 – Grupo 2; MC – massa corporal; “n” – Número amostral; 
DMSO – controle; ROT – rotenona; SED – sedentário; EXE – treinado 
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FIGURA 3. Esquema do protocolo e dos grupos experimentais do exercício físico.  

G1

EUTANÁSIADMSO/ROT SED/EXEDMSO/ROT

0 4 8                                10
SEMANA

EXE DMSO/ROT SED/EXE

0 6 10
SEMANA

G2
EUTANÁSIA

Exposição ao
DMSO ou ROT

Início do protocolo
de exercício físico

Coleta de material 
para análises
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3.4. Protocolo de exercício físico forçado 

 

Inicialmente todos os animais foram pré-selecionados de acordo com 

sua habilidade de correr na esteira, adaptada para animais, durante 15 sessões 

para familiarização, em velocidades de 0,1 a 0,5 km/h, duração de 10 a 30 

minutos por dia, com 0% de inclinação. Vale ressaltar que 22% do total de 

animais (68) foram excluídos por não apresentarem aptidão para a corrida. 

Após o período de adaptação, os animais foram selecionados em dois 

grupos: sedentário e treinamento. Antes de iniciar o protocolo de treinamento 

todos realizaram o teste de exercício máximo (teste de exercício gradativo na 

esteira iniciado a velocidade de 0,3 km/h com incrementos de 0,3 km/h a cada 

3 minutos até a exaustão) para determinar a capacidade máxima individual e 

determinar as velocidades equivalentes ao protocolo de treinamento.  

O protocolo de treinamento foi adaptado de Amaral e colaboradores123 e 

consistiu em treinos de intensidade moderada, com velocidade de 

aproximadamente 50-60% da capacidade máxima 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 sedentários 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 o 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 comparação com o 

teste inicial. 

3.5. Coleta de material para análise 

 

Após finalizar o protocolo experimental, os ratos foram decapitados, e 

seus  encéfalos extraídos para dissecar-mos as áreas de interesse. Foram 

dissecadas as seguintes áreas:  hipocampo, substância negra, medula cervical 

e toráxica (Figura 4). Todas as áreas foram submersas em 400 µL de tampão 



 
 

36 
 

de lise (1% NP40, 0,5% deoxicolato de sódio, 1% SDS, 1mM EDTA, 1mM 

EGTA e 1% coquetel inibidor de proteases (Sigma)) e congeladas a -70ºC. 
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FIGURA 4 – Imagens representativas  de secções do encéfalo e áreas da medula de ratos contendo as regiões extraídas 
para a análise. Hipocampo; Substância Negra; Medula Cervical e Medula Torácica. Modificado de Paxinos e Watson124. 
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3.6. Expressão de proteínas do tráfego intracelular por western blot 

 

O tecido foi lisado e homogeneizado na mesma solução em que se 

encontrava no congelamento. A quantidade de proteína foi acessada pelo 

método de Bradford125 . A curva de calibração foi feita utilizando-se albumina 

em quantidade de 0 a 32 µg de proteína por poço.  

As amostras (70µg) foram desnaturadas à 100ºC durante 3 minutos e 

aplicadas às canaletas do gel de poliacrilamida a 12% para fracionamento. Em 

uma das canaletas foi aplicado o marcador de peso molecular (Full Range 

RainbowTM, GE). O tampão de corrida foi preparado com 250mM trizma,960mM  

glicina e 1% SDS, as proteínas foram separadas através de aplicação de 150 

volts durante 1 hora. 

Após a corrida, as proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose e bloqueada com leite 5% TBS-T ou BSA 5% TBS-T durante 1 ou 

2 horas à temperatura ambiente, seguida de incubação com os anticorpos 

primários, diluídos 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-α-sinucleína (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 (Ser199/202,T6819, Sigma) (1/1000). A incubação com o anticorpo 

secundário (anti-mouse 1/6000 ou anti-rabbit 1/10000, diluído em TBS-T 

contendo leite 3% ou BSA 1%), conjugado a uma peroxidase (HRP), foi 

realizada à temperatura ambiente durante 1 hora. 

A normalização para a análise destas proteínas foi realizada pela 

incubação do anticorpo primário anti-ß-actina (sc-47778, Santa Cruz) (1/1000) 

e anticorpo secundário anti-mouse conforme descrito anteriormente. A tabela 2 

e 3 apresentam resumidamente as descrição da aplicação dos anticorpos deste 

trabalho.
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TABELA 2 – Descrição do protocolo de aplicação dos anticorpos primários usados para detecção dos níveis de proteína por 

meio da técnica de western blot. 

 Bloqueio Primário 

Reagente 
Tempo 

(horas) 

Temperatura 

(ºC) 
Concentração 

Diluído 

em: 

Tempo 

(horas) 

Temperatura 

(ºC) 
Secundário 

Anti- SLP-1 BSA 5% 2 ambiente 1/2000 BSA 1% overnight 4 Mouse 

Anti- CRMP-2 BSA 5% 2 ambiente 1/7000 BSA 1% overnight 4 Rabbit 

Anti- Sortilina BSA 5% 2 ambiente 1/1000 BSA 1% overnight 4 Rabbit 

Anti-TrkB BSA 5% 2 ambiente 1/1000 BSA 1% overnight 4 Rabbit 

Anti- α-Sinucleína Leite 5% 1 ambiente 1/500 Leite 3% overnight 4 Rabbit 

Anti-Rab27B BSA 5% 2 ambiente 1/1000 BSA 1% overnight 4 Rabbit 

Anti-EDH-4 BSA 5% 2 ambiente 1/1000 BSA 1% overnight 4 Rabbit 

Anti-pTAU*Ser199-202 Leite 5% 1 ambiente 1/1000 Leite 3% overnight 4 Rabbit 

Anti-β-Actina Leite 5% 1 ambiente 1/1000 Leite 3% 1 ambiente Mouse 

 

TABELA 3 – Caracterização dos anticorpos secundários usados para detecção dos níveis de proteína por meio da técnica de 

western blot. 

 Concentração Diluído em: Tempo (horas) Temperatura (ºC) 

Anti- Mouse 1/6000 BSA 1% ou Leite 3% 1 ambiente 

Anti-Rabbit 1/10000 BSA 1% ou Leite 3% 1 ambiente 
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3.7. Análise da atividade da enzima citrato-sintase 

 

A análise da atividade da enzima citrato sintase foi realizada no 

homogeneizado dos músculos sóleo e gastrocnêmio dos animais, em 

espectrofotômetro conforme descrito por Srere126. Os músculos sóleo e 

gastrocnêmio foram homogeneizados com tampão fosfato (PBS) na proporção 

de 1:10 (1g de tecido para 10 ml de PBS). As amostras foram centrifugadas a 

1.500g, durante 10 minutos a 4oC. O sobrenadante foi retirado e utilizado para 

medida da atividade enzimática. 

A cinética enzimática foi realizada em espectrofotômetro e foi 

determinada pela quantificação da intensidade de cor formada pela reação 

entre a coenzima A (CoA) e o ácido oxalacético na presença do ácido 5,5'ditio-

bis 2 nitrobenzoico (DTNB). A leitura foi realizada a 25oC, durante um intervalo 

de 160 segundos, em 412 nm. A atividade da enzima foi determinada pela 

diferença entre a absorbância inicial e a final, dividida pela diferença de tempo 

de absorbância. Os resultados foram expressos em µmol.mL-¹.mg proteína-¹. A 

quantidade de proteína por reação foi determinada pelo método de Bradford 

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

 

3.8. Análise dos resultados 

 

Os resultados foram avaliados usando o programa GraphPadPrism 

(versão 4.03,GraphPad Software, San Diego, California, USA). Sendo adotado 

o nível de significância 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 

máxima 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 níveis de expressão de proteínas.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Variação da massa corporal durante protocolo de exposição à 

rotenona e exercício físico forçado de intensidade moderada 

 

A aferição da massa corporal foi feito por pesagens realizadas uma vez 

por semana durante todo o protocolo experimental, e analisado pela diferença 

de cada semana com a semana inicial (delta da massa corporal). Inicialmente a 

massa corporal dos animais tanto do G1 como do G2 não diferiam entre os 

diferentes grupos experimentais. 

A massa corporal durante o protocolo experimental do G1 (Figura 5), 

grupo que é submetido a exposição a rotenona e seguido de treinamento físico 

ou não e seus respectivos controles, diminuiu quando analisados apenas os 

efeitos da exposição à rotenona (DMSOsed vs ROTsed). Sendo que, esses 

resultados parecem indicar que a rotenona tende a promover diminuição 

significativa na massa corporal após 4 semanas de exposição à 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 diminuição da 

massa corporal (Semana 1 vs Semana 11; Semana 5 vs Semana 11). 

Considerando o treinamento de seis semanas aliado à exposição à 

rotenona, a massa corporal não se altera com o treinamento físico (DMSOsed 

vs DMSOexe), ou na condição de sedentarismo  (DMSOsed, Semana 1 vs 

Semana 5; Semana 1 vs Semana 11; Semana 5 vs Semana 11 ) (Figura 5).  

Quando o treinamento físico foi realizado após um mês de exposição à 

rotenona, seguido de treinamento físico (6 semanas) sem interrupção da 

liberação contínua da ROT por quatro semanas, também encontrou-se 

diminuição da massa corporal (ROTsed vs ROTexe) (Figura 5). Sugerindo, que 

o processo de envelhecimento é quem determina as alterações da massa 

corporais e não o treinamento físico em ratos Lewis idosos.  
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FIGURA 5 – Variação da Massa corporal, em quilogramas, dos ratos 
submetidos ao protocolo experimental G1. Pesagens realizadas 
semanalmente. Os valores são apresentados em média ± erro padrão da 
média segundo a análise de medidas repetidas  (ANOVA), acompanhado do 
pós-teste de Bonferroni ( p≤0,05). 
 

No G2, grupo em que inicialmente todos os animais foram submetidos 

ao treinamento físico por seis semanas, os resultados demonstram não haver 

alterações da massa corporal neste período (EXE – Semana 1 vs Semana 7) 

(Figura 6).  

Após esse período em que todos os 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 físico (DMSOsed  vs 

ROTsed; ROTsed- Semana 1 vs Semana 11) (Figura 6). 
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O treinamento físico também não alterou a massa corporal, bem como 

não se diferiu dos achados na condição de sedentário (DMSOsed vs 

DMSOexe) (Figura 6). 

 Da mesma forma, o treinamento físico não foi capaz de reverter ou 

minimizar a perda de massa corporal devido à exposição à rotenona (ROTsed 

vs ROTexe) (Figura 6). 

 Também encontramos que o tempo, envelhecimento, influencia 

significativamente a massa corporal dos animais do G2, aumentando para os 

grupos DMSO e diminuindo para os grupos rotenona, quando comparados os 

estados inicial ao final (Figura 6). Dados semelhantes aos achados para G1. 

 

FIGURA 6 – Variação da massa corporal, em quilogramas, dos ratos 
submetidos ao protocolo experimental G2. Pesagens realizadas 
semanalmente. Os valores são apresentados em média ± erro padrão da 
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média segundo a análise de variância (ANOVA) de duas vias, seguido do pós-
teste de Bonferroni ( p≤0,05).  
 Tais achados sugerem que o processo natural de envelhecimento e a 

exposição à rotenona alteram significativamente a massa corporal de maneira 

independente do treinamento físico moderado para ratos Lewis idosos (Figura 

7). 

 

  
FIGURA 7 – Esquema ilustrativo das alterações da massa corporal de ratos 
Lewis idosos expostos a baixas doses de rotenona e submetidos ao 
treinamento físico, e seus representativos controles. A rotenona dimunui a 
massa corporal de maneira independente do treinamento físico. Onde, MC 
corresponde a massa corporal, ROT a rotenona, DMSO ao solvente de 
rotenona, EXE ao treinamento físico, (R+E) a rotenona mais treinamento físico. 
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4.2. Efeitos do protocolo de exercício forçado, com intensidade 

moderada sobre a capacidade física 

 

O protocolo de exercício físico forçado, corrida em esteira com 

intensidade moderada (50-60% capacidade máxima individual), é avaliado e 

garantido por meio do teste de capacidade máxima antes, durante e após 

aplicação do treinamento físico proposto. 

O resultado do teste de capacidade física pode ser analisado por meio 

das variáveis: tempo de corrida e distância percorrida, representando o tempo 

e a distância total atingidos ao final de cada teste, respectivamente. Sendo que, 

quanto maiores os valores para o tempo e distância atingidos melhores são as 

condições físicas do indivíduo, considerando que ele consegue suportar uma 

maior sobrecarga. 

Inicialmente, não se verificaram diferenças significativas nos valores 

iniciais tanto para tempo como para a distância. No entanto, no teste final 

observa-se um aumento significativo para os grupos que realizaram o 

treinamento físico (DMSOexe e ROTexe), bem como diminuição significativa 

destes parâmetros nos grupos que não realizaram treinamento físico 

(DMSOsed e ROTsed) (Figura 8A-B). 

Os achados para G1 indicam que o treinamento físico aumenta as 

variáveis tempo de corrida (Figura 8A) e distância percorrida (Figura 8B), em 

relação ao estado inicial. Para os valores obtidos nos testes pré (inicial) e pós 

(final) protocolo de treinamento físico, tem-se que o treinamento físico 

aumentou em 39% e 77% o tempo e a distância final (DMSOexe – Início vs 

Final). Confirmando os efeitos de melhora da capacidade física com o 

treinamento físico, tem-se que na ausência do treinamento o tempo de corrida 

decresce em 46% e a distância em 50% considerando o estado inicial e final 

(DMSOsed – Inicial vs Final) (Figura 8A-B).  

Quando analisados os efeitos da rotenona sobre a capacidade física, os 

achados indicam aumento dos valores de tempo (43%) e de distância (95%) 

para o grupo treinado (ROTexe – Inicial vs Final); e diminuição para de 30% e 

43% para tempo e distância, respectivamente, para o grupo sedentário exposto 

a rotenona (Inical vs Final) (Figura 8A-B). 
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FIGURA 8- Efeitos do protocolo de exercício em ratos Lewis idosos 
pertencentes ao grupo que realizou 6 semanas de exercício físico forçado, de 
intensidade baixa a moderada, depois da exposição à droga, Grupo 1 (G1). 
Valores relativos ao tempo de corrida (A) e distância percorrida (B) obtidos para 
os grupos controle (DMSO) ou rotenona (ROT), sedentários (sed) ou treinados 
(exe).  Testes realizados pós-adaptação e ao final do protocolo de exercício 
forçado, 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, pós-teste Bonferroni (p≤0,05).  
 

