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RESUMCO

A cncefalomiclite auieimune experimental (EAE) ¢ o modelo para o esiudo da Esclerose
Mualipla (EM), sendo caracterizado por alteragdies histopatologicas que incluem inflamagio,
desmiclinizagho ¢ dano axonal. Por outro lado, o exercicio fisico regular ¢ reconhecido por
seus efeitos antiinflamatdrios ¢ nevroprotetores, Al disso, sugere-se que o exercicio fisico
possa exercer alguns efeitos protetores contr desenvolvimento da cagquexia que ¢ uma
condigho associada ao desenvolvimento da apresenagio clinica do modelo EAE. Entretanto,
ginda e ¢ clare na literstura o efeito do exercicio fisico regular sobre as alleraghes
histopsoldgicas no sistema nervoso central (SNC) bem como as aleraghes metabalicas
sistémicas associadas a0 modelo EAE. Portanto, as interagdes entre um programa de exercicio
fisico regular o desenvolvimento bem como a progressio do modelo EAE foram avaliadas no
presemte estudo, Para isto, camundongos f@meas C3TBL/G foram divididos em dois grupos:
sedentirios ¢ exercitedos. O exercicio foi realizado na modalidade matacho, 5 veres por
seimana durante 30 minutos. Apds 4 semanas do protocolo de exercicio, o peplideo MOG:: +
foi injetado para induglo da EAE em metade dos animais sedentirios ¢ metade dos
exercitados. O protocolo de excercicio continuou até 10 dias apos a indugdo (dpi), completando
6 semanas de exercicio regulas, As andlises foram realizadas inicio da apresentagdo clinica
{10 dpi), no pice da apresentagdo clinica (enire 14 ¢ 20 dpi} ¢ no periodo erdnico da decnga
(42 dpi} ¢ incluiram: avaliagdo do melabolismo  sisiémico, microscopia  intravital,
histopatologia (inflamagdo ¢ desmielinizagio), citometria de fluxo, imunchistoquimica de
oligodendricitos (CC1 ¢ MG2PDRGFRa) ¢ de dano axonal {SMI-32]), Elisa (ciiocinas ¢ falor
de crescimento denvado do cérebro - BDMF) ¢ western blot (PLP, MBP ¢ 5MI1-32) Como
principais resultados, ohservamos diferente escore clinico entre o inicio & o perfodo crinico
de apresentagio clinica do EAE cntre os animais sedentdrios ¢ previamente exercitados. No
entantoe, embora este resultado tenha sido acompanhado de significante atenuagko da perda de
massn corporal pelos animais exercitados em comparagdo acs mantidos sedentdrios dos
grupos EAE, ndo foram observadas diferengas metabdlicas entre esses grupos. Além disso, a
senuacho clinica ndio foi associada com menor infiltrado de células inflamatérias no pico da
doeng, mas com nivels alterados de citocinas ¢ BDNF, Neste sentido, enquanto as cilocinas
foram diminuidas no cérebro @ aumentadas na medula espinhal dos amimais EALE exercitados
em relagho aos sedemdrios, a concentragho de BDNF foi elevada nos dois compartimentos no
pico da doenga. 0% animais exercitados apresentaram ainda reduglio de infilrado de células
CIM4, CD8 e células B, de desmielinizagio e de dano axonal na medula espinhal aos 42 dpi
em relagio aos mantidos sedentirios. Estes resultados corroboram as controveérsias aponiadas
na literatura entre neuroinflamagio e neuroprotegdo com respostas especificas em cada
compartimento do SNC analisadas neste estudo, ou seja, cérebro ¢ medula espinhal. No
entanto, este ¢ o primeiro trabalho a mostrar tais interagdes em decorréneia de um programa
de exercicio fisico regular, Sugerimos que o exercicio regular realizado antes da apresemagdio
clinica possa ter atuado sinergicamente com as respostas moleculares na fase de
desenvalvimento clinico ¢ emio modificado o curso erimico de alleragdes histopatoldgicas
associadas a0 modelo. Emretando, estudos adicionais sdo  mecessirios para  melhor
entendimento sobre as relactes moleculares desses efeitos sindérgicos entre o exercicio ¢ as
alteragdes histopatologicas do modelo EAE,

Palavras- chave: encefalomielite autoimune experimental (EAE) exercicio de natagio:
mevrsinilamagio; desmielinizagdo; dano axonal,



ABSTRACT

The experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is the model 1o study the Muhiple
Sclerosis (MS) discase and has been characterized by histopathological hallmarks that include
inflammation, demyelination and axonal damage. On the other hand, regular phivsical exercise
is recognized for its anti-inflammatory and neuro-protective effects. Besides, it is suggested
that regular exercise can have some protective effect against cachexin, which is a condition
mscociated 1o the EAE model following the clinical presemtation of disease. However, it is not
clear il exercizse has beneficial effects in central nervous system (CWNS) or in systemic
metabolic alierations of experimental autcimmune encephalomyelitis (EAE) mice. Therefore,
the ineractions between a prior program of regular exercise and the development and
progression of EAE model were evaluated in the present study. For that, female CSTBL&
mice were assigned in two groups: unirained and exercise-trained. The swimming exercise
wis realized 5 days a week by 30 minutes a day, Afler 4 weeks of physical exercise protocol,
the peptide MO 35. 55 was injected and the animals continied exercising until 10 dayvs post-
induction, completing & weeks of regular exercise, Analyvses were made ot onset (10 dpi), first
peak discase (between 14 and 20 dpi) and ot chronic time point of discase (42 dpi} and
included: systemic  metabolic  assessment,  intravital  microscopy,  histopathology
(inflammatory infilirates and demyelination volume), flow cytometry profile of oells,
immunohistochemistry for oligodendrocytes (CCI+, NG2+HPDGFRa) and axonal damage
(5MI-32+), ELISA (cylokines and brain derived newrofrophic factor — BDNF) and western
blot (PLP, MBP and SMI-32). We observed different clinical score from 12 to 42 dpi between
prior trained and untrained mice (F <00.0001 3, Although there was an important attenuation of
by weight loss by exercised EAE animals in comparison with the non-exercised omes, the
metabolic alierations were not modified. Moreover, in spile of non effect on infiltrated cells,
cvtokines and BDNF levels were altered in association with clinical score altenuation in
exercised EAE-mice. While eyiokines were decreassed in brain but increased in spinal cord,
BDNF was elevated in both compartments in the exercised EAE-group in comparison 1o the
untraincd. Also, being physical trained alters specific profile of recruitment of leucocyvies
(T, COS and B cells) o i spinal cord and contribute 1o a lesser demyelization volume
ad axonal damage at 42 day post induction. These resulls cormoborates the controvert
features between nevroinflammation and neuroprotection with singular resporses between ihe
two CNS compariments at acule phase of disease. Regular exercise performed before
induction acted synergistically with the EAE model and can have some protective effect a
chronic time point. However, further studies are necessary 1o improve the understanding
about the molecular outcomes of these synergic effects between prior exercise and pathologic
hallmarks of EAL.

Keywords: Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) Swimming Exercise;
Meuroinlammation; Demve lination; Axonal damage.
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INTRODUCAD

A Esclerose Maltipla (EM) ¢ a doenga desmielinizante do Sistema Nervoso Central
{SNC) mais freqiienie no mundo, acometendo aproximadamente dois milhfies de pessoas

segundo dados da Federagdo Internacional de Esclerose Mikhipla'.

D¢ modo generalizado, a EM € uma doenga auto-imune caraclerizada pela presenga
de infiltrado inflamatério no SNC que pode ser associado de maneira proximal ou remota &
degradagio da mielina ¢ ao dano axonal (Popescu ¢ Lucchinetti, 2012). E importante notar
que o habilidade dual da resposta inflamatéria em exacerbar mecanismos relacionados ao
dano oligodendroglial ¢ neural por um lado e ativar mecanismos relacionados a0 reparo
tecidual por ouwtro contribui para o desdobramento de respostas conflitantes {Barbizan ¢
Oliveira, 2010; De Santi, Polimeni ef al, 2001; Luhder, Gold er al, 2013). No entanto, &
inguestiondvel o efgite dos déficits neuroldgicos advindos da progressdo da EM causando

impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes (Sung, Chin ef af, 2003}

O conceito de qualidade de vida relacionada 3 sadde enfocando progresso Tuncional ¢
redugio da incapacidade tem se tormado tema cssencial em estudos sobre a EM, uma vez que

sio imporantes elemenios no progmosiico de morbidade e mortalidade,

Em comraparidda, foi recentemente demonsirado que o efeito da incapacidade
funcional sobre a qualidade de vida na EM pode ser parcialmente mediado pelos niveis de
cstresse ¢ quantidade de exercicio fisico realizado (Sung. Chiv e al, 2013). Verificou-se
ainda que o exercicio fisico regular realizado sob supervisio profissional tem eficicia
comparivel ans medicamentos usados no controle da progressio da EM sobre a debilidade da
marcha (Snook ¢ Motl, 2009), Se o exercicio fisico exerce efeitos dircios sobre os danos
causados pela doenga per se ou se seus efeitos so indirctamente associados & inatividade

fisica ocasionada pela EM ¢ o debate em questio (Dalgas ¢ Stenager, 20012

Disponivel emc <hitpaaww, mei forg aboutms what=isamsLasps> Acesso em 08 agosto 2013,
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Ma medida em que esse questionamento limila o entendimento sobre o5 mecanismos
dos efeitos relacionados ao exercicio fisico na EM, aumentam a importincia da obtenco de
dados experimentais relacionados com a génese ¢ o evolugho das alteragies inflamatdrias,
miclinicas ¢ axonais como elementos implicados nos aspectos da resposta terapdutica, Nesse
sentido, ¢ exame cuidadoso dos aspecios da EM nos modelos experimentais tem ajudado a
compreender alguns dos mecanismos da doenga. Ma encefalomielite autoimune experimental
(EAE). as alteraghes clinicas e histopatoldgicas da EM podem ser reproduzidas mediame

imunizagho de animais com miclina ou sews componentes (Gold, Linington ef af, 2006

Dados prévios da literalura mostraram que o prolocolo de exercicio fisico realizado
inteiramente antes da indugdo do modelo de EAE parece nfio surtir efeito na apresentagdo
clinica da doenga, uma wver que ambos of prupos exercitade ¢ ndo-exercitado ndo
apresemaram diferengas entre si quanto 3o escore clinico observado (Le Page, Bourdoulous of
al, 1998 Patel ¢ White, 2013} 5S¢ o exercicio ¢ inikiado apds a induglie, o5 animais
exercitodos apresentam escore clinico atenunde (Rossi, Furlan ef af., 2009 ou afrasado (Le
Page, Ferry er al, 1994; Le Page, Bourdoulous er al, 1996) quando comparados com os

animais ndo exercilsdos.

Se esses efeitos bendficos do exercicio fisico na apresentagdo clinica da EAE sdo
resultado do exercicio por se ou s¢ esses efeitos sio indirctamente associados a0 estresse que
acompanha o exercicio & outra questio em debate. Por outro lado, exercicio fisico forgado e
regular realizado por mais de trés semanas em camundongos tem a habilidade de promover

adapiagdo corporal ao estresse {Sigwalt, Budde er af , 20011

Tendo em vista estes argumentos, no presente estudo, propomos um protocosks
regular de exercicio fisico adminisirado por pelo menos 1rés semanas antes da induglo e

mantide até antes do desenvolvimento da EAE como estralégia para se investigar as
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interagies entre exercicio fMsico prévio ¢ as respostas neuroimunomodulatorias associadas a0

mesdelo,

Uma imporante ¢ inovadora caracteristica do presente estudo ¢ a busca de um
acoplamento newrovascular fn vive no modelo de EAE em animais sedentéirios ¢ exercitados
em relagio aos mecanismos moleculases ¢ celulares envolvidos na patogénese ¢ com a
progressio clinica da doenga, Nenhum trabalho, até o momento, avaliou de forma integrativa
como a resposta inflamatéria (recrutamento de levcdcitos ¢ produgho de citocinas) pode
interferic na patogénese ¢ conseqiieniemente na capacidade funcional neuroldgica em animais

exercitados e que apresentam EALE,

Sugerimos que 05 resuliados provenientes deste cstudo possam contribuir para a
elucidagho de possiveis marcadores biologicos associados aos mecanismos envolvidos nos
efeitos protetores do exercicio fisico ¢ para a determinagio de novos procedimentos

ferapeuticos na Escleross Milnpla,
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1. A Esclerose Mualtipla (EM)

Epidemiologia € essencialmente o estudo de uma doenga, analisando padriies, causas
e efeitos ¢ Mentificando os flores que podem estar relacionados ao risco de desenvolvimenio
da mesma, Estudos epidemioldgicos sobre a EM sugerem aumento nas suas faxas de
incidéncia que mostram os nomeros de novos casos para cada 100 mil habitantes o cada ano
aEsim como em suas laxas de prevaléneia que se referem ao nimero idal de casos em cada

10D il habitantes (Wallin, Culpepper ef @, 200 2).

Dados da Federacdo Imternacional da Esclerose Milipla (Meluiple Sclerosis
International Fedevarion, MSIF), apontam cerca de 30,000 casos de EM no Birasil', «endo que
estudos de prevaléncia registraram de 15-18 casos por 100 mil habitantes em cidades como
Santos, Sio Paulo ¢ Belo Horizomte (Callegaro, Goldbaum ef af, 2001; Lana-Peixoto, Frota of

ol 2002; Fragoso ¢ Peres, 2007),

A MSIF desenvolven um banco de dados contendo informagdies epidemiokigicas
sobre a EM gue foram disponibilizadas em 2008 sob o tiwlo Arfas: Muliiple Solerosis
Resources in the World 2008°, com informagies de 112 paises. Atualmenie, o5 cinco paises
com maiores nimeros tolais de poriadores de EM no mundo sio Estados Unidos da América

(400,000, Rissia (250.000), Alemanha (122.000), Reino Unido (85.000) e Franga (80.000],

Por outro lade, o Canadd possui a maior prevaléncia mundial de EM com 240 casos
por 100 mil habitantes. Em seguida, Hungria, Eslovénia ¢ Alemanha com mais de 150 casos,
seguidos por EUA, Repiblica Checa, Morwega, Dinamarca, Polonia, Reino Unedo, Saiga,

Chipre ¢ Islindia que contém entre 110-135 casos por 100 mil habitantes. Com relagio &

+ Disponivel em: « I'.1I:p; wwwatlasofme, ong™ Adesso em Db agoslo 2003,
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mcidéncia. a Islandia apresenta atualmente a maior taxa com 10 casos para cada 100 mil
habitantes a cada ano, seguida por Hungria (9.82), Costa Rica (7.5} Reino Unido (6.0),
Litudnia (6.0}, Dinamarca (5,9) ¢ Noruega (5,5), Esses dados de cena forma ainda corroboram
o5 apresentados a partir de estudos levantados no século passado, no qual as maiores

prevaléncias foram registradas em paises do norte da Europa ¢ das Américas (Rosati, 2001).

Tradicionalmene, tem sido aceilo que ter histdrico familiar de EM, ser da raga
cascasiana, residir em clima temperado, ter contalo prévio com alguns tipos de virus ¢ ser
adulto jovem do sexo feminine sio fatores que aumentam a suscetibilidade a esta doenga (Al-
Omaishi, Bashir ¢f af, 1999; Noseworthy, 1999, Hemmer, Archelos er af, 2002; Mcqualier ¢
Bernard, 2007 Mo entanto, apesar dos estudos recentes confirmarem alguns desses conceilos,

outros cstlo sendo substancinlmeme modificados.

Por exemplo, para se determinar ¢ o incidéncia de EM varia de acordo com a etnia,
um cstudo de coore foi realizado com os membros da comunidade Kaoiser Permawnenie
Southern California entre 2008 ¢ 2010, Foram observados 4% pacientes com média de idade
de 416 anos ¢ cerca de T0% debes eram mulheres. Mas a incidéncia foi maior entre a
populacio negra (10.2) e menor das populagdes hispinicas (2,9) e asiliticas (1.4), kvando
negagio da asserglio generalizada de que os individuos negros possuem menores taxas de EM

{ Langer-Gould, Brara ef al, 2013).

Uma série de trés estudos analisou incidéncia de EM entre veteranos do exéreito
americano da Segunda Guerra Mundial e da Guerra da Coréia (entre 1942 e 1951), da Gucrra
do Vietnd (entre 1960 ¢ 1994) & da Guerra do Golfo {entre 1990 ¢ 2007) (Wallin, Culpepper
of al, 2012). Estes estudos mostraram importantes resultados sobre aumento da incidéncia e
da razio mulhereshomens com o passar das décadas apesar da diminuigio do gradiente
latitudinal (Confavreux, 2002). Um dado curioso foi observado com os veteranos da Guerra

do Golfo em gue as 1axas de incidéncia foram similares para forgas adreas ¢ exércilo, mas
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diminuiram gradativamente entre 05 veteranos da marinha, passando pela guarda costeira ¢
atingindo valores significativamente mais baixos para o corpo de fuzileiros navais (Wallin,

Culpepper of af,, 20012},

Estas informagdcs nos sugerem que as mleragdes entre fatores genéticns ¢ ambicnais
si0 complexas ¢ devem ser objeto de muitos estudos a fim de se clucidar alguns pontos
relacionados & epidemiologia ¢ também & etiologia da EM. Alids, muite se discule sobre 0%

fmores desencadeadores da EM ¢ mesmo sobre sei apresentagio clinica diferenciada,

O} que se =abe hoje é que o curso da EM ¢ imprevisivel, sendo que algumas pessoas
piodem sentir e parecer spisdidveis por muitos anos apds o diagndstico, enguanto outras podemn
ser gravemente debilitadss muito rapidamente, Izso porgue, embora a maioria dos pacienies
{80-90%) apresente a doenga na forma suro-remissdo em que ocorrem crises seguidas de
recuperagiio completa ou parcial entre os surtos, outros pacientes apresentam a forma
primarinmente progressiva com deterioragfo gradual ¢ continua (Hemmer, Archelos e al,
2002; Mequalier ¢ Bernard, 2007). E importante observar que mesmo na forma surio-
remissdo a progress3o da doenga leva a danos neurologicos persistentes, evoluindo para a

forma secundariamente progressiva (Gold, Linington ef af, 2006,

Akm disso, a EM caracteriza-se por ser uma doenga varidgvel, pois os sintomas
modificam dé acordo com a drea do SNC afetada e, por essa racdo, ndio existe um psdrio
definido de apresentagio clinica’. Os sintomas também variam ao longo do tempo ¢ podem
mudar em termos de gravidade ¢ duragho num mesmo individuo. Os principais sintomas
incluem fadiga; dor; problemas de equilibrio ¢ movimento; disfunglio urindria ¢ intestinal;
problemas visuais ¢ alteragdes de humor e cognigio’. Oultros sinilomas ainda compreendem
distirbios do sislema cardiovascular, problemas respiratorios, disfungdo sexval ¢ disfagia

(Bagnato, Centonge of al,, 2011},

1 Disponived em http: o i L org aboats msSsymphose’ s Acesoam (D agosio a3
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A fadiga carscieriza-se por ser uma sensacio de cansago ou exausiio fanto mental
quanto fisica, afetando cerca de 30% dos pacientes ¢ sendo relatada come um dos distorbios
mais fregilentes EM (Leocani, Colombo er af . 2008). A dor também ¢ uma queixa freqlicnte,
ocorresdo em aproximadamente 23% dos pacienies ¢ imerferindo de forma significativa nas
atividades didrias {Bagnato, Centonze ¢ af, 2011k E um dos sintomas mais limiamies na

vida dos pacientes com EM € a debilidade da marcha (Moil, Gobdman ef al . 20007,

O Expanded Dizability Status Scale (EDSS) é a medida mais comumente utilizada
em pesquisas clinicas (Confavreux, 2002} para avaliar, sobretudoe, a gualidade da marcha
Acredita-ze que 0% das pessoas com EM ird atingir os dois pontos de referéncia do
comprometiments dendro de 1020 anos de infcio da doenga, Esies dois ponfos incluem o
cscore 4, em que o marcha ¢ limitada, mas o individuo & capie de andar mais de 500 metros
sem auxilio ¢ escore 6, em que para caminhar cerca de 100 metros, necessita-se de apoio
(Maotl, Goldman ¢f of, 20010}, O fundamento dessa debilidade estd, obviamente, associado
com a lesiio neurologica da doenga per se e, portanto, progride com a doenga Mas a falta de
condicionamento que também progride 4 medida que o paciente torma-se cada vez mais

sedentirio tem sido fstor que somatdno a esse quadro,

Assim, segundo a MSIF, na pestio eficaz dos sintomas ¢ muitas vezes necessdria
i combina¢do de tratamentos medicamentosos ¢ terapias fisicas com adaplaghes de estilo
de vida'. E fato. no entanto, que para a eficicia destes tratamentos, cada vez mais

conhecimento sobre a pénese ¢ a evolugio da doenga & necessdrio,

Virias evidéncias indicam o cariter auio-imune da doenga. que seria mediada por
células reativas a um ou mais antigenos presentes na micling entre eles a proteina bisica da

miclina — MBP, o proteolipidec — PLP ou a glicoproteina da miclina associada &

* Disponivel em: < hitp:/www. msi f.org about-ms symptoms i ntrodistion-lo-symploms.aspy= Acesso
cm [ agosto 2113
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oligndendricitos = MOG (Hemmer, Archelos ef af., 2002), Observou-se que o8 pacicnies
poriadores de EM apresemtam, disseminados em seu SMC, extenso infilirade inflamatdric,
sobretudo oflulas T CDY, CDE, células B e macrdfagos que kvaram & degradacio da mieling
por reconhecimento  antigénico dos componentes protéicos mencionados (Popescu e
Lucchinetti, 2002). Sendo assim, os marcadores histopatoldgicos da EM incluem a presenga
de infilirado inflamatdrio multifocais no SMC associado 3 desmielinizagdo (Zipp e Akias,
2006). Essa desmielinizagho pode estar associada & perda ou ndo de oligedendrocitos
{Lucchinetti, Bruck o af, 199%) ¢ tem s¢ observado também ativagio de astrdcitos e

microgdia (Mequalier ¢ Bernard, 2007},

Acreditava-ge que os neurdnios eram poupados no decorrer do desenvolvimento da
EM ¢ as pesquisas terapéuticas direcionavam seus csforgos na limitagho das resposias
inflamatdrias para atenuar a desmielinizagdo. Uma vez que cssa terapiulica permanece
insatisfatdria, a progressio da doenga continua sendo um grande desafio ¢ a necessidade de se
monitorar o dano axonal nesses pacientes uma crescente (Trapp, Peterson er afl, 1998),
Atualmente, acredita-se que novas terapéuticas direcionadas objetivando neuroprotegdo ou,
pelo menos, combinando imunomedulagio e peuroprotegdo slo urgentemenle necessirias

(Luhder, Gold ef al., 2013).

Uma vez que o dano axonal foi observado em lesbes ativas e crinicas de pacientes
com EM com duracho de doenga entre 2 semanas e 27 anos, sugere-se gue tratamentos
neuroprotetores deveriam ser considerados ji a partir do aparecimento dos primeiros sintomas
{Trapp. Peterson ef ol 1998), Além disso, recente revisio da lieratura sugere que os efeitos
dos neuroprotetores necessitam ser cstudados em modelos  animais, investipando a
funcionalidade dos mesmos, sobretudo com relaglo  desmielinizaglio e dano axonal (Lulsder,

Gobd e al, 2013 )
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2. 0 modebo de encefalomielite autoimune experimental (EAFE)

A histéria da EAE iniciou-se no Instituto Pastewr em 1885 e teve sua origem
vinculada A histdria da vacinag contra a raiva, Emulsdes provenientes de medula espinhal de
coelhos previamente inoculados com o vires da raiva foram usadas com sucesso no
trafamendo dessa infecedo em mas de cinco mil pessoas. Mo entanto, a necessidade de
intensificagdo do tratamento com injegdes cada vex mais virulentas levou ao aparecimento de
casos de paresia e paralisia. Em situaghes extremas, o5 sintomas ascendiam para regido dos
membros superiores ¢ pescogo afetando degluticdo e respiragio o que resultou na morte de
cerca de 30%0 das pessons vacimadas. Quando analissdos post-morfer, 05 lecidos mostraram

infiltrados linfidides ¢ desmielinizagio ao redor dos vasos sanguineos no SMNC (Baxer, 2007).

Em 1933, Thomas &, Rivers observou que alguns macacos recebendo inpegides de
extratos de cérebros de coethos que ndo haviam sido previamente inoculados com o virus da
raiva (usados como condrole), desenvolveram paresia ¢ fraquesa, ¢ as andlises histoldgicas
revelaram infiltrados linfdides ¢ desmiclinizocdo. Mos experimentos com coelthos, Rivers
ohservou que quanio mais antigénica a emulsio, maior era a resposta humoral ¢ maior o

mumere de coelhos afetados, sugerindo uma resposia imune especifica (Van Epps, 20031,

Em 1946, Elvin A. Kabat (Colimrbia Dniversing ¢ 1sabel M. Morgan (Jolns Hopkins
hriversingd, foram capazes de padronizar um método de impulsionar a produgio dos
anticorpos contra miclina @0 s¢ misturar os extrafos cercbrais com  Mycobacierium
fuhercidosizs ¢ Gleo de parafina, o conhecido adjuvante de Freund (Kabm, Wolf ef af, 1947;
Morgan, 1947). O beneficio dessa estratégia foi o de diminuir cada vez mais o nimero de

injeches necessirias para a induglo do modelo.
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Mas Kabat foi provavelmente o primeire pesquisador a notar as similaridades entre a
encefalomiclite experimental ¢ a EM. Assim, apresemtava-se ao mundo ciemtifico uma
enceflomicline que podera ser induzida em virias espéeies de animais, Este modelo resuliava
em um quadro surs-remissive de scomelimentos neuroldgicos ¢ mostravia, nas analises
histoldgicas, infilirados leucocitarios com hipertrofia ¢ prolifernglo de células microgliais

{Wan Epps, 2005; Baxter, 2007),

Embora estivesse claro que muilos constituintes do SNC pudessem induzir a EAE, a
atenglo foi rapdamente concentrada nos antigenos esociados & micling, uma ver que a
desmiclinizacio era um fator importante da doenca. E, de fato, a purificagio da mieling foi
verificada como sendo cinco vezes mais encefalitogénica na década de 1960. Mais tarde, nos
ans 70, s¢ observou que a remogio dos lipideos da mieling com wtilagio de clorofdrmio ¢
metamol, resultava cm uma preparagdo relativamente homogeénea de proleina bisica da
mielina (Myelin Basie Protein, MBP) que cra ainda mais efetive. Essa proteina passou entdo a

ser isolada e utilizada como principal antigeno no modelo (Baxter, 2007).

