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RESUMO

Sindrome das Pernas Inquietas (SPI) € um distirbio do movimento relacionado ao sono, caracterizado
(a) por uma sensacdo desconfortivel e o desejo de mover as pernas. Estudos tem evidenciado esta
sindrome em criangas, adolescentes, adultos, doadores regulares de sangue e gestantes, e, esta linha tem
sugerido investigar a deficiéncia de ferro. A suplementacio de ferro tanto intravenosa quanto via oral
tem se provado benéfica no tratamento da sindrome. O exercicio fisico por sua vez, traz diversos
beneficios e também tem sido observado no tratamento da SPI. O presente estudo teve como objetivo a
influéncia do exercicio fisico e da suplementacdo de ferro em um modelo animal de distdrbios do
movimento relacionados ao sono (SPI). Foram utilizadas ratas Wistar com 60 dias de idade (prenhas
aos 70-75 dias), e todos os procedimentos foram submetidos a aprovacio do Comité de Etica da
UNICAMP. Os animais foram distribuidos em 4 grupos apdés a prenhez: Controles dieta padrio
(CTRL/Nao Prenhe — CTRL/Prenhe); Dieta com suplementagao de ferro (Sfe/P); Exercicio fisico + dieta
padrdo (EF/P); Exercicio fisico + dieta com suplementacao de ferro (Sfe+EF/P). O esfregaco
vaginal foi realizado, para se estabelecer o ciclo estral das ratas, e, posteriormente emprenha-las para a
coleta de dados. A atividade locomotora foi avaliada através do teste Open Field (campo aberto). Os
animais foram submetidos a um programa de exercicio fisico aerébio (natacio) durante o periodo de
prenhez, 6 dias por semana, até o 20° dia de prenhez. Para os grupos suplementacdo de Ferro, foi
mantida durante o periodo de prenhez a dieta de 100 mg/kg de Fe. Para o grupo de dieta padrao foi
mantida a dieta de 40 mg/kg de Fe. Ao término do experimento os animais foram eutanasiados
individualmente, com a extracdo do estriado para andlise da expressdo do receptor D2, DAT, TH. Para
avaliar as proteinas de interesse foi utilizada a técnica de Imunoblot. Os resultados referentes a atividade
locomotora sugerem que a suplementacdo de ferro ndo obteve diferenca em relagdo ao grupo controle
em nenhuma varidvel. O exercicio fisico obteve reducdo nas varidveis ambulacdo total e rearing, e
aumento na varidvel grooming. O tratamento combinado entre suplementacdo de ferro e exercicio fisico
obteve reducgdo nas varidveis ambulacdo total, rearing e grooming, e aumento no tempo total de freezing.
Através do método Imunoblot podemos notar redugdes das expressdes dos receptor de dopamina D>
para o grupo Sfe EF P em comparacio ao grupo CTR P, o transportador de dopamina (DAT) nao mostrou
diferenca estatistica para nenhum dos grupos, a tirosina hidroxilase (TH) por sua vez se mostrou
reduzida no grupo Sfe EF P em relagdo ao CTR P. Portanto podemos concluir que a predominancia do
tratamento foi positiva, e que os tratamentos ndo farmacoldgicos (suplementacdo de ferro e exercicio

fisico) de forma combinada tiveram eficdcia no combate a sindrome.



ABSTRACT

Restless Legs Syndrome (RLS) is a sleep-related movement disorder characterized by uncomfortable
feeling and a desire to move the legs. Studies have shown this syndrome in children, adolescents, adults,
regular blood donors and pregnant women, and this line has suggested investigating iron deficiency.
Both intravenous and oral iron supplementation has been shown to be beneficial in the treatment of the
syndrome. Physical exercise in turn has several benefits and has also been observed in the treatment of
RLS. The present study aimed to influence the physical exercise and iron supplementation in an animal
model of sleep-related movement disorders (RLS). Wistar rats were used at 60 days of age (pregnant at
70-75 days), and all procedures were submitted to the approval of the Ethics Committee of UNICAMP.
The animals were divided into 4 groups after pregnancy: standard dietary controls (CTRL / non-pregnant
- CTRL / Prenhe); Diet with iron supplementation (Sfe / P); Physical exercise + standard diet (EF / P);
Exercise + diet with iron supplementation (Sfe + EF / P). The vaginal smear was performed to establish
the estrous cycle of the rats, and then to collect them for data collection. The locomotor activity was
evaluated through the Open Field test. The animals were submitted to a program of aerobic physical
exercise (swimming) during the pregnancy period, 6 days a week, until the 20th day of pregnancy. For
the Iron supplementation groups, a 100 mg / kg Fe diet was maintained during pregnancy. For the
standard diet group, the diet was maintained at 40 mg / kg Fe. At the end of the experiment the animals
were euthanized individually, with striatal extraction for analysis of D2, DAT, TH receptor expression.
To evaluate the proteins of interest, the Immunoblot technique was used. The results regarding
locomotor activity suggest that iron supplementation did not differ in relation to the control group in any
variable. The physical exercise obtained reduction in the variables total ambulation and rearing, and
increase in the variable grooming. The combined treatment between iron supplementation and physical
exercise obtained reduction in the variables total ambulation, rearing and grooming, and increase in total
freezing time. By the Imunoblot method we can see reductions in dopamine D2 receptor expression for
the Sfe EF P group compared to the CTR P group, the dopamine transporter (DAT) showed no statistical
difference for any of the groups, tyrosine hydroxylase (TH) by (P <0.05). The results showed that the
treatment was predominantly positive, and that non-pharmacological treatments (iron supplementation

and physical exercise) in combination were effective in combating the syndrome.
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1- INTRODUCAO

Sindrome das Pernas Inquietas (SPI) € um dos Distirbios do Movimento Relacionados
ao Sono (DMRS), caracterizado (a) por uma sensacdo desconfortdvel e o desejo de mover as
pernas (Grote et al., 2009; Garcia-Borreguero &Williams, 2010). Foi inicialmente descrita pelo
médico inglés Sr. Thomas Ekbom Willis em 1685, este, descrevia que os pacientes ndo
conseguiam dormir por conta de contracdes de membros inferiores e superiores (Ohayon et al.,
2012). Alguns autores se referem a SPI como Willis-Ekbom Disease. Segundo Spolador et al.

99 (13

(2005), pacientes com SPI relatam sensagdes de “rastejar”, “engatinhar”, “formigamentos”,
“queimadura”, “dor”, “comichao”, “choques elétricos”, “amarrar”, “tensao” e/ou desconforto
nos membros. Os sintomas normalmente surgem em situagdes de repouso, durante a noite ou

antes do sono (Trenkwalder & Paulus, 2010; Thorpy, 2012).

A epidemiologia da sindrome tem sido investigada com maior frequéncia desde a década
de 2000, periodo em que as pesquisas comegaram a delinear um parametro epidemioldgico mais
especifico, através do incentivo a producdo cientifica e tecnoldgica. Segundo Kuchukhidze et
al. (2012) a prevaléncia da sindrome em diferentes proporcdes pode ser explicada por diferentes
estudos, métodos, pré-disposicdo genética, etnias e fatores ambientais. A literatura estabelece
dois tipos de SPI: idiopdtica (forma isolada) e sintomatica (secundéria) quando em associacao
a outras condicdes e/ou patologias como gravidez, insuficiéncia renal cronica, deficiéncia de
ferro, déficit de atenc@o e hiperatividade, distirbios neuroldgicos, artrite reumatoide, entre

outras (Ekbom, 1945; Winkelmen, 2006; Oner et al., 2007; AASM, 2012).

Estudos t€ém demonstrado esta sindrome em criancas, adolescentes, adultos, doadores
regulares de sangue e gestantes, e, esta linha tem sugerido investigar a deficiéncia de ferro
(Birgegard et al., 2010; Daubian-Nosé et al., 2014). A sindrome se apresenta com frequéncia
em gestantes (aproximadamente 26%), podendo aparecer pela primeira vez, ou tornar-se pior
durante a gestacdo (Pereira Jr et al., 2013). O ferro € importante para uma funcdo neuroldgica
normal, sendo que uma delicada regulacdo € necessdria para que isto ocorra (Dusek et al., 2012).
O ferro tem uma distribuicdo heterogénea em diferentes regides e células do cérebro (Menegassi
et al., 2010), e, segundo Jellen et al. (2009) desequilibrios em quantidades de ferro podem

ocorrer em individuos por motivos diversos, ndo sendo simples de se identificar.