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

moderado, por meio da corrida em esteira, foram suficientes não apenas para  
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recuperar a diminuição gradativa da capacidade física em consequência do 

sedentarismo e/ou envelhecimento, mas também  sendo capaz de aumentar a 

condição física dos animais treinados. Além disso, tais alterações são 

independentes do possível estresse celular causado pela exposição à 

rotenona, já que os animais expostos ao xenobiótico apresentaram 

desempenho semelhante aos animais controles. A figura 9 representa um 

resumo dos achados em relação aos efeitos do treinamento físico. 

 

 

FIGURA 9 – Esquema ilustrativo das alterações da capacidade física de ratos 
Lewis idosos expostos a baixas doses de rotenona e submetidos ao 
treinamento físico após e durante período de exposição, e seus representativos 
controles (Grupo 1). O treinamento físico aumenta a capacidade física de 
maneira independente a exposição a rotenona. Onde, EXE corresponde ao 
treinamento físico, SED ausência de treinamento físico e ROT a rotenona. 
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Os animais que realizaram o treinamento físico moderado, por meio de 

corrida em esteira, os quais posteriormente foram divididos em quatro 

subgrupos, sendo dois que permaneceram em treinamento físico (EXE) e dois 

que se tornaram sedentários (SED), apresentaram melhoras significativas 

considerando o tempo de corrida (Figura 10A) e distância percorrida (Figura 

10B). Para tal, obteve-se aumento de 40% para o tempo e de 68% para a 

distância (EXE – Inicial vs Final). Como descrito anterioremente, deve-se 

considerar tempo e distância como parâmetros de alterações da capacidade 

física (Figura 10A e B).  

Desta maneira, pode-se sugerir que, de acordo com o teste de 

capacidade física, 6 semanas foram suficientes para melhorar 

significativamente a condição física dos animais. 

Posteriormente a esta fase de treinamento físico e subdivisão dos 

grupos, os dados obtidos para tempo e distância no teste de capacidade física 

final comparados com estes últimos indicam que (Figura 10A e B): 

 - a interrupção total do treinamento físico por 4 semanas, diminui  o 

tempo e a distância em 41% e 55%, respectivamente, nos animais DMSOsed – 

6 semanas comparados com a condição final. 

 - em contrapartida, a continuação do treinamento físico, por 4 semanas 

em intensidade moderada, proporciona aumento de 11% e 26% para tempo e 

distância, respectivamente nos animais DMSOexe – 6 semanas comparados 

com a condição final. 

 - quando considerada a exposição a 1mg/kg/dia de rotenona por 4 

semanas sem a continuidade do treinamento físico, observa-se uma diminuição 

do tempo de 52% e da distância de 70% nos animais ROTsed- 6 semanas 

comparados com a condição final. 

 - e, quando a exposição à mesma dose de rotenona é acompanhada 

pelo treinamento físico, tem-se uma diminuição menos acentuda do tempo 

(14%) e da distância (17%) nos animais ROTexe- 6 semanas comparados com 

a condição final. 

 Comparando-se os resultados do teste de capacidade física final ao 

resultado do teste inicial, obtém-se que a paralisação do treinamento físico não 

leva a alteração significativa relativa ao estado inicial para as variáveis do teste 
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(tempo e distância) (DMSOsed – Inicial vs Final). Da mesma maneira que, a 

exposição à rotenona sem a continuidade não se difere dos valores iniciais 

(ROTsed- Inicial vs Final). 

 A continuidade do treinamento físico aumenta em 56% o tempo e 112% 

a distância (DMSOexe), além de manter os valores para tempo e distância 

quando o treinamento físico aconteceu simultaneamente à exposição a 

1mg/kg/dia de rotenona (ROTexe- Inicial vs Final) (Figura 10A-B). 

Assim sendo, pode-se sugerir que 6 semanas de treinamento físico 

moderado, por meio de corrida em esteira, foi suficiente para aumentar o tempo 

de corrida e a distância percorrida no teste de capacidade física. Ainda, mesmo 

após aumento na capacidade física, a interrupção total do treinamento físico 

diminuiu tal capacidade de maneira acentuada.  

Pode-se sugerir, baseado nos achados, que a rotenona interfere no 

ganho de capacidade física, entretanto não há perda de condicionamento, já 

que os níveis de tempo de corrida e distância percorrida são mantidos após as 

6 primeiras semanas de treinamento. Todos esses resultados estão 

representados na Figura 11.  
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FIGURA  10  - Efeitos do protocolo de exercício em ratos Lewis idosos 
pertencentes ao grupo que realizou 6 semanas de exercício, de intensidade 
baixa a moderada, seguidas da exposição a droga simultaneamente a mais 4 
semanas de treinamento físico ou não, Grupo 2 (G2). Valores relativos ao 
tempo (A) e distância (B). Valores apresentados em porcentagem relativa ao 
controle. EXE (n=21) subdividido após seis semanas em: DMSOsed (n=5), 
ROTsed (n=6), DMSOexe (n=5) e ROTexe (n=5). Anova de medidas repetidas, 
pós-teste Bonferroni (p≤0,05).  
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FIGURA 11 – Esquema ilustrativo das alterações da capacidade física de ratos Lewis idosos submetidos ao treinamento 
físico moderado por 6 semanas, seguido de exposição a rotenona simultaneamente a continuidade do treinamento físico por 
mais 4 semanas, e seus respetivos controles (G2). O treinamento físico aumenta a capacidade física de maneira significativa, 
sendo mantida em varoles maiores com a continuidade do treinamento físico. A interrupção do treinamento por 4 semanas 
reverte o ganho gerado anteriormente (6 semanas). A exposição à rotenona interfere negativamente nos efeitos benéficos do 
treinamento físico em ratos treinados, entretanto não piora a capacidade física se comparado com estado inicial. EXE 
corresponde ao treinamento físico, SED ausência de treinamento físico e ROT à rotenona.  
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4.3. Atividade da citrato sintase no sóleo após exercício forçado, 

com intensidade moderada 

 

Sabendo que o treinamento físico foi capaz de aumentar o tempo de 

corrida e a distância atingidos pelo teste de capacidade física, representando 

uma possível melhora da condição física, fez-se necessário verificar se isso se 

correlacionava com alterações celulares. 

Utilizou-se a atividade da enzima citrato sintase (CS)127 nos músculos 

sóleos e gastrocnêmios para verificar possíveis alterações no metabolismo 

celular. Visto que, alteração em sua atividade pode dar subsídios para 

caracterizar em qual nível o metabolismo aeróbio está sendo ativado, 

comparando assim o grupo sedentário ao treinado. 

Os valores obtidos no presente trabalho para G1 mostram um aumento 

significativo de 90% na atividade da CS no músculo sóleo em resposta a 

exposição a rotenona (DMSOsed Vs ROTsed). Em resposta ao protocolo de 

treinamento físico, 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 físico e expostos à rotenona simultaneamente (ROTsed vs 

ROTexe) (Figura 12). 

Desta forma, pode-se sugerir que tanto a exposição a rotenona quanto o 

treinamento físico, independentemente, bem como a associação entre o 

treinamento físico e a exposição à rotenona, aumentam a atividade da citrato 

sintase.  
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FIGURA 12– Atividade da enzima citrato-sintase no músculo sóleo de ratos 
idosos submetidos a exposição à rotenona (ROT) ou seu solvente (DMSO) e 
ao protocolo de exercício físico forçado (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, pós-
teste Bonferroni (p≤0,05). 
 

Para o G2, também no músculo sóleo, obteve-se diminuição 

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 físico, a atividade da CS encontra-se significativamente 

aumentada, equivalente a 84% (DMSOsed vs DMSOexe) (Figura 13). 

Já na condição em que se aliam o treinamento e a exposição à rotenona 

não se verificaram alterações em relação ao controle (DMSOsed vs ROTexe). 

Portanto, tanto o efeito de diminuição causado pela exposição à rotenona, 

quanto o aumento causado pelo treinamento físico na atividade da CS são 

neutralizados na condição ROTexe (Figura 13). 
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FIGURA 13 – Atividade da enzima citrato-sintase no músculo sóleo de ratos 
idosos submetidos a exposição à rotenona (ROT) ou seu solvente (DMSO), e 
ao protocolo de exercício físico forçado, de intensidade moderada, iniciado 
antes da exposição à 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, pós-teste Bonferroni (p≤0,05). 
 

 No músculo gastrocnêmio, os animais do G1 mostraram uma diminuição 

significativa de 55% em resposta a exposição à rotenona (DMSOsed vs 

ROTsed). Com o treinamento físico verificou-se aumento de aproxidamente 

62% na atividade da CS (DMSOsed vs DMSOexe). Quando o treinamento 

físico foi realizado simultaneamente à exposição à rotenona não se verificaram 

alterações significativas (DMSOsed vs ROTexe), sugerindo que em conjunto 

(rotenona + treinamento físico) impedem os efeitos isolados de ambos (Figura 

14).  
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FIGURA 14– Atividade da enzima citrato-sintase no músculo gastrocnêmio de 
ratos idosos submetidos a exposição à rotenona (ROT) ou seu solvente 
(DMSO) e ao protocolo G1 de exercício físico forçado (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, pós-teste Bonferroni (p≤0,05). 
  

 Para os animais que compuseram o G2, tem-se que a atividade da CS 

não se altera com à exposição a 1mg/kg/dia de rotenona (DMSOsed vs 

ROTsed). O mesmo ocorre para o treinamento físico, seja quando aplicado 

isoladamente (DMSOsed vs DMSOexe), ou em conjunto a exposição à 

rotenona (ROTsed VS ROTexe) (Figura 15). 
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FIGURA 15 – Atividade da enzima citrato-sintase no músculo gastrocnêmio de 
ratos idosos submetidos a exposição à rotenona (ROT) ou seu solvente 
(DMSO) e ao protocolo de exercício físico forçado, de intensidade moderada, 
iniciado antes da exposição à 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 exposição à rotenona quanto 

pelo treinamento físico. Além disso, observou-se que o treinamento físico 

promoveu aumento da atividade da enzima CS, como esperado, exceto para o 

G2 no gastrocnêmio. Assim sendo, é possível pressumir que além das 

alterações do treinamento físico sobre a capacidade física, foi possível 

identificar as alterações equivalentes no metabolismo celular. A figura 16 ilustra 

a variação da atividade da enzima citrato sintase diante da exposição à 

rotenona e ao treinamento físico de maneira isolada ou em conjuto. 
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FIGURA 16 – Esquema ilustrativo das alterações da atividade da enzima citrato 
sintase (CS) nos músculos sóleo e gastrocnêmio de ratos Lewis idosos 
expostos a 1mg/kg/dia de rotenona e/ou submetidos ao treinamento físico 
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 exposição à rotenona quanto pelos efeitos do treinamento físico (6 
semanas) para o G1. Para o G2,  a atividade da CS diminuiu com a exposição 
a rotenona, e em contrapartida aumenta com o treinamento físico. Onde, G1 
corresponde ao grupo que foi exposto à rotenona seguido de treinamento físico 
(EXE) e persistência à exposição à rotenona (ROT); o G2 ao corresponde aos 
grupo que realizou treinamento físico e posteriormente foi submetido a 
exposição a rotenona com ou sem continuidade do treinamento. 
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4.4. Quantificação dos níveis de pTAUser199/202 e α-sinucleína no 

hipocampo 

 

 A hiperfosforilação da proteína pTau e o aumento da α-sinucleína, 

favorecendo a agregação dessas, são considerados marcadores padrões da 

doença de Alzheimer e Parkinson, respectivamente. Entretanto, anteriormente 

à agregação de proteínas é possível verificar alterações celulares afetando a 

comunicação celular. Desta maneira, verificou-se a expressão das proteínas 

pTauser199/202 e α-sinucleína no hipocampo de ratos Lewis expostos a 

1mg/kg/dia de rotenona e/ou treinamento físico e seus respectivos controles. 

 Observou-se que a exposição a 1mg/kg/dia de rotenona não alterou os 

níveis de pTauser199/202 em relação ao controle (G1, DMSOsed vs ROTsed). O 

mesmo ocorreu quanto analisado diante dos efeitos do treinamento físico 

forçado (G1, DMSOsed vs DMSOexe), e quando aliado à exposição à rotenona 

simultaneamente ao treinamento físico (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 17A). 

 Para os animais do G2, não se observaram alterações dos níveis de 

pTauser199/202 com a exposição à rotenona (DMSOsed vs ROTsed). Contudo, o 

treinamento físico (DMSOsed vs DMSOexe), bem como o efeito da rotenona 

aliada aos efeitos do treinamento físico (ROTsed vs ROTexe) promoveram 

diminuição da hiperfosforilaração da pTauser199/202 de 29% e 31%, 

respectivamente (Figura 17B).  

 Referente aos níveis de α-sinucleína, não se observou alteração após 

exposição à rotenona (G1, DMSOsed vs ROTsed). Em contrapartida, o 

treinamento físico forçado, por seis semanas, aumentou em 49% os níveis de 

α-sinucleína (G1, DMSOsed vs DMSOexe). Ainda, a exposição à rotenona 

seguida de treinamento físico, com continuidade da exposição à rotenona 

durante 4 semanas de treinamento físico, levou a aumento de 

aproximadamente 40% dos níveis de α-sinucleína comparado aos efeitos da 

rotenona somente (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 17C). 

 Para o grupo que foi inicialmente submetido ao treinamento físico, G2, 

verificou-se que a exposição a 1mg/kg/dia de rotenona elevou os níveis de α-

sinucleína (187%, G2 DMSOsed vs ROTsed), bem como a continuidade do 

treinamento físico durante o período de 4 semanas aliado ou não com a 
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exposição a rotenona (232%, DMSOsed vs DMSOexe; ROTsed - 287% e 

ROTexe – 280%) (Figura 17D).   
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FIGURA 17 – Quantificação dos níveis de pTauser199-202 (60kDa, A-B) e α-
sinucleína (19kDa, C-D) no hipocampo de ratos idosos expostos a DMSO ou 
rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento físico, conforme 
descrito para G1 (A e C) e G2 (B e D). Imagens representativas das bandas de 
Western Blot correspondentes a pTauser199-202, α-sinucleína e ß-actina (utilizada 
para normalização). Valores apresentados em porcentagem do controle. 
(p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed segundo a análise de variância 
(ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5). 
 