A csza mesma épocit levamou-s¢ a hipdtese de que polimerss aleatdrios com
composicio de aminodcidos semelhante a0 dos encefalitogénicos também eram capares de
induzir a doenga, Com a finalidade de testar essa hipdese, em 1971, surgia o acelalo de
glatirimer, uma mistura de polipepiidios contendo alanina, deido glutimico, lisina e tirosina,
que na verdade, mwostrou-se projetor contra o desenvolvimenio da EAE (Racke, Lovett-Racke
of alf, 20000, A partir de entdo, os cstudos com esse medelo a fim de se endender a patogénese

da EM ¢ entificar possiveis iralamentos para a mesma se intensificaram substancialmente.

Apesar do ceticismo ¢ a desconfianga associados & utilizagiko do modelo, hoje em
dia, 0 EAE é considerado o modelo de doenga auto-imune melhor caracterizado, Ele tem
auxiliado na identificagdo ¢ caracterizagio de aspectos inflamatdrios e de dano tecidual ¢ foi o

gatillo para o desenvolvimento de importantes firmacos no tratamento da EM (Baxter, 2007},
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E importante destacar o fato de que os numerosos modelos de desmiclinizagio refletem a

certa vanabilidade clinico-patoldgica da doenga em humanos (Berand, Wolak of al, 20000,

F=sa variabilidade até certo ponto também embasou grande debate sobre a prépria
natureza auloimune do modeko, Até o3 anos 1980, EAE significava encefalomiclite alérgica
experimental, pois acreditava-se que se tratava simplesmente de uma reagdo alérgica lgada a
hiperreatividade do sistema imune dos animais injetados contra agentes exdgenos. Mas esse
conceilo foi modificado a partir da demonstragio de que o transferéncin adotiva de células T
especificas para MBP eram capares de indusir a EAE em ratos (Gold, Linington ef al, 2006).
Mo eftanto, emibora esse madelo de transferéncia de células T adotivas tenha sua importincia
em fornecer ferramenta importants pars estudo dos mecanismos envolvides na paiopénese da
inflamagio no SMC, cle ndo ¢ um modelo completo de EM. Na verdade, acredita-se que esse
modelo seja insuficiente para desencadear desmielinizacio crnica tanto em ratos quanto em

camundongos (Shin, Ahner af, 2002,

Com a identificagio da MOG em olipodendrocitos (1986), grande progresso em
reproduzir o curso clinico da EM com relagio & desmiclinizagdo foi atingido (Lebar, Lubetzki
ef af, 1986). Apesar das proteinas PLP ¢ MBP serem as mais abundantes no SMNC, as
proteinas de menor conceniragdo como MAG {glicoproieing associada i miclina) ¢ MOG slio
importantes em mediar as interagdes glia-gliaiz ¢ neuronal-gliais (Pham-Dinh, Maitei o ol
1993). No entanto, enguanto a MAG pode zer observada tanto no sisiema nervoso central
como periférico, a MOG ¢ exclusiva do central, Estes autores demostraram ainda que a MOG
lecaliza-se mais externamente na bainha de micling ¢ ¢ expressa maes lardiamente durante o
desenvolvimento cerchral em relagho a outras proteinas da miclina, sugerindo seu papel mais

especifico em estigios finais de miclinizag®o.

Assim, a injecdo do fragmento de 21 aminodcidos MOGmss em roedores &,

amualmente, um dos modelos de EAE mais utilizados (Pham-Dinh, Matted or ol . 1993
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Breithaupt, Schubani ef af, 2003). Esse modelo foi inicialmente descrito em ratos Lewis
{Linington, Bradl ef of., 1988) sendo caracterizada por processos Nsiopatoldgicos similires a0
da EM incluindo células T encefalitogénicas (Lininglon, Berger of ol 1993), Posteriormente,
foi padronizsda injecdio desse peplideo em camundongos CSTBLAG, nos quais se verificou
ativapdo de células T que acessam o SNC ¢ estimulam a produgdio de citocinas ¢ moléculas de
adesdio, facilitando o trifego de coflulas mononuckeares através do endotélio {(Juedes,

Hjelmstrom of al, 2000}

Maosso grupo nvestigon o componente inflamatério na EAE indurida por MOGigss
em camundongos CSTBLAG ¢ demonstrou aumento de beucdeitos rolando e aderidos em
microvasculatura cerebral, infiltrado inflamatirio no parénquima cerebral ¢ nas regibes
submeningeais medulares, presenga de quimiocinas e cilocinas  pro-inflamatorias em
homogenenito de cérebro que acompanharam a apresemagdo clinica da doenga (Dos Santos,

Barsanie o af . 2005%: Dos Samos, Roffe o ol 2008),

Além dos parimetros inflamatdrios clissicos da EM, tambdém tem se observado neste
modebn  fatores  associados a desmiclinizagio ¢ ao dano axonal e estas  alerages
histopatologicas sdo correlacionadas com a apresentagdo clinica da doenga que evolui de
paralisia de canda para paralisia de membros posteriores até atingir paralisia de membros
anteriores (Recks, Addicks ef ol 2011). Por ouro lado, sugere-se que a presenga/auséncia de
inflamagdo define o estigio da doenga, com as primeiras fases sendo predominantemente
inflamatérias € as @ltimas, predominantemente neurodegenerativas, embora ambos o5 eventos

sejam responsivels pelo escore clinico ¢ possam ocorrer concomitantemente,
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3, 0 Exercicio Fisico ¢ a Esclerose Mallipla

Durante muito tempo cspeculou-se que individuos portadores de EM ndo deveriam
praticar exercicio fisico porque poderia exacerbar a doenga ¢ aumentar a sensagho de fadiga
{ Waschbisch, Tallner of ol 2009), Assim, a EM vinha sendo associada & diminuigio na
realizacio de atividsde fisica, resultando em um descondiciopamento e levando a uma
progressio ainda mais acentuada na marcha debilitada (Motl, Goldman er af , 2010). Diante
desse quadro, os pacientes ficavam vulnerdveis ao ganho de peso, depressho ¢ menor
participagio social, resultando em prejuizo adicional na gualidade de vida (Khurana, Bamer of

al., 2009; Waschbisch, Tallner er al., 20047,

Por outro lade, nas dlimas décadas surgiram virias evidéncias sobre os efeilos
bendficos do exercicio fisico regular na atenuagio desses prejulzos. E uma meta-andlise
observou que os efeitos do exercicio sobre a mobilidade na EM ¢ compardvel em magnitude
com oz efeios dos medicamenos usados no controle da progressio da doenga, sendo
estansticamente significanies quando supervisionados por profissionais capacitados (Snook ¢
Botl, 2009, Mo entanto, a natureza transversal dos poucos estudos existentes ainda limitam
conclusdes que levem a uma relagio causal (Dalgas ¢ Stenager, 20012) Além disso,
permancce por ser elucidado se o exercicio poderia reverter os prejuizos causados pela doenga

jper 2¢ ou s¢ reverieria simplesmente os danos causados pela inatividade.

Atividade fisica € classicamente definida como qualquer tipo de atividade que
promova movimente corporal ¢ aumento do gasto energélico enquanto execrcicio & um
subprupo de atividade fisica que ¢ planejado ¢ repetitivo ¢ tem a fnalidade de melhorar a
aptidio fiskca (Caspersen, Powell ef al.. 1985). Recomendagdes de satde pablica estimulam a

realizagdo de um programa didrio de pelo menos 30 minutos de atividade fisica em
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intensidade modernda, pois se acredila que esta oferega beneficios subsianciais ¢ prodeja o

organisme condra o desenvolvimento de inimeras doengas (Blair, Lamonte of al. 2004).

O exercicio fisico regular € reconhecido por seu papel em aumentar a eficiéneia
cnerpgélica muscular (Astrand, 1992) ¢ modular respostas endécrings (De Gliserinski,
Crampes ef al., 1998), influenciando ¢ metabolismo sistémico, levando 4 redugio e prevengdo
no ganho de gordura corporal (Hardman, 1999), Uma vez que o tecido adiposo tem sido
reconhecido por seu papel na liberagio de moléculas pré-inflamatirias tais como TNF ¢
lepting, o controle da adiposidade pelo exercicio tem sido apontado também como um dos
seus mecanizmos antiinflamatinios (Gleeson, Bishop ef af, 2001). Estes efeitos em conjunto
parccem promover protecho contra o desenvolvimento da sindrome metabolica que &
carscterizada pela presenga de obesidode mssocinda & diabetes tipo 1l ¢ hiperiensio,
condribuindo para a redugdo no risco de doengas coronarianas ¢ aumentando. a expectativa de
vida (Strasser, 2003},

No entanto, apesar deste efeito Gbvio no controle da adiposidade, ele nidio explica
todas as vias protetoras do exercicio fisico regular. Assim, virios estudos 1€m investido na
busca pelo “fator de exercicio™ que seria aquela molédewla resporsivel pelos beneficios
observados sendo que uma das mais fortes candidatas ¢ a interleucina-6 (Pedersen, Steensherg
ef al., 2003),

Duranie cada sessfio de exercicio, ocormé aumentd na concentragho circulante de 1L-6
derivada dos miiscubos em atividade estimulados pelas ableragdes no metabolismo de
carboidratos, como por exemplo, a redugdo na concentragiio intramuscular de glicogénio
{Pedersen, Steensbeng ef af , 20010 ; Petersen ¢ Pedersen, 2005}, Este aumento na concentragio
circulante de 1L-6 ocorre em proporglo direta com a duragio ¢ a intensidade do exercicio e
5CTia UM mecanismo para sluar no controle da regulagio metabdlica do figado, tecido adiposo

¢ do proprio misculo (Pedersen, Steensberg o @l 2001), Além disso, o aumento de |L-6
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circulante & zeguido por maior liberacio de fatores antiinflamatdrios como o recepior solivel
de IL-1f4 & a 1L-10, sem alteragdo na concentragdo circulante das citocinas pri-inflamatdrias
clissicas, como TNF ¢ [L-1J (Petersen ¢ Pedersen, 2005), Dessa forma, sugere-se que 03
eleitos antiinflamaidrios de cada zessio de exercicio possam proteger conira a inflamagio
sistémica cronica de baixo gran associada com a maioria das co-morbidades da sindrome
metabdlica (Mathur ¢ Pedersen, 2008).

Em verdade, tem sido propesio que o mecanismo do efeito antiinflamatdrio pode
variar de acordo com a fregiéncia, intensidade ¢ duragio do exercicio realizado. Para o
exercicio de baixa intensidade. ¢ provivel que o controle de pordurs corporal seja o
mecanismo mais mportante, Mas para curtos periedos de exercicios de alta intensidade ou de
duragiio prolongada em intensidade moderada, os demais efeitos antiinflamatdrios tais como a
modulacio de citocinas ¢ aumentd na concentragho circulante de adrenaling e cortisol podem
fer um papel cada ver mais importante (Gleeson, Bishop of ol 2011

Recentemente foi proposto inclusive que 1ais allersgdes metabdlicas e inflamatdrias
proporcionadas pelo exercicio fisico regular poderiam proteger contra o desenvolvimenio de
um quadro de inflamagio de baixo grau associsdo d obesidade em pacientes com lesfio
medular {Da Silva Alves, De Aquino Lemos ef al, 2013}

E importante observar que o dano medular & seguido pelo aumento na producio de
citocinas prd-inflamatdrias especificamente no local da lesio, levando & hberagio de
litamate que ocasiona dano mitocomdrial (Basso ¢ Hansen, 200113 Estes auwlores aimda
discutem que tais evenlos, em combimgio com a diminuigdo de fores troficos, como o
BDNF (fator neurotrdfico derivado do cérebro). o 1GF (fator de crescimento semelhante &
insulina) @ a nevrotrofna-3, resultam em apoptose de neurdnios e oligodendrdcitos. Assim,

Wmd ver que o exercicio regular ¢ capar de aumentar a produgdo dos fatores trificos no
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modelo de lesdo medular (Hutchinson, Gomez-Pinilla e af, 2004}, efeitos especificos sobre
plasticidade neural ¢ funglio sensorial sio sugeridos.

Em verdade. somando-se aos conhecidos efeitos metabolico, cardiorrespiratorio ¢
antiinflamatorio mencionsdos, os efeitos benéficos do exercicio regular para a sadde ¢ fungdo
do SNC 1ém ganhado crescente importincia, sendo invariavelmente associados com produgdo
aumentada de fatores neuroirdficos (Ang e Gomez-Pinilla, 2007, Dados prévios da literatura
mostram gue embora uma sessdo de exercicio aumenta a produgdo de citocinas prd-
inflamatérias ¢ fatores pro-apopidticos o SNC, o exercicio fisico regular tem efeitos oposios
(Packer, Pervaie of al. 20010% Acredita-se que estes efeitos s somam, promovendo
neuroproteglio, o que obviamente aumenta o interesse em se entender os possiveis efeitos do
exercicio fisico regular na EM.

Alids, uma das linhas gue investign os efeitos do exercicio fisico sobre a patogénese
da EM analisa as concentraghes séricas de ciiocinas ¢ fatores neurotnificos apds uma sessdio
ou um pericdo de exercicio regular, Um resumo dos resuliados descritos nestes estudos pode
ser observado na Tabela 01, onde sfo apresentadas as comparaghes entre o5 valores pré ¢ pds
periodo de exercicio nos pacientes EM.

Pela observagle desta tabela, nolamos que as repostas séricas de cilocines ¢ falores
neurolrélicos apresentam-se inconchusivas na literatura. Uma sessfo de exercicio (ciclismo
realizado por 30 minutos a 60% do V0 ) aumentou (Heesen, Gold er al, 2003; Castellano,
Patel er af., 2008 ou ndio teve efeito (Bansi, Bloch o ol , 2012) sobre as citocinas. Do mesmo
mode, um programa regular de 8 semanas de ciclismo realizados 3 veres por semana por 30
minuios a 60% do VO..x ndo promoveu nenhum alieragio (Heesen, Gold et al., 2003;
Schulz, Gold et al.; 2004} ou aumentou {Castellano, Patel er af, 2008) 05 niveis séricos de

citocinas prd inflamatdrias, notadamente THE ¢ INF-y.
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eSS

Tabela 01 = Hesumo dos resultados observados em estudos sobre os eleitos de wma sesslio de
exercicio (agudo) e do exercicio regular {erdnico) sobre as concentrapbes séricas de citocinas

¢ fatores neurotrdficos em pacientes portsdores de Esclerose Maltplo

Citocinas/células Fatores neurolrdfices
Estudo PTOCHD Agude  Cromico  Agudo  Crémico
52 pacientes BDONET  BODNFT
30min/5 % =em/3 sem (Agrm) ()
Busictal,  2BCiclismoa oo o MO
2002 (71 LA TR L6 L6 BDNF & BRDMF &>
24: Ciclismo SRS TEy AU LER S NGES. . NGE
602 VO na dgua
21 pacientes ativos ¢
Waschbisch & 21 pacientes Celulas BODNF >
al_, 2012 sedentirios (estudo de B iMUNES 3
correlagiog
: 20 pacientes INFy 4
Golauietals 20min3 x sem8 sem - 7 4 2 :
Acrdbio ¢ resisténcia L4 i
n-6 T IL-6 4
E:Eim%ggﬂ | | pacicntes treinados  THF 4% TNF T " -
s {analisados pré e pds  INF-y ¢ INFoy T
treim) g
S0min'} % sem'8 sem BONF BPHI-
thﬂ"lf;.; Ciclismo - . IGF-1 ¢ o
o & OV BOMNF s
. IGF-1 ¢
IGF=1  an
| S
- : L-10 4
White & 10 pacientes treinados INF-y 4
Castellano, = do - PCR 4 -
2006 : Treinamento de TNE <o
FESEEnCE
IL-2 4»
IL-&
Schule ot al.. 15 pacicntes BDNF «+ BDNF
M Crimion; Cielismao IL-6 ¢ L6 & HGF + HNGF
(60 D )
5 g 30min/d x senvBsem  pop 4+ NEy e
003 Agudo: 0minde TNF T TNF o : :
RSt IL-10 T IL-10 e
{6026V Oapeat)
25 pacientes
Goldtal, o in celtenio - - BDRE T :
2003 S0V 0 NGF

_l.tgcn:lu.' <+ ndio se alterou em relagiio ao valor pré; T concentragio aumentada apds o periodo de
exercicio; + concentragho diminuida apds o periodo de exercicio.
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L=

Ui sessdo de ciclismo realizado por 30 minutos a 60% do YOxes dentro (Bansi,
Bloch er af., 2002) ou fora da dgua (Gold, Schulz ef al., 2003) foi capaz de promover aumento
sérico de BONF em pacientes EM estiveis. Do mesmo modo, curtos periodos de exercicio
regular tiveram efeito similar. Meste caso, tanto o protocolo de 30 minutos de ciclismo na
dgua a 60% do VO realizados 3 vezes por semana durante trés semanas (Bansi, Bloch e
al, 201 2) quanto o protocolo de 30 minuios de ciclismo a 60% do VO realizados 3 veres
por semana dJurante 4 semanas(Costellano ¢ White, 2008) foram efelives em aumentar as
concentraghes séricas de BDNF em pacientes EM estaveis. Mo entanto, ndo foram observadas
diferengas apds periodos mais crinicos de exercicio (Schule, Gold er al, 2004; Castellano ¢
White, 2008; Waschbisch, Wenny ef af, 2012). Neste caso, foram observados tanto efeitos
negativos de 8 semanas de ciclismo a 60% do VO realizados 3 vezes por semana
(Castellano ¢ White, 2008; Schulz, Gold er af. 2004} quante nio diferentes nos valores
repouso de pacicnics ativos em comparagdo com nido ativos.

Assim, uma questdo conflitante fica em aberto com relaglo 4 comunicaglo entre
neurotrofinas ¢ fatores do sistema imune ¢, portanto, investigagdes adicionais sio necessinias
para o melhor entendimento da regulagio envolvida na neuroprotegio de pacienics com EM,
Alem disso, por questdes Hicas, estes estudos excluem oz pacientes que  esiejam
experimentando um surlo ¢ apenas aqueles estaveis na doenga sjio incluidos (Gold, Schulz ef
al, 2003; Heesen, Gold ef al., 2003; Schulz, Gold of of, 2004; Castellano, Patel ef al., 2008;
Castellano ¢ White, 2008).

O fato € que a maioria das respostas observadas nestes estudos ¢ similar 4 descrita

a0 pares sauddveis, sendo que as diferencas observadas estdo descritas na Tabela 02,
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Tabela 02 — Resumo dos resuliados observados em estudos sobre o5 cleilos de uma sessio de
exercicio (agudo) e do exercicip regular (cronico) cm pacin:nu:i com Esclerose Miliipla

quando comparados com individuos saediveis,

Citocinas! Fatores neorotrofices

Estudo
Basal Agudo Criinicn
Castellano et al., 2008 - - T TNF
Castellano and White, 2008 4 BDNF . + BONF
Heesen et al., 2003 + INE-y - + IL-10%
Gold et al., 2003 T NGF T NGF A

* Em comparacio com individuos saudiveis nilo exercitados.

Com estes dadozs, nolamos que continua em abere como a imunomodulagio
promovida pele exercicio fisico regular poderia aluar em pacientes com EM duranie o surio
da doenca. E importane notar que os surtos da EM sio descritos como o momento em que a
comentragdo sérica dos fstores neurotrdficos estd exacerbada (Sarichiclli, Greeo ef al, 2002),
Além disso, foi demonstrada uma correlagho imversa entre o nimero de lestes T2 na
ressondncia magnética por imagem ¢ os niveis séricos de BDNF (Comini-Frota, Rodrigues of
al, 201 2). Estes dados sugerem que estratégias capazes de promover o aumento na produgdo
de BONF durante os suros, poderiam promover um efeilo neuroprotetor adicional, uma vez
que esta molécula tem sido reconlweida como um mediador importante mobecular na

neuroprodecio (De Santi, Polimeni ef al . 2011; Lubder, Gold ef af, 2013).

Dois estudos de imagem por ressondncia magnética sugeriram efeito protetor da
apliddo cardiorrespiratdria sobre funglio ¢ estrutura cerchrais em pacientes com EM (Prakash,

Snosok of @l 2007; Prakash, Snook o of , 2000}, Sé estes resultados estio associados & maior
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produgio de fatores troficos ou mesmo atenuagdio de citocinas pro-inflamatdrias no SNC dos

pacienies com EM. permanece por ser ¢lucidado.

Por outro lado, as interagles emire um protocolo de exercicio fisico regular e a
producio de cilocings ¢ fatores neurotrdficos bem como sua influéneia nos pardmeiros
histopatologicos associadas & doenga, podem ser avaliados com a wilizagio dos modelos
animais. Dois estudos do século passado, mostraram que o exercicio em esteira atrasou
significativamente o aparecimento da EAE quando os ratos correram do dia 0 a0 dia 10 pos-
induglio, até o surgimendo da paralisia (Le Page, Ferry o al, 1994), Da mesma forma, dois
dias de exercicio infenso, realizados apds a indugdo, strassram hgeiramente o inicio da decnga

sem afetar a sea gravidade (Le Page, Bourdoulows ef afl, 1996,

Qutro estudo mais recente, avaliando os efeitos da corrida voluntiria sobre a EAE
induzida por MOGsss: em camundongos C3TBLA, além de atenuagio dos sinais clinicos,
também observou restauragiio da sensibilidade do receptor canabindide CB1 e da perda de
espinhas dendriticas, carscleristicas comuns no stristum de animais EAE (Rossi, Furlan ¢ af,
200/). Como diferengas inflamatdrias na medula espinhal ¢ no cérebral entre os dois grupos
analisados ndo foram observadas, os autores sugeriram que o exercicio ndo tenha atuado na
minizagio da gravidade clinica via stenuagio do processo inflamadrio. Meste csiudo, a
andilise histopatologica foi realizada em animais sacrificados em 50 dpi. quando a

apresentagdo clinica da doenga apresenta-s¢ em remissio,

Conforme mencionado anteriormente, tem e sugerido que a progressio do modelo
EAE induzido por MOGese em camundongos CSTBLS ¢ associado com aumento nos niveis
de desmiclinizagio ¢ dano axonal (Recks, Addicks er af, 201 1). Abém disso, sugere-se que a
mecessikdade de se estudar os efeitos de estratdégias neuroprodetoras em modebos animais tem
sido apontada como uma urgéncia {Lubder. Gold er o, 2013). Dessa forma. o entendimento

dos efeitos do exercicio fisico regular na modulagdo das respostas caracteristicas da EM como
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inflamagio, desmiclinizagho ¢ dano axonal podem ser avaliados pelos resultados apresemados

noy presente exiedo.

4. Exercicios na agua ¢ o Esclerose Maltipla

Apesar da inconsisténeia com relaglio acs resullados observados. sobretudo em
funglo da falta de controle adequado (Bender, Karagulle ef al., 2003), 05 exercicios na agua
sa0 frequentemente wiilizados objetivando-se alivio da dor em pacientes com aheraghes
neurologicas ¢ musculoesqueleticas (Hall, Swinkels et al, 2008). Além disso, argumenta-se
que exercicios de comida podem ser inndequados para pacientes com EM devido & exposicio
a condigdes ambientais adversas, enquanto que a natureza flutuante de dgua e a capacidade de
controbe de temperatura da dgua de forma sfo caracteristicas que tornam os exercicios na dgua

uma teraplutica mais positiva (Gehlsen, Grigsby o ol 1984

(s efeitos do wm programa de exercicios aquiticos realizados em intensidade
equivalente ao limiar de lactato’, duas vezes por semana. durante 8 semanas, foram testados
em duis mulheres portadoras de EM (Pariser, Madras ef af, 2006). Elas poriavam a doenga hd
mais de 10 anos ¢ possuiam deficiéncia leve (EDSS = 2.5) com sensapdes de fadiga,
dorméncia nas milos ¢ nos pés ¢ vislo turva ocasional. Apds o periodo de intervengiio, as duas
mulheres apresentaram aumente da aptidio flsica represendada pelo sumento na coarga de
trabalho suportada. As respostas simomatobigicas, porém. foram ambiguss com uma

participante informando diminuigho da sensagdo de fadiga e outra ndo relatando mudanga.

¥ Limizr de lactso € o imemsidade do exercicio s 4|.:.1J i phldu-.,'ﬁl.l da acido latico pelos musculos em
afividade supers a remsogio sistérmien desse metabolito durante o exercicio flsico progrssive
infcasdle, Katch of af. . 1%L
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Por outro ladoe, um estudo realizado com mulleres poriadoras de EM na forma surio
remissio verificou efeitos benéficos dos exercicios aquiticos na diminuig3o dos sintomas de
fadiga. Meste catudo, 10 mulheres fizeram excrcicios aquiticos durante 8 semanas, 3 veoes
por semus com duracio de 60 minutos cada sessdio e 11 mulheres serviram como controle,
Antes do inicio do estwdo e pos penodos 4 ¢ B semanas, & mulleres responderam ao
questiondrio HROQOL (Health Relaed Chuality of Life) para indicar sinlomas de fadiga. No
inlcio do cstudo, 0s dois grupos de mulheres ndo diferiram entre 51 quanto ao nivel de fadiga,
mas s semanas 4 ¢ B, o grupo exercitado apresentou melhores resultados que o grupo

controbe {Kargarfard, Etemadifar ¢r al., 20012).