O ntimero de estudos com tratamentos ndo farmacoldgicos tem aumentado muito nos
ultimos anos, e estes tratamentos t€m sido muito utilizados para o controle da SPL. A
suplementac¢ao de ferro intravenosa pode ser usada como um método ndo farmacolégico, sendo

uma terapia eficaz (Vadasz et al., 2013). Outra alternativa parece ser o uso de suplementagao
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de ferro via oral, que vem obtendo resultados positivos no controle da sindrome (Grote et al.,
2009; Mohri et al., 2012; Soto-Insuga et al., 2013). O exercicio fisico por sua vez, traz diversos
beneficios e também tem sido observado no tratamento da SPI. Aukerman et al. (2006)
encontraram melhoras nos sintomas depois de submeter individuos ao treinamento resistido e
aerobio. Esteves et al. (2009, 2011) também demonstraram melhoras nos sintomas da SPI com

exercicio fisico aerdbio.

Estudos em modelos animais dos DMRS vém sendo conduzidos na tentativa de elucidar
a sua relagdo com os niveis de ferro e a pratica do exercicio fisico (Ganz, 2006; Qu et al.,2007;
Vadasz et al., 2013; Cho et al., 2014). Em estudo realizado por Frank et al. (2016) foi
demonstrado a eficécia do exercicio fisico (protocolo de esteira que consistiu em 5 sessdes por
semana durante 8 semanas) na modulacdo dos sintomas da sindrome, confirmada pela andlise
comportamental através do teste campo aberto. Os grupos de animais que realizaram exercicio
fisico (SHR e Wistar) apresentaram reducdo dos sintomas quando avalidos pelo teste Open-
Field em relacdo ao grupo SHR controle. Ko et al. (2013) e Cho et al. (2014) demonstraram
aumento nas expressoes de receptores D2 através de um protocolo de exercicio fisico 1 vez ao
dia durante 28 dias. Arnold & Salvatore (2016) conduziram um estudo com ratos Brown-
Norway/Fischer envelhecidos e mostraram que 35 minutos de exercicio fisico durante dois
periodos pré-determinados de 12 dias consecutivos foram suficientes para aumentar em 42% as

expressoes de tirosina hidroxilase em compara¢do com os ratos ndo exercitados.

2-OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do exercicio fisico e da suplementacdo alimentar de ferro na atividade

locomotora de um modelo animal de distirbios do movimento relacionados ao sono).

3 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a influéncia de um protocolo de exercicio fisico na atividade locomotora de ratas

prenhes.

Avaliar a influéncia da dieta de suplementacgao de ferro, na atividade locomotora de ratas

prenhes.
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Quantificar as varidveis moleculares (receptor de dopamina D», tirosina hidroxilase e
transportador de dopamina - DAT) em resposta ao protocolo de exercicio fisico e dieta de

suplementacgdo de ferro.

4 — JUSTIFICATIVA

A atividade fisica e o exercicio fisico tem sido estudado na populacdo gestante ao longo
de décadas. Todavia, a relacdo com os niveis séricos de ferro tem sido discutida com maior
énfase nos dltimos anos, sendo estes uns dos fatores que mais podem contribuir negativamente
para um DMRS (sindrome das pernas inquietas). Desta forma podemos mostrar com maior
clareza os beneficios sistémicos do exercicio fisico e da suplementagdo de ferro na populacao

gestante em combate aos sintomas comuns a SPL.

5 - REVISAO DA LITERATURA

Sindrome das Pernas Inquietas € Movimento Periddico das Pernas

Dentre os Distirbios do Movimento relacionados ao Sono (DMRS), conforme
classificados pela Academia Americana de Medicina do Sono (2012), estdo presentes a
Sindrome das Pernas Inquietas (SPI) e o Movimento Periddico das Pernas (MPP). Esses DMRS
apresentam caracteristicas distintas, visto que descricio do MPP foi realizada em funcdo da
SPI. No entanto, como a origem desses distirbios ndo estd totalmente esclarecida, as formas de
abordagem terapéutica podem ser apresentadas de maneira concomitante.

Na SPI, a sensacdo de desconforto pode piorar quando o individuo estd em repouso ou
em inatividade, como sentado ou deitado (Wayne et al., 2004; Ohayon et al., 2012), o que
geralmente ocorre durante a noite dificultando o inicio do sono do paciente. Podem ocorrer
picos de intensidade na madrugada, sendo que durante o dia os sintomas podem ser mais leves
ou ndo existir, mostrando uma evidéncia do carater circadiano (Trenkwalder et al., 2005). O
alivio parcial ou total do desconforto pode ocorrer através de movimentos como caminhar,
alongar-se ou correr, e a intensidade e frequéncia dos sintomas varia de um individuo para o
outro, sendo que um paciente pode permanecer assintomdtico por determinados periodos, ou
ser acometido pelos sintomas vérias vezes ao dia (Masuko et al., 2004; Ohayon et al., 2012).

O MPP se caracteriza pela extensdo ritmica dos membros inferiores, seguidos de uma
dorsiflexdo do tornozelo, ocasionando uma flexdo dos joelhos e uma ativagdo motora

generalizada nos membros inferiores, durante o sono. Em média os movimentos duram de 0,5
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a 5 segundos, ocorrendo com frequéncia de um a cada 20 a 40 segundos, sendo que cada
episédio de MPP pode ter duracdo de alguns minutos a horas (AASM, 2012).

A SPI/MPP pode ocorrer de maneira isolada (forma idiopética) ou como em 1/3 dos
casos (Trenkwalder et al., 2005) secundariamente, em associacdo a outras condicdes e/ou
patologias como gravidez, insuficiéncia renal cronica, deficiéncia de ferro, déficit de atencdo e
hiperatividade, distirbios neuroldgicos, artrite reumatoide, entre outras (Ekbom, 1945). Existe
uma correlagdo entre a prevaléncia da SPI/MPP e o aumento da idade, e sua prevaléncia € maior
em mulheres do que em homens (Ohayon, 2002), fato que pode ser relacionado a influéncia de
hormdnios como o estrégeno e progesterona. Existe uma relagdo familiar em 1/3 dos casos,
sendo a heranca provavelmente autossdmica dominante e de penetrancia varidvel (Ondo et al.,
1996; Montplaisir et al., 2000).

Evidéncias nos mostram a forma idiopdtica ou isolada com grandes componentes
hereditdrios, com €nfase em 5 genes, que em estudos de ligagdo genética de numerosas familias
com membros afetados identificam a suscetibilidade (Winkelman, 2006; Picchietti & Picchietti,
2010). Trenkwalder & Paulus (2010) dos genes MEIS1, BTBD9, MAP2KS, LBXCORI1 e
PTPRD e os relacionaram com a sindrome. Jellen et al. (2009) ainda destacam que BTBD9 € o
mais modulado em humanos.

Muitas das causas secunddrias associadas a SPI/MPP também estdo ligadas a problemas
relacionados ao metabolismo do ferro (Fe), o que sugere que a insuficiéncia de ferro pode ser
um fator fisiopatoldgico para o distirbio (Richards et al., 2015). Isso também € sugerido pelos
niveis séricos de ferritina e transferrina, que podem ser inversamente correlacionados ao
agravamento da SPI/MPP (O’keeffe et al., 1994; Sun et al., 1998). Das manifestacdes
secundérias da SPI, a associada a gravidez € a mais comum. A gravidez pode ser considerada
um fator de risco para o desenvolvimento de SPI, pois a probabilidade de se desenvolver a
doenca nessa condi¢do € de 2 a 4 vezes maior (Manconi et al.,, 2004a). Os niveis de ferro e
folato podem estar associados ao desenvolvimento da SPI durante a gravidez, j4 que em
gestantes sua demanda aumenta consideravelmente e seus niveis plasmaticos diminuem
(Manconi et al., 2004a; Minar et al., 2015).

Virios tratamentos vém sendo descritos na literatura, e dependem da gravidade do
distirbio e dos impactos que podem causar no bem estar do paciente. Entre os ndo
farmacoldgicos estdo atividade fisica (Aukerman et al., 2006, de Mello et al., 2002, 2004,
Esteves et al., 2009, 2011), compressao pneumdtica (Rajaram et al., 2005; Lettieri et al., 2009),
massagem (Gamaldo et al., 2006), terapia com luz infravermelha (Mitchell et al., 2011),

medicina alternativa como acupuntura (Cui et al., 2008) e a suplementacdo de ferro. O ferro
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pode ter administracao oral ou endovenosa. Em individuos afetados pela SPI com baixos niveis
séricos de ferritina, a administracdo oral de ferro parece ser eficiente, com reducdo dos sintomas
apos a suplementagdo (O’Keeffe et al., 1994). J4 a terapia com ferro endovenoso pode ser
eficiente principalmente em pacientes com niveis séricos de ferritina dentro da faixa normal
(Earley et al., 2004).