 Desta maneira, pode-se sugerir que a exposição a baixas doses de 

rotenona parecem não alterar os níveis de hiperfosforilação da pTauser199/202 em 

ratos Lewis idosos, independente da realização do treinamento físico moderado 

anterior ou posteriormente à exposição. Contudo, quando o treinamento físico 
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foi realizado antes, durante e depois da exposição, o mesmo parece agir de 

maneira independente da rotenona diminuindo os níveis de hiperfosforilação da 

pTauser199/202. 

 Pode-se ainda sugerir que, a exposição à rotenona não altera os níveis 

de α-sinucleína, contudo, os resultados da relação entre exposição a rotenona 

e o treinamento físico elevam significativamente esses níveis.   

 Desta maneira, sugere-se que a concentração de 1mg/kg/dia pode ser 

considerada como dose anterior ao aumento significativo da hiperposforilação 

de Tau e dos níveis de α-sinucleína em ratos Lewis idosos, exceto nas 

alterações encontradas que se devem aos efeitos da rotenona dependentes do 

treinamento físico. Sendo assim, ratos Lewis tratados com baixa dose de 

rotenona (1mg/kg/dia) parecem representar um modelo que antecede a 

agregação de proteína, considerando as repostas do hipocampo, possibilitando 

a análise de mecanismos do transporte intracelular, em especial das 

neurotrofinas e seus receptores.  

 

4.5. Quantificação dos níveis das isoformas de TrkB no hipocampo 

 

As neurotrofinas precisam se conectar aos seus receptores para que as 

cascatas de reações neurotróficas sejam iniciadas. Para tal, faz-se necessário 

que tanto as neurotrofinas como seus receptores estejam disponíveis.  

Sabe-se que o TrkB, receptor de BDNF, existe em duas isoformas, a 

completa e a truncada. Verificou-se que a exposição 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 expressão de TrkB em sua isoforma 

completa (145kDa) para o G1 ROTsed em comparação ao G1 DMSOsed 

(Figura 18A).  

Quanto aos efeitos do exercício, o valores obtidos indicam que o 

exercício físico forçado, por meio da corrida em esteira em intensidade 

moderada, aumenta a expressão da isoforma completa da TrkB em 4,5 vezes  

comparado ao controle sedentário (DMSOsed vs DMSOexe) (Figura 18A). 
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Em contrapartida, o treinamento físico aliado à exposição à rotenona não 

altera os valores da expressão de TrkB (145kDa) para o G1 ROTexe se 

comparado à resposta da exposição à rotenona (ROTsed vs ROTexe), mas 

reduz de maneira significativa comparado aos efeitos do treinamento físico 

(DMSOexe vs ROTexe) (Figura 18A). 

Para o animais do G2, os achados mostram que exposição à rotenona, 

mesmo após 6 semanas de treinamento reduz os níveis da isoforma completa 

de TrkB (73,58%, G2 DMSOsed vs ROTsed), e a continuação do treinamento 

físico também a reduz significativamente em aproximadamente 41% 

(DMSOsed vs DMSOexe). Contudo, quando aliados treinamento físico e 

exposição a rotenona tem-se um aumento significativo superior a 5x 

comparado aos efeitos da exposição à rotenona (G2, ROTsed vs ROTexe) 

(Figura 18B).  

Para a isoforma truncada (95kDa), no hipocampo dos animais do G1, a 

exposição à rotenona não alterou os níveis (DMSOsed vs ROTsed), bem como 

o treinamento físico isolado (DMSOsed vS DMSOexe). Contudo, quando 

aliados exposição à rotenona e treinamento físico, observou-se um aumento 

significativo superior a 2x comparado tanto ao efeito apenas da rotenona, 

quanto ao efeito do treinamento físico (Figura 18C). 

O mesmo ocorreu com as repostas da isoforma truncada no hipocampo 

do animais que compuseram o G2, sendo que não foram detectadas alterações 

significativas para nenhum dos seus subgrupos (Figura 18D). 
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FIGURA 18 – Quantificação da expressão 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 físico, conforme descrito para G1 (A e C) e G2 (B e D). Imagens 
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a TrkB e ß-actina 
(utilizada para normalização). Valores apresentados em porcentagem do 
controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, + vs DMSOexe segundo a 
análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. 
(n=5). 
  

Estes achados sugerem que o tanto a exposição à rotenona quanto o 

treinamento físico, aumentam os níveis de expressão da isoforma completa da 

TrKB, não alterando os níveis de isoforma truncada no hipocampo de ratos 

Lewis idosos. E que a combinação exposição a rotenona e treinamento físico 

forçado, com intensidade moderada, modula os níveis da isoforma TrkB 

completa de maneira dependente ao período em que são aplicados. Sendo: 
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 aumentando-os quando aplicado posteriormente à exposição à ROT, no 

entanto, em valores menos expressivos que quando comparados tanto 

ao efeitos da ROT quanto do treinamento de maneira isolada; 

 diminuindo-os quando aplicado anteriormente à exposição à ROT; 

 mantendo-os quando aplicado anteriormente e durante a exposição a 

ROT, revertendo a diminuição causada tanto pela ROT quanto pelo 

treinamento de maneira isoladas. 

Além disso, a isoforma truncada parece não ter seus níveis afetados 

pela exposição a ROT, bem como pelos efeitos do treinamento físico. E que a 

combinação ROT e treinamento altera somente os níveis de TrkB, em sua 

isoforma truncada no hipocampo de ratos Lewis, aumentado-os quando 

aplicados  posteriormente à exposição a ROT. 

 

4.6. Níveis de proteínas do tráfego anterógrado de receptores TrKB 

no hipocampo 

 

De acordo com os resultados encontrados para os níveis do receptor 

TrKB, e sabendo que esses parecem ser regulados no hipocampo de ratos 

Lewis idosos tanto pela exposição à rotenona, quanto pelo treinamento físico, 

faz-se necessário analisar como está o tráfego intracelular desses receptores. 

Para tal, utilizou-se a análise indireta, por meio de western blot, do tráfego 

intracelular do receptor TrkB no hipocampo de ratos Lewis idosos, submetidos 

à exposição a rotenona e/ou treinamento físico. 

Como descrito anteriormente o tráfego de receptores TrkB é realizado 

por um complexo de proteínas transportadoras e adaptadoras que se ligam às 

vesículas contendo os recepetores. Tais proteínas e suas alterações diante da 

exposição à rotenona e/ou treinamento físico serão descritas a seguir. 

 

4.6.1. Níveis da SLP-1 no hipocampo 

 

Dentre as proteínas tranportadoras dos receptores de TrkB, temos a 

proteína SLP-1, que se localiza na membrana da vesícula sináptica e funciona 
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como reguladora da exocitose e endocitose, estando envolvida na liberação de 

neurotransmissores e inserção do receptor TrKB na membrana plasmática. 

Os resultados demostram que a exposição a 1mg/kg/dia de rotenona 

promove uma diminuição significativa na expressão da SLP-1 em relação ao 

seu respectivo controle (G1, DMSOsed vs ROTsed) (FIGURA 19A). Também 

mostram que o treinamento físico recuperou os níveis de SLP-1 quando 

aplicado posteriormente à exposiçao à ROT (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 

19A).  

Para os animais do G2, a exposição à ROT posteriormente a 6 semanas 

de treinamento físico não alterou os níveis de SLP-1 (G2, DMSOsed vs 

ROTsed) (Figura 19B). Já quando a exposição à rotenona ocorreu 

posteriomente a 6 semanas de treinamento físico, e conjutamente a mais 4 

semanas de treinamento físico, houve aumento significativo dos níveis da SLP-

1 no hipocampo de ratos Lewis idosos (G2, ROTsed vs ROTexe) (Figura 19B).  
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FIGURA 19 – Quantificação da expressão da proteína semelhante a 
Sinaptotagmina1 (SLP-1, 65kDa)  no hipocampo de ratos idosos expostos a 
DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento físico, 
conforme descrito para G1 (A) e G2 (B). Imagens representativas das bandas 
de Western Blot correspondentes a SLP-1 e ß-actina (utilizada para 
normalização). Valores apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) * 
vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a análise de variância (ANOVA) de duas 
vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5). 
 

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

o treinamento físico recupera a diminuição causada pela exposição à rotenona, 
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e que proteje das alterações nos níveis de SLP-1 no hipocampo de Ratos 

Lewis idosos quando aplicado anteriomente à exposição à rotenona. 

 

4.6.2. Níveis de Rab27B no hipocampo 

 

Outra proteína que constitui o complexo transportador de receptores de 

BDNF é a Rab27B. Esta regula a exocitose, bem como a inserção de 

receptores TrkB na membrana plasmática, juntamente com outras proteínas 

efetoras específicas de cada carga.  

Os resultados demonstram que os níveis de expressão da Rab27B após 

exposição a rotenona diminuem significativamente em relação ao seu controle 

para os animais do G1 (G1 DMSOsed vs ROTsed) (FIGURA 20A). E que, estes 

níveis também estão diminuídos em resposta aos efeitos do treinamento físico  

(G1, DMSOsed vs DMSOexe). No entanto, quando o treinamento precede a 

exposição à rotenona, os níveis de Rab27-B não se alteram de maneira 

significativa quando comparados ao controle, e apresentam um aumento 

significativo em relação aos níveis resultantes dos efeitos da ROT (G1 ROTsed 

vs ROTexe) (Figura 20A). 

Para os animais que compuseram o G2, obteve-se que a exposição a 

ROT posteriomente a 6 semanas de treinamento físico não altera os níveis de 

expressão da Rab27B (G2, DMSOsed vs ROTsed) (Figura 20B). Em 

contrapartida, a realiazação ininterrupta por 10 semanas de treinamento físico, 

6 semanas iniciais e mais 4 semanas (com ou sem exposição a ROT), diminuiu 

de maneira signifcativa os níveis de expressão de Rab27B no hipocampo de 

ratos Lewis idosos (Figura 20B). 
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FIGURA 20 – Quantificação da expressão da RAB27B (25 kDa, A-B) no 
hipocampo de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) 
submetidos ao treinamento físico, conforme descrito para G1 (A) e G2 (B). 
Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes a 
RAB27B e ß-actina (utilizada para normalização). Valores apresentados em 
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a 
análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. 
(n=5). 
 

Estes resultados sugerem que a exposição à 1mg/kg/dia de rotenona 

altera os níveis de RAB27B, diminuindo-os, sendo este recuperado pelo 

treinamento físico. Ainda que, o treinamento físico quando aplicado antes e 

durante à exposição à rotenona diminui expresivamente os níveis desta mesma 

proteína. 

 

4.6.3. Níveis da CRMP-2 no hipocampo 

 

Outra proteína relacionada ao tráfego do receptor TrKB analisada foi a 

CRMP-2, que se expressa predominantemente no sistema nervoso central 

durante o desenvolvimento e a formação dos axônios por meio da interação 

com os microtúbulos. 

Os achados demonstram que a exposição à rotenona altera 

significativamente os níveis de CRMP-2 em comparação com seu respectivo 

controle, aumentando-o em 39% (G1, DMSOsed vs ROTsed) (Figura 21A). E o 
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treinamento físico também aumentou em 112% (G1, DMSOsed vs DMSOexe), 

sendo mantido esse aumento (105%) na presença da ROT (Figura 21A).  

Quando os animais foram previamente treinados e posteriormemnte 

expostos a ROT, obteve-se um aumento de 103% no níveis de CRMP-2 (G2, 

DMSOsed vs ROTsed) (Figura 21B). A continuidade do treinamento físico (G2 

DMSOexe) bem como com a exposição a ROT (G2 ROTexe) também 

aumentam a CRMP-2 em 66% e 44%, respectivamente (Figura 21B). Vale 

ressaltar que a comparação entre os grupos expostos à rotenona mostrou uma 

diminuição de 30% nos níveis de CRMP-2 após treinamento físico aplicado por 

10 semanas do que quando o treinamento físico foi aplicado apenas 

anteriomente à exposição a 1 mg/kg/dia de rotenona (G2 ROTexe vs ROT sed) 

(Figura 21B). 
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FIGURA 21 – Quantificação da expressão da CRMP-2 (62 kDa, A-B) no 
hipocampo de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) 
submetidos ao treinamento físico, conforme descrito para G1 (A) e G2 (B).  
Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes a 
CRMP-2 e ß-actina (utilizada para normalização). Valores apresentados em 
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a 
análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. 
(n=5). 
 

Desta forma, pode-se sugerir que a exposição à rotenona aumenta os 

níveis de expressão da proteína CRMP-2, e o treinamento físico age da mesma 

maneira. O treinamento físico aliado à exposição à rotenona também aumenta 
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os níveis da CRMP-2, sendo este efeito minimizado quando a exposição à 

rotenona ocorre durante treinamento físico em animais já treinados por 6 

semanas (G2). 

 

4.6.4. Níveis da Sortilina no hipocampo 

 

A análise da sortilina (SOR), proteína responsável por mediar a 

endocitose das formas precursoras de BDNF (proBDNF) e NGFB (proNGFB), e 

que também constitui o complexo transportador de receptor de TrKB, mostrou 

que não há alteração nos níveis de SOR em relação ao tratamento com 

rotenona, bem como pelo treinamento físico independente se ele foi aplicado 

antes, durante ou depois da exposição à ROT (Figura 22A e 22B). Pode-se 

assim sugerir, os níveis de SOR não são alterados nem pela exposição a 

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

 Desta maneira, pode sugerir a partir dos resultados encontrados no 

hipocampo a exposição à 1mg/kg/dia de rotenona não altera os níveis de 
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proteínas constituintes dos agregrados proteicos característicos da 

neurodegeneração.  

E que, a rotenona aumenta os níveis de TrKB, de ambas isoformas, 

mesmo quando o período de exposição é seguido pelo treinamento físico. Vale 

ressaltar que, apenas 6 semanas de treinamento sem a presença de rotenona, 

eleva os níveis apenas da isoforma completa deste recepetor. O mesmo ocorre 

para treinamento realizado por 10 semanas consecutivas, sendo as ultimas 

semanas acompanhada pela exposição à rotenona. Contrariamente, os 

achados para a condição de treinamento anterior a  exposição a rotenona, e 

apenas a realização do treinamento físico por 10 semanas, sem a presença de 

rotenona, diminuem os níveis da isoforma completa de TrKB. 