5. A Natagiio como paradigma de exercicio fisico em maodelos animais

Exerciciy de mnatagdo fem sido aceito como um models bem controlado de
treinamente fisico em animais, Meste sentido, seis semanas de natagdo sdo capazes de
melhorar a condigio cardiovascular (Evangelisia, Brum of af, 2003) ¢ desenvolver resisténcia

muscular (Oh-1shi, Kizaki of of, 199 em camundongos,

Com relaghe & aptidio cardiovascular, werificou-se diminuigio da freqiiéncia
cardiaca de repouso em camundongos cxercitados na modalidade natagdo por seis semanas
em 5 diferentes protocobos de exercicio incluindo: 1) duas sessoes didrias de S minutos sem
wdicdo de carga; 2) duas sessdes didrias de &0 mimutos sem adigdo de carga; 3) uma sessdio
didria de %0 minuos sem adigio de carga; 4) duas sessdes didrias de 60 minutos com adigdio
de 2% do peso corponal atado a cauda dos animaiz ¢ 5) duas sessbes didrias de 60 minutos
com adigdo de 4% do peso corporal. Em todos 08 casos, os prodocolos foram realizados cinco

VEFIES POT Semana com a femperatura da dgua mantida entre 30 ¢ 32 °C. Nio houve diferengas
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entre 08 grupos ¢ os amlores sugeriram que a bradicardia de repouso indica melhor do
condicionamento acribio nestes animais {Evangelista, Brum ef af, 2003},

Animais exercilados em cineo vezes por semana, durante uma hors sem adigio de
carga em dgua de 35-36°C mostraram aumento da afividade de citrato siddase em midsculo
gastrocnemio apis scis semanas de realizagio (Oh-Ishi, Kizaki ef al, 1996).

Dados prévios demonstraram que, 52 comparado a corrida, a natagio parece fornecer
urna forga motniz mais imponanie para & adaptagdes moleculares em favor da nevroprotecdio

{Ra, Kim of o, 2002; Deforges, Branchu ef af, 2009,

Mesti caso, B0 s comparar os efefos da natagdo ¢ da comida em um models animal
de esclerose lateral amiotrdfica (ALS), verificou-se que a natagho realizada 30 minutos por
dia, & veres por semana durante 45 dias promoves melhora na fungdo motora, aumenio da
expectativa de vida em cerca de 25 dias ¢ a0 contriro da corrida, a natagdo retardou
significativamente a more dos neurdnios motores cspinhais bem como preservou as
populaghies celulares de astrdcitos ¢ oligedendricitos (Deforges, Branchu er ol 200095, A
inlensidade do exercicio Toi controlada pela welocidade do fluxe de comrende da dgua na

prscina (5 litros por minuta ) e velocidsde da esteira na corrida (13 metras por minuto).

Os amtores sugeriram que os mecanismos mobeculares da neuroprotegdo indurida
pela natagho possa ndo refletir a expressdo de moléeulas difusiveis, mas uma modificagdo
intrinseca dos neurdnios ativados. Assim, nos perguntamos s¢ essas modificacdes intrinsecas
especificas formecidas por reimamento de natacdo poderiam ser aplicadas ao modelo de EAE.
Vale mencionar que o presente eztudo ¢ o primeiro trabalhar a investigar os efeitos do
exercichy regular de natagio no desenvelvimenio ¢ ma progressio da emcefalomieline

autoimune experimental.
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1. Dbjetive geral

O objetivo geral do estude Foi avaliar o8 efeitos neurofisiologicos de seis semanas de
exercicio fisico regular na modalidade natago iniciados anterrormente & indugko ¢ mantidos
alé o inlcio do desenvolvimento da encefalomiclite autoimune experimental (EAE) sobre o

desenvolvimento ¢ progressio da doenga,

2. Dhjetivos especificos

Yisamdo o cumprimento do objetivo geral do estudo este trabalho foi dividido em

capitulos L 1L 1 e IV, Sendo assim, os objetivos especificos de cada eapitulo sfo descritos a

SEEUir:

I - Capitulo 1

Eztedar a evolugio clinica da EAE em resposia ao exercicio fisico prévio ¢ regular

de natagho nos animais EAE sedentdrios e exercitados, utilizando:

= Dbaervagio didria da pontuagio do escore clinico;

= Coleta didria de dados de peso corporal dos animais
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11 — Capitulo 11

Estudar alleragbes metabdlicas sistémicas associadas ao exercicio fisico regular de
matagdo ¢ possivelmente afeiadas pelo modelo EAE na sua fase aguda em animais EAE ¢

comrole, sedentirios ¢ exercitados, vtilizando;

Mensuragdo do peso do tecido adiposo branco, do misculo gastrocnémio ¢ do
ligado;

Mensuragdio dos niveis séricos de glicose, triglicérides e colesteral;

Mensuragdo do comendo de glicogénio muscular e hepatico;

Wemsuracio do cometido muscular de THF e 1L-6,

11 = Capitulo 11

Estudar alteragdes neurelnflamatdrias associadas ao desenvolvimemto do EAEesc o
exercicio fisico regular e prévio de natagdo pode causar alguma modulacio desias alicraghes.
Para isto, foram estudados, no fase da aguda da doence, animaiz EAE ¢ controle, sedentirios ¢

exercitados, quanto &

- Quantificagdo do recrutamento de leucdcitos por microscopia intravital em
cerebro ¢ medula espinhal;

= Quantificagio da alleragho de celularidade por histelogia (HE) em cérebro e
medula espinhal;

- Contagem total circulante de leucocitos;
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= uantificacio dos nivers de citocings anti- ¢ pro-inflamandnias por Elisa em
homogenato de cérebro e medula espinhal;
= Quartificagho dos niveis de BDNF por Elisa em homogenato de cérebro ¢ medula

espinhal,

1V = Capitulo IV

Estudar alteragoes neuropatobigicas associadas & progressio do modelo EAE e se as
mesmas podem ser afetadas pelo exercicio Msico regular ¢ prévie de natagho, Para isto,
estudow-se, na fase cronica da doenga, medula espinhal de animais EAE sedentirios e

exercitados, quanto i

= Andlise do perfil de células infiltradas por citometria de fluxo;

= Andlise do volume de desmiclinizagio por luxol fast blue;

= (Cuantificagio de  oligodendricitos  maduras ¢ oflulas  progenitoras de
oligodendricitos por imunohistoguimica;

= Quantificagio de proteinas da miclina por western blot;

= Andlise gualitativa de dano axonal por imunohistoguimica;

- Quantificagio de proteina indicadora do dano axonal por western blot;
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1. Consideraches inicinis sobre a aprovagio fica dos esfudos

Os estudos realizados entre setembro de 2000 e abrl de 2012 no Nicko de
MNeurociencias (NNC) do Departamento de Fisiologia ¢ Biofisica da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) foram aprovados pelo comitd de ética em experimentagio animal
(CETEA) da mesma universidade sob protocolo admero 242010 (pagina 134), O estudos
realizados sob este protocolo serdo coletivamente referidos como experimento “A” neste
capitulo, mas também inclui os dados apresentados nos capitulos 11 ¢ 1L

O estudos realizados enire maio de 2012 ¢ fovereire de 2013 no Department of
Microbiology and Immnology and Newrological Swrgery da University of Miari foram
aprovados pelo comité institucional para usos ¢ cuidados com animais da mesma universidade
(Ferstivaerionnad Andweal Care and Use Commitiee of the University of Miamiy sob protocalo
nimero (9161, Os esiudos realizados sob este proiocolo serdo coletivamente referidos como

experimento “B” neste capitulo, mas também inclui os dados apresentados no capitulo IV,

1. Experimento “A™ - NNC/UFMG

2.1, Animais e condighes experimentais para realizagio do estudo

O centro de bioterismo (CEBIOY da Universidade Federal de Minas Gerais {UFMG)
forneceu os 166 camundongos Emeas C3TBLG) (6-8 scmanas de idade) pesando 16,2 240,12
pramas (médiazEPM) que foram wiilizados no experimenio “A”, Esies animais foram
manidos em condighes ambientais padrfio com ciclo claroiescuro de 12212 horas, recehendo

dgua ¢ alimento ad [ikifem durante todo o periodo experimental. Os animais foram divididos
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em Sedentdrios (n=83; 16,1340,17g) ¢ Excrcilados (n=83; 16,1620,16g), Apds 4 scmanas, 03
animais dos 2 grupos foram subdivididos em Controle ¢ EAE, formando os subgrupos: 5-C

(=4, B-C =42 S-EAE (n=42) ¢ E-EAE (n=41 ), conforme se observa na Figura 01,

A
|
166 camundongos. Timeas CS7BLEI
6-R semanas 16,2 H1,12
1
Crdenliiin Exsdcitacad
n=E% n=g1
| | d 1
i 1 1 A 1
Comirole EAE Conirole EAE
5L n=d] S-EAE el E-C n=4F E-EAE m=41
n

|:|.||ll 5] &} A4
10l TAdpl  Plofs TAD
Firrt i
Coleimnernanal de T -5 aluvle da cirfe ——

[ da midnbrea)

Colwris didie da FCeda BL

w3 epoednpu) g

Figura 01. Condigies de estudo do Experimento “A™. A) Animais e grupas experimentais,
B) Desenha Experimental. Legenda: PC = Peso Corporal; EC = Escore Clinico.

L1, 0 protocole de exercicio fisico

Moz experimenios “A", o protocolo de exercicio fisico de natagdo foi realizado em
pixina apropriada para camundongos. A dgua da piscina foil mantida em femperatura
constanie de 3121°C ¢ wocada diariamenie por questbes de higiene. (s procedimentos

apresemiados a seguir para adapiacho dos animais a0 meio liquido, teste de desempenho e
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determinagio da carga de trginamento foram previamente descrites (Almeida, Gomes-Fillo o
el 200, Inkcialmente, o5 camundongos passaram por um anmeno gradative do wmpo de
permanéncia na piscina iniciando-3¢ em 10 minutos ¢ aumentando em 05 minuios ald que
atingissem o lempa de 25 minutos cominuos, Messe periodo, os animais achimatiam o mero
liquido ¢ os eventos de Autuaglo tormam-se mais constantes. Assim, so final da primeira
seimand, realizou-se um teste de desempenho para estabelecer uma carga de reinamento a ser
imposta 30 animal,

O feste foi iniciado com 2% do peso corporal do animal sdado 3 sua couda e, a cada 3
minutos, foram acrescidos mais 2% até que o animal ndo conseguisse mais mander a cabega
na superficie da dgua. Nesse momento, o animal foi retirado da dgua e o tempo de teste bem
como a porcentagem do peso corporal atingidos, anotados, O teste durou em média 12 a 18
miniios adepender do desempenho do animal, com cargas atingidas entre 10 ¢ 18% do peso
corporal. A carga atingida nesse momemo o estabeleckda como mixima ¢ os animais
exercitados regularmente a partir da segunda semana, 05 vezes/semana, por 30 minutos, com
608 desse valor atado & cauda. Para a manutengio da carpa de exercicio, os animais foraii
pesados no inicio de cada semana e a carga, de 6-84% do peso corporal, ajustada. B
importante observar que a carga média de treinamento para oz §3 animais exercitados foi de
6821.1% do peso corporal (médiatdesvio padrio), fornecendo um baixe coeficiente de
variagBo {16.5%).

Este protocolo durou 06 semanas ¢ foi finalizade 10 dias apds a induglo da EAE. A
data de término do protocolo foi escolhida por ser caraclerizada como o inicin do
aparccimento dos simais clinicos (Dos Santos, RofTe ef of , 2008; Berard, Wolak e af, 20003,
umi vez que nosso objetivo foi avaliar as interagBes entre uma aumentada aptiddo fisica
prévia ¢ o desenvolvimento da doenga, £ importante observar que 06 semanas de exercicio

regular de natagiio em camundongos promovem estimulo suficiente para melhora da aptidio
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cardiovascular (Evangelisia, Brum e al., 2003 ) ¢ muscular {Oh-1shi, Kizaki ef al, 1996} além
possuir cfeitos anti-inflamatérios (Almeida, Gomes-Filho ef @f, 2009) ¢ neuroprotetores
(Deeforoes, Branchu of ol 204809},

Ainda nos experimentos “A”, os animais sedentarios foram colocados dentro da
piscing, sobre uma plaaforma, permanecendo assim no mesmo ambiente pelo mesmo lempo
que os animais exercitados, durantes os seis semanas experimentais. Finalmente, para
minimizar o estresse da ativagBo dos mecanismos de controle da temperatura corporal, apas
cada sessdo de notagdio, o5 animais dos dois grupos foram cuidadosamente secados com uma

toalha de banho e recolocados em suas gaiolas.

2.3, O protocolo de indugdio ¢ a avaliagio clinica da EAE

A indugdo da encefalomiclite autoimune experimental (EAE) ocomeu na quinta
semana experimental, sendo realizada conforme previamente descrito (Dos Santos, Barsante
o ., 2005; Dos Santos, Roffe ef ol , 2008) ¢ detalhada a seguir.

(s animais foram inicialmente pesados e depilados na regifio da base da cauda, local
da injegdo da emulso antigénica. O peso inicial € um dado importante para ciloulo do delta
corporal no decorrer do estudo, uma ver que a apresentagdo clinica da EAE ¢ acompanhada
de significativa redugfio de massa corporal (Kerfoot, Norman ef al, 2006). Na semana da
induglio, os animais sedentirios e exercitados atingiram valores similares de peso corporal
{sedentarios: 18.82+0.14 ¢ exercitados: 18.8040,17; P=0.05; teste Marn Whitney). Apos a
depilagho e coleta do peso, os animais foram mantidos para habituagdo no local de indugdo,
para prepars dos reagentes,

Ma indugko, cada animal recebew 100ug de peptideo muring MO (sequincia

MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) diluidos em 50pl de salina e 50pl. de Adjuvante



CAPITULOI 4

completo de Freund (CFA) suplementado com 4,00 me/ml de Mycobacterinm inbercilosis
H3TRA (Difco Laboratories, Detrodt, MI, USA), Estas duss solugbes (salina ¢ CFA) foram
homogencizadas com o auxilio de um three way, sendo 30pl. da emulsdo injetadas
subcutancamente de cada lado na regido da base da canda dos animais, tofalizande [00uL de
emulsio contendo 100pg de MOG:css por animal, Apds este procedimento, o5 animais
receberam injegdo intraperitoneal (ip) 300ng de toxina Bordetella pernussis (Sigma-Aldrich,
5t Louis, MO, USA) diluida em 200pL de saline. Este dltimo procedimento (injego ip de
toxina pertussis) foi repetido 48 horas apds a indugho, Os animais dos grupos controle (5C e
EC) receberam injecdes de saling nos mesmos [ocais anatdmicos ¢ nos mesmos momentos.

Mos dias seguintes a indugdio, diariamente, os animais foram pesados ¢ observados
quanto aos sinais clinicos carscleristicos do modelo. O escore clinico utilizado neste estudo
foi previamente descrito (Kerfoot @ Kubes, 2002). Este se caracterizou por atribuigdio de
pontos (0 a4} de acordo com o fendtipo apresentado sendo:

) Sem sinais clinicos;

1} Paralisia da canda;

2) Paralisia da cawda ¢ fraquesn nas patas posteriones (paresia posterior);

3) Paralisia de cauda ¢ patas posteriores;

4) Paralisia de cauda e patas posteriores ¢ fraqueza nas patas anteriores.

Meste estudo, os animais apresentando paralisia de parte da easda no inicio da
apresentagiio clinica receberam escore 0,5, Este acompanhamento ¢linico foi realizado até 14
dins apds a indugho (14dpi), pois estudos prévios do nosso grupo demonstraram ser esse o
pico das apresentagBes clinicas (Dos Santos, Barsante of of, 2005; Dos Santos, Roffe ef al,
2008). As andlises estatisficas foram  realizadas por métodos paraméiricos ou  ndio-
paramétricos de acordo a normalidade dos dades e s3o detalhadas na descrigho dos resultados,

O valor de significincia fol estabelecido em P=<0.05.
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24, Resaltados observados no Experimento *A™

Para avaliar os efeitos do exercicio fisico prévio (6 semanas) no desenvolvimento
clinico da EAE, amimais sedentirios (n=42) e exercilados (n=41), que receberam injegido
contends MOWiz...: foram monilorados diariamente até a o pico da doenga em 14 dpi.
Seguindo este protocolo, podemos observar na Figura 02 e na Tabela 03 que o exercicio
regular de natagfio foi capaz de slenuar o apresentacio clinica da doenga a1é seu pico. Na
Figura 02, a andlise de varidncia de duas vias revelou efeito dos dins pos inducio
(F13 0= 147,07; P<0,0001), do exercicio (Fj y1=51,77: P<0,0001) ¢ da interagio de ambos
o5 fmtores (Fyz, 152=5,59; P<0.0001) com diferenca significativa observada entre 10 ¢ 14 dpi
(P<0.03; teste posr hoc de Bonferroni). O teste Mann Whitney para cada dia observado
confirmou as diferengas entre 10 ¢ 14 dpi (P<0,05), ¢ adicionalmente, mostrou diferenga em

0% dpi (P<0,05),

iy

I
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Figura 0, Sinais clinicos da encefalomielite autoimune cxperimental {EAE) em animais
sedentirios ¢ exercitados do Experimento “A", Dados apresentados como médiat EPM,
Diferencas observadas entre 10 ¢ 14 dpi (P<0.01 pelo teste post hoe de Bomferrond) e entre (9
e 14 dpi (P<0.05 pelo teste Mann Whitney para cada dia observado. nfle demonsirado).
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Na Tabela 03 podemos observar que, exceto a incidéncia, todos 0f parimetros
clinicos da EAE foram atenuados/atrasados pelas seis semamas prévias de exercicio fisico
regular de natagdo. Estes dados incluiram o dia de inicio doenga (onser), o escore clinico
maximoe ¢ o indice cumulative de escore. Os dados estio apresentados como média ¢ ermo
padrio da média (EPM), sendo o valor mediano apresentado entre parénteses e foram
analizados pelo teste de Mo Whirney (o valor de P ¢ demonstirado na quarta coluna da
tabela), Ouser foi definido como o segundo dia consecutivo de paralisia da canda ou escore
superior {Brambilla, Ashbaugh er o, 2011). © escore clinico maximo foi caracterizado como
a pontuagio mdxima que cada animal atingiu independente do dia apds a indugdo. O indice
cumulativoe ol calculado o partir da soma dos escores de cada animal entre O ¢ 14 dpi,
caracterizando-se, portanto como andlise de drea sobre a curva (Brambilla, Ashbaugh or @l

2011)

Tabela 03 — Parimetros clinicos da EAE em animais sedentarios ¢ exercitados avalindos até o
pico da doenga ( 14 dpi) no experimento “A”. Os dados estiio apresemados como média e ermo

padrdo da média (£), sendo o valor mediano apresentado entre parénicses.

Varidveis Sedentdrios (n=41) Exercitados (m=41) [
Incidéncia (%) 95,24 £3,33 95,12 3,41 0,9902
et (dia) 11,38 £0.24 {11,0) 12,14 40,22 (12,0) 00139
Eszcore clinico maximo 2,76 £0.16 (3,00 215 20,15 (2.00 (00
Indice cumulativo 993 20,78 (11,0} 6,24 4,60 (5.0 i (R

Conforme salientado no item 2.2 sobre descrigdio do protocolo de exercicio fisico, a

carga média de treinamento para os 83 animais exercitados no experimento “A™ foi de
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B6,8+1,1% do peso corporal, sendo que valores similares foram observados nos grupos
isoladamente (controle 6.80+£0.11% ¢ grupo EAE 6,76£1.13% do peso corporal). Outra
mnformagio relevante & que nido houve qualguer comelacio enire o5 parimetros clinkcos da
EAE com a carga de treinamento imposta aos animais desse grapo, conforme e observar na
Tabela 04. Esta analise foi realizada pelo método de correlagdo niio paramdétrica de Spearmnan
(o vidor de P é demonstrade na lerceira coluna da fabela) e evidencia a uniformidade do

prolocolo de exercicio mesmo com cargas individuais calculadas semanalmente.

Tabela 04 = Pardmetros clinicos da EAE dos animais exercitados no experimento “A™ ¢
testados para corrclacio com @ intensidade da carge de treinamento imposta duramie o

protocolo de exercicio regular realizado antes da indugio ¢ mantido mé¢ o inicio do

desenvolvimento clinico.
Varidveis Indice de correlacio de Spearman P
Incidéncia (%) 018 03
Cheser (dia) -(,02 1.0
Escore clinico médximo -0, 10 0
Escore em 14 dpi -0,07 0,7
indice cumulativo -0.06 0,7

O acompanhamento didrio da evolugio da massa corporal com calculo do peso
relative (%) a partir do valor coletado no dia da induglo, mostra na Figara 03 que os animais
dos grupos controle mantiveram-se com valores constantes a0 longo dos 14 dias de andlise.
Contudo, os animais EAE apresentaram progressiva reduglio ponderal a partic do dia em que o
seore clinico foi elevado, Adicionalmente, observamos gue os animais EAE exercitados

apresentaram atenuaglo da redugio ponderal em relagio aos sedemtirios e, novamente,
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coincidente com a resposia de atenuagio no escore clinico, A andlise de varidneia de duas vios
entre 05 dois grupos EAE revelou efeito dos dias phs indugiio (Fropa=4733 P<0,0001}, do
exercicio (Fy 15=33.87; P<00001) ¢ da imeragdo de ambos os ftores (Frons=313;
P=<0.0001) com diferenga significativa observada entre 09 e 14 dpi (P<0,05; teste post fioc de
fronferrom), A comparagio entre os dois grupos sedeatdrios (controle ¢ EAE) mostrou um
efeito dos dias pds indugdo (Fropee=159%6; P<D0001), da EAE (F) ..=6088; P<0,0001}) ¢
da interagiio de ambos oz ftores (Fiy 35,330 P<00001) com diferenga significativa
observada em 01 entre 08 ¢ 14 dpi (P<0,05: teste post foc de Bonferroni; ndo demonstrado no
grifico). A comparagdo entre os dois grupos exercitados {controle ¢ EAE) mostrou um efeito
dos dias pds indugBo (Fra0=992; P<0.0001), da EAE (Fy0=480,74; P<0,0001) ¢ da
interag®o de ambos o5 ftors (Froga=22.74; P<00000) com diferenga significativa
observada cm 01, entre 03 ¢ 07 ¢ entre 10 e 14 dpi (P<0,05; teste post o de Bonferroni; nio

demonsirado no grafico),
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Figura 03, Peso relative dos animais controle ¢ EAE, sedentirios ¢ exercitados do
Experimento *A". Dados apreseniados como médiaxEPM. Os asteriscos indicam  as
diferengas observadas entre oz dois grupos EAE para os dias 09 a 14 apds a indugdo (P<0,05
pelo teste post o de Banferro),
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3. Experimento B = University of Miami

Em se trafando de experimentos realizados em outro boratdrio ¢ pais, ¢ a diferente
realidade de recursos originais ¢ regras de utilizaches dos espagos ¢ manuseio dos animais,

foram necessdrias algumas adaplagbes nos protocolos experimentais.

3.1, Animais ¢ condigdes experimentais para realizacio do estudo

Os 47 camundengos [Rmeas CSTBLG) (07 semanas de idade), pesando 16,45 20,11
pramas (médistEPM)  Toram fomecidos pelo Juckson Loborgiory. Estes animais foram
mantidos em ambiente vienslamtigen-free, com femperafurs ¢ umidade controlados ¢ ciclo
clarocescuro de 12:12 horas, recebendo dgua ¢ alimento ad fhinen durante todo o periodo
experimental. Os animais foram divididos em Sedemtarios (n=24; 16.340,16g) ¢ Exercitados
(n=23; 16.6£0,14g) ¢, apds quatro semanas de exercicio (sendo a primeira de adaptagio ao
meio liguido), imunizados para 0 modelo EAE. Os animais, esquemas de tratamento ¢

desenho experimenial do protocelo de experimento “B” pode ser observado na Figura 04,

3.1, (3 protocolo de exercicio Misico utilizado no estudo

Mos experimenios “B”, o proiocolo de exercicio fisico de natacio foi realizado em
tangques de plastico com 25 em de allura por 28 em de didgmetro, preenchidos com 20 cm de
dgua mandida em 31217°C ¢ irocada diariamente, Assim como 0o experimento “A™, os animais
do experimento “B” foram adaptados ac meio Hquido, alingindo a0 final 25 minuios

continios de permanéncia da dgua,
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Fipura 04. Condigiics de estudo do Experimento “BY. A) Animais ¢ grupos experimentais,
B) Desenho Experimental. Lependa: PC = Peso Comporal; EC = Escore Clinico; FAE =
Encefalomiclite autoimune experimental.

Tendo em vista a uniformidade dos resultados oblidos nos testes realizados no
experimenio “A” {Tabeln 04), a carga de treinamenio foi estabelecida em 7% do peso
corporal. Assim, 05 animais passaram por uma adaptagio ao uso da carga por 15 a 20 minutos
contimeos, em substituicdo do dia de teste do experimento “A™, A partir da segunda semana de
protocalo experimental, o exercicio de natagko foi realizado 05 veresfsemani, por 20 minuios
contimeos, com T do peso corporal atado o cauda de cada animal com a carga ajusiada
semanatmente, O protocolo experimental durow a0 tolal 06 semanas ¢ foi lnalizado 10 dias
apds a indugio da EAE. Os animais sedentdrios permaneceram no mesmo ambiente de

tretnamendo isico pelo mesmo tempo que 0% animais exercitados,
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3.3, 0 protocole de indugio ¢ a avaliagio clinica da EAE

Assim como no expenmento AT, indugio da encefalomielite  auloimune
experimental (EAE) para o experimento "B ocorren na quinla semana experimental, sendo
realizada conforme previamente descrito (Dos Samos. Roffe e al. 2008: Brambilla,
Ashbaugh ef ol , 20011} .

MNa indugio, cada animal recebeu [00pg de Peptideo MOGaaa (sequiéngia
MEVOWYRSPFEREVYHLY BENGK: Bio Synthesis Ine.) diluidos em 50pl de saling ¢ 30pl
de Adjuvante completo de Freund {CFA) suplementado com 4.0 mg/ml de Mycobacrerium
fufercinlosis HITRA (Difco Laboratories, Detroil, ML USAL As solugbes (salina ¢ CFA)
foram homogeneizadas com o auxilioc de um homogencizador, sendo [Pl da emulsio
injetadas subcutaneamente na regido cervical dos animais, aphs anestesia gasosa. Apds esie
procedimento, os animais receberam injegdo intraperitoneal (ip) 300ng de toxina Sorderella
periussis (Sigma-Aldrich, St Louwis, MO, USA) diluida em 200pL de saling. Este dltimo
procedimento (injegdo ip de toxina perfussis) foi repetido 48 horas apds a indugio.

