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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) € uma desordem neurodegenerativa ocasionada pela
perda de células dopaminérgicas na via nigroestriatal, com uma correspondente
reducdo no conteudo de dopamina (DA) no corpo estriado. Neste cenario, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do exercicio fisico na lesédo
estriatal unilateral por 6-OHDA. Para este fim, foram utilizados ratos machos Wistar
distribuidos em 4 grupos: falso operado (FO) sem exercicio (S/E), falso operado
(FO) com exercicio (C/E), 6-OHDA sem exercicio (S/E), 6-OHDA com exercicios
(C/E), que receberam injecOes de 6-OHDA (12 pg/2ul) ou solucdo salina (FO), no
estriado direito através de cirurgia estereotaxica. O protocolo de exercicio foi
realizado durante 14 dias, por 30 min em esteira, com velocidade de 20 cm/s
iniciando-se 24h ap6s o procedimento cirdrgico. Em seguida, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais e eutanasiados, as areas cerebrais (cértex
pré-frontal (CPF), hipocampo (HP) e corpo estriado (CE) utilizados para
determinacdes neuroquimicas e imunohistoquimicas. Os dados foram analisados
por ANOVA (Newman-Keuls) e considerada significativo valores de p <0,05. Os
resultados evidenciaram que o exercicio fisico promoveu uma diminuicdo
significativa no nimero de rota¢Bes contralaterais induzidas pela apomorfina, assim
como uma melhora do desempenho motor, aumento da atividade exploratoria
horizontal, rearing e diminuicdo do niUmero de grooming, no teste de campo aberto.
O exercicio também reverteu os deficits de memdéria, quando desafiados no teste
Y-maze, e reconhecimento de objeto. As concentracdes de dopamina (DA) e
metabdlito diminuiram no corpo estriado dos grupos lesionado. Este efeito foi, em
parte, revertido pelo exercicio. Quanto ao estresse oxidativo, 0 exercicio promoveu
uma reducdo nos conteudos de malonodialdeido (MDA) e na producdo de
nitrito/nitrato. O exercicio aumentou as concentracdes de fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) nos grupos com exercicio, quando relacionados aos grupos sem
exercicio. A imunorreatividade para tirosina hidroxilase (TH) e transportador de
dopamina (DAT) reduziram-se, de modo significativo, no grupo 6-OHDA, com
relacdo aos lesionados e submetidos ao exercicio. Em conjunto, os resultados do
presente estudo indicam o potencial do exercicio fisico como um agente modificador
da DP, sendo capaz de aliviar os prejuizos motores e cognitivos em animais

submetidos ao modelo experimental da DP. O exercicio fisico atenuou a diminuicéo



das concentracbes de DA no estriado e aumentou significativamente as
concentracbes de BDNF, além de diminuir significativamente o estresse oxidativo,
podendo contribuir assim, como ferramenta nao farmacoldgica, na prevencao sendo
capaz de atenuar os sintomas da DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson. Exercicio Fisico. Neuroprotecdo. Estresse
oxidativo. 6-OHDA.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder caused by the loss of
dopaminergic cells in the nigrostriatal tract, with a corresponding reduction in the
contents of dopamine (DA) in the striatum. In this scenario, the present study aimed
to evaluate the beneficial effects of exercise on unilateral striatal lesion with 6-OHDA.
For this, we used male Wistar rats (200-250 g) divided into 4 groups: FO (without
exercise), FO (with exercise), 6-OHDA (without exercise), 6-OHDA (with exercise),
who received injections 6-OHDA (12 ug / 2ul) or saline (FO) in the right striatum by
stereotactic surgery. The exercise was performed for 14 days, for 30 minutes at a
speed of 20 cm / second beginning 24 hours after the surgical procedure. Then the
animals were submitted to behavioral tests and, after that, they were euthanized and
the areas of the brain (prefrontal cortex, hippocampus and striatum) were used for
immunohistochemistry and neurochemical measurements. Data were analyzed by
ANOVA and Tukey test (post hoc test) and considered significant at p <0.05. The
results showed that physical exercise promotes a significant decrease in the number
of contralateral rotations induced by apomorphine as well as an improved engine
performance, increased horizontal exploratory activity and rearing and decreased
grooming number in the open field test. We also observed a reversal of memory
deficits when challenged in the Y-maze and object recognition. The levels of
dopamine (DA) and metabolites decreased in the striatum of the injured group and
this effect was partially reversed by exercise. The results of oxidative stress showed
that exercise promoted a reduction in the MDA content and production of
nitrite/nitrate. Exercise increased BDNF level when related to the non-exercise group.
The immunoreactivity for tyrosine hydroxylase (TH) had a significant reduction on the
right (lesioned) side of striatum in the 6-OHDA group when compared to the lesioned
and subjected to exercise group. Taken together, the results of this study indicate the
potential of physical exercise as a DP modifier, being able to relieve the motor and
cognitive deficits in animals submitted to the experimental model of PD by reducing
DA depletion in the striatum, significantly increasing BDNF levels, reducing oxidative
stress, providing neuroprotection and, thus, contributing to the prevention and

treatment as a pharmacological tool that can alleviate the symptoms of PD.



Key words: Parkinson’s disease.Physical exercise.Neuroprotection. Oxidative
stress. 6-OHDA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez em 1817 por
James Parkinson, pesquisador que publicou a monografia denominada “An Essay on
Shaking Palsy”. Esta patologia, denominada por Parkinson como Paralisia Agitante,
foi caracterizada pela presenca de movimentos tremulantes involuntarios, reducao
da forca, tendéncia a inclinacdo do tronco para frente e alteragcdo da marcha
(ANDRADE et al., 2010; HAUSER; ZESIEWICZ, 2001).

Parkinson faleceu em 21 de dezembro de 1824 e a repercussao de sua
publicacdo sobre a paralisia agitante aconteceu, de forma timida, nas décadas que
se seguiram. Na literatura médica, essa doenca obteve um maior conhecimento
somente na segunda metade do século XIX (ANDRADE et al., 2010). No inicio do
século XX, gracas aos estudos do neurologista francés Jean Charcot, 0s
conhecimentos clinicos da doenca tomaram maior impulso com a diferenciacdo dos
distarbios e de outras alteracbes do movimento, como a esclerose multipla e a
conclusdo de que a bradicinesia é independente da rigidez e da presenca de
tremores (GOETZ, 2011).

E a segunda doenca neurodegenerativa mais comum em populacées
idosas, trata-se de uma doenca de distribuicdo universal, atingindo em torno de 0,1 a
0,3% da populacdo mundial (WIRDEFELDT et al, 2011). Acomete,
preferencialmente, individuos com idade superior a 50 anos. A incidéncia tem
aumentado em cerca de 1% em pessoas acima de 65 anos, e de 2,5%, nos
individuos acima de 85 anos de idade. A predominancia é de, aproximadamente,
550 por 100.000 aos 70 anos de idade. Contudo, estima-se que, até 2030, no Brasil
340 mil pessoas sejam acometidas pela DP (DORSEY et al., 2007; GOBBI et al.,
2014).

Considera-se uma enfermidade progressiva que ocasiona severa
incapacidade apos 10 a 15 anos de desenvolvimento da doenga, além de impacto
social e financeiro significativamente elevado. Avalia-se que o custo anual mundial
com o tratamento farmacologico esteja em torno de 11 bilhées de doélares, sendo,
cerca de 3 a 4 vezes, mais caro para paciente em estagios avancados da doenca
(OLESEN et al., 2012).
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DP é uma patologia neurodegenerativa, cronica e progressiva do sistema
nervoso central (SNC), ocasionada pela degeneracdo continua de neurdnios
dopaminérgicos da parte compacta da substancia negra (SNpc), situada na regido
da porcédo superior do tronco encefalico, resultando na deplecdo da dopamina (DA)
na via nigroestriatal (HOHLEFELD et al., 2015; PAIXAO et al., 2013).

Os sinais e sintomas motores da DP decorrem das alteragdes funcionais
dos nucleos da base (NB). Assim, a DP foi a primeira do sistema nervoso (SN) a ser
identificada como uma doenca molecular ocasionada por um defeito caracteristico
no metabolismo de um neurotransmissor, neste caso a DA produzida pelos
neurdnios situados na SNpc (KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2003).

Os NB sdo compostos por uma complexa rede de nucleos e vias
nervosas. Participam do planejamento de movimentos voluntarios, estando
envolvidos no controle das func¢des cognitivas e afetivas. Fazem parte dos NB o
corpo estriado (CE) - nucleos caudado e putamen (CP), o globo pélido (GP) que se
situa medialmente ao CE e esta dividido em uma porcado interna (GPi) e externa
(GPe), a substancia negra (SN) situada no mesencéfalo e dividida em duas porcoes:
a parte reticular (SNpr) e a parte compacta (SNpc) e nucleo subtalamico (Figura 1)
(BEAR et al., 2002; GOBBI et al., 2014).

Figura 1 — Corte coronal do encéfalo mostrando o talamo e as diferentes partes dos
Nucleos da Base (NB)

Muclen Caudado

Talamo

Putamen

Crlobo Palido

Substancia MNegra

Hipotalamn

Mucles Subtalamico

Fonte:http://www.virtual.unifesp.br/unifesp/apoptose/restrito/ganglios.qif
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A SN é composta por uma area rica em pigmentos denominada pars
reticulata. Os neurbnios da SNpc sao responsaveis pela producdo da dopamina,
enquanto que SNpr produz GABA (acido gama aminobutirico) (HAUSER,;
ZESIEWICZ, 2001). A DA representa cerca de 80% do contetudo de catecolaminas
no cerebro. Projecdes originarias de é&reas cerebrais que sintetizam este
neurotransmissor originam quatro vias axonais: Nigro-estriatal, mesolimbica,
mesocortical e tuberoinfundibular (Figura 2) (AGUIAR, L., 2009).

Figura 2 — Representacdo esquematica dos sistemas dopaminérgicos: nigroestriatal,

mesolimbico, mesocortical e tuberoinfundibular.
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@ Via dopaminérgica nigro-estriatal

@ Via dopaminérgica tuberoinfundibular
< Via dopaminérgica mesocortical

» Via dopaminérgica mesolimbica

Fonte: http://pacotraver.files.wordpress.com/2012/04/dopamina.png
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As projecdes que constituem a via dopaminérgica nigroestriatal surgem
de células da SNpc, cujos axdnios terminam no CE, onde ocorre a liberacdo de DA
(Figura 3). DP apresenta efeitos opostos nas células, sendo excitatérios nas células
da via direta e inibitério nas células da via indireta (OBESO et al., 2008). Desta
forma, a DA funciona como um modulador dos NB, pois, quando liberada no CE,
facilita o movimento (KANDEI; SCHWARTZ; JESSEL, 2003). Isso explica a lentidao
de movimentos e a rigidez muscular na DP, visto que a degeneracdo dos neurdnios
nigroestriatais causa a reducdo da concentracdo de DA no CE e,
consequentemente, distarbios de movimento (OBESO et al., 2008;STOCCHI, 2009).

Figura 3 — Representacdo da via dopaminérgica nigroestriatal.

A. Normal B. Doencga de
Parkinson
Caudad
u o e
Putamen
NN
R Via il
Nigroestriatal \

-

A via dopaminérgica nigroestriatal € composta por neurénios dopaminérgicos cujos corpos celulares
se localizam na SNpc e projetam seus axbnios para o caudado-putamen, ou corpo estriado (CE).
Representacdo esquematica: Individuo normal (A), Doenca de Parkinson (B). Fonte: Adaptado
(DAUER; PRZEDORSKI, 2003).
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Neste circuito, além da DA, outros neurotransmissores também possuem
papel fundamental, como o GABA, a acetilcolina (ACh), o glutamato (Glu), a
encefalina, entre outros. As concentracdes de ACh néo se alteram na DP, mas, com
a deplecédo da DA, ocorre reducao do efeito inibitério da DA nos neurbnios do CE
ricos em ACh, levando a uma hiperatividade relativa desses neurénios colinérgicos
(Figura 4) (XU; BATISTA; SCHWARZSCHILD, 2005).