A deficiéncia de Fe no cérebro leva a diminui¢@o dos receptores D1 e D2 (Erikson et
al., 2000), reduzindo o transporte da dopamina extracelular para o estriado, devido a diminui¢do
da quantidade de ferritina em algumas regides do cérebro (Allen, 2004), visto que as duas
principais hipéteses fisiopatoldgicas da Sindrome das Pernas Inquietas-SPI envolvem o sistema
dopaminérgico (seja por uma alteracdo no sistema dopaminérgico ou por uma reducdo no
metabolismo do ferro, um co-fator da tirosina hidroxilase - enzima que participa da produgdo

da dopamina).

L-DOPA Neurénio
Dopaminérgico

AADC

5 Celula
Pos-sinaptica

Fenda sinaptica

oo Y o |

Figura 1. Ilustragdo resumida da via de sintese da dopamina.

Relacdo entre Gravidez e Sindrome das Pernas Inquietas

Durante a gravidez, ¢ comum haver alteracdes no padrdo e duragdo do sono, associadas
as mudancas fisicas que ocorrem na mulher gravida (Mindell et al., 2015). O tempo total de
sono da gestante aumenta durante o primeiro trimestre da gravidez, havendo diminui¢ao das
fases 3 e 4 do sono ndo REM a cada trimestre. Durante o terceiro trimestre de gravidez, hd a
diminui¢do na porcentagem do sono de ondas lentas e do sono REM, ocorrendo mais eventos
de vigilia ap6s o inicio do sono (Driver et al., 1992; Hertz et al., 1992; Brunner et al., 1994).

Associado a isso, as mulheres relatam nesse periodo aumento da frequéncia urindria,

despertares noturnos, sono agitado e dificuldade em dormir, além de desconforto nas pernas e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mindell%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25666847

19

dores nas costas. Nesse periodo, diversos distirbios do movimento podem ocorrer como ataxia,
corea, distonia, tremor essencial, doenca de Parkinson, sindrome de Tourette, doenca de
Wilson, além da SPI (Kranick et al., 2010), podendo afetar o desenvolvimento fetal, o trabalho
de parto, a lactacdo e a habilidade de cuidar do recém-nascido.

Os fatores de risco para o aumento de incidéncia da SPI em gestantes que tém sido
mostrados nos estudos incluem multiparidade, histérico familiar positivo, desenvolvimento
prévio da SPI, anemia, deficiéncia de ferro e folato ou mudangas hormonais. De acordo com
Paiva et al. (2000) os niveis de ferro devem se encontrar em niveis mais altos que 11g/dL para
que ndo se diagnostique o quadro de anemia. Todavia naturalmente durante a gestacdo,
mulheres reduzem em até 40% a concentragdo de ferro, havendo assim a necessidade da
suplementacdo de ferro (Souza et al., 2002; Montenegro et al., 2015). Os estudos sobre esse
tema se iniciaram em 1945 e desde entdo a prevaléncia da SPI em mulheres gravidas varia entre
11 e 32%, avaliada em grupos de 100 a 650 mulheres. Essa variabilidade se deve principalmente
a localizacdo geogréafica de cada estudo e a fase da gestacdo das mulheres analisadas (Manconi
et al., 2004a). Além disso, os critérios utilizados nos estudos variam, pois muitos deles foram
feitos antes da padronizacgdo feita pelo Grupo Internacional de Estudos da Sindrome das Pernas
Inquietas em 1995 (Allen et al., 2003).

O primeiro estudo, feito por Ekbom, encontrou uma prevaléncia de 11,3% entre 486
gestantes (Ekbom, 1945). Porém, em 1953 Jolivet analisou um grupo de 100 gestantes,
encontrando prevaléncia de 27% (Jolivet, 1953).

Em 2004, Manconi et al. realizaram uma pesquisa em um grupo de 642 mulheres durante
todo o periodo gestacional e encontraram prevaléncia de 26% de SPI, incluindo mulheres que
ja haviam sido afetadas antes da gravidez, que correspondiam a aproximadamente 10%, e as
que nunca haviam sido afetadas antes da gravidez (Manconi et al., 2004b).

A prevaléncia da SPI aumenta progressivamente no 3° ou 4° més de gestagcdo, havendo
um pico durante o terceiro trimestre, especialmente no 8° més, seguida de diminuicao dos
sintomas no 9° meés e alivio apds o parto. A intensidade e frequéncia dos sintomas também tém
pico no terceiro trimestre, tanto em mulheres ja afetadas anteriormente quanto em nao afetadas
(Manconi et al., 2004a). Em mulheres nao afetadas anteriormente, os sintomas da SPI duram
aproximadamente 3 a 5 meses. Mulheres que ja tiveram varias gestacoes geralmente reclamam
dos mesmos sintomas em todas elas (Goodman et al., 1988).

A deficiéncia de Fe no cérebro leva a diminui¢cdo dos receptores D1 e D2 (Erikson et
al., 2000), reduzindo o transporte da dopamina extracelular para o estriado, devido a diminui¢ao

da quantidade de ferritina em algumas regides do cérebro (Allen, 2004), visto que as duas
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principais hipéteses fisiopatoldgicas da Sindrome das Pernas Inquietas-SPI envolvem o sistema
dopaminérgico (seja por uma alteracdo no sistema dopaminérgico ou por uma reducdo no
metabolismo do ferro, um co-fator da tirosina hidroxilase - enzima que participa da produ¢do

da dopamina).

Em um estudo feito com 186 mulheres em segunda gestacdo na Franga, verificou-se que
32% eram afetadas pela SPI no 3° trimestre da gravidez, demonstrando que o fato da mulher ja
ter tido outras gestacdes estd estreitamente associado com a incidéncia da doenga nesse periodo.
Em 64,8% das mulheres afetadas, os sintomas desapareceram apds o parto, sendo que em
metade delas a melhora ocorreu em menos de duas semanas ap6s o parto (Neau et al., 2010).

Em 2010, Alves et al. realizaram uma pesquisa no Brasil, onde foi demonstrada uma
prevaléncia de 13,5% de SPI em grupo de 524 mulheres gravidas entre 18 e 45 anos, sendo que
53,5% das pacientes apresentaram sintomas graves e 15,2% das afetadas apresentaram piora no
terceiro trimestre. A relagdo temporal entre os sintomas da SPI e o terceiro trimestre da gravidez
sugere que durante esse periodo existem fatores que exacerbam a SPI, mas apenas se
manifestam em gravidas que tenham predisposi¢do para desenvolver a sindrome. A presenca e
a duracdo da SPI dependem principalmente da predisposi¢do individual de cada mulher a
apresentar sintomas (Manconi et al., 2004a). Além disso, Wesstrom et al. (2014) demonstraram
que mulheres com sintomas de SPI antes da gravidez apresentam risco aumentado para

depressao pré e pds parto.

Modelos Animais e a Sindrome das Pernas Inquietas

A qualidade de um modelo animal é caracterizada pela sua confiabilidade e sua
reprodutibilidade (Baier et al., 2007). Para que um modelo animal da SPI/MPP seja
desenvolvido, componentes essenciais do fen6tipo animal (comportamentais) da sindrome tém
de ser definidos e as hipéteses sobre a etiologia da SPI/MPP tém de ser aplicados aos animais,
para que seja possivel constatar se o fen6tipo animal esperado pode ser observado.

Com o maior nimero de pesquisas sobre os distirbios do movimento e o
desenvolvimento de novos modelos animais utilizando ratos e camundongos, mecanismos €
lacunas ainda existentes sobre os disturbios estdo sendo esclarecidas.

Em 2000, Ondo et al. Realizaram um estudo com ratos lesionados na area subcortical
All com 6-hidroxidopamina (6-OHDA), onde se encontram corpos de neurdnios

dopaminérgicos medulares que podem modular respostas nociceptivas. A lesdo nesta area
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mostrou aumento a laténcia do sono, que passou a ter menos tempo de sono, além de maior
movimentacdo dos membros, semelhante a inquietacdo motora encontrada na SPI.

Outra pesquisa teve como intuito estudar consequéncias de lesdes na medula espinhal
de ratos e a sua influéncia na presen¢a de movimentos nas patas durante o sono. Eletrodos foram
implantados nos animais para avaliagdo do sono e para realizacio do registro eletromiografico
(EMG) das patas posteriores e ap0s isso foi feita a lesdo a nivel T9 da medula espinhal. Durante
7 dias consecutivos foi feito o exame polissonogrifico, e observou-se uma diminui¢do na
eficiéncia do sono e o surgimento de movimentos das patas durante o sono apds a lesdo, o que
sugere sua influéncia nos movimentos (Esteves et al., 2004; 2007).

