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RESUMO

Introduc¢fdo: O beneficio do exercicio fisico aparenta estar associado a sintese e libertacao de
substancias neurotroficas. Estas substancias constituem uma familia de proteinas diméricas de fatores
de crescimento, essenciais na diferenciagdo, crescimento ¢ sobrevivéncia dos neurdnios
dopaminérgicos, colinérgicos e noradrenérgicos do sistema nervoso central, e dos neurénios simpaticos
e sensoriais do sistema nervoso periférico. De acordo com a ampla rede de neurotrofinas descobertas e
referenciadas, o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) desempenha um importante papel na
relacdo entre o cérebro e o musculo. Contudo, existe uma auséncia de evidéncias no que se refere a
relacdo entre os beneficios da pratica regular de atividade fisica e a cinética, quantificacdo e distribui¢do
de BDNF -, entre compartimentos (e.g. sangue, musculo e cérebro). Neste sentido, pretendemos estudar
o impacto de um protocolo aerdbio de longa-duragdo (quatro semanas), em ratos Wistar, nos teores
periféricos e centrais de BDNF. Pretende-se, em particular, saber qual a concentracdo de BDNF no
tecido cerebral (hipocampo e cortex cerebral) e no musculo esquelético (solear e gastrocnémios), bem
como na circulagdo cerebral (jugular) e sistémica (veia da cauda).

Métodos: Foram utilizados 10 ratos, de estirpe Wistar, subdivididos, de forma aleatoria, em dois grupos:
um primeiro grupo de exercicio (n=5), sujeito a pratica de um protocolo progressivo de exercicio
aerobio, de quatro semanas, ¢ um segundo grupo de controlo (n=5). As colheitas plasmaticas foram
recolhidas antes (T=0), durante (T=1, & segunda semana), pds-realizagdo do protocolo (T=2, a quarta
semana) e 24 horas ap6s o T2 (T3), tanto para o grupo de exercicio, como para o grupo de controlo. Os
contetdos plasmaticos, musculares e cerebrais foram analisados utilizando a técnica ELISA.
Resultados: Relativamente aos teores cerebrais, ocorreu uma diminui¢ao significativa de BDNF tanto
no cortex, como no hipocampo dos animais pertencentes ao grupo de exercicio; em relagdo ao contetido
tecidular do BDNF no musculo, verificou-se um aumento significativo tanto no gastrocnémios, como
no solear dos animais referentes ao grupo de exercicio. No que concerne aos valores plasmaticos, o
exercicio fisico aparenta ter aumentado os valores de BDNF em TI relativamente aos valores controlo.
Os valores circulantes de BDNF regressaram, posteriormente, aos valores basais em T2, mantendo-se
inalterados em T3 (24 horas ap6s o fim do protocolo de exercicio fisico).

Conclusdes: O exercicio aerobio aumentou os teores de BDNF no musculo esquelético, contudo
diminuiu os teores desta neurotrofina nas duas regides analisadas do cérebro. No entanto, os valores
circulantes desta neurotrofina ndo parecem refletir os seus teores tecidulares, apoés o protocolo de
exercicio, no T3. Recorrendo apenas a analise dos niveis plasmaticos de BDNF, no contexto do exercicio

fisico, parece ser insuficiente para se caracterizar a sua dinamica de sintese e consequente libertacao.

Palavras-Chave: Exercicio, Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro, Plasma, Musculo, Cérebro.



ABSTRACT

Intoduction: The benefits from physical exercise appear to be associated with the synthesis and release
of neurotrophic substances. These substances constitute a family of dimeric growth factor proteins that
are essential in the differentiation, growth, and survival of dopaminergic, cholinergic, and noradrenergic
neurons of the central nervous system, and of sympathetic and sensory neurons of the peripheral nervous
system. According to the extensive network of discovered and referenced neurotrophins, brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) seems to play an important role in the relationship between the brain and
skeletal muscle; however, there is a lack of evidence concerning the relationship between the benefits
of regular physical activity and the kinetics, quantification and distribution of the aforementioned
substance - BDNF - between compartments (e.g. blood, muscle and brain). Therefore, the purpose is to
study the impact of a long-term aerobic protocol (four weeks), in Wistar rats, on the peripheral and
central levels of BDNF. We aim, in particular, to investigate the concentration of BDNF in the brain
tissue (hippocampus and cerebral cortex) and skeletal muscle (soleus and gastrocnémios), as well as in
the cerebral (jugular) and systemic (tain vein) circulation.

Methods: 10 Wistar rats were randomly divided into two groups: an exercise group (n=5), subjected to
a four-week progressive aerobic exercise protocol, and a second control group (n=>5). Plasma samples
were collected before (T0), during (T1, at week two), after the protocol (T2, at week four) and 24-hours
following T2 (T3), from both the exercise and the control group. Homogeneized tissues from the muscle
and brain were also analyzed following the sacrifice of animals, by ELISA.

Results: Regarding brain levels, there was a significant decrease of BDNF both in the cortex and in the
hippocampus of the animals belonging to the exercise group; concerning the tissue content of BDNF in
the muscle, there was a significant increase in both the gastrocnémios and the soleus of the animals from
the exercise group. With regard to the plasmatic values, exercise appears to have increased BDNF
concentration levels in T1, compared to the control values. Circulating BDNF values returned to
baseline concentration levels at T2, remaining unchanged at T3 (24 hours after the end of the physical
exercise protocol).

Conclusions: Aerobic exercise increased the levels of BDNF in the skeletal muscle, however it
decreased the concentration levels of this neurotrophin in the two studied regions of the brain. Howbeit,
the circulating values of this neurotrophic factor do not seem to reflect its tissue values following the
exercise protocol, at T3. Merely analyzing BDNF plasma levels, in the context of physical exercise,

seems to be insufficient to characterize the dynamics of its synthesis and consequent release.

Key-Words: Exercise, Brain-Derived Neurotrophic Factor, Plasma, Muscle, Brain
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INTRODUCAO

Durante uma grande parte da historia da evolugdo do ser humano, as demandas de sobrevivéncia
exigiram, insufismavelmente, quantidades extraordinarias de esfor¢o fisico (Archer e Blair, 2011).
Quando o genoma do ser humano foi originalmente formado, o esforco fisico diario era, de facto,
imperioso, sendo que a sua propria fisiologia tera sido projetada para funcionar em tais circunstancias
em que o dispéndio energético, proviente da atividade fisica realizada, era elevado (Eaton e Eaton,
2003). No entanto, o atual desenvolvimento tecnoldgico e a orientagdo das condi¢des de vida para um
formato tendencialmente mecanizado promoveram, subsequentemente, um estilo de vida sedentario sem
precedentes (Eaton e Eaton, 2003). Ao longo do século passado, especialmente ao longo destes ultimos
50 anos, as evidéncias epidemiolodgicas estabeleceram uma relagdo de causa-efeito, embora de forma
ndo-intencional, entre a predilecdo da humanidade na procura de dispositivos que efetivamente
economizavam o esfor¢o e o dispéndio fisico requerido no trabalho, com a consequente manifestacdo
de multiplas doencas asssociadas a inatividade fisica, aumentando, por sua vez, os niveis de morbilidade
¢ de mortalidade.

Assim, tal como supracitado, as evidéncias cientificas sugerem que a inatividade fisica,
profundamente relacionada com os héabitos cada vez mais sedentdrios da sociedade contemporanea,
constitui-se como um fator de risco para o desenvolvimento de uma multiplicidade de doengas, tais
como a diabetes, a depressdo, as doencas cérebro-cardiovasculares, oncologicas e respiratorias
(Dishman, et al., 2006; Servigo Nacional de Saude, 2017). Em contrapartida, a literatura tem sugerido
que a pratica regular de atividade fisica infere, consequentemente, beneficios inquestionaveis sobre a
saude fisica e psicologica. De acordo com Mréwczynski (2019), a atividade fisica ndo evoca apenas
mudangas e adaptacdes nas propriedades morfogénicas, metabolicas e contrateis dos musculos, como
exerce, igualmente, efeitos multiplos nos restantes tecidos e orgdos, melhorando, portanto, a
competéncia fisica de todo o organismo. Acrescenta-se, ainda, a capacidade da atividade fisica
influenciar a atividade hormonal (Misra, et al., 2016), os sistemas imunitarios (Dongmei, et al., 2017),
contribuir na reducdo do risco de incidéncia da osteoporose (Etherington, et al., 1996) e de diversos
tipos de cancro, diabetes tipo 2 (Zembron-Lacny, et al., 2016), assim como participa, igualmente, no
processo de plasticidade cerebral através da neurogénese (Cotman, et al., 2007)

Um dos mecanismos que explica as modifica¢cdes que ocorrem na morfologia e na plasticidade
do cérebro ¢ através do exercicio e a sua capacidade de estimular a produgao, libertacao e regulacao de
fatores de crescimento que, subsequentemente, potenciam as fungdes neuronais induzindo, por
conseguinte, uma cascata de eventos que promovem os processos supramencionados de plasticidade
estrutural e funcional do cérebro (Walsh e Tschakovsky, 2018).

Os fatores de crescimento constituem-se como proteinas responsaveis pela regulacio de
multiplos aspetos da fungdo celular que, por sua vez, envolvem os processos de sobrevivéncia,

proliferagdo, migracdo e diferenciagdo (Friedman, 2012). Naturalmente, quando considerados no



contexto do sistema nervoso, os fatores de crescimento sdo frequentemente referidos na literatura como
“fator neurotr6fico” ou “neurotrofina”, pelo que estas se caracterizam como proteinas essenciais para o
adequado desenvolvimento do sistema nervoso (Friedman, 2012). Até a data, quatro membros da familia
de fatores neurotréficos foram identificados, sendo eles o fator de crescimento dos nervos (NGF), fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e, por fim, a neurotrofina-4 (NT-4),
frequentemente designada na literatura contemporanea como neurotrofina-4/5 (NT-4/5) (Al-Qudah e
Al-Dwairi, 2016). Cada fator neurotréfico supramencionado vincula-se a duas classes distintas e
altamente especializadas de recetores de superficie celular que, posteriormente, lhes permite mediar as
suas fungoes fisiologicas (Lippi, et al., 2019).

O BDNF, um dos fatores neurotréficos mais pormenorizadamente investigados, conecta-se ao
recetor de tirosina quinase B (TrkB); a NT-4/5 inicia, também, a sua atividade biologica através da sua
ligacdo ao TrkB (Kashyap, et al., 2018). Ora, pelo facto de quer o BDNF, como a NT-4/5 se ligarem ao
mesmo recetor - TrkB -, tem-se admitido que os papéis que desempenham poderdo ser, até certo ponto,
relativamente semelhantes (Chung, et al., 2013). E de realgar, ainda, o facto de ambos os fatores
neurotroficos anteriormente mencionados - BDNF e NT-4/5 - compartilharem mais de 50% da
homologia na sua sequéncia genética (Holscher, 2017).

Inicialmente, os fatores neurotroficos terdo sido predominantemente estudadas no contexto do
sistema nervoso, tendo-lhes sido consequentemente atribuido o papel de responsaveis pelo
desenvolvimento e adequado funcionamento de todo o sistema nervoso; no entanto, as evidéncias mais
recentes tém sugerido que as substincias neurotréficas desempenham um papel mais amplo do que
inicialmente se julgava (Sakuma e Yamaguchi, 2011); como tal, presentemente, os fatores neurotroéficos
tém sido alvo de estudo numa pluralidade de populagdes celulares de diversos sistemas e tecidos, quer
de teor neuronal, como de teor ndo-neuronal (Sakuma e Yamaguchi, 2011; Sariola, 2001; Kashyap, et
al., 2018).

Sabe-se, igualmente, que a regulagdo e expressdo de cada transcricdo neurotrofica &,
frequentemente, modulada por meio de fatores externos como, por exemplo, a atividade neuronal
(Madis, et al., 1993), o stress (Lauterborn, et al., 1998), as hormonas (e.g. estrogénio) (Singh, et al.,
1995), a propria estag@o do ano (Molendijk, et al., 2012), a pratica de exercicio (Oliff, et al., 1998), entre
outros exemplos.

Assim, embora as evidéncias na literatura ndo estejam em total concordancia, tem havido, de
facto, uma tentativa em examinar o impacto e a relagdo que o exercicio infere na variagdo dos niveis de
concentragao e de expressao dos fatores neurotroficos presentes numa pandplia de compartimentos (e.g.
cérebro, sangue e musculo).

Curiosamente, aparentam existir evidéncias que reportam o efeito positivo que o exercicio
aerobio induz no aumento da expressao e concentragdo das substancias neurotroficas, particularmente o
BDNF (Mackay, et al., 2017; Maejima, et al., 2018; Lippi, et al., 2019; Jeon e Ha, 2017); por outro lado,

contrariamente ao BDNF, a informacdo respeitante a relacdo entre os restantes fatores neurotréficos,



nomeadamente a NT-4/5, e o exercicio aerdbio, aparenta ser escassa ¢ estar pobremente caracterizada
(Lippi, et al., 2019). Acrescenta-se, ainda, que até a data, ndo aparenta existir qualquer tipo de consenso
entre autores no que diz respeito a relagdo entre o exercicio fisico, mais especificamente o exercicio
aerobio, e a consequente indugdo de um aumento na concentragdo da NT-4/5 entre compartimentos.

Naturalmente, uma das possiveis explicacdes para as inconsisténcias e as divergéncias entre
conclusdes nos diversos estudos respeitantes a variacdo da concentragéo neurotroéfica por meio da pratica
de um protocolo aerdbio, deve-se, num primeiro plano, a heterogeneidade das populagdes em causa para
cada estudo, nas diferengas no tipo, intensidade e duracdo dos protocolos (Dinoff, et al., 2016); e, num
segundo plano, deve-se, de acordo com Pareja-Galeano, et al. (2015), aos diversos protocolos de recolha
utilizados nos diversos estudos como, por exemplo, as condi¢cdes de processamento sanguineo (e.g.
plasma, soro ou o sangue completo), o momento da recolha, entre outras particularidades dos protocolos
experimentais.

Uma das principais unicidades relacionada com o campo de estudo entre a relagdo do exercicio
aerobio e a consequente variacdo da concentracdo dos fatores neurotréficos entre compartimentos
centrais e periféricos, tera sido a descoberta da barreira hematoencefalica (BBB), estrutura essa que
serve como uma interface dindmica entre a periferia e o sistema nervoso central que permite o crosstalk
de determinadas substancias como, por exemplo, de polipeptideos, nomeadamente de neurotrofinas e
citocinas, entre os sistemas centrais e periféricos e vice-versa (Pan e Kastin, 1999).

Tal como supradito, tendo em conta que quer o BDNF, como a NT-4/5, iniciam a sua atividade
intracelular via um recetor de superficie celular idéntico - TrkB -, torna-se curioso por que razio a
relacdo entre a NT-4/5 e o exercicio fisico nao tem sido tdo pormenorizadamente estudada quando
comparada com, por exemplo, o BDNF (Orgorn e Gardiner, 2010). Em segundo lugar, de acordo com
Pan, et al. (1998), grande parte dos fatores neurotroficos, pertencentes a familia neurotrofica dos
mamiferos, - na qual se incluem as neurotrofinas BDNF e a NT-4/5 - atravessam a BBB através de
sistemas de transporte altamente saturaveis, permitindo-lhes alcangar, de forma intacta, o SNC,
sugerindo, portanto, a existéncia de um determinado mecanismo responsavel pela produc@o neurotrofica
induzida pelo exercicio (Pedersen, 2019), resultando, consequentemente, num aumento na dificuldade
de identificar e compreender qual o contributo e impacto que os tecidos centrais e periféricos,
responsaveis pela producdo, expressdo, armazenamento e libertagdo de fatores neurotroficos,
apresentam na quantificacdo das substancias neurotroficas - BDNF e a NT-4/5 -, presentes nos niveis
circulantes.

Neste sentido, através da experimentagdo em ratos machos, adultos, de estirpe Wistar, o objetivo
deste trabalho é compreender, primeiramente, se ocorre, de facto, uma variagdo (aumento) na
quantificagdo da substancia neurotréfica de BDNF presentes nos teores circulantes como consequéncia
darealizagdo de um protocolo de exercicio aerdbio de quatro semanas e, num segundo plano, o proposito
¢ perceber qual o contributo que a circulagao cerebral e a circulagdo periférica apresentam nos niveis

circulantes da neurotrofina BDNF apos a realizagdo de um protocolo aerdbio de longa-duragio.



Pretendemos, também, averiguar qual o contributo da producdo cerebral e muscular nos teores
circulantes destas substancias neurotroficas, assim como investigar as diferencas dos valores de
concentracdo de BDNF presentes num musculo maioritariamente constituido por fibras do tipo I

(musculo solear) e outro por fibras do tipo II (musculo gastrocnémios).



1. REVISAO DA LITERATURA

O Fator de Crescimento dos Nervos (NGF) tera sido descoberto na década de 1950 pelos
cientistas Rita Levy Montalcini e Viktor Hamburger enquanto estudavam o desenvolvimento do sistema
nervoso ¢ a sua relacdo na inervacao das estruturas periféricas (Levi-Montalcini, 1987). Os fatores de
crescimento constituem-se como proteinas responsaveis pela regulagdo de multiplos aspetos da fungao
celular (Friedman, 2012). Quando tidos em conta no contexto do sistema nervoso, os fatores de
crescimento sdo frequentemente referidos na literatura como “fator neurotréfico” ou “neurotrofina”,
pelo que estas se caracterizam como proteinas essenciais para o adequado desenvolvimento do sistema
nervoso desde os estagios mais embrionarios. Ao longo do processo de desenvolvimento embrionaério,
estes fatores qualificam-se como sendo fundamentais na regulagdo da sobrevivéncia neuronal, na
determinagdo do desenlace celular e no estabelecimento de uma conetividade adequada (Friedman,
2012). Desde entdo, ja se identificaram uma multiplicidade de proteinas neurotroficas presentes, tanto
no sistema nervoso central (SNC) e periférico, como no exterior do sistema anteriormente referenciado
sugerindo, portanto, a existéncia de uma pluralidade de interagoes entre fatores de crescimento e
populagoes celulares quer ao longo do periodo de desenvolvimento, quer durante a vida adulta (Platholi

e Lee, 2018; Sariola, 2001).

1.1.Neurotrofinas: Breve Caracterizacao Molecular

As neurotrofinas constituem uma familia de proteinas diméricas estruturalmente semelhantes
de fatores de crescimento responsaveis pela sobrevivéncia, desenvolvimento, plasticidade e, em
determinadas circunstancias, na consequente morte neuronal, expressando-se, naturalmente, de forma
diferenciada quer ao nivel do SNC, quer ao nivel periférico (Binder e Scharfman, 2004; Sahay, et al.,
2017). Estas substancias neurotroficas estdo sujeitas a um processo de modificagdo daquelas que sdo as
caracteristicas que inicialmente apresentam, ou seja, numa primeira fase, ocorre a sintese dos
precursores (proneurotrofinas) que, apos a sua clivagem proteolitica, s3o concludentemente
consideradas neurotrofinas maduras, biologicamente ativas (Lee, et al., 2001; Lessman, et al., 2003). A
clivagem proteolitica podera ocorrer no interior da célula por plasmina e furina ou, noutras
circunstancias, no espago extracelular por metaloproteinase matriz (Kashyap, et al., 2018). Se por um
lado os precursores neurotroficos apresentam uma configuragdo sequencial de sensivelmente 250
aminoacidos e consequente peso de 30-35 kDa, por outro, apds a clivagem proteolitica, as proteinas
neurotroficas maduras tendem a apresentar um formato de sequéncia de aproximadamente 120
aminoacidos, cujo tamanho tende a rondar os 13 kDa (Kashyap, et al., 2018; Chao, 2003), formando,
por sua vez, homodimeros ndo-covalentemente associados (Skaper, 2017). Em mamiferos, quatro

membros da familia neurotrofica foram identificados, sendo eles o fator de crescimento dos nervos



(NGF), o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), a neurotrofina-3 (NT-3) e a neurotrofina-4/5
(NT-4/5) (Platholi e Lee, 2018).

As substancias neurotroficas supramencionadas apresentam propriedades estruturais e quimicas
similares na medida em que compartilham mais de 50% de homologias de sequéncia na estrutura
primaria, pesos moleculares equivalentes, trés ligagdes dissulfeto que por sua vez formam um né de
cisteina e, por fim, pontos isoelétricos que variam de 9 a 10 (Al-Qudah e Al-Dwairi, 2016). Apesar das
neurotrofinas apresentarem caracteristicas bioquimicas semelhantes com dominios variaveis, as mesmas
ligam-se a recetores especificos, resultando em efeitos biologicos profundamente diferenciados
(Teixeira, et al., 2010). Assim, diferentes tipos de neurotrofinas apresentam especificidades de ligacao
para recetores proprios, ativando cascatas de sinalizag@o responsaveis pela modulagdo, desenvolvimento
¢ manutencdo do sistema nervoso de vertebrados (Candalija, et al., 2014). A atividade biologica das
neurotrofinas decorre através da sua ligagcdo a dois tipos de recetores de membrana: o recetor de
tropomiosina quinase (Trk) e os recetores de neurotrofina p75 (p75™") (Pincelli, 2017). De uma forma
generalizada, se por um lado as formas quer pro-neurotréficas como as maduras sdo capazes de se

5NTR

vincularem ao recetor p75 , por outro, apenas as formas neurotroficas maduras apresentam a

capacidade de ligacdo aos recetores Trk (Sanchez-Sanchez e Arévalo, 2017).

5NTR

O recetor p75  tera sido o primeiro recetor a ser identificado e associado ao NGF, tendo sido

inicialmente caracterizado como um recetor de baixa afinidade para todas as neurotrofinas (Kojima e

Mizui, 2017). O mesmo pertence a familia de recetores do fator de necrose tumoral (TNFR) (Ruggeri,

5NTR

et al., 2013) todavia, contrariamente a classe de recetores Trk, o p7 une-se tanto a forma

proneurotréfica, como a forma neurotréfica madura de maneira ndo-seletiva (Janssens, et al., 2017)
podendo atuar, também, segundo um co-recetor de alta complexidade dos recetores Trk (Chao, 2003).
Assim sendo, as evidéncias sugerem que as acdes bioldgicas por parte das neurotrofinas podem ser

reguladas através da clivagem proteolitica na qual as pro-formas, juntamente com a proteina sortilina,

5NTR

se vinculam, preferencialmente, ao p7 que, consequentemente, origina a apoptose celular ou, por

5NTR

outro lado, subsistir uma ligacao do p7 as substancias maduras que, por conseguinte, ativam, de

forma seletiva, os recetores Trk promovendo a sobrevivéncia e a diferenciagao celular (Chao, 2003).
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Figura 1. Clivagem das proneurotrofinas. As proneurotrofinas ligam-se ao complexo recetor p75 e a sortilina, induzindo a
. . NTR A .
apoptose; as neurotrofinas maduras ligam-se ao recetor Trk juntamente ao p75 = de forma a promover a sobrevivéncia e a
diferenciagdo celular (Friedman, 2012).



A ativagio do recetor p75™"" resulta, subsequentemente, na estimulagdo de uma panoplia de vias
de sinalizagdo, sendo eles o fator nuclear-xB (NF-«B), a via Jun Kinase e, por ultimo, a ativacao do
processo de regulagdo da proteina Ras Homologous (Rho) (Kojima e Mizui, 2017; Skaper, 2017).
Primeiramente, a ativacdo do NF-xB resulta na transcrigdo de multiplos genes que promovem a
sobrevivéncia neuronal; a ligagdo da Jun Kinase, via o recetor p75™"", determina, em consequéncia, a
apoptose neuronal; por fim, através da regulacdo e envolvimento da atividade de Rho, decorre,
consequentemente, a motilidade do cone de crescimento (Kojima e Mizui, 2017).

O p75™™" aparenta estar amplamente expresso em todo o SNC ao longo da evolugdo
maturacional porém, apds o periodo de desenvolvimento, a sua expressao tende a ser reduzida, sendo
que em adultos ¢ apenas encontrado em determinadas zonas do cérebro (Friedman, 2012). Embora o
papel do p75™™ na promogio da apoptose seja a fun¢do melhor descrita nas evidéncias atuais, a literatura
também tem descrito a influéncia que este recetor desempenha nas inumeras fungdes celulares incluindo
o crescimento neuronal, a regulacdo do ciclo celular, a mielizagdo das células especializadas
denominadas de “células de Schwann”, assim como a regulagdo da depressdo a longo prazo (LTD)
através dos neurdnios do hipocampo (Carter, et al., 2004; Friedman, 2012). Pode-se, portanto, concluir
que a fungdo deste recetor € profundamente influenciada pelo seu contexto celular (Friedman, 2012).

Quanto ao recetor Trk, o mesmo possui trés dominios; um de teor extracelular, um tUnico
dominio transmembranar e outro intracelular que contém o dominio de tirosina quinase catalitica (Al-
Qudah e Al-Dwairi, 2016). Os dominios anteriormente descritos poderdo fazer parte de uma unica
proteina ou entdo encontrarem-se distribuidos entre multiplas proteinas que interagem entre si (Kashyap,
et al., 2018). Os recetores Trk apresentam uma atividade-quinase intrinseca, pelo que se dimerizam apos
a ligagdo ao ligante dimérico neurotrofico (Friedman, 2012). Existem trés membros da familia Trk: a
tirosina quinase A (TrkA), tirosina quinase B (TrkB) e a tirosina quinase C (TrkC), codificados,
respetivamente, pelos genes Ntrkl, Ntrk2, Ntrk3 na nomenclatura genémica de ratos e pelos genes
NTRK1, NTRK2, NTRK3 do ser humano (Green, et al., 2012). A ligagdo das neurotrofinas aos seus
respetivos recetores consiste numa etapa essencial para mediar os efeitos desses fatores na sobrevivéncia
e diferenciag@o neuronal (Friedman, 2012); como tal, cada neurotrofina madura associa-se a um recetor
de ligagao Trk proprio; assim, o NGF liga-se, preferencialmente, ao TrkA; o BDNF e a NT-4 ao TrkB;
e a NT-3 ao recetor TrkC, embora seja igualmente capaz de se ligar aos recetores TrkA e TrkB
(Janssens, et al., 2017). Os recetores TrkB e TrkC encontram-se amplamente expressos nas células
neuronais quer do SNC, quer do sistema nervoso periférico, no entanto, a expressao do recetor TrkA
encontra-se mais circunscrita a subtipos neuronais especificos como, por exemplo, nos neurénios

simpaticos do proencéfalo basal (Sobreviela, et al., 1994).
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Figura 2. As neurotrofinas e os seus recetores. As neurotrofinas maduras exibem intera¢des especificas com trés tipos de
recetor Trk: o NGF vincula-se ao TrkA, o BDNF e a NT-4 ao TrkB e a NT-3 ao TrkC. Em determinadas situa¢des, a NT-3
pode igualmente ativar o recetor TrkA e/ou TrkB, embora com menor afinidade e eficiéncia. Todas as neurotrofinas ligam-
se ao recetor p75™" (Skaper, 2008).

Como ¢ sabido, ¢ ja anteriomente referido, apenas as neurotrofinas maduras ativam os recetores
Trk, sendo que resultam, através deste processo de ligagdo, trés vias principais de sinalizagdo: a via Ras,
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) e a via Phospholipase C-y! (PLC-y1) (Huang e Reichardt, 2003).
A ativagdo da via Ras controla a sobrevivéncia e a diferenciacdo através da ativagdo das cascatas da

proteina quinase ativada pela enzima MAPK; PI/3K medeia inimeras fun¢des neuronais como, por

exemplo, a sobrevivéncia e crescimento neuronal por meio da ativacdo da proteina quinase B,
igualmente conhecida como AKT; por tltimo, a ativagdo da via PLC-yl € responsavel, principalmente,
pelo controlo da plasticidade sindptica dependente da atividade (Deinhardt e Chao, 2014; Al-Qudah e
Al-Dwairi, 2016).

1.1.1. Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF)

O Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) afigura-se, na literatura, como uma
neurotrofina abundantemente expressa no cérebro, desempenhando um papel relevante na
sobrevivéncia, diferenciagdo, morfogénese neuronal e na plasticidade sinaptica do sistema nervoso
(Binder e Scharfman, 2004; Zheleznyakova, et al.,, 2016). As evidéncias atuais sugerem um
envolvimento do BDNF numa ampla rede de processos neurofisiologicos com base nas caracteristicas-
padrao da sua sintese que envolvem uma multiplicidade de isoformas biologicamente ativos que, como
resultado, interagem com diferentes recetores, provocando uma pluralidade de cascatas de sinalizagdo
(Kowianski, et al., 2018).

O BDNF ¢ inicialmente biosintetizado no interior do reticulo endoplasmatico segundo um
precursor pre-pro-BDNF (Foltran e Diaz, 2016). Apds a translocacdo no complexo de Golgi, a sequéncia
de sinal da pro-regido ¢ clivada, resultando na formagdo do isoforma proneurotréfico precursor do
BDNF (pro-BDNF), com um peso molecular de aproximadamente 32 kDa (Kowianski, et al., 2018;

Philips, 2017). Posteriormente, o pro-BDNF ¢ clivado de forma a originar o isoforma maduro deste fator



neurotrofico (mBDNF), representando um peso molecular de, sensivelmente, 14 kDa (Foltran e Diaz,
2016; Philips, 2017). A clivagem proteolitica do pro-BDNF podera ocorrer ao nivel intracelular, através
da atividade enzimatica - PC7, furina e pro-convertases - (Lu, et al., 2005; Wetsel, et al., 2013) ou, por
outro lado, decorrer ao nivel extracelular por intermédio das protéases - metaloproteinases e plasmina
(Mizoguchi, et al., 2011; Deinhardt e Chao, 2014). Ambas as formas, quer pro-BDNF, como a mBDNF
sdo posicionadas no interior das vesiculas para a sua subsequente secrecdo para o espaco extracelular
que, consequentemente, permite a manifestacdo da sua acdo fisiologica (Philips, 2017; Kowianski, et
al., 2018). A proporcao entre o pro-BDNF ¢ o mBDNF no cérebro e nas regides limitrofes varia de
acordo com o estagio de desenvolvimento; assim, enquanto que no periodo pds-natal inicial se verifique
uma concentragdo elevada de pro-BDNF, o mBDNF aparenta prevalecer em idades mais adultas (Yang,
et al., 2014). Acrescenta-se, ainda, que a forma madura do BDNF - mBDNF - ¢ idéntico entre mamiferos
(Maisonpierre, et al., 1991). Naturalmente, cada isoforma biologico deste fator neurotrofico apresenta
uma fung¢do diferenciada; as evidéncias t€m sugerido que o pro-BDNF pode ser considerado um fator
relevante na modulagdo da fungdo cerebral, sobretudo ao longo do processo de desenvolvimento.
Segundo Kowianski, et al. (2018), a ligacdo do pro-BDNF a recetores especificos desencadeia, por sua
vez, determinadas vias de sinalizacdo responsaveis por determinar o “destino” neuronal (morte ou
sobrevivéncia neuronal); contrariamente, 0 mBDNF constitui-se como sendo proeminente para os
processos que ocorrem na vida adulta, nomeadamente na neuroproteccdo e neuroplasticidade
(Kowianski, et al., 2018).

Quanto aos recetores e consequente ativagao das cascatas de sinalizacdo a partir dos isoformas
de BDNF, o pro-BDNF medeia as suas agdes biologicas vinculando-se, preferencialmente, ao recetor
p75™™ através do seu dominio maduro ou, noutros contextos, através do recetor de sortilina via o seu
pro-dominio (Kowianski, et al., 2018); por outro lado, o mBDNF une-se, através do seu dominio
maduro, ao recetor TrkB - recetor esse tipicamente caracterizado por ser de alta afinidade (Villanueva,
2013; Reichardt, 2006). A literatura tem demonstrado que a ativacdo de uma complexa via de recetores,
formada pela unido da forma proneurotrofica ao p75™'", juntamente com a sortilina, interferem na
reducdo da complexidade e densidade da coluna vertebral (Zagrebelsky, et al., 2005), induzem, também,
a depressao a longo prazo (Woo, et al., 2005), promovem a apoptose celular (Teng, et al., 2005), assim
como participam, por sua vez, no processo de promocdo da organizacdo dos circuitos neurais
(Villanueva, 2013). Em contrapartida, constata-se que a ligagdo do mBDNF ao recetor TrkB infere numa
extensa rede de modificagdes como, por exemplo, o0 aumento da sobrevivéncia e diferenciagao celular,
a potenciacdo a longo prazo (LTP), na plasticidade sindptica e a remodelagdo das redes neuronais

(Philips, 2017).
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Figura 3. Representacio esquematica da especificidade de ligacido dos isoformas de BDNF e os seus recetores. Como
consequéncia da clivagem intra/extracelular, a divisao da sequéncia primaria do pre-pro-BDNF ¢ consequentemente dividido
em isoformas funcionais biologicamente ativos denominados de: pro-dominio, pro-BDNF ¢ mBDNF, pelo que, cada uma

apresenta especificidades de ligacao proprias a cada tipo de recetor. O isoforma pro-BDNF, que apresenta dois tipos de
sequéncia (pro-dominio e o dominio maduro), interage com recetores especificos (sortilina e o recetor p75\1TR

respetivamente). O dominio maduro do BDNF, sendo o tinico constituinte do isoforma do mBDNF, exibe uma elevada
afinidade para com o recetor TrkB que, ap6s uma estimulagdo, sofre homodimerizagdo e autofosforilacdo (Kowianski, et al.,
2018).

1.1.2. Neurotrofina-4/5 (NT-4/5)

A neurotrofina-4 (NT-4), também consignada como neurotrofina-4/5 (NT-4/5), pertencente a
familia de fatores neurotréficos, constitui-se, na literatura contemporanea, como a neurotrofina menos
estudada e compreendida (Zhang, et al., 2000). Esta substincia neurotrofica estimula a sobrevivéncia
dos neurdnios motores e dos neurdnios sensoriais (Gu, et al., 2015), assim como promove, igualmente,
a sobrevivéncia e a diferenciacdo dos neuronios noradrenérgicos e dopaminérgicos do hipocampo
(Laszlo, et al., 2019), apresentando, também, uma forte agdo na sobrevivéncia e proliferacdo das células
NIH 3T3 que expressam o TrkB; no entanto, para que as mesmas células expressem o recetor TrkA, a
sua atividade torna-se substancialmente reduzida (Fitzgerald, et al., 2001). Este fator neurotrofico
desempenha, ainda, uma agdo relevante na protecao contra os danos provacados pelo stress oxidativo
(Lingor, et al., 2000).

Para além do facto deste peptideo ter sido o ultimo da familia neurotrofica a ser descoberta,
assim como a menos estudada, multiplos aspetos diferenciam a NT-4/5 dos restantes membros da familia
de fatores neurotroficos (Ibafiez, 1996). Assim, apesar da sua expressdo ser ubiquamente presente e
menos influenciada pelos fatores externos, a NT-4/5 encontra-se presente em niveis substancialmente
inferiores quando comparada com qualquer outro fator neurotréfico (Timmusk, et al., 1993).

A NT-4/5 tera sido originalmente identificada nos Xenopus/Viper sendo que, posteriormente,
tera sido descoberta em ratos e humanos (Fitzgerald, et al., 2001). Do ponto de vista da sua biologia
molecular, as formas maduras da NT-4/5 do rato e a do ser humano, apresentam uma identidade de
sequéncia de 95% (Fitzgerald, et al., 2001). De acordo com as propriedades fisico-quimicas da NT-4/5,
o precursor desta substancia neurotrofica apresenta uma cadeia de 210 aminoacidos em seres humanos

e de 209 em ratos, respetivamente, pelo que, apds a sua clivagem proteolitica e consequente remogao
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da sua forma pre-pro-peptidica, a configuracdo madura desta neurotrofina constitui uma cadeia de 130
aminoacidos tanto no humano, como no rato (Fitzgerald, et al., 2001), com um peso molecular de
aproximadamente 14 kDa (Dabkowska, et al., 2017). Ambas as espécies - humano e rato - apresentam
uma configuracao de trés ligacdes dissulfeto, tal como se verifica, semelhantemente, nas estruturas
neurotroficas NGF, BDNF e a NT-3 (Fitzgerald, et al., 2001).

Ap0s a translocacdo e clivagem da forma pre-pro-peptidica da NT-4/5 e consequente libertag@o
da mesma segundo uma proteina madura, biologicamente ativa, responsavel por atuar conforme um
homodimero nao-covalentemente ligado, a mesma desencadeia, por sua vez, a fosforilagdo do recetor
TrkB traduzindo, assim, os seus efeitos troficos nos neurénios (Berkemeier, et al., 1991; Pasutto, et al.,
2009).

Desta forma, ¢ possivel constatar que a especificidade de ligacdo dos fatores neurotroéficos do
BDNF e da NT-4/5, nas suas formas maduras, sdo, preferencialmente, o mesmo recetor de ligacdo: TrkB
(Robinson, et al., 1999), porém, apesar de ambas as neurotrofinas apresentarem especificidades de
ligacdo ao mesmo recetor - TrkB -, a posterior ativacdo das mesmas ao recetor difere dependendo do
grau de ubiquitinizagdo de cada fator neurotrofico; como tal, apesar dos mecanismos responsaveis pelo
fenomeno ndo serem inteiramente conhecidos, sabe-se que o BDNF induz uma ubiquitinizagdo mais
rapida ao recetor TrkB; antagonicamente, a NT-4/5 desencadeia uma ubiquitinizagdo mais lenta
(Proenga, et al., 2016; Sanchez-Sanchez e Arévalo, 2017).

Contrariamente a sua forma madura, a forma pro-neurotréfica da NT-4/5 conecta-se,

preferencialmente, ao recetor p75™" (Meeker € Williams, 2015).
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1.2. Compartimentalizacio das Neurotrofinas

Os fatores neurotroficos representam uma familia de polipeptideos que, em consequéncia, se
agregam a um grupo denominado de “fatores de crescimento” (Sahay, et al., 2017). Para além dos fatores
neurotroficos apresentarem, entre si, semelhancas na estrutura, na utilidade de recetor, assim como nas
atividades fisiologicas, constituem-se, igualmente, como proteinas essenciais para o desenvolvimento
do sistema nervoso (Tometten, et al., 2005). Embora um vasto leque de evidéncias sugiram que uma
multiplicidade de moléculas de sinalizacdo multifuncionais como, por exemplo, os fatores de
crescimento de fibroblastos, fatores de crescimento transformadores e proteinas morfogénicas osseas
atuem, de facto, segundo fatores neurotroficos, a classe propriamente dita dos fatores neurotroficos
pressupde e geralmente apenas inclui as moléculas que incidam, preferencialmente, sobre as células
neuronais, porém, esta defini¢do causa, de certa forma, um determinado grau de ambiguidade visto que
alguns fatores neurotroficos tipicos como a NT-3, o BDNF, entre outros, afetam igualmente processos
morfogénicos criticos que ocorrem no exterior do sistema nervoso, inclusive em determinadas estruturas
celulares de teor ndo-neuronal (Yamamoto, et al., 1996; Sariola, 2001; Xiao e Le, 2016).

Pelo facto destas substancias neurotroficas serem conhecidas particularmente pela sua fungao
ao nivel da determinacg@o e desenlace neuronal, a comunidade cientifica debrucou e cingiu a sua atengao,
predominantemente, para o contexto e relacdo que estas substéncias apresentavam no sistema nervoso,
contudo, a produgdo cientifica mais recente tem sugerido que as neurotrofinas desempenham, de facto,
um papel mais amplo do que aquilo que inicialmente se julgava (Sakuma e Yamaguchi, 2011). Assim
sendo, para além de se constatar que estas substincias e os seus respetivos recetores estejam
efetivamente presentes e sejam consequentemente expressas no sistema nervoso, sabe-se, também, que
as mesmas se encontram presentes através da sua producao, expressao e armazenamento no exterior do
sistema anteriormente referenciado, através das células ndo neuronais (Matsuda, et al., 1988; Sariola,
2001; Hoglund, et al., 2002; Dagnell, et al., 2010) que, por sua vez, atuam num conjunto diversificado
de cascatas de sinalizagdo e mecanismos responsaveis pela ativagdo de determinados processos como,
por exemplo, a inducdo de efeitos anti-inflamatoérios, assim como de proliferacao e diferenciagdo nos
tecidos ndo-neuronais (Prakash, et al., 2010; Xiao e Le, 2016). Conclui-se, portanto, que uma pluralidade
de sistemas, compartimentos e estruturas celulares periféricos sejam também responsaveis pela secrecao
de fatores neurotréficos, assim como na consequente expressdo dos recetores dos mesmos (Ghinelli, et
al., 2003; Nockher e Renz, 2005; Al-Qudah e Al-Dwairi, 2016). De entre a multiplicidade de sistemas,
estruturas e células periféricas responsaveis pela produgdo e expressdo dos fatores neurotroficos e os

5" e Trk - destacam-se, por exemplo, o sistema imunitario, os sistemas

seus respetivos recetores - p7
gastrintestinal e geniturindrio, a mucosa nasal, 0s queratindcitos, o tecido epitelial visceral, as células
endoteliais e os fibroblastos, o musculo cardiaco e, por fim, uma variedade de musculos esqueléticos

(Nockher e Renz, 2003; Nockher e Renz, 2005; Prakash, et al., 2010; Al-Qudah e Al-Dwairi, 2016).
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1.2.1. Compartimentalizacio do BDNF

O BDNF tera sido originalmente identificado através de homogeneizado de cérebro de porco,
através do qual, tera sido reconhecido e atribuido o seu papel e fungido no crescimento e sobrevivéncia
dos neurénios sensoriais (Barde, et al., 1982).

Atualmente, reconhece-se uma extensa rede de tecidos responsaveis pela produgdo, expressao
e consequente libertag@o de fatores neurotroficos (Walsh e Tschakovsky, 2018; Tarassova, et al., 2020).
As evidéncias verificaram que tanto o BDNF como o seu recetor correspondente, TrkB, sdo amplamente
expressos quer no sistema nervoso em desenvolvimento, quer no sistema nervoso adulto (Kashyap, et
al., 2018), porém, apesar das funcdes exaustivamente descritas desta substancia neurotrofica no que
concerne ao seu papel no crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia neuronal no sistema nervoso
(Lommatzsch, et al., 1999), sabe-se que este fator neurotrofico também ¢ produzido, expresso e
armazenado no exterior deste sistema (Yamamoto, et al., 1996; Nakagomi, et al., 2015) a partir de
tecidos nao-neuronais (LeBmann e Brigadski, 2009), contribuindo, dessa forma, para o desenvolvimento
de processos como a homeostasia metabolica e outros que ocorrem, por exemplo, nos sistemas
imunitario e vascular (Dechant e Neumann, 2003; Bathina e Das, 2015; Nakagomi, et al., 2015).

Em relagdo ao padrdo de expressdo do BDNF no cérebro e sistema nervoso central, detetaram-
se elevados niveis do mesmo no hipocampo, amigdala, cerebelo e cortex cerebral - tanto para os
roedores, como em humanos - com uma expressdo tendencialmente superior encontrada nos neurénios
do hipocampo (Timmusk, et al., 1993; Miranda, et al., 2019); contudo, detetou-se a presenca da mesma,
embora em quantidades relativamente inferiores, numa panéplia de estruturas periféricas como, por
exemplo, no figado, coracao, pulmdes, rins, bexiga, musculo esquelético, células endoteliais, mondcitos,
plaquetas, soro, plasma, assim como nos linfocitos T e B (Yamamoto e Gurney, 1990; Maisonpierre, et
al., 1991; Karege, et al., 2002; Fujimura, et al., 2002; Schimdt ¢ Duman, 2010 (Kerschensteiner, et al.,
1999) que, consequentemente, poderdo ser, também, parcialmente responsaveis pelas respetivas
alteracdes na quantificagdo desta substiancia neurotrofica nos teores circulantes, assim como na
quantificagdo do mesmo nas restantes estruturas centrais e periféricas, através de um mecanismo de
intercAmbio de substincias denominado de crosstalk neurotrofico (Schimdt e Duman, 2010; Szuhany,
et al., 2015; Pedersen, 2019). Quanto ao sangue, o BDNF encontra-se maioritariamente armazenado nas
plaquetas sendo que o mesmo €&, por norma, apenas libertado mediante um determinado estimulo
(Karege, et al., 2002; Radka, et al., 1996). As plaquetas, no entanto, por si s, ndo produzem BDNF pelo
que sdo, predominantemente, responsaveis pelo armazenamento do mesmo (Teixeira, et al., 2010). O
plasma possui, também, embora em niveis substancialmente inferiores, BDNF, sendo que se tem
hipotetizado que o mesmo - BDNF plasmatico - poderda desempenhar um papel fisiologico
caracteristicamente diferente de, exemplificativamente, aquele presente nas plaquetas (Fujimura, et al.,
2002; Lommatzsch, et al., 2005; Tarassova, et al., 2020). Radka, et al. (1996), que visou compreender

os niveis de BDNF no plasma e no soro do ser humano, concluiu que as plaquetas sdo, de facto, a fonte

13



prevalente de BDNF no soro, pelo que, segundo Rosenfeld, et al. (1995) e Fujimura et al. (2002), os
niveis de BDNF presentes no soro sdo, sensivelmente, 200 vezes superior ao valor presente no plasma.
Assim, numa circunstincia em que o objetivo seja efetivamente estudar os niveis circulantes de BDNF,
considera-se mais apropriado que se recorra a analise serologica ao invés de utilizar, por exemplo, o
plasma como forma de mensuragao e de quantificacdo (Teixeira, et al., 2010).

E de realgar, uma vez mais, que o BDNF circulante origina de multiplas fontes localizados quer
na periferia - e.g. musculo, células endoteliais, efc. -, quer de fontes centrais - e.g. 0 cérebro -, através
da BBB que ¢, por sua vez, permeavel em ambas as direcdes (Balietti, et al., 2018; Fujimura, et al.,
2002; Nakahashi, et al., 2000; Tarassova, et al., 2020), tanto em modelos animal (Pan, et al., 1998),
como em humanos (Krabbe, et al., 2007). Destaca-se, ainda, que em estudos realizados em humanos in
vivo, a forma mais viavel de avaliar e quantificar as variagdes ao nivel do BDNF ¢ medindo, por sua
vez, o BDNF periférico presente ou no plasma, ou, entdo, naquele presente no soro sanguineo
(Tarassova, et al., 2020).

Conclui-se, portanto, segundo a analise de Maisonpierre, et al. (1991), que a distribuicdo de
BDNF entre compartimentos - sistema nervoso e tecidos periféricos - aparenta ser relativamente
semelhante entre a espécie humana e a dos ratos corroborando, dessa forma, com a premissa de que o
BDNF dispde, de facto, de um papel fisiologico semelhante entre as duas espécies de mamiferos

anteriormente citados.

1.2.2. Compartimentalizacdo da NT-4/5

Quanto a NT-4/5, esta proteina caracteriza-se como sendo o membro menos estudado da familia
de substancias neurotroficas em mamiferos porém, os seus efeitos troficos nos neurdnios quer ao nivel
central, quer ao nivel periférico, t€ém sido robustamente evidenciados tanto nos estudos que tém
recorrido ao método in vitro, como naqueles que tém utilizado o método in vivo (Ibafiez, 1996; Zhang,
et al., 2000). A NT-4/5 distingue-se das restantes neurotrofinas pela sua expressdo ser, embora em
quantidades substancialmente inferiores, ubiquamente presente e menos influenciada pelos fatores
externos (Ibafiez, 1996).

Contrariamente aos restantes fatores neurotroficos - BDNF, NGF e a NT-3 -, as informacdes
respeitantes aos locais de sintese da NT-4/5 eram, de acordo com Timmusk, et al. (1993), pouco
estudadas e, em consequéncia, pobremente caracterizadas. Até entdo, tinham sido detetados baixos
niveis de secrecdo de mRNAN™? nos embrides de rato, no cérebro do rato adulto, assim como em
determinados tecidos periféricos tanto no humano, como no rato (Berkemeier, et al., 1991; Ip, et al.,
1992). Mais tarde, numa tentativa de explorar a sintese, expressdo e distribuicdo da NT-4/5 entre os
tecidos, Timmusk, et al. (1993) recorreu, numa primeira fase, a técnica Northern Blot e, numa segunda,
a técnica de medicdo quantitiva de RNAase (ribonuclease), na qual se pdde efetivamente constatar a

presenca deste fator neurotrofico numa totalidade de 12 tecidos periféricos - e.g. coragdo, figado,
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musculo esquelético, pele, glandulas endocrinas, rins, timo, testiculos, efc -, assim como nas multiplas
zonas integrantes do sistema nervoso central, maioritariamente ao nivel cerebral; contudo, em
concordancia com as evidéncias anteriores, constatou-se a presenca da mesma em quantidades
substancialmente reduzidas quando comparada com qualquer outro fator neurotrofico. Segundo
Friedman, et al. (1998), no que diz respeito a localizacdo desta substancia neurotrofica no cérebro do
rato em desenvolvimento e no rato considerado adulto, comprovou-se a presenca da mesma no
hipocampo e no cortex cerebral de ambos, embora com ligeiras variagdes ao nivel da sua quantificacgao.
Szczepankiewicz, et al. (2012) detetou a presenca desta substancia neurotrofica nos niveis séricos em
humanos.

Por conseguinte, conclui-se que 0 mRNAN™? se encontra presente e ¢é secretado através de
numa panoplia de sistemas e tecidos do ser humano (Ip, et al., 1992), assim como na maior parte dos
tecidos constituintes de rato (Berkemeier, et al., 1991), porém, tal como anteriormente referenciado,
para além da quantificagdo da sua expressdo ser significativamente inferior quando comparada a
qualquer outra substancia neurotrofica, aparenta, também, subsistir uma redugdo da sua expressao como
consequéncia do processo de desenvolvimento maturacional (Timmusk, et al., 1993; Laurenzi, et al.,
1994; Funakoshi, et al., 1995; Kashyap, et al., 2018).

Pode-se, por sua vez, depreender que a literatura respeitante a compartimentalizagdo da NT-4/5,
contrariamente aquela disponivel em relagdo ao BDNF, ¢ efetivamente limitada e, comparativamente
ao BDNF, pouco clara aquando da comparag@o desta substancia neurotrofica - NT-4/5 - entre as duas

espécies em questao (rato/humano).
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1.3. Papel do Exercicio Fisico na Distribuicio e Respetiva Quantificacio dos Fatores

Neurotroficos Entre Compartimentos

As evidéncias presentes na literatura contemporanea sugerem uma relacdo positiva entre a
pratica regular de exercicio fisico - particularmente o exercicio aerobio (Mrowczynski, 2019) - e a
consequente indugdo de uma cascata de processos celulares, moleculares, estruturais e comportamentais,
responsaveis pela promoc¢do de multiplos beneficios, quer do ponto de vista fisiologico, quer da
perspetiva psicologica - tanto em humanos, como em modelos animais - (Griffin, et al., 2011; Coelho,
et al., 2013); todavia, uma grande parte dos mecanismos pelos quais o exercicio fisico confere os
beneficios anteriormente referenciados nao estdo totalmente elucidados (Rasmussen, et al., 2009).

De acordo com a multiplicidade de beneficios subjacentes a relagdo entre a pratica cronica de
exercicio fisico e a saude, destacam-se, por exemplo, as alteragdes ao nivel cerebral (Sleiman, et al.,
2016). Presentemente, as evidéncias tém concluido que uma maior aptiddo aerdbica estd, naturalmente,
associada a maiores volumes do cortex pré-frontal e do hipocampo em populagdes mais idosas
(Erickson, et al., 2014); num processamento neural mais eficiente (Voss, et al., 2011); assim como numa
maior integridade da substancia branca em criangcas (Chaddock-Heyman, et al., 2014).
Consequentemente, o exercicio fisico tem sido igualmente associado ao desenvolvimento das
capacidades de cogni¢do, aprendizagem, memoria e atengdo; na velocidade de processamento e das
fungdes executivas; no tempo de reagdo e aprendizagem de novas linguas; no desenvolvimento das
habilidades motoras; assim como uma predisposi¢ao para um maior sucesso académico em adolescentes
(Pedersen, 2019).

Curiosamente, ¢ considerado consensual dizer-se que as conclusdes relativas a producdo
cientifica ditam que o exercicio fisico, enquanto mediador molecular, estimula, de facto, a produgdo ¢ a
libertagdo de determinadas substancias, quer por parte do CNS, quer pelo sistema nervoso periférico
servindo, a titulo de exemplo, os neurotransmissores e fatores neurotroficos - nomeadamente o BDNF
¢ a NT-4/5 (Rasmussen, et al., 2009; Chung, et al., 2013) - que atuam de uma forma activity-dependent
e, concludentemente, potenciam a func¢ao neuronal induzindo, por conseguinte, uma cascata de eventos
que promovem a plasticidade estrutural e funcional do cérebro (Cotman, et al., 2007; Gligoroska e
Manchevska, 2012; Wrann, et al., 2013; Lippi, et al., 2019).

A combinagdo das duas observacgdes anteriormente apresentadas concernentes a contribuicao e
impacto que as substancias neurotroficas induzem no cérebro, assim como a relacdo que a pratica de
exercicio fisico infere nas fungdes cognitivas leva-nos, portanto, a hipotética suposi¢do de que podera
existir uma analogia entre a pratica de exercicio fisico que, em consequéncia, aumenta a producao e
libertagdo de substancias neurotroficas culminando, por sua vez, num desenvolvimento adequado da
funcionalidade cerebral (Lippi, et al., 2019).

Nao obstante dos beneficios supramencionados no que diz respeito a relagdo entre a pratica de

exercicio fisico e a consequente sintese e expressao de substincias neurotroficas ao nivel central, torna-
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se, no entanto, relevante realgar as alteragdes que ocorrem, também, ao nivel da expressdo destas
substancias neurotroficas nos compartimentos periféricos, de teor ndo-neuronal, por meio do exercicio
fisico. Assim, apesar do mecanismo ndo ser inteiramente conhecido, a literatura contemporanea tem
comprovado, embora com alguma inconsisténcia, que o exercicio contribui na variagdo da dindmica e
na cinétca da expressao neurotrofica (Orgorn e Gardiner, 2010), assim como aparenta elevar os niveis
neurotroficos de BDNF e de NT-4/5 presentes nos teores circulantes (Dominguez-Sanchéz, et al., 2018;

Mrowczynski, 2019).

1.3.1. Exercicio Fisico, Distribuicao e Quantificacio do BDNF

O BDNF constitui-se, tal como referenciado na secgao anterior - 1.1.1. -, como a neurotrofina
mais representada no cérebro, nomeadamente nas zonas do hipocampo, cortex cerebral, hipotalamo e
cerebelo (Lu, et al., 2005).

De acordo com a pluralidade de substancias neurotroficas presentemente conhecidas, o processo
de transcricdo de BDNF aparenta ser extraordinariamente suscetivel a possiveis alteracdes na
consequente regulacdo e oscilagdo, particularmente ao nivel cerebral (Oliff, et al., 1998), por meio da
pratica de exercicio fisico (Knaepen, et al., 2010). Do ponto de vista central, o exercicio provoca uma
captagdo do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) por parte do cérebro que,
consequentemente, estimula o aumento da expressao de mRNA do BDNF (Carro, et al., 2000); deve-
se, no entanto, ter em consideragao que as regioes do cérebro, responsaveis pelo mecanismo de producao
desta substancia neurotrofica, ainda nao sdo conhecidas (Rasmussen, et al., 2009).

Concentragdes elevadas de BDNF no cérebro aparentam potenciar um aumento do crecimento
e da sobrevivéncia neuronal, assim como do processo de sinaptogénese resultando, subsequentemente,
em beneficios cognitivos e afetivos que sdo claramente observaveis apos a pratica de exercicio fisico
(Arancibia, et al., 2008; Cotman e Berchtold, 2007; Qiang, 2008; Scharfman, et al., 2005; Tolwani, et
al., 2002; Dinoff, et al., 2017). Acrescenta-se, ainda, o facto de que o BDNF periférico aparenta ser
encontrado em quantidades substancialmente inferiores, tanto em individuos com perturbagoes do foro
psiquiatrico (Green, et al., 2010; Fernandes, et al., 2014; Polyakova, et al., 2015), como naqueles que
apresentam transtornos ao nivel metabdlico (Krabbe, et al., 2007); assim, o desenvolvimento e evolucao
de disfungdes cognitivos, intimamente associados ao proprio processo de envelhecimento, poderdo
derivar, por conseguinte, como consequéncia da diminui¢do dos valores de concentragio de BDNF
(Lommatzsch, et al., 2005; Ziegenhorn, et al., 2007; Tapia-Arancibia, et al., 2008). Como tal, as
conclusdes supramencionadas sugerem que um nivel reduzido de BDNF circulante podera servir como
um preditor eficaz tanto no potencial desenvolvimento de problemas ao nivel metabolico, como na

ocorréncia de doengas neurodegenerativas, resultantes de um desenvolvimento neuronal inadequado e,
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ainda, ao nivel de disturbios nos processos concernentes a plasticidade neuronal (Angelucci, et al., 2004;
Mrowczynski, 2019; Mrowczynski, 2019).

Como consequéncia das anteriores observagdes, as intervengdes que aparentam aumentar 0s
niveis de concentracdo de BDNF tém assumido, de facto, um papel relevante no interesse por parte da
comunidade cientifica (Lanctot, 2017). Consequentemente, a produgdo cientifica contemporanea tem
vindo a direcionar a sua ateng@o particularmente para a relagdo e o impacto que o exercicio fisico
apresenta na variacdo e na cinética das concentragdes neurotroficas, nomeadamente do BDNF - tanto
em animais, como em humanos -, nos multiplos compartimentos centrais e periféricos, de teor neuronal
e ndo-neuronal (e.g. cérebro, sangue e musculo esquelético) (Dinoff, et al., 2016).

Apesar do mecanismo e origem celular ndo ser inteiramente conhecido, sabe-se que o exercicio
fisico, em particular o exercicio aerobio, estimula a producdo e concentracdo desta substincia
neurotrofica no hipocampo e no cortex cerebral tendo-lhe sido atribuido, fruto dessa relagdo, a fungéo
de, possivelmente, se constituir responsavel pelos processos supraditos de aumento da neurogénese ¢
sinaptogénese, no processo de prevengdo de perda neuronal e contribuicdo de beneficios cognitivos,
assim como na diminui¢ao de sintomas do foro psiquiatrico (Coelho, et al., 2013; Dinoff, et al., 2016;
Dinoff, et al., 2017; Feter, et al., 2019

Nao obstante da presenca deste fator neurotrofico ao nivel central, sabe-se, também, que tanto
0 BDNF como o seu respetivo recetor - TrkB - foram igualmente identificados numa pandplia de tecidos
periféricos ndo neuronais (Walsh e Tschakovsky, 2018). De entre a heterogeneidade de tecidos,
constatou-se, em multiplos estudos, que a pratica de exercicio fisico aumentou a sintese e concentracao
de BDNF nalgumas das estruturas periféricas supramencionadas na sec¢do anterior - 1.2.1. -,
designadamente no musculo esquelético (Dupont-Versteegden, et al., 2003; Mrowczynski, 2019);
conquanto, noutras investigacdes, ndo se detetou qualquer tipo de alteracdo significativa na
quantificagdo desta substancia neurotrofica nos tecidos periféricos apos a realizagdo de um determinado
protocolo de exercicio fisico (Huang, et al., 2013; Dinoff, et al., 2017).

Em relacdo a presenca e concentracao deste fator neurotréfico na circulagdo periférica, as
evidéncias tém reportado efeitos inconclusivos (Dinoff, et al., 2017); se por um lado existem, de facto,
resultados que indicam que ocorre um aumento desta substancia neurotrofica apos a realizagdo de um
determinado protocolo aerdbio - agudo e/ou cronico - (Huang, et al., 2013), ha outros que ndo tém
apresentado qualquer tipo de alteracdo significativa nas concentragdes presentes na circulagio (Dinoff,
et al., 2016; Erickson, et al., 2011; Schmolesky, et al., 2013), pelo que, de acordo com Castellano e
White (2008), considera-se necessaria a realizacdo de mais investigagoes de forma a elucidar qual o
impacto do exercicio na produgdo, secregdo e resposta por parte dos tecidos-alvo ao nivel neurotrofico.

Naturalmente, tal como anteriormente referido, uma das possiveis explicacdes para a
inconsisténcia na determinacao dos valores neurotroficos presentes na circulagdo deve-se, num primeiro

plano, a heterogeneidade das populagdes de estudo; nas diferencas no tipo, intensidade e duracdo dos
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protocolos (Dinoff, et al., 2016); e, num segundo plano, deve-se, segundo Pareja-Galeano, et al. (2015),
aos diversos protocolos de recolha utilizados nos diversos estudos como, por exemplo, as condigoes de
processamento sanguineo (e.g. plasma, teores séricos, ou o sangue completo), o momento da recolha,
entre outras particularidades protocolares.

Tal como ja tera sido mencionado, subsiste, na literatura contemporanea, uma incerteza acerca
da origem celular responsavel pela inducdo de um aumento de concentracdo de BDNF nos tecidos
através do exercicio (Knaepen, et al., 2010), nomeadamente ao nivel dos teores circulantes (Rasmussen,
et al., 2009). Rasmussen, et al. (2009) apresentou evidéncias que apontam para uma libertagdo de BDNF
por parte do cérebro que, subsequentemente, aparenta atravessar a BBB, corroborando com as
conclusdes apresentadas por Pan, et al. (1998) na medida em que o BDNF se caracteriza como uma
substancia neurotrofica capaz de atravessar a BBB, estrutura essa de elevada complexidade, que consiste
na unido de células endoteliais, formadas a partir de moléculas de adesdo celular (Bors e Erdo, 2019),
cuja funcdo se destina na separagdo do CNS dos tecidos periféricos, assim como na manutencao da
homeostasia do CNS através do controlo de materiais, nutrientes ¢ da transferéncia celular via
bidirecional, ou seja, via sangue-cérebro e vice-versa (Matkiewicz, et al., 2019).

Segundo Rasmussen, et al. (2009), concluiu-se que o cérebro se constitui como o principal
produtor de BDNF quer em repouso, quer ao longo de um periodo prolongado, porém agudo, de
exercicio aerobio (i.e. verifica-se um aumento da concentragcdo de BDNF a variar aproximadamente
entre 2 a 3 vezes o valor reportado em repouso) em sujeitos considerados saudaveis. Em concordancia
com estes resultados, Ferris, et al. (2007) sugeriu, semelhantemente, que a aplicagdo de um protocolo
agudo de exercicio aerobio em humanos considerados saudaveis, infere, inquestionavelmente, num
aumento dos niveis de BDNF presente nos teores circulantes.

Assim sendo, de acordo com o Unico estudo que peremptoriamente visou compreender a origem
celular responsavel pela indu¢do de um aumento de concentracdo de BDNF ao nivel dos teores
circulantes através do exercicio aerobio, pode-se, indubitavelmente, concluir que o cérebro contribui
para sensivelmente 70-80% do BDNF presente na circulagdo, sugerindo que o proprio ¢ o principal,
porém, ndo o Unico contribuinte para o BDNF circulante em sujeitos saudaveis (Rasmussen, et al.,
2009). Para além do cérebro, tem-se presumido que os principais tecidos potencialmente responsaveis
pelo aumento dos niveis circulantes de BDNF sdo o musculo esquelético, as células sanguineas
periféricas mononucleares (PBMC'’s), as células endoteliais e/ou as plaquetas (Walsh e Tschakovsky,
2018).

Através de uma série de procedimentos experimentais com recurso a animais € em contexto
celular, Matthews, et al. (2009) observou que, embora a contragdo muscular aumentasse
irrefutavelmente a expressdo de BDNF ao nivel intramuscular, o fator neurotréfico em causa aparentava
atuar de uma forma autocrina/paracrina. No entanto, segundo Wrann, et al. (2013), ndo se pode excluir

o papel que o musculo esquelético podera influenciar na expressdo de BDNF no hipocampo através do
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crosstalk via o0rgaos, pois, a contracdo muscular resulta na clivagem da fibronectin type Il domain-
containing protein 5 (FNDCS5), uma proteina do sarcolema, que ¢ ulteriormente secretada na circulagdo
via uma miocina, designada irisina; por sua vez, a irisina qualifica-se, de acordo com Wrann, et al.
(2013), como uma miocina capaz de estimular a expressdo de BDNF no hipocampo, através da via
coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1a).

As PBMC’s, para além dos seus efeitos neuroldgicos, configuram-se como sendo uma possivel
fonte de producao e de secrecdo de BDNF induzido pelo exercicio (Brunelli, et al., 2012). Segundo
Kerschensteiner, et al. (1999), as evidéncias sugerem que este tipo de célula podera ser igualmente
responsavel pela produgdo de BDNF na resposta provocada pelo stress fisiologico (e.g. no processo de
inflamagAo), através da reparagio e remodelacio de tecidos. E necessario, no entanto, procurar elucidar,
de forma mais pormenorizada, até que ponto estas células imunitarias sdo, em parte, responsaveis e se
efetivamente se correlacionam com a secrecdo de BDNF presente nos teores circulantes.

O endotélio constitui-se como um forte candidato e uma fonte relevante na secrecdo de BDNF
circulante durante o exercicio (Prigent-Tessier, et al., 2013; Monnier, et al., 2016; Guo, et al., 2008). A
secrecdo de BDNF por parte das células endoteliais ¢ dependente da magnitude do estimulo. Estas
células expressam, proeminentemente, os recetores TrkB, sendo que a sinalizagdo do BDNF aparenta
funcionar como uma espécie de circuito positivo autoregulatorio; ocorre, apds a ativagdo do recetor
TrkB por meio do BDNF, um aumento da atividade de sintese de 6xido nitrico endotelial (eNOS)
estimulando, por sua vez, a producao rapida de 6xido nitrico (NO) de uma forma dose-dependente
(Meuchel, et al., 2011). A produgdo de BDNF na microvasculatura cereberal é dependente da atividade
eNOS (Monnier, et al., 2016); assim sendo, conclui-se que a ativagao do recetor TrkB, através do BDNF
circulante, aumenta a producdo de BDNF endotelial resultando, concludentemente, em possiveis
implicagdes ao nivel cerebral e ao nivel dos valores circulantes. Dada a distribui¢ao ubiqua das células
endoteliais no sistema cardiovascular, e tendo em conta que quer a tensdo de cisalhamento, como uma
reducdo da pressdo de oxigénio (PO2) no sangue se afiguram como duas das condi¢des consideradas
“primérias” para a produgdo e libertagdo de BDNF, considera-se, assim, o endotélio vascular como uma
fonte celular responsavel pelo contributo parcial de BDNF ao longo da realizagdo de exercicio fisico
(Walsh e Tschakovsky, 2018).

A literatura tem comprovado que as concentracdes de BDNF observadas no soro, mais
especificamente nas plaquetas, sdo manifestamente superiores aquelas encontradas no plasma
(Fujimura, et al., 2002; Radka, et al., 1996). As plaquetas, componentes celulares ndo nucleados de
reduzida dimensao, de aproximadamente 3 pm, originam dos megacariocitos, da medula ossea, onde
sdo consequentemente libertadas para a corrente sanguinea (Serra-Millas, 2016). A funcédo das plaquetas
na cinética e variagdo do BDNF ¢, frequentemente, vista como sendo Unica e exclusivamente um

compartimento responsavel pelo armazenamento daquela substancia neurotrofica, sendo que o seu papel
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tem sido, no contexto do aumento de BDNF por meio da realizagdo de exercicio fisico, negligenciada;
no entanto, para além da sua func¢éo no que diz respeito ao armazenamento de grande parte do BDNF
circulante, as plaquetas caracterizam-se, também, pela sua resposta na libertagdo rapida de BDNF de
uma forma dose-dependente a estimulos, nomeadamente farmacologicos (e.g. antidepressivos) (Tiirck
e Frizzo, 2015) e fisiologicos (Fujimura, et al., 2002). Yamamoto e Gurney (1990) afirmaram que
plaquetas contém, de facto, mRNA do BDNF derivado do citoplasma e dos megacaridcitos, pelo que
estas estruturas sdo responsaveis pela libertagdo de BDNF apds a presenca de um estimulo; assim,
acredita-se que as plaquetas possam constituir-se como sendo capazes de sintetizar, embora de forma

relativamente limitada, BDNF (Knaepen, et al., 2010; Nakahashi, et al., 2000).

Regular endurance training — Beneficial effects evoked by endurance exercises
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Figura 4. Esquema das ac¢des pleiotroficas do activity-dependent BDNF (Mrowczynski, 2019)

Conclui-se que a literatura contemporinea tem evidenciado, embora com alguma
inconsisténcia, incongruéncia e limita¢ao de resultados, uma pandplia de tecidos, estruturas e sistemas,
ao nivel central e periférico, responsaveis pela secrecdo de BDNF nos teores circulantes apds a execugdo
de um protocolo de exercicio aerdbio; no entanto, mantém-se por elucidar qual a quantifigao e contributo
que os tecidos centrais e periféricos aparentam apresentar na totalidade de BDNF presente na circulacéo,
quer num momento pré-protocolar, quer apods a aplicagao de um protocolo aerdbio de longa duragio.

Como tal, do ponto de vista do tema concernente a quantificagdo e contributo que os tecidos
centrais e periféricos, responsaveis pela libertacdo de BDNF, apresentam nos teores circulantes, pode-
se concluir que as evidéncias sdo notavelmente limitadas. Se segundo Rasmussen, et al. (2009), apos a
realizagdo de um exercicio aerobio, executado de forma pontual, se constatou que o cérebro seria o
principal produtor e contribuidor de BDNF presente nos teores circulantes (70-80%); por outro lado, no
que concerne a quantificagdo do BDNF circulante, através do contributo dos tecidos centrais e
periféricos, apos a realizagdo de um protocolo aerdbio cronico - de longa duragdo -, concluiu-se que nao
existe qualquer tipo de evidéncia cientifica, presente na literatura contemporanea, respeitante ao tema

em causa, sendo que se requer mais investigacdes que efetivamente visem elucidar a comunidade
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cientifica sobre os mecanismos responsaveis pela secre¢ao de BDNF na circulagéo e, em segundo lugar,
que determinem, de forma clara, a origem e o contributo dos tecidos centrais e periféricos no BDNF

presente nos teores circulantes.

1.3.2. Exercicio Fisico, Distribuicao e Quantificacao da NT-4/5

Se as evidéncias e dados disponiveis sobre a relacdo entre 0 BDNF e o exercicio fisico sdo
relativamente limitadas, aparenta, pois, existir uma auséncia praticamente total de produgdo de literatura
no que concerne a relagdo entre os restantes fatores neurotroéficos, nomeadamente a NT-4/5, e a sua
subsequente distribuigao e respetiva quantificagdo entre compartimentos antes ¢ apds a aplicagdo de um
protocolo de exercicio fisico aerdbio cronico (Lippi, et al., 2019).

Do ponto de vista da sua distribui¢do entre compartimentos, tal como supramencionado na
seccdo anterior - 1.2.2. -, segundo Timmusk, et al. (1993), constatou-se, embora em niveis
substancialmente reduzidos, a presencga deste fator neurotrofico num total de 12 tecidos periféricos,
assim como na totalidade das 10 regides do cérebro analisadas.

No que concerne a quantificacdo e variacdo deste fator neurotrofico nos tecidos centrais e
periféricos, por meio da pratica de exercicio fisico aerobio, a literatura, para além de limitada, tem
reportado efeitos inconclusivos.

A primeira tentativa de estabelecer uma relagdo entre a pratica de exercicio fisico aerobio e a
possivel variacdo na quantificagcdo do fator neurotrofico NT-4/5 presente no cérebro, terd sido através
da pesquisa realizada pelo Chung, et al. (2013). O autor, em conjunto com a sua equipa de investigagao,
concluiram que a realizacdo de um protocolo aerdbio, que pressupunha a colocagdo de ratos numa
passadeira ao longo de 12 dias, com um incremento de velocidade nos primeiros trés dias, durante 30
minutos, induzia, de facto, num aumento de concentragdo de NT-4/5 no hemisfério contralateral nos
ratos submetidos a um acidente vascular cerebral isquémico.

Um segundo estudo, que consistiu na colocagdo de 6 ratos, de estirpe Wistar, numa passadeira,
a percorrer um total de 1000 metros/dia, a uma velocidade a variar entre os 20-25 cm/s, ao longo de um
periodo de quatro semanas (de segunda a sexta-feira), concluiu, através dos resultados
imunocitoquimicos, que um protocolo de exercicio aerdbio moderado, de longa duragdo - um més -,
potenciou, similarmente, a expressdo e sinalizagdo do fator neurotrofico NT-4/5 (Skup, et al., 2002).

Concludentemente, conclui-se, uma vez mais, que para além da literatura concernente a relacao
entre a pratica de exercicio fisico e consequente variagdo da NT-4/5 entre compartimentos ser
praticamente inexistente, pode-se, igualmente, constatar uma auséncia total de evidéncias presentes na
literatura na tentativa de estabelecer uma relagdo entre o aumento do fator neurotréfico NT-4/5 presente
na circulac@o e a origem e contributo que a NT-4/5, proveniente do sangue da circulagdo cerebral e do

sangue periférico, apresenta na quantificagdo da substancia nos niveis circulantes.
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2. OBJETIVOS

A lacuna observada na literatura correspondente a uma possivel relagdo entre um protocolo de
exercicio aerdbio cronico e a consequente variagdo dos teores circulantes de BDNF sugere a necessidade
de estudar este fenomeno.

Neste sentido, pretendemos estudar o impacto de um protocolo aerdbio de longa-duracio
(quatro semanas), em ratos Wistar, nos teores periféricos e centrais de BDNF.

Pretende-se, em particular, saber qual a concentrag@o no tecido cerebral (hipocampo e cortex
cerebral) e no musculo esquelético (solear e gastrocnémios), bem como na circulagdo cerebral e

sistémica.
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3. METODOLOGIA

A continua evolu¢do do conhecimento humano, nomeadamente o da biologia, como das
medicinas humana e veterinaria, refletiu-se, por sua vez, no desenvolvimento de a¢des que envolveram
a criagdo e a experimentacao animal. Os animais de laboratdrio, utilizados na investigacdo biomédica
ha mais de um século, sdo responsaveis por uma pluralidade de descobertas, quer na prevencao de
doengas e a sua cura, quer no desenvolvimento de novas técnicas de tratamento clinico e cirargico
(Andrade, et al., 2002; Festing e Wilkinson, 2007; Franco, 2013).

Assim, o presente estudo experimental decorreu no Instituto de Farmacologia e Terapéutica
Experimental, da subunidade de ensino, localizado no Polo das Ciéncias da Saude - Polo III -, da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC), entre os meses de fevereiro e margo de
2020 que, no entanto, fruto das medidas de continegéncia associadas ao SARS-CoV-2 e consequente
encerramento, por tempo indeterminado, do ensino superior, comprometeu o trabalho desenvolvido e
levou a que os resultados obtidos até entdo fossem considerados invalidos para a presente dissertacao;
posteriormente, numa conjuntura em que se estabeleceu uma estratégia de levantamento de medidas de
confinamento, no dmbito do combate a pandemia da doenga COVID-19, e consequente reabertura do
ensino superior e atividades letivas presenciais, entre os meses de Maio e Junho de 2020, deu-se, uma
vez mais, inicio ao protocolo experimental, dispondo, por sua vez, de um conjunto de animais novos.

A realizagdo deste protocolo de exercicio esteve, naturalmente, dependente da aprovagdo do
conselho cientifico da Faculdade de Ciéncias do Desporto ¢ Educacdo Fisica, da Universidade de
Coimbra (FCDEF-UC), assim como foi estritamente acompanhado pelo Orgdo Responsavel pelo Bem-
Estar dos Animais (ORBEA 08/2018), 6rgdo esse “consultivo e independente, criado por despacho do
Diretor da FMUC, com a finalidade de acompanhar a criagdo e a utilizagdo de animais na investigagdo
cientifica e em atividades pedagogicas, de promover o bem-estar dos animais, de emitir pareceres, e de
assegurar a conformidade ética e o cumprimento das regras relativas ao bem-estar animal na
investigagao e no ensino realizados na FMUC” (Universidade de Coimbra, s.d.).

E de realgar que quer as orientagdes da Comunidade Europeia (86/609/CEE), como as normas
técnicas de protecdo dos animais utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos, presentes
na Portaria n® 1005/92 de 23 de Outubro e pela Portaria no 1131/97 de 7 de Novembro, foram
estritamente respeitadas.

Para a realizagdo deste trabalho experimental, recorreu-se a um conjunto de ratos, de estirpe
Wistar, provenientes do biotério do Instituto de Investigacao Clinica e Biomédica de Coimbra (ICBR),
da FMUC, sendo que os mesmos terdo sido transferidos, posteriormente, para um biotério de
manutengdo sediado no Instituto de Farmacologia e Terapéutica Experimental da FMUC. O biotério -
uma instalacdo dotada de caracteristicas proprias (Andrade, et al., 2002), apresenta, de acordo com a

Universidade de Coimbra (s.d.), como principal incumbéncia “assegurar a criagdo e a manutengao dos
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animais em condi¢Oes sanitarias ¢ de bem-estar condizentes com os elevados padrdes exigidos na
investigacdo e no ensino de exceléncia”. Acrescenta-se, ainda, que todos os procedimentos efetuados
terdo sido realizados na presenga de individuos devidamente habilitadas, i.e., com o curso valido pela
Federacdo Europeia das Associacdes Cientificas e de Experimentagdo Animal (FELASA), com

certificagdo por parte da Diregdo Geral de Alimentagdo e Veterinaria (DGAV).

3.1.Desenho do Estudo

De forma a alcangar os objetivos projetados para o presente estudo, foram utilizados dez ratos,
de estirpe Wistar, machos, subdivididos, aleatoriamente, em dois grupos de cinco ratos cada: um grupo
de controlo (GC) e um segundo grupo sujeito a um protocolo de exercicio fisico aerdbio (GE), com uma
duragdo de quatro semanas, alongando-se desde o dia 25 de Maio ao dia 19 de Junho. O organograma

que se segue, presente na Figura 5., representa o esquema geral do trabalho desenvolvido.
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Figura 5. Organograma Experimental.

3.2.Caracterizacio dos Animais Em Estudo

Concebeu-se e realizou-se o estudo com recurso a modelos animais que, neste caso, terdo sido
ratos, de estirpe Wistar (n=10), machos, adultos (com uma massa corporal inicial que variou entre as
241 g e as 389 g).

Os animais foram divididos, de forma aleatéria, em dois grupos: um primeiro grupo
denominado de “grupo de controlo” (GC) e um segundo grupo, sujeito a um protocolo de exercicio
aerobio, durante um periodo de quatro semanas, designado por “grupo de exercicio” (GE).

Os ratos foram mantidos sob condigdes constantes de ventilagdo, temperatura 23 + 1°C,
humidade 50 + 10%, ciclos de luz de 12/12 horas (luz/escuro), assim como lhes foi fornecida comida
sintética padronizada - racdo 4RF25 - e agua, ad libitum, de acordo com os pardmetros estabelecidos
para a espécie em questdo. Os animais terdo sido instalados entre 1 a 2 por gaiola, pertencentes ao

mesmo grupo (GC ou GE), de acordo com a legislagdo em vigor. Apesar de todos os animais usufruirem
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de livre acesso a comida, ad libitum, para avaliar possiveis alteracdes da massa corporal durante o estudo
entre grupos (control vs exercicio), o consumo da ragdo foi controlado por uma pesagem didria da
mesma ao longo de todo o procedimento experimental. Os animais terdo sido sujeitos a um periodo de
adaptacdo e de aclimatizacdo ao biotério durante cerca de uma semana antes de se ter dado inicio ao
procedimento experimental. A massa corporal dos animais foi avaliada nos momentos que precederam
a primeira recolha sanguinea, no tempo 0, e semanalmente, previamente a realizag@o do exercicio diario,
com recurso a uma balanga digital Kern & Sohn GmbH, Germany, modelo CB 6 K1.

As colheitas sanguineas, quer dos animais pertencentes ao GC, como daqueles pertencentes ao
GE, serdo sido efetuadas em quatro tempos distintos: no tempo 0 [TO] (que precedeu o inicio do
protocolo experimental), no tempo 1 [T1] (apds o término da segunda semana de treino), no tempo 2
[T2] (posteriormente a conclusiao do protocolo experimental, & quarta semana), e no tempo 3 [T3] (24

horas apos a ultima sessdo de treino).

3.3.Protocolo de Treino dos Animais

O protocolo de exercicio foi desenvolvido num tapete rolante proprio para o tipo de animal sob
analise, sendo que o modelo do equipamento empregue tera sido um LE 8710 RTS Treadmill Control,
(Panlab s.1., Barcelona, Espanha) (Harvard Apparatus, s.d.), conectada a um processador informatico
que, por sua vez, monitorizava e apresentava, em tempo real, os dados de treino como, por exemplo, o
tempo de treino, a velocidade, a quantidade de choques elétricos aplicados, assim como o somatdrio da
duracdo do tempo acionado no que diz respeito aos choques elétricos. O treadmill utilizado,
representado na Figura 6., apresentava uma configuracdo de 5 pistas, possibilitando que todos os

animais do mesmo grupo pudessem correr de forma simultanea.

Figura 6. Treadmill. Control LE 8700 (Harvard Apparatus, s.d.)

(NOTA: pelo facto do choque elétrico provocar um stress lancinante nos animais, ¢ tendo em conta
que se tem colocado a hipdtese, no contexto do modelo neurotréfico, que o stress pode, de facto, levar
a diminuigdo e consequente variacao incomensuravel dos niveis neurotréficos do BDNF, bem como de
NGF e NT-3 (Dahlman, et al., 2019; Duman ¢ Monteggia, 2006), optou-se por, ao invés de recorrer ao
choque elétrico de forma a possivelmente enviesar, involuntariamente, os resultados das recolhas

sanguineas, utilizar técnicas alternativas menos radicais e cruciantes como, por exemplo, pressionar, de
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forma ligeira, a ponta da cauda do animal de modo a estimular o proprio a colaborar nas tarefas
respeitantes ao protocolo; segundo, visto que os ratos apresentam uma organiza¢do circadiana
extraordinariamente expressiva e uma predisposi¢do do periodo de vigilia que perdura maioritariamente
durante a noite e, contrariamente, um sono que ocorre durante o dia (sendo que ¢, tendencialmente, no
escuro que se atinge a acrofase dos multiplos parametros biologicos) (Sidlo, et al., 1995; Hoshino, et
al., 2016; Luijtelaar e Coenen, 1984), decidiu-se, unanimemente, a colocagdo de uma tela que impedisse
a passagem de luz por cima do ultimo ter¢o da passadeira com intuito de estimular os ratos a manterem-
se na zona mais distante da zona de choques que, embora estivesse desligada, servia, frequentemente,
como uma plataforma de repouso para os animais em analise).

Quer os animais do GC, como os animais pertencentes ao GE, foram sujeitos a uma sessdo
inicial de adaptagdo que constou numa caminhada a uma velocidade de 6 cm/s, ao longo de um periodo
de 8 minutos. Semanalmente, a sexta-feira, durante as quatro semanas, o GC realizava um plano de
exercicio que consistia na colocagdo dos mesmos na passadeira rolante a uma velocidade de 6 cm/s,
durante 8 minutos, com uma inclinagdo de 0°.

No que diz respeito ao protocolo experimental de treino, apds a sua validagdo, 0 mesmo tera
sido colocado em pratica de acordo com o exposto na Tabela I. O GE, sujeito ao protocolo de treino,
realizou um treino aerdbio durante os cinco dias uteis da semana, de segunda a sexta-feira, ao longo de
quatro semanas. O protocolo utilizado consistiu num treino progressivo, com o incremento gradual da

velocidade de corrida, dos tempos de corrida, assim como da propria inclinacéo do tapete rolante.

Tabela 1. Protocolo de treino dos animais

Protocol

Week | Max Velocity (cm.s-1)| Time at Max Vel. (min)| Section Time (min)| Treadmill Slop (degrees)
1 15 10 12 0
2 20 12 14 0
3 35 15 20 0
4 50 5 35 15

3.4. Colheitas Sanguineas

Para a quantificagdo das neurotrofinas plasmaticas, provenientes da circulagdo cerebral,
procedeu-se a colheita sanguinea através da veia da jugular; consecutivamente, para a quantifica¢do dos
valores sistémicos, o sangue tera sido colhido via veia da cauda. Para a extragdo sanguinea da jugular e
da cauda, recorreu-se a uma agulha Terumo, NEOLUS, Bélgica; 21G x 17, 0,8 x 25.

O sucesso da aplicagdo e de todo o protocolo que envolve a anestesia esta manifestamente

dependente de uma série de procedimentos a ter em conta quer nos momentos pré-operatorio, como nos
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momentos operatdrio e pods-operatorio (Andrade, et al., 2002); considera-se, assim, 0 manuseio
cuidadoso do animal, realizado por um investigador devidamente habilitado para o efeito, imperativo
de forma a reduzir o stress provocado ao mesmo, principalmente nos momentos que antecedem a
aplicac@o da anestesia e consequente recolha das colheitas sanguineas.

Previamente a recolha, introduziu-se um anticoagulante (EDTA a 6%) na seringa.
Relativamente as colheitas sanguineas da veia da cauda, apds a anestesia por via intraperitoneal, o
animal foi colocado numa manta de aquecimento de forma a promover uma vasodilatacdo facilitando,
naturalmente, o processo da colheita sanguinea. Recorreu-se, por vezes, a par da técnica da manta de
aquecimento, outras praticas proprias que promovessem, igualmente, a vasodilatag@o cutanea como, por
exemplo, de massagens superficiais nas zonas de recolha sanguinea (Fromy, et al., 2000).

A anestesia foi efetuada através de uma combinagao de duas substancias anestésicas, sendo elas
a Xilazina (7 mg/kg I.P) e a Ketamina (80 mg/kg I.P), via intraperitoneal.

No pos-cirurgico - ulteriormente a anestesia e colheitas do sangue da veia jugular, assim como
da veia da cauda - os animais foram, de forma individual, monitorizados ao longo de um periodo de
sensivelmente 48 horas, sendo que terdo sido verificados, periodicamente, fatores como o calor, a
depressdo respiratoria, equilibrio de fluidos, perdas sanguineas e plasmaticas, a urina e as fezes, massa
corporal, assim como o estado dos pontos cirirgicos e a propria cicatrizagdo da zona envolvente as
incisdes cirurgicas. Nomeadamente ao nivel da zona de recolha da veia jugular que, devido ao grau
profundamente complexo da técnica de acesso cirurgico vascular, implicou uma incisdo cutanea de
maior relevo.

Apbs a recolha, o sangue foi transferido para tubos de ensaio de polipropileno para a sua
posterior centrifugagdo a 3500 rpm, durante 10 minutos, a 4°C; ap6s o processo de centrifugacao e do
sangue total, isolou-se, individualmente, o plasma para tubos de microcentrifuga (1.5 ml) de plastico
transparentes, tendo os mesmos sido colocados no congelador, a uma temperatura de -80°C, para a sua
subsequente analise laboratorial, por meio de kits comerciais que permitem a técnica de ELISA - ensaio

de imunoabsor¢do enzimatica.

3.5.1Isolamento dos Tecidos

Em relagdo aos tecidos, 24 horas apos a ultima sess@o de treino, os ratos foram novamente
anestesiados através da combinagdo das substancias anestésicas de Xilazina (7 mg/kg 1.P) e a Ketamina
(80 mg/kg 1.P), via intraperitoneal, e, posteriormente, sacrificados, via decapitacdo. Para cada animal,
extraiu-se, a nivel cerebral, o hipocampo e o cortex frontal; a nivel muscular, recorreu-se ao isolamento

dos musculos gastrocnémios e solear, uma vez que a adaptagdo do musculo esquelético ao exercicio
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difere de acordo com os tipos de fibra muscular (Egan e Zierath, 2013). Os tecidos, aquando da sua
remogao, foram prontamente colocados sobre papéis de filtro e criopreservados com recurso a gelo seco.
Os tecidos foram armazenados, tal qual as amostras plasmaticas, a -80° C, até a posterior analise e
quantificacdo dos mesmos.

A preparagdo das amostras de tecidos foi efetuada através da sua homogeneizagdo em tampao
de lise, com a seguinte concentragdo final: 140 mM NaCl, 50 mM EDTA, 10% glicerol, 1% NP-40, 20
mM Tris e pH 7.5. De forma individual, cada amostra (cerebral e muscular) foi homogeneizada com
recurso a um homogeneizador de tecidos, método esse que envolve a aplicagdo de ultrassom para
quebrar as interagdes intermoleculares. O sonicador caracteriza-se como sendo o aparelho responsavel
pela agitacdo de particulas contidas num determinado recipiente, cujo proposito ¢ o de acelerar a
dissolucdo de determinadas substancias num solvente. Apos o processo de homogeneizagdo, as amostras
de tecido, foram colocadas em tubos de 1.5 ml, na centrifuga, a 3500 rpm, durante 10 minutos, a 4° C.
De seguida, quer as amostras plasmaticas como os sobrenadantes normalizados pela quantidade de
proteina cerebral (hipocampo e cortex frontal) e muscular (gastrocnémios e solear) foram novamente

armazenados a -80° C até a determinagao das quantificagdes de BDNF por meio da técnica ELISA.

3.6.Extracao e Quantificacio de BDNF

A técnica de ELISA (“Enzyme Linked Immunonosorbent Assay”), desenvolvida recentemente,
representa um progresso significativo ao nivel tecnoldgico, assim como no que diz respeito as
ferramentas sorologicas imunoenzimaticas existentes (World Health Organization, 1976). A técnica em
causa apresenta a capacidade de detetar e quantificar substancias soluveis, como peptideos, proteinas,
anticorpos ¢ hormonas. O ELISA baseia-se na capacidade de um anticorpo se ligar ao seu antigéno,
através de reagdes enzimaticas (Clark, et al., 1986). Subsequentemente, a presenga de
antigenos/anticorpos na amostra € revelada pela produgdo de cor aquando da adi¢do do substrato da
enzima e de uma substancia cromogena, sugerindo, por sua vez, uma reagdo positiva. A quantidade de
antigeno nas amostras ¢ proporcional a cor gerada na consequente reagdo. A determinagao ¢ feita através
da medi¢do da densidade otica da solugao no espectofotometro. Os resultados sao calculados de acordo
com a referéncia da curva padrao dos kits.

As concentragoes de BDNF nas amostras plasmaticas e nos sobrenadantes dos tecidos foram
determinados, em duplicado, através da técnica de ELISA - Sandwich Assay Procedure - de acordo com

as indicacdes do fabricante (Rab1138, Sigma-Aldrich, USA).
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Figura 7. Exemplificacido do processo ELISA - Sandwich Assay Procedure. (Rabl138, Sigma-Aldrich, USA).

Os niveis de BDNF foram calculados por interpolagdo de uma curva padrdo a uma densidade

otica de 450 nm no leitor de placas.

3.7. Analise Estatistica

A analise estatistica, ao nivel tecidular, foi escolhida tendo em consideragdo o numero da
amostra ¢ a sua distribuicdo de normalidade (Shapiro-Wilk Test) que, por conseguinte, obrigou a
realizacdo do teste paramétrico de 7-Student; com o intuito de proceder a uma analise comparativa da
evolugdo dos conteudos plasmaticos entre grupos (Treino vs. Control), nos 4 momentos (de TO a T3),
recorreu-se a uma segunda analise estatistica, tendo sido usado, no que concerne ao plasma da veia
jugular, o teste ndo-paramétrico de Friedman; quanto aos conteudos plasmaticos, em relacdo a veia da
cauda, entre grupos (Treino vs. Control), nos 4 momentos (de TO a T3), utilizou-se o teste paramétrico,
Two-way ANOVA; em relagdo a anélise estatistica do T3, concernente aos contetidos plasmaticos da veia
da jugular, recorreu-se a0 Mann-Whiteney Test; ; para a analise estatistica do T3, concernente aos

conteudos plasmaticos da veia da cauda, utilizou-se o 7-Student. Foram considerados significativos os
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valores comparados ao nivel de significancia de p < 0,05. Para o tratamento estatistico dos dados, foi

utilizado o GraphPad Prism versao 9.1.1 (223).
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4. RESULTADOS

Tal como descrito na sec¢do referente a metodologia utilizada, o presente estudo foi
desenvolvido tendo como base um protocolo aerdbio, progressivo, cuja durag@o foi de quatro semanas.
A avaliac¢do da massa corporal dos animais (GC e GE) decorreu no tempo 0, (que precedeu o inicio do
protocolo experimental,), no tempo 1 (ap6s o término da segunda semana de treino,), no tempo 2
(posteriormente a conclusao do protocolo experimental, a quarta semana), e no tempo 3 (24 horas apds

o tempo 2). O Grafico 1. reporta a variagdo da massa corporal dos animais entre grupos ao longo do

tempo.
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Grafico 5. Evolucdo da massa corporal (peso) dos animais em estudo ao longo das quatro semanas de treino. Tempos 0:
pré-treino; 1: segunda semana de treino; 2: quarta semana de treino; 3: 24h pos-quarta semana de exercicio. Os
resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM), n=5.

Analisando o efeito do exercicio fisico sobre os teores cerebrais de BDNF verifica-se que, 24
horas apds a quarta semana de exercicio, ocorre uma diminuigao significativa, face ao grupo controlo,
tanto no cortex frontal (Grafico 2A.), como no hipocampo (Grafico 2B.). De notar que os valores

tecidulares de BDNF sao superiores no cortex do que os encontrados no hipocampo.
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Grafico 2. Impacto de quatro semanas de treino aerdbio nos teores de BDNF no Cortex Frontal [A] e no Hipocampo
[B]. Os valores de BDNF foram determinados 24h apo6s 4 semanas de exercicio. Os resultados sdo apresentados
como média *+ erro padrdo da média (SEM); n=5. *p<0,05 em relagdo ao grupo controlo.
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No entanto, quando analisamos os teores de BDNF no tecido muscular, verificou-se um
efeito totalmente contrario; tanto no musculo gastrocnémios (Grafico 3A.), como no musculo solear
(Grafico 3B.) dos animais exercitados, o exercicio aerobio aumentou, de forma significativa, em 50 e
92 pontos percentuais, respetivamente, os teores de BDNF. Com efeito, no musculo solear, constituido
maioritariamente por fibras tipo I, os teores de BDNF (em pg/mg de tecido) sdo mais elevados do que
aqueles encontrados no musculo gastrocnémios, maioritariamente constituido por fibras tipo II, nos

animais submetidos a exercicio fisico.
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Grafico 3. Impacto de quatro semanas de treino aerébio nos teores de BDNF no musculo Gastrocnémios [A] e no
musculo Solear [B]. Os valores de BDNF foram determinados 24h apds 4 semanas de treino. Os resultados
sdo apresentados como média +/- erro padrdo da média (SEM); n=5. *p<0,05 em rela¢do ao grupo controlo

No que concerne aos valores circulantes de BDNF, e considerando que o plasma obtido da
veia da cauda reflete os teores sistémicos desta neurotrofina, verificou-se que os teores de BDNF
circulantes a segunda semana sdo significativamente superiores aos valores circulantes medidos a quarta
semana de exercicio. Isto sugere que existe, de facto, um aumento dos valores no grupo do exercicio em
relacdo ao grupo controlo (ainda que ndo tenha atingido significancia estatistica). Os valores do grupo
do exercicio regressaram, a quarta semana, aos valores pré-exercicio, permanecendo estaveis 24h pos-
exercicio continuado (Grafico 4A.). Quanto ao grupo controlo, os valores plasmaticos de BDNF
mantiveram-se, tal como seria de esperar, constantes, uma vez que nenhum dos animais foi sujeito a

qualquer outro estimulo.
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Grafico 4. Impacto de quatro semanas de treino aerébio nos teores plasmaticos de BDNF obtidos da veia da cauda ao

longo do tempo de exercicio [A] e 24h apés o plano de exercicio [B]. Os resultados sdo apresentados como
média + erro padrdo da média (SEM); n=5. Tempos T0: preé-treino; Tl: segunda semana de treino; T2: quarta
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semana de treino, 13: 24h pos-quarta semana de exercicio programado. # p< 0,05 entre os dois pontos do grupo
exercicio; ## p< 0,01 entre os dois pontos do grupo exercicio.

O sangue colhido da veia da jugular traduz a drenagem cerebral (Grafico SA). Os valores de
BDNF, presentes no plasma, proveniente da jugular, sdo significativamente superiores aos valores do
grupo controlo as duas semanas de exercicio. As quatro semanas de exercicio, os valores circulantes na
jugular regressam aos valores basais. No ponto T3, que corresponde a 24 horas apos o final do protocolo
de exercicio (Grafico 5B), os valores de BDNF sao significativamente superiores aos valores do grupo
sedentario. No entanto, estes valores sdo semelhantes aos valores basais do grupo do exercicio.

O grupo controlo, tal como aconteceu no teores plasmaticos da circulagdo sistémica, manteve

igualmente constantes os valores de BDNF ao longo do tempo.
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Grafico 5. Impacto de quatro semanas de treino aerébio nos teores plasmaticos de BDNF obtidos da veia Jugular [A].
Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM); n=35. Tempos T0: pré-treino, T1:
segunda semana de treino; T2: quarta semana de treino; B - Teores plasmaticos de BDNF obtidos da veia da
Cauda no T3 [B]. 4s barras representam médias e as linhas verticais o erro padrdo da média (SEM). Os valores
foram corrigidos pela quantidade de tecido (em mg). Para cada um dos grupos o n=>5 sendo que cada amostra foi
quantificada em duplicado. O treino refere-se a um programa progressivo de exercicio aerobio com a duragdo de
quatro semana. ****p<0,05 em relagdo ao grupo. *p<0,05 em rela¢do ao grupo controlo.
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4. DISCUSSAO

Sendo que o objetivo deste estudo era analisar o impacto de quatro semanas de exercicio
aerobio nos teores circulantes e tecidulares do BDNF, impde-se, neste ponto, a discussdo integrada dos
teores musculares, cerebrais e dos teores circulantes sistémicos (veia da cauda) e cerebrais (veia jugular).

Assim, quando consideramos os teores de BDNF no cortex e no hipocampo, observou-se uma
diminuicdo significativa, face ao grupo controlo, nos dois compartimentos cerebrais. Esta diminuicao
pode dever-se a um aumento da sua utilizacao e/ou a uma diminuigao da sua sintese por parte dos tecidos
cerebrais e também a sua drenagem para a veia jugular. No entanto, o aumento dos valores circulantes
na jugular no grupo do exercicio, apesar de serem significativamente superiores aos valores do grupo
controlo, ndo aparenta ter significado fisiolégico. Com efeito, estes valores sdo proximos daqueles
obtidos no grupo do exercicio antes do inicio do protocolo experimental.

Relativamente ao teores de BDNF no tecido muscular, verificou-se que o protocolo de exercicio
evidenciou um aumento dos teores de BDNF em comparagdo com os animais controlo. No entanto, ndo
ha, por sua vez, diferengas nos teores plasmaticos periféricos (veia da cauda). Isto sugere que a sintese
de BDNF pelo musculo esquelético ndo ¢ acompanhada pela sua libertagdo para a circulagdo
(acumulagdo), ou, alternativamente, o BDNF circulante pode, consequentemente, estar a ser captado por
outros 6rgdos e/ou células circulantes. Os valores aumentados de BDNF poderao sugerir, também, uma
putativa ac@o autocrina a nivel muscular. A acumulagdo de BDNF no musculo e a sua agdo autdcrina é
consistente com os trabalhos de Matthews, et al. (2009).

A literatura contemporanea tem evidenciado a existéncia de uma relacdo positiva entre a
atividade fisica e os niveis circulantes de BDNF (Lippi, et al., 2019). A descoberta de que o BDNF se
caracteriza como uma substancia neurotrofica capaz de atravessar a BBB (Pan, et al., 1998), assim como
as correlagdes positivas que se verificaram de BDNF, entre os niveis periféricos e cerebrais, de roedores
(Karege, et al., 2002), sugerem que as concentragdes periféricas poderdo, igualmente, refletir os niveis
de BDNF presentes no cérebro (Suliman, et al., 2013).

A dinamica da expressao dos fatores neurotréficos no sistema nervoso, apds o exercicio,
também tem sido relativamente estudada; por outro lado, menos atengdo tem sido atribuida a
importancia funcional das substancias neurotroficas ao nivel do sistema neuromuscular (Orgom &
Gardiner, 2010). As evidéncias tém sugerido que o BDNF aparenta estar intimamente envolvido na
adaptacdo do sistema neuromuscular ao exercicio (Beaumont e Gardiner, 2003; Orgorn e Gardiner,
2010). Sabe-se, também, que o BDNF ¢ produzido, libertado e expresso pelo musculo (Cuppini, et al.,
2007). As evidéncias sugerem que o BDNF se caracteriza como uma miocina induzida através do
exercicio que, presumivelmente, atua de uma forma autdcrina e/ou paracrina na regulagdo muscular
(Matthews, et al., 2009; Delezie, et al., 2019).

Os resultados apresentados na sec¢do anterior sugerem que o exercicio fisico, realizado ao longo
de um periodo de quatro semanas, aumenta, de forma significativa, os teores musculares de BDNF quer

no gastrocnémios, quer no solear; mais ainda, os valores obtidos no solear sdo mais elevados do que no
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musculo gastrocnémios. Este facto podera sugerir uma relacéo entre os valores de BDNF com o tipo de
fibras musculares. Curiosamente, parece haver uma correlagdo positiva entre os teores de BDNF e os
musculos predominantes em fibras do tipo I.

De acordo com Gémez-Pinilla, et al. (2001), apds 5 dias de exercicio em passadeira rolante,
ocorreu um aumento significativo de BDNF no musculo solear, sugerindo que o BDNF podera, na
pratica, mediar determinados efeitos da atividade neuromuscular no misculo esquelético. Acresce o
facto de que o TrkB aparenta ser encontrado em niveis superiores na membrana das miofibrilhas do
musculo solear em comparagao com, por exemplo, o gastrocnémios, sugerindo, consequentemente, a
possibilidade do BDNF, fator esse que se liga ao recetor de tirosina kinase B, apresentar, possivelmente,
uma maior predominéncia nas fibras lentas, de tipo I, do que nas répidas, de tipo II (Chevrel, et al.,
2006), corroborando, subsequentemente, com os nossos resultados obtidos e apresentados na secgdo
anterior da presente dissertagao.

Apesar de subsistirem multiplas questdes-chave por responder em relacao as fungoes bioldgicas
do BDNF no musculo esquelético, julga-se que o aumento dos niveis de concentragdo de BDNF que se
verificaram nos teores musculares, apos a contracdo, sejam fruto de agdes metabolicas como, por
exemplo, a oxidacao de lipidos no musculo esquelético, por meio da ativagdo de AMPK (Matthews, et
al., 2009) e/ou nos processos de regeneracdo do tecido do musculo esquelético, apds o exercicio (Clow
& Jasmin, 2010).

Para além do efeito autocrino, ndo podemos excluir a hipotese de que o BDNF, proveniente do
musculo, possa gerar um efeito de retrocontrolo negativo sobre o cérebro; isto é compaginavel com a
diminui¢do dos teores cerebrais de BDNF verificada nos nossos resultados. Alternativamente ao
mecanismo de retrocontrolo negativo, pode haver uma maior taxa de utilizagdo relativamente a sintese
de BDNF que ocorre por parte do tecido cerebral, através de um mecanismo que nos ¢ desconhecido.

Por outro lado, a literatura sugere que o exercicio eleva os niveis de BDNF ao nivel central
(Schmolesky, et al., 2013; Sleiman, et al., 2016; Philips, 2017), através da captagdo do fator de
crescimento semelhante & insulina tipo 1 (IGF-1) por parte do cérebro que, consequentemente, estimula
o aumento da expressdo de RNAm do BDNF (Carro, et al., 2000). No entanto, este aumento da
expressdo de mRNA do BDNF pode néo ter tradugdo no aumento da proteina.

Em relac@o aos niveis plasmaticos de sangue proveniente da veia da cauda e da veia da jugular,
¢ possivel analisar os resultados de acordo com dois momentos/etapas distintos; numa primeira
abordagem, a variacdo dos niveis plasmaticos de BDNF, durante as quatro semanas de exercicio aerdbio,
e uma segunda abordagem dos niveis plasmaticos de BDNF, 24 horas apds o exercicio (altura em que
foram colhidos os tecidos), momento em que podemos, efetivamente, comparar com o0s niveis
tecidulares (musculares e cerebrais).

Na variacdo ao longo do tempo, tanto no plasma proveniente da veia da cauda, como no plasma
originario da veia jugular, verificou-se um aumento em ambos, as duas semanas de exercicio,

regressando aos valores basais as quatro semanas, permanecendo, subsequentemente, inalterados 24h
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apos o fim do protocolo de exercicio fisico. Os nossos resultados sugerem que ap6s um determinado
periodo, podera ter ocorrido uma adaptacdo fisiologica do corpo dos animais ao exercicio justificando,
consequentemente, a diminuigdo e retorno dos valores circulantes de BDNF a niveis semelhantes
aqueles registadas nos momentos que antecederam o inicio do protocolo em causa. Isto ¢ consistente
com o estudo elaborado pelo Castellano & White (2008).
Os seguintes fatores poderao ter contribuido para os resultados obtidos:

1. Tipo de exercicio (duragdo e intensidade);

2. Outras substancias/fatores que interferem com a regulagdo do metabolismo do BDNF (e.g. NT-

4/5, Irisina, IGF-1, etc.);

3. Interferéncia de outros compartimentos tecidulares e/ou celulares.
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6. CONCLUSOES

Os beneficios e consequentes adaptacdes fisiologicos, provenientes do exercicio fisico, sobre a
saude sdo, atualmente, inquestionaveis. O intercambio entre o cérebro e Orgdos periféricos,
nomeadamente o musculo esquelético, esta a ser alvo de intensa investigacao.

O exercicio aerobio aumentou os teores de BDNF no musculo esquelético, porém diminuiu os
teores desta neurotrofina nas duas regides estudadas do cérebro. No entanto, os valores circulantes desta
neurotrofina ndo refletiram os seus teores tecidulares, no tempo final. Recorrendo apenas a analise dos
niveis plasmaticos de BDNF, no contexto do exercicio fisico, parece ser insuficiente para se caracterizar
a sua dinamica de sintese e consequente libertacao.

Sdo, no entanto, necessarios estudos mais alargados, envolvendo um maior ntimero de animais,
de forma a perceber qual a relagdo entre a pratica cronica de exercicio fisico com a sintese e libertagdo
da substancia neurotrofica, BDNF, nos multiplos compartimentos centrais e periféricos, assim como a
necessidade de averiguar a dindmica da producao/libertagdo/captagao ao nivel do musculo esquelético
e cérebro.

Além disso, este estudo permite sugerir cautela na interpretac@o da literatura existente visto que

nenhum artigo elucida a origem dos teores circulantes de BDNF.

38



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Aguiar Jr, A. S. et al, 2008. Downhill Training Upregulates Mice Hippocampal and Striatal
Brain-Derived Neurotrophic Factor Levels. Journal of Neural Transmission, 115(9), pp-
1251-1255.

Al-Qudah, M. A. & Al-Dwairi, A., 2016. Mechanisms and regulation of neurotrophin ~ synthesis
and secretion. Neurosciences, 21(4), pp. 306-313.

Andrade, A., Pinto, S. C. & Santos de Oliveira, R., 2002. Anestesia em Animais de
Experimentagdo. Em: FIOCRUZ, ed. Animais de laboratorio. Rio de Janeiro: SciELO
Books, pp. 255-262.

Angelucci, F., Mathé, A. A. & Aloe, L., 2004. Neurotrophic Factors and CNS Disorders: Findings in
Rodent Models of Depression and Schizophrenia. Progress in Brain Research, Volume
146, pp. 151-166.

Arancibia, S. et al., 2008. Protective Effect of BDNF Against beta-amyloid Induced
Neurotoxicity in Vitro and in Vivo in Rats. Neurobiology of Disease, 31(3), pp. 316- 326.

Archer, E. & Blair, S. N., 2011. Physical Activity and the Prevention of Cardiovascular Disease:
From Evolution to Epidemiology. Progress in Cardiovasular Diseases, 53(6),  pp. 387-
396.

Balietti, M., Giuli, C. & Conti, F., 2018. Peripheral Blood Brain-Derived Neurotrophic Factor as a
Biomarker of Alzheimer’s Disease: Are There Methodological Biases?. Molecular

Neurobiology, 55(8), pp. 6661-6672.

Barde, Y. A., Edgar, D. & Thoenen, H., 1982. Purification of a New Neurotrophic Factor From
Mammalian Brain.. THE EMBO JOURNAL, 1(5), pp. 549-553.

Bathina, S. & Das, U. N., 2015. Brain-Derived Neurotrophic Factor and its Clinical
Implications. Archives of Medical Science, 11(6), pp. 1164-1178.

Beaumont, E. & Gardiner, P. F., 2003. Endurance Training Alters The Biophysical Properties of
Handlimb Motoneurons in Rats. Muscle & Nerve, 27(2), pp. 228-236.

Berkemeier, L. R. et al., 1991. Neurotrophin-5: A Novel Neurotrophic Factor That Activats Trk
and TrkB. Neuron, 7(5), pp. 857-866.

Binder, D. K. & Scharfman, H. E., 2004. Brain-derived Neurotrophic Factor. Growth Factors,
22(3), pp. 123-131.

Bors, L. A. & Erdo, F., 2019. Overcoming the Blood—Brain Barrier. Challenges and Tricks for
CNS Drug Delivery. Scientia Pharmaceutica, 87(1), pp. 1-28.

Brunelli, A. et al.,, 2012. Acute Exercise Modulates BDNF and pro-BDNF Protein Content in
Immune Cells. Medicine & Science in Sports & Exercise, 44(10), pp. 1871-1880.

Candalija, A. et al., 2014. Trk Receptors Need Neutral Sphingomyelinase Activity to Promote  Cell
Viability.. FEBS Letters, 588(1), pp. 167-174.

39



Carro, E., Nuiiez, A., Busiguina, S. & Torres-Aleman, ., 2000. Circulating Insulin-Like Growth

Factor I Mediates Effects of Exercise on the Brain. Jornal of Neuroscience, 20(8),  pp.
2926-2933.

Carter, B. D., Gentry, J. J., Barker, P. A. & Carter, B. D., 2004. The p75 Neurotrophin =~ Receptor:
Multiple Interactors and Numerous Functions. Progress in Brain Research, Volume
146, pp. 25-39.

Castellano, V. & White, L. J., 2008. Serum Brain-derived Neurotrophic Factor Response to
Aerobic Exercise in Multiple Sclerosis. Journal of the Neurological Sciences, 269(1- 2),
pp- 85-91.

Chaddock-Heyman, L. et al., 2014. Aerobic Fitness is Associated With Greater White Matter
Integrity in Children. Frontiers in Human Neuroscience, Volume 8, pp. 1-7.

Chao, M. V., 2003. Neurotrophins and Their Receptors: A Convergence Point for Many Signalling
Pathways. Nature Reviews Neuroscience, 4(4), pp. 299-309.

Chao, M. V., Rajagopal, R. & Lee, F. S., 2006. Neurotrophin Signalling in Health and Disease.
Clinical Science, 110(2), pp. 167-173.

Chevrel, G., Hohlfeld, R. & Sendtner, M., 2006. The Role of Neurotrophins in Muscle Under
Physiological and Pathological Conditions. Muscle Nerve, 33(4), pp. 462-476.

Chung, J.-Y., Kim, M.-W., Bang, M.-S. & Kim, M., 2013. Increased Expression of
Neurotrophin 4 Following Focal Cerebral Ischemia in Adult Rat Brain with Treadmill
Exercise. PLoS ONE, 8(3), pp. 1-6.

Clark, M. F., Listter, R. M. & Bar-Joseph, M., 1986. ELISA techniques. Em: J. P. Colowick & N.
O. Kaplan, edits. Methods in Enzymology. s.l.: Academic Press, pp. 742-766.

Coclho, F. G. d. M. et al., 2013. Physical Exercise Modulates Peripheral Levels of Brain- Derived
Neurotrophic Factor (BDNF): A Systematic Review of Experimental Studies in the
Elderly. Archives of Gerontology and Geriatrics, 56(1), pp. 10-15.

Cotman, C. W. & Berchtold, N. C., 2007. Physical Activity and the Maintenance of Cognition:
Learning From Abstract Animal Models. Alzheimer’s & Dementia, 3(2), pp. S30-37.

Cotman, C. W., Berchtold, N. C. & Christie, L.-A., 2007. Exercise Builds Brain Health: Key
Roles of Growth Factor Cascades and Inflammation. Trends in Neuroscience, 30(9), pp-

464-472.

Cuppini, R. et al., 2007. BDNF Expression in Rat Skeletal Muscle After Acute or Repeated
Exercise. Archives Italiennes de Biologie, Volume 145, pp. 99-110.

Dabkowska, M. et al, 2017. Adsorption/Desorption Transition of Recombinant Human
Neurotrophin 4: Physicochemical Characterization. Langmuir, 33(38), pp. 9548-9957.

Dagnell, C. et al., 2010. Neurotrophins and Neurotrophin Receptors in Pulmonary Sarcoidosis -
Granulomas as a Source of Expression. Respiratory Research, 11(1), pp. 1-12.

Dahlman, A. S. et al.,, 2019. Growth Factors and Neurotrophins in Patients with Stress-related
Exhaustion Disorder. Psychoneuroendocrinology, Volume 109, pp. 1-6.

40



Dechant, G. & Neumann, H., 2003. Neurotrophins. Advances in Experimental Medicine and
Biology, pp. 303-334.

Deinhardt, K. & Chao, M. V., 2014. Shaping Neurons: Long and Short Range Effects of Mature and
proBDNF Signalling Upon Neuronal Structure. Neuropharmacology, Volume 76, Pp-
603-609.

Deinhardt, K. & Chao, M. V., 2014. Trk Receptors. Handbook of Experimental Pharmacology,
Volume 220, pp. 103-119.

Delezie, J. et al., 2019. BDNF is a mediator of glycolytic fiber-type specification in mouse
skeletal muscle. PNAS, pp. 1-10.

Dinoff, A., Herrmann, N., Swardfager, W. & Lanct6t, K. L., 2017. The Effect of Acute Exercise on
Blood Concentrations of Brain-Derived Neurotrophic Factor in Healthy Adults: A  Meta-
Analysis.. European Journal of Neuroscience, 46(1), pp. 1635-1646.

Dinoff, A. et al.,, 2016. The Effect of Exercise Training on Resting Concentrations of Peripheral
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF): A Meta-Analysis. PLoS One, 11(9), pp. 1-
21.

Dishman, R. K. et al., 2006. Neurobiology of Exercise. Obesity, 14(3), pp. 345-356.
Dominguez-Sanchéz, M. A. et al., 2018. Acute Effects of High Intensity, Resistance, or Combined
Protocol on the Increase of Level of Neurotrophic Factors in Physically Inactive Overwieght

Adults: The BrainFit Study. Frontiers in Physiology, Volume 9, pp. 1-12.

Dongmei, L. et al., 2017. Immune Adaptation to Chronic Intense Exercise Training: New Microarray
Evidence. BMC Genomics, 18(1), pp. 1-10.

Duman, R. S. & Monteggia, L. M., 2006. A Neurotrophic Model for Stress-Related Mood
Disorders. Biological Ppsychiatry, 59(12), pp. 1116-1127.

Dupont-Versteegden, E. E. et al., 2003. Exercise-Induced Gene Expression in Soleus Muscle is
Dependent on the Time After Spinal Cord Innjury in Rats. Muscle & Nerve, 29(1), pp-
73-81.

Eaton, B. S. & Eaton, S. B., 2003. An Evolutionary Perspective on Human Physical Activity:
Implications for Health™. Comparative Biochemistry and Physiology, 136(1), pp. 153-  159.

Egan, B. & Zierath, J. R., 2013. Exercise Metabolism and the Molecular Regulation of Skeletal
Muscle Adaptation. Cell Metabolism, 17(2), pp. 162-184.

Erickson, K. I. et al, 2011. Exercise Training Increases Size of Hippocampus and Improves
Memory. Proceedings of the National Academy of Sciences, 108(7), pp. 3017-3022.

Erickson, K., Leckie, R. L. & Weinstein, A. W., 2014. Physical Activity, Fitness, and Gray
Matter Volume. Neurobiology of Aging, Volume 35, pp. 20-28.

Etherington, J. et al., 1996. The Effect of Weight-Bearing Exercise on Bone Mineral Density: A
Study of Female Ex-Elite Athletes and the General Population. Journal of Bomne and
Mineral Research, 11(9), pp. 1333-1338.

Faculdade de Ciéncias do Desporto e Educacdo Fisica, s.d. Faculdade de Ciéncias do Desporto e

Educacao Fisica. [Online]

41



Available at: https://www.uc.pt/fcdef/Comissao_de etica/Missao_CE
[Acedido em 15 Maio 2020].

Fernandes, B. S. et al., 2014. Peripheral Brain-derived Neurotrophic Factor in Schizophrenia and
the Role of Antipsychotics: Meta-analysis and Implications. Molecular Psychiatry,
20(9), pp. 1108-1119.

Ferris, L. T., Williams, J. S. & Shen, C.-L., 2007. The Effect of Acute Exercise on Serum
Brain-Derived Neurotrophic Factor Levels and Cognitive Function. Medicine & Science in
Sports & Exercise, 39(4), pp. 728-734.

Festing, S. & Wilkinson, R., 2007. The Ethics of Animal Research. Talking Point on the Use of
Animals in Scientific Research. EMBO Reports, 8(6), pp. 526-530.

Feter, N., Alt, R., Dias, M. G. & Rombaldi, A. J., 2019. How do Different Physical Exercise
Parameters Modulate Brain-Derived Neurotrophic Factor in Healthy and Non-Healthy
Adults? A systematic Review, Meta-Analysis and Meta-Regression. Science & Sports,
34(5), pp. 293-304.

Fitzgerald, K. A., O'Neill, L. A. J., Gearing, A. J. H. & Callard, R. E., 2001. NT-4. Em: The
Cytokine Factsbook and Webfacts: Second Edition. s.1.:Academic Press, pp. 412-414.

Foltran, B. R. & Diaz, L. S., 2016. BDNF Isoforms: A Round Trip Ticket Between
Neurogenesis and Serotonin?. Journal of Neurochemistry, 138(2), pp. 204-221.

Franco, N. H., 2013. Animal Experiments in Biomedical Research: A Historical Perspective.
Animals, 3(1), pp. 238-273.

Friedman, W., 2012. Growth Factors. Em: S. T. Brady, G. J. Siegel, W. R. Albers & D. L.
Price, edits. Basic Neurochemistry (Eighth Edition). s.l.:Academic Press, pp. 546-557.

Friedman, W. J., Black, I. B. & Kaplan, D. R., 1998. Distribution of the Neurotrophins Brian-
Derived Neurotrophic Factor, Neurotrophin-3 and Neurotrophin-4/5 in the Postnatal Rat
Brain: An Immunocytochemical Study. Neuroscience, 84(1), pp. 101-114.

Fromy, B., Merzeau, S., Abraham, P. & Saumet, J.-L., 2000. Mechanisms of the Cutaneous
Vasodilator Response to Local External Pressure Application in Rats: Involvement of
CGRP, Neurokinins, Prostaglandins and NO. British Journal of Pharmacology, 131(6), pp.
1161-1171.

Fujimura, H. et al.,, 2002. Brain-derived Neurotrophic Factor Is Stored in Human Platelets and
Released by Agonist Stimulation. Thrombosis and Haemostasis, 87(4), pp. 728-734.

Funakoshi, H. et al., 1995. Muscle-Derived Neurotrophin-4 as an Activity-Dependent Trophic
Signal for Adult Motor Neurons. Science, 268(5216), pp. 1495-1499.

Ghinelli, E. et al., 2003. Presence and Localization of Neurotrophins and Neurotrophin =~ Receptors in
Rat Lacrimal Gland. Investigative Opthalmology & Visual Science, 44(8), pp.  3352-
3357.

Gligoroska, J. P. & Manchevska, S., 2012. The Effect of Physical Activity on Cognition —
Physiological Mechanisms. Materia Sociomedica, 24(3), pp. 198-202.

42



Gold, S. M. et al., 2003. Basal Serum Levels and Reactivity of Nerve Growth Factor and Brain-
Derived Neurotrophic Factor to Standardized Acute Exercise in Multiple Sclerosis and
Controls. Journal of Neuroimmunology, 138(1-2), pp. 99-105.

Green, M. J. et al., 2010. Brain-derived Neurotrophic Factor Levels in Schizophrenia: A Systematic
Review with Meta-analysis. Molecular Psychiatry, 16(9), pp. 960-972.

Green, S. H., Bailey, E., Wang, Q. & Davis, L. R., 2012. The Trk A, B, C's of Neurotrophins in
the Cochlea.. American Association for Anatomy, 295(11), p. 1877—-1895.

Griffin, E. W. et al., 2011. Aecrobic Exercise Improves Hippocampal Function and Increases
BDNF in the Serum of Young Adult Males. Physiology & Behaviour, 104(5), pp. 934-  941.

Gomez-Pinilla, F. et al., 2001. Differential regulation by exercise of BDNF and NT-3 in rat
spinal cord and skeletal muscle. European Journal of Neuroscience, Volume 13, pp.
1078-1084.

Guo, S. et al., 2008. Neuroprotection via Matrix-trophic Coupling Between Cerebral Endothelial
Cells and Neurons. Proceedings of the National Academy of Sciences, ~ 105(21), pp. 7582-
7587.

Gu, X.,, Ding, F., Yang, Y. & Liu, J., 2015. Tissue Engineering in Peripheral Nerve
Regeneration. Em: K. So & X. Xu, edits. Neural Regeneration. s.1..ELSEVIER, pp. 73- 99.

Hoglund, O. C. et al., 2002. Nerve Growth Factor Levels and Localisation in Human Asthmatic
Bronchi.. European Respiratory Journal, 20(5), pp. 1110-1116.

Holscher, C., 2017. Growth Factors: Neuronal Atrophy. Em: G. Laviola, ed. Reference Module in
Neuroscience and Biobehavioral Psychology. s.1.:Elsevier, pp. 1-7.

Harvard Apparatus, s.d. Hardware User's Manual. [Online]
Available at:  https://www.harvardapparatus.com/media/manuals/Product%20Manuals/PB-
MF-  MAN-072-REV-2.0%20LE8700TS%20serie_Treadmill.pdf
[Acedido em 28 Junho 2020].

Holland, M. A. et al., 2015. Influence of Endurance Exercise Training on Antioxidant =~ Enzymes,
Tight Junction Proteins, and Inflammatory Markers in the Rat lleum. BMC Research
Notes, 8(1), pp. 1-10.

Holloszy, J. O. & Coyle, E. F., 1984. Adaptations of Skeletal Muscle to Endurance Exercise and
their Metabolic Consequences. Journal of Applied Physiology, 56(4), pp. 831-838.

Hoshino, K., Andersen, M. L., Papale, L. A. & Alvarenga, T. A. F., 2016. Sleep Patterns in
Rats. Em: M. L. Andersen & S. Tufik, edits. Rodent Model as Tools in Ethical — Biomedical
Research. Sao Paulo: Springer, p. 387.

Huang, A. M. et al., 2006. Compulsive Exercise Acutely Upregulates Rat Hippocampal Brain-
Derived Neurotrophic Factor. Journal of Neural Transmission, 113(7), pp. 803-811.

Huang, E. J. & Reichardt, L. F., 2003. Trk Receptors: Roles in Neuronal Signal Transduction.
Annual Review of Biochemistry, 72(1), pp. 609-642.

Huang, T. et al., 2013. The Effects of Physical Activity and Exercise on Brain-Derived

Neurotrophic Factor in Healthy Humans: A Review. Scandinavian Journal of Medicine &
Science in Sports, 24(1), pp. 1-10.

43



Ibanez, C. F., 1996. Neurotrophin-4: The Odd One Out In The Neurotrophin Family.
Neurochemical Research, 21(7), pp. 787-793.

Ip, N. Y. et al, 1992. Mammalian Neurotrophin-4: Structure, Chromosomal Localization,
Tissue Distribution, and Receptor Specificity. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 89(7), pp. 3060-3064.

Janssens, J. et al., 2017. Development of Precision Small-Molecule Proneurotrophic Therapies  for
Neurodegenerative Diseases. Em: G. Litwack, ed. Vitamins and Hormones.
s.l.:Academic Press, pp. 263-311.

Jeon, Y. K. & Ha, C. H., 2017. The Effect of Exercise Intensity on Brain Derived Neurotrophic
Factor and Memory in Adolescents. Environmental Health and Preventive Medicine,
22(1), pp. 1-6.

Karege, F., Schwald, M. & Cisse, M., 2002. Postnatal Developmental Profile of Brain-derived
Neurotrophic Factor in Rat Brain and Platelets. Neuroscience Letters, 328(3), pp. 261-  264.

Kashyap, M. P., Roberts, C., Waseem, M. & Tyagi, P., 2018. Drug Targets in Neurotrophin
Signaling in the Central and Peripheral Nervous System. Molecular Neurobiology,
55(8), pp. 6939-6955.

Kerschensteiner, M. et al., 1999. Activated Human T Cells, B Cells, and Monocytes Produce
Brain-derived Neurotrophic Factor In Vitro and in Inflammatory Brain Lesions: A
Neuroprotective Role of Inflammation?. The Journal of Experimental Medicine, 189(5), pp.
865-870.

Knaepen, K., Goekint, M., Heyman, E. M. & Meeusen, R., 2010. Neuroplasticity — Exercise-
Induced Response of Peripheral Brain-Derived Neurotrophic Factor: A Systematic
Review of Experimental Studies in Human Subjects. Sports Medicine, 40(9), pp. 765-  801.

Kojima, M. & Mizui, T., 2017. BDNF Propeptide: A Novel Modulator of Synaptic Plasticity. Em:
G. Litwack, ed. Vitamins & Hormones. s.1.:Academic Press, pp. 19-28.

Kowianski, P. et al., 2018. BDNF: A Key Factor with Multipotent Impact on Brain Signaling and
Synaptic Plasticity. Cellular and Molecular Neurobiology, 38(3), pp. 579-593.

Krabbe, K. S. et al.,, 2007. Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF) and Type 2 Diabetes.
Diabetologia, 50(2), p. 431-438.

Laszlo, A. et al, 2019. The Role of Neurotrophins in Psychopathology and Cardiovascular
Diseases: Psychosomatic Connections. Journal of Neural Transmission, 126(3), pp. 265-
278.

Lanctot, K., 2017. The Effect of Acute Exercise on Blood Concentrations of Brain-derived
Neurotrophic Factor (BDNF) in Healthy Adults: A Meta-analysis. European Journal of
Neuroscience, 46(1), pp. 1635-1646.

Laurenzi, M. A. et al., 1994. Expression of mRNA Encoding Neurotrophins and Neurotrophin
Receptors in Rat Thymus, Spleen Tissue and Immunocompetent Cells. European
Journal of Biochemistry, 223(3), pp. 733-741.

Lauterborn, J. C. et al., 1998. Transcript-Specific Effects of Adrenalectomy on Seizure- Induced

BDNF Expression in Rat Hippocampus. Molecular Brain Research, 55(1), pp.  81-91.

44



LeBmann, V. & Brigadski, T., 2009. Mechanisms, locations, and kinetics of synaptic BDNF
secretion: An update. Neuroscience Research, 65(1), pp. 11-22.

Lee, R., Kermani, P., Teng, K. K. & Hempstead, B. L., 2001. Regulation of Cell Survival by
Secreted Proneurotrophins.. Science, 30(294), pp. 1945-1948.

Lessman, V., Gottmann, K. & Malcangio, M., 2003. Neurotrophin Secretion: Current Facts and
Future Prospects. Progress in Neurobiology, 69(5), pp. 341-371.

Levi-Montalcini, R., 1987. The Nerve Growth Factor 35 Years Later. Science, Volume 237, pp-
1152-1162.

Lingor, P., Unsicker, K. & Krieglstein, K., 2000. GDNF and NT-4 Protect Midbrain
Dopaminergic Neurons from Toxic Damage by Iron and Nitric Oxide. Experimental
Neurology, 163(1), pp. 55-62.

Lippi, G., Mattiuzzi, C. & Sanchis-Gomar, F., 2019. Updated Overview on Interplay Between
Physical Exercise, Neurotrophins, and Cognitive Function in Humans. Journal of Sport and
Health Science, 9(1), pp. 74-81.

Liu, D. et al.,, 2017. Immune Adaptation to Chronic Intense Exercise Training: New Microarray
Evidence. BMC Genomics, 18(1), pp. 1-10.

Lommatzsch, M. et al.,, 1999. Abundant Production of Brain-Derived Neurotrophic Factor by
Adult Visceral Epithelia. Implications for Paracrine and Target-Derived Neurotrophic
Functions. The American Journal of Pathology1999, 155(4), pp. 1183-1193.

Lommatzsch, M. et al., 2005. The Impact of Age, Weight and Gender on BDNF Levels in
Human Platelets and Plasma. Neurobiology of Aging, 26(1), pp. 115-123.

Lu, B., Nagappan, G. & Lu, Y., 2014. BDNF and Synaptic Plasticity, Cognitive Function, and
Dysfunction.. Handbook of Experimental Pharmacology, Volume 220, pp. 2230-2250.

Lu, B, Pand, P. T. & Woo, N. H., 2005. The Yin and Yang of Neurotrophin Action. Nature
Reviews Neuroscience, 6(8), pp. 603-614.

Luijtelaar, V. E. L. J. M. & Coenen, A. M. L., 1984. n EEG Averaging Technique for =~ Automated
Sleep-WakeStage Identification in the Rat. Physiology & Behavior, 33(5), Pp- 837-
841.

Matkiewicz, M. A. et al., 2019. Blood-Brain Barrier Permeability and Physical Exercise. Journal of
Neuroinflammation, 16(1), pp. 1-16.

Mackay, C. P., Kuys, S. S. & Brauer, S. G., 2017. The Effect of Aerobic Exercise on Brain-

Derived Neurotrophic Factor in People with Neurological Disorders: A Systematic
Review and Meta-Analysis. Neural Plasticity, Volume 2017, pp. 1-9.

Madis, M., Tonis, T., Ernest, A. & Hékan, P., 1993. Differential Usage of Multiple Brain-derived

Neurotrophic Factor Promoters in the Rat Brain Following Neuronal Activation.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 90(19), pp.
8802-8806.

45



Maejima, H. et al., 2018. Exercise Enhances Cognitive Function and Neurotrophin Expression  in
the Hippocampus Accompanied by Changes in Epigenetic Programming in Senescence-
Accelerated Mice. Neuroscience Letters, Volume 665, pp. 67-73.

Maisonpierre, P. C. et al, 1991. Human and Rat Brain-Derived Neurotrophic Factor and
Neurotrophin-3:  Gene Structures, Distributions, and Chromosomal Localizations.
Genomics, 10(3), pp. 558-568.

Marosi, K. & Mattson, M. P., 2014. BDNF Mediates Adaptive Brain and Body Responses to
Energetic Challenges. Trends in Endocrinology & Metabolism, 25(2), pp. 89-98.

Matsuda, H., Coughlin, M. D., Bienenstock, J. & Denburg, J. A., 1988. Nerve Growth Factor
Promotes Human Hemopoietic Colony Growth and Differentiation. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 85(17), pp. 6508-6512.

Matthews, V. B. et al., 2009. Brain-derived Neurotrophic Factor is Produced by Skeletal Muscle
Cells in Response to Contraction and Enhances Fat Oxidation Via Activation of  AMP-
activated Protein Kinase. Diabetologia, 52(7), pp. 1409-1418.

Meeker, R. B. & Williams, K. S., 2015. The p75 Neurotrophin Receptor: At The Crossroad Of
Neural Repair and Death. Neural Regeneration Research, 10(5), pp. 721-25.

Meuchel, L. W. et al., 2011. Neurotrophins Induce Nitric Oxide Generation in Human  Pulmonary
Artery Endothelial Cells. Cardiovascular Research, 91(4), pp. 668-676.

Miranda, M., Morici, J. F., Zanoni, M. B. & Bekinschtein, P., 2019. Brain-Derived
Neurotrophic Factor: A Key Molecule for Memory in the Healthy and the Pathological
Brain. Frontiers in Cellular Neuroscience, Volume 13, pp. 1-25.

Misra, M., Cano, S. N. & Ackerman, K. E., 2016. Exercise, Training, and the Hypothalamic-
Pituitary-Gonadal Axis in Men and Women. Em: F. Lanfranco & C. J. Strasburger,
edits. Sports Endocrinology. Basel: Karger AG, pp. 27-43.

Mizoguchi, H. et al, 2011. Matrix Metalloproteinase-9 Contributes to Kindled Seizure
Development in Pentylenetetrazole-Treated Mice by Converting Pro-BDNF to Mature
BDNF in the Hippocampus. Journal of Neuroscience, 31(36), p. 12963—12971.

Molendijk, M. L. et al., 2012. Serum BDNF Concentrations Show Strong Seasonal Variation and
Correlations with the Amount of Ambient Sunlight. PLoS ONE, 7(11), pp. 1-7.

Monnier, A. et al., 2016. Brain-derived Neurotrophic Factor of the Cerebral Microvasculature: A
Forgotten and Nitric Oxide-dependent Contributor of Brain-derived Neurotrophic
Factor in the Brain. Acta Physiologica, 219(4), pp. 790-802.

Mrowczynski, W., 2019. Health Benefits of Endurance Training: Implications of the Brain-
Derived Neurotrophic Factor — A Systematic Review. Neural Plasticity, pp. 1-15.

Murer, M. G., Raisman-Vozari, R. & Yan, Q., 2001. Brain-derived Neurotrophic Factor in the
Control Human Brain, and in Alzheimer's Disease and Parkinson's Disease. Progress in
Neurobiology, 63(1), pp. 71-124.

Nagappan, G. et al.,, 2009. Control of extracellular cleavage of ProBDNF by high frequency
neuronal activity. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 106(4), pp. 1267-1272.

46



Nakagomi, A. et al., 2015. Role of the Central Nervous System and Adipose Tissue BDNF/TrkB
Axes in Metabolic Regulation. npj Aging and Mechanisms of Disease,  1(1).

Nakahashi, T. et al., 2000. Vascular Endothelial Cells Synthesize and Secrete Brain-derived
Neurotrophic Factor. FEBS Letters, 470(2), pp. 113-117.

Nockher, W. A. & Renz, H., 2003. Neurotrophins in Inflammatory Lung Diseases: Modulators  of
Cell Differentiation and Neuroimmune Interactions. Cytokine & Growth Factor Reviews,
14(6), pp. 559-578.

Nockher, W. A. & Renz, H., 2005. Neurotrophins in Clinical Diagnostics: Pathophysiology and
Laboratory Investigation. Clinica Chimica Acta, 352(1-2), pp. 49-74.

Oliff, H., Berchtold, N. C., Isackson, P. & Cotman, C. W., 1998. Exercise-Induced Regulation  of
Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF) Transcripts in the Rat Hippocampus. Molecular
Brain Research, 61(1-2), pp. 147-153.

Orgorn, D. I. & Gardiner, P. F., 2010. Effect of Exercise and Muscle Type on BDNF, NT-4/5, and
TrkB Expression in Skleletal Muscle. Muscle & Nerve, 41(3), pp. 385-391.

Pan, W. et al.,, 1998. Transport of Brain-Derived Neurotrophic Factor Across the Blood—Brain
Barrier. Neuropharmacology, 37(12), pp. 1553-1561.

Pan, W. & Kastin, A. J., 1999. Penetration of Neurotrophins and Cytokines Across the Blood-
Brain/Blood-Spinal Cord Barrier. Advanced Drug Delivery Reviews, 36(2-3), pp. 291-  298.

Pareja-Galeano, H. et al, 2015. Methodological Considerations to Determine the Effect of
Exercise on Brain-Derived Neurotrophic Factor Levels. Clinical Biochemistry, 48(3), pp-
162-166.

Pasutto, F. et al.,, 2009. Heterozygous NTF4 Mutations Impairing Neurotrophin-4 Signaling In
Patients With Primary Open-Angle Glaucoma.. American Journal of Human Genetics,
85(4), pp. 447-456.

Pedersen, B. K., 2019. Physical Activity and Muscle-Brain Crosstalk. Nature Reviews, 15(3).

Pedersen, B. K. et al., 2009. Role of Exercise-Induced Brain-Derived Neurotrophic Factor
Production in the Regulation of Energy Homeostasis in Mammals. Experimental Physiology,
94(12), pp- 1153-1160.

Philips, C., 2017. Brain-Derived Neurotrophic Factor, Depression, and Physical Activity: Making the
Neuroplastic Connection. Neural Plasticity, pp. 1-17.

Pincelli, C., 2017. p75 Neurotrophin Receptor in the Skin: Beyond Its Neurotrophic Function.
Frontiers in Medicine, 4(22), pp. 1-8.

Platholi, J. & Lee, F. S., 2018. Neurotrophic Factors. Em: W. J. Slikker, M. G. Paule & C.
Wang, edits. Handbook of Developmental Neurotoxicology (Second Edition).
s.l.:Academic Press, pp. 55-64.

Platholi, J. & Lee, F. S., 2018. Neurotrophic Factors. Em: W. J. Slikker, M. G. Paule & C.

Wang, edits. Handbook of Developmental Neurotoxicology. s.l.: Academic Press, pp. 55-
64.

47



Polyakova, M. et al., 2015. BDNF as a Biomarker for Successful Treatment of Mood Disorders:
A Systematic & Quantitative Meta-analysis. Journal of Affective Disorders, Volume
174, pp. 432-440.

Prakash, Y. S. et al., 2010. Neurotrophins in lung health and disease. Expert Review of  Respiratory
Medicine, 4(3), pp. 395-411.

Prigent-Tessier, A. et al., 2013. Physical Training and Hypertension have Opposite Effects on
Endothelial Brain-derived Neurotrophic Factor Expression. Cardiovascular Research,
100(3), pp. 374-382.

Proenca, C. C., Song, M. & Lee, F. S., 2016. Differential Effects of BDNF and Neurotrophin 4
(NT4) on Endocytic Sorting of TrkB Receptors.. Journal of Neurochemistry, 138(3), pp-
397-406.

Qiang, M. A., 2008. Beneficial Effects of Moderate Voluntary Physical Exercise and its Biological
Mechanisms on Brain Health. Neuroscience Bulletin, 24(4), pp. 265-270.

Radka, S., Holst, P., Fritsche, M. & Altar, A., 1996. Presence of Brain-derived Neurotrophic
Factor in Brain and Human and rat but Not Mouse Serum Detected by a Sensitive and
Specific Immunoassay. Brain Research, 709(1), pp. 122-130.

Rasmussen, P. et al., 2009. Evidence for a Release of Brain-Derived Neurotrophic Factor from  the
Brain During Exercise. Experimental Physiology, 94(10), pp. 1062-1069.

Reichardt, L. F., 2006. Neurotrophin-Regulated Signalling Pathways.  Philosophical
Transactions of The Royal Society B: Biological Sciences, 361(1473), pp. 1545-1564.

Robinson, R. C. et al., 1999. The Structures Of The Neurotrophin 4 Homodimer and The Brain-
Derived Neurotrophic Factor/Neurotrophin 4 Heterodimer Reveal a Common Trk-
Binding Site. Protien Science, 8(12), pp. 2589-2597.

Rosenfeld, R. D. et al., 1995. Purification and Identification of Brain-Derived Neurotrophic
Factor from Human Serum. Protein Expression and Purification, 6(4), pp. 465-471.

Ruggeri, P. et al., 2013. Neurotrophin and Neurotrophin Receptor Involvement in Human
Neuroblastoma. Em: H. Shimada, ed. Neuroblastoma. Rijeka: InTech, pp. 47-108.

Sanchez-Sanchez, J. & Arévalo, J. C., 2017. A Review on Ubiquitination of Neurotrophin
Receptors: Facts and Perspectives. International Journal of Molecular Sciences, 18(3), pp.
1-11.

Sahay, A. S., Sundrani, D. P. & Joshi, S. R., 2017. Neurotrophins: Role in Placental Growth and
Development. Em: G. Litwack, ed. Vitamins and Hormones. Pune: ELSEVIER, pp. 243-
261.

Sakuma, K. et al.,, 2001. A possible role for BDNF, NT-4 and TrkB in the spinal cord and
muscle of rat subjected to mechanical overload, bupivacaine injection and axotomy.

Brain Research, 13(1-2), pp. 1-19.

Sakuma, K. & Yamaguchi, A., 2011. The Recent Understanding of the Neurotrophin's Role in
Skeletal Muscle Adaptation. Journal of Biomedicine and Biotechnology , pp. 1-12.

Sariola, H., 2001. The Neurotrophic Factors in Non-Neuronal Tissues. Cellular and Molecular  Life
Sciences, 58(8), pp. 1061-1066.

48



Scharfman, H. et al., 2005. Increased Neurogenesis and the Ectopic Granule Cells After
Intrahippocampal BDNF Infusion in Adult Rats. Experimental Neurology, 192(2), pp.  348-
356.

Schimdt, H. D. & Duman, R. S., 2010. Peripheral BDNF Produces Antidepressant-Like Effects in
Cellular and Behavioral Models. Neuropsychopharmacology, 35(12), pp. 2378- 2391.

Schmolesky, M. T., Webb, D. L. & Hansen, R. A., 2013. The Effects of Aerobic Exercise
Intensity and Duration on Levels of Brain-Derived Neurotrophic Factor in Healthy
Men. Journal of Sports Science and Medicine, 12(3), pp. 502-511.

Seifart, T. et al., 2010. Endurance Training Enhances BDNF Release from the Human Brain.
American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative Physiology,
298(2), pp. 372-377.

Serra-Millas, M., 2016. Are the Changes in the Peripheral Brain-derived Neurotrophic Factor
Levels Due to Platelet Activation?. World Journal of Psychiatry, 6(1), pp. 84-101.

Servico  Nacional de  Sauade, 2017.  Servico  Nacional de  Saude. [Online]
Available at: https://www.sns.gov.pt/noticias/2017/02/13/prevencao-do-sedentarismo/
[Acedido em 13 April 2020].

Sidlo, J., Zaviacic, M. & Kvasnicka, P., 1995. Night and day differences in the food-intake of
laboratory rats Wistar and Koletsky strains. Bratis! Lek Listy, 96(12), pp. 655-657.

Singh, M., Meyer, E. M. & Simpkins, J., 1995. The Effect of Ovariectomy and Estradiol Factor in
Cortical of Female Replacement Messenger and on Brain-Derived Ribonucleic
Hippocampal Sprague-Dawley Neurotrophic Expression Acid Brain Regions Rats*.
Endocrinology, 136(5), pp. 2320-2324.

Skaper, S. D., 2008. The Biology of Neurotrophins, Signalling Pathways, and Functional Peptide
Mimetics of Neurotrophins and their Receptors. CNS & Neurological ~ Disorders, 7(1), pp.
46-62.

Skaper, S. D., 2017. Neurotrophic Factors: An Overview. Methods in Molecular Biology,
Volume 1727, pp. 1-17.

Skup, M. et al., 2002. Long-Term Locomotor Training Up-Regulates TrkBFL Receptor-like
Proteins, Brain-Derived Neurotrophic Factor, and Neurotrophin 4 with Different
Topographies of Expression in Oligodendroglia and Neurons in the Spinal Cord.
Experimental Neurology, 176(2), pp. 282-307.

Sleiman, S. F. et al.,, 2016. Exercise Promotes the Expression of Brain Derived Neurotrophic
Factor (BDNF) Through the Action of the Ketone Body p-hydroxybutyrate. eLife,
Volume 5, pp. 1-21.

Sobreviela, T. et al., 1994. TrkA-Immunoreactive Profiles in the Central Nervous System:
Colocalization With Neurons Containing p75 Nerve Growth Factor Receptor, Choline
Acetyltransferase, and Serotonin. The Journal of Comparative Neurology, 350(4), pp.  587-

611.

Suliman, S., Hemmings, S. M. J. & Seedat, S., 2013. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)

protein levels in anxiety disorders: systematic review and meta-regression analysis.
Front. Integr. Neurosci., Volume 7.

49



Szczepankiewicz, A. et al., 2012. Serum Neurotrophin-3 and Neurotrophin-4 Levels are Associated
with Asthma Severity in Children.. European Respiratory Society, 38(4), pp- 1035-
1037.

Szuhany, K. L., Bugatti, M. & Otto, M. W., 2015. A Meta-Analytic Review of the Effects of
Exercise on Brain-Derived Neurotrophic Factor. Journal of Psychiatric Research,
Volume 60, pp. 56-64.

Tirck, P. & Frizzo, M. E., 2015. Riluzole Stimulates BDNF Release from Human Platelets.
BioMed Research International, pp. 1-6.

Tang, S. W. et al., 2008. Influence of Exercise on Serum Brain-Derived Neurotrophic Factor
Concentrations in Healthy Human Subjects. Neuroscience Letters, 431(1), pp. 62-65.

Tapia-Arancibia, L., Aliaga, E., Silhol, M. & Arancibia, S., 2008. New Insights into Brain
BDNF Function in Normal Aging and Alzheimer Disease. Brain Research Reviews,
59(1), pp. 201-220.

Tarassova, O. et al., 2020. Peripheral BDNF Response to Physical and Cognitive Exercise and  Its
Association With Cardiorespiratory Fitness in Healthy Older Adults. fiontiers in Physiology,
Volume 11.

Teixeira, A. L., Barbosa, I. G., Diniz, B. S. & Kummer, A., 2010. Circulating Levels of Brain-
Derived Neurotrophic Factor: Correlation With Mood, Cognition and Motor Function.
Biomarkers in Medicine, 4(6), pp. 871-887.

Teng, H. K. et al., 2005. ProBDNF Induces Neuronal Apoptosis via Activation of a Receptor
Complex of p75NTR and Sortilin. Journal of Neuroscience, 25(22), pp. 5455-5463.

Timmusk, T., Belluardo, N., Metsis, M. & Persson, H., 1993. Widespread and  Developmentally
Regulated Expression of Neurotrophin-4 mRNA in Rat Brain and Peripheral  Tissues.
European Journal of Neuroscience, 5(6), pp. 605-613.

Timmusk, T. et al., 1993. Multiple Promoters Direct Tissue-Specific Expression of the Rat
BDNF Gene. Neuron, 10(3), pp. 475-489.

Tolwani, R. J. et al, 2002. BDNF Overexpression Increases Dendrite Complexity in
Hippocampal Dentate Gyrus. Neuroscience, 114(3), pp. 795-805.

Tometten, M., Blois, S. & Arck, P. C., 2005. Nerve Growth Factor in Reproductive Biology: Link

between the Immune, Endocrine and Nervous System?. Immunology of Pregnancy, Volume 89,

pp. 135-148.

Universidade de Coimbra, s.d. Universidade de Coimbra. [Online]
Available at: https://www.uc.pt/fmuc/bioterio

[Acedido em 13 07 2020].

Universidade de Coimbra, s.d. Universidade de Coimbra. [Online]
Available at: https://www.uc.pt/fmuc/bioterio/orbea
[Acedido em 15 January 2020].

Vaynman, S., Ying, Z. & Gomez-Pinilla, F., 2004. Hippocampal BDNF Mediates the Efficacy  of
Exercise on Synaptic Plasticity and Cognition. FEuropean Journal of Neuroscience,
20(10), pp. 2580-2590.

50



Villanueva, R., 2013. Neurobiology of Major Depressive Disorder. Neural Plasticity, pp. 1-17.

Voss, M. W. et al., 2011. Aerobic Fitness Is Associated With Greater Efficiency of the Network
Underlying Cognitive Control in Preadolescent Children. Neuroscience, Volume 199,  pp.
166-176.

Walsh, E. 1. et al., 2020. Towards an Understanding of the Physical Activity-BDNF-Cognition
Triumvirate: A Review of Associations and Dosage. Ageing Research Reviews, Volume 60,
pp. 1-12.

Walsh, J. J. & Tschakovsky, M. E., 2018. Exercise and Circulating BDNF: Mechanisms of
Release and Implications for the Design of Exercise Interventions. Applied Physiology,
Nutrition and Metabolism, 43(11), pp. 1095-1104.

Wetsel, W. C. et al.,, 2013. Disruption of the Expression of the Proprotein Convertase PC7
Reduces BDNF Production and Affects Learning and Memory in Mice. Proceedings of  the
National Academy of Sciences, 110(43), pp. 17362-17367.

Woo, N. H. et al., 2005. Activation of p75NTR by proBDNF Facilitates Hippocampal Long-
Term Depression. Nature Neuroscience, 8(8), pp. 1069-1077.

World Health Organization, 1976. The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Bulletin  of
the World Health Organization, 54(2), pp. 129-139.

Wrann, C. D. et al., 2013. Exercise Induces Hippocampal BDNF Through a PGC-1a/FNDC5
Pathway. Cell Metabolism, 18(5), pp. 649-659.

Xiao, N. & Le, Q.-T., 2016. Neurotrophic Factors and Their Potential Applications in Tissue
Regeneration. Archivum immunologiae et therapiae experimentalis, 64(2), pp. 89-99.

Yamamoto, H. & Gurney, M. E., 1990. Human Platelets Contain Brain-Derived Neurotrophic
Factor. The Journal of Neuroscience, 10(11), pp. 3469-3478.

Yamamoto, M. et al., 1996. Expression of mRNAs for Neurotrophic Factors (NGF, BDNF, NT-
3, and GDNF) and Their Receptors (p75NGFR, TrkA, TrkB, and TrkC) in the =~ Adult
Human Peripheral Nervous System and Nonneural Tissues. Neurochemical Research,

21(8), pp. 929-938.

Yang, J. et al, 2014. ProBDNF Negatively Regulates Neuronal Remodeling, Synaptic
Transmission and Synaptic Plasticity in Hippocampus. Cel! Reports, 7(3), pp. 796-806.

Zagrebelsky, M. et al., 2005. The p75 Neurotrophin Receptor Negatively Modulates Dendrite
Complexity and Spine Density in Hippocampal Neurons. The Journal of Neuroscience,
25(43), pp- 9989-9999.

Zembron-Lacny, A. et al., 2016. Peripheral Brain-Derived Neurotrophic Factor is Related to
Cardiovascular Risk Factors in Active and Inactive Elderly Men. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, 49(7), pp. 1-8.

Zhang, S.-H.et al., 2000. Neurotrophin 4/5 Immunoassay: Identification of Sources of Errors for
the Quantification of Neurotrophins. Journal of Neuroscience Methods, 99((1-2)), pp-
199-127.

51



Zhang, S.-H., Zhou, X.-F., Deng, Y.-S. & Rush, R. A., 1999. Measurement of Neurotrophin 4/5
in Rat Tissues by a Sensitive Immunoassay. Journal of Neuroscience Methods, 89(1),  pp.
69-74.

Zheleznyakova, G. Y., Cao, H. & Schiéth, H. B., 2016. BDNF DNA methylation changes as a
biomarker of psychiatric disorders: literature review and open access database analysis.
Behavioral and Brain Functions, 12(1), pp. 1-14.

Ziegenhorn, A. A. et al., 2007. Serum Neurotrophins—A study on the Time Course and Influencing
Factors in a Large Old Age Sample. Neurobiology of Aging, 28(9), pp. 1436-1445.

Zoladz, J. A. & Pile, A, 2010. The Effect of Physical Activity on the Brain Derived

Neurotrophic Factor: From Animal to Human Studies. Journal of Physiology and
Pharmacology, 61(5), pp. 533-541.

52