Figura 4 — O balanco entre as ac¢des estimuladoras (via glutamato-Glu e acetilcolina-
ACh) e inibitérias (GABA e DA) mantendo o funcionamento normal do circuito

neuronal e as possiveis alteracdes que ocorrem na DP.

Normal Doenca de Parkinson

ACh GABA
, ACh GABA

Gin \ P GIHH\H\

Neuronio Neuronio

l \

Atividade normal Atividade exacerbada

Fonte: AGUIAR, L., 2009.

A reducédo de DA no CE apresenta também como resultado a diminuicéo
dos niveis de seus metabdlitos, acido homovanilico (HVA) e 3,4- dihidroxifenilacético
(DOPAC) (LANG; LOZANO, 1998). Observa-se também a redugéo da atividade de
enzimas envolvidas na sintese de DA, como a tirosina hidroxilase (TH) e dopa
descarboxilase (BEAL, 2001; GERLACH; RIEDERER, 1996). Entretanto, a
neuropatologia da DP néo estéa restrita unicamente a via nigroestriatal, de forma que

sdo observadas anomalias histolégicas em outros grupos celulares dopaminérgicos
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e ndo dopaminérgicos. Acredita-se que alteracdes em outros neurotransmissores,
principalmente noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e acetilcolina (ACh), estejam
associadas ao amplo espectro de sintomas motores e ndo motores nos pacientes
com DP (AGUIAR JUNIOR, 2011; TADAIESKY, 2010).

1.2 Acetilcolina e Acetilcolinesterase na Doenca de Parkinson

O sistema colinérgico é fundamental em muitas funcbes vitais do
organismo, sendo a acetilcolina (ACh) o neurotransmissor que desempenha fungbes
muito importante. A ACh é uma molécula organica, liberada nas terminacdes
nervosas como neurotransmissor. Nos neurdnios colinérgicos, a ACh é produzida
pela enzima colina acetiltransferase que usa acetilcoenzima-A e colina como
substrato para sua formacdo (ELDEEN; ELGORASHI; VAN , 2005). No sistema
nervoso periférico, ela € liberada por todos os neurbnios motores do sistema
nervoso somatico e, no sistema nervoso autbnomo, por todos 0s neurdnios preé-
ganglionares, além dos neurbnios poés-ganglionares do sistema nervoso
parassimpatico e dos poés-ganglionares que inervam as glandulas sudoriparas,
pertencentes ao sistema nervoso simpatico (MOTA et al., 2012; RANG H et al.,
2004).

No sistema nervoso central, o neurotransmissor ACh esta relacionada ao
processo cognitivo (atencéo, aprendizado e memaria) nha recompensa e motivacao,
no processamento de estimulos, na participacdo no processo de sono e vigilia, na
organizacdo cortical do movimento e no controle do fluxo sanguineo cerebral
(MESULAM et al., 2002; MORETTO et al., 2004). Tem sido estudado o papel da
ACh no comportamento emocional, e algumas evidéncias sugerem que uma
disfuncéo na transmissao colinérgica pode estar envolvida em sintomas patoldgicos
depressivos, deste modo, problemas no neurotransmissores como a acetilcolina
podem levar a doengas neurodegenerativas.

Apoés a liberacdo da ACh na fenda sinaptica ou jungdo neuromuscular ela
se liga a receptores especificos que podem ser nicotinicos (canais iGnicos) ou
muscarinicos (associados a proteina G), e sofre hidrélise pelas enzimas
colinesterases. Estas enzimas desempenham papel importante na neurotransmissao
colinérgica central e periférica, além de outras fungbes, como a hidrolise e
detoxificacdo de xenobidticos (MASSOULIE et al., 1993).
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A acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima cuja agdo é crucial na
propagacdo do impulso nervoso. A AChE € uma serina hidrolase que desempenha
um papel essencial no mecanismo colinérgico, catalisando a hidrolise natural do
substrato acetilcolina em acetato e colina. A acetilcolina é sintetizada e armazenada
em vesiculas no neurdnio pré-sinaptico, sendo que a liberacdo depende de
alteracdes idnica e elétrica da membrana plasmatica (MOTA et al., 2012; SOUZA,
2011). Acetilcolinesterase (AChE) hidrolisa preferencialmente ésteres com
grupamento acetil, e a butirilcolinesterase hidrolisa outros tipos de ésteres como a
butirilcolina. Ambas as colinesterases sdo amplamente distribuidas no organismo
(TAYLOR et al., 1999). A AChE é encontrada no sistema nervoso central em regides
como hipotadlamo, substancia negra, estriado, hipocampo, cerebelo e também no
fluido cérebro espinhal (RANG et al., 2004). Esta enzima € secretada nas
terminagcdes nervosas, sendo esta taxa de secrecdo modulada pela estimulagéo
neuronal, pelo nivel de neurotransmissor na fenda sinaptica, bem como, pelo
tratamento com drogas (DESCARRIES; GISIGER; STERIADE, 1997).

A atividade total da AChE nos tecidos neurais apresenta variacfes entre
diferentes regibes do SNC, sendo maior nas estruturas subcorticais telencefalicas
(ntcleo caudado e nucleo de Meynert); intermediaria na substancia negra, cerebelo
e medula espinhal, e menor no férnix e regides corticais (hipocampo, cortices
temporal e parietal) (JOHN, et al., 1986).

A inibicdo da enzima AChE leva ao um aumento das moléculas de
acetilcolina nas sinapses, melhorando o0s sintomas cognitivos, comportamentais e
funcionais relacionados as deméncias hipocolinérgicas, em doencas
neurodegenerativas como como a doenca de Alzheimer (GOMES; KOSZUOSKI,
2005). Portanto torna-se necessario estudos para uma melhor compreensdo AChE

na doenca DP.

1.3Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

O processo neurodegenerativo da SNpc envolvida na DP é marcado pela
deficiéncia de TH e presenca de inclusGes intracitoplasmaticas ricas em corpos de
Lewy. A perda neuronal dopaminérgica se inicia na camada ventrolateral da

substancia negra, avancando para as camadas medial, ventral e dorsal. Esse
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padréo de perda esta relacionado a diminui¢do de transportadores de DA (PEREIRA
et al., 2007).

Esse evento de morte neuronal é desencadeado por inUmeros fatores que
compdem um cenario ainda pouco compreendido. Porém, um dos achados
fisiopatoldégicos mais frequentes na DP é a presenca de inclusdes citoplasmaticas
nucleares chamadas de corpusculos de Lewy (ANDRADE et al., 2010; DAUER,;
PRZEDBORSKI, 2003; TOGO et al.,, 2001), jA mencionados anteriormente e
formados, principalmente, pela proteina neural a-sinucleina (KOO; LEE; IM, 2008;
TAKAHASHI; WAKABAYASHI, 2001; WEINTTRAUB; COMELLA; HORN, 2008).
Esses agregados proteicos se acumulam nos neurdnios, onde, ao ultrapassar um
determinado limiar, acarretam neurotoxicidade com consequente morte neuronal e
concomitante reducado da aferéncia dopaminérgica para o CE.

Deste modo, degeneracdo progressiva da via nigroestriatal € o mediador
predominante para as manifestagdes clinicas da DP, incluindo rigidez muscular, tipo
plastica ou cérea, tremor de repouso, bradicinesias, que se traduzem por lentidao
dos movimentos e dificuldade em iniciar movimentos voluntarios, e instabilidade
postural por perda de reflexos posturais, podendo também apresentar disfuncdes
ndo motoras (FERNANDEZ, 2012; GUERRERO et al., 2013; JANKOVIC, 2008;
MOSLEY et al., 2006).

Os sintomas motores causam maiores dependéncia e reducdo na
qualidade de vida (MARTINEZ; MARTIN, 2006). Tais sintomas costumam aparecer
primeiro em um dos lados do corpo, evoluindo, posteriormente, para o outro de
acordo com o avanco da doenca (HAWKES et al., 2010). Contudo, cada paciente
pode ou ndo manifestar todos os sintomas, sendo que 30% nao chegam a
apresentar o mais classico deles, tremor de repouso (OLANOW; STERN; SETHI,
2009).

Além dos sintomas motores, evidéncias crescentes sugerem que a DP
apresenta diversos sintomas nao motores como: 0S neuropsiquiatricos, distlrbios do
sono, sintomas autondmicos e sensoriais. Estes foram encontrados no estagio
avancado e precoceda doenca, podendo anteceder o aparecimento de sintomas
motores. Tendo em vista esta teoria, existe uma tendéncia a novos estudos em
busca de fenétipo da fase ndo motora, sugerindo que estes podem ser considerados
fatores de risco para o desenvolvimento da DP, bem como um indicativo para o
diagnéstico formal (ANDRADE et al., 2010; WEINTRAUB; COMELLA; HORN, 2008).
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E importante ressaltar que disfungbes cognitivas podem ser encontradas
em todos os estdgios da doenca. Nas etapas iniciais e intermediarias, incidem
déficits moderados, enquanto nas fases avancadas relata-se deméncia em 11 a 36%
dos pacientes (GILADI et al., 2000). O acometimentodas fungdes cognitivas na DP
se deve, provavelmente, a uma disfuncdo das conexdes fronto-estriatais (BRANDT
et al., 2004).

Os sinais da DP geralmente tém progressdo lenta e a confirmacédo do
diagnoéstico pode levar muitos meses e até anos, apos o aparecimento dos primeiros
sintomas motores. Diversos estudos ressaltam que, no momento em que 0s sinais
motores ultrapassam o limiar de deteccédo clinica, uma quantidade significativa dos
neurénios dopaminérgicos ja foram degenerados. Assim, 0s sintomas classicos da
DP se manifestam apés perda de 70-80% dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc,
levando a uma grande reducdo nos niveis de DA estriatais (BRAAK et al., 2004,
LEVY; AGELADA; GREENE, 2009; MAYO et al., 2005). O fato do processo
neurodegenerativo ja se encontrar num estagio muito avancado quando o
diagnéstico € estabelecido pode ser responsavel pela baixa efetividade do
tratamento farmacologico.

Apesar dos avancos da medicina e da investigacao cientifica nesta area,
a etiologia da DP continua ainda por esclarecer, a maioria dos casos apresenta,
portanto, etiologias multifatoriais, com a presenca de componentes genéticos e
ambientais (SULZER, 2007). Evidéncias indicam gue possiveis mecanismos como,
disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, deficiéncia de fatores neurotroficos, agéo
do sistema imune, acumulo de proteinas alteradas, excitotoxicidade e mecanismo
pré-apoptético estejam certamente relacionados a etiologia da DP (DAUER,;
PRZEDBORSKI, 2003; GOBBI et al, 2014; HOSAMANI; KRISHNA;
MURALIDHARA, 2014; PARK et al., 2014; SCHAPIRA, 2010; TAMILSELVAM et al.,
2013).

1.4 Estresse Oxidativo na Doenca de Parkinson
Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas compostas a partir de

transferéncias de elétrons. Deste modo, podem reagir e formar outra série de

espécies reativas, como as espécies reativas do oxigénio (EROs) e, se néo
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neutralizadas, podem levar ao estresse oxidativo, exacerbar a inflamagéo e
promover dano tecidual.