Mos dias seguintes a indugdo, os animais foram pesados ¢ observados quanto aos
sinais clinicos caracieristicos do modelo, seguinde 0 mesmo critério de pentuagio do
experimento “A", Este acompanhamento clinico foi realizado diariamente até 42 dias apds a
indugio (42dpik objetivando-s¢ a andlize dos efeitos de 06 semanas de exercicio regular de
natagdo sobre a fase crinica da EAE. Vale salientar que, na semana da indugio, o5 animais
sedentinios ¢ exercilados atimgiram valores de peso corporal absoluto similar aos observados
e experimento A", ¢ ndo foram diferentes entre s1 (sedentarios; 18,4080,22 e exercitados:

PR = 17: P=0005; teste Adarrr IFhimey).
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3.4, Resultados observados no Experimento * B

Para avaliar os efeitos do exercicio fisico no desenvolvimento clinico da EAE,
animais sedentirios (n=24) ¢ exercitados (n=23), que receberam injegio contendo MOG 00
foram monitorados diariamente aé a fase crinica da EAE em 42 dpi. Seguindo csle
protocalo, podemos observar que o exercicio regular de natagllo alenuow & aprescnisgio
clinica da doenga até a sua fase cromica (Figura 05 ¢ Tabela 05),

MNa Figura 05, a anilise de varidncia de duas vias revelon efeito dos dias pds
indugdo (Fu se=14.12; P<0,0001) ¢ do exercicio (F g~ 123,84; P<0,0001). No entanto,
nio houve efeito da interacio entre ambos os fatores (Fa pe=1.06; P=005), ¢ nem diferenga
significativa observada ¢m cada dia (P=0005; teste posr fioc de Bovferront), O wesie Mawn
Whimey entre as duas curvas confirmou, porém, o efeite do exercicio. mostrando diferenga
entre 0% dois grupos por o periodo experimental (P<0,0001 ), as<im como quando analisado

ponto a ponto, conforme e observa na figura abaixe.
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Figura 05. Sinais clinicos da encefalomiclite autoimune experimental (EAE) em animais
sedentirios ¢ exercitados do Experimento “B". Dados apresentados como médiatEPM, Os
asteriscos demonstram as diferengas observadas (P<0005; feste Morn Whiteey em cada dia), A
curva dos animais exercitados é significativamente diferende da curva dos animais sedentarios
(P, (00 12 teste Mannr Whimey).
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Assim como na Tabela 03, a Tabela 05 mostra stenuagio dos pardmetros clinicos da
EAE nos animais exercitsdos em relagio aos sedentirios, exceto pela incidéncia, Ouw seja, o
dia de indcio doenca (owser), 0 escore clinico maxime ¢ o indice cumulative de escore foram
significativamente diferertes entre os grupos. Os dados estiio apresentados como média e erro
padrio da média (EPM ), sendo o vabor mediane apresentado entre parénteses. (nsel © escore
cliniee miximo foram analisados pelo teste de Mo Whitrey ¢ o idice cumulativo de escore,

foi analisado pelo teste t de Siudend (0 valor de P é demonsirado na quarta coluna da tabela),

Tabela 05 — Pardmetros clinicos dy EAE em animais sedentirios ¢ exercitxlos avaliados até o
a fase cronica da EAE em 42 dpi no experimento “B7. Os dados extdo apresentados como

média ¢ erro padrio da média (£), sendo o valor mediano apresentado entre parénteses,

Variiveis Sedentirios (n=24)  Exercitados (n=23) P
Incidéncia (%) 79,17 2847 6522%10,15 02967
Omser (dia) 15,74 £1.25 (14.0) 2732257 (1700 00132
Escore clinico miximo 2584031 (3,0) 1,85 0,32 (2.0) 00701
indice enmulative 52,15 48,17 (61.0) 20,63 26,65 (17.0) 01,0390

A Figura 06 mostra o acompanhamento didrio da evolugio da massa corporal pelos
42 dias de andlise com cilculo do peso relative (%) a partir do valor coletado no dia da
inducko, Movamente, verificamos a progressiva redugdo ponderal a partir do ponio em que o
escore clinico foi elevado mos animais EAE sedentirios, ¢ atenuagdo da resposta nos animais
exercitados, Além disso, observamos a recuperacio do massa corporal dos animais com a
estabilizaglo da doenga. A andlise de varifincia de duas vias revelou efeito dos dias pds

indugdn (Farpswe=306; P<O0001), do exercicio (Fi, 0s=799%; P<00001), ¢ da imeragio
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entre ambos o3 fatores (Fap oe=140; P=0,0451), sem diferenga significativa observada em
qualquer dpi (P=0,05; teste post froc de Bonfereoni). Teste t de Student entre as duas curvas

apomou diferenga entre o5 dois grupos ao longo do periodo cxperimental (P<0,00001 ),

o=

FPesn relaiies | %]

- EAE
- [wieveadas - EAL

R R R EEEE E R EE R
Mg apds a indagda

Figura 06. Peso relativo dos animais EAE sedentirios ¢ exercitados do Experimento
B, Dados apresemiados como mddintEPM. Os asteriscos indicam as diferengas observadas
entre os dois grupos (P<0.05; teste 1 de Stndenr). A curva dos animais exercitados é diferente
da curva dos animais sedentirios (P<0,0001 ; teste 1 de Stden).
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1. Consideraghes iniciais

Ok Ghimos estagios da esclerose milipla foram associados a histéricos de
desnutrigdo ¢ perda de massa corporal progredindo para um quadro de caquexia seguido de
morie (Kamalian, Keesey of al, 1975; Babbe, Roers ef al, 20000, A caquexia & uma sindrome
metabdlica complexa que ocorre associada a uma enfermidade. sendo caracterizada por perda
de massa muscular com ou sem perda de massa adiposa (Evans, Morley ef al, 2008;
Donolee, Ryam er of, 200010 Como discutide no Capitulo 1 o modelo EAE apresenta
concomitante a apresentaciio clinica, uma imponante redugdo ponderal (Kerfoot, Norman er
al., 2006) que tem sido associada a comportamento doentio ¢ anorexia (Pollak, Ovadia o al.
20001 ).

Por outro Iado, & bem estabelecido ma eratura o papel do exercicio fisico regular em
promover importantes  adaptaglies metabdlicas gerando  ambiente  protetor contra 0
desenvolvimento de diversas doencas. Estas alteraghes incluem diminuigdo ¢ modificago do
infiltrade inflamatdrio no tecido adiposo (Kawanishi, Yano of al, 20000, menor incidéncia a
infeegdies (Gleeson, 2007} ¢ protecio contra inflamagdo de baixe grau (Mailwr ¢ Pedersen,
2008). Além disso, tem-se sugendo que o exercicio regular possa criar ambiente profetor
contra o desenvolvimento do quadro de caquexia e proteger contra a perda de massa muscular
associada a esta condighio {Donohoe, Ryan ef al., 20011; Argiles, Busquets of al, 2012).

Wa literatura faltam estudos que enfoquem os efeitos metabdlicos provenientes do
treinamento fisico em animais EAE. Assim, visando buscar um melhor entendimento sobre
este assunto, propomos investigaer se as alleragies metabdlicas clissicas promovidas pelo
exercicko fisico regular estariam associadas aos efeitos de atenuacho do escore clinico ¢ da

redugdo ponderal observadas nos animais EAE (Capilo T).
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2. Maderiais ¢ Métodos

Meste estudo, estdo mcluidos animais dos grupos 5-C (n=19), E-C (n=19), 5-EAE
in=21) ¢ E-EAE (n=18) que fazem parte do grupo total de animais estudados no Capitulo 1,
experimento “A°, Sendo assim, as condighes experimentais de manustengdo desses animais
bem come os protocolos de exercicio fisico ¢ de induglo do modelo de EAE seguem as
mesmas cspecilicages,

Brevemende, estes animais foram divididos em Sedentdrios e Exercitados e, apds
quatro 2emanas de exercicio, os animais dos dois grupos foram subdivididos em Controle ¢
EAE. Os animais EAE receberam injecho com emulsio contendo MOGicss ¢ 05 animais
controle, salina, O protocolo de exercicio foi mantido até que os animais atingissem 10 dias
de induglo (inicio dos sintomas clinicos) ¢ o acompanhamento didrio (coleta de massa
corporal ¢ observagho do escore clinico) seguiu até os 14 dias apés indugio,

Aos 14 dpi, os animais foram sacrificados por decapitsgdio para coleta de sangue,
fipado, misculo gastrocnémico ¢ tecido adiposo parametrial. O sangue foi mantido a
temperatura ambiente por 30 minutos, centrifugade a 3.000 rpm/3 min, a temperatura
ambiente, para separagio do soro ¢ usado em seguida para as dosagens. O figado foi pesado ¢
estocado a -20°C para posterior dosagem do conteddo de glicogénio. O misculo gastrocndmio
foi pesado ¢ estocado a -20°C para dosagem do contetdo de glicogénio. ou em nitrogénio
liquido para dosagem do conteddo de citocinas, O tecido adiposo parametrial foi pesado ¢
descartado,

Triglicérides, colesterol e glicose foram dosados no soro por méodos colorimeétricos
(espectroftdmetro modelo UV-1601PC, Shimadeu Corp.. Kyoto, Japan), utilizando-se kits

padronizados da Labest diagndstica (Labtest, Barueri, 5P, Brasil). Para estas dosagens, 06
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animais de cada grupo foram sacrificados apds jejum de 12-14 horas. Os dados estio
expressos como mgidl.,

Para determinagio do contendo de glicopénio, o miisculs pastrocnemio ¢ 200 mg de
figade foram digeridos, centrifugades e corados com adigdo de acido sulfirico {Duboig,
Gilles er al, 1956). Os wbos foram resfrisdos e a leiwra realimda a 480 nm
{espectrofoidmetre modelo UV-1601PC, Shimadae Corp,, Kyole, Japan} com a concentragio
determinada a partic de um padedo de glicose expressa em 100 nmols de glicose, Para figado,
o5 dados estio expressos comoe mg de glicogénio por 100 mg de tecido ¢ para misculo, mg de
glicopénio por mL de solugio, uma vez que wdo o tecido foi homogencizado ¢ alguns
animais ndo atingiram 100 mg de tecido muscular total. O nidmerno total de animais para esta
andilise foi: 5-C (n=03), E-C (n=05), 5-EAE (n=06) ¢ E-EAE (n=05}.

Para a dosagem do conteddo de citocinas {THF ¢ IL-6) musculares, as amostras 05 a
¥ animais de cada grupo foram homogeneizadas em solugdo (100 mg/mL) poara extragio de
eitocings. Esta soluplo foi preparada a partir de uma solugdo de tampdo fosfato (NaCl a
[3TmM; KCHa 2, 7mM; Na;HPOy a B, 1mM; KH:POy a 1,5mM) em dgua destilada, contendo:
NaCl o 0.4 M, Tween 20 a 0,05%, Albumina de soro bowvino (BSA - Bovine Serwm
Albumin) a 0.5%, Fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF- Phemplmetilsulfonil fluovide) a
0. ImM, cloreto de benretdnio a 0.1 mM, EDTA a 10 mM ¢ 20 KI d¢ aprotinina. O
homogenato foi centrifugado a 10,000 rp.m/10 min a 4°C ¢ o sobrenadante recolhido,
Miquotado ¢ estocado a -20°C mé o uso. As concentragies das citocinas foram avaliadas no
sobrenadante do homogenate em diluigdo 13 em PBS comtendo 0.1% de soro albuming
bovina (BSA), Os kits ELISA para dosagem das citocinas foram obtidos da R&D Systems
(R&D Syaems, Minneapoliz, MM, USA) ¢ uiilizados de acordo com o5 procedimenios
previamente descritos pelo fabricante, em trés etapas (1° dia: plaqueamento; 2° dia: blogueio;

3" dix detecgliofrevelog®o em absorbincial, A concentragdo referente a cada amosira Foi
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calculada a partir de uma curva padriio correspondente e expressa em pg/mL. O mimero total

de aninkais para esta andlise foi: 5-C (n=08), E-C (n=08), 5-EAE (n=09) ¢ E-EAE (n=07).

3, Resultados Observados

ma Tabela 06, observamos os parimetros metabdlicos dos animais EAE e controbes
sedentirios e exercitados avaliados em 14 dpi com oz dados apresentados como média ¢ crro
padrio da média (). Estes dodos foram inicialmente analisades guanto a sua normalidade,
tendo sido encontrado P=0.05 e, portanto, analisados por métodos paramétricos. Em seguida,
realizamos andlise de varifincia de duas vias para busca de possivels inferaghes enire o8
efeitos do protocolo de exercicio fisico ¢ da indugio da EAE sobre o modelo.

A EAE teve efeito i=oladamente sobre peso relative do tecido adiposo (F) =980T,
P=1}, 000 1 ); peso relative do madsculo gastroenémio (Fy =071 P=00132Y% peso relative do
figado (Fi 0=25.95; P<0,0001); cobesterol (Fis=11.66:; P<0,00) THRF muscular (Fi 1042
Py e 1L-6 muscular (Fy &=23.25; P<0,0001 ) O exercicio regular de natogiio teve efierlo
isoladamente sobre glicogénio hepdtico (Fy=9.06; P<0.01) ¢ muscular (Fyq=19.86;
P<0.001), sendo que este Gllimo foi o dnico a também ier side afetado pela interagio entre
exercicio @ EAE (Fy 17=7.21; P=0,0156).

0 efeito da EAE foi adicionalmente verificado pelo teste 1 de Stwdent comparando-se
oa dois grupos sedentdrios ¢ os dois grupos exercitados. Assim, houve diferenga entre os dois
grupos sedentdrios para peso relativo do tecido adiposo (P<0,0001), peso relative do misculo
gastrocnémio (P<0,05), peso relative do figado (P<0,001 ), TNF muscular (P<0,01 e P-<0,05

pelo teste post hac de Borferrond) @ 1L-6 muscular (P=001) E houve diferenca endre o3 dois
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Tabela 06 — Parimetros metabdlicos dos animais EAE ¢ controbes sedentdrios ¢ exercitados
avaliados no pico da doenga (14 dpi). Os dados estiio apresentados como média e crmo padriio

da média ().

L5 pens
Vurbiveis

sC EC SEAE EEAE

Peso relativo do tecido achiposa 0.80+005" 0.70+0.07" 0.08:006" 0.21 007"

Peso relativo do misculo gastrocnémio 0,54 10027 0.534002° 0472002 047 +0.03°"

Peso relativo do figado 371 40.08° 3984011 4.332011" 432 +006"
Gilicose sérica (mg/dL) 9101327 O5ELE2" 697450 TE6£113°
Triglicérides séricas (mg/dL) 1220£153% 127.2:101,7° 90.24207° 119.34132°
Colesterol total (mg/dL) BDL35.6° E242:44" 628454"  GRZ228°

Glicooinio hepdtico (mg/100 mg) 307036° 5794041 3091068 374 £0.64°
Gilicogénio muscular (me/ml) 0.39+002°  047+0.01"% 0354003 031 £0.02°
TNF muscular {pg/ml) 163.4411.0° 111.24121° 945497% 96.44153"°
11.-6 muscular (pg/ml) 728:89°  §4.2:69° 208:54"  300:52°

Letras iguais na mesma linha indicam dados iguaiz ou auséncia de diferenga significativa,

Peso relative expresso em grama de tecido por 100 gramas de massa mrpulal.
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1. Recrutamenio de leucdeitos para o sislema nervaso ceniral

1.1, Consideraghes iniciais

As interapdes enre 08 leucheitos ¢ o tecido iniciam-s¢ nas oflulas endotcliais com o
evenios rolamento e adesdio. Esses eventos sdo mediados pelas moléculas de adesio taio nos
leucdcitos quanto no endotélio. MNosso prupo de pesquisa tem como foco de pesquisa o
clucidacio dos mecanismos moleculares e celulares associados o essas interagbes leucocito-
endotélic na microvasculatura do SMC em  diferentes condigbe  neursinflamatdrias.
Anteriormenie demonstramaos gue o atenuado escore clinico dos amimais FAE deficientes para
o receptor de bradicinina pode estar associado com menor adesiio de leucheilos na
microvasculatura cerehral assim como menor infilirade submeningeal, em cérebro ¢ medula
espinhal, acs 14 dias apos a indugio (Dos Santos, Roffe ef ol 2008).

Meste sentido, com o intuito de verificar se o atenuado cscore clinico dos animais
EAE exercitados do presenle estudo também foi associado com menor recrutamento de
células inflamatdrias ao SNC, mensuramos as interagdes leucdcito-endotélio (rolamenio ¢
adesdo) associadas 4 evidéncia histopatoligica. E importante ressaliar que neste estudo. foi
padronizado o usy de uma nova téenica de visualizagdo da microvasculalura do SMNC com
Janelas simultineas em cérebro ¢ medula espinhal para scompanhaments do recruiamento de
leucdeitos fin vive por microscopia infravial de fuorescéncia. Esta técnica fornece avaliagio

quantifativa em tempo real da dindmica de células circulantes ¢ recrutadas,
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1.2, Materinis ¢ Métodos

Para este estudo, estdo incluidos alguns dos animais dos grupos 5-C (n=21}, E-C
(=21} S-EAE {n=22} ¢ E-EAE (n=22), que fazem parte do grupo fotal de animais estedados
e Capitulo 1 (experimento “A"), ¢ que foram mantidos nas mesmas condigdes experimentais
referidas previamente, Além desses animais, um grupo adicional de 32 animais EAE, sendo
16 sedentdrios ¢ 16 exercitados, esiuwdados aos 10 dias apds a indugho estdo incluldoz nesie
capitule.

Sendo assim, ao inicio deste estudo, oz 118 animaiz foram divididos em Sedentirios
{n=59) ¢ Exercitados (n=59) e, apos quatro semanas de exercicio (sendo a primeira de
adaplacio ¢ teste de desempenho), etes animais foram subdivididos em Condrole (n=42) ¢
EAE (n=T&) Os animais EAE receberam inpegdo com emulsBo contendo MG . ¢ 05
animais controle, salina, conforme descrigho no capitulo 1. O protocelo de exercicio fod
mantido até que os animais atingissem 10 dizs de indugdo (inicio dos simomas clinicos),
conforme descrito no caplitulo 1.

Duando completados 10 dias apds a mdugdo, 32 animais EAE, sendo 5-EAE (n=16)
¢ E-EAE (n=16) foram estudados quanto aos parimetros neuroinflamatérios gue serdio
descritos @ seguir. Esta andlise foi realizada entre 4 ¢ 6 horas apds a dllima ses<io de
exercicio, uma vez que tem sido sugerido um tempo necessario de pelo menoz 2 a 3 horas
para retomno dos valores basais de 1L-6 e das respostas antiinflamatérias mediadas por csia
citocing que advém de uma sessdo de exercicio fisico (Castellano, Patel ef al., 2008), Os
outros animais, referidos no infcio deste capitulo, continuaram o acompanhamento didrio
{eoleta de massa corporal ¢ observaghio do ¢score clinico) até 14 dpi, quando entfio, passaram
pelos mesmos procedimentos de andlise dos parimetros neuroinflamatarios,

O primeiro protocolo experimental realizado f0i @ microscopia intravital. Esta foi

realizada sobre a microvasculatura cerebral ¢ da medula espinhal nes animais controle
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{sedentirios ¢ exercitados) em 14 dpi ¢ nos animais EAE {sedentirios ¢ exercitados) em 10 ¢
14 dpi seguinde padronizagdo previamente deserifa (Dos Samos, Barsante of af, 2005;
Odoardi, Kawakami et al., 2007; Dos Santos, Roffe er al., 2008). Cerca de 8-% animais por
grupo foram ancstesiados (Lp.) com ketamina (60 mgKg, Laboratdrio Cristdlia, SP) e
xilazina (10 mgkg. Rompun®, Bayer) foram perfundidos ¢ canulados pela veia da cauda para
receber 200ul da substincia NMuorescente Rodamina 6G (0.5 mg/mL, SigmaPharm, SF. Em
seguida, foram fixados em wm aparain similar a estercotdxico de acrilico, mantidos em
lemperatura constante de 37°C com o asuxilio de uma manla rmica ¢ as cirurgias de
craniotomia e laminectomia realizadas.

A craniotomia fod realizada na regido parietal com o auxilio de uma mint broca, onde
a dura-mdter foi removida ¢ a microvasculatura 2obre o pla-mater exposta para visualizaclo,
Depois da cirurgia de craniotomia, uma incisdo de 2-3 em com afastamento da musculatura
paravertcbral seguida de laminectomia foi realizada na regidio toraco-lombar, criando wma
ahertura de 0,5-1 cm de extensbo para visualizagho da microvasculatura associada 4
substancia branca da medula espinhal. Apds 08 procedimentos cirinzicos, 08 ammaus foram
rransferidos para o microscopio (Leiss Imager M.2). sendo mantidos em temperatura
comstante de 37°C ¢ com as respectivas janelas mantidas wob constante perfusio com Nuido
cérebro-cspinhal artificial (2CSF), pH 7.4 contendo em mol/L: 132 de MaCl; 2.95 de KCI;
171 de CaCl2; 0,64 de MgCI2; 24.6 de MaHCOy; 3,71 de dextrose ¢ 6,7 de undka, O aCSF
também cra mandido em temperatura constante de 37°C com o auxilio de um banho,

A Muorescéncia associada ao fluorocromo foi visualizada no microsedpio ulilizmlao-
¢ objetiva 20X de longa distincia (20XLID) ¢ filtro de emissdo 590 nm ¢ de excitagio 510-
360 nm. Foram considerados aderidos os leocdcilos que permancceram no endotélio vascular
por um periodo de 205 e o molamento foi considerado para os lewcdcitos que migraram da

regido central para a margem do vaso com velocidade menor que dos eritrbeilos, Foram



CAPITULD 111 7

estabelecidas extensbes de comprimento dos vasos amalisados em 100 um ¢ digmetros de 40 a
115 pm para microvasculatura cerebral ¢ de 20 a 60 pm para microvasculatura da medula
espinhil,

Parn continuar com as investigagbes sobre o perfil peuroinflamatdrio, animais
mestesindos (1.p.) com ketamina (60 mg'Kg, Laboratorio Cristalia, SP) e xilazina (10 mg/kg.
Rompun®. Baver) foram perfundidos transcardialmente com 10 ml de salina ¢ 10 ml
formalina a 10%. Quando foi possivel, a fim de minimizar o nimero de animais necessirios
s0 estudo, o5 camundongos perfundidos foram os mesmes que passaram pela microscopia
intravital. Apds a perfusio, cérebro ¢ medula espinhal foram rapidamente colocados em
tampdo formaling o 10% para fixagko.

Em sepuida, os tecidos fxados foram  ecaminbados a0 laboratdrio  de
Meurpimunopatologia Experimental do Departamento de Patologia (ICB/UFMG) para serem
desidratados, diafanizados, incluidos em parafina, submetidos & microtemia e corados. Os
cérebros foram seccionados no plano coronal ao nivel dos veniriculos lalerais ¢ terceiro
venlriculo ¢ as medulas, transversalmente em trés niveis (cervical, tordcico e lombar),
resultando em 03 segmentos de aproximadamente 04 cm, zendo analisados oz sepmentos
tordcicos ¢ lombares, Cortes de 056 pm foram corados com hematoxiling ¢ eosing (H&EE) para
interpretagioe histolégica de rotina ¢ graduagdo das alteragdes inflamatorias.

Apds a coboragho, as imagens das laminas foram obtidas em Microscopio Olympus
BX51{Ohvmpas, Tokio, Japao), utilizando-s¢ objetivas de 04X, 10X ¢ 20X, sendo capturadas
com resolugdo de 139251040 pixels ¢ transferidas por meio de uma cimera colorida Cool
SNAP para um sistema de video acoplado ao computador através do programa Image-FPro
Express versio 4.0 para Windows (Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA). As imagens

foram avaliadas de forma qualitativa quamo 4 presenca ou auséneia de infiltrado inflamaidnio.
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As imapens de medula espinhal coradas com H&E foram  adicionalmente
processadas e quantificadas por densitometria Gptica (DO), através do software livre Imeagef-
ImagreProcessingand dnalyxis e Sava, (hitp2frebweb. nih.goviij/). Para isso, as imagens das
miedulas foram coletadas conforme as especificagies do equipamento acima no aumento de
MX em 04 quadrames siméiricos, sendo 02 das regides dos funiculos anteriores ¢ 02 do
funiculo posterior. A seguir, com o auxilio do software foagel estas imagens foram
convertidas para 8-bits e proceszadas igualmente para diminuigho do background com ajuste
automatico do limiar, uwsando a méaxima enfropia. Atravds desse limiar, a porcentagem de
celularidade foi aceita como equivalente a intensidade dos pixels por regido selecionada.

Em cerca de 6-8 animais’grupo, 05 pl de sangue foram coletados da cauda e
diluidos em 195 pl de solugio de Turk (Merck, Darmstadi, Alemanhal, A partir dessa
suspensdo, 10 pL foram colocados em cimera de Meubaver para a comagem total das células
em microscdpio dptico {Olympus, Tokio, Japdo), com mumento de 10X, O valor encontrado
foi muhiplicado pelo fator de diluigdo (40} e pelo fator de corregdo da cimera de Neubauer
(10*), conforme descrite previamente (Lacerda-Queiroz, 2007). Para os animais controke, a
cobela de dados sobre leucdeitos circulanies fod realizada em 10 ¢ 14 dpi. mas o5 animais
foram sacrificados em 14 di. Para os animais EAE, a coleta de dado sobre leucocitos
circulantes fod realizada em 10 ¢ 14 dpi, anteriomente ao sacrificio. Os tecidos dos animais
sacrificados apds essa coleta foram processados para andlise dos niveis de cilocinas
mencienadas no capitulo 1 e no prdximo ftem deste capitulo.