Em relação as proteínas envolvidas no tráfego anterógrado do recepetor 

TrKB, pode-se sugerir que a proteína CRMP-2 está aumentada tanto em 

reposta à exposição à rotenona, bem como ao treinamento físico, mesmo em 

situações onde a rotenona e treinamento físico se interagem.  A proteína SLP-1 

foi alterada, sendo aumentada sua expressão, apenas quando o treinamento 

físico foi realizado por 10 semanas sendo as últimas 4 acompanhadas pela 

exposição à rotenona. A proteína RAB27B foi diminuída nas condições de 

treinamento físico sem a presença de rotenona, e na condição 10 semanas de 

treinamento com a exposição à rotenona no período final.  

Finalizando, a sortilina não teve seus níveis alterados diante de 

exposição à rotenona, realização apenas do treinamento físico ou exposição a 

rotenona antes, durante e ou após a exposição a rotenona. A figura 23 ilustra o 

resumo dos resultados descritos anteriormente. 
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FIGURA 23 – Esquema ilustrativo representando o tráfego axonal, sentido 
anterógrado, do receptor TrkB no hipocampo de ratos Lewis idosos. Exposição 
a 1mg/kg/dia de rotenona não altera os níveis de tau hiperfosrilada e de alfa-
sinucleína, diferentemente do que ocorre em concentrações superiores (A). 
Representação da estrutura do complexo transportador do receptor TrKB, e 
suas isoformas, no sentido anterógrado (B). Respostas na expressão de 
proteínas motoras do tráfego do receptor TrkB diante a exposição à rotenona 
(ROT), realização do treinamento físico moderado (EXE) e realização do 
treinamento físico posteriormente e durante a exposição à ROT (ROTexe) (C). 
Realização do treinamento físico por 6 semanas seguido de 4 semanas de 
sedentarismo conjuntamente a exposição à ROT (exeROT), 10 semanas de 
treinamento (exeEXE) e 10 semanas de treinamento sendo que as últimas 4 
semanas foram acompanhadas pela exposição à ROT (exeROTexe) (D). 
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4.7. Níveis de proteínas do tráfego retrógrado de receptores TrKB 

no hipocampo 

 

4.7.1.  Níveis de expressão da EDH-4 no hipocampo 

  

A proteína EDH-4, também conhecida como Pincher ou PAST4, age em 

sentido contrário a SLP-1, Rab27B, CRMP-2 e SOR transportando o receptor 

TrkB retrogradamente. 

 Verificou-se que a exposição a 1mg/kg/dia de rotenona aumenta 

significativamente os níveis de expressão da proteína EDH-4, de maneira 

semelhante ao treinamento físico, mesmo quando este foi aplicado 

posteriormente a exposição à ROT (Figura 24A). 

 Obteve-se ainda os resultados de que a exposição à ROT precedida de 

6 semanas de treinamento físico (G2 ROTsed) eleva os valores de EDH-4 

(Figura 24B). Contudo, a realização de treinamento físico antes e durante a 

exposição à rotenona não alteram os níveis de expresssão de EDH-4 (Figura 

24B). 
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FIGURA 24 – Quantificação dos níveis da EDH-4 (59kDa, A-B) no hipocampo 
de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos 
ao treinamento físico do protocolo G1 (A e B) ou G2 (A e C). Imagens 
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a EDH-4 e ß-
actina (utilizada para normalização). Valores apresentados em porcentagem do 
controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a análise de 
variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5). 
 

Pode-se sugerir que no hipocampo de ratos Lewis idosos a exposição a 

1mg/kg/dia de rotenona eleva os níveis de expressão da proteína EDH-4. O 

treinamento físico modula os níveis da EDH-4 apenas quando aplicado por 6 

semanas. A associação entre treinamento físico e exposição à rotenona parece 

não influenciar os níveis de EDH-4. A figura 25 ilustra os resultados descritos 

anteriormente. 
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FIGURA 25 – Esquema ilustrativo representando o tráfego axonal, sentido 
retrógrado, do receptor TrkB no hipocampo de ratos Lewis idosos. 
Representação da estrutura do complexo transportador do receptor TrKB, no 
sentido retrógrado (A). Respostas na expressão  de proteínas motoras do 
tráfego do receptor TrkB diante a exposição à rotenona (ROT), realização do 
treinamento físico moderado (EXE) e realização do treinamento físico 
posteriormente e durante a exposição à ROT (ROTexe) (B). Realização do 
treinamento físico por 6 semanas seguido de 4 semanas de sedentarismo 
conjuntamente a exposição a ROT (exeROT), 10 semanas de treinamento 
(exeEXE) e 10 semanas de treinamento sendo que as últimas 4 semanas foi 
acompanhada pela exposição a ROT (exeROTexe) (C ). 
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4.8. Quantificação dos níveis de pTauser199/202 e α-sinucleína na 

substância negra 

 

Assim como feito para o hipocampo, os níveis das proteínas 

pTAUser199/202 e α-sinucleína foram quantificados na substância negra de ratos 

Lewis idosos submetidos à exposição de 1mg/kg/dia de rotenona e ao 

treinamento físico forçado por meio da corrida em esteira e seus respectivos 

controles. 

Obteve-se que a exposição à ROT não alterou os níveis da proteína 

pTAUser199/202 (G1, DMSOsed vs ROTsed), bem como o treinamento físico por 6 

semanas (G1, DMSOsed vs DMSOexe). Além de não se alterar com o 

treinamento físico quando realizado juntamente à exposição à ROT (G1, 

ROTsed vs ROTexe) (Figura 26A). Os animais que compuseram o G2 também 

não apresentaram alteração nos níveis de pTauser199/202 na substância negra 

(Figura 26B).  

Já os níveis de α-sinucleína elevaram-se significativamente, em 81%, 

após exposição a 1mg/kg/dia de rotenona (G1, DMSOsed vs ROTsed), da 

mesma maneira que o treinamento físico aumentou esses níveis em 83% (G1, 

DMSOsed vs DMSOexe) (Figura 26C). Entretanto, quando a exposição à ROT 

foi realizada anteriormente ao treinamento físico, tanto o efeito da ROT quanto 

os efeitos do treinamento físico foram anulados, não havendo alteração nos 

níveis de α-sinucleína (G1, DMSOsed vs ROTexe) (Figura 26C). 

Para os animais do G2, verificou-se aumento de 44% dos níveis de α-

sinucleína quando o treinamento físico foi realizado anteriomente à exposição à 

ROT (G2, DSMOsed vs ROTsed); na situação de 10 semanas de treinamento 

físico (6 semanas + 4 semanas) houve aumento de 74% (G2, DMSOsed vs 

DMSOexe). Entretanto não houve alteração significativa quando o treinamento 

físico foi realizado antes e durante a exposição à ROT (G2, DMSOsed vs 

ROTexe) (Figura 26D).  
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FIGURA 26 – Níveis de pTauser199-202 (60kDa, A-B) e α-sinucleína (19kDa, C-D) 
na substância negra de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 
1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento físico, conforme descrito para G1 (A e 
C) e G2 (B e D). Imagens representativas das bandas de Western Blot 
correspondentes a pTauser199-202,  α-sinucleína  e ß-actina (utilizada para 
normalização). Valores apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) * 
vs DMSOsed, # vs DMSOexe, + VS ROTsed segundo a análise de variância 
(ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5).  
 

 Pode-se assim sugerir que na substância negra de ratos Lewis expostos 

à rotenona e ao treinamento físico os níveis da pTAUser199/202 não se alteram de 

maneira independente da interação rotenona/treinamento. Em contrapartida, os 

níveis de α-sinucleína são modulados tanto pela exposição à ROT, quanto pelo 

treinamento físico, independentemente. Mas, quando em conjunto, o 

treinamento físico aplicado no mesmo período de exposição à ROT não há 

alteração dos níveis da α-sinucleína. 
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4.9. Quantificação dos níveis das isoformas de TrkB na substância 

negra 

 

Os resultados encontrados na substância negra mostraram que a 

expressão da TrkB diminui, 33%, diante da exposição a 1mg/kg/dia de 

rotenona em comparação ao seu controle (G1, DMSOsed vs ROTsed) (Figura 

27A).  

Quanto aos efeitos do treinamento físico, não se observou alteração 

para o grupo DMSO na expressão da isoforma completa da TrkB (G1, 

DMSOsed vs DMSOexe) (Figura 27A). Entretanto, quando o treinamento físico 

foi aplicado posteriormente à exposição à ROT, os níveis deste receptor foram 

diminuídos tanto em relação ao controle (G1, DSMOsed vs ROTexe, 64%), 

quanto em relação aos animais treinados (G1, DMSOexe vs ROTexe, 52%) 

(Figura 27A). 

Observou-se ainda que, mesmo diante do treinamento físico realizado 

precocemente à exposição à ROT, os níveis de expressão da isoforma 

completa de TrkB foram significantemente reduzidos (67%) (G2, DMSOsed vs 

ROTsed). Da mesma forma, a continuidade do treinamento físico, na ausência 

de rotenona, também reduz de maneira significativa (31%) os valores desta 

isoforma (G2, DMSOsed vs DMSOexe). Entretanto, quando o treinamento 

físico foi realizado antes (6 semanas) e durante as 4 semanas de exposição a 

ROT houve retomada dos níveis da isoforma completa de TrkB, tornando os 

esses valores significamente superiores (164%) aos achados para o grupo que 

não treinou quando foram exposto à rotenona (G2, ROTsed vs ROTexe) 

(Figura 27B). 

Considerando a isoforma truncada (95kDa), não houve alteração com 

exposição a 1mg/kg/dia de rotenona, bem como com o treinamento físico, 

aliado ou não à ROT, tanto para os animais do G1 quanto os pertencentes ao 

G2 (Figura 27C-D).  
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FIGURA 27 – Quantificação das isoformas completa (145kDa, A-B) e truncada 
(95kDa,C-D) do receptor TrkB, de BDNF, na substância negra de ratos idosos 
expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento 
físico, conforme descrito para G1 (A e C) e G2 (B e D). Imagens 
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a TrkB e ß-actina 
(utilizada para normalização). Valores apresentados em porcentagem do 
controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, + vs DMSOexe segundo a 
análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. 
(n=5). 
 

 Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a exposição à 

rotenona diminui os níveis da isoforma completa de TrkB, de maneira 

independente de ser aplicado antes ou após o treinamento físico. E o 

treinamento físico também reduz os níveis desta isoforma indepente da 

exposição à rotenona. Exceto, quando o treinamento físico é realizado antes e 

durante à exposição à rotenona, sendo que, neste caso, parece prevenir da 

perda dos níveis da isoforma completa de TrkB na substância negra. Já a 



 

78 
 

isoforma truncada, não parece ser modulada nesta região, nem pela rotenona e 

nem pelo treinamento físico. Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir 

que a exposição à rotenona diminui os níveis da isoforma completa de TrkB, de 

maneira independente se aplicado antes ou após o treinamento físico. E o 

treinamento físico também reduz os níveis desta isoforma indepente da 

exposição à rotenona. Exceto quando o treinamento físico é reaizado antes e 

durante a exposição a rotenona, sendo que neste ele parece previnir a 

diminuição dos níveis da isoforma completa de TrkB na substância negra. Já a 

isoforma truncada, parece não ser modulada nesta região, nem pela rotenona e 

nem pelo treinamento físico. 

 

4.10. Níveis de proteínas do tráfego anterógrado de receptores TrkB 

na substância negra  

 

4.10.1. Níveis da SLP-1 na substância negra 

 

Na substância negra, os resultados sugerem que a exposição a 

1mg/kg/dia de rotenona promove aumento significativo na expressão da 

proteína semelhante à SLP-1 em relação ao seu respectivo controle (G1, 

DMSOsed vs ROTsed), e que, o treinamento físico promove aumento 

semelhante a este (G1, DMSOsed vs DMSOexe), mesmo quando realizado 

posteriormente à exposição com rotenona (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 

28A). 

Quando o treinamento físico precedeu a exposiçao à rotenona, na 

substância negra, verificou-se que os níveis de expressão da proteína 

semelhante a SLP-1 foi signitivamente reduzido a menos da metade (G2, 

DMSOsed vs ROTsed). Não foi verificada alteração nos níveis da SLP-1 

quando o treinamento físico foi prolongado (10 semanas) sem a presença da 

ROT (G2, DMSOsed vs DMSOexe). Ainda, quando combinados no mesmo 

grupo exposição à ROT e ao EXE, verificou-se redução significante, a valores 

inferiores a metade, semelhante ao efeitos causados apenas ROT (G2, 

ROTsed vs ROTexe) (Figura 28B). 
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FIGURA 28 – Quantificação dos níveis da proteína semelhante a 
Sinaptotagmina1 (SLP-1, 65kDa) na substância negra de ratos idosos expostos 
a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento físico, 
conforme descrito para G1 (A) e G2 (B). Imagens representativas das bandas 
de Western Blot correspondentes a SLP-1 e ß-actina (utilizada para 
normalização). Valores apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) * 
vs DMSOsed, + vs DMSOexe, segundo a análise de variância (ANOVA) de 
duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5). 
 

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

na substância negra a exposição à rotenona eleva os níveis da SLP-1. O 

mesmo ocorre com o treinamento físico por 6 semanas posteriormente a 

exposição à ROT. Já quando o treinamento físico precede a exposição à ROT, 

os níveis de SLP-1 são reduzidos de forma independente da continuidade do 

treinamento físico. 

 

4.10.2. Níveis de Rab27B na substância negra 

 

 A proteína Rab27B encontra-se aumentada em 2 vezes na substância 

negra após exposição à 1mg/kg/dia de ROT (G1, DMSOsed vs ROTsed). Na 

mesma direção, o treinamento físico também aumentou significativamente os 

níveis de Rab27B (G1, DMSOsed vs DMSOexe), porém, quando o treinamento 

físico ocorreu posteriormente à exposição à ROT, essa elevação ocorreu em 

valores menos expressivos (1,5x), representando, uma menor elevação 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 exposição à rotenona sem a 

continuidade do treinamento (G2, DMSOsed vs ROTsed), ou com a 

continuidade do treinamento físico (G2, ROTsed vs ROTexe), e mesmo sem à 

ROT mas com continuidade do EXE diminuem significativamente os níveis de 

Rab27B na substância negra (G2, DMSOSed vs DMSOexe) (Figura 29B). 
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FIGURA 29 – Quantificação da expressão da Rab27B (25 kDa, A-B) na 
substância negra de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 
1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento físico, conforme descrito para G1 (A) e 
G2 (B). Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes 
a Rab27B e ß-actina (utilizada para normalização). Valores apresentados em 
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a 
análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. 
(n=5). 
 