Em estudo realizado em 2007 por Qu et al. foram feitas lesdes nos nicleos Al1 com 6-
OHDA combinadas com dieta deficiente em ferro. Tanto nos ratos lesionados quanto nos ratos
nao lesionados, os niveis séricos de Fe foram semelhantes, mas os lesionados tiveram uma
diminuicdo nos sitios de Fe do SNC. J4 a atividade locomotora foi maior nos ratos lesionados
e nos ratos deficientes em Fe, quando comparados aos seus respectivos grupos controles, sendo
que os ratos lesionados que foram privados de Fe tiveram um aumento ainda maior da atividade
locomotora (Qu et al., 2007), mostrando que o comportamento dos animais observado nesse
estudo é consistente com a SPI (Ondo et al., 2007).

Um outro modelo possivel para SPI seria o camundongo knock-out D3. Alguns estudos
tém demonstrado que ha altas densidades do receptor D3 expressas nas camadas superficiais do
corno dorsal da regido lombar e cervical da medula espinhal de ratos, o que sugere que esses
receptores podem ter um papel no processo sensorial ou nociceptivo do organismo. Um rato
knock-out D3, apresenta hiperatividade, aumento de atividade locomotora e hipertensao
(Espinar et al., 1997). Este fen6tipo lembra algumas das caracteristicas de paciente com SPI
que expressam MPP (Ondo et al., 2007), e pode ser utilizado com modelo animal de SPI.

Foi demonstrado pelo nosso grupo (Lopes et al., 2012) que animais com lesao do nucleo
dopaminérgico Al1 por 6-OHDA, além de serem considerados como modelos animais de SPI,
também apresentam movimentos das patas durante o sono, sendo considerados também um
modelo animal de MPP.

Mariano et al. (2014) observaram uma maior atividade locomotora de ratas durante o
periodo de prenhez em um determinado periodo do dia (descrito por Qu et al (2007); como
correspondente ao periodo critico dos sintomas de SPI em humanos) ao comparar a ratas ndao

prenhes, caracterizando um modelo animal de SPI de ratas prenhes.

Tratamento ndo farmacoldgico para SPI
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Virios tratamentos (farmacoldgicos e nao farmacoldgicos) para a SPI vém sendo
descritos na literatura e variam de acordo com a gravidade dos sintomas e dos impactos que
podem causar no bem estar do paciente. Neste contexto, iremos destacar somente dois desses

tratamentos: 1) Suplementagdo de ferro; 2) Exercicio Fisico.

Suplementacdo de ferro

A deficiéncia de ferro (DFe) € a deficiéncia de micronutriente mais comum no mundo.
Em todas as espécies, a concentragdo do ferro nos fluidos bioldgicos estd estreitamente regulada
para prover o ferro quando necessario, e evitar a toxicidade, considerando-se que o excesso de
ferro pode levar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a sua diminuicao pode
levar a anemia (Zhang e Enns, 2008). A DFe durante a gravidez pode ter consequéncias graves
para a mae e seu bebé. Processos que limitam a disponibilidade de ferro para o feto incluem
anemia grave materna, hipertensao materna que restringe o fluxo de nutrientes para a placenta,
tabagismo e parto prematuro (Siddappa et al., 2007).

O primeiro estudo que utilizou terapia oral de Fe foi feito em 1994 por O’Keefte et al.
com idosos distribuidos em trés grupos de acordo com os niveis séricos de ferritina. Os
individuos afetados pela SPI com menor nivel de ferritina (<18 mcg/L) apresentaram os
melhores beneficios na redu¢do de sintomas apds a administracdo oral de 200mg de sulfato de
ferro durante dois meses, trés vezes ao dia.

Por outro lado, um estudo duplo-cego feito em 2000, onde um grupo recebeu placebo e
o outro recebeu sulfato de ferro por trés meses, mostrou que a terapia oral com ferro nao foi
eficiente na reversdo dos sintomas da SPI (Davis et al., 2000). Como a absor¢ao de Fe ¢ maior
quanto menor o nivel de ferritina sérica (Larsen & Milman, 1975), acredita-se que esse
resultado ocorreu devido aos altos niveis séricos de ferritina (134,8 mcg/L) do grupo tratado
com Fe (Earley, 2009). J4 Mehmood et al. (2014) demonstraram que em pacientes com SPI,
ap6s um tratamento com Dextran (1000mg) houve uma reducdo dos sintomas da sindrome, no
entanto, 24% desses pacientes ndo responderam ao tratamento.

Em 2009, um estudo foi feito em pacientes que apresentavam niveis séricos de ferritina
entre 15 e 75mcg/L, e que foram distribuidos em 2 grupos, que receberam por 3 meses: 1)
sulfato de ferro oral, 2) placebo. O grupo tratado apresentou melhora dos sintomas da SPI e
ainda um aumento de 60% de sua ferritina sérica (Wang et al., 2009). Os autores concluiram
que a terapia com Fe foi eficaz para pacientes com niveis séricos de ferritina de <45mcg/L até

75mcg/L, e que para pacientes com niveis mais altos de ferritina sérica deve-se pensar em como
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maximizar a absorcdo de Fe no trato digestério, a fim de que esse Fe altere os estoques
sist€émicos a ponto de fazer diferencga nos sintomas da SPI (Earley, 2009).

Ja a demanda de Fe durante a gravidez aumenta de 3 a 4 vezes, e a de folato aumenta de
8 a 10 vezes em relacdo a uma nio-gestante, pois além do crescimento do feto demandar mais
Fe, ocorre também a hemodiluicdo (Manconi et al., 2004a). Em um estudo feito por Lee et al.
(2001) com 30 mulheres gravidas, as 7 mulheres que apresentaram SPI durante o terceiro
trimestre da gestacdo tiveram niveis de folato sérico mais baixos antes e durante a gravidez, e
niveis de Fe sérico menores no periodo anterior ao da gravidez, quando comparadas as mulheres
nao afetadas. Apesar das concentragdes plasmaticas serem menores, o Fe e o folato estavam
dentro dos valores normais nas mulheres afetadas (Lee et al., 2001). Manconi e seu grupo, em
um estudo realizado com mulheres gravidas sauddveis e com SPI, ambas recebendo
suplementa¢do de Fe, encontraram valores semelhantes de Fe sérico e hemoglobina entre elas

(Manconi et al., 2004b).

Exercicio Fisico

Estudos epidemiolégicos vém demonstrando a associacdo entre a SPI/MPP com a
atividade fisica (Phillips et al., 2000; Ohayon e Roth, 2002). Essas evidéncias sdo baseadas em
vérios fatores e apoiam o papel do exercicio fisico como uma intervencdo nao farmacoldgica
para esses DMRS. De Mello et al. (1996, 2002, 2004) avaliaram em lesados medulares, que o
exercicio fisico agudo (teste de esforco maximo) e o exercicio cronico (treinamento por 44 dias
no limiar ventilatério 1) reduziram significativamente o MPP durante o sono.

Ja em estudo realizado em 2009 por Esteves et al. foi verificada uma melhora no padrao
do sono e uma reducdo nos indices de MPP apds a pratica de exercicio fisico agudo e cronico,
demonstrando também uma correlagdo negativa entre a liberagdo da B-endorfina e os indices
de MPP, ou seja, os voluntarios que apresentaram maiores niveis de B-endorfina plasmatica
ap6s um teste de esforco maximo foram os que apresentaram maior reduciao nos indices de
MPP. Giannaki et al. (2010) avaliaram os efeitos de uma tnica sessao de exercicio fisico nos
MPP que ocorrem durante a hemodialise. Os resultados demonstraram que tanto a sessao de 45
minutos de exercicios fisicos sem resisténcia, quanto a sessdo a 60% do consumo de oxigénio
foram igualmente eficazes em reduzir significativamente o MPP em pacientes com SPI em
relacdo ao cendrio de nao-exercicio fisico. Aukerman et al. (2006) realizaram um estudo
envolvendo um programa de exercicio fisico combinado com o intuito de analisar a sua
efetividade nos sintomas da SPI. Os resultados demonstraram que a partir da 6° semana os

sintomas da SPI apresentaram uma reducdo significativa em relagdo ao grupo controle, ndo
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havendo diferenca significativa da 6* em relacdo a 12° semana. Esteves et al. (2011)
demonstraram em pacientes com SPI uma reduc¢do significativa dos seus sintomas apds 36
sessoes de exercicio fisico aerdbio, reafirmando a eficdcia dessa pratica na diminuicdo dos
efeitos da SPI.