O dano oxidativo ocorre nos organismos celulares devido ao desequilibrio
entre a producao dos radicais livres e as defesas antioxidantes celulares. Atraves da
respiragdo celular normal ou da respiragdo mitocondrial desregulada com um
desequilibrio no complexo | mitocondrial, grandes quantidades de EROs podem ser
produzidas e desencadearem efeitos deletérios no delicado equilibrio neuronal do
SNC, que é especialmente sensivel a eventos geradores de estresse oxidativo em
raz8o das suas caracteristicas fisiolégicas e anatbmicas (BRAGA, 2008). Deste
modo, o0 estresse oxidativo esta realmente implicado como sendo a principal causa
da injuria neuronal em varias doencas neurolégicas, incluindo a DP, no entanto,
ainda ndo esta claro se o estresse oxidativo € causa ou consequéncia dessas
doencas (ALFAVARO et al., 2004; MOSLEY et al., 2006; PARK et al., 2014,
SCHAPIRA; JENNER, 2011).

Essas espécies quimicas sdo abundantes na natureza, produzidas
normalmente no metabolismo celular e encontradas no meio ambiente, facilmente
formadas com exposicdo excessiva a luz solar, poluicdo, &lcool, inseticidas,
radiacdo, exercicio intenso, etc. Existem enzimas antioxidantes protetoras e
mecanismos que neutralizam os radicais livres, como a superoxido dismutase
(SOD), a catalase, a glutationa, glutationa peroxidase (GPx) e redutase (GSH), a
vitamina E, a vitamina C e outras substancias capazes de inativar ou reduzir a
formacdo dos radicais livres (MOSLEY et al., 2006).

Normalmente, as EROs sdo decompostas e eliminadas pelos sistemas de
defesa celular, mantendo-se, assim, presentes transitoriamente e em baixos niveis
sem causar danos as células. Quando a sua producdo aumenta ou quando 0s
sistemas de defesa sao ineficientes para a remocéao, o resultado é um excesso de
EROs, que leva a uma condi¢cdo denominada de estresse oxidativo (NELSON; COX,
2014; THAKUR; NEHRU, 2014), podendo ocorrer o rompimento de membranas
lipidicas e a oxidagdo de proteinas citoplasméticas (BUTTERFIELD; BADER
LANGE; SULTANA, 2010; HOSAMANI; KRISHNA; MURALIDHARA, 2014).

Indmeros estudos em tecidos cerebrais post-mortem de pacientes com
DP tém evidenciado a presenca de altos niveis de peroxidagéo lipidica, deplecdo de

GSH e elevada oxidacdo proteica. Dessa forma, sugeriu-se que EROs e espécies
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reativas de nitrogénio (ERN) estdo envolvidas na degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos (MAETZLER et al., 2011; TSANG; CHUNG, 2009).

1.5 Tratamento da Doenca de Parkinson

O carater progressivo da DP e suas manifestacdes clinicas
(motoras e nao-motoras), agregados a implicacbes colaterais precoces e
tardios da intervencdo terapéutica, tornam o tratamento farmacologico desafiador. A
medida que ocorrem a progressdo da doenca e aparecimento de novos sintomas
aumentam resposta a terapia farmacolégica decresce (MORRISH et al., 1998).

Atualmente, o tratamento se limita apenas ao alivio sintoméatico porque,
até o presente momento, ndo existem agentes capazes de inibir a degeneracao
neuronal. Esses, inicialmente, levam a uma melhora expressiva dos sinais e
sintomas. A medida que a doenca progride, os medicamentos perdem sua eficacia e
eficiéncia, tornando-se necessario um aumento das doses e a substituicdo ou a
combinacédo terapéutica para minimizar os efeitos causados pela doenca. Outro fator
limitante relacionado ao tratamento atual sdo os efeitos adversos, 0os quais acabam
por impossibilitar a continuagdo da terapéutica (XU; BASTIA; SCHWARZSCHILD,
2005).

Deste modo, existem hoje varias formas de intervencdo farmacolégica
sintomatica: drogas que aumentam a producdo endégena de DA (como a levodopa —
L-Dopa, em geral utilizada juntamente com inibidores da dopa descarboxilase de
acdo periférica); agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, pergolida); drogas que
previnem a degradacdo enddgena da DA (inibidoras da monoamina oxidase B
(MAO-B) como a selegilina); inibidores da catecol-O-metiltransferase (COMT):
tolcapone e entacapone; antiglutamatérgicos (amantadina) e antagonistas
colinérgicos (benztropina) (AGUIAR, L., 2009; ANDRADE, 2006).

No momento, a L-Dopa € a droga mais efetiva no tratamento da DP,
sendo reconhecida como “padrdao ouro” (NAGATSUA; SAWADAB, 2009; NEVES,
2014). Por ser uma amina precursora de DA, oralmente ativa e absorvida no
intestino delgado é prontamente descarboxilada pela enzima dopa descarboxilase, e
somente uma pequena quantidade chega inalterada no SNC. A meia vida plasmatica
da L-Dopa é extremamente curta, ndo passando de 90 minutos. Portanto, altas

doses se tornam imprescindiveis, 0 que acarreta consequéncias colaterais como
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vOmitos e nauseas. Para bloquear os efeitos periféricos da DA e aumentar a
biodisponibilidade da L-Dopa, ela é coadministrada com a carbidopa ou a
benzerazida, que sao inibidores da descarboxilase do acido amino aromatico (DDC)
(PETZINGER et al., 2007). Estes inibidores nao atravessam a barreira
hematoencefélica, aumentando a converséo central de L-Dopa (SCHEFFER, 2013).

A terapia com a L-Dopa € altamente efetiva durante os primeiros estagios
do tratamento, no entanto, quando prolongado, 0s pacientes passam a apresentar o
fenbmeno ON/OFF, que sao flutuagcbes do estado clinico, caracterizado por
movimentos coreoatet6ticos nas extremidades e segmento cranial, manifestando-se
no auge do efeito da L-Dopa, a discinesia — ON. A discinesia é uma implicacao
grave caracterizada por movimentos involuntarios que atingem aproximadamente
50% dos pacientes (normalmente apds 3-5 anos) (KALINDERI et al., 2011). Por
outro lado, a reducdo na dose de L-Dopa pode levar a movimentos distonicos, na
regido axial e também nas extremidades, sendo acompanhados de dor no segmento
acometido (HOLLOWAY et al.,, 2004; JENNER, 2005; RODRIGUES; CAMPOS,
2006). Tendo-se em vista as opcdes terapéuticas limitadas para o tratamento de DP,
drogas neuroprotetoras estdo atualmente sendo estudadas, com a finalidade de
tornar mais lenta a progresséo da doenca. Assim, varias drogas que tém como alvos
estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e inflamacéo sdo candidatos primordiais
como neuroprotetores. Muitas destas drogas ja estdo sendo submetidas a ensaios
clinicos (SEIDI; POTASHKIN, 2011).

Portanto, torna-se essencial o desenvolvimento de novos tratamentos e
terapias que melhorem a sintomatologia da DP com efeitos colaterais reduzidos.
Acredita-se que o tratamento ideal seria aquele em que se pudesse aliar a
terapéutica convencional as drogas que evitassem o desenvolvimento e avanco da
doenca, como os neuroprotetores (AGUIAR, L., 2009). Estratégias neuroprotetoras
estdo sendo propostas a medida que o entendimento dos mecanismos moleculares

envolvidos na patogénese da DP séo esclarecidos.
1.6 Modelos experimentaisda Doenca de Parkinson: 6-OHDA
Para tornar possivel o entendimento da fisiopatologia da DP, assim como

o desenvolvimento de novos tratamentos, € imprescindivel a utilizacdo de modelos

animais, a fim de que sejam desenvolvidos farmacos e estratégias terapéuticas. E
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importante destacar que muitos dos progressos conseguidos até o momento pelos
cientistas, na terapéutica, bem como compreensao da fisiopatologia da DP, foram
possiveis devido a utilizacdo de modelos animais (NEVES, 2014).

Modelos animais, por definicdo, refletem as caracteristicas da doenca
presente no homem, simulando as mudancas patoldgicas, histolégicas e
bioguimicas da doenca, assim como seus distarbios funcionais (GERLACH,;
RIEDERER, 1996; DECRESSAC et al., 2012). Embora n&do exista um modelo animal
ideal da DP que ofereca todas as caracteristicas agregadas a condicdo clinica,
como: deteccdo das alteracdes motoras associadas ao parkinsonismo; perda
seletiva e gradual dos neurbénios dopaminérgicos com o avanco da idade; producéo
de inclusbes citoplasmaticas (corpos de Lewy), eles tém sido importantes no
esclarecimento dos mecanismos moleculares relacionados a neurodegeneracao
verificada na DP (SHIMOHAMA et al., 2003).

Deste modo, foram desenvolvidos modelos animais, através da
administracdo de agentes neurotoxicos que interrompem ou destroem seletivamente
0 sistema catecolaminérgico, tais como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), a
metanfetamina, a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (GERLACH,;
RIEDERER, 1996; KAHLE et al., 2002). Alguns agentes quimicos como a rotenona e
0 paraquat, quando administrados sistemicamente, podem induzir aspectos
peculiares da doenca (BETARBET et al, 2002; HALBACH; SCHOBER,;
KRIEGLSTEIN, 2004).

A neurotoxina 6-OHDA é amplamente empregada como modelo animal
para o estudo da DP, possui grande semelhanca estrutural com catecolaminas,
sendo, dessa maneira, toxica aos neurdnios catecolaminérgicos (BREESE;
TRAYLOR, 1971). A 6-OHDA é bastante util e de grande valia para o estudo dos
mecanismos e possiveis terapias farmacolégicas da doenca. Foi o primeiro
composto a ser encontrado com a capacidade de induzir morte seletiva em células
catecolaminérgicas (UNGERSTEDT, 1968). E uma toxina seletiva para neurdnios
dopaminérgicos (Figura 5). Representando uma das neurotoxinas mais
habitualmente utilizadas em modelos de degeneracdo de projecdes
catecolaminérgicas centrais, incluindo o sistema nigroestriatal, in vivo e in
vitro (SCHOBER, 2004). Trata-se de um composto muito instavel que é facilmente
oxidado para produzir espécies reativas de oxigénio, as quais poderdo causar a

morte dos neurdnios dopaminérgicos por apoptose.
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Figura 5 — Comparacgéoentre as estruturas quimicas da 6-OHDA (Esquerda) e da

Dopamina (Direita).
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Fonte: BOVE; PERIER, 2012.

Uma vez infundida diretamente no cérebro, a 6-OHDA produz espécies
citotoxicas através de mecanismos enziméticos e ndo-enzimaticos (CHOI et al.,
1999), utilizando um sistema transportador de DA e NA (DAT e NAT,
respectivamente) que reconhece e capta a 6-OHDA (LINDGREN; LELOS; DUNNET,
2012). Os principais danos neuronais sdo causados pelo aumento de EROs no
interior do neurénio, originados através da oxidacao da 6-OHDA pela enzima MAO e
de eventos de auto-oxidacdo, nos quais os produtos gerados sdo peroxido de
hidrogénio (H2O), radicais livres tipo hidroxila (OH") e quinonas que séo produzidas
em sua metabolizacéo, resultando, assim, em morte  neuronal
(KABUTO;YAMANUSHI, 2011). Estudos também demostram neurotoxicidade por
alteracdo da fungcéo mitocondrial, agindo no complexo | da cadeia transportadora de
elétrons (Figura 6) (SIMOLA; MORELLI, 2007).
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Figura 6 — Mecanismosde neurotoxicidade induzida por 6-OHDA.
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ApOs sua captacdo por DAT ou NAT, a 6-OHDA entra nos neurdnios catecolaminérgicos e €
degradada enzimaticamente pela MAO ou auto-oxidada, gerando espécies citotoxicas que danificam
proteinas e Acidos nucléicos, induzindo ao dano neuronal. Além disso, a 6-OHDA pode levar a
neurotoxicidade através da disfuncdo do complexo mitocondrial |. Fonte: Adaptado (SIMOLA;
MORELLI, 2007).