 Desta maneira, pode-se sugerir que a exposição à rotenona aumenta os 

níveis de Rab27B na substância negra de ratos Lewis idosos, e o treinamento 

físico parece minimizar esses efeito, podendo até mesmo reduzí-los quando 

realizado anteriormente e/ou durante a exposição à rotenona.  

 

4.10.3. Níveis da CRMP-2 na substância negra 

 

A exposição à rotenona altera significativamente os níveis de CRMP-2 

na substância negra em comparação com seu respectivo controle (G1, 
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DMSOsed vs ROTsed) bem como o treinamento físico (G1, DMSOsed vs 

DMSOexe). Ainda, esse aumento é mantido mesmo quando o EXE ocorre 

posteriormente à exposição à ROT (G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 30A).  

Entretanto, para os animais do G2, na substância negra, os níveis de 

CRMP-2 não se alteram quando a exposição à ROT é precedida de 6 semanas 

de EXE (G2, DMSOsed vs ROTSed), porém na ausência de ROT e com a 

continuidade do EXE por mais 4 semanas verificou-se um aumento significativo 

(2,5x) (G2, DMSOsed vs DMSOexe). Tal aumento é anulado quando a ROT é 

aplicada conjuntamente às 4 útimas semanas de treinamento físico (G2, 

ROTsed vS ROTexe) (Figura 30B). 

 

G1 sed G1 exe
0

50

100

150

200

250

V
a
lo

re
s
 r

e
la

ti
v
o

s
 à

 d
e
n

s
id

a
d

e

ó
p

ti
c
a
 C

R
M

P
-2

 /


 A
c
ti

n
a

CRMP-2
62kDa

  - actina
43kDaA

*

* *

G2 sed G2 exe
0

100

200

300

400

CRMP-2
62kDa

  - actina
43kDaB

V
a
lo

re
s
 r

e
la

ti
v
o

s
 à

 d
e
n

s
id

a
d

e

ó
p

ti
c
a
 C

R
M

P
-2

 /


 A
c
ti

n
a *

+

DMSO ROT

FIGURA 30 – Quantificação dos níveis da CRMP-2 (62 kDa, A-B) na 
substância negra de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 
1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento físico, conforme descrito para G1 (A) e 
G2 (B).  Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes 
a CRMP-2 e ß-actina (utilizada para normalização). Valores apresentados em 
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, + VS DMSOexe segundo a 
análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. 
(n=5). 
 

Assim sendo, pode-se sugerir que a exposição à rotenona eleva 

significativamente os níveis de expressão de CRMP-2, sendo este o mesmo 

efeito do treinamento físico. Contudo,  quando o treinamento foi realizado 

somente anteriormente ou antes e durante a exposição à ROT a elevação da 

CRMP-2 tende a ser anulada ou minimizada, respectivamente. 
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Diante dos resultados descritos, sugere-se que na substância negra a 

exposição à 1mg/kg/dia de rotenona não altera os níveis da pTAU, contudo 

eleva os níveis de α-sinucleína.  

Ainda, a rotenona diminui os níveis de TrkB, da isoforma completa, 

assim como o treinamento físico por 10 semanas consecutivas o faz. Também 

notou-se mesma resposta quando a exposição à rotenona ocorreu 

posteriormente ao treinamento físico.  

Em relação as proteínas envolvidas no tráfego anterógrado do recepetor 

TrkB, pode-se sugerir que a proteína CRMP-2 está aumentada tanto em 

reposta a exposição à rotenona, bem como ao treinamento físico, mesmo em 

situações onde a rotenona e treinamento físico se interagem, exceto quando a 

exposição à rotenona procede ao treinamento físico, onde nota-se uma 

diminuição de seus em seus níveis.  A proteína SLP-1 foi alterada, sendo 

aumentada sua expressão, decorrente da exposição a rotenona, bem como 

pelo treinamento físico de 6 semanas, aliado ou não à exposição de rotenona. 

Contudo, os níveis de SLP-1 são diminuídos quando se aplica o treinamento 

físico antes ou antes e durante a exposição à rotenona. 

Para a proteína Rab27B nota-se aumento diante da exposição à 

rotenona, ao treinamento físico de 6 semanas e diante do mesmo período de 

treinamento antecedido pela exposição à rotenona. Em contrapartida, seus 

níveis foram diminuídos quando o treinamento anteceu a exposição à rotenona 

ou ocorreu por um período de 10 semanas. Os resultados estão representados 

na figura 31. 
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FIGURA 31 – Esquema ilustrativo representando o tráfego axonal, sentido 
anterógrado, do receptor TrkB na substância negra de ratos Lewis idosos. 
Exposição a 1mg/kg/dia de rotenona não altera os níveis de tau hiperfoslirada, 
contudo eleva os níveis de alfa-sinucleína.  Mesmo resultado encontrado por 
Almeida et al. (submetido) onde apesar do aumento dos níveis de p-tau 
verificou-se agregação apenas para a concentração de 2mg/kg/dia (A). 
Representação da estrutura do complexo transportador do receptor TrKB, e 
suas isoformas, no sentido anterógrado (B). Respostas na expressão de 
proteínas motoras do tráfego do receptor TrkB diante da exposição à rotenona 
(ROT), realização do treinamento físico moderado (EXE) e realização do 
treinamento físico posteriormente e durante a exposição à ROT (ROTexe) (C). 
Realização do treinamento físico por 6 semanas seguido de 4 semanas de 
sedentarismo conjuntamente à exposição à ROT (exeROT), 10 semanas de 
treinamento (exeEXE) e 10 semanas de treinamento sendo que as últimas 4 
semanas foram acompanhadas pela exposição à ROT (exeROTexe) (D). 
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4.11. Quantificação dos níveis α-sinucleína na medula cervical e 

torácica 

 

A exposição à 1mg/kg/dia de rotenona, considerando a medula cervical, 

aumentou significativamente os níveis de α-sinucleína, superior a 2x vezes, 

considerando os níveis do controle (G1, DMSOsed VS ROTsed). Porém, o 

treinamento físico de 6 semanas, acompanhado ou não pela exposição à ROT, 

não alterou os níveis de α-sinucleína (G1, DMSOsed VS ROTsed; DMSOexe 

VS ROTexe). Vale ressaltar que, apesar do treinamento físico aliado à 

exposição à ROT não alterar os níveis de α-sinucleína comparado ao controle, 

este diminiu significativamente (65%) os níveis quando comparados ao nível 

atingido exclusivamente pela exposição à ROT (Figura 32A). 

Para os animais do grupo G2, verificou-se que a realização de 

treinamento físico por seis semanas seguido de exposição a ROT (G2, 

ROTsed) não altera os níveis de α-sinucleína. Em contrapartida, o treinamento 

físico por 10 semanas consecutivas (G2, DMSOexe) diminui significativamente 

os seus níveis (56%). Ainda, para o grupo que realizou 10 semanas de 

treinamento físico, sendo as útimas 4 semanas aliadas a exposição à ROT (G2, 

ROTexe), aumenta significativamente os níveis de α-sinucleína comparado ao 

grupo treinamento físico sem rotenona (G2, DMSOexe VS ROTexe) (Figura 

32B).  
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FIGURA 32– Quantificação da expressão α-sinucleína (19kDa) na medula 
cervical de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) 
submetidos ao treinamento físico, conforme descrito para G1 (A) e G2 (B). 
Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes a α-
sinucleína  e ß-actina (utilizada para normalização). Valores apresentados em 
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed segundo a 
análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. 
(n=5). 
 

 Na medula torácica, vericou-se que os níveis de α-sinucleína não foram 

alterados com à exposição a 1mg/kg/dia de rotenona, bem como pela 

realização de 6 semanas de treinamento físico, aliado ou não, a ROT (Figura 

33A). 

 Quando analisado os resultados na medula torácica para o G2, verificou-

se que na presença de ROT não se obteve diminuição significativa dos níveis 

de α-sinucleína, porém pode-se sugerir que exista uma tendência de 

diminuição em seus níveis. Já na ausência de ROT, o grupo que realizou 10 

semanas de treinamento físico consecutivas os níveis α-sinucleína foram 

diminuídos (Figura 33B). 
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FIGURA 33 – Quantificação da expressão α-sinucleína (19kDa) na medula 
torácica de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) 
submetidos ao treinamento físico, conforme descrito para G1 (A) e G2 (B). 
Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes a α-
sinucleína  e ß-actina (utilizada para normalização). Valores apresentados em 
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed segundo a análise de 
variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5). 
 
 Pode-se assim sugerir que na medula cervical os níveis de α-sinucleína 

são alterados pela exposição à rotenona, sendo estas revertidas pelo 

treinamento físico. Ainda, o treinamento físico quando realizado por 10 

semanas na ausência de ROT diminui os níveis de α-sinucleína.  

 Considerando os achados na medula torácica, apenas o treinamento 

físico por 10 semanas consecutivas, sem a presença de rotenona diminuiu os 

níveis de α-sinucleína.   

 

4.12. Quantificação dos níveis de expressão das isoformas de TrkB 

na medula cervical e torácica 

 

Como mencionado anteriormente, o receptor TrkB pode ser identificado 

por duas isoformas, a completa e a truncada. Entretanto, na medula cervical e 

medula torácica não foi possível detectar a isoforma completa de TrkB, apenas 

a isoforma truncada (Figura 34). 

 



 

87 
 

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 torácica de ratos idosos expostos a DMSO ou 
rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ou não ao treinamento físico. O 
controle positivo correpondente a 30µg de proteínas do hipocampo de ratos 
idosos. 
 

Desta maneira, somente os dados referentes à isoforma truncada do 

receptor TrkB para medula cervical e torácica foram quantificados. 

Observou-se que a expressão TrkB truncada está significantemente 

aumentada após exposição a 1mg/kg/dia de ROT (G1, DMSOsed vs ROTsed), 

o mesmo ocorre em respota à 6 semanas de treinamento físico (G1, DMSOsed 

vs DMSOexe) na medula cervical. Já quando o treinamento físico foi realizado 

posteriormente à exposição à ROT obteve-se uma redução comparada aos 

níveis encontrados apenas com o treinamento físico (G1, DMSOexe vs 

ROTexe) (Figura 35A).  

Ainda para a medula cervical, os animais que compunham o G2 não 

apresentam diferenças significativas em relação aos níveis da isoforma 

truncada TrkB quando a exposição à ROT foi precedida de treinamento físico 

(G2, DMSOsed vs ROTsed), precedida e acompanhada pelo treinamento físico 

durante a exposição a ROT (G2, ROTsed vs ROTexe), bem como somente o 

treinamento físico por dez semanas (G2, DMSOsed vs DMSOexe) (Figura 

35B).  

 

TrkB completa
(145kDa)

TrkB truncada
(95kDa)

DMSOsed ROTsed DMSOexe ROTexe DMSOsed ROTsed DMSOexe ROTexeControle
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FIGURA 35 – Quantificação da expressão 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 físico, conforme 
descrito para G1 (A) e G2 (B). Imagens representativas das bandas de Western 
Blot correspondentes a TrkB e ß-actina (utilizada para normalização). Valores 
apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs 
ROTsed, + vs DMSOexe segundo a análise de variância (ANOVA) de duas 
vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5). 
 

Na medula torácica, os níveis da isoforma truncada de TrkB tem seus 

níveis elevados diante da exposição à ROT (G1, DMSOsed vs ROTsed). De 

maneira semelhante, o treinamento físico por seis semanas elevou 

significativamente os níveis desta isoforma (G1, DMSOsed vs DMSOexe). 

Porém, a exposição à ROT, anteriormente à realização do treinamento físico, 

diminui os níveis de expressão comparado ao grupo submetido somente ao 

EXE (G1, DMSOexe vs ROTexe) (Figura 36A). 

Para os animais do G2, na medula torácica, verificou-se que a exposição 

à ROT precedida de 6 semanas de treinamento físico diminui significativamente 

os níveis da isoforma truncada de TrKB (G2, DMSOsed vs ROTsed). Em 

relação ao treinamento físico, esses níveis também estão diminuídos 

significativamente (G2, DMSOsed vs DMSOexe). Entretanto, quando a 

exposição de ROT acontece posteriormente à 6 semanas iniciais de 

treinamento físico e durante as 4 semanas finais, os níveis de isoforma 

truncada de TrkB são mantidos, recuperando a diminuição ocasionada tanto 

pela ROT quanto pelo EXE (Figura 36B). 
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FIGURA 36 – Quantificação dos niveis da isoforma truncada (95kDa) do TrkB, 
receptor de BDNF, na medula torácica de ratos idosos expostos a DMSO ou 
rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento físico, conforme 
descrito para G1 (A) e G2 (B). Imagens representativas das bandas de Western 
Blot correspondentes a TrkB e ß-actina (utilizada para normalização). Valores 
apresentados em porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs 
ROTsed, + vs DMSOexe segundo a análise de variância (ANOVA) de duas 
vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5). 

 

Os resultados obtidos para a isoforma truncada de TrkB, tanto na 

medula cervical quanto na medula torácica, indicam que a exposição à 

rotenona ou ao treinamento físico aumentam os níveis de expressão deste 

receptor. Contudo, quando o treinamento físico e a rotenona são utilizados 

conjutamente verifica-se que a realização do treinamento posteriormente à 

exposição à ROT minimiza os efeitos de elevação na expressão da isoforma 

truncada. Ainda, somente na medula torácica, o treinamento físico realizado 

anteriormente à exposição à ROT dimininui os níveis do receptor TrkB. O 

treinamento por 6 semanas, seguido de exposição a ROT, e aliado a 

continuidade do treinamento físico houve preservação dos níveis deste 

receptor. 
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4.13. Níveis de proteínas do tráfego anterógrado de receptores TrkB 

na medula cervical e torácica 

 

4.13.1. Níveis da SLP-1 na medula cervical e torácica 

 

Não foi possível detectar a expressão de SLP-1 na medula no cervical e 

na medula torácica, utilizando até 70µg de proteína em cada canaleta do gel de 

acrilamida, não sendo encontrada marcação da banda correspondente a essa 

proteína, de acordo com o mostrado na figura 37. 

 

FIGURA 37 – Tentativa de identificação de bandas correspondentes à SLP-1 
na medula cervical e medula torácica de ratos idosos expostos a DMSO ou 
rotenona (ROT 1mg/kg/dia) submetidos ou não ao treinamento físico. Controle 
positivo correspondente a 30µg de proteínas do hipocampo de ratos idosos. 
 