() recrutamento de leucheitos na Figura 07, a andlise por DO na Figura 12 e a
contagem de células sanguineas circulantes na Figura 13 estlo expressos como média e ermo
padrio da média. O recrutamento de leucheitos nas Figuras 08 a 10 estio apresentados como
mediana ¢ range. As possiveis ineraghes entre 03 efeitos do protocobo de exercicio fisico

regular ¢ da indugdio da EAE sobre o modelo foram investigadas pela andlise de varidncia de
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duas vins com teste post-hoe de Sonferroni, Comparaghes maltiplas entre controles ¢ os dois
tempos da EAE (10 e 14dpi) foram feitas por Krwska!-Wallis seguido de D ou Marnn

Whiteey. O valor de significincia foi estabelecido em P=0,03.

1.5, Resaltados (hhservados

Ma busca pelo entendimento dos mecanismos celulares associados a0 escore clinico
atenuado, o periodo compreendido entre 10 ¢ 14 dpi. dos animais EAE previamente
exerciados, foi realizads uma andlise in wive dos eventos de rolamento ¢ adesio ma
microvasculatura do SNC (Figuras 07 a 09) seguida por andlise do grau histologico de lesio
inflamatdria (Figuras 10 ¢ 11). A contagem de lewcdcitos circulantes (Figura 13) foi usada
como pardmetro indicador parcial de ativagio periférica dos leuchcitos recrutados para o
SNC.,

Ma microvasculatura cerchral, observamos a presenca de uma vénula de maior
didgmetro, dremando o sangue de pequenas vénulas que coletavam fluxo capilar. Desta janela,
coletamos dados de 85,8472 vagos por grupo, ou seja, 10,5419 vasos por animal (Fs o= 1,67;
P=0035 por andlise de variincia de uma via). Na janela da medula espinhal, também
observamos a presenga de uma vénula maior em uma posigio ceniral colelande sangue de
pequenas vénulas pos-capilares. Neste caso, coletamos dados de 79,7£14.3 visos por grupo
com 12425 vasos por animal (Fs = 1.409; P=0,05 por andlise de varifincia de uma via), Os
animais que apresendaram besdes decorrentes da cirurgia foram excluidos dos experimentos.

Os dados de rolamento e adesBo, por serem vaidveis ndo paramétricas, foram
avalindos por teste de Krskal-Wallis, observando-se P<D0001, seguido de fesie de
comparagdes maltiplas de D Nos animais controles, sedentdrios e exercitados,

ocasionalmente, foram observadas | ou 2 células rolando/aderidas por campo tanto em
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cerebro quanto em medula espinhal, Estes resultados foram significativamente diferentes dos
animais EAE {P<0,05; Figura 07 A-D)). Mo entanto, ndo observamos qualquer diferenga entre
sedentirios ¢ exercitados, Mo na condigdo controle, quanto na condiclo EAE cm 10 ou 14
dpi, em ambos os pardmetros analisados, rolamento (Figura 07 A e C), ¢ adesio (Figura 07 B

¢ [, tanio no cérebro {Figura 07 A ¢ 13), quanto na medula espinhal {Figuora 07 C e D
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Figara 07, Resultado de microscopia infravital para andlise dos parametros de
robvmento (A e Ch e adesdo (B e ) em microvascalaturs de cérebro (A ¢ B) ¢ medula
espinhal (C ¢ I¥ em 10 e 14 dpi de animais EAE e controle, sedent@irios ¢ exercitadaos,
Para efeitos ilustrativoes, os dados esido apresentados como médiatEPM, s asteriscos
indicam as diferengas observadas entre o5 grupos controle ¢ EAE (P<005 pelo teste de
comparaghes miltiplas de Duean).
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LUsando os dades de comprimento ¢ didmetre dos vasos estedados, conforme descrito
na seqdo materiais ¢ mélodos, a andlise de adesdo celular foi adicionalmente expressa por
milimetros gquadrados, Este dado fomece a relagdo enfre o ndmero de leucdeitos por drea de
campo estudado ¢ ndo apenis por vaso, como ¢ o coso da figura anterior com os dados
expressos em valores absolutos. Um importante achado desta nova andlise é o fato de que
commoborou o auséncia de diferencas entre os animais sedentdrios ¢ exercitados tanmto em
cércbro gquanto em medula cspinhal. Ou seja, mesmo expressando por drea de vaso analisada
os animais de ambos 0s grupos, apresentaram valores similares para adesdio nos dois

compartimentos do SNC [ Figurs 08),
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Figura 08, Adesio de leuceitos expressa por mm’ em microvasculatura de eérebro {A)e

medula espinhal (B) em 10 ¢ 14 dpi de animais EAE ¢ controle, sedentirios e
exercitados. Os dados ¢stio apresentados como mediana ¢ range, Os asteriscos indicam as
diferengas observadas entre 0s grupos controle ¢ EAE em 10 e 14 para cérebro ¢ 14 dpi para

medula (P<0.05 pelo teste de comparagdes mialiplas de Dwm). A Figura A relaciona-se aos
dados da Figura 07-B ¢ a Figura B, aos dados da Figura 07-D. Legenda: C (grupo controle):
dpi (dias apds a indugio)

Ao observarmos os dados de adesBo na microvasculatura do cérebro ¢ da medula
espinhal expressos por vaso (Figura 07), sugere-se maior recrutamento de células para os

vasos cerehrais, Mo emanto, a expressdo relativa por mm’ (Figura 08) mostra a importincia
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dos eventos inflamatdrios na medula espinhal para 0 modelo estudado, Adicionalmente, um
padrio diferente de resposta entre os dois compartimentos no recrutamento de oélulas com o
avangar da apresentagfio clinica da doenga pode ser sugerido (Figura 08).

Sendo assim, considerando que ndo houve diferengas entre o5 animais sedentarios ¢
exercitados, decidimos cstudar isoladamente a relagio entre o escore clinico ¢ os dwdos de
rolamento ¢ adesSo na microvasculatura do SNC, Para este estudo, 24 animais EAE avaliados
entre 10 ¢ 14 dpi. com diferentes escores, foram adicionados & andlises para aumento dos
graus de liberdade em cada escore. Os dados foram emtdo distribuidos entre as pomtuagdes 0,
[, 2 e 3-4 de cscores clinicos e analizados para comparaghes enfre cérebro ¢ medula espinhal
por teste de Mo Wliiney. Animais em escore 4 ndo cram muito comuns cm nossas indughes
2, por iss0, incluimes estess animais com aqueles de escore 3.

Com esa avaliagdo, observamos, pelos dados expressos por vaso, que engquanio os
valores de molamento cerebral diminuiram nos cscores maiores (2-4), o5 valores de rolamento
na medula espinhal ndo foram alterados em fung®o do escore clinico (Figura 09-A%, Dessa
forma, o rolamento de leucdeitos no cérebro dos animais apresentando escores entre 0 ¢ 1,
foram maiores do que os apresemando escores 2 a4, na mesma janela. Além disso, o
rolamento de bewcdcilos na medula espinhal foi maior gue no cérebro nos escores 2 a 4, De
maneira similar, o3 vasos da medula espinhal apresentaram maiores valores de adesio gue os
do cérebro, no escore 3-4, mas o oposte foi observado nos animais de escore zero,
comoborando a variaglo dos dados de acordo com a variagdo da pontuagdo clinica (Figura
09-B). A expressio dos dados de adesdio por mm’ corrobora o aumento do recrutamento de

céfukas com o avangar clinico na medula espinhal (Figura 10).
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Figura 0%, Hesultado de microscopia intravital para amilise dos parimetros de adesiio
{A) e rolamento (B) em microvasculatura de cérebro ¢ medula cspinhal de animais EAE
avaliados quanto ao escore clinico. O dados estio apresentados como mediana ¢ raige ©
foram analisados por teste de Mann Whitney, Os asteriscos sobre as barras indicam diferengas
cntre dades de cérebro ¢ medula espinhal no mesmo escore. As linhas indicam diferenga enire
08 E5COnes para o mesmao compariimento do SNC. 5o apresentados dados de 22; 07 15 e 14
animais em cada escore, respectivaments.
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Figura 10, Adesio de leuobeitos expressa por mm® em microvasculatura de cérebro i
medula espinhal de animais EAE avaliados quante ao escore clinico. O dados csifo
apresentados como mediana ¢ range ¢ foram analisados por teste de Mann Whiiineey. Houve
diferenga para o recrutamenio de ¢flulas entre cérebro ¢ medula espinhal nos escore 2 ¢ 34
(P=001 ) A adesiio de eucdeitos para a microvasculatura da medula espinhal atinge sew pico
no cseore 2 ¢ este valor ¢ diferente do observado no escore sero (P<0005) Esta figura
relaciona-se aos dados da Figura 07-A. Sdo apresentados dados de 22; 07; 15 ¢ 14 animais em
cada escore. Legenda: C (Cérebro); ME (Medula Espinhal).

Para conlinuar ¢om a investigagio das bases imunopatoligicas possivelmente
associadas com a alenuagio do escore clinko nos animais EAE exercitados, o estudo dos
parimetros de rolamento ¢ adesdo foi complementado com a andlise de les@io histopatoldgica
por hematoxilina ¢ eosina (Figura 11). Desta andlise, evidenciou-se que aos 10 dias apds a
indugdo, ndo houve quabquer infilirado de células tamo em cérebro quanio em medula
espinhial nos animais EAE sedentdrios ¢ exercitados assemelhando-se aos animais controle
(dados nio mosirados), Esta observagdo ¢ adequada ao escore clinico médio apresentado entre
0 e 1. idicando sintomas restritos 4 regido da cauda. No entanto, 205 14 dias apds a indugdo,
intensa inflamagdo submeningeal ¢ parenguimatoss fiv observada tanto no cérebro quanio na

medula espinhal. nos animais EAE sedentirios ¢ exercitados.
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Figura 11. Fotos ilustrativas de cortes de 06pm corados por HE ¢ obtidos a partir
cérebro (A-K) ¢ medula espinhal (C-I3) de animais EAE (14 dpi), scdenté@rios e
exercitados, Observe infilirado de células no forame inderventriculor cerebral tanto dos
animais sedentirios (A) quanto exercitados (B) e, infiltrado perivascular na medula espinhal
em animais sedemtdrios (C) e exercitados (D) aos 14 dias apés a induglo. Fotos
representativas de 5-6 animais/grupo.

Estes resultados cormoboram a auséncia de diferenca no recrutamento de células
observadas pelos pardmeiros analisados na microscopia intravital. Além disso, csses dados
foram confirmados pela andlise quantitativa por densitometria dptica (I0) dos cones da

medula espinhal, conforme se observa na Figera 12.
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Figura 12, Amilise quantitativa por DY dos cortes de Oopm de medula espinhal corados
por HE de animais controle ¢ EAE (10 ¢ 14 dpi), sedentdrios ¢ exercitados, Os dados
estdo apresentados como médiatEPM. Os asteriscos indicam as diferengas observadas entre
I0 ¢ 14 dpi para os animais EAE ¢ entre animais controle ¢ EAE em 14 dpi (P<0,05 pelo teste
de Maven Whitrer),

A contagem de leucheitos circulantes fomece parfimetro de relativizseso da
quantidade total de leucdcitos em relagio ao que estd sendo recrutado para a microvasculatura
do SN, Portanito, nosso objelive com essa confagem foi investigar se os animais exercitados
apresentavam valores similares de recrutamento em decorréneia da mesma quantidade de
células circulantes. E, de fato, ndo houve diferenga entre animais sedentiirios ¢ exercitados
induzidos para EAE guanto 3 confagem de leucdcines da circulisgdo sistémica { Figora 13),

Ouanter a exda dindmica de circulagdo. podemos notar um significativo aumento de
células em 10 dpi seguido por redugio aos 14 dpi, anto nos animais sedentirios guanto nos
exercitados induzidos para EAE. [ interessante notar, contudo, que os animais exercitados
controle apresentaram aumento na quantidade de células circulantes quando analisados em 14
dias, apds o injeclo de saling, se comparados sos 10 dias apds a indugho. Este falo cstd

provavelmente associado aos 4 dins de repouso que os animais exercitados foram submetidos
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entre 10 ¢ 14 dpi. Ademais, as auséncias de diferenga entre os grupos EAE nos parimetros
sistémico ¢ de recrutamento de keucdcilos para o SMC, sugerem que o exercicio [isico prévio
o aboliu ou impediu o desenvolvimento da doenga ¢ os falores associados & afivagio da

resposta imune periférica ¢ local, apesar de ter atenuado sua apresentacio clinica,
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Figura 13 Contagem de lencdeitos circulanies em animais controle ¢ EAE em 10 ¢ 14
dpi, sedentirios ¢ exercitados. Os dados estdo apresentados como médiatEPM. Os
asterizcos indicam as diferengas observadas enire os animais confrole ¢ EAE em 10 dpi, ciire
10 ¢ 14 dpi nos mimais EAE e controle exercitados (P<0,05 pelo teste de Maverr Whiteey).

1. Conmcentragdes de citocinas (THF, IL-1ff, IL-6 ¢ IL-10) ¢ do Fator seurotrifico

derivado do cérebro ( BDNF) em homogenato de cérebro e medula espinhal

2.1, Consideraches iniciais

Mo intuite de investigar a0 papel dos mediadores neuroinflamatdrios soldveis sobre a

atenuacho do escore clinico observado nos animais EAE exercitados, as conceniragdes de
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citocinas foram avalisdas em homogenatos ndo perfundidos de SNC. Esta analise formece
importanies informmsgées sobre a possivel polarizacho das respostas imunes. O espectro de
citocings estudadas incluiu THF ¢ IL-1p (referidas como prd-inflamatdrias), 1L-6 (referida
como repuladora da inflamagdo) e IL-10 (referida como antiinflamatdria).

O BDMF vem sendo associado ans cfeitos benéficos do exercicio fisico para o SHC
tais como melhora cognitiva e de memdria (Ang e Gomez-Pinilla, 2007; Basso ¢ Hamsen,
200 1), associado com a stenuagio dos sinais clinicos da EAE (De Santi, Annunziata ef af,
20019 ¢ sendo reconhecido como um mmportante mediador molecular na neuroprodecio {De
Santi, Polimeni & af., 2011; Luhder, Gold of al, 2013). Sendo assim, lambém investigamos,

nos mesmos tecidos utilizados para dosagem de citocinas, a concentragho de BDNF.

2.2, Maiteriais ¢ Métodos

Para este estudo, estio incluidos animais dos grupos 5-C (n=8), E-C (n=8), 5-EAE
(=% ¢ E-EAE (n=7) que fizeram parte do grupo 1otal de animais estudados no Capitulo |
{experimento “A™) ¢ foram mantidos nas mesmas condigdes experimentais ali referidas. Estes
animais foram sacrificados em 14 dias apds as injegbes de salina ¢ MOGasss. Um grupo
adicional de 15 animais EAE, sendo 8 sedentirios ¢ 7 exercitados, estudados a0s 10 dias apds
a indugio estho incluidos neste item. Estes 47 animais sfo 05 mesmaos utilizados na contagem
de células sanguineas circulantes referidas anteriormente.

Para a mensurscio da concentragio de citocinas @ do BDNF, apos o decapitagio, o
cérebro, a medula espinhal ¢ o misculo gastrocnémio foram coletados e estocados em

nitrogénio liquido. Os dados referentes a0 masculo gestrocnémio foram apresentados no
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capitulo Il (Tabela 0o), sendo que o processamento dos tecidos do SNC seguiu 0 mesmo
protocalio,

As amosiras Toram homogensizadas em solugio (100 mgiml)  para extragio de
citocinas. Esa solugdo v preparsda a partir de uma solugio de tampdo fosfio (NaCl a
[3TmM: KCla 2, 7mM; Na:;HPOy a 8, ImM; KH POy a 1L.5mM) em dgua destilada, coatendao:
Mol a 0.4 M, Tween 20 a 0.05%, Albumina de soro bovine (BSA - Bovime Serum
Albremin) 2 0.5%, Fluoretlo  de fenilmetilsufonila (PMSF- Pheslmeifleadfonil froride) a
0.1mM, cloreto de beneeténio a 0,1 mM, EDTA a 10 mM ¢ 20 Kl de aprotinina. O
homogenato foi centrifugado a 10,000 rp.mJ/10 min a 4°C ¢ o sobrenadante recolhido,
aliquotado ¢ estocado a -20°C até o uso. As concentragles das citocinas ¢ do BDNF foram
avalisdas mo sobrenadome do homogenato em diluicio 1:3 em PBS comtendo 0,1% de soro
albumina bovinag {BSA) utiliandoe Kits obtidos da R&ED Systems (R&D Systems,
Minncapolis, MM, USA). Estes kits foram wtilizados de acordo com oz procedimentos
previamente descritos pelo fabricante em trés etapas {1° dia: plaqueamento; 27 dia: blogueio;
3" dia: detecglofrevelagho em absorbancial, A conceniragdo referente a cada amosira fod
calculada a partir de uma curva padrdo comrespondente e expressa em pa'ml.,

05 dados estie expressos como média ¢ erro padrie da média ¢ foram inicinlmente
verificados para a8 possivels inleragdes entre o5 eleitos do protocolo de exercicio fisico
regular e da indugio da EAE sobre o modelo pela anidlize de variancin de duas vias com leste
post-hoe de Bonfervoni. Comparagdes maltiplas entre controles e os dois tempos da EAE (10
¢ 14dpi) foram feitas por andlise de varidncia de uma via com teste post-hoe de Tukey. O

valor de significincia foi estabelecido em P<0),05,



84
CAPETULO 11

2.5 Hesultados

O primeiro resultado que merece alengio & a diferenga na concentragio de THRE no
cérebro (P<0.001; Figura 14A) ¢ na medula espinhal {(P<0,05; Figura 15A) entre o5 grupos
comroles, Meste caso, o5 animais exercitados apresentaram menor quantidade de TRF nos
dois compartimentos do SNC, demonstrando um efeito antiinflamatdrio desta modalidade de
exercicio. & importante observar que este dado corrobora a menor concentraglio de TNF
muscular apresentada no Capitulo 11 {Tabela 6L Além disso, deve-se nofar que este resuliado
foi acompanhade de aumento no ndmere de leucdcitos circulantes de |0 para 14 dios apds a
injedo de salina, conforme descrito na Figura 13,

Aprofundando com as amdlises dos resuliados do homogenato de coérebro (Figura
14, verificamos que a analise de varidneia de duas vias revelou efieilo isolado da EAE sobre
as quatre citocinas analisadas, sendo TNF (Fpa=2784; P<D0001), IL-1f (F2y=1274;
P<0,0001), IL-6 (F:=20012; P<00001) e IL-10 (F;yn=1248; P<0,0001), O exercicio
ispladamente atuou sobre TNF (F, 4=42,72; P<0,0001}, 1L-6 (F; =704, P=0,0122) ¢ IL-10
(Fi5=11.915 P=00015), mas ndo sobre IL-10 (F) w=3,61; P=0,0660), Ji a inferagio enire oz
dois fatores ndo existiv para IL-6 (Fra=144; P=02521), mas aconfecen para THF
(Fz =945, P=0,005), IL-1f (Fz30=534; P=0,0096) ¢ IL-10 (F13,=3,88; P=0,0302).

Ja a andlise de varidncia de uma via mostrou de um modo geral. que os animais
sedentdrios apresentaram aumento de todas as citocinas em 10 dpi em relagio acs animais
sedentdrios controle.  Este resultado foi seguido de uma diminuicko nos niveis de THNF, IL-1§
e IL-10, fazendo um paralelo com o que foi observado nos resultados dos leucdeitos
circulantes (Figura 13). O animais exercitados EAE também apresentaram aumento de THF,
IL-1p e IL-6 em 10 dpi quando comparados com o5 respectivos contrples. Mo entanto, o3

aumentos foram menos acentuados, ¢ quando comparados aos sedentirios EAE, verificamos
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menor concentragio de THF (P<0001), IL-10 (F<0,01% e [L-TP<0001 ) nos excrciiados,

Ern 14 dpi, nfio foram observadas diferengas entre 03 grupos para estas 1rés cilocinas, mas a

IL-6 ol menor mos exercitados (P<0,03) Als, a L6 teve um padeio diferente de resposta

nos animais sedemarios, uma ver que ndo se reduzn de 10 para 14 dpi.
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Figura 14. Resultado dos niveis de TNF (A), IL-6 (By, IL-1f (C) ¢ IL-10 (D} em
homegenats de cérebro de animais sedentirios ¢ exercitados, controle ¢ EAE (10 ¢ 14
dpil. Os dados estio apresentados como médimtEPM. Os asteriscos sobre as barras indicam
diferengas entre sedentdrios ¢ exercitados, As linhas indicam diferenca entre controle ¢ os

dois tempos de EAE.

Ma medula espinhal {(Figara 15), houve efeito isolado da EAE sobre as quatro

citocings analisadas, sendo THF (Fi 0=0.26; P=0,0049), IL-1p (F2:5=7,00; P=00029), IL-6

(F: =507, P=O0080) ¢ TL~10 (Faa:=3.70: P=000359)% O exercicio soladamente atuon
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gpenas sobre TNF (F) =1891; P<00001) e IL-10 (F =5.61: P=0,0241), com IL-1f
(F1 5=0,01; P=09303) ¢ IL-& (Fy3y=0.28; P=(L6024) apresemando baixos valores de F. A
inicrachio cnire os dois fatores, EAE ¢ exercicio, teve efeilo sobre a significincia do modelo
nas 4 citocinas analisadas, sendo TNF (Fy 1=34,18; P<0,0001), IL-1f (Fs=4.88; P=0,0139),
TG (F2ag=13,10; P=<0,0001 e IL-10 (F; =634 P=0,0048).

Assim como para o cérebro, os animais sedentdrios EAE apresemtaram sumento de
IL-6 & IL-1p em |10 dpi s¢ comparslos aos confroles. Mo endanto, cstas duns citocinas
diminuiram em 14 dpi na medula espinhal. Além disso, TNF ¢ IL-10 diminuiram,
demonstrando uma diminuigio geral das citocinas em animais EAE sedentdrios aos 14 dpi, se
comparados aos 10 dpi, maiz wma vez em paralelo com o gque foi observado nos leucdeitos
circulantes (Figura 13). Mo enlanie, o8 animais exercitados apreseniaram um progressivo
aumenio na concentragdo de THF ¢ IL-6 de 10 para 14 dpi. Quando comparados sedemdrios ¢
exercitados com EAE, os animais exercitados tiveram menores valores de IL-6 (P<0,05) aos
10 dpi, mas maiores valores de TNF (P<0.001), [L~-6 (P<0,0010 ) ¢ [L-10 (P<0,001) aos 14 dpi.
E imponante notar gque essas maiores concentragdes de citocinas aos 14 dpi dos animais
exercitados nio foi acompanhada de maior niimere de lewcdeitos circulantes (Figura 13), nem
de maior recrutamento de leucdcitos na microvasculaiera da medula espinhal (Figuras 07 ¢
081, & pem mesmo de maior infiltrado (Figuras 11 e 12). Em conjunios, estes dados sugerem
efeito especifico do exercicio ¢, possivelmente, ndo associado 4 interagiio leucocito-endatélio,

do exercicio na modulacio destas citocinas em animais EAE.
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Figura 15, Resultado dos miveis de TNF (A), 1L-6 (B), 1L-1f (C) ¢ IL-10 {I}) em
homogenato de medula espinhal de animais sedentidrios ¢ exercitados, controle ¢ EAE
{10 ¢ 14 dpi). Os dados estlio apresentados como média=EPM. Os asteriscos sobre as basras
indicam diferengas entre sedentirios e exercitados, As linhas indicam diferenga entre controle
¢ o= dois fempos de EAE.

Com relag®o s concentragdes de BONF (Figura 16), a anilise de varincia de duas
vias mostrou efeito da EAE tanto no cérebro (Fra=515; P=00115) quanto na medula
espinhal (Fy0=23,26; P<0.0001), mas o efeito do exercicio isolado somente ocorreu na
medula (Fy=861; P=0,0061). Oz dois compartimentos também foram afetados pela
interacho enire EAE ¢ exercicio, sendo Fia=13,14 (P<00001) para cérebra ¢ Fz=1063
(P=00003) para medula

Sembo assim, houve aumento significative do BDNF cercbral em 10 dpi (comparado

aos controbes), segnido de uma redugio significante aos 14 dpi para os animais sedentdrios, a
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semelhanga do gue ocorren com as citocinas. Mo entanto, o5 animais  exercitados
apresentaram aumento em L4 dpi apenas, corroborando uma diferenca entres os dois EMUpos
tanto em 10 (P=<005), quanio em 14 dpi (P<0,001 )

Ma medula espinhal, os animais sedentdnos apresentaram comao no cérebre, aumento
de BONF em 10 dpi comparado aos controles. Porém, este resultado ndo foi alerado aos 14
dpi, ou seja, ndo houve redugho significativa apesar da fendéncia observada no grifico, Os
animais exercitados, a exemplo do gue ocorren com algumas cilocings, apresentaram sumento
progressive ma concentragio de BONF de 10 para 14 dpi. novamente comoborando uma
diferengn entres os dois grupoes em 14 dpi (P=00001) Por fim, & interessante notar a diferenga

na concentragdo de BDNF entre 0s animais controle na medula cspinhal (P<0,035).
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Figura 16, Resultado dos niveis de BDNF ¢m homogenaio de cérebro ¢ medula espinhal
de animais sedentirios ¢ exercitados, controle ¢ EAE (10 ¢ 14 dpi). Os dados estio
apreseniados como médistEPM. Os asteriscos sobre a5 barras indicam diferengas entre
sedentirios ¢ exercitados. As linhas indicam difererga entre controle ¢ os dois 1empos de
EAE.
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Consideraghes iniciais sobre o capitulo

Para composicio deste quarto ¢ dltimo capitulo, serdo apresentados o5 métodos e
resultados encontrados nos estudos realizados entre maio de 2002 ¢ margo de 20013 no
Deparinrent af Microbiology and fenmumelogy and Newrological Surgery da University of
Migmi, Estes estudos fizeram parte do estdgio sasduiche de doutoramento pelo Programa
Institucional de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE) da CAPES,

Os 47 animais wiilizados apds 42 dias da indugho {(fase cronica da doenga) o os
mesmos referidos no experimento “B” do Capiule [ ¢, pomanto, foram mantidos nas mesmas
condigfes expermentais. Um grupo adicional de 23 animais EAE, sendo 12 sedemarios ¢ 11
excrcitados, estudados nos dias 20-21 dias apds a indugdo (remissio do primeiro suro) estdo
incluidos. A composiclo de cada grupo de estsdo em cada protecolo serd descrita em detalhes
mas itens Materiais ¢ Métodos de cada uma das trés paries,

A relevincia da medula espinhal como sitio anatdmico do modelo associada aos
resubiades conflitantes apresentados nos capitubos anteriones tais como senuagio da respostia
clinica sem modificagio na quantidade de células recrutadas com auments das citocinas THE,
L6 e IL-10 bem como do fsor nearotrdficoe BDNF, motivaram as investigaghes que serlo
apreseniadas,

Dessa forma, edle capitule tem como objetivo apresentar as alteragbes associadas &
progressio do modelo EAE comparando-se animais sedentdrios ¢ exercitados quanto s

caracieristicas histopatoligicas ¢ moleculares da medula espinhal,
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1. Perfil do recrutamenio leweocitirio na medula cspinhal

1.1. Consideraghcs iniciais

O exercicio regular ¢ reconhecido por seu papel ma redugio do risco associado a
varias condigies patoldgicas via alteragdes no balango energético (Dishman, Berthoud of al,
2006). assim como nas respostas antiinflamatdrias sistémicas (Pedersen ¢ Saltin, 2006,
Gleeson, Bishop of af, 2011) Foi demonstrado, por exemplo, que além de reduzir a
quantidade de tecido adiposo depesitado, o exercicho regular em camundongos teve também
eleito ma dimimigdo do infiltrado inflamatdrio para esse tecido e modificou o perfil de células
infiltradus, sobretudo com relagio ao fendtipo de macrdfagpos (Kawanishi, Yano er al, 20100
Meste caso, houve uma modificagio de macrdfagos do tipo M1, pro-inflamatdrie, para o tipo
M2, antiinflamatdrio.