A magnitude da lesao € dependente da quantidade de 6-OHDA injetada e
do local da aplicacdo. Para injecao intracerebral com 6-OHDA existem duas formas:
diretamente na SN, levando a uma morte rapida das células (um a trés dias) ou
através da injecdo no CE, que ocasiona degeneracao retrograda dos neurénios da
SN. Esse ultimo modelo causa uma leséo lenta, parcial e progressiva das células
neuronais, por volta de quatro semanas e tem sido utilizada com sucesso na
finalidade de mimetizar a lesdo lenta e progressiva do sistema nigroestriatal (Figura
7) (SHIMOHAMA et al., 2003). Fato esse que reproduz de maneira mais proxima a
progressdo da DP, viabilizando, assim, a investigacdo de tratamentos
neuroprotetores (GEORGIEVSKA et al., 2002).
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Figura 7 - Esquema mostrando a via nigroestriatal do cérebro de rato.

A B

lesao com 6-OHDA

(A) Encéfalo de rato ndo lesionado com as projecdes dos neurdnios dopaminérgicos partindo da SN
em direcdo ao corpo estriado (ou caudado-putdmen) e globo pélido em ambos os hemisférios. (B)
Apés lesdo unilateral com 6-OHDA, ocorre significativa reducdo das projecBes nigroestriatais e
consequente reducdo dos niveis de dopamina no corpo estriado, caudado-putdamen (CP), globo
pélido (GP), projecdes nigroestriatais (PNE); substancia negra (SN). FONTE: Adaptado (KIRIK et al.,
2004).

A injecdo bilateral de 6-OHDA na SNpc ou em outras regides cerebrais
desenvolve uma elevada mortalidade neuronal, principalmente dos neurdnios
catecolaminérgicos (BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008). A 6-OHDA é
usualmente injetada unilateralmente na via nigroestriatal, apresentando
comportamento estereotipado, que séo rotagdes contralaterais em relagdo ao lado
lesionado devido ao desbalanco fisiologico entre o CE lesionado e o ndo-lesionado,
quando tratados com agonistas D1/D2 da DA, como a apomorfina (BETARBET et
al.,, 2002; KIN et al.,, 1998). Esse comportamento pode ser explicado pela
superexpressdo dos receptores dopaminérgicos na porcdo lesionada do CE e

representa o modelo conhecido como “hemiparkinsoniano” (PERESE et al., 1989).
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Nesse modelo de rotacdo, a administracdo de apomorfina € o teste
padrdo da literatura para verificar a estimulacdo de receptores dopaminérgicos. A
apomorfina foi o primeiro agonista dopaminérgico a ser usado na terapia da DP.
Esta droga atua sobre os receptores dopaminérgicos D1 e D2 e, em doses menores,
age sobre o autorreceptor pré-sinaptico, inibindo o turnover de DA (DELEU;
NORTHWAY; HANSSENS, 2002; LABANDEIRA; GARCIA et al., 1996).

1.7 Exercicio Fisico e Doenca de Parkinson

A relacdo entre o exercicio fisico e a saude vem se consolidando nos
altimos anos. Em estudos clinicos de ampla abordagem epidemioldgica,
demonstrou-se que a pratica regular de exercicio fisico estd associada a promocao
da saude e a prevencdo de doencas (LEANDRO et al., 2007). Estd bem
estabelecido que atividade fisica insuficiente, ou sedentarismo, é um importante fator
de risco para obesidade, doencas cardiovasculares e diabetes mellitus do tipo 2,
entre outras condi¢gdes cronicas (PAFFENBARGER et al.,, 1993). A falta de
atividade fisica também tem sido relacionada com disfungdes no sistema
autoimune, doencas pulmonares e alteragcdes musculo esqueléticas, alguns tipos de
cancer e, mais recentemente, como fator de risco para doencas neurodegenerativas
(TREJO et al., 2002; VILLAR-CHEDA et al., 2009).

Além disso, nas ultimas décadas, os efeitos benéficos da atividade fisica
sobre o sistema nervoso central (SNC) tém sido evidenciados, sugerindo um papel
protetor contra uma variedade de disturbios psicolégicos e neurolégicos (HILLMAN;
ERICKSON; KRAMER, 2008; VAN PRAAG, 2009). Portanto, o exercicio fisico se
mostrou benéfico em uma série de modelos de doencas do SNC como: Esclerose
Multipla (EM), doenca de Huntington (DH), Alzheimer (DA), epilepsia e Parkinson
(DP) (ARIDA et al., 1999; BENEDETTI et al., 2009; KOHL et al., 2007; LAURIN et al.,
2001; TILLERSON et al., 2003). Apesar disso, 0s mecanismos subjacentes a estas
decorréncias benéficos ainda sdo pouco compreendidos.

O exercicio pode ser definido como atividade planejada e estruturada que
causa aumento do gasto energético e da frequéncia cardiaca, cujo objetivo &
melhorar um ou mais aspectos da aptidao fisica (ACSM, 2003; GOMES et al., 2012).
Inicialmente, ocasiona ao organismo um desequilibrio da homeostase, uma vez que

implica no aumento instantaneo da demanda energética da musculatura exercitada
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e, consequentemente, do organismo como um todo (BRUM et al., 2004). O exercicio
fisico envolve grande consumo de adenosina trifosfato (ATP), cuja magnitude
depende da intensidade do trabalho a ser realizado (HOPPELER et al., 1999;
ROBERGS; GHIASVAND; PARKER, 2004). No que se refere ao exercicio do tipo
aerdbico, ocorre aumentodo consumo de oxigénio pelos tecidos (VO,), sendo
regulado pela capacidade méxima dos sistemas pulmonar e cardiovascular na
captacado e no transporte do oxigénio (VO2uax) para os tecidos (BOWEN; CARMER,
1926; LOMBARDO et al., 1953), assim como a capacidade de utilizacado para a
oxidacdo de substratos energéticos, como lipideos e carboidratos (HAVEL,
NAIMARK; BORCHEGREWINK, 1963). O carater aerdbico possui um importante
papel no melhoramento da aprendizagem, bem como na memoéria de curto e longo
prazo em doencas neurodegenerativas, dentre as quais a DP (CASSILHAS et al.,
2012; LIU et al., 2011).

A determinacdo da predominancia metabdlica para o fornecimento de
energia durante um exercicio apresenta extrema importancia para a correta
prescricdo da atividade. Nesse sentido, muitos sdo os protocolos de avaliacédo
propostos para detectar a intensidade de transicdo entre os metabolismos aerdbio e
anaerébio (TEGTBUR; BUSSE; BRAUMANN; 1993; WASSERMAN; MCILROY,
1964).

O aumento da producéo de lactato é reconhecido como um marcador de
stress e toxidade que indica um aumento da atividade glicolitica (MUELLER et al.,
2012). O treinamento produz mudancas metabdlicas favorecendo a oxidacdo do
lactato, o que implica que o exercicio produz aumento da capacidade aerdbica
(DAVIE et al., 1986). A avaliagdo do lactato plasmético € uma das ferramentas
utilizadas para avaliar a transicdo do trabalho aerébio (BIANCHI et al., 1997).
Portanto as mensurac¢des sanguineas desse metabdlito no que remete a pratica do
exercicio fornecem informacgdes precisas acerca do fornecimento energético para
execucdo do exercicio, implicando a utilizacdo desse parametro como
acompanhamento do treinamento (PYNE; LEE; SWANWICK, 2001).

Entretanto, dependendo da frequéncia, duracéo e intensidade, o exercicio
tanto pode aumentar a producdo de EROs e ocasionar danos oxidativos, como
também, em intensidades leves e moderadas, pode melhorar a capacidade de
defesa antioxidante do organismo (DA CUNHA et al., 2007; TUON et al., 2010).

Assim, o exercicio fisico de intensidade leve a moderada surge como estratégia
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neuroprotetora (TUON et al., 2012). Evidéncias cientificas sustentam os beneficios
do metabolismo oxidativo em areas cerebrais de roedores submetidos ao exercicio
de intensidade leve a moderada (AGUIAR et al.,, 2007; CARVEY; PUNATI,
NEWMAN, 2006; RADAK et al., 1995; SOMANI et al., 1996).

Deste modo, os roedores s&o utilizados nos principais modelos animais
para estudo do exercicio fisico nas fungbes cerebrais e seus mecanismos, assim 0s
principais modelos de atividade fisica séo: respostas a atividades voluntarias como
atividades em rodas de correr (BROWN; VAN, 1973; PANG et al., 2006) e ambientes
enriquecidos (KEMPERMANN; KUHN; GAGE, 1997; LEWIS, 2004), exercicios
forcados como natacao (DINGet al., 2006; OSTMAN, 1976) e esteira (BROWN et al.,
1979; PLOUGHMAN et al., 2005).

Em exercicios forcados, os animais o executam de acordo com as
determinacdes do pesquisador, que estabelece a velocidade, inclinagdo e tempo de
treinamento que obriga os animais a realizarem o exercicio fisico em intensidades e
solicitacfes energéticas maiores (ARIDA et al., 2011). Assim, a corrida em esteira
ativa as respostas neuroenddcrinas de estresse e obriga o animal a correr em uma
velocidade constante, de acordo com o protocolo de treinamento fisico (DOHM;
HAYES; GARLAND, 2001; LIGHFOOT et al., 2001). O exercicio esteira € um método
comum de treinamento utilizado pelos pesquisadores que investigam adaptactes
fisiolégicas causadas pelo exercicio. Este tipo de treinamento € muito utilizado
devido sua simplicidade e eficacia. Além disso, varios animais podem treinar ao
mesmo tempo e ainda proporciona as maiores respostas do metabolismo aerébio
que, devido a intensidade controlada, induz alguns dos mais consistentes efeitos do
treinamento fisico (KEMI et al., 2002). Este tipo de exercicio tem se mostrado
também capaz de promover mudancas no sistema nervoso. O exercicio em esteira,
a curto e longo prazo, pode induzir mudancas no coértex sensorio-motor, corpo
estriadoe cerebelo (KIM et al., 2010).

Um importante efeito benéfico do exercicio, no cérebro, € o aumento da
expressdo de neurotrofinas, como o fator de crescimento derivado do cérebro
(BDNF), que atua como modulador de neurogénese, plasticidade neuronal e
neuroprotecdo (BOBINSKI et al.,, 2011; FOSTER; ROSENBLATT; KULJIS, 2011,
GOMEZ-PINILLA et al., 2002; HAYES et al., 2008; TAJIRI et al., 2010). Estudos
relatam que o exercicio esteira promove a proliferacdo de células no giro dentado do

hipocampo (HC) em ratos. Deste modo, o exercicio fisico melhora o desempenho
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motor, a fungao cognitiva e reduz a mortalidade e incidéncia da DP (CHEN, 2003;
TILLERSON et al., 2003 apud CHO et al., 2013; GOES et al., 2014).