4.13.2. Níveis da CRMP-2  na medula cervical e torácica 

 

Assim como para a SLP-1, a proteína CRMP-2 também não foi 

detectada na medula cervical por Western Blot (Figura 38). 

 

FIGURA 38 – Tentativa de identificação de bandas correspondentes à CRMP-2 
na medula cervical de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 

SLP-1 
(65kDa)

DMSOsed ROTsed DMSOexe ROTexe DMSOsed ROTsed DMSOexe ROTexeControle
positivo

Medula Cervical Medula Torácica

CRMP-2 
(62kDa)

DMSOsed ROTsed DMSOexeControle
positivo

ROTexe
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1mg/kg/dia) submetidos ou não ao treinamento físico. Controle positivo 
correspondente a 30µg de proteínas do hipocampo de ratos idosos. 
 

 Contudo, foi possível detectar a CRMP-2 na medula torácica. Observou-

se que a exposição à ROT diminuiu significativamente os níveis de CRMP-2 na 

medula torácica (G1, DMSOsed vs ROTsed). Em contrapartida, o treinamento 

físico aumenta de forma significativa esses níveis (G1, DSMOsed vs 

DMSOexe), alteração esta que não ocorre quando o período de treinamento é 

antecedido pela exposição a ROT, onde tem-se a manutenção dos níveis de 

CRMP-2 próximo aos valores do controle, sem alterações promovidas pela 

ROT ou pelo EXE (Figura 39A). 

 Já para os animais do G2, não se verificou alterações nos níveis de 

CRMP-2 na medula cervical em nenhuma das condições, treinamento físico 

antes e/ou durante a exposição à ROT (Figura 39B). 
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FIGURA 39 – Quantificação da expressão da CRMP-2 (62 kDa, A-B) na 
medula torácica de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 
1mg/kg/dia) submetidos ao treinamento físico, conforme descrito para G1 (A) e 
G2 (B).  Imagens representativas das bandas de Western Blot correspondentes 
a CRMP-2 e ß-actina (utilizada para normalização). Valores apresentados em 
porcentagem do controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a 
análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. 
(n=5). 
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 Desta forma, pode-se sugerir que na medula torácica a rotenona diminui 

os níveis de CRMP-2, o quais são revertidos pelo treinamento físico quando 

realizado posteriormente à exposição à ROT. 

 

4.13.3. Níveis da Sortilina  na medula cervical e torácica 

 

Quando analisados os níveis de Sortilina na medula cervical, não se 

verificou alterações com a exposição à ROT (G1, DMSOsed vs ROTsed), nem 

com o treinamento físico por 6 semanas (G1, DMSOsed vs DMSOexe). Mesmo 

resultado encontrado para quando o treinamento precede a exposição à ROT 

(G1, ROTsed vs ROTexe) (Figura 40A). 

 Por outro lado, na condição onde o treinamento físico foi aplicado por 10 

semanas consecutivas, verificou-se, na medula cervical, um aumento 

significativo no níveis de SOR (G2, DMSOsed vs DMSOexe), sendo esta 

alteração minimizada, quando as últimas 4 semanas de treinamento físico 

foram acompanhadas pela exposição à ROT (G2, DMSOexe vs ROTexe) 

(Figura 40B). 
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FIGURA 40 – Quantificação dos níveis da Sortilina (100kDa, A-B) na medula 
cervical de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) 
submetidos ao treinamento físico do protocolo G1 (A) ou G2 (B). Imagens 
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a SOR e ß-actina 
(utilizada para normalização). Valores apresentados em porcentagem do 
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controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, # vs ROTsed, segundo a análise de 
variância (ANOVA) de duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5). 
 

 Já na medula torácica, verificou-se que os níveis de SOR foram 

reduzidos de maneira significativa posteriormente à exposição à ROT (G1, 

DMSOsed vs ROTsed), ao passo que o treinamento físico tende a aumentá-los  

(G1, DMSOsed vs DMSOexe). Porém, a expressão de SOR não se alterou 

quando a exposição à ROT antecedeu ao período de treinamento físico (Figura 

41A). 

 Ainda acerca dos níveis de SOR na medula torácica, não se verificou 

alterações para os animais que compuseram o G2 independente do protocolo 

de exposição à ROT ou ao EXE (Figura 41B). 
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FIGURA 41 – Quantificação dos níveis da Sortilina (100kDa, A-B) na medula 
torácica de ratos idosos expostos a DMSO ou rotenona (ROT 1mg/kg/dia) 
submetidos ao treinamento físico do protocolo G1 (A) ou G2 (B). Imagens 
representativas das bandas de Western Blot correspondentes a SOR e ß-actina 
(utilizada para normalização). Valores apresentados em porcentagem do 
controle. (p<0,05) * vs DMSOsed, segundo a análise de variância (ANOVA) de 
duas vias seguido do pós-teste de Bonferroni. (n=5). 
 

Pode-se assim sugerir que a exposição à rotenona modula os níveis de 

Sortilina somente na medula torácica, reduzindo-os, enquanto que o 

treinamento físico modula os níveis desta proteína na medula cervical somente 

quando é aplicado por longo período de tempo (10 semanas).   
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Diante dos resultados descritos acima, sugere-se que na medula cervical 

à exposição à 1mg/kg/dia de rotenona eleva os níveis de α-sinucleína. E, a 

rotenona eleva os níveis de TrkB, da isoforma truncada, assim como o 

treinamento físico por  6 semanas apicado conjuntamente ou não à exposição.  

Em relação as proteínas envolvidas no tráfego anterógrado do recepetor 

TrkB, pode-se sugerir que na medula cervical onde somente os níveis da 

proteína sortilina foi mensurado, que apenas com 10 semanas de treinamento 

físico, indepentende se existe à exposição à rotenona nas últimas 4 semanas, 

eleva os níveis de maneira significativa. A figura 42 ilustra resumidamente 

esses resultados. 
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FIGURA 42 – Esquema ilustrativo representando o tráfego axonal, sentido 
anterógrado, do receptor TrkB na medula cervical de ratos Lewis idosos. 
Exposição a 1mg/kg/dia de rotenona eleva os níveis de alfa-sinucleína (A). 
Representação da estrutura do complexo transportador do receptor TrkB, e 
suas isoformas, no sentido anterógrado (B). Respostas na expressão  de 
proteínas motoras do tráfego do receptor TrkB diante a exposição à rotenona 
(ROT), realização do treinamento físico moderado (EXE) e realização do 
treinamento físico posteriormente e durante a exposição à ROT (ROTexe) (C). 
Realização do treinamento físico por 6 semanas seguido de 4 semanas de 
sedentarismo conjuntamente à exposição à ROT (exeROT), 10 semanas de 
treinamento (exeEXE) e 10 semanas  semanas de treinamento sendo que as 
últimas 4 semanas foram acompanhada pela exposição à ROT (exeROTexe) 
(D). As figuras demarcadas com linhas pontilhadas representam estruturas que 
não foram possíveis de serem detectadas via western blot.  
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Para a medula torácica pode-se sugerir que a rotenona não altera os 

níveis de  α-sinucleína, no entanto aumenta de maneira significativa os níveis 

da isoforma truncada do receptor TrkB. Níveis esses que são mantidos 

elevados com o treinamento físico de 6 semanas na apresença ou ausência de 

rotenona.  

Considerando as proteínas envolvidas no tráfego anterógrado de TrkB, 

sugere-se que, dentre as proteínas que foram possíveis de serem detectadas, 

que os níveis de Sortilina são diminuídos diante à exposição à rotenona, e tem 

seus níveis recuperados pelo treinamento físico independentemente de quando 

este ocorre (antes, durante ou após). Ainda, os níveis de CRMP-2 são 

diminuídos diante a rotenona, e aumentados com treinamento físico de 6 

semanas, contudo quando combinados (ROT+EXE) os níveis parecem não ser 

alterados em relação ao controle. De maneira ilustrativa a figura 43 resume 

esses achados. 
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FIGURA 43 – Esquema ilustrativo representando o tráfego axonal, sentido 
anterógrado, do receptor TrkB na medula torácica de ratos Lewis idosos. 
Exposição a 1mg/kg/dia de rotenona não altera os níveis de alfa-sinucleína (A). 
Representação da estrutura do complexo transportador do receptor TrkB, e 
suas isoformas, no sentido anterógrado (B). Respostas na expressão  de 
proteínas motoras do tráfego do receptor TrKB diante a exposição à rotenona 
(ROT), realização do treinamento físico moderado (EXE) e realização do 
treinamento físico posteriormente e durante a exposição à ROT (ROTexe) (C). 
Realização do treinamento físico por 6 semanas seguido de 4 semanas de 
sedentarismo conjuntamente à exposição à ROT (exeROT), 10 semanas de 
treinamento (exeEXE) e 10 semanas de treinamento sendo que as últimas 4 
semanas acompanhada pela exposição à ROT (exeROTexe) (D). As figuras 
demarcadas com linhas pontilhadas representam estruturas que não foram 
possíveis de serem detectadas via western blot. 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Tratamento com baixas doses de rotenona altera massa 

corporal de forma independente do treinamento físico 

 

No presente estudo foram encontradas diminuições para a massa 

corporal com a exposição a baixas doses de rotenona, de maneira 

independente do treinamento físico realizado antes, durante ou após efeito da 

droga.  

A liberação subcutânea de rotenona tem sido caracterizada como 

modelos de doenças relacionadas à alfa-sinucleína128, podendo promover 

toxicidade sistêmica, incluindo perda de peso, em concentrações acima de 

3mg/kg/dia129; 130.  

Exposições superiores a 2mg/kg/dia demonstram que a massa corporal 

diminuiu gradativamente nesses animais diferindo-se significativamente em 

relação ao grupo controle112; 131; 132. 

No presente trabalho, foi encontrada diminuição da massa corporal, 

mesmo que em níveis mais baixos de exposição. Já os trabalhos acima 

citados, se diferenciam do presente trabalho em relação à dose de rotenona ao 

qual o animal foi exposto, visto que quanto maior a concentração de rotenona 

maiores as alterações de massa corporal, além de que, esses trabalhos que 

utilizaram ratos adultos, demonstraram uma possível maior sensibilidade em 

relação a rotenona.   

Trabalhos utilizando exposições a concentrações mais baixas 

(1,5mg/kg/dia de rotenona) em ratos das linhagens Wistar adultos133 e Sprague 

Dawley (1 ano de idade)134 também verificaram a diminuição da massa corporal 

devido à rotenona. 

A diminuição da massa corporal com exposição a rotenona, parece estar 

associada a uma disfunção gastrointestinal em resposta a deficiência de 

inibição funcional do sistema nervoso entérico. Nesse sentido, Drolet  e 

colaboradores135 e Greene e colaboradores136, verificaram que a exposição 

crônica a baixas doses rotenona parece afetar a função gastrointestinal, via 
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disfunções ou mortes de células do sistema nervoso entérico, retardando a 

liberação gástrica relacionada à constipação.  

Alterações gastrointestinais parecem preceder a agregração de 

proteínas e/ou perda de função motora, ou seja, as baixas concentrações de 

rotenona ao qual os animais foram expostos são capazes de alterar o 

funcionamento gastrointestinal, sem alteração da ingestão de alimento e água, 

sem fomação de agregados de alfa-sinucleína, mas com disfunções de 

organelas celulares, como as mitocôndrias135.  

Em contrapartida, quando avaliados camundongos expostos a rotenona, 

Tasselli e colaboradores137 verificaram perda de neurônios dopaminérgicos na 

substância negra, sem alterações na massa corporal e na função 

gastrointestinal, mesmo relatando diferenças morfológicas no sistema nervoso 

entérico. 

Recentemente, nosso grupo demonstrou não haver alterações 

significativas na massa corporal e na habilidade locomotora de ratos Lewis 

idosos após exposição à rotenona, em contrapartida, verificou-se alterações 

em proteínas de trafego intracelular em neurônios34. Resultados esses que se 

diferem dos aqui achados, possivelmente devido à diferença do presente 

trabalho ter o dobro de tempo de exposição à ROT comparado ao anterior. 

Em relação ao treinamento, estudos utilizando ratos jovens Wistar (3-4 

meses de idade) verificaram redução da massa corporal após protocolo de 

exercício por 13 semanas138. Já em ratos idosos, também Wistar, o exercício 

físico moderado, não alterou a massa corporal139. 

Para animais modelos de hipertensão o treinamento de 13 semanas em 

intensidade correspondente entre 50% e 60% da capacidade máxima não 

houve alteração de massa corporal140; 141; 142. 

Esses estudos corroboram os achados do presente trabalho, visto que o 

treinamento físico moderado, por meio da corrida em esteira, não foi capaz de 

alterar a massa corporal de ratos Lewis, sendo que apenas o processo de 

envelhecimento parece ser o responsável pela perda gradativa de massa 

corporal. 
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5.2. Exercício físico moderado aumentou a capacidade física 

independente do tratamento 

 

O protocolo de exercício aplicado no presente estudo foi eficiente para 

alterar a capacidade física e variáveis do teste de capacidade máxima em 

ambos os grupos independente do tratamento. 

A aplicação de exercícios físicos, de baixa intensidade, em ratos tem 

sido amplamente utilizada143; 144; 145 a fim de investigar os efeitos do exercício 

na prevenção da perda de memória146; 147; 148; 149; 150; 151, como atenuador dos 

efeitos da neurodegeneração152; 153; 154, nos mecanismos da hipertensão 

arterial123, dentre outros objetivos. 

A comparação entre treinamento físico voluntário, de livre acesso a roda 

de corrida, e forçado revelou que  ambos protocolos melhoram as respostas 

nos testes comportamentais de animais com déficits motores induzidos sem 

diferença entre os protocolos155.  

Em ratos Lewis idosos, o treinamento de corrida em esteira também se 

mostrou eficaz contra artrite induzida156, atenuou o desenvolvimento e 

progressão, em ratos Lewis adultos, da Síndrome de Guillain-Barré16, e 

diminuiu significativamente a preferência pela cocaína em ratos Lewis 

jovens157. 

Em estudo realizado com objetivo de identificar os efeitos do exercício 

físico, com intensidade moderada, foi demonstrado que corrida em esteira (50-

60% da capacidade máxima individual) promove diminuição do estresse 

oxidativo no hipocampo158. Esta diminuição foi acompanhada pelo aumento da 

regulação de enzimas antioxidantes, como SOD-1, GPx, AMPK e PGC-1. 

Resultados semelhantes também foram descritos para o córtex pré-frontal, 

estriado e hipocampo159.  