Em modelos animais Ko et al. (2013) e Cho et al. (2014) contextualizaram um protocolo
de exercicio fisico 1 vez ao dia durante 28 dias, e encontraram aumento nas expressoes de
receptores D> em animais SHR, considerados modelos de TDAH. O estudo de Frank et al.
(2016) também encontrou aumento nas expressodes do receptor D> nos animais que realizaram
sessdes de exercicio fisico e fizeram uso de enalapril, no estudo em questio utilizou-se um
protocolo de esteira que consistiu em 5 sessoes por semana durante 8 semanas consecutivas em
machos do modelo animal de distirbios do movimento relacionados ao sono (SHR),

previamente descrito por Esteves et al. (2013).

Em 2014, Baek et al. conduziram um estudo com animais SHR e mostraram através de
imuno-histoquimica aumento das expressoes de tirosina hidroxilase nos grupos que fizeram
exercicio fisico, no estudo em ponto foi utilizado um protocolo de esteira consistindo em 30min
por dia durante 28 dias, chamando aten¢do também para o alivio dos sintomas pds tratamento.
Arnold & Salvatore (2016) conduziram um estudo com ratos Brown-Norway/Fischer
envelhecidos e mostraram que o exercicio fisico durante dois periodos pré-determinados foi
suficiente para aumentar as expressoes de TH (~ 42%) em comparacdo com os ratos nao

exercitados.

Esteves et al. (2016) realizaram um estudo para verificar o efeito protetor do exercicio
fisico. Grupos foram submetidos ao exercicio fisico antes e apds a indugdo da lesao nos ntcleos
All, outros grupos foram submetidos ao exercicio fisico somente apos a indugdo da lesdo. Os
resultados mostraram que 4 semanas de exercicio fisico foram suficientes para reduzir
substancialmente o nimero de movimentos periddicos, e ainda mais expressivo para os grupos
que realizaram o exercicio fisico antes e depois da cirurgia. Frank et al. (2016) encontrou
aumento nas expressoes do receptor D2 e do transportador de dopamina DAT em animais Wistar
e SHR que realizaram sessdes de exercicio fisico durante 8 semanas em um protocolo de esteira
e fizeram uso de enalapril. Ko et al. (2013) e Cho et al. (2014) também encontraram aumento
nas expressoes de receptores D> depois de utilizar um protocolo de exercicio fisico 1 vez ao dia

durante 28 dias em animais SHR considerados modelos de TDAH.
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Essa totalidade de estudos tem demonstrado que o exercicio fisico (aerébio e resistido)
podem ser vistos como componentes efetivos na melhora dos sintomas da SPI/MPP tanto em
modelos animais quanto em diferentes populagdes, podendo ser utilizados tanto de maneira
individualizada, como combinada como complementos aos tratamentos farmacolégicos. Deve-
se sempre levar em consideragdo o modelo de estudo para se estabelecer as varidveis, interpretar
e assumir os resultados de maneira correta, para que possamos concretizar cada vez mais o

potencial do exercicio como ferramenta impar no tratamento da sindrome das pernas inquietas.

6 —- METODOLOGIA

6.1 — Animais

Foram utilizadas 60 ratas Wistar com 60 dias de idade, provenientes do Centro de
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Todos os procedimentos foram submetidos a aprovagdo
pelo Comité de Etica da UNICAMP (protocolo n°® 3471-1). Durante o periodo de estudo, os
animais foram mantidos em salas aclimatizadas (entre 20°C e 22°C) com ciclo claro-escuro
constante (12/12h), com ragao e livre acesso a d4gua, acondicionados em gaiolas individuais. Os

animais foram distribuidos em 4 grupos:

- Controle - dieta padrao (CTRL/NP — CTRL/P)

- Dieta com suplementacgao de ferro (Sfe/P)

- Exercicio fisico + dieta padrao (EF/P)

- Exercicio fisico + dieta com suplementagdo de ferro (Sfe+EF/P)

* NP: ndo prenhe; P: prenhe

6.2 — Delineamento Experimental

Os experimentos se iniciaram quando os animais atingiram 60 dias de idade. Neste
periodo foi realizado o esfregaco vaginal nas ratas para a identificacao das fases do ciclo estral.
Antes da inducdo a prenhez, todas as ratas foram submetidas a testes de adaptacdo ao ambiente
do campo aberto (Open-Field), que foi utilizado para avaliar o comportamento locomotor,
sendo que cada teste teve a duragdo de 10 minutos por animal. Uma semana apds a adaptacao,
as ratas foram submetidas novamente ao campo aberto, que constituiu na avaliacdo Basal. Apds

a avaliacdo basal, todas as ratas do grupo prenhe foram submetidas a presen¢a do macho para
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a induc¢ao da prenhez, e quando prenhes foram avaliadas no campo aberto nos dias 3, 10,17 e
21 da prenhez juntamente com o grupo ndo prenhe. As ratas do grupo suplementacdo de Fe
foram submetidas a dieta durante todo o periodo de prenhez e as ratas do grupo exercicio fisico
realizaram as sessoes de exercicio fisico (natac@o) 6 vezes por semana até o 20° dia de prenhez.
Logo apds o nascimento, mies e prole foram eutanasiados e tecidos foram coletados para

posterior andlise.

6.3 — Procedimentos Experimentais
6.3.1 — Campo aberto

A atividade locomotora foi avaliada no campo aberto (Open-field), que consiste em uma
arena circular de madeira, com 76 cm de diametro, fechada por paredes brancas de 19cm de
altura, com a parte superior aberta ¢ o chdo dividido em 12 quadrantes. Cada animal foi
colocado individualmente no centro do aparelho e observado por 10 minutos, sendo que apenas
os 5 minutos finais foram avaliados. Primeiramente se realizou um teste de adaptacdo e
posteriormente os animais passaram pelo teste basal, e os testes apds o inicio da prenhez (3°,
10°, 17° e 21° dia) Todos os testes foram realizados entre 9h e 11h, pois os ratos sdo animais de
habitos noturnos, e este horario pode ser correlacionado com o periodo tarde/noite nos seres
humanos, onde ocorre a piora dos sintomas da SPI (Qu et al., 2007). Os testes foram realizados

sempre pelo mesmo avaliador.

Contadores manuais foram utilizados para marcar os seguintes parametros: ambulacio
total (quantidade total de quadrantes que o animal pisou com as 4 patas), frequéncia de rearing
(nimero de vezes que o animal ficou apoiado nas duas patas traseiras), frequéncia de grooming
(nimero de vezes que o animal manteve a boca ou as patas no corpo ou na cabega), € tempo
total de imobilizagdo (total de tempo que o animal permaneceu totalmente imével, movendo
apenas as vibrissas) (Fukushiro et al., 2007). Todas as varidveis do teste nos dizem respeito ao
padrao de inquietacdo, fornecendo maiores detalhes sobre a locomogdo dos ratos e a
demonstracdo dos sintomas de acordo com o protocolo. O teste do campo aberto € um dos mais
usados para medir atividade locomotora em ratos, e pode ser adequado para medir o desejo de

se movimentar causado pela SPI (Manconi, 2007).

6.3.2 — Esfregaco vaginal e cruzamento
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As ratas apresentam o ciclo estral que se inicia entre 35 e 45 dias de vida, com duragao
de 4 a 5 dias aproximadamente, apresentando 4 fases: proestro, estro, metaestro e diestro. A
fase estro, que se inicia geralmente no periodo noturno, dura de 25 a 27 horas e € quando ocorre
a ovulagdo espontinea das fémeas. Estas também se tornam receptivas aos machos,

apresentando mudangas comportamentais (Long & Evans, 1922).

Para a identificacdo das fases do ciclo estral, foi realizado diariamente no mesmo
periodo do dia, o esfregaco vaginal das ratas, que consiste na introducao de soro fisioldgico na
abertura vaginal da rata com uma ponteira de 200 pl, aspirando-se apds alguns instantes o
liquido contendo as células epiteliais da vagina. O liquido € espalhado sobre uma lamina para
a leitura no microscopio de aumento 40x, a fim de se observar o tipo de célula predominante
para a identificacdo da fase do estro, fase na qual as ratas sdo submetidas a presenca do macho
para o cruzamento durante um periodo de aproximadamente 12h (19h dia 1 - 7h dia 2). Apos a
presenca do macho, novamente € introduzido soro fisioldgico no poro vaginal da fémea para
aspirar o material ali contido apds a cOpula para a leitura no microscopio, a fim de avaliar a

presenca de espermatozoides (Marcondes et al., 2002).

6.3.3 — Exercicio fisico

Os grupos Exercicio Fisico foram submetidos a uma adaptacdo ao meio liquido de até
30 dias, sendo esta, contabilizada até o momento em que a rata emprenhasse; a adaptagao, teve
como cardter sub limiar anaerébio (2° limiar) e o tempo minimo de 2 minutos € maximo de 15
minutos; com os primeiros 3 dias em 4gua rasa (3cm), os 5 dias seguintes em agua profunda
(120 cm), e os demais dias também em 4gua profunda (120cm) com adi¢do de 3 % do peso

corporal (De Lima et al., 2015).

Os animais foram submetidos a um programa de exercicio fisico aerobio (natagdo)
durante o periodo de prenhes, 6 dias por semana, at€ o 20° dia de prenhez. O volume de treino
foi ajustado conforme o prolongamento no tempo de prenhez, sendo assim o primeiro terco de
prenhez as fémeas nadaram 30 minutos didrios, no segundo terco 25 minutos didrios, €, no
terceiro ter¢o 20 minutos didrios. A varidvel intensidade do treinamento foi estabelecida através
de uma relacdo massa/densidade, conforme o prolongamento do tempo de prenhes, sendo entdao
estabelecida em 3% da massa corporal corrigida pela densidade ao longo do tempo de prenhez.

A temperatura da 4dgua foi estabelecida em 30°C durante todo o periodo de adaptacdo e de
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treinamento e os treinos foram realizados sempre as 19:00h. (dos Reis et al., 2011; Corvino et

al., 2017).

6.3.4 — Suplementacdo de ferro

Para o grupo que recebeu dieta de suplementacdo em Fe, foi mantido durante o
periodo de prenhez a dieta de 100 mgFe/kg de dieta; para o grupo de dieta padrdo foi
mantida a dieta de 40 mgFe/kg de dieta (Felt et al., 2006). A dieta foi produzida em
parceria com o curso de Nutricdo da FCA/Unicamp. A dieta foi produzida a partir de
ingredientes purificados e a sua composicdo seguiu as formulagdes da AIN93-G,
conforme apresentado nas tabelas 1, 2 e 3 (Reeves, 1997). A dieta de AIN93 padrdo e
suplementada em Fe foi realizada utilizando um mix mineral isento de Fe, adicionando a
concentracdo desejada de Fe na forma de sulfato ferroso na preparagdo da dieta. Os
valores apresentados na AIN93-G correspondem as necessidades da dieta do roedor na
fase de crescimento, prenhez e de lactacdo (Reeves e al., 1993). Todas as dietas foram

livremente disponiveis aos animais.

Tabela 1. Formulacao da dieta (AIN93-G)

Ingredientes AIN93-G (g/kg de dieta)
Amido de milho 397.486
Caseina 200.000
Amido de milho dextrinizado 132.000
Sacarose 100.000
Oleo de soja 70.000
Fibra 50.000
Mix Mineral 35.000
Mix Vitaminico 10.000

L-Cisteina 3.000
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Bitartarato de colina 2.500

tert-butil-hidroquinona 14.0

Tabela 2. Mix mineral

Ingredientes AIN93-G MX (g or mg/kg
mix)
Carbonato de calcio anidro (40.04% Ca) 357.00
Fosfato de potdssio monobasico (22.76% P, 28.73% K) 196.00
Citrato de potdssio, tripotdssio monohidrato (36,16% K) 70.78
Cloreto de sédio (39,34% Na, Cl 60,66%) 74.00
Sulfato de potéssio (44,87% K, 18,39% S) 46.60
Oxido de magnésio (60,32% Mg) 24.00
Citrato férrico (16,5% de Fe) 6.06
Carbonato de Zinco (Zn 52,14%) 1.65
Metassilicato de Sédio 9H20 (9,88% de Si) 1.45
Carbonato de manganés (Mn 47,79%) 0.63
Carbonato cuprico (57,47% de Cu) 0.30
Cromo Sulfato de potassio 12H20 (10.42% Cr) 0.275
Acido bérico (17,5% de B), mg 81.5
Fluoreto de sédio (45,24% F), mg 63.5
Carbonato de niquel (45% Ni), mg 31.8
Cloreto de litio (16,38% Li), mg 17.4

Selenato de sédio anidro (41.79% Se), mg 10.25
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Iodato de potdssio (59,3% 1), mg 10.0
Molibdato de amoénio 4H20 (54.34% Mo), mg 7.95
Vanadato de amoénio (43,55% V), mg 6.6
Sacarose em po 221.026
Tabela 3. Mix vitaminico
Vitamina Quantidade (g/kg mix)
Acido nicotinico 3.000
pantotenato de calico 1.600
Piridoxina-HC1 0.700
Tiamina-HCI 0.600
Riboflavina 0.600
Acido félico 0.200
Biotina 0.020
Vitamina B-12 (cianocobalamina) (0,1% em manitol) 2.500
Vitamina E (alfa-tocoferol) 2 (500 UI/ g) 15.000
Vitamina A (todo-trans-palmitato de retinol) 2 (500.000 Ul / g) 0.800
Vitamina D-3 (colecalciferol) (400.000 Ul / g) 0.250
Vitamina K-1 (filoquinona) 0.075
Sacarose em po 974.655
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6.3.5 — Eutandsia

Ao término do experimento os animais foram eutanasiados individualmente, apds
aprofundamento anestésico seguido de decapitacdo para a coleta do tecido caudado-putamen.

A eutanasia foi realizada sempre no mesmo horério do dia (11:00h) (Andersen et al., 2004).

6.3.6 — Extracdo de tecidos

Fragmentos do estriado (caudado-putamen) foram coletados e homogeneizados em
tampao de extragdo contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de
pirofosfato de s6dio, 100mM de fluoreto de s6dio, 10mM de EDTA, 10mM de ortovanadato de
sodio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C. O homogeneizado foi entdo
centrifugado a 11000rpm durante 30min para a remog¢ao de material insolivel. Uma aliquota do
sobrenadante foi utilizada para determinacdo da concentracdo de proteinas pelo método de
Biureto. Apos determinagdo da concentragdo no extrato, 100ug de proteinas das amostras foram
resolvidas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), transferidas para uma membrana de
nitrocelulose utilizando o aparato de mini gel Bio-Rad® e detectadas utilizando anticorpo

especifico pela técnica de imunoblot.

6.3.7 — Imunoblot

A técnica de imunoblot foi realizada seguindo o protocolo Kurien & Scofield, (2003) adaptado.
As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas de interesse foram primeiramente
bloqueadas para reducdo de possiveis ligacdes inespecificas com PBST contendo 5% de
albumina. Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios
especificos anti-D2, anti-DAT e anti-TH., em PBST contendo 3% de albumina, usando como
controle endogeno GAPDH (Cell Signaling® 1:2000). Ap6s o periodo de incubagdo, os
anticorpos foram removidos e foi feita a lavagem das membranas em PBST. Em seguida, as
membranas foram incubadas com o anticorpo secunddrio (diluicao) em PBST contendo 3% de
albumina. Apds lavagem, as membranas foram incubadas em solucdo reveladora ECL Western
Blotting Sustrate (Promega®) e colocadas no fotodocumentador GeneGnome XRQ -
Syngene®. O sinal foi detectado por quimioluminescéncia. A intensidade das bandas foi

avaliada por densitometria pelo programa ImageJ — NHI (dominio publico).
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6.3.8 — Andlise estatistica

Para andlise de cada parametro foi aplicado o teste de Shapiro Wilk para verificar a
normalidade dos dados. Assim, para os dados paramétricos do teste comportamental foi
utilizada a ANOVA para medidas repetidas seguida do teste de Duncan. Para os dados que se
referem a quantificag¢do de proteinas foi utilizada uma ANOVA One-Way seguido do post-hoc
de Bonferroni, e quando se fez necessdrio, utilizou-se um Teste-t para mostrar diferencas

pontuais. A probabilidade de p<0,05 foi considerada capaz de revelar diferencas estatisticas.

7 - RESULTADOS

Os resultados dos testes comportamentais sdo estabelecidos em média e erro padrio e
foram consideradas todas as varidveis de interesse, os momentos das avalia¢des e a divisao dos

grupos.

A varidvel Ambulagado Total (Figura 2) no 21° dia mostrou-se reduzida em relagcdo
ao seu momento basal no grupo EF/P, e para o grupo Sfe+EF/P mostrou-se reduzida a

partir do 10° dia de prenhez.

Ambulacao Total
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Figura 2. Ambulacio total dos animais dos grupos controle ndo prenhe (CTR NP), controle prenhe
(CTR P), suplementagdo de ferro prenhe (Sfe P), exercicio fisico prenhe (EF P) e suplementacgao de
ferro + exercicio prenhe (Sfe EF P) nos diferentes momentos do experimento; (a) em comparagao
ao momento basal do préprio grupo; (b) em comparagdo ao 3° dia do préprio grupo; (c) em

comparagdo ao 10° dia do grupo CTR NP; (d) em comparagdo ao 21° dia do grupo CTR P; (e) em
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comparagdo ao 10° dia do grupo CTR NP; (f) em comparagdo ao momento basal do grupo Sfe EF P

ANOVA medidas repetidas, p < 0,05.

A varidvel Rearing (Figura 3) mostrou-se no 21° dia reduzida em relacio ao seu
momento basal no grupo EF/P, e para o grupo Sfe+EF/P mostrou-se reduzida a partir do
10° dia.

Para a varidvel grooming (Figura 4), o grupo EF P no 17° e 21° dia apresentou
aumento em relacdo ao 10° dia de prenhez. O grupo Sfe P ndo mostrou diferenca em
nenhum momento. O grupo Sfe+EF/P no 21° dia mostrou diferenca em relagdo ao grupo
CTR NP nos momentos Basal e 3°dia de prenhez. O grupo Sfe+EF/P no 21° dia também

mostrou diferenca em relagdo ao grupo EF P 17° dia de prenhez.

Rearing

Bl Basal
[ 3°Dia
Bl 10°Dia
= 17°Dia
Bl 21°Dia

Unidades Arbitrarias

Figura 3. Rearing dos animais dos grupos controle nao prenhe (CTR NP), controle prenhe (CTR
P), suplementacgdo de ferro prenhe (Sfe P), exercicio fisico prenhe (EF P) e suplementacao de ferro
+ exercicio prenhe (Sfe EF P) nos diferentes momentos do experimento; (a) em comparacido ao
momento basal do préprio grupo; (b) em comparacao ao 3° dia do préprio grupo; (¢) em comparacao
ao momento basal do grupo CTR NP; (d) em comparagdo ao 3° dia do grupo CTR NP; (e) em
comparagdo ao 10° dia do grupo CTR NP. ANOV A medidas repetidas, p < 0,05.
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Grooming Eventos
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Figura 4. Grooming dos animais dos grupos controle ndo prenhe (CTR NP), controle prenhe (CTR
P), suplementacéo de ferro prenhe (Sfe P), exercicio fisico prenhe (EF P) e suplementagéo de ferro
+ exercicio prenhe (Sfe EF P) nos diferentes momentos do experimento; (a) diferente em
comparag¢do ao 10° dia do préprio grupo; (b) diferente em comparagdo ao momento basal, 3° dia e
10° dia do grupo CTR NP; (c) diferente em comparagdo ao 17° dia do grupo EF P; (d) em relagdo
ao 10° dia do grupo CTR NP; (e) em relacdo ao 17° dia do grupo EF P; (f) em relagcdo ao 21° dia do
grupo EF P. ANOV A medidas repetidas, p < 0,05.

Para a varidvel Freezing (Figura 5), o grupo Sfe+EF/P mostrou que o 21° dia de

prenhez apresentou aumento em relacdo ao seu momento Basal.
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Freezing
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Figura 5. Freezing dos animais dos grupos controle ndo prenhe (CTR NP), controle prenhe (CTR
P), suplementacéo de ferro prenhe (Sfe P), exercicio fisico prenhe (EF P) e suplementagéo de ferro
+ exercicio prenhe (Sfe EF P) nos diferentes momentos do experimento; (a) em comparagio ao 21°
dia do grupo Sfe EF P; (b) em relacdo ao 21° dia do grupo Sfe P; (c) em relagdo ao 3° dia do grupo
Sfe P. ANOVA medidas repetidas, p < 0,05.

Os resultados da quantificacdo de proteinas sdo estabelecidos em média e erro

padrdo, comparando todos os grupos entre si.

Como mostrado na figura 6, o receptor de dopamina D2 (50kDa) em conjunto com
o anticorpo endégeno GAPDH (37kDa) quando analisados por ANOVA One-Way
seguido do teste de Bonferroni mostram diferenca estatistica apenas no grupo Sfe EFP

em comparagdo com o grupo CTR P.
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Figura 6. Imagem representativa a partir de um conjunto de 6 membranas; Média e erro padrao receptor
de dopamina D2; * em comparagdo ao grupo CTR P. ANOVA One-Way seguido do teste de Bonferroni, p
<0,05.

Na figura 7, o transportador de dopamina DAT (68kDa) em conjunto com o
anticorpo endégeno GAPDH (37kDa) quando analisados por ANOVA One-Way seguido
do teste de Bonferroni ndo mostram diferenca estatistica para nenhum dos grupos. Foi
ainda realizado um Teste-t para os grupos CTR P x Sfe EFP que também nio mostrou
diferenca estatistica.

Na figura 8, a tirosina hidroxilase TH (55kDa) em conjunto com o anticorpo
endogeno GAPDH (37kDa) quando analisados por ANOVA One-Way seguido do teste
de Bonferroni ndo mostram diferenca estatistica para nenhum dos grupos. Em seguida foi
realizado um Teste-t que por sua vez mostrou diferenca estatistica para os grupos CTR P

x Sfe EFP.



CTRNP CTRP Sfe P Sfe P EFP

ey e—— | — —

CTRP

DAT

CTRNP  CTRP sfe P Sfe P EFP

GAPDH " e e o W

CIRP

DAT

UA (% Controle)

KR

37

EFP Sfe EFP  Sfe EFP

el 68kDa
EFP Sfe EFP  Sfe EFP
e — 37kDa
DAT teste T CTR P x Sfe EFP

UA (% Controle)
- - »n n
8 8 8 &

o
S

Figura 7. Imagem representativa a partir de um conjunto de 6 membranas; Média e erro padrio
transportador de dopamina DAT; ANOVA One-Way seguido do teste de Bonferroni, Teste-t somente para

os grupos CTR x SfeEFP. p < 0,05.
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Figura 8. Imagem representativa a partir de um conjunto de 6 membranas; Média e erro padrao tirosina
hidroxilase TH; ANOVA One-Way seguido do teste de Bonferroni, Teste-t. * em comparac¢do ao grupo

CTR P p < 0,05.
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8 - DISCUSSAO

Pacientes que apresentam a SPI demonstram uma alteragdo no padrdo de sono e em
consequéncia uma redu¢do na qualidade de vida. Com isso, muitos estudos vém sendo
realizados na tentativa de encontrar formas de tratamento que amenizem essa alteragao no bem
estar dos individuos. Pesquisas tem apontado uma grande relacdo entre o exercicio fisico, a
suplementacdo de ferro como forma de tratamento para os distirbios do movimento
relacionados ao sono (SPI). Assim, este estudo teve como objetivo principal avaliar a influéncia
do exercicio fisico e da suplementacdo de ferro no comportamento e atividade locomotora de
ratas prenhes, utilizando o teste de campo aberto (Open-Field) e a relagdo com a expressao de
proteinas relacionadas a essa sindrome (Imunoblot). O protocolo Open-Field, vem sendo
utilizado com frequéncia para avaliar a atividade locomotora dos ratos, se mostrando fidedigno
tanto para tratamentos farmacoldgicos quanto para ndao farmacoldgicos (Almeida et al., 2014;
Mariano et al., 2014; Frank et al., 2016). O imunoblot por sua vez, nos permite quantificar e

obter uma andlise objetiva do resultado do protocolo utilizado (Kurien & Scofield, 2003).

Tratando-se do Open-field, nossos achados indicaram para a varidvel ambulacdo total,
uma reducio nos valores para os grupos EF P e Sfe EF P ao longo dos 21 dias de prenhez,
mostrando que tanto o exercicio fisico isolado como de forma combinada com a suplementagdo
de ferro, apresentam atenuacdo dos sintomas da SPI. Para a varidvel rearing os grupos EF P e
Sfe EF P obtiveram reducdes expressivas, sugerindo redu¢io nos parametros de inquietacdo,
sendo esta uma das caracteristicas acentuadas em quem apresenta esse tipo de distirbio do sono.
O grupo Sfe por sua vez nio obteve diferenca significativa em nenhum momento dos 21 dias
de prenhez. Em estudo realizado por Frank et al. (2016) foram demonstradas diferencas
estatisticas nas varidveis ambulacdo total e rearing para os grupos exercicio fisico (SHR e
Wistar) em relac@o ao grupo SHR controle, demonstrando dessa forma a eficacia do exercicio
fisico na modulacdo dos sintomas da sindrome. No estudo em questao utilizou-se um protocolo
de esteira que consistiu em 5 sessdes por semana durante 8 semanas, em machos do modelo
animal de distirbios do movimento relacionados ao sono (SHR), previamente descrito por
Esteves et al. (2013). Neste aspecto podemos verificar a influéncia do exercicio fisico na
melhora dos sintomas da sindrome, independente do modelo animal utilizado. Nota-se
importante pontuar que a predominancia da frequéncia de rearing do grupo Sfe P no momento
basal foi muito baixa, podendo assim, a suplementac¢ao ter simplesmente se mantido, sem deixar
que os sintomas da sindrome tivessem se manifestado com maior intensidade ao decorrer dos

21 dias.
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Ja em relagdo a varidvel grooming, Mariano et al. (2014) realizaram um estudo com um
modelo de ratas prenhes, e encontrou aumento no tempo de duragcdo de grooming, indicando
piora no grupo prenhe. No entanto, em seu estudo, Mariano et al. (2014) avaliaram somente
ratas prenhes e nao prenhes. Nosso trabalho utilizou o mesmo modelo animal que Mariano et
al. (2014), e corrobora para a varidvel grooming, com aumento nos sintomas do grupo EF P. O
grupo Sfe ndo apresentou diferenca, e o grupo Sfe EF P apresentou melhora nos sintomas
quando comparado ao grupo controle, indicando uma possivel melhora do exercicio fisico

quando os niveis de ferro estdo normais.

Em nosso estudo, o grupo Sfe EF P mostrou um aumento no tempo de freezing do 21°
dia de prenhez em relacdo ao momento basal, justificando uma possivel melhora nos sintomas
da SPI quando em tratamento combinado. Mariano et al. (2014) encontraram um tempo de
freezing reduzido no grupo prenhe, refletindo o avanco dos sintomas conforme o tempo de

prenhez.

Quando analisamos o receptor de dopamina D> através do método Imunoblot, podemos
notar que nossos resultados apontaram para redugdes das expressoes do grupo Sfe EF P em
comparacao ao grupo CTR P, ao contrario dos estudos de Ko et al. (2013) e Cho et al. (2014)
que utilizaram um modelo animal SHR considerado modelo de TDAH, sendo que ambos o0s
estudos contextualizaram um protocolo de exercicio fisico 1 vez ao dia durante 28 dias, e
encontraram aumento nas expressoes de receptores D». O estudo de Frank et al. (2016) também
encontrou aumento nas expressoes do receptor D2 para os grupos Wistar e SHR que realizaram
sessoOes de exercicio fisico durante 8 semanas em um protocolo de esteira e fizeram uso de
enalapril. O aumento na expressio do receptor de dopamina D> dos estudos citados
anteriormente talvez possa ser explicado pelo fato de terem sido conduzidos com animais SHR
e esses por natureza ja apresentam reducdo de ferro no organismo, tal qual sdo utilizados como
modelo de TDAH e SPI. Por outro lado, uma hipétese para a redugao das expressoes do receptor
D> no presente trabalho pode se dar por um possivel aumento de dopamina na fenda sindptica
com consequente aumento na sensibilidade do receptor pds sindptico. Em humanos, Fisher et
al. (2013) demonstraram aumento nas expressoes dos receptores D2 em pacientes com doenca
de Parkinson apods 3 sessOes semanais de 1h por 8 semanas consecutivas em um protocolo de

esteira ergométrica.

Quando se trata do transportador de dopamina DAT, nossos resultados ndo apontaram
diferenca estatistica. Se olharmos para a literatura, podemos observar resultados também nao

lineares e contraditorios. Em 2007, O’dell et al. conduziram um experimento com sessdes de
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exercicio fisico, e ndo encontraram diferenca nos niveis de DAT estriatal em ratos Sprague—
Dawley com injedes intrastriatais unilaterais de 6-OHDA. Em contrapartida Frank et al. (2016)
encontraram em seu estudo aumento nas expressdes de DAT. J4 por uma terceira linha, em um
estudo realizado com humanos, Cavagnolli et al. (2013) demonstraram que individuos com
distirbios do movimento relacionados ao sono (SPI/MPP) apresentaram menores valores na
densidade do transportador de dopamina (DAT), no entanto uma sessdo aguda de treino nao foi
capaz de alterar a sua densidade.

Nossos achados apontam para a reducao das expressdes de tirosina hidroxilase no grupo
Ste EF P em relag@o ao grupo CTR P, um resultado que ndo segue o mesmo paradigma apontado
pela literatura. Ko et al. (2013) e Frank et al. (2016) encontraram aumento de expressdes de TH
em seus respectivos estudos. Em 2014, Baek et al. conduziram um estudo com animais SHR,
considerados modelos de TDAH, e mostraram através de imuno-histoquimica aumento das
expressoes de tirosina hidroxilase nos animais que seguiram o protocolo de esteira 30 min por
dia durante 28 dias, chamando a atenc¢a@o para o alivio dos sintomas. O aumento na expressao e
tirosina hidroxilase dos estudos citados anteriormente podem ser explicados pelo fato de terem
sido conduzidos com animais SHR e esses por natureza t€ém reducdo de ferro no organismo, tal
qual sdo utilizados como modelo de TDAH e SPI. Arnold & Salvatore (2016) conduziram um
estudo com ratos Brown-Norway/Fischer envelhecidos e mostraram que 35 minutos de
exercicio fisico durante dois periodos pré-determinados de 12 dias consecutivos foram
suficientes para aumentar as expressoes de TH (~ 42%) em comparacdo com o0s ratos nao

exercitados.

Assim, podemos verificar no presente estudo que a suplementagdo de ferro quando nao
associada ao exercicio, ndo demonstrou alteracdes nas varidveis analisadas pelo teste Open-
Field, e, que houve uma influéncia positiva do exercicio fisico na reducao dos sintomas quando
associado a suplementagdo. Tanto em modelos animais (Esteves et al., 2013; Frank et al., 2016)
quanto em humanos (Esteves et al., 2009, 2011), a literatura ja descreve que o exercicio aerébio
promove melhoras nos sintomas da SPI e MPP. Além disso, a suplementagdo de ferro ja vem

sendo indicada para o tratamento da SPI (Birgegard et al., 2010; Vadasz et al., 2013).

Quando tratamos da andlise molecular, a reducdo da tirosina hidroxilase nos mostra que
a quantidade de ferro administrado pode ndo ter sido suficiente para a respectiva demanda.
Outra linha seria a redu¢do das concentracdes de tirosina se dando por uma via independente
da regulagdo de ferro, visto que o mecanismo do ferro como co-fator de sua producao esta bem

descrito na literatura (Roberts et al., 2013). Em relag¢do ao transportador de dopamina, ndo
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obtivemos diferenca significativa, e a literatura ainda apresenta resultados divergentes (O dell
et al., 2007; Cavagnolli et al., 2013; Frank et al., 2016). Quanto a reducao dos receptores Do,
podemos sugerir uma maior sensibilidade destes, porém essa resposta nao se da por definitivo
com este presente trabalho, visto que nao foi investigado o segmento da via, assumindo assim
uma das nossas limitagdes. Entre as possiveis limitagdes do presente estudo, a falta das anélises
bioquimicas de ferro, ferritina e transferrina, que poderiam nos fornecer parametros maiores

sobre a quantificacdo de ferro das ratas prenhes.

9 - CONCLUSAO

Concluindo, a influéncia do protocolo de exercicio fisico na atividade locomotora se
mostrou sensivel em sua predominancia. Com os resultados obtidos podemos chamar a aten¢@o
do exercicio fisico como um tratamento eficiente quando utilizado de forma isolada, visto que
em sua predominancia se mostrou efetivo no final da gestacdo na andlise das varidveis do teste

Open- Field.

A influéncia da dieta de suplementagdo de ferro na atividade locomotora ndo se mostrou
sensivel. Levando em consideragcdo os resultados obtidos, a suplementacdo de ferro quando
administrada de forma isolada ndo mostrou resultados estatisticos em nenhum momento do

tratamento durante todo o periodo de gestacao.

A resposta da quantificacdo molecular nos mostrou reducdes das expressdes dos
receptores de dopamina e da tirosina hidroxilase no grupo Sfe EFP, e ndo mostrou diferenca no
transportador de dopamina. Somente o grupo de tratamento combinado apresentou diferenca,
mais uma vez e por métodos diferentes pudemos mostrar que a diferenca se dd de uma forma

mais evidente quando os tratamentos ndo farmacoldgicos sdo utilizados de maneira combinada.

Neste contexto, tomados em conjunto, nossos resultados apontam que os tratamentos
nao farmacoldgicos (suplementacao de ferro e exercicio fisico) foram positivos em relagdo aos

sintomas da SPI em um modelo animal de ratas prenhes.
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da suplementacio alimentar de ferro na atividade locomotora de um modelo
animal de Sindrome das Pernas Inquietas" (protocolo n® 3471-1), sob a
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esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados
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