Em um modelo experimental de DP, o exercicio fisico foi capaz de
provocar menores déficits apos a lesédo, aléem de elevar uma maior sobrevivéncia de
neurénios dopaminérgicos na regido nigroestriatal, aumentando os niveis de fator
neurotrofico derivado da glia (GDNF) e BDNF (TAJIRI et al., 2010) e DA no corpo
estriado (TILLERSON et al., 2003; PETZINGER et al., 2007), quando comparado
aos animais lesionados sedentarios, evidenciando que o exercicio fisico melhora os
sintomas motores e déficits neuroquimicos em modelos animais de DP (TILLERSON
et al., 2003). Desta forma, sugere-se que 0 exercicio esteira pode fornecer um valor
terapéutico para o tratamento da DP. Entretanto, novos estudos sdo necessarios
para um melhor entendimento e aprofundamento sobre os efeitos do exercicio fisico
no cérebro.

Analisando esses efeitos, pondera-se a hipotese de que a pratica regular
de exercicios fisicos podera proporcionar beneficios aos individuos acometidos pela
DP, se ndo responsavel pela cura, mas tendo funcédo importante para amenizar ou
retardar o aparecimento dos sintomas e garantir determinada independéncia para os
parkinsonianos (RUBERT; REIS; ESTEVES, 2007). Mesmo considerando o0s
resultados favoraveis, clinicos e pré-clinicos, pela utilizacdo do exercicio fisico na
DP, fazem-se necessarios estudos que determinem, por exemplo, o tipo de exercicio
fisico, se aerObio ou anaerdébio, o periodo para inicio da pratica, resposta
neuroquimica e eficacia da associacdo com outras estratégias terapéuticas
(BARROSO, 2012).

1.8 Relevancia e Justificativa

O mundo esta envelhecendo, estima-se que, em 2050, exista cerca de
dois bilhdes de pessoas com mais de sessenta anos no mundo, a maioria vivendo
em paises emergentes (BRASIL, 2006). Portanto, o0 aumento da expectativa de vida
ocasiona consequéncias como aumento da preocupacdo da manutencdo da saude
do idoso, principalmente quando existe a presenca de uma doenca cronica e
degenerativa como a DP (PETERNELLA; MARCON, 2009). As intervencdes
terapéuticas de rotina, especialmente as acbes farmacologicas, tém contribuido

significativamente, contudo apresentam limitacdes.
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Durante muitos anos, o exercicio fisico ndo era recomendado para
individuos com diagndstico de DP, por se acreditar que o0 mesmo nao melhorava ou
ainda prejudicava a fisiopatologia da doenca, devendo, assim, ser evitado (HIRSCH,;
FARLEY, 2009). Contudo, evidéncias advindas de estudos translacionais sugerem,
cada vez em maior niUmero, que o exercicio ou a fisioterapia exercem, sim, um efeito
benéfico nas caracteristicas cardinais da DP. Acredita-se que o exercicio fisico
regular exerca um efeito positivo sobre a resposta neuroquimica (AGUIAR et al.,
2007; CARVEY; PUNATI; NEWMAN, 2006; TUON et al., 2012).

Desta forma, o exercicio fisico aerdbico tem se mostrado candidato
potencial a terapia coadjuvante da DP por ser capaz de atuar em diversos
mecanismos patogénicos da doenca, como no combate do estresse oxidativo e
diminuicdo da excitoxicidade. O exercicio fisico constitui pratica ndo invasiva para
alcancar a neuroprotecdo com o0 objetivo de se aprimorar a resposta ao tratamento
medicamentoso (ARCHER; FREDRIKSSON, 2010; FREDRIKSSON et al., 2011).
Porém, o mecanismo que explica os efeitos do exercicio fisico nos neurénios
dopaminérgicos ndo estd completamente esclarecido (AL-JARRAH et al., 2010).
Estudos sao necessarios para se determinar 0s mecanismos neuroprotetores da
pratica do exercicio fisico que sejam realmente eficazes na diminuicdo da
progressao da DP e na melhora da qualidade de vida dos pacientes, o que justifica a
relevancia deste estudo. Assim, o exercicio fisico pode conferir neuroprotecao,
tornando mais lento o desenvolvimento e progressdo da doenca através de
mecanismos adaptativos de vias de sinalizacdo comprometidas.

Dessa maneira, torna-se importante avaliar os efeitos benéficos do
exercicio fisico na progressao da DP, oferecendo uma estratégia a ser utilizada em

associacdo ou ndo com o tratamento farmacolégico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do exercicio fisico na lesdo estriatal unilateral por
6-OHDA, em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar os efeitos do exercicio fisico nas alteracbes de comportamento

rotacional induzidos pela apomorfina;

o Avaliar os efeitos do exercicio fisico as alteracbes comportamentais nos

testes do campo aberto, rotarod, Y-maze e reconhecimento de objeto;

o Avaliar o efeito do exercicio fisico na concentracdo de lactato;

o Determinar os efeitos do exercicio fisico as concentracdes estriatais de DA e
de seus metabdlitos (DOPAC e HVA) por Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC);

o Estudar o efeito neuroprotetor do exercicio fisico na peroxidagéo lipidica,
liberag&o de nitrito e glutationa reduzida;

° Avaliar a influéncia do exercicio fisico sobre a atividade da acetilcolinesterase;

o Avaliar o efeito do exercicio fisico por meio da determinacdo das
concentragdes de BDNF no cérebro;

o Analisar os efeitos do exercicio fisico no nimero de células imunopositivas

para a enzima tirosina hidroxilase (TH) por meio de ensaios imunohistoquimicos;

o Analisar o numero de células imunopositivas para o transportador de

dopamina (DAT), por meio de ensaios imunohistoquimicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus novergicus, linhagem Wistar), com
peso variando entre 200-250g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceard (UFC). Os animais permaneceram em caixas de prolipropileno
com, no minimo 6, a temperatura média de 24 + 2°C em ciclos de alternancia
claro/escuro de 12 horas, recebendo racéo padrédo e 4gua a vontade.

Para os cuidados com animais, esta pesquisa seguiu 0s principios éticos
da experimentacdo animal instituido pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceard (CEPA),
comprotocolo sob n°® 90/2014 (Anexo 1).

3.2 Drogas e Reagentes

As drogas utilizadas: 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma Aldrich, USA),
apomorfina (Sigma Aldrich, USA), cloridrato de ketamina (Vetanarcol®, Laboratorio
Kdnig S/A), cloridrato de xilazina (Kensol®, Laboratério Konig S/A). Os demais

reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.3 Cirurgia Estereotéaxica: Injecdo Estereotaxica Unilateral com 6-OHDA

Os procedimentos para lesdo do CE foram realizados através de cirurgia
estereotaxica. Os animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de
xilazina (10mg/kg, i.p.) e ketamina (100 mg/kg, i.p.), sendo submetidos a tricotomia
da regido superior da cabeca, em seguida fixados ao aparelho estereotaxico
(Figura8). Foi realizada uma incisdo de, aproximadamente, 2 cm de comprimento
com um bisturina parte superior do cranio, expondo-se as suturas 0sseas cranianas,
a fim de encontrar o bregma (juncéo entre as suturas sagital e coronal). Os sitios
onde as lesbes foram realizadas se situavam nas coordenadas descritas no quadro
1, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1986). Foram realizadas duas

perfuracbes e administradas em cada uma (1pl de uma solugdo de 6-OHDA
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dissolvida em salina 0,9% contendo 0,2% de &cido ascoérbico, na concentracdo 12
Mg/ul) no corpo estriado direito (CED), usando uma seringa de Hamilton de 5ul. A
seringa foi deixada no local de aplicacdo por 5 min, a fim de assegurar que o seu
conteldo tenha sido injetado corretamente (KIM et al.,, 1998). Durante o
procedimento cirdrgico, a 6-OHDA preparada foi resfriada a 4°C e protegida da luz.
Os animais do grupo falso operado (FO) foram submetidos aos mesmos
procedimentos cirdrgicos, no entanto, ndo receberam a neurotoxina (6-OHDA),
sendo introduzida a agulha nas mesmas coordenadas estereotaxicas, seguida de

infuséo de salina estéril e veiculo (acido ascorbico a 2%).

Figura 8 — Aparelho estereotaxico.

Fonte: Arquivo pessoal.

Logo apos a cirurgia, a incisdo foi suturada com fio néilon 3.0 e o animal
foi colocado na caixa de polipropileno sob luz vermelha para manutencdo da
temperatura corpérea e recuperacao.

Quadro 1 — Sitios das lesfes estriatais unilaterais com 6-OHDA.

Coordenadas Estriatais 12 22
Antero-posterior +0,5 -0,9
Médio-lateral -25 -3,7
Dorso-ventral +5,0 +6,5

Fonte: PAXINOS; WATSON, 1986.
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3.4 Procedimento Experimental

3.4.1 Protocolo de exercicio fisico esteira

Os animais foram distribuidos em 4 grupos de, pelo menos, 6 animais, de

acordo com a apresentacdo do quadro 2. O exercicio fisico em esteira era realizado

por 30 minutos, com uma velocidade de 20 cm/segundo, uma vez ao dia durante 14

dias consecutivos (Figura 9). Este procedimento iniciava 24 horas ap0s a cirurgia
esterotaxica e injecdo de 6-OHDA (CHEN, 2003; CHEN et al., 2005; TILLERSON et

al., 2003 apud CHO et al., 2013). Apos esse periodo, os animais foram submetidos

aos testes comportamentais e, em seguida, eutanasiados, retiradas das areas

cerebrais e realizacdo dos estudos neuroquimicos e imunohistoquimicos.

Quadro 2 — Divisdodos Grupos e Protocolo de Exercicio Fisico.

GRUPOS

Protocolo de Exercicio

1 - Falso operado

(FO), sem exercicio

FO, cirurgia estereotaxica, com injecdo intraestriatal de

salina.

2 - Falso operado
(FO), com exercicio

FO, cirurgia estereotaxica, com injecdo intraestriatal de salina
+ realizagdo de exercicio fisico esteira 30 minutos durante 14

dias.

3 - (6-OHDA), sem

exercicio

6-OHDA, grupo lesionado com 6-OHDA, injetada no CED (12

ug/2 pL, intrastriatal) sem exercicio fisico em esteira.

4 - 6-OHDA, com

exercicio

6-OHDA, grupo lesionado com 6-OHDA, injetada no CED (12
ug/2 ul, intrastriatal) + realizacdo de exercicio fisico esteira

30 minutos durante 14 dias.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 — Esteira automatizada constituida de 3 raias.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.5Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram propostos para avaliar os efeitos da
aplicacdo do protocolo de exercicio fisico em esteira. No 14° dia da aplicacdo do
protocolo, os animais foram divididos em dois grupos para realizacdo dos testes
comportamentais. Os mesmos foram submetidos a testes para avaliar o
comportamento rotacional, atividade locomotora e memodria. Os testes realizados
foram: Atividade rotacional com apomorfina; Atividade locomotora com campo
aberto, rotarod; Memodria com Y-maze e reconhecimento de objeto. O teste de
apomorfina foi o primeiro a ser realizado, ap6s 24 horas deste, dava-se continuidade

aos demais testes comportamentais.
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Esquema 1 — Grupo 1: Desenho Experimental.

f Testede \
Comportamentos

*Procedimento . *Adaptacdodo «Rota rod
Cirdrgico »Aplicacao Rota rod \ :
(6-OHDA ou protocolo de Campo aberto

FO) Exercicio Fisico «Apomorfina *Eutanasia

g 1°dia ] e

24 horas

No grupo 1, aplicacdo de testes locomotores e atividade rotacional: 1° dia, os animais sofreram a
lesdo estriatal pela 6-OHDA (falso operado). Vinte e quatro horas apds a mesma iniciava-se protocolo
de exercicio fisico em esteira durante 14° dias consecutivos. No 14° dia de aplicagédo do protocolo de
exercicio os animais eram submetidos aos pré-testesdo rotarod em seguida ao teste de apomorfina.
Apo6s um périodo 24h da aplicagdo da apormorfina 0s animais realizavam os testes comportamentais:
Rotarod, campo aberto, e eutanasiados para realizacdo dos testes neuroquimicos e

imunohistoguimicos. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Esquema 2 — Grupo 2: Desenho Experimental.

) v 4 ] f Testede
- ) “ Comportamentos
consecutivos
sAdaptac@odo

sReconhecimento

sProcedimento

irdrei Aplicagdo Reconheciment
Cirurgico ' econhecimento ) )
(6-OHDA ou protocolo de de ohjeto de objeto (preé-
icio Fisi teste e teste)
FO) Exercicio Fisico
*Y-maze

24 horas h No terminodo 142 | X /
diade protocolo

de exercicio

No grupo 2, aplicagdo dos teste de memdria e atividade rotacional: 1° dia, os animais sofreram a
les&o estriatal pela 6-OHDA (falso operado). Vinte e quatro horas ap6s a mesma iniciava-se protocolo
de exercicio fisico em esteira durante 14° dias consecutivos. No 14° dia de aplicacédo do protocolo de
exercicio os animais eram submetidos aos pré-testes do reconhecimento de objeto, em seguida ao
teste de apomorfina. Apés um périodo 24 h da aplicacdo da apormorfina os animais realizavam os
testes comportamentais: Reconhecimento de objeto, Y-maze e eutanasiados para realizacdo dos

testes neuroquimicos e imunohistoquimicos. Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.5.1Teste rotacional com apomorfina

Os primeiros experimentos de comportamento rotacional foram feitos por
Ungerstedt (1968) e Ungerstedt e Arbuthnott (1970). A apormorfina € um agonista
direto dos receptores dopaminérgicos, sua administracdo em animais com leséo
unilateral com 6-OHDA induz rotacGes contralaterais a lesdo (UNGERSTEDT;
ARBUTHNOTT, 1970). Sua acdo ocorre nos receptores dopaminérgicos D2
supersensibilizados no lado lesado (Figura 10) (SCHWARTING; HUSTON, 1996).

Figura 10 — Representacdo da perda parcial de receptores de neurdnios

dopaminérgicos nigroestratais.

23 Apomorfina
T Dopamina
@ Receptor de dopamina

O animal gira para o lado que estiver com menos receptores devido a uma assimetria nos hemisférios
cerebrais, decorrente de uma up regulation dos receptores dopaminérgicos no lado lesionado. Fonte:
adaptado de WIETZIKOSKI, 2006.

Os animais foram submetidos ao teste rotacional duas semanas apés a
leséo estriatal com 6-OHDA. O comportamento rotacional foi determinado atraveés do
monitoramento das rotacfes induzidas pela apomorfina (3mg/kg, i.p.) na direcao

contraria a lesdo (lado contralateral), observando-se o numero de rotacdes

completas em volta do proprio eixo durante uma hora (KIM et al., 1998).
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3.5.2 Teste rotarod

O rotarod avalia a coordenacao motora e equilibrio de roedores (JIANG et
al., 2004; PETZINGER; WALSH et al.,, 2007). Consiste em uma barra giratoria
(Figura 11) que permite verificar o potencial de coordenacdo motora (ROSLAND;
HUNSKAAR; HOLE, 1990). No teste rotarod foi registrado o nimero de quedas da
barra giratoria (12 rpm/min) em 60s (DALLMEIER; CARLINI, 1981; DUNHAM; MIYA,
1957). Para realizacdo deste teste, foi necessario uma adaptacdo (pré-teste) ao

aparelho seguindo 0 mesmo tempo e paramentos.

Figura 11 — Aparelho rotarod utilizado para realizacado da anélise comportamental.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.5.3 Teste de Campo Aberto (OPEN FIELD) - Atividade Locomotora
Espontanea

Este teste € baseado na metodologia descrita por Siegel (1946) e
validado por Archer (1973). O campo aberto utilizado foi confeccionado em acrilico,
consiste numa arena medindo 50 x 50 cm com fundo preto dividido em quatro
guadrantes iguais, iluminada com luz vermelha (Figura 12). O teste foi realizado em

seis minutos, em que o primeiro minuto consistia em um periodo de adaptacao.
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Figura 12 — Arenado teste de campo aberto dividido em quatro quadrantes iguais.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Os parametros observados durante a realizacédo do experimento:

a) Namero de cruzamentos (NC): cruzamento com as quatro patas de um
quadrante para o outro (movimentacdo espontanea e exploratoria);

b) Numero de Grooming (NG): comportamentos de autolimpeza;

c) Niomero de Rearing (NR): levantamento de patas dianteiras para

exploracédo vertical.

A arena era mantida limpa com alcool a 10%, apés cada animal ter sido

retirado para evitar que o cheiro da urina e fezes interferissem no teste.

3.5.4 TesteLabirinto em Y (Y- Maze) (STONE et al., 1991)

Este teste avalia a memodria operacional (working memory) e o
aprendizado. O labirinto em forma de Y consiste em uma caixa de acrilico preta (35
cm de altura, 40 cm de comprimento e 12 cm de largura) com trés bracos iguais
(Figural3). Neste teste, o animal foi colocado no ambiente por oito minutos durante
o qual foi observada a alternancia de bracos de forma espontanea. A sequéncia dos

bragos em que os animais entraram foi entdo anotada e as informagdes analisadas
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de forma a determinar o ndmero de entradas no bragco sem repeticdo. Uma
alternacao foi considerada correta se o animal visitou um novo brago e n&o retornou
ao anteriormente visitado.

O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos
controle, indicando que os animais podem lembrar em qual brago eles entraram por
altimo. Assim, a percentagem das alternagfes foi calculada como a razdo entre 0s
nameros de acertos e 0 namero total de entradas realizadas durante o periodo de
observagédo (DALL’IGNA ET al., 2007; YAMADA et al., 1996), de acordo com formula

matematica abaixo:

Alternacdes Espontaneas (%) =Numeros de acertos X 100

Numero total de entradas — 2

Figura 13 — Y-maze utilizado para realizacao do teste.

Fonte: Arquivo pessoal.
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3.5.5 Teste Reconhecimento de objeto

A memoria de reconhecimento de objetos € a capacidade de discriminar
0s objetos que tenham sido previamente encontrados e objetos que ndo tenham. Os
roedores possuem uma tendéncia natural para gastar mais tempo explorando
objetos novos do que aqueles conhecidos.

No primeiro dia, antes de qualquer procedimento, o animal foi colocado na
caixa, e deixado por 5 minutos, sem nenhum objeto, para adaptacdo ao ambiente.
Apébs 24 horas dois objetos semelhantes foram colocados equidistantes, um ao lado
do outro, e os animais foram submetidos ao pré-teste durante cinco minutos (Figura
14a). No mesmo dia, apés um periodo de retencdo de 1,5 hora, foi testada a
memoria de curta duracdo, onde o animal foi recolocado na caixa e submetido a um
teste de cinco minutos com um objeto familiar ao do pré-teste e um objeto novo
(diferente) (Figura 14b).

No teste, foram registrados os seguintes parametros: tempo gasto para
explorar cada objeto (novo e familiar), sendo considerada exploracdo quando o
animal fica com o focinho até 0,5 cm do objeto. A principal medida foi a razdo de
discriminacdo dos objetos, sendo estabelecida pelo tempo gasto em explorar o
objeto novo dividido pela soma dos tempos gastos para explorar o objeto novo e o
objeto familiar (tnovo/tnovo + tfamiliar) (ENNACEUR; DELACOUR, 1988).

Para o teste de reconhecimento de objeto, foi utilizada uma arena
retangular medindo 50 x 50 cm, iluminada com luz vermelha, sendo o piso dividido

em quatro quadrantes iguais com objetos de plastico (Figural4 a b).
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Figura 14 — Arenado teste reconhecimento de objeto, dividido em quatro quadrantes

iguais.

Figura (a) dois objetos semelhantes foram colocados equidistantes, (b) objetos diferentes, cor e

formato diferenciados (objeto novo). Fonte: Arquivo pessoal.

3.6 Determinacdo de lactato enzimatico

Para avaliar o efeito do protocolo de exercicio fisico em esteira de
intensidade moderada sobre a determinacao de lactato em modelo de 6-OHDA em
ratos, foi coletado dos animais sangue no ultimo dia (14° dia), ap6s a sessao de
treino para avaliamos a concentracao de lactato sanguineo.

O lactato sanguineo foi dosado - kit lactato enzimatico (Labtest
Diagnéstico S.A.) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As amostras de
sangue foram coletadas, através do plexo retro-orbital, separadas em aliquotas
(microtubos), centrifugadas (4000 rpm/10min) imediatamente apds a coleta, sendo o
plasma separado. O referido material foi coletado em todos os grupos da pesquisa.
Os resultados foram expressos em mg/dL.
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3.7 Dissecacéo das areas cerebrais

3.7.1 Areas cerebrais para testes neuroquimicos e imunohistoquimicos

Logo apos os testes de comportamento, os animais foram divididos para
0s testes neuroquimicos e imunohistoquimicos. Para os imunohistoquimicos, os
animais escolhidos foram decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA) sem
utilizacdo de anestésicos, pois os mesmos poderiam interferir nos resultados da
pesquisa, por se tratar de estudo que envolve o SNC. Os cérebros foram removidos
por inteiro, depois divididos em dois por um corte coronal com uma lamina. A porcao
caudal dos cérebros, contendo o CE foi preparada para os testes. Essas amostras
foram acondicionadas em formol tamponado 4% para fixacdo do material e, apds
24h, esta solucéo foi substituida por alcool 70%.

Para os testes neuroquimicos, buscou-se avaliar os efeitos do exercicio
sobre a lesdo unilateral por 6-OHDA, avaliando diferentes aréas cerebrias (CPF, HP
e CE) com intuito de analisar a destruicdo progressiva produzida pela 6-OHDA no
corpo estriado (area lesionada) e se a mesma pode afetar outras aréas cerebrais e
nao somente aos neurbnios da via nigroestriatal.

Os animais foram decapitados como descrito anteriormente, sendo 0s
encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio em placa de Petri
com gelo. Em seguida, CPF, CE e HC foram isolados das estruturas circunjacentes
por divulsionamento com uma tesoura de microdissecacdo. Terminada a
dissecacéo, as areas foram acondicionadas em tubos de microcentrifuga, pesadas e

armazenadas a -70°C até o dia da analise.

3.8 Determinagcdo da concentracdo de monoaminas (DA) e seus metabdlitos
(DOPAC e HVA) com HPLC

O CE foi utlizado para preparar homogenatos a 10%. Os tecidos
cerebrais foram sonicados em &cido perclérico (HCLO,4) por 30 segundos e
centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 15.000 rpm. Uma aliguota
de 20 ul do sobrenadante foi, entdo, injetada no equipamento de HPLC para a

analise quimica.
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Para a analise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com
comprimento de 25 cm, calibre 4,6 mm e diametro da particula de 3 um da
Shimadzu-Japéo, foi utilizada. A fase movel utilizada foi composta por tampéao acido
citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo acido octanosulfénico sédico, 0,69 M (SOS) como
reagente formador do par iGnico, acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v. DA,
DOPAC e HVA foram eletronicamente indentificados através de um detector
amperomeétrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japdo) pela oxidagdo em um
eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V, relativo a um eletrodo de referéncia de
Ag-AgCl.

- Padrdes:

Os padrbes foram preparados em uma concentracao final de 4 ng de DA,
DOPAC, HVA (Sigma, MO, EUA). A partir da altura ou area dos picos desses
padrbées, as amostras foram calculas no programa Microsolf Excel® em um

computador e os resultados expressos em ng/g de tecido.

3.9 Determinacéao da peroxidacao lipidica (TBARS) (DRAPER; HADELY, 1990)

Um dos principais componentes celulares afetados pelo estresse
oxidativo € a membrana celular que sofre um processo de peroxidacao. O MDA é
um aldeido de cadeia curta, sendo o principal produto da peroxidacao lipidica. Para
indentificar o efeito do protocolo de exercicio fisico em esteira de intensidade
moderada sobre a determinacdo da peroxidacao lipidica em modelo de 6-OHDA em
ratos, foi avaliado pela mensuracdo de substancias tiobarbitiricas &cido-reativas
(TBARS) nos homogenatos. As amostras foram homogenizadas a 10% com tampao
fosfato de potassio monobasico 50 mM pH 7,4, 63 yL do homogenato foi misturado a
100 pL de HCLO, 35%, sendo estas centrifugadas (7000 rpm/15 min), no qual 150 pL
do sobrenadante foram recuperados e misturado com 50 uL de acido tiobarbiturico
1,2%, e em seguida, estas amostras foram aquecidas em um banho de &agua
fervente (95-100°C) por 30 min. Apds o resfriamento, a peroxidacdo lipidica foi
determinada em espectrofotdmetro por absorbancia 535 nm e expressa como
micrograma de malonildialdeido (MDA)/g de tecido (OHKAWA; OHISHI; YAGI,
1979).
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3.10 Determinacao de Nitrito (GREEN et al., 1982)

A molécula de o6xido nitrico (NO) é extremamente toxica e danifica
proteinas, lipideos de membrana e DNA. A partir da dosagem de dioxido de
nitrogénio/Nitrato (NO,/NO3) de forma indireta podemos quantificar a producao do
NO, visto que estes dois sdo seus metabdlitos. Para avaliar os efeitos do protocolo
de exercicio esteira na producdo de NO, foram determinados niveis de nitrito em
homogenatos dos cérebros de ratos imediatamente apds a decapitacdo em todos 0s

grupos.

- Preparacao da Curva Padréao:

Foram pesados 7mg de Nitrito de Sédio (NaNOg e dissolvidos em 10 mL
de agua destilada (estoque-10mM). Foram feitas as diluicdbes em série (10 e 20x),
ficando 1 mM, 100 uM, 10 pM, 5 uM, 2,5 pM, 1,25 pM, 0,625 pM, 0,312 pM. Foi
realizada uma equacéo da reta para o célculo das concentra¢cdes do teste (GREEN
et al., 1982).

Foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (w/v) em
solucéo de cloreto de potassio (KCI) 1,15%. Apéds a centrifugacéo (800rpm, 10 min),
os sobrenadantes foram coletados e a producéo de éxido nitrico (NO) determinada
através da reagao de Griess. Uma aliquota de 100 pl do sobrenadante foi incubada
com 100 pl do reagente de Griess [sulfanilamida 1% em H3PO4 1%/N-(-1-naphthyl)-
ethylenediamine 0,1%/H3P0O4 1%/diluido em &gua (1:1:1:1)] a temperatura ambiente
por 10 min. A absorbancia é medida em espectrofotbmetro a 540 nm. A
concentracdo de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma curva padrdo de
NaNO:..

3.11 Determinagdo da concentragdo de glutationa reduzida (GSH) (SEDLAK;
LINDSAY, 1968)

A glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-cisteinil-glicina), permanece no
organismo em formas GSH e GSSG, agindo diretamente em processos biologicos
importantes, incluindo metabolismo e protecao celular. Em particular, problemas na
sintese de glutationa estdo agregados a determinadas doencas, nas quais 0s niveis

de glutationa e enzimas que atuam no seu metabolismo podem ser expressivos na
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avaliacdo do estresse oxidativo. Alteragcbes na concentracdo deste tripeptideo
podem ser consideradas um indicador favoravel em determinadas desordens
fisiolégicas, como alteracdes dos estados antioxidantes (MENEZES, 2012).

Os niveis de GSH foram avaliados para estimar defesas enddgenas
contra o estresse oxidativo. A determinacdo da concentracdo do GSH foi realizada
na placa de ELISA (método SEDLAK e LINDSAY, 1968, modificado). Baseia-se na
reacao do reagente de Elleman, o 5,5'-ditiobios (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), com
o tiol livre, originando um dissulfeto misto mais acido-2-nitro-5-tiobenzéico. O
preparo das amostras foi feito da seguinte forma: 40 pL de cada amostra
(homogenato do tecido a 10% em tampéo fosfato) foi adicionada a um etubo de
microcentrifuga + 50 puL de agua destilada e 10 yL de acido tricloro acético (ATC)
50%. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, por 15 minutos, a temperatura
de 4°C. Os sobrenadantes foram separados. Adicionaram-se 60 pL dos
sobrenadantes a placa de ELISA (mantidas resfriadas), assim como os brancos. O
material permaneceu resfriado durante todo o ensaio. Imediatamente antes da
leitura, foi adicionado o tampéo fosfato pH 7,4 + 0,65ml de DTNB 0,01 M metanol.
Adicionaram-se 102 pL desta solucdo em cada poc¢o da placa. Foi realizada leitura
da absorbancia a 412 nm. A concentracdo da glutationa reduzida foi expressa em pg
de GSH por grama de tecido. A curva padrao foi obtida mediante a leitura de varias
concentracfes de GSH padréao (1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25;100).

3.12 Determinacgéo da atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade acetilcolinesterasica (AChE) foi determinada a 25 °C e pH 8,0,
de acordo com o método de Ellman et al., (1961),que tem como principio a medida
da velocidade de producéo da tiocolina a proporcdo que a acetiltiocolina, utilizada
como substrato, € hidrolisada. Isto € acompanhado pela reacdo continua do tiol com
o ion 5:5’-ditio-bis-2 nitrobenzoato (I) para produzir o &nion amarelo do &cido 5-tio-2
nitrobenzéico (Il).

A atividade enzimatica foi medida através da leitura da variacdo da
absorbéancia por minuto, durante 3 minutos, sendo a reacdo linear durante, pelo
menos, 10 minutos (ALLES; HAWES, 1953). As leituras das absorbancias foram
feitas no comprimento de onda de 412 nm, através de um espectrofotdmetro

(Beckman DU acoplado a um sistema de modernizacdo da Gilford, USA ou
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Beckman, modelo DU 640B, CA, USA) que permitiu leituras automaticas em sistema
digital e forneceu maior sensibilidade (leitura em décimos de milésimos de
absorbancia). A atividade especifica foi expressa em nmoles de acetiltiocolina

hidrolisados por miligrama de proteina por minuto.

Acetiltiocolina AChE tiocolina + acetato
Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato —— dcido 5-tio-2-nitrobenzoico (anion)
(composto amarelo)

As solucgdes utilizadas neste teste:

- Solucao de acido 5:5-dito- bis-2 nitrobenzoato, DTNB (Sigma, St. Louis, MO, USA)
10 mM em tampao de sédio;

- Solucéo de iodeto de acetilicolina, ATC (Sigma, Sr. Louis, MO, USA) 75 mM em
agua bidestilada; Tampéao de Fosfato de Sodio: Na H,O PO,4. H,O, 0,1 mM em agua
bidestilada, pH 7.0

Os tecidos foram homogeneizados em tampao fosfato 10% e o
homogenato (5 pL) foi adicionado a uma cubeta contendo 500 pL do tampé&o, 895 pl
de agua destilada e 50 uL de DTNB 0,01 Mea absorbancia zerada.

Apds a absorbancia ser deixada em zero, a cubeta é retirada e
acrescentado 50 pL de ATC. Absorbancia foi registrada por 3 min, em 412 nM. A
atividade da enzima foi calculada como modificagbes na absorbancia do minuto 3
para o minuto O, relativo ao contetdo de proteina contido no homogenato (LOWRY
et al.,1951).

3.13 Dosagem de Proteina (BRADFOR, 1976)

O método é baseado na interacdo do corante Coomassie Blue G250
(BG250) e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias
laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacéo, a interacdo entre a proteina de alto
peso molecular e o corante BG250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante
para a forma anibnica que absorve fortemente em 595 nm. A Solucdo Mée de
Coomassie Blue G250 foi diluida 5x com H,O destilada antes de ser usada e

permaneceu ha geladeira por, no maximo, uma semana (Ex.: 1mL da solu¢cdo mée +
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4mL de agua destilada) — SOLUCAODE BRADFORD Adicionaram-se as solucdes
(albumina padréo, agua destilada, tampé&o e amostras) aos pogos.

Em cada poco foi adicionado 40 uL de solucéo. Por exemplo, se no poco
foram adicionados 2 yL da amostra, também foram adicionados 38 pL do tampéo
utilizado no preparo da amostra.

Albumina em concentragdes crescentes (EM DUPLICATA para fazer a
curva padrdo) Amostras (tampéo utilizado para o homogenato e em seguida foi
acrescentado as amostras: o volume final deve ser de 40 pL). Branco — 2 poc¢os
somente com o homogenato utilizado. Apds preencher a placa, foram adicionados
200 pl da solucdo de bradford (diluida) em cada pocgo. A leitura foi realizada 5

minutos, em comprimento de onda de 595 nm.

3.14 Determinacdo das concentragcfes de Fator Neurotrofico Derivado do
Cérebro (BDNF)

O BDNF esta expresso em diversas regides do SNC como medula, SN,
amigdala, hipotalamo, cerebelo e hipocampo (ZHOU et al.,, 2004). Em neurbnios
dopaminérgicos, o BDNF é responsavel pelo desenvolvimento da SN. Para avaliar
os efeitos do protocolo de exercicio fisico em esteira nas concentragdes de BDNF,
as aréas cerebrais (CPF, HC e CE) foram homogenizadas em 20 volumes de
tampéo fosfato-salino (PBS) (pH 7,4), adicionados inibidores de protease (Sigma-
Aldrich). O nivel de BDNF de cada amostra foi quantificado por ensaio
imunoenzimético (ELIZA; R&D Systems, USA) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Os resultados foram expressos como picograma por grama (pg/g) de

tecido.
3.15 Anédlises Imuno-histoquimicas
3.15.1 Tirosina Hidroxilase (TH)
TH é uma enzima limitante no processo de sintese de DA, que catalisa a
hidroxilacdo de L-tirosina para L-Dopa, por isso € um importante marcador molecular

de neurbnios dopaminérgicos. Na doenca de Parkinson ha uma deficiéncia de TH,

assim como baixos niveis de dopamina. A deteccao imunohistoquimica foi realizada
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no CE. Para examinar a extensdo da desnervagdo presente na SN, a
imunorreatividade a TH foi avaliada sobre o lado lesionada.

Os cortes foram lavados trés vezes com 0,05 M Tris buffer (TB, pH 7.6). O
bloqueio da peroxidase endogena foi feito com H,O, a 3% em metanol a 10% em TB
durante 15 min em seguida lavadas TB (trés vezes). Foram entdo pré-incubadas
durante 30 minutos com soro de cabra normal a 5% (NGS) em Triton 0,3%, logo
apos, incubadas com o anticorpo primario (1:500, anti-TH; Calbiochem, Nottingham,
United Kingdom) em 2% NGS/TB durante a noite a 4°C. Apdés trés banhos com TB,
os cortes foram incubados com um anticorpo secundario (biotinylated goat anti-
rabbitlgG — 1:200, DAKO) por 2 horas, banhados novamente trés vezes com TB e
revelados com diaminobenzidine 0,05% em 0.03% H,;O, por 5-10 min. Apoés
lavagem com agua destilada, os cortes foram montados em meio aquoso e cobertos

com laminula para posterior exame.

3.15.2 Transportador de dopamina (DAT)

DAT é o transportador transmembrana de dopamina que fica localizado
na terminacao nervosa pré-sinaptica, onde é responsavel por finalizar a atividade de
dopamina através da recaptacdo pré-sinaptica desse neurotransmissor, ou seja, 0
transporte de dopamina para o sitio pré-sindptico (recaptacdo). Os receptores
dopaminérgicos parecem apresentar alteracbes na DP. A perda de dopamina
mesencefalica na doenca de Parkinson é acompanhada de uma perda de DAT
(RACHAKONDA et al., 2004). O procedimento segue 0 mesmo para TH, sendo o
anticorpo anti-DAT diluido em 1:100.
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4 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism,
versdo 6.0 para Windows, expressos como média + erro padrao da média (EPM).
Para comparagcdo de médias entre os grupos, foi utilizado para comparacdo multipla
dos parametros, a Andlise de Variancia (ANOVA). O nivel de significancia entre os
grupos foi determinado pelo teste de Student Newman Keuls. Em todas as anélises,

foram consideradas, estatisticamente significantes, valores de p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do exercicio fisico em esteira no comportamento rotacional induzido

pela apomorfina em rato com lesdo unilateral por 6-OHDA

No 14° dia, ap0s a injecdo intraestriatal de 6-OHDA foi administrada
apomorfina (3mg/kg, i.p.), um agonista dopaminérgico que induz rotacdes contrarias
a lesdo (rotacdo contralateral). Os resultados mostraram que, quase nao foi
observado comportamento rotacional no grupo FO sem exercicio (0,30 + 0,17
rotacbes/h) e FO com exercicio (0,0 = 0,0 rotagBes/h). O grupo 6-OHDA sem
exercicio apresentou um aumento significativo deste comportamento (209,4 + 31,12
rotacdes/h), o que foi em grande parte revertido no grupo 6-OHDA com exercicio
(34,20 + 11,28 rotacbes/h). Demonstrou-se, portanto, que o exercicio fisico foi capaz
reduzir significativamente as rotacdes induzidas por apomorfina resultantes da lesao
estriatal com 6-OHDA (Figura 15).

Figura 15 - Efeito do exercicio fisico sobre o comportamento rotacional
(contralateral) induzido por apomorfina (3mg/kg, i.p.) em ratos com lesédo unilateral
por 6-OHDA.
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Cada coluna representa média + EPM (n = 10-15 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b.
vs FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA, Student Newman

Keuls).
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5.2 Efeito do exercicio fisico em esteira sobre atividade locomotora no teste
rotarod em ratos lesionados com 6-OHDA

No teste rotarod, foi avaliada a atividade de coordenacdo motora,
observando o numero de quedas durante 60 segundos. O grupo 6-OHDA sem
exercicio apresentou aumento no nimero de quedas (2,69 £ 0,76 quedas/s), quando
comparado aos grupos FO (FO S/E 0,05 + 0,05; FO C/E 0,0 £ 0,0). Este efeito foi
revertido no grupo 6-OHDA com exercicio (0,55 £ 0,37 quedas/s) (Figura 16). Os
resultados evidenciaram que o exercicio fisico foi capaz de reverter, no teste rotarod,

0S prejuizos provocados por 6-OHDA.

Figura 16 — Efeito do exercicio fisico sobre atividade locomotora avaliado no teste

rotarod, em ratos com leséo unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média £+ EPM (n = 10-15 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio
(S/E), b. vs FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA,

Student Newman Keuls).
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5.3 Efeito exercicio fisico em esteira sobre o teste campo aberto (niumero de
cruzamentos, grooming e rearing) em ratos lesionados com 6-OHDA

Para avaliar a atividade locomotora, foi realizado o teste campo aberto,
observando-se o nimero de cruzamentos nos quadrantes, durante cinco minutos. O
grupo lesionado com 6-OHDA sem exercicio fisico mostrou uma diminuicdo no
namero de cruzamentos (8,5 + 0,84), quando comparado aos grupos, FO sem
exercicio (21,80 = 1,22), FO com exercicio (22,26 + 1,48), sendo possivel perceber
uma resposta significativa no grupo 6-OHDA com exercicio (12,00 + 1,25) (Figura
17). Apesar dessas alteragbes na atividade locomotora, n&do foi observado,
gualitativamente, um prejuizo motor nos animais que o0s tornassem inaptos a realizar
0s demais testes comportamentais.

Na avaliacdo da atividade exploratdria vertical (rearing), o grupo 6-OHDA
sem exercicio apresentou uma reducdo na frequéncia de rearing (9,84+ 0,81), em
relacdo aos grupos FO sem exercicio (19,19 £+ 1,26) e FO com exercicio (17,84 *
1,35). Este efeito foi revertido no grupo 6-OHDA com exercicio (16,46 + 1,96),
obtendo-se resultados proximos aos grupos FO. Esses dados sugerem que o
animal, apdés o treinamento em esteira, apresenta maior atividade em exploracao
vertical do ambiente (Figura 18).

Quanto ao parametro de autolimpeza (Grooming), o grupo 6-OHDA sem
exercicio demonstrou um aumento (4,52 + 0,38) no numero de eventos em relacéo
aos grupos FO sem exercicio (2,36 + 0,40) e FO com exercicio (3,00 + 0,48). No
grupo 6-OHDA com exercicio fisico (3,21 + 0,39), verificou-se uma protecdo deste

comportamento (Figura 19).
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Figura 17 — Efeito do exercicio fisico no comportamento exploratorio horizontal
(nimero de cruzamento), avaliado no teste campo aberto em ratos com leséo

unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média + EPM (n = 23-25 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b.
vs FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman

Keuls).

Figura 18 — Efeito do exercicio fisico no comportamento exploratério vertical
(rearing), avaliado no teste campo aberto, em ratos com lesdo unilateral por
6-OHDA.
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Cada barra representa média + EPM (n = 23-25 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b.
vs FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman

Keuls).
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Figura 19 — Efeito do exercicio fisico no comportamento grooming, avaliada no teste

campo aberto, em rato com les&o unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média + EPM (n= 23-25 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b.
vs FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E),p< 0,05. (ANOVA e Student Newman
Keuls).
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5.4 Efeito do exercicio fisico em esteira sobre a memaoria operacional, Y-maze

em ratos lesionados com 6-OHDA

No teste Y-maze, avaliamos a memoria de trabalho ou memoria
operacional. Os efeitos da lesdo estriatal no desempenho dos ratos estéo
apresentados na Figura 20. O grupo 6-OHDA sem exercicio fisico apresentou uma
diminuicdo na porcentagem de alternacdes espontaneas no labirinto em Y (46,58 +
9,30), quando comparado com os grupos FO sem exercicio fisico (61,92 + 3,20) e
FO com exercicio (65,99 + 3,35). No grupo 6-OHDA com exercicio, foi possivel
perceber uma resposta positiva (67,26 + 3,16) em relacdo ao grupo 6-OHDA sem

exercicio.

Figura 20 — Efeito do exercicio fisico sobre a avaliacdo de memaria operacional, no

teste Y-maze, em ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média + EPM (n = 10-13 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b.
vs FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E),p< 0,05. (ANOVA e Student Newman
Keuls).
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5.5 Efeito do exercicio fisico em esteira no comportamento reconhecimento de

objeto em ratos lesionados com 6-OHDA

No teste reconhecimento de objeto, avaliamos a memdéria de curto prazo.
Os efeitos da leséo estriatal no desempenho dos ratos estado apresentados na Figura
21. O grupo 6-OHDA sem exercicio fisico apresentou uma diminuicdo da memoria
de curto prazo (0,18 + 0,06), em relacédo aos grupos FO sem exercicio fisico (0,47 *
0,06) e FO com exercicio fisico (0,59 £ 0,04). No grupo 6-OHDA com exercicio,
evidenciou-se uma melhora na memoria de curto prazo (0,61 + 0,04) para valores

iguais a dos grupos FO.

Figura 21 — Efeito do exercicio fisico no teste de reconhecimento de objeto, em ratos

com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média £+ EPM (n = 9-11 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman
Keuls).
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5.6 Efeito do exercicio fisico em esteira na concentracdo de lactato em ratos
lesionados com 6-OHDA

O teste para determinacdo da concentracdo de lactato foi realizado no
altimo dia (14° dia), ap6s a aplicacdo do protocolo de exercicio fisico. O grupo
6-OHDA sem exercicio (88,23 + 13,76) apresentou uma concentracado de lactato
maior, quando comparado com o grupo FO sem exercicio (65,18 = 61,00). Os
grupos submetidos ao protocolo de exercicio apresentaram uma reducdo
significativanas concentracfes de lactato (FO com exercicio 39,39 + 4,89; 6-OHDA
com exercicio 36,93 + 2,71) (Figura 22).

Figura 22 — Efeito do exercicio fisico no teste de concentracdo de lactato apos
aplicacdo do protocolo de exercicio (14° dia), em ratos com lesdo unilateral por
6-OHDA.
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Cada barra representa média £+ EPM (n = 7-9 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E),p< 0,05. (ANOVA e Student Newman
Keuls).
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5.7 Determinacdo das concentracdes de dopamina (DA) e seus metabdlitos
(DOPAC e HVA) nos corpos estriados direito (CED) e esquerdo (CEE) de ratos

com lesao por 6-OHDA, submetidos ao protocolo de exercicio fisico esteira

A injecdo intraestriatal de 6-OHDA causou dano oxidativo, consequente
da destruicao tecidual e diminuicdo das concentragcbes de monoaminas expressos
como ng/g de tecido. O grupo 6-OHDA sem exercicio apresentou uma reducdo nas
concentracfes de DA (CED: 746,9 £ 123,0; CEE: 2520 + 311,5), quando comparado
aos grupos FO sem exercicio (CED: 5134 + 851,0; CEE: 5574 + 657,6) e FO com
exercicio (CED: 5340 + 839,4; CEE: 5004 + 566,2). Como esperado, os grupos FO,
sem e com exercicio, mostraram valores de DA semelhantes nos lados direito e
esquerdo. Diferencas significativas foram observadas no grupo lesionado por
6-OHDA e submetidos ao protocolo deexercicio fisico (CED: 3109 + 443,3; CEE:
6000 + 598,1), quando comparados ao grupo lesionado sem exercicio (Figuras 23).

Quanto ao DOPAC, principal metabdlito cerebral da DA, no grupo
6-OHDA sem exercicio, evidenciou-se uma diminuicAo em suas concentracdes
(CED: 197,5 + 29,68; CEE: 697,8 + 98,00), em relacdo ao grupo FO sem exercicio
(CED: 1235 + 268,0; CEE: 1889 + 164,0) e FO com exercicio (CED: 1200 * 229,6;
CEE: 1674 £ 197,8), porém nao ocorreram diferencas expressivas no grupo 6-OHDA
com exercicio (CED: 342,4 + 40,23; CEE: 1378 + 94,53) (Figuras 24).

Com relagdo as contracdes de HVA, o grupo 6-OHDA sem exercicio
apresentou alteracdes expressivas (CED: 47,46 + 7,03; CEE: 93,60 £ 9,27), quando
comparado com o grupo FO sem exercicio (CED: 144,8 + 9,84; CEE: 168,0 + 9,53) e
FO com exercicio (CED: 171,8 + 14,91; CEE: 161,3 + 14,39), que mostraram valores
de HVA semelhantes. Constatou-se, no grupo 6-OHDA com exercicio (