Protocolos de treinamentos que aplicam exercício físico forçado, de 

baixa a moderada intensidade, como a corrida em esteira, têm utilizado em sua 

maioria a duração de aproximadamente 13 semanas, visto que esse período 

proporciona alterações metabólicas e musculares140; 160; 161 

O protocolo aplicado neste extudo foi adaptado a partir do utilizado por 

Amaral e colaboradores123 sendo que a familiarização dos animais foi por 
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período de 15 dias, devido a idade do animais utilizados e suas deficiências. A 

duração foi de 6 semanas no grupo que realizou treinamento físico forçado, de 

intensidade baixa a moderada, apenas depois de um mês de exposição à ROT, 

G1, e de 10 semanas no grupo que realizou o exercício físico forçado, de 

intensidade baixa a moderada, 6 semanas seguidas da exposição à ROT 

simultaneamente a mais 4 semanas de treinamento, G2. 

 Dentre as maneiras de avaliar o protocolo de exercício físico utiliza-se o 

teste de capacidade máxima. Este teste permite determinar a capacidade 

máxima individual e distribuir ratos com desempenho semelhante aos 

diferentes protocolos de treinamento, e verificar os efeitos do tratamento e 

treinamento após aplicação do protocolo comparando ao estado inicial162. 

 Desta maneira, em animais jovens modelos de hipertensão o 

treinamento físico em intensidade semelhante a utilizada no presente estudo 

aumentou a distância atingida no teste de capacidade máxima individual de 

120% a 140% após 13 semanas de treinamento, sendo possível ver alterações 

a partir da sexta semana de treinamento123. E mesmo alterações em relação a 

distância foram encontrados por Jordão e colaboradores163. 

 Quando analisada a velocidade atingida no teste já é possível observar 

alterações significativas após 6 semanas de treinamento141; 162; 164; 165  

 Quando comparadas as alterações obtidas no teste de capacidade 

máxima como variável fisiológica, por meio do consumo máximo de oxigênio, 

antes e após 13 semanas de treinamento, verificou-se efeito benéfico do 

exercício físico, sobre o sistema cardiovascular, em relação ao estado inicial e 

ao grupo sedentário. Vale ressaltar que o grupo sedentário teve seus valores 

referentes à capacidade máxima, diminuídos após 13 semanas140. 

 No presente estudo, o protocolo de treinamento aplicado foi eficiente 

para os grupos experimentais, visto que diferenças estatisticamente 

significativas foram encontradas para distância e tempo obtidos no teste de 

capacidade máxima individual em relação ao estado anterior ao protocolo de 

treinamento físico. 
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5.3. O protocolo de exercício físico elevou os níveis de atividade da 

enzima citrato-sintase no músculo sóleo e gastrocnêmio 

 

Observou-se que o treinamento físico elevou a atividade da enzima 

citrato sintase nos músculos sóleo e gastrocnêmio de ratos Lewis idosos, 

independente da duração 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 alterações 

metabólicas no músculo em resposta ao treinamento152; 166; 167; 168. Com o 

intuito de avaliar a eficiência do treinamento aeróbio por 10 semanas  a 

atividade da CS foi quantificada e constatou-se que o treinamento de ratos 

adultos promoveu aumento em relação ao grupo sedentário, sendo que estas 

alterações foram acompanhadas de melhorias das respostas ventilatórias, 

cardíacas e relacionadas a tolerância ao exercício169. 

Em modelo de parkisonismo, a prática regular de exercício físico, por 

meio de corrida em esteira, aumentou significativamente a atividade da CS 

após quatro semanas de treinamento152. 

 A enzima citrato-sintase regula a produção de energia aeróbia 

catalisando a reação do oxaloacetato e acetilCoA para citrato no ciclo de 

Krebs170. Sabendo que, no presente estudo foi utilizada a rotenona, um inibidor 

específico do complexo I da cadeia respiratória mitocondrial, pode-se atribuir o 

aumento da atividade da CS no G1 ROTsed, no músculo sóleo, como uma 

resposta “super-compensatória” da célula, resultante da diminuição da 

atividade do complexo I mitocondrial (NADH desidrogenase) que pode levar ao 

acúmulo de oxaloacetato, o que por maior oferta pode aumentar a atividade da 

enzima citrato sintase.   

 Já a diminuição da atividade da CS, no músculo gastrocnêmio, 

encontrada devido à exposição a rotenona (G1 ROTsed) pode ser atribuída a 

menor atividade aróbica deste, considerando que é um músculo misto, onde as 

porções de fibras vermelhas e fibras brancas são semelhantes. 

 Contudo, quando o treinamento físico antecedeu à exposição à rotenona 

(G2 ROTsed) a atividade da CS foi diminuída no músculo sóleo e não se 

alterou no músculo gastrocnêmio. Uma hipótese para esses achados é de que 
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devido a maior participação do componente aeróbio a interrupção do 

treinamento físico por 4 semanas acompanhada dos efeitos causados pela 

rotenona na cadeia respiratória mitocondrial parece afetar de maneira mais 

acentuada o músculo sóleo.  

 Para confimar essas hipóteses seriam necessárias diferentes análises 

entre a cadeia respiratória mitocondrial, a atividade da CS, efeitos da rotenona 

e por fim os efeitos do treinamento físico. Porém, apesar de muito intrigante, tal 

via não foi aprofundada para se respeitar os objetivos deste trabalho.  

Assim sendo,  pode-se sugerir que o protocolo utilizado para o 

treinamento foi eficiente para garantir que os animais estivessem treinados, 

permitindo assim analisar as possíveis alterações no sistema nervoso central 

sobre o efeito do exercício físico sobre o trafégo de neurotrofinas e seus 

receptores. 

 

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

formação dos agregados proteicos  

 

Sabendo que a agregação de proteínas parece ser um processo comum 

no desenvolvimento de doenças neurodegenerativas podendo levar a 

disfunções e mesmo a morte celular, compreender os processos iniciais da 

formação dessas inclusões celulares tem  sido alvo de diversos grupos de 

pesquisas 171; 172; 173; 174; 175; 176.  

Evidências sugerem que anteriormente à agregação proteica é possível 

verificar alterações no tráfego intracelular34; 177; 178, no tamanho, função e 

localização da mitocôndria, falhas nas sinapses179; 180, estresse oxidativo181, 

estresse do retículo endoplasmático e alteração das função do lisossomo182 

podendo representar os estágios iniciais das doenças neurodegenerativas.  

Embora inicialmente a exposição à rotenona tenha sido exclusivamente 

relacionada a doença de Parkinson183, atualmente ela tem sido considerada um 

modelo mais amplo de doenças neurodegenerativas, considerando seu 

potencial em promover, dentre outros eventos, a agregação proteica34; 121; 184; 
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185. E que, a relação agregação-rotenona é dependente da dose de exposição 

tanto em modelos in vitro186; 187; 188 quanto in vivo189.  

Os achados do presente estudo corroboram os descritos acima, sendo 

demonstrado que a exposição a 1mg/kg/dia de rotenona em ratos Lewis idosos 

por um ou dois meses não altera signifcativamente os níveis de pTau e α-

sinucleína no hipocampo e medula torácica, vale ressaltar que não foi possível 

identificar os níveis de pTau na medula cervical e torácica. Os níveis de α-

sinucleína encontraram-se elevados na substância negra e medula cervical, 

porém sem a presença de acúmulos proteicos, já que o padrão de bandas no 

gel de acrilamida não indicou agregação proteica. 

 

5.5. Aumento nos níveis de expressão da TrkB em resposta a 

exposição à rotenona e à prática de exercício físico. 

 

No presente estudo verificou-se que devido a exposição à rotenona, no 

hipocampo ocorre um aumento nos níveis de TrkB em sua isoforma completa, 

ao passo que na substância negra ocorre uma diminuição. Já a isoforma 

truncada não apresenta alterações em sua forma truncada após exposição à 

rotenona em comparação ao DMSO, tanto no hipocampo quanto na substância 

negra. E que na medula cervical e torácica apenas os níveis da isoforma 

truncada de TrkB foram mensurados, revelando aumento diante a exposição a 

rotenona em ambas as áreas. 

Os receptores TrkB possuem diferentes isoformas da proteína, incluindo 

a sua isoforma completa do receptor de TrkB contendo o domínio de tirosina-

quinase, e diferentes isoformas truncadas, que são mais curtas e não possuem 

a tirosina-quinase190. Entretanto, TrkB, isoforma truncada, ligam neurotrofinas 

com a mesma afinidade que receptores TrkB em sua isoforma completa, 

mesmo faltando o domínio intracelular de tirosina-quinase catalítico necessário 

para a transdução de sinais por meio de vias conhecidas191. 

Recentemente, Carim-Todd e colaboradores192 analisaram a função do 

receptor TrkB (isoforma truncada) em camundongos. Eles relataram que a 

perda deste receptor não foi letal, o que significa que o principal papel de TrKB 



 

105 
 

não está relacionado com a sobrevivência neuronal, embora outros receptores 

TrK podem compensar a perda da função do receptor de TrkB.  

Tradicionalmente, o receptor de TrkB tem sido associado a vários 

aspectos da sobrevivência neuronal e, por essa razão, modelos knockdown de 

TrkB morrem durante o início de vida pós-natal193, fato que pode ter ocorrido 

devido esta fase representar o período de gliogênese, que ocorre em período 

semelhante à detecção da expressão do receptor TrkB194. 

Quanto às funções dos receptores TrkB, estes estão envolvidos em 

processos de desenvolvimento, tais como a diferenciação, proliferação e 

apoptose195, são essenciais para as conexões sinápticas196, e crescimento e 

desenvolvimento de novas sinapses197. Ainda, em modelo murino, TrkB 

truncado promove a proliferação de astrócitos198. Além disso, knockdown de 

TrkB diminuiu a proliferação de células precursoras embrionárias, enquanto 

superexpressão de BDNF promove a proliferação199.  

Análises comparando indivíduos sadios, em estágios iniciais e estágios 

avançados da doença de Alzheimer verificaram, no hipocampo, aumento 

expressivo dos níveis de expressão de mRNA da TrkB no grupo sadio e em 

estágios iniciais da doença, sem alterações do mRNA do BDNF. Já para o 

grupo em estágio avançado, eles não observaram alterações para o mRNA da 

TrkB e, sim para o mRNA do BDNF. Esses dados sugerem que este aumento 

em inicial de TrkB se deve a uma resposta compensatória, com objetivo de 

prevenir o cognitivo utilizando toda sua reserva200.  

Estes dados corroboram os achados do presente estudo onde foi 

encontrado aumento dos níveis de TrkB no hipocampo diante da exposição à 

rotenona, visto que a concentração de rotenona ao qual nossos animais foram 

expostos, 1mg/kg/dia, precede a formação de agregados de proteínas 

marcadores de doenças neurodegenerativas. 

Trabalhos anteriores de nosso grupo demonstraram alterações “in vivo” 

em proteínas motoras antes da formação de agregados, sem alterações 

comportamentais. Esses resultados são ainda confirmados “in vitro” onde foi 

verificada diminuição da mobilidade mitocondrial neste mesmo período34.  

Recente pesquisa verificou que em cultura primária de neurônios corticais a 

exposição à rotenona no período de 6-36h diminuiu significativamente a 
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expressão de TrkB ativa. Neste, a dose de rotenona utilizada foi capaz de 

aumentar os níveis de peróxido de hidrogênio (H2O2), um marcador comumente 

utilizado para avaliar o estresse oxidativo201. Análise de cérebros humanos 

diagnosticados com a doença de Parkinson, encontrou diminuição significativa 

a isoforma truncada de TrkB202
. Da mesma forma que modelo utilizando MPTP 

revelou uma diminuição de aproximadamente 36% nos níveis de TrkB203
. 

Esses dados corroboram aos achados no presente trabalho na 

substância negra,  onde houve diminuição nos níveis de expressão 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 

agregação de proteínas, não altera os níveis de H2O2  no hipocampo e 

substância negra204. 

Com objetivo de analisar a expressão dos receptores TrkB durante 

diferentes estágios do desenvolvimento, Bartkowska e colaboradores195 

verificaram, por meio de análise utilizando gambás, que a expressão do 

receptor em TrkB, em sua isoforma completa, aumenta de forma progressiva 

até a fase adulta, sendo que a partir desta fase sua expressão começa a 

diminuir de forma contínua. Já para isoforma truncada, a expressão de TrkB, se 

comporta de maneira inversa. Curiosamente, em modelos murinos e primatas 

não humanos já estudados, TrkB truncado aumenta com o envelhecimento127; 

205; 206; 207. Também foi observado aumento da expressão de mRNA para 

receptores TrkB truncados após lesão da medula espinal de ratos208. 

Dados esses semelhantes aos aqui encontrados, onde se demonstrou 

elevação dos níveis de TrkB em sua isoforma truncada na medula cervical e 

torácica. 

Os níveis sinápticos de TrkA, TrkB, TrkC, mas não p75, estão 

diminuídos na doença de Alzheimer (AD). Além disso, uma regulação negativa 

significativa de TrkA, TrkB, TrkC e expressão em neurônios colinérgicos 

individuais nos núcleos da base foi demonstrado durante a progressão da 

AD209. 

Além disso, a expressão de TrkB truncado, foi acompanhada pelo 

aumento no mRNA do receptor p75, relacionado a apoptose, após 8 semanas 

da lesão no Sistema Nervoso Central (SNC)210. Estudos demonstram que a 
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ligação de neurotrofinas ao receptor p75 levam à morte celular no sistema 

nervoso211; 212; 213 e a eliminação deste receptor previne a apoptose214. Nossos 

achados não observaram alterações na isoforma truncada de receptores TrkB 

quando expostos a 1mg/kg/dia em comparação ao controle no hipocampo e na 

substância negra, contudo estes estão aumentados nas áreas da medula 

espinhal. Vale ressaltar que nas áreas da medula não foi possível identificar os 

níveis da isoforma completa de TrkB. 

Estudos têm mostrado que, enquanto o TrkB completo é essencial para 

a ativação da cascata de sinalização do BDNF, o TrkB truncado inibe esta 

via215, pois ocorreria a heterodimerização com o TrkB completo, funcionando 

como um inibidor dominante negativo da sinalização de BDNF/TrkB216; 217; 

podendo ainda atuar como um receptor eliminador de BDNF218; 219. 