Conforme observado no capitulo anterior, recrutamento ¢ infiltrado kucocitdrio para
a medula espinhal apresentaram valores similares entre os animais EAE sedentdrios e
exercitados. Mo emanto, houve maior concentragdo das citocinas THF, 1L-6 ¢ IL1D, sugerindo
o1t uma contribuigio de componentes celulares do sistema nervoso para a produgio destas
citocinas ou uma modulagdo da resposta leucocitiria pelo exercicio prévio, No infuite de
aprofundar a investigaglo sobre essa possivel modulaglo leucocitdria que poderia estar
mszociada ao atenuado escore clinico dos animais EAE exercitados, o perfil de células

recrutadas para a medula espinhal foi investigada pela técnica de citometria de Huxo.
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1.2, Materiais ¢ Métodos

Meste estudo cstdo incluidos homogenatos de medula espinhal de 25 ammas EAE
gque foram, inicialmente, divididos em Sedentdrios (=1 3) e Exercitados (n=12) e, apds quatro
semanas de exercicio, receberam injeclio com emulsdo contendo MOG s« O protecols de
exercicio foi mandido alé que os animais atingissem 10 dias de indugdo, Aos 21 dias apds a
indugiio, & pmimais 5-EAE ¢ 6 E-EAE. foram estudados, sendo o restamie analisados aps 42
dias apds a indugio,

O solamento dos leucdeitos, a marcagio dos mesmos ¢ andlise destas oflulas
marcadas por citometria de fluxo foram realizados seguindo padronizagio previamente
descrita (Brambilla, Persaud of ol , 2000} Inicialmente, os animais foram ancstesiados por
injecio subcutdnea de 100pl. de uma mistura comdendo ketamina ¢ xilazina (3:1) ¢
perfundidos transcardialmenme por 3-10 minuios com  soluglo tampdo  fosfao (PRS-
phosphate-fuffered saline), utilizando-se bomba de perfusio para controle do fluxo em cerca
de 300pul por minuio, Para auxiliar a remoglio do sangue da circulaglo, eram injetados 50 pul.
de heparing no ventriculo esquendo anfes do inicio da perfusdo de PBS. A perfusio foi
considerada finalizada gquando o figado dos animais apresentava-se com aspecto cloro,
indicando mséncia de sangue na circulaglo sistémica, Apds a perfusdo, a medula espinhal de
cada animal foi coletada com auxilio de wma seringa de 10 ml. e colocada em who falcon de
5 mlL completados com 5 mil de solugdo saling balanceada de Hank (HSSB - fami’s
halameed salt sofufon), O bago de dois anmmaiz foi coletado comn comdrole posilivo e
processado de modo semelhante & medula espinhal,

Com o auxilio de tubos fakcon, filtros de 70 pm ¢ émbolos de seringa, os tecidos
foram macerados ¢ os homogenatos centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, 4 4°C. O

pelet foi ressuspendido com 360 pl. de soluglo tampdo PBS contendo 0,5% de BSA (hovine
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seram albumin). A seguir, 40 pL de Myelin Removal Beads (MiltenyiBiotee Inc., Aubum,
CA, USA) foram adicionados, misturados delicadamente e armazenados a 4°C por 15 minutos
poara reagio. Mese passo, o5 componentes associados & mielina foram magneticamente
marcados. A solugdo foi entdo kavada por adigio de 4 mL de solugdo tampdo PBS contendo
0,5% de BSA, centrifugada (12,000 rpm/ 10 min' 4°C), sendo o pele? ressuspendido com ImL
de tampdo 0,5% de BSA. Este volume foi corrido na coluna magnética (MiltenyiBiotec Inc.,
Auburn, CA, USA) para remocio dos debris de mieling, com adigdo subsequente de 2mL de
tampde 0,5% de BSA para coleta wdal dos leucdeitos que porventura tenham ficadoe nas
colunas, Os debris de micling frequentemente sdo associados a uma diminuigio da
scuracidade da leitura o que exige a confecgiio de um pool de 1ecidos para conar como wm
nimero amastral.

(s 3 ml finais de suspenslio sem debris de miclina foram cemrifugados (12,000
rpm/ 10 mind 4°C) ¢ o precipitado ressuspendido com 200 pl.  de tampdo de citometria de
fuxo (fAuorescence-aciivaled cellsorting buffer, eBioscience, San Diego, CA, USA) Desse
valume, 10 gl foram diloidos em 40 pl de Togsen Bfve para contagem das células em
cimera de Neubauer, em procedimento semelhane a0 descrito no Capitulo 111, com relagdo &
comagem al das células circulantes, Com a fnalidade de adicionar major nimers de
marcadores possiveis, o volume restante de tampdo com as células foi dividido em dois
grupos. Antes da marcaglio, as células foram incubadas 4°C por 10 mimutos com antj-
CIN&32 (FeR Mack, eBioscience, San Diego, CA, USA) para evitar marcagdes ingspecilicas,
A marcagdo fod feita por M minuios a 4°C,

O primeeire grupo de oflulas, por conter anticorpe para antigeno intracelelar (FoxP3),
passou por um processo de permeabilizacio de membrana antes da marcagio. A marcagdio
deste prupo ncluiv o5 anticorpos FITC-amti=-CDE5  (1:5300); APC-CyT-ami-=CDa (1:50;

PerCP-Cy 5.5-anti-CDE (1:2000; PE-CyT-anti-CD25 (1:100) ¢ PE-FoxP3 (1:100). Com esta
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marcagio foi possivel quaniificar o recrutamento de células T CD4 (CD45°CIM ), CDE
(CIM53°CDE") e regulatdrias (CD4+CD25+FoxP3) O segundo grupo de células receben os
marcadores FITC-anti-CD45 (1:300% PE-CyT-anti-CD LR (1 100k APC-AlexalF luor780-anti-
B2Z0 (1:200) ¢ PE-anti-MKI1.1 (1:200), possibilitando a quantificagdo de microglia
(CD45low-CD1 1), macrdfagos (CO45high-CDI b)Y, células B (CD45" B2207) e células
mertieral kilfer (CDM5° NK1.17)

As suspensdes com as oélulas foram fixadas overnight em solugBo 1% de
paraformaldeido a partir do tampdo de citometria de fluxe (Tuerescence-activated cellsorting
buffer, eRioscience, San Diego, CA, USA) A leitura das células foi realizada em citdmetro de
fMuxe LSR 1 equipado com saftware FACS Diva 6.0 (BD Biosciences),

O dados estio expressos como média ¢ erro padrio da média ¢ foram analisados
pebo teste 1 de Stsdent comparando-se 05 animais EAE sedentirios aos exercitados em cada
tempo (21 ou 42dpi) para cada tipo de célula analisada. O valor de significancia foi

estabelecido em P=0,05,

1.5 Resultados

Ma Figura 17, observamos que a contagem total dos leucdcitos recrutados parsa a
medula espinhal, a partir da coloraglo com Trypan Blue, foi de 1.063.000:164.400 células
nos animais sedentdrios e 1.369.000£195.500 nos exercitados, aos 21 dias apds a induglo
{P=0,05). Aos 42 dias de induglo, csse nimero foi reduzido para 841.400£102.200 células
nos animais sedentdrios (P=0.05) ¢ 542.700£84 390 nos exercitados (P<0.01), com diferenga
entre o5 dois grupos (P<0,05). Sendo assim. a redugdo do nimero total de células nos animais

exercitados aos 42 dpi foi significativa em relagdo aos exercitados de 21 dpi e aos sedentirios
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de 42 dpi. Além destas observaghes com o leste t de Studlers, a andlise de variineia de duas
vias demvonsirou efeito da interagho entre exercicio e dias da EAE para o modelo (Fy 5= 4,.59;

P=0,005),
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Figura 17, Contagem toial de oflulas em suspensio preparada a partir de homogenato
de medula espinhal de animais EAE sedentirios ¢ exercitados estudados em 21 ¢ 42 dpi
Os dados et@io apresesdados como médiatEPM, Os asteriscos indicam as diferengas
ohservadas entre o5 animais exercitados de 42 dpi em relagio aos exercitados de 21 dpi
(P<0,001) e aos sedentirios de 42 dpi (P=0,05), 6-7 animais‘grupo.

Em continuagio, procedemos com as andlises do perfil de recrutamento de leucdcitos
para a medula espinhal. Inicialmente, identificou-se a porcentagem de células marcadas para
CD45 (CDA57 simgler) em cada grupo ¢ com o5 dados de contagem, calculamos o total destas
cflulas recrutadas (Tabeka 7). A partir destes valores, foram identificadas as porcentagens ¢
os valores absolutos para CD4 ¢ CDE no primeiro grupo de marcaghes, A partir dos dados de
CDM, foram caleulados os dados de células T regulaidrias, Ainda, com os valores totais de
CIM5 no segundo grupe de marcagdes, foram identificadas as porcentagens ¢ os valores

numéricos para micraelia, macrdfagos, células B e células natwral killer,
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Tabela 07 — Porcemtagem ¢ nimero total de células marcadas para CDM5 em diferentes

tempos (21 e 42 dpi), dos animais EAE sedentirios ¢ excrcitados. Os dados estiio

apresentados como middia ¢ erro padrio da média () de 6-T animais/grupo,

Grupos de Sedentarias Excrcitadas
celulas CD45" (%) Em nimeros CD45" (%) Em nimeros
21 dpi
Grupao | 0.1640,05 1.739£559 025011 2.60241.0534
Grupo 11 1,30:40,46 1 3.440244.990) 1014036 1179024077
42 dpi
Grupo | 1,2140.25 9.309x1 457 1.2440,.28 5.9474900
Crupa 11 3,26+1,43 25.26418.688 3554226 1638247613

Ao amlisarmos o3 dados brufos da  ciomeina,

uiilizando-2e 05 valores de

porcentagem parental, verificamos que tamto em 21 (Figura 18) quanto em 42 dpi (Figura

19). ndio houve diferenga entre animais sedentirios ¢ exercitados quanto ao perfil percentual

das células recrutadas para a medula espinhal, Mo entanto, quando os valores s3o expressos

como nimerss olais de oflulas, verificamos uma tendéneia de sumento de células T natueal

killer (CD45° NK1.17; 153% de aumemto; P=0,17) e regulitdrias (COM+HCDZ5+FoxP, 74% de

sumento; P=033) em 21 dpi {Figora 205 nos animais exercitados em relagdo pos sedenidrios,

Por outre lado, houve redugdo significativa no ndmero de células B (CD437 B22I0°; 36%

mienos; P01 ), eélulas CD4 (CD45°CDY " 300 menos; P<0,05) e CDE (COM5'CDE": 4%

menos; P<i05) em 42 dpi (Figura 21},
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Figura 1% Perfil percentual de células recrutadas para a medula cspinhal de animais
EAFE sedentirios e exercitados ¢ analisados aos 21 dpi. Os dados estiio apresentados como
médintEPM de 6 animais’grupo, Legenda: NK - células natwral biller; TReg - célukas T
regulalirias.
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Figura 19. Perfil percentual de eélulas recrutadas para a medula espinhal de animais
FAF sedentiirios e exercitados ¢ analisados aos 42 dpi. Os dados estio apresentados como
médiatEPM de 6-7 animais/grupo. Legenda: NK - células matwral kifler; TReg - células T
regulatarias,
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Figura 20. Valores absolutos do perfil de células recrutadas para a medula espinhal de
animais EAFE sedentiirios ¢ exercitados ¢ analisados aos 21 dpi. Os dados estio
apresentados como médiatEPM de 6 animais‘grupo.  Legenda: NK - células matural biller;
TReg - células T regulaidrias.
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Fignra 21. Valores absolutos do perfil de células recrutadas para a medula espinhal de
animais EAE sedentirios ¢ exercitados ¢ analisados aos 41 dpi Os dados estio
apresentndos como médiat EPM de 6-7 animaisfprupo, Os asteriscos indicam diferenga entre
animais sedentdrios ¢ exercitados (P<0.05) pelo teste pelo teste 1 de Srdans. Legenda: NK —
células matural killer; TReg - célutas T :n:-g.ultudirius.
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1. Andlise dos fatores associdos a desmiclinizagio na medula espinhal

2.1, Consideraches iniciais

Em uma revislo sobre efeitos do exercicio fisico no SMC, superiu-se que o fator de
crescimento semelhante & insulina-1 (IGF-1) produzido tando periférica quanto centralmente
em resposta ao exercicio fisico, pode regular beneficamente o8 mecanismos relacionados 4
aprendizagem ¢ memdria, 4 proliferagio e neuropénese e 4 angiogénese (Cotman, Berchtolkd
e al, 0T Anteriomende, havia sido demonstrado que a asdministragio periférica © central
de IGF-1 em ratos Lewis com EAE promoveu aumento nos niveis de mRNA de proteinas da
miglina, tais como a profeina bisica da miclina (MBP) ¢ o proteolipides {PLP) (Yao, Liv e
al, 199%), Perda reduzida de neurdnios motores bem como de oligodendndcitos em animais
exercitados, que eram geneticamente modificados para o desenvolvimento da esclerose lateral
amiotrifica, foi observada recentemente (Deforges, Branchu ef af , 2009), Estes fatos sugerem
que 0 exercicio fisico regular poderia promover alteraghes moleculares responsiveis pela

eligoprotegiio com menor dano a micling.

2.2, Materiais ¢ Métodos

Foram analisados 41 animais EAE inicialmente divididos em Sedentirios (n=21) ¢
Exercitados (n=20) que receberam mjegiio com emulsio contendo MOWGisss, apds quatro
semanas de exercicio, O exercicio foi mantido até que o% animais atingissem 10 dpi e, aos 20
dpi, 6 animais sedentirios ¢ 5 exercitados foram sscrificadas para andlise das aleragbes

moleculares (conteddo de proteina). Dos 13 animais sedentirios restantes, 6 foram avaliados
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quanto s alleragbes moleculares ¢ 9, quanto &5 alteragdes histopatoldgicas ¢ celulares
(imunohistoquimica) em 42-43 dpi, Para oz exercitades, foram utilizados 10 ¢ 3 animais,
respectivamente. Estas andlises foram realizadas conforme descrito antericrmente { Brambilla,
Ashbaugh ef ol 2001} ¢ serfio detalhadas a seguir,

Além destes animais, o5 tecidos dos animais EAE em 14 dpi fixados ¢ incluidos em
parafina utilizados para coloragho de HE no Capiiulo 1, foram estedados adickonalimente
quanto a5 alteragdes histopatobigicas no Depeeriment of Microbiology and  fenmemolory
arid Newrological Surgery, University of Miami

Para as anilises histopatolégicas ¢ celulares por imunohistoquimica (42 dpi), o
animais foram anestesiados por injegfio subcutinea de 100pl. de uma mistura contendo
ketamina ¢ xilazina (3:1) ¢ perfundidos transcardialmente por 5-10 minutos com PRS,
conforme descrito ameriormente, Em seguida, oz animais foram perfundidos por cerca de 20
minuios com paraformaldeido (PFAY 4% em PBS, pH 7.4, A medula espinhal foi dissecada e
pos-fixada em PFA 4% por duas horas. Apds este procedimento. a medula espinhal foi
dividida em duas poredes, sendo uma parte inclulda em parafing (porgiio Wraco-lombar) e
outra criopreservada em solugho de 25% de sacarose em PBS, pH T4 (porgdo cervical-
toracical.

A porgio da medula espinhal incluida em parafing bem como o8 1ecidos
parafinizados provenienies dos animaiz 14 dpd foram seccionados em corles ransversais de
10pm wsando-s¢ micrdtomo {Leica, Germany) em séries 1200 (distineia de 100pm) ¢
montadas em lminas silamizadas. Para quantificar a drea de desmiclinizagio da substincia
branca, duas liminas de cada animal. sendo uma de cada série, foram coradas pela téenica de
Luved Fast Blue ¢ contra coradas com HE. Os cortes foram visualizados em microscdpio
dptico (Olympus BX41) ¢ analisados por principios de Cavalieri, utilizando-s¢ o soffware

Stereo investigator {Micro Bright Field, Inc.) acoplado a0 microscopio.
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Os tecidos cropreservados fornm secoionndos em crostate (Leicn Ch 15900;
Wetdar, Germany), transversalmente (30 pm}, em séries 110, Estes cortes foram montados
em  liminas silamiadas ¢ ammazenados em  freezer -20°C. Para a5 marcaghes
imunohistogquimicas, as laminas foram retiradas do frecser ¢ mandidas a temperatura ambienie
por 15 minwies. Em seguida, lavados em PBS e blogqueadas por uma hora em temperatura
ambiente com soro de cabra {normal goar serw - NGE) 3% em PBS acrescidas de 0,4% de
Triton-X. A mesma soluglo base (5% NGS em PBS, 0.4% Triton-X) foi usada para preparo
dos anticorpos primdrios, os quais foram incubados com os tecidos overnight, a -1°C. Os
anticorpos primdrios usados foram CCl1 {camundongo, concentragio 1:500; Calbiochem-
OPE0, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) e PDNGFR-a (coelho, concentragio | 200,
Santa Cruz, sc-338), Mo dia sepuinte, o liminas foram lavadas com PBS ¢ incubadas por uma
hora em temperatura ambiente com os anticorpos secundérios conjugados com Aleva-Fluor
(A8E-Croad awil-monze para CC1 e 594-Goal anbi-rabbli para PDGFR-u). As laminas
marcadas para PDGFR-o foram adicionalmente incubadas por uma hora em femperatura
ambiente com anticorpo anti=-NG2 conjugado com 488- Aleva-Fluor {coellw. concentragio
1:500; Chemicon- AB5320; Millipore Corporation. Billerica, MA. USA). Em sepuida, as
liminas foram lavadas, cobertas com laminukas ¢ armozensdas a -4°C para posteror
quantificagio.

A imunoreatividade foi visualizada em microscépio de fluorescéncin FeissAxiovert
200 M, sendo as células positivas para CC1 {oligedendricito maduro) e para PDGFR-af NG2
{eélula progenitora de oligodendrbeito) quantificadas por principios estereoldgicos utilizando-
s¢ 0 sofhworg Stereo investigator (Micro Bright Field, Inc.) acoplado a0 microschpio, Neste
caso, Aminas com 5 cones de medula espinhal, em imervalos de 300 um, espessura de 30 um,
¢ marcadas para os anticorpos mencionados eram analisadas ¢ as oflulas comadas

manualmente em aumentos de 100x (OC1) ou 63x (NG2ZPDGFRa). Ao final, obleve-se o
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nimero tofal de célukas por mm". Foi feito um teste antes de se iniciar a contagem com o
objetive de se obter menor coeficiente de erro de Gundersen possivel (<0.1). Para isto, o
tamanho do frame de contagem para CC1 foi de 35X35um ¢ o gridd oyt Foi de 190X 190
pm, sendo contados cerca de 35-40 frames na substiincia branca e 15-20, na cinzenta. Para a
contapem de NG2PDGFRo, os frames foram de 60X60 pm com grid layent de | BOX1E0,
sendo comados cerca de 40-45 frames na substincia branca ¢ 20-25, na cingema.

Para as amdlises da quantidade de proteina em 20 ¢ 43 dpi. os animais foram
anestesiados e perfundidos com PRS, conforme descrito anteriormente. A medula espinhal foi
rapidamente coletada ¢ colocada em nitrogénio liquide, parn posterior armazenamento em -
RO°C. Para extragdo das proteinas totais, os tecidos foram retirados do freerer ¢ mantidos em
gelo durante os procedimentos, Inicialmente, amostras foram homogencizadas em tampdo de
lise (300 pllamostra) preparado a partir de solugdo de tampdo fosfato ¢ contendo, por 10mlL:
1% de desoxicolato de sodio; 1% de WP-40 {igepal); MaCl a 0,15M; fosfato de sodie a 0,010
com pH T.2; SDS a 0.1%; EDTA a 2mM; 100 pl. de inibidores de protease (Roche
Diagnostics, 11697498001} e 100 pl de inibidores de fosfmase (Sigma. P3726). O
homogenato foi mantido em agitegdo orbital por duas horas, <4°C, e centrifugado a 15.000
r.p.m./15 min, -4°C. Em seguida. o sobrenadante foi recolhido para dosagem de proteina pelo
midtodo de Lowry, aliquotado e estocado a <20°C até o uso.

As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida ¢ transferidas para uma
membrana de nitrocelulose, que foi bloqueada overnight, 4°C em solucio 5% de leite em
PBS 1X. A mesma solugio base foi usada para preparo dos amicorpos primdrios que também
reagiram cvernighr a -4°C, Os andicorpos primdrios usados neste estudo foram: proteolipideo
(PLF: coelho, diluigdo 1:400, Pierce-PA3150), f-tobulina {camundongo, diluigio 1:10.000,
BDBoscences), proleing hisica da miclhing (MBF; raio, diluigho 121000, Chemicons

MAB386: Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) ¢ plicernldeido-3-fosfato
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Com relagdo 45 proleings estudadas, ndo observamos qualquer diferenga endre
sedentirias ¢ exerciladas para MBP, contude houve maior concendragio de PLP no grepo
exercilado em ambos 08 momentos (20 ¢ 43 dpil. A Figura 28 apresenta os dados de PLP e a

¢ Figura 29, MBP.

1 Sedemianas Bl Ecroitadas
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Figura 28 Niveis de PLP em homogensto de meduls espinhal de animais EAE
sedentirios ¢ exercitados analisados aos 20 ¢ 43 dpi.  Os dados estdo apresentados como
médintEPM de 5-6 animais'prupo. Os asteriscos sobre as barras indicam diferengas entre
sedentirios ¢ exercitados {(P<0,05 pelo teste 1 de Stdent).
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Figura 2%, MNiveis de MDBP em homogenato de medula espinhal de animais EAE
sedentirios ¢ exercitados analisados pos 20 ¢ 43 dpi. O= dsdos estio apresemtados como
médixtEPM de 5-6 animais/grupo.
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3. Amilise dos ftores associados ao dano axonal nog medula espinhal

30 Consdderagies infelais

0 dano axonal ¢ proposte como sendo associado aos prejuizos  funcionais
permanentes da Esclerose Maltipla. Neste caso, tem sido sugerida uma relagdo entre dano
axonal € o5 processos de desmielinmizagdo, uma wer que foram observados que o
olipodendrdcitos  manfidos  wivos  fenfam  continuamente  remiclinizar o5 axdnios
desmielinizados. mas que os axdmios ja desmielinizados =30 seccionados e o8 danos
permanentes tomam-s¢ evidentes na Esclerose Maltipla (Trapp, Peterson of ol . 199E) ¢ no
modelo EAE (Wujek, Bjarmar or @l 2002), Por outro lado, tem-se sugerido papel do BONF
na neuroprotecde associada ao modelo (De Santi, Polimeni of of.. 200 1; Luhder, Gold er ol

2013}, pois fon observada atenuacio dos sinais clinicos em animais EAE tratados com BDNF
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{De Santi, Annunziata ef of. 2009). Sendo assim, tendo em vista nossos resullados de
atenuacio dos sinais clinicos associados a0 maior conteddo de BDNF medula na fase aguda e
com menor volume de desmielinizagBio na fase erdnica, torma-se relevante investigar o perfil

do dano axonal nos animais EAE previamente exercitados,

1.2, Materiais ¢ Métodos

Para esta andlise, utilizamos o anticorpe contra o meurofilamento desfosforilade,
SMI-32, um marcador reconhecido para dano axonal. uma ver que este se acumula em
axdnios danificados,

Na imunohistoquimica, analisamos os tecidos parafinimdos em 14 dpi ¢ o8 wecidos
congelados de 42 dpi. Em ambos os casos, os tecidos foram seccionados em cortes
transversais de 10pm em séries 1:10 (distincia de 100pm), Os tecidos parafinizados foram
inicialmente desparafinizados ¢ tralados para recuperagdo antigénica por aquecimento com
Citrmto de Sodio, pH 6.0. Em seguida, os dois lipos de liminas foram processados
conjuntamente pira 0% precedimentos imunohistoquimicos, conforme descrito anteriormente,
utilizando-se o anticorpo primdrio contra SMI-32 (Camundongo, 12500, Covance) que reagiu
overnighi a -4°C. Mo dia seguinte, as liminas foram lavadas com PBS ¢ incubadas por uma
hora em temperatura ambiente com anticorpo secundirio conjugado com Afexa-Fluor (438-
Goal anti-meuse), Em o seguida, as laminas foram kvadas, cobenas com laminulas e
armazenadas a -4°C para posterior documentagdio. A imunoreatividade foi visualizada em
microscdpio de Muorescéncia ZeissAxiovert 200 M ¢ observadas qualitativamente quanio a

presenda ou alséncia de marcagho. indicativa de dano axonal.
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Para a quantificagho da quantidade da proteing SMI-32, foram wtilizados os mesmaos
1ecidos da andlise de PLP ¢ MBP e, poranto, tratados nas mesmas condigies. Neste <aso,
porém, a membrana foi incubada overnighy, a <4°C. com anticorpe primério contra SMI-32
{Camundongo, 1:1000, Covance). A normalizaghio foi realizada com [-ubulina e os dados
eslfio expressos como percentual do grupo sedentirio (20 dpi), como média e erro padrio da
imvédia sendo analisados pelo teste t de Student. O valor de significincia foi estabelecido em

P05,

33 Resultados

A Figura 30 representa contes de medula cspinhal marcada para SMI32. De modo
similar a0 que observamos para o volume de desmiclinizacdo, podemos notar aumento
gradative do dano axonal (aumento da marcagio para SMI32) enire a fase aguda (14 dpi) ¢
crinica da doenga (42 dpi). sobretedo entre os animais sedengirios (comparagio das fotos A-
B com as folos C-10). Podemos observar também a menor progressdo do dane axenal entre os
animais exercitados (compara¢do das fotos E-F com as fotos G-H).

Em cércbros dos pacicntes, essa marcagdo foi observada em linhas ¢ pontos
indicando orientagdes longitudinais ¢ transversas dos axdnios (Trapp. Peterson of al, 1998).
Em misso estudo, podemos olservar os pontos verdes, indicande a orienfagdo obviamente

IFAMEVETSa, UIME vez que usamos cones de medula espinhal para a5 marcagdes.



Figura 3. Caracteriza¢io do dapo axonal imarcagio com SMIE-32) em cortes de meduola
espinhal de animais EAFE sedentdrios ¢ exercitados em 14 e 42 dpi. 530 apresentudis duas
fotos representativas de cada RIUpD, sendo: A-R para amimais sedentirios EALE de 14 dpi; C-D
para animais sedentdrios EAE de 42 dpi; E-F para animas exercitados EAE de 14 dpi; G-H

anmmans exercilados EAR de 42 dp.
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E evidente também nesta figura 30, 2 menor marcagio para dano axonal nos animais
exercitados em relagho aos sedentirios aos 42 dpi. Estes resuliados foram confirmados pela

quantifica¢do protdica de SMI-32, conforme 52 ohserva na Figura 31,
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T i 0.0661 L
:i - el
g8 1504
<E |
EE.E LMl
55
- (¥
2¢
-
un
l:: T T
20 dpi 43 dpi
SMIT? - 1-...-_.\ -qju—- -
Bera-mbulina f—

Figura 31. Niveis de SMI-32 em homogenato de medola espinhal de animais EAE
sedentirios e exercitados analisados aos 20 ¢ 43 dpi. Os dados es1do apresentados como
médiatEPM de 5-6 animais/grupe. O asterisco indica a diferenca entre os animais EAE
sedentarios ¢ exercitados aos 43 (P<0L05 pelo teste t de Stdenr).
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O objetive geral do presente estudo Toi analisar o desenvolvimento ¢ a progressdo da
Encefalomiclite Auteimune Experimental (EAE) induada por MOG s em camundongos
CSTBVG) submetidos previamente 3o exercicio fisico forgado de natagho, A importdncia deste
estudo baseig-se na investigagio de possiveis mecanismaos associados aos efeitos prowetores do
exercicio fisico, o quais podem auxiliar na determinagio de novas estralégias lerapduticas na
Esclerose Maltipla. Mo Capiwlo 1. nozsos dados mostraram significane atenuacio do escore
clinico. Estes resultados corroboram. em parte, dados da lileratura que #m mosirado
atenuacdo dos sinais clinicos de animais EAE exercitados {Le Page, Fery of al, 1994 Le
Page, Bourdoulous of al, 199%; Rossi, Furlan er al., 2000). Por outro lado, nosso trabalho
mostra de forma inovadora que scis semanas de exercicio regular realizade antes do

desenvolvimento da EAE ¢ capaz de atenuar a apresentagdo clinica da doenga.

Ratos Lewis machos e Bmeas apresentando EAE induzida com homogenato de
medula espinhal foram exercitados do dia 0 ao dia 10 pds-indugho, sendo que foi verificado
Mraso no primeine surio, sem afetar a gravidade da doenga, ou a apresentaglo dos surios
seguintes ou mesmo os outros padries clinicos observados, agudo ¢ monofisico (Le Page,
Ferry e af . 1994), Em outro estudo, ratas Lewis com EAE induzida passivamente através da
iransferéncia de células T ativadas para MBP foram exercitados por 02 dias em esieira por
250-300 minutes antes ¢ depois da indugdo ¢ apenas o realizado apds a indugdo teve efeito ém
alrasar a apreseplacio clinica da doenga (Le Page, Bowrdoulous ef ol 19%8) Mais
recentemente, 10 dias de exercicio em esicira realizados antes da induglio ativa em ratos

Lewis ndo surtiram efeito sobre a apresentagdo clinica da EAE (Patel ¢ White, 2013).

Por outre lade, foi demonstrado que varias modalidades de estresse erdnico como
contengdio ¢ chogques clétricos administrados por mais de | hora ¢ durante 5 dias antes ¢ apds a

indugiio da EAE atenusaram o curso clinico da doenga (para uma revisao, ver Heesen, Gold o
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al, 2007} Tomados em conjunto, estes dados sugerem que o exercicio promoveria
mecanismaos neuroinflamatorios diferentes dos desencadeados pelos protocolos de stress no
modelo EAE. Mo entanto, ¢ importande ressaltar que o protocolo de exercicio fisico deve ser
realizado por periodos superiores hd trés semanas para demonstrar capacidade de produzir
resposta alenuada &0 esIresse ¢m raos cronicamenic iraados com dexametasona (Sigwal,

Budde eral, 20011 %

Recenemente foi demonstrado que exercicio forgado em esteira administrado por 03
semanas antes ¢ mantido por um periodo semelhante apds a indugdo do modelo de neurite
avtoimune experimental (EAN) atenuou a gravidade da doenga por todo o perindo estudadao,
sendo este resultado associado & mepor concentragio de corticosterona o momento da

indugidio (Calik, Shankarappa ef af,, 20012},

Em uma linha de raciocinio similar, o5 efeitos da corrida voluntinia realizada logo
apos a indugo ativa por injegdo de MOGhsss em camundongos fémeas C53TBYG) promoveu
atenuagdo dos sinais clinicos entre 12 ¢ 50 dpi (Rossi, Furlan er al, 2009). Neste caso, os
animais foram exercitados por 50 dias ao todo, mas a apresentagdo clinica iniciou-se
precocemente em relaghio @ janela temporal descrita na literatura para atenuagdo da resposta
a0 estresse pelo exercicio. Além disso, os animais continuaram se exercilando por todo o

perindo observado coma no caso do estudo anterior com EAN,

Tendo em vista estas informapdes, propomaes neste sslude um protocolo de exercicio
que incluisze o tempo necessirio para adaplagiio ao estresse antes da indugio. Nossa proposta
foi testar a hiptese de que as adaptagdes promovidas pelo programa prévie de exercicio
regular poderiam inleragir com as respostas neurdimunopaiogénicas da doenga e modificar o
curse da mesma, Sendo assim, ¢ a primeira vez que os efeitos interativos cntre uma aptidio
fisica prévia e os marcadores bioldgicos da EAE sfo irvestigados, Um dado interessante do

mosso cstudo € a apresentagdo de uma resposta clinkca atenuada também na fse cromica da
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doenga (Figura 05), similar ao que foi observado com a corida voluntisia que Toi realizada

por todo o periodo de EAE (Rassi, Furlan er al, 2009),

Mas nossos resultados contrastam com os estudos de curtos periodos de exercicio
{Le Page, Ferry of of, 1994; Le Page, Bourdoulous ef al., 1996), uma vez que a apresentsgio
clinica nagueles casos ol apenas airasada e os animais exercitados apresentaram resultados
similares aos sedentdrios apds o pico da doenga, No entanto, aléim do tempo de adaptagio ao
estresse jd mencionado, duas outras importantes diferengas experimentais devem ser levadas

em comsideracio,

Em primeire lugar, os modelos de indugdo sfio diferentes ¢ 0 modelo de EAE em
ralos Lewis apresenta-se por ser predominantemente inflamatério com powcas ou raras lestes
desmielinizantes (Shin, Ahn o afl, 2002). Em segunde, o protocoko de exercicio utilizado,
esteira versus nalagdo. O fo é que a natagho mostrou-se mais benéfica do que o exercicio em

esteira no modelo de esclerose lateral amiotrdfica (Deforges, Branchu of al, 2009)

Assim. as discrepdncias observadas entre o presente estudo ¢ oz dados prévios da
literatura, kevanam novas questdes. S3o de fato diferentes as respostas provocadas pelos
protocolos de estresse ¢ exercicio no EAE? Se o forem, quais 0s mecanismos envolvidos em
cada tipo de resposta? O ambiente de realizaglo do exercicio, dgua ou solo, imerfere na
resposta especificamente associada & EM e a0 EAE? Seriam diferentes também as respostas
neursimunopatogénicas ao exercicio nos diversos 1ipos de modelo EAET Quanto tempo de
exercicio ¢ de flo necessirio para promover respostas clinicas favoriveis? Quais as

implicagbes dessas diferengas na pritica clinica”

As respostas a eslas perpuntas somemte podem ser consepuidas com a realizacio de
mais estudos e elas dariam suporte para elaboragio de programas de prescriglo de exercicios

relaciomados ap auxilio no tradamento da EM.
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Reforgando os dados de atenuaghe do escore clinico, também (ol observado
atenuagio da perda de massa corporal (Figuras 03 e 06), 03 quais 30 comoborados pelo
estudo de exercicio voluntirio (Rossi, Furlan ef afl, 2009), Além disso, podemos sugerir que
redugies de massa adiposa ¢ muscular (Tabela 06) contribuiram conjuntamente para a
redugdo da massa corporal nos animais EAE. Eniretanio, apesar da atenuagdo da penda de
massa corporal, o exercicio fsico regular prévio ndo fol capaz de modular Sgnificalivamente

a5 respostas metabolicas e teciduais sistémicas da fee aguda associadas a0 modelo.

Mo encontramos oufros estudos que tenham avalisdo adiposidade de animais EAE,
No entanto, a andlise da composigdo lipidica plasmatica na EM, sobretudo duramste o surto,
revelou reduglo plasmitica de fosfolipideos (Montfoort, Baker eof al. 1966}, dos dcidos
palmitico ¢ estedrico dos ésteres de colesterol (Cumings, Shortman ef al., 193} ¢ do prdprio

colesterol (Cendrowski, Szajbel er al., 1968), corroborando nossos dados.

Foi demonstrade que o constante trabalbo muscular proporcionado pelo exercicio
fisico regular aumenta a produgdo de [L=6 pelo mosculo o cada sessio e efeio bevaria a uma
inibigio na producio muscular ¢ sérica de THF (Pedersen ¢ Hoffman-Goetz, 20060 Pedersen ¢
Saltin, 2006). Sugere-se que essa resposta associada a0 metabolismo oxidativo muscular
sumentado em decorréneia do treinamento possam afuar na minimizagho da perda de massa

muscular (Argiles, Busquets of ol 2002},

O contetdo de glicogénio corporal & imporiante ferramenta para se medir capacidade
oxidativa, uma ver que ¢sta reserva contribui para fomecer aporte de carboidraios gue podem
ser mobilizados em continuns sessfies de exercicio fisico (Meardle, Katch er all . 19698
Bernardes, Marconi er al., 204 ). Alguns dos mecanismos responsdveis por essa melhora no
metabolismo de carboidratos em animais treinados incluem aumento do ENAm ¢ da proteina
GLUTA, melhorando o influxe de glicose para os misculos, assim como aumento na atividade

das enzimas ghicogénio sintase ¢ hexoguinase { Pedersen ¢ Saltin, 2006).
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A Tabela (8 demonsita menor concemragio de THNF musculyr e aumenio mo
contetdo de glicogénio muscular ¢ hepdtico nos animais exercitados controles em relagdo aos
ses pares sedentdrios, Assim, o paradigma de 06 semanas de exercicio regular de natagio foi
capaz de promover efeito antiinflamatorio (Almeida, Gomes-Filho ef al., 2000) ¢ melhora de

aptidIs muscular (Oh-Ishi, Kizaki er of, 1996, conforme tem sido relatado na literatura,

Porém, quando os animais formm submetidos & indugio da EAE esse efeite benélico
foi abolido, com os contendos de ghicogénio muscular ¢ hepatico tendo voliado parn valores
similares aos dos animais sedentirios. E adicionalmente, ambos os grupos EAE apresentaram
menor massa muscular ¢ menor contcldo das citocinas nesse tecido em relagho aos controles,
provavelmente em resposta ao menor conteddo proidico muscular, Como ndo fol quantificada

a profeina muscular total, ficamos limitados a qualquer conclusio adicional.

Az alteraghes musculares no modelo EAE em ratos Lewis foram investigadas em
alguns estudos, Dados anteriores mostraram reduzida perfusio do leito capilar no infcio da
paralisia e esse efeito foi mais evidente nos masculos vermelhos (Wiernsperger ¢ Honegger,
1981, Os autores entfio sugeriram gue a atrofia muscular estaria associada i disfuncio do
metabolismo oxidative. Se este fato também & verdadeiro para os animais do presente estudo,
explica-ze a menor massa muscular dos nossos animais ¢ menor conteddo de glicogénio,

apesar do efeilo neste Ghimo possa ter sido mais evideme entre o5 animais exercitad os,

Posteriormente, observou-2e redugio de massa corporal associada 3 perda de 40-50%%
na massa do miscule gastrocndmico, iniciando-se aos 10 dias apds a indugdo, refletindo em
menor drea transversa de todos os tipos de fibras, ou scja, serdbias. de metabolismo
imermedidrio ¢ anaeribias (De Haan, Van Der Vet er al, 2004). Misculos de animais
saudiveis que foram denervados por 3 dias apresenfaram reduzida absorcio de glicose
catimulada por insulina bem como redugio no conteddo de GLUT-4 (Megeney, Neufer of al,

1993, corroborondo a disfungdo do metabolismo oxidative neste tecido, Por outro lado, fd
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demonstrado previamente que o aumento no conteddo de glicogénio em misculo sdleo de
ratos juvenis exercitados pelo paradigma da roda voluntiria ocorreu i apos 4 semanas de
exercicio {Henriksenand ¢ Halseth, 1994}, Estas informagdes nos dio suporle para sugerir que
03 animais exercitados EAE do presente estudo possam ter sofrido uma deplegio das reservas

de glicogénio apds a instalagdo da doenga, ou seja, 10 dias apos a indugiio,

Recentemente. mudangas morfoldgicas ¢ moleculares musculares foram investigadas
no models FAE ¢ foram observadas afrofia de fibras com aumenio da marcagdn TUNEL e
dos niveis de caspase-12, de fatores de transeriglio relacionados com inflamagdo, de enzimas

associmdis com vias pro inflamatérias ¢ de ubiquitina (Park, Nozaki ef al., 2012).

Estes estudos sugerem um impacio da excitagdo neuromuscular prejudicada como
fator para a perda muscular na EAE. De falo, a perda de neurdnios molores inferiores tem
sido observada tanto na EAE gquanto na EM (Vogt, Paul er af, 2009), Uma vez que esse
mecanismo de faléncia na condugo neural € transitério, sugere-se que a atividade muscular
preservada duranic doenga poderia prevenir a atrofia muscular ¢ atenuar a sensagio de fadiga

(e Haam, Van Der Wliet o af., 2004),

Motamos gue a perda ponderal foi menor nos animais exercitados (Figura 03) e, além
dizso, foi recuperada mais rapidamente (Figura 06) nesses animais. Como o3 efeitos sobre a
atrofia muscular nos ratos Lewis foram acompanhado da perda ponderal (De Haan, Van Der
Vliet ef al., 2004), poderiamos sugerir que nossos animais exercilados recuperaram a fungio
muscular mais eficiememente que os sedentirios durante a remisso da EAE? Considerando
que ndo colelamos esse tecido ¢ ndo fizemos as dosagens metabdlicas no periodo de remissio,

podemos apenas sugerir tais hipdteses a partir dos dados de massa corporal.

O proces=os neuropatoldgicos associados & lesdo observada no EAE incluem a
inflamagio no SNC. a desmielinizagho ¢ o dano axonal. Estes componentes serfio mais ou

menos proeminentes dependendo da fase ou estigio clinico da lesdo. Em verdade, o modelo
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EAE induzido por MOG:iss tamo em camundongos NOD quanto em C3TRIG) &
caracterizado por ler a paralisia do primeiro suro associada principalmente & inflamagdo,
semdo que desmiclinizaglo ¢ dano axonal, discretos nessn fagse, progridem adichonalmente
com o avangar da doenga e sio considerados como 03 responsivels pelo prejuizo clinico
cromeo (Onuki, Avers of al, 2001; Pham, Doerrbecker ef af, 2011; Recks, Addicks of al,

2011}

E importante observar que embora existam alguns trabalhos avaliando o efeito do
exercicio fisico sobre a resposta clinica da EAE, ndo ba relato na litermtura propondo s¢ o
exercicio tem ou ndo a capacidade de alterar o recrutamento de keucdcitos no primeiro surio

ou modificar a progressio da desmielinizagdo e do dano axonal.

Inicinmos nossos estudos por uma investigagdo do perfil inflamatdério no SNC dos
animais EAE na fase apudada doenca. Uma vez que as interagdes entre leucicitos ¢ o SHC
imiciam-s¢ na barreira hematoencetalica, mais especificamente com o endoiélio {Vajkocey,
Laschinger ef ol, 2001}, nosso foco de estudo foi investigar essas interapdes por meio da
andlise in vivo de eventos de rolamento ¢ adesio na microvasculatura do SNC. Dados prévios
do noesse grupe demenstraram que animais deficientes para © receptor de bradicinina
apresemtam uma atenuagio do escore clinico de animais EAE indusidos por MOWGas.ss
associada com menor nimero de eventos de adesdo da microvasculatura cercbral (Dos Santos,

Raoffe er al, 2008,

Mo intuile de investigar se a apresemiagdo clinica afcnuada apresemada no
experimento A (Figura 02) foi associada com menor recrutamento de leucocilos para o SNC
an lopgo do desenvolvimento da EAE, realizamos andlise dos pardmetros de rolamento e
adesdo lewcocitinia na microvasculatura cerebral ¢ da medula espinhal em animais sedentdrios
e exercilados. Adicionalmente, cérebro ¢ medula espinhal foram investigados por pardmetros

histopatokogicos.  Imicialmente, a0 avaliar os grupos EAE, encontramos um  maior
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recritamento de leucdcitos ma microvasculatura medular em relagio 3 cerebral nos maiores

escores clinicos, independente da condiglo sedemarisma ou exercicio (Figuras 09 ¢ 10).

Este resultado estaria de acordo com estudos recentes que tém demonstrado que
apesar do plexe cordide ser uma mportante rota de entrada de células no SNC, no modelo
EAE (Reboldi, Coisne ef al, 2009), ela talvez nio scja a primeira. Foi demonsirado um
acimulo de células T encefalitogénicas na regido lombar da medula espinhal de camundongos
C57BI6) j4 nos primeiros cinco dias apds a transferéncia destas oflulas sem concomitante
acimulo no plexo cordide {Arima, Harada er of, 2002}, Estes autores sugerimm que csle
resultado estaria imtimamente relacionado & diferenciada ativagdo neural sensorial desta regifio

nos camundongos que seria transformada em um sinal inflamatério.

Outro estudo mosirou, no pico da doenga, um aumento na permeabilidade vascular
medular, mas n¥o cerebral, em camundongos CSTBYS njetados com MO s (Bennett,
Basivireddy of af, 2000}, Assim, 05 resultados destes estudos suportam nossos schados de

maior recrutamento de oflulas da regiio medular em relagiio 4 cerebral,

Por outro lado, nossos dados demonstraram nfio haver diferengas entre o5 grupos
EAE sedentdrios ¢ exercitados tanto pelos parimetros de rolamento ¢ adesdo (Figuras 07 ¢
D8} quanto pelos pardimetros histopatobbgicos (Figuras 11 ¢ 12}, Os primeires estudes com
EAE ¢ exercicio em ratos Lewis sugeriram que o exercicio poderia alterar atividade das
ctlulas apresentadoras de antigenos, diminuir a proliferagdo de células T encefalitogénicas
c'ou atrasar o miiltrado de células T efctoras para o SNC (Le Page, Ferry er afl, [994).
Posteriormente, para o modelo de EAE de iransferéncia passiva (em que apenis a migragio ¢
presenie) o5 autores sugeriram que o exercicio exaustivo, realizado por dois dias apos a
indugdo, promaveria simplesmente um atraso no infilirado de células T efetoras para o SNC
(Le Page, Bourdoubous o1 of, 1996), Assim, nosso estudo ¢ o primeiro relato a abordar o

recrutamento de leucdcitos, na fase aguda da doenga ¢ demonstrar que a atenuaglo clinica na
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EAE promovida pelo exercicio, nfio ¢314 associada com atraso ou diminuigio do infiltrado

inflamatdrio tanto no cérebro quanto na medula espinhal.

Pora adicionalmente investiparmos os efeitos do exercicio de nataglo na possivel
modulagho destas células, avaliamos o perfil de cilocinas no eérebro ¢ na medula espinhal na
fase de desenvolvimento da EAE (10 e 14 dpi}. O grupo das citocinas seleciomados incluiu
THF ¢ IL-1p {pro-inflamatdriasy, 1L-6 (regulagio da inflamagio) ¢ IL-10 (antiinflamatdria),
Estas citocinas foram escolhidas por screm as mais frequentemente avalisdng nos estudos
sovbre 05 cleilos no exercicio em pacientes portadores de EM (Dalgas ¢ Stenager, 2012} Além
disso, 1L-1fk IL-6 ¢ TNF sio classicamente reconhecidas por serem responsiveis pela
ativacio de sinais clinicos em doengas infecciosas ¢ inflammarias (Abbas, Lichiman ef af,
2011). Posteriormente, analisamos também o perfil das células recrutadas para a medula
espinhal na fase de remissio ¢ na fase erdnica da doenga pelo métado de citometria de fluxe

{Figuras 17 a 21).

Exceto pela concentragho cerchral de IL-6 (Figura 14-B), os camundongos EAE
sedentdrios mostraram redugdo significativa em todas as outras citocinas entre 10 ¢ 14 dpi
tanie no cérebro quanto na medula espinhal. Uma vez que estes animais ndo foram
perfundidos com solugfio silina para limpeza do sangue, este resultado pode ser atribuido aos
leucheitos circulantes, uma ver que a contagem destas oflulas apresentou padrio similar de
resposta (Figura 13). Este resultado também estaria de acordo com dados anteriores que
sugeriram que o pico da expressio pénica de diversas citoginas acomece no periodo de inicio

dos simads clinicos (Eng, Ghirnikar ef af., 19%9%6)

Assim, se considerarmos o 10° dpi como dia de pico das respostas das citocinas
analisadas no nosso estudo, observamos um padrio de resposta antiinflamatdria no cérebro
dos animais EAE exercitados, sobrefudo com relagdo s concendragdies de THNF (Figura 14-Al,

IL-1p (Figura [4-B), que talvez tenha refletido na menor necessidade de produgfio de 1L-10
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{Figura 14-D) Por outro lado, como a IL-6 ndo se alterou entre 10 ¢ 14 dpi para os animais
sedentirios ¢ diminuiu enire esaes dias para os mimais exercitados, essa possivel resposia

antiinflamatoria & observada em 14dpi para 1.6 (Figura 14-B).

De modo interessante, ma medula espinhal, os animais EAE exercitados mostraram
aumento de TNF (Figura 15-A), [L-6 (Figura 15-B) e IL-10 (Figura 15-13) em 14 dpi em
relagho acs pares sedentdrios, demonstrando, assim, a geragho de um ambiente pro-
inflamatério nesta regido do SNC. E importante notar que esta resposta ocorred mesmo sem
difierengas na circulagdio ou noe recrutamento de leucdcitos parn medula espinhal, o que sugere

por um lado que as fontes destas eitocings podem ser outras células tais como as endoteliais,

micrbglia, astrécitos ¢ / ou mesmo neurdnios (Eng, Ghirnikar e al., 1996; Figiel, 2008}, Por

Como estas citocinas tém apresemados resuliados conflitantes na literatura a0 se
comparar abordagens sistémicas ¢ neuro-imuno-modulatdrias ¢, sobretwdo no modelo EAL,

passaremos a discutir o3 resultados observados neste estudo para cada citocina isoladamente,

A IL-1p ¢ uma citocina pro - inflamatdria clissica produzida principalmente por
macrifagos ¢ células endotelials e esti associada i ativaglio endotelial, febre e sintese de
proteinas da fase aguda (Abbas, Lichtman ef e, 2011). Nos animais sedentéiirios EAE, a IL-
1B aumentou em 10 dpi e reduziu para valores similares aos animais contreles em 14 dpi tanto
no cérebro, quanto na medula. Nos animais exercitados EAE, esta variagho ndo ocormeu na
medula ¢ foi menos acentuada no cérebro. Como resultado final, observamos uma resposta
antiinflamatdria promovida pelo exercicio no tecido cercbral, sobretudo no10® dpi. Sugere-se
que uma sessfio exaustiva de exercicio aumenta a produgdo desta citlocina no SNC, mas parcce

que o excrcicio regular teria o efeite oposio, reduzindo seus niveis (Packer, Pervaiz of ol
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2000 Além disse, aumentos centrais de IL-1[ 1ém sido associados & anorexia ¢ & caquexia ¢
sun redugio estd associada a0 comrobe desta condicho, sendo este um dos mecanismos
proposios pebos quais o exercicio poderia ateruar o desenvolvimento de caguexia {Donohoc,
Ryan ef e, 20011). Assim, este resultado fomece algum respaldo & perda de massa corporal
atenuada nos animais EAE exercitados do presente estudo e sugere um possivel efeito contra

desenvolvimento de comportamento doenlio nesses animais.

A IL-6 foi inicialmente definida como uma citocing pro - inflamatdria, sendo
produzida por macréfagos. células endoteliais ¢ linfocitos T ¢ estando associada 4 sintese de
preteinas da fase aguda ¢ & pmtiti:m-;iu de linfcitos B (Abbas, Lichiman ef al, 200 1y Esta
citocing apresentou-s¢ em menor concentragio nos animais exercitados EAE em relagio sos
sedentirios nol4 dpi no cérebro ¢ nolD dpi na medula. No entanto, a medula espinhal
analissda nold dpi mostrou resultado oposto. Atualmente, sabe-se que a 1L-6 & necessdria
para a diferencizgdo (Bettelli, Carrier of af , 2006) ¢ recrutamento (Reboldi, Coisne o al,
2009; Arima, Harada er af., 2012) das células Tyy17 encefalitogénicas e gue estas células sio
importanies fontes adicionais de IL-6 ¢ TNF (Langrish, Chen er af, 2005}, Sendo assim, a
redugio da [L-6 aos 14 dpi no cérebro dos animais EAE exercitados em comparaglo aos
sedentdrios, pode ser um mecanismo para o comrole da resposta Tyl 7 nesta regilo do SNC.
Por ouiro kado, em pacienies que sofréram grave Urauma cenchral, observou-se aumenio sérico
e no fluido cérebro-espinhal de IL-6 e IL-10 associados ao aumento na produglo de fator
neurotrafico neural (NGF) ¢ sugeriu-se que a inflamagdo aguda poderia promover reparo das

lesbes no SNC. assim como regeneragdo axonal (Morganti-Kossman, Lenzlinger ef al, 1997).

A TL-10 foi identificada como uma proteina que inibe a produgio de Interfon-y (por
células Tyl) e a ativegdo de células T finaliando reagdes imunoldgicas, sendo
preferencialmente produzida por células T reguladoras (Abbas, Lichtman er al, 2011). MNos

animais sedentirios EAE, a IL-10 aumentou em 10 dpi e reduziu para valores similares aos



- _ 125
DISCLSSAD GERAL DO ESTLM

animais controles em 14 dpi no cérebro, mas apenas redusu em 14 dpi no medule. Nos
animais exercitados EAE, esta variagio ndo ocorreu, A concentragio de 1L-10 inalterada no
cérebro dos animais exercitodos EAE sugere a auséncia de regulaglo positiva de oflulas T
reguladoras neste tecido (Von Bochmer, 2005). Por outro lado, a concentragio de 1L-10 foi
significativamente major 2os 14 dpi nos animais EAE exercitados em relagio aos sedentirios
ma medula espinhal. E como podemos observar na Figura 18, houve uma tendéncia de
aumemio no nomero de células T reguladoras aos 21 dpi nos animais exercitados em relagdo
aos sedentdrios do experimento B. E importante observar que tem sido proposte o papel da
IL10 na atenuagio dos danos causados pelas citocinas pro-inflamatdrias ¢ possivel atuacdo ma

regeneragdo ¢ sobrevivéncia neuronal (Morganti-Kossman, Lenzlinger ef o, 1997,

¥ THF ou fator de necrose tumoral é uma citocina produzida por macrdfages ¢
cthulas T e estd relacionado com ativagho endotelial, febre, sintese de proteinas da fase aguda,
catabolismo ¢ apoptose (Abbas, Lichtman ¢f al, 2001) MNeste caso, o efeito antiinflamatorio
do nosso paradigma de exercicio fol inicialmente demonstrado pela concentragio reduzida de
TWF o SNC dos animais exercitados no grupe de controle em relagdo aos controles
sedentirios (Figoras 12-A e 13=-A), sendo este resuliado cormoborado por dados da literatura
fAne. Wong ef al., 2004), Ao analisarmos os dados dos animais sedentdrios EAE, verificamos
aumento em 10 dpi com diminuigio para abaixo dos niveis controle nos animais sedentirios
ans 14 dpi no cérebro, mas apenas a dimineigio na medula nos 14 dpi, Estas aheragbes foram
atenuadas no cérebro dos animais exercitados, porém como para oulras citocinas, houve maior
concentraglo de THF na medula espinhal dos animais exercilados EAE aos 14 dpi. quando
comparados aos sedentirios. Assim como a IL-6, o TNF tem apresentado resultados
conflitantes com relagiio a ser uma molécula degencrativa ou protetora tanto na EAE quanto
ma EM. Este dado provavelmente advém do fato de esta molécula atuar em dois recepiores

distintos com respostas antaginicas (Brambilla, Ashbaugh er af., 2011
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As respostas observadas  no  eckdo  cerebral  sugerem uma  prolegio  ndo
necessariamente relacionada com as flulas T reguladoras ou polarizagio de Tyl pars Ty2
{Batoulis, Addicks ef al, 20010; El-Bchi, Rostami «f af, 2010) Mas uma obscrvagio
peneralizada dos niveis de citocinas sugere que o exercicio prévio de nataglo parece ter um

efeito antiinflamatdrio neste tecido,

Uima resposta wtalmente diferente foi observada nn medula espinhal. Scis semanas
de excrcicio regular de imensidade moderads melhoraram as fungdes imunoldgicas,
aumentando as citocinas  pro-inflamatiriass ¢ a imunidade antiglnica especifica em
camundongos vacinades por antigeno para hepatite B (Wang, Song e al,, 2011} Uma vez que
observamos makor recrulamento de célilas na medula espinhal, podemos sugerir que resposia
gerada pelo exercicio de natagdo em posso csludo potencia a atividade inflamatdria na

miedula, a qual é o alvo de lesbes desmiclinizantes no EAE induzido por MOMs.54,

Como podemos observar na Figura 20, houve uma tendéncia de aumento no ndmero
de células natural killer ¢ células T reguladoras aos 21 dpi. Estas duas células sdo importante
fonte produtora das citocinas aqui listadas ¢ ambas estiio associadas a evenios proteiones
contra a2 EAE (Gold, Linington ef al, 2006). E imporanic notar gue o5 animais do
Experimento “B” apresentaram um perfil tardio de apresentagdo clinica de irés dias em
relacdo aos animais do experimento “A”, O seja, o dia 21 para os animais da cilometria de
Muxo representaria o dia 17 para os animais usados na andlise de citocinas, Sendo assim,
podemos estar olhando para um efeito ja tardio na citometna que possa ter sido evidente nos

animais exercitados durame o pico da doenga,

(s dados em conjunto sugerem que o efeito do exercicio gerou resposta especifica
apos a indugdo da EAE ja que o grupo controle exercitade ndo apresentou uma reagho similar

de aumento das citecinas medulares.
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Ao observarmos a Figura 17, notamos uma tendéncia de reduglio na contagem de
células vidveis, coradas com Tripan-Biwe, a partir de homogenato da medula espinhal nos
animais sedentirios entre 21 e 42 dpi, sendo que esta tendéncia foi significativa para os
animais exercitados. Este fato levou a uma diferenga significativa entre o nimero de oflulas
contadas entre sedentirios ¢ excrcitados aos 42 dpi. Anteriormente, demonstrou-s¢ que ndo
houve diferenga em infilirados celulares na medula cspinhal ¢ estriado de animais EAE aos

50dpi submetidos ou ndio a0 exercicio voluntirio (Rossi, Furlan er af, 2009).

As discrepincias observadas entre o nosso estudo ¢ o citado podem ser explicadas a
partir de algumas observagdes. Primeiro porque os prolocolos de exercicio empregados foram
diferentes uma vez que oz animais daquele estudo realizaram exercicio voluntdrio. iniciado
apis a indugio ¢ mantido por lodo o periodo analisado, Os métodos de investigagio da
celutaridade wtilizados também foram diferentes, sendo que no estudo citado foram feitas
imvestigagdes qualitativas pela coloragio HE e, apesar de realizarem imunohistogquimica para
CTM ¢ CDE, nenhuma método quantitativo fod empregado na medula espinhal, kocal onde os

miiltrados fosam mais evidentes.

Alids, em nosso estudo a redugho na quantidade total de células contadas refletiu
exalamente em menor nomero de células T CIM ¢ CDE, além de cdlulas B, nos animais

exercitados em relagio aos sedentdrios aos 42 dpi (Figura 213

As eflulas B, além de produzirem anticorpos. regulam a8 respostas imunes ¢ afuam
como cosdjuvantes ds células CIM produzindo citocinas que regulam a inflamagdo ¢ a propria
fungio das oflulas T {Abbas, Lichtman ef ol 2011). Ensaios clinicos em pacientes com EM,
usando depleglio de células B wém demonstrado efichcia para o tratamento da mesma
iMatsushita, Horikawa er af., 20000 Acredila-se que o models EAE em camundongos
CATRLAG indurido por MOGssss murino apresenie mecanismo independente de células B

para sen desenvolvimento (Oliver, Lvon of al, 2003), o que ¢std em acordo com nossos dados
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de poucas célulass B recritadas aos 21 dpi (Figuras 18 ¢ 20} No entanto, estudos anteriores
sugerem papel destas oflulas na fase crinica da EAE, possivelmente facilitando a

remielinizacdo ¢ reparo tecidual {Carmody, Hilliard er af,, 2002 ).

Az células CD4, também chamadas de auxiliares, atuam na diferenciagio das células
B ¢ na ativagho de macrifegos atmando sobretwdo via complexo  principal  de
histocompatibilidade classe 11, o MHC 11 (Abbas, Lichiman e al. 2011} Foi demonstrado
que estas células sho responsiveis por iniciar o staque inflamatorio na EM (Mcfarland e

Martin, 2007),

Az células CDE, também chamadas de citotdxicas, suam na destruigho de células
infectadas atuande via MHC 1 (Abbas, Lichtman o al, 2001} Assim, acredita-se que elas
amplificam o dano a0 tecido por afetar diretamente mielina ¢ axdnios (Mefarland ¢ Martin,
2007). Dados recentes sugerem que o MHC | pode ser induside nos neurdnios e
oligodendrocitos desafiados ¢ que as células CDE scjam os efetores das lesdes na EM
{Batoulis, Addicks ef al, 2010). Aliis, o papel das células CDE positivas na EM ainda é
assunto de intenso debate, uma vez que tem sido observado maior infiltrado destas células em
detrimento das CDd positivas em algumas lesfies (Lassman, 1999), Sendo assim, esse
resultado pode estar associndo & menor progressio da desmielinizag®o e do dano axonal da

fase aguda para a fase erdnica nos animais exercilados EAE do presente estudo.

As citocinas TNF, IL-1 e IL-6 aumenadas em combinagio com a diminuigio do
suporie trdfico vindo do BDNF para os neurdnios, resullam em apoplose neuronal no modelo
de lesko medular (Basso ¢ Hansen, 2011}, No entanto, hd um corpo forte de evidéncias que
apoiam o conceito de que a inflamagdo no SNC pode ter efeitos tanto destrutivos quanio
benéficos (Hohlfeld, Kerschensteiner er af., 2007). Por exemplo, a descoberta de produgdo

Jocal de fatores neurotroficos por leucheitos em lesdes de EM (Kerschensteiner, Gallmeier o
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al,, 1999), sugerem papel adicional dos leuobcitos infiltrados em regeneraglo ¢ reparo

tecidual.

Em nosso estudo, observou-se um aumento dos niveis de BDNF em ambos os
homiogeneizados, de cérebro e da medula espintal dos animais exercitados em relagdo aos
sedentarios-EAE no [4dpi. Estes dados sugerem uma redugio dos danos na medula espinhal,
apesar do ambiente global aparentemente  pro-inflamadrio ¢ um perfil diferente em

comparag®s com o cérehe,

Apesar de nfio e ter um scorde =2 0 concentragiio de BDNF estaria aumeniada ou
diminuida na fase estdvel da EM, sabe-se gque durame os surtos, sua concentragdo estd
aumentada (Sarichielli, Greco of al., 2002), sugerindo uma possive] associagho com a resposta
inflamatdiria da doenga. Por outro lado, uma correlagdio inversa entre o5 niveis de BDNF
sericos ¢ lesbes mensuradas por imagem de ressondncia magndtica foi estabelecida (Comini-
Frota, Bodrigues ef ol , 2012). Estes resultados sugerem que estratégias capases de aumentar a

concentragdo de BDNF durante o pico da doenga poderiam ter papel neuroprodetor.

Alguns estudos demonstraram efeitos de uma sessfio de exercicio (Gold, Schule ar
al., 2003}, ou perindos de trés ou quatro semanas de exercicio (Castellano ¢ White, 2008:
Bansi, Bloch er af, 2012), 0s quais foram capazes de aumentar os niveis séricos de BDNF em
pacientes EM, Mo entanto, esies estudos foram realizados com pacientes na fase estivel e,
minda ndo se sabe = o exercicio regular nestes pacientes teria a capacidade de aumentar a
concentracio de BDNF durante o suno da doenca. Alem disso, recente révislo da literatura
sugrere que of resullados obiidos até o momento com relagdo & BDNF ¢ EM s3%0 meramenie
descritivos ¢ que estudos funcionais em modelos animais necessitam ser realizados, sobretudo
investigando a desmiclinizagio (Luhder, Gold er of, 2013), Considerando que BDNF tem

uma meia-vida cura ¢ a sua efichcia no SNC ¢ limitado peln barreira hemato-encefilica,
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diversas estrulégias tem sido investigadas no intuito de otimizar a disponibilidade deste fator

o local de lesdio,

Estudos i vitre demonstraram aumente na producio de BDNF por células T CD4+
apds tralamento com acelato de glatiramer (GA) ¢ estas eélulas foram capares de estimular a
produgiio de oflulas progenitoras de oligodendrdcitos i viiee (Skihar, Silva of of,, 20090, Ao
estudar os efeitos do GA @ vive, es1es autores observaram aumento de BDNF nas lesbes o
qual pode estar psmociade com  remiclinizagio em uma condigie  experimental de
desmiclinizagho induzida por lisoleciting. Em outro estudo, células estaminais da medula
dssea foram ulilizados como veiculo para liberagdio de BDNF dirctamente ao SNC de animais
EAE (Makar, Bever & al, 2008). Esses animais demonstraram atraso ¢ atenuagio clinica,
sendo que o exame histopatoldgico mostrou desmielinizagio redwrida ¢ remiclinizagio
aumentada, Estes estudos corroboram a idéia do BDNF como possivel fator benéfico

memociado a EM.

Assim, investigamos o5 pardmetros associados a progressio da desmiclinizsgdo
nestes  animais, MNosses  resuliados  mostraram  aumento  pradative mo volume  de
desmiclinizagdo entre a fase aguda (14 dpi) e crdnica da doenga (42 dpi), endre o5 animais
sedentirios com menor progressio dessa desmielinizagio entre os animais exercitados (Figura
220, Foi evidente também o menor volume de desmiclinizagdo nos animais exercitados em
relagio aos sedentirios nodl dpi, resultados confirmados pela andlise quantitativa do volume

de desmielintzagdo por principios de Cavalieri {Figura 23 ).

Tem sido reportado que esta protegio pode ocorrer por aumento da proliferagio de
células precursoras de olipodendrdcitos (OPC) e a sua maturagdo em oligodendricitos,
resultando em aumenio da remielinizagdo (Mctigue, Hormer of af . 1998; Duw, Fischer of af,
2003; Skikar, Silva of af, 2009; Van't Veer, Du ef af, 2009). Os oligodend rdcitos sio ofélulas

importantes em formar a bainha de mielina, cujas fungdes neurofisioldgicas sio aumentar a
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velocidade da condugio do impulso ¢ fomecer supore rofice aos axdnios para manter sua

sobrevivéncia (Grilfiths, Klugmann of ol 1998),

Mo entanto, 80 contarmos as oflulas marcadas para CC, oligodendrdcitos maduros,
ndo ohservamos diferengas entre o5 animais sedentirios e exercitados aos 42 dpi de EAE
(Figuras 26 ¢ 27). Alm disso, a contagem das c¢élulas duplamente marcadas para
MGETPDGFRe, as OPCs, revelou menor nidmero de células progenitoras na substiincia branca
dos animais exercitados (Figuras 24 ¢ 25 Estes dados sugerem que ndio foi via aumento mo
miamero de células que o exercicio conferiu proteglio contra a progressio da desmielinizago

nos amimais EAE.

A desmiclinizagio, com ¢ sem a perda de oligodendrdcitos, tem sido descrita na EM
{Lucchinetti, Brock ef af., 1996) ¢ na EAE (Wu, Ohlsson e al, 2008). Neste sentido, tem sido
sugerido que vins distintas imunoldgicas ¢ citoldxicas como as cilocinas, os anlicorpos
desmielinizantes. ¢ a cito oxicidade mediada por células com apoplose pode ser responsdvel
por diferentes padries de desmielinizagho. Por exemplo, estudos de imunofluorescéncia com
dupla marcagio mostrou fregilente co-localizagio de marcadores para apoptose com MBP,
mas auséncia de co-localizagho com CCI nos corpos celulares de oligodendricitos, sugerindo
a degencragio ativa de processos dos oligodendrocitos, mas ndo de seus corpos na substincia

cinzenta { W, Ohilsson ef af , 2008

Sendo assim, pera adicionalmente investigar os efeilos o exercicio sobre mecanismos
associados & desmiclinizacdo, foram dosadas as projeinas da mielina PLP e MBP (Figuras 28
e 29, respeclivamente). MNeste caso, ndo foram observades diferencas endre os animais
sedentirios ¢ exercitados EAE para MBP. Contuda, houve maior concentragio de PLP no
grupo exercitado tanto em 20 quanto em 43 dpi, sugerindo protegho da perda de processos de
oligodendrdcitos nos animais exercitados. Este dado corrobora o resultado de menor volume

de desmielinizaghko por LFB e, associado ao menor nimero de OPCs na substincia branca dos
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animais exercitados, sugere que o efeito do exercicio prévio fol em profcier comdra a

progressdo da desmiclinimedo mais do que promover remiglinizagdo.

O menor recrutamento de células B, importanies no processo de remiclinizagio
durante a fase crfnica da EAE induzida por MOG (Carmody, Hilliard ef ol 2002}, suporia
essa hipddese, Ou seja, uma vez que os animais exercitados estavam menos desmielinizados,

0% processos de remiclinizagiio foram atenuados,

PLP & a principal protelnn estrutural do sistema nervoso central ¢ sua redugdo tem
sido associada & desmiclingagio {Trapp, Pelerson of al, 1998), MBP ¢ o sepunda principal
proteina estrutural do sistema nervoso central ¢ sua diminuigio também estd associada com
desmiclinizagio (Griffiths, Klugmann ef ol 1998), Mo entanto, em um elegante artigo para a
revista Sclence, osies aulores mostraram que na awseéncin de PLP, os camundongos
desenvolvern subsequente dano axonal, o que o acomcoe wos animais deficientes para
MBP. apesar da desmicliniscio aparente, Animais duplamente mulamtes (PLP ¢ MBFP)
apresentaram tanto desmiclinbagio quando dono avonal, sugerindo o necessidade do suporte
tréfico olipodendroglial para a sobrevivéneia dos neurbnios, sendo que a proteina PLP teria

um papel meésmo gue indireto nessa modulagio,

E importante notar que, em adigho aos efeitos benéficos sugeridos no controle da
desmiclinizagio (Makar, Bever ¢f al, 2000, Skihar, Silva ef af, 2009), recente revisio da
literatura sugere que o papel neuroproteior do BDNF na EM pode estar associado 4
regeneragio ¢ crescimento de peurdnios danifados, bem como & repulagio na liberagio de

nedrolransmissores ¢ crescimento de espinhas dendriticas (De Santi, Annuneiata ¢f af , 2009),

Tem sido sugendo também que a propria profegdo contra perda de oligodendrdcitos
ot aumente ne reparo de micling poderia reduzir a taxa de damo avonal ¢ nevronal (Zhang,
Kramer ¢f of, 2001) ¢ diminuir a gravidade da doenga, melhorando a qualidade de vida dos

pacicntes { Hasseldam ¢ Johawsen, 20100, Neste caso, sugere-5¢ uma relagdo entre dano axonal
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¢ 03 processos de desmiclinizagio, uma vez que foram observados que os oligodendracitos
mantidos vivos tentam continnamente remiclinizar os axdnios desmielinizados, mas que os
aximios ji desmiclinizados sk seccionados ¢ os davos permanentes lomam=s¢ evidentes na
EM (Trapp. Peterson of of,, 1998} ¢ no modelo EAE (Wujek, Bjarimar ef af, 20021 Temdo ¢m
visla nossos resuliados de stenvagio dos sinais clinicos associados oo maior conteddo de
BINF na medula na fase aguda, com menor progressio do volume de desmiclinizacho na fase
crimica, na proxima etapa realizamos uma prévia investigagio sobre o perfil do dano axonal
nos animais EAE exercitados,

E, de modo similar a0 gue observamos com relagdo a0 volume de desmicliniagio,
podemos notar o aumento gradativo do dano axonal entre a fase aguda (14 dpi) ¢ crinica da
doenga (42 dpi) entre o5 anmimais sedemarios com menor progressio desse dano axomal nos
amimais exercitados (Fizura 300, A evidéncia de menor danc axonal nos animais exercitados
em relacio aos sedentdrios aos 42 dpi, foi confirmada pela quantificacdo protéica do

neurofilamento SMI-32, por western blot (Figura 31)

O pewrofilamentos sio o principal constituinte do ciloesquelelo asonal, sendo que o
processo de mielinizagdo aumenta a fosforilagio destas proteinas e, ao contrdrio, a
desmiclinizago leva a uma diminuigio do estado fosforilado dos neurofilamentos, Assim, &
medida que a desmielinizagdo progride, observa-se masor mimero de axdnios positivos para
SMI1-32 em pacientes com EM (Trapp, Peterson er all, 1998). Este estudo sugeriu que os
axdnios desmielinizados ficam mais vulnerdveis ao ambiente inflamatério e sofrem a

transecgdo, apesar de dano axonal primério também ter sido descrito.

De qualquer forma, a resposta neurohiologica ao dano axonal € a temativa de
remodelagio com crescimento da porgie distal do axdnio, assim como pelo brotamenio de
novos neuriios dos neurinios ao redor da lesdo (Petratos, Oeturk ef afl, 200 2), Porém, alguns

fatores protéicos do proprio SMNC inibem essas respostas compensatirias, causando uma
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inibigho da regeneraglo, sendo que o MNogo-A (inibidor do crescimento de neuritos) &

reconbecidamente o mais potente inibidor.

A relagho entre Mogo-A ¢ BDNF no hipocampo foi investigada previamenic cm
animais submetidos a protocolo de lesdio cerebral € rés dias de corrida volunidria (Chvirovi,
Ying ef al . 2008). Neste estudo observou-se que enguanto leslo cercbral sumentou Mogo-A,
o exercicko diminuiu, Por outro lado, exercicio aumenton BONF, PEA, proteina 43 associada
a0 crescimento (GAP-43) e sinaptofising, ou s¢ja, as proteinas associadas ao crescimento ¢
regeneraglo axonal. Um dado importante deste estudo ¢ que os aulores estabeleceram
significativas ¢ altas correlagdes entre as profeinas analisadas que permitiram a elaboragio de
uma hipitese, na qual sugere que 0 aumento na producio de BDONF causado pelo exercicio no
SMC dos animais lesionados leva a uma inibigho na via de sinalizag®o do Nogo-A e, assim,

facilita duplamente a regeneragdo neural.

Rossi et al (2009), sugeriram que o exercicio vohmbinio exerce cfeitos
neuroprotetores diretos no modelo EAE, pois restaurou a diminuigio da sensibilidade das
sinapses gabadrgicas @ alenuou a perda de espinhas dendriticas no estriado, sem allerar o
infilirado inflamatdrio aos 50 dpi.

Mossos resultados sugerem o desencadeamento de efeitos neuroprodetores somados
ans cfeitos antiinflamatorios pelo exercicio frenfe & resposta neuropatolgica observada no
EAE, mesmo quando o exercicio foi realizado sob paradigma forcado ¢ finalizado antes da
progressio da deenga, Como nossos animais finalizaram o protocelo de exercicio aos 10 dpi,
podemos sugerir uma interagdo entre a modulagio promovida pela aptiddo fisica das scis
semanis de nmacio com as respostas neuroinflaomatdrias do EAE, ¢ conscquenicmemc se

observa a modificagio da progressiio da EAE ao longeo dos 42 dias.

Essas evidéncias foram suportadas pelos resultados de atenuada apresentagiio clinica

scompanhada de redugio da progressio de desmielinizagio ¢ dano axonal na fase cronica da
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Os principais achados deste estudo ncluem diferencas nos parametros clinicos da
EAE quando avaliados tanio na fase aguda quanto na fase crinica com atenuagio ¢ atraso dos
sinais clinicos nos animais EAE que sz excrcitaram em relagio aos mantidos sedentirios por
todo o periodo experimental. Embora este resuliado tenha sido acompanhado por atenuisgio
da perda ponderal, as alieragiies metabolicas ndo foram modificadas pelo exercicio. Na fase
aguda da doenga, 05 animais EAE excrcitados ¢ sedentirios apresentaram semethante perfil de
infiltrado inflamatdrio, desmiglinizacdo ¢ dano axonal com diferencas significativas, poném,
o5 niveis de citocinas ¢ BONF. Enquanto as ¢itocinas diminuiram no cérebro ¢ aumentaram
na medula espinhal, BDNF aumentou nos dois compartimentos dos animais exercitados em
relaglo aos sedemtirios com EAE. Na fase crinica da EAE observamos diminuido
recrutamento de eélulas CDd+, CDE+ e linfdcitos B3, de volume de desmielinizagio e dano

avonal na medula espinhal dos animais exercitados em relagiio sos sedentirios,