Em relação aos efeitos do exercício físico forçado, por meio da corrida 

em esteira com intensidade moderada realizado por 6 semanas, este aumentou 

os níveis de expressão do receptor TrkB em sua isoforma completa apenas na 

substância negra. Em contrapartida, quando realizado por dez semanas, este 

diminuiu os níveis da isoforma completa tanto no hipocampo, quanto na 

substância negra. Considerando a  isoforma truncada, 6 semanas de 

treinamento físico elevou os níveis na medula cervical e torácica, enquanto que 

dez semanas diminuiu este na medula torácica. 

Considerando, a interação entre exposição à rotenona e o treinamento 

físico, obteve-se que quando o treinamento físico antecedeu a exposição a 

rotenona alterações apenas no hipocampo e na substância negra para o níveis 

da isoforma completa de TrkB, sendo aumento e diminuição, respectivamente. 

Já para a isoforma truncada, observou-se apenas aumento no hipocampo e na 

medula torácica. Quando o treinamento físico ocorreu anteriormente e durante 

a  exposição à rotenona verificou-se apenas diminuição para isoforma completa 

no hipocampo e na substância negra, e na medula torácica para isorma 

truncada do receptor TrkB. E quando o treinamento físico ocorreu 

posteriormente e durante a exposição à rotenona obteve-se apenas elevação 

da isoforma completa no hipocampo.   

Em modelo murino de Parkinson, Real e colaboradores220 verificaram os 

efeitos do treinamento físico, por meio da corrida em esteira, com e sem o 
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bloqueio de receptores de BDNF. Assim sendo, eles verificaram que o 

exercício físico é capaz de restaurar o dano causado pelo parkisionismo, e que 

esse efeito parece ocorrer via interação BDNF/TrkB, pois quando bloqueado os 

receptores de BDNF os efeitos do treinamento foram minimizados. 

Em modelo de lesão causado por irradiação, o exercício aplicado duas 

vezes ao dia por três semanas ativou a via de sinalização BDNF-pCREB e 

aumentou a expressão de BDNF e TrkB, o que se, correlaciona com os efeitos 

do exercício na neurogênese no hipocampo e atenuação dos danos em testes 

comportamentais221. 

No presente trabalho podemos sugerir resumidamente que as 

alterações, nas isoformas completas e truncadas, de TrkB geradas pela 

rotenona são semelhantes as resultantes de 6 semanas de treinamento físico, 

exceto para na substância negra, onde observou-se diminuição apenas com a 

exposição à rotenona. Resultados semelhantes foram encontrados para os 

efeitos de 10 semanas de treinamento físico, no hipocampo onde se observou 

resposta contrária ao efeito da rotenona.  

Aliados rotenona e treinamento físico, predominaram as alterações em 

sentido contrário ou a preservação dos níveis do controle aos efeitos da 

rotenona para os níveis de TrKB, considerando suas duas isoformas, para as 

três condições (treinamento antes, após e durante; e antes e durante exposição 

à rotenona), exceto para a isoforma completa no hipocampo e substância 

negra, e para isoforma truncada na medula torácica quando o treinamento foi 

aplicado posteriormente e durante a exposição à rotenona. Também não houve 

alteração ao obtido para a isoforma completa no hipocampo, e truncada na 

medula torácica, quando o treinamento físico antecedeu a rotenona, e na 

isoforma completa no hipocampo quando o treinamento físico ocorreu antes e 

durante o tempo de exposição à rotenona. 

 

5.6. Exposição a baixas doses de rotenona e a expressão de 

proteínas envolvidas no tráfego de neurotrofinas e seus receptores 

 

A ligação de neurotrofinas aos seus receptores Trk em terminais 

nervosos é essencial para a sobrevivência neuronal, diferenciação e 
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plasticidade sináptica. Considerando que o corpo celular e os terminais 

nervosos são distantes, a eficiência da translocação sináptica e sinalização via 

Trk depende da eficiência também do transporte222. 

Receptores Trk são produzidos no corpo celular, sendo transportados 

anterogradamente em vesículas exocíticas através dos microtúbulos, e, em 

seguida inseridos na membrana plasmática dos espinhos dendríticos e 

terminais sinápticos223. Quando inseridos e ativados pelas neurotrofinas, os 

receptores Trk iniciam sinais que culminam em desenvolvimento axonal e 

sobrevivência neuronal94; 223. 

Além disso, depois de ativados os receptores Trk são autofosforilados e, 

por conseguinte, são endocitados no terminal axonal. Na sequência, as 

vesículas endocíticas contendo Trk são retrogradamente transportados para o 

corpo celular224; 225. Este transporte retrógrado é necessário, pois a sinalização 

de Trk exerce uma variedade de funções neuronais, como expressão gênica e 

processos tróficos223; 226. 

O transporte de vesículas é realizado por proteínas motoras específicas, 

que por um mecanismo ainda não bem descrito reconhecem e se ligam a carga 

para realizar o transporte via microtúbulo. 

Alguns estudos têm se concentrado em descrever proteínas motoras 

específicas de carga e seus mecanismos de ação. Nesse sentido, pode-se 

destacar a proteína CRMP-2, crucial para a formação de axônios em neurônios 

do hipocampo227; 228; 229. Sabe-se que a superexpressão de CRMP-2 induz a 

formação de axônios, e a inibição da função CRMP-2 evita a formação do 

axônio228. 

Arimura e colaboradores94, por meio de imunoprecipitação, relataram 

que os receptores TrkB interagem com a proteína CRMP-2, observando ainda 

que esta interage com a SLP-1, que é uma proteína efetora de Rab27, 

formando assim um complexo. Esses mesmos autores, ainda revelaram, por 

meio de análises de imagens, que o complexo SLP1/Rab27/CRMP-2 se 

colocaliza com os microtúbulos e com os receptores TrkB não fosforilados, 

indicando ser uma maquinaria de transporte anterógrado. 
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Verificou-se que a ausência de uma dessas proteínas do complexo 

SLP1/Rab27/CRMP-2 prejudica o transporte anterógrado de TrkB. Já a deleção 

do complexo leva à interrupção do tráfego e acúmulo no corpo celular94.  

No presente estudo, foi verificado que a exposição a 1mg/kg/dia de 

rotenona diminui os níveis de expressão das proteínas SLP-1 e Rab27B no 

hipocampo, entretanto, ela eleva os níveis de CRMP-2. Mesma elevação é 

encontrada SLP-1, Rab27B e CRMP-2 na substância negra. Já na medula 

espinhal, não se foi possível mensurar grande parte dessas proteínas, quando 

possível verifou-se apenas a diminuição dos níveis de CRMP-2 na medula 

torácica. 

Parece existir mecanismos compensatórios para regular o transporte em 

momentos de estresse celular, de modo que a alteração na expressão em uma 

proteína que integra o complexo de transporte anterógrado de TrkB não 

acarrete em prejuízos celulares. Nesse contexto, a Sortilina pode surgir como 

um destes mecanismos, visto que ela pode atuar como um receptor suporte 

que facilita a formação 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 proteínas motores de microtúbulos222. 

A Sortilina é uma proteína altamente expressa no hipocampo e no 

córtex103; 230 onde pode funcionar como um receptor da superfície da célula 

para pró-neurotrofinas, neurotensina, e lipoproteínas231; 232. Mas a maioria da 

sortilina é expressa no interior de compartimentos intracelulares onde interage 

com as neurotrofinas105; 232; 233. 

A cauda citoplasmática da Sortilina direciona o tráfego de BDNF para o 

terminal sináptico em neurônios, onde ele pode ser liberado em resposta à 

despolarização para modular a sobrevivência de células e de plasticidade 

sináptica234; 235,sendo que na ausência desta esse mecanismo parece 

prejudicado105. 

No entanto, quando a Sortilina interage com as isoformas pró das 

neurotrofinas (como exemplo próBDNF) pode se conectar com o receptor p75 e 

desencadear cascatas apoptóticas236; 237. 

Em relação ao tráfego anterógrado dos receptores TrkB, Vaegter e 

colaboradores 222 relataram que a Sortilina se colocaliza com receptores TrkB. 
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Vale ressaltar que apenas sua forma madura apresentou ligação com TrkB, já 

sua forma pró não apresenta as mesmas relações. Esses mesmos 

pesquisadores, relatam que em modelos sem expressão da proteína sortilina, o 

tráfego anterógrado de TrkB está prejudicado, sendo recuperado quando a 

mesma é superexpressa. 

Apesar dos prejuízos gerados pela ausência ou deficiência na expressão 

de sortilina, em nosso trabalho, os níveis de sotilina foram alterados, sendo 

diminuídos apenas na medula torácica diante exposição à rotenona. 

No sentido retrógado do transporte de neurotrofinas e seus receptores, 

apenas os níveis da proteína EDH-4 puderam ser mensurados e 

exclusivamente no hipocampo. Nossos achados, sugerem que a exposição à 

baixas doses de rotenona não altera os níveis de EDH-4 no hipocampo, assim 

como o treinamento físico por 6 semanas, aliado ou não à exposição a 

rotenona. 

No presente estudo o treinamento físico de 6 semanas elevou no 

hipocampo os níveis de CRMP-2; na substância negra os níveis de SLP-1, 

CRMP-2 e Rab27B; e na medula torácica os níveis de CRMP-2. Sendo que, 

apenas os níveis de Rab27B no hipocampo fora diminuídos. Quando o tempo 

de treinamento foi alterado para 10 semanas, observou-se elevação  no níveis 

de CRMP-2 no hipocampo e substância negra, e sortilina na medula torácica. 

Já a diminuição de níveis foi observada apenas para a Rab27B no hipocampo 

e susbtância negra. 

Considerando os efeitos do treinamento físico e a exposição à rotenona 

no hipocampo obteve-se que os níveis de SLP-1 e Rab27B são preservados 

das alterações oriundas da rotenona quando o treinamento físico é aplicado por 

seis semanas antes ou após exposição. Ainda, os níveis de SLP-1 não apenas 

são preservados como tem seus níveis elevados, revertendo a diminuição 

causada pela exposição. Contudo, os níveis de CRMP-2 continuam elevados 

independente de quando e por quanto tempo o treinamento físico é aplicado. 

Já a Sortilina não é alterada em nenhuma das condições dos grupos 

experimentais, parecendo não ser sensível a rotenona e ao treinamento físico. 

Considerando ainda o hipocampo, os níveis de EDH-4 são mantidos elevados 

com o treinamento físico por 6 semanas, independente da fase em que foi 
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aplicado, e são preservados quando treinamento foi realizado antes e durante a 

exposição à rotenona. 

Na substância negra, o treinamento físico de 6 semanas quando 

aplicado posteriormente e durante a exposição à rotenona, não modifica as 

alterações causadas pelo efeito da droga. Em contrapartida, quando o 

treinamento físico foi aplicado anteriormente a exposição, este preserva os 

níveis de CRMP-2 e Rab27B, além de reverter a elevação dos níveis de SLP-1. 

Efeito que também ocorreu quando o treinamento físico foi aplicado por 10 

semanas, sendo as 4 últimas semanas aliadas a exposição à rotenona, sendo 

revertido os efeitos de SLP-1 e Rab27B, contudo a elevação dos níveis de 

CRMP-2 são mantidos elevados. 

Diante das dificuldades de indentificação do níveis destas proteínas na 

medula espinhal, pouco se pode descrever deste complexos transportadores 

na medula cervical e torácica. Porém, com o resultados obtidos pode-se sugerir 

que na medula cervical, os níveis da proteína Sortina, única detectada nesta 

área, somente foram elevados com 10 semanas de treinamento físico de 

maneira independente da exposição a rotenona. 

Já na medula torácica, foi possível identificar tanto a Sortilina quanto a 

CRMP-2, sendo que os níveis de ambas proteínas foram preservados de 

maneira independente de quando aplicado o treinamento em relação a 

exposição à 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 níveis de TrkB no 

hipocampo, substância negra, medula cervical e torácica, diante exposição à 

rotenona ou  submetido ao treinamento físico e seus respectivos controles.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

114 
 

TABELA 5 – Resumo dos resultados encontrados para os níveis de proteínas 

do transporte anterógrado e retrógado TrkB no hipocampo diante exposição à 

rotenona ou  submetido ao treinamento físico e seus respectivos controles.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

115 
 

TABELA 6 – Resumo dos resultados encontrados para os níveis de proteínas 

do transporte anterógrado de TrkB na substância negra diante exposição à 

rotenona ou  submetido ao treinamento físico e seus respectivos controles. 
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TABELA 7 – Resumo dos resultados encontrados para os níveis de proteínas 

do transporte anterógrado de TrkB na medula cervical diante exposição à 

rotenona ou  submetido ao treinamento físico e seus respectivos controles.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

117 
 

TABELA 8 – Resumo dos resultados encontrados para os níveis de proteínas 

do transporte anterógrado de TrkB na substância negra diante exposição à 

rotenona ou  submetido ao treinamento físico e seus respectivos controles.

 

 

Apesar dos resultados aqui relatados apresentarem diversas alterações 

em proteinas relacionadas ao tráfego de neurotrofinas e seus receptores 

anteriormente ao processo de agregação proteica, faz-se necessária a análise 

direta do transporte, por meio de células vivas, para identificar se as alterações 

aqui descritas correspondem a reais alterações no sistema de transporte 

dessas vesículas contendo tanto os receptores como as neurotrifinas. 

Também sugere-se que não somente o transporte, mas que as vias 

ativadas pela interação neurotrofinas/receptores sejam avaliadas e descritas 

bem como os processos resultantes desta, como por exemplo a neurogênese, 

em condições semelhantes ao presente estudo, sendo assim possível 

compreender os mecanismos da neurodegeneração bem como a aplicação do 

treinamento físico neste contexto neurogênico. 
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6. CONCLUSÃO 

 

De acordo com os resultados obtidos pode-se sugerir que o protocolo de 

exercício físico forçado, de baixa a moderada intensidade, além de identificar 

alterações na capacidade máxima individual proporcionada pelo exercício, 

promoveu mudanças metabólicas musculares relacionas ao exercício indicando 

efetividade ao término do treinamento.  

Verificou-se ainda que a exposição subcutânea a baixas doses de 

rotenona, 1mg/kg/dia, parece não elevar os níveis de proteínas a níveis de 

agregados.  

Por fim, que o treinamento físico parece reverter ou prevenir de maneira 

geral os danos presente na neurodegeneração considerando as proteínas do 

tráfego de neurotrofinas e seus receptores, e ainda, que a magnitude e direção 

destas alterações esta diretamente relacionada ao tempo de treinamento físico, 

e o momento em que o mesmo foi aplicado, bem como, a área analisada. 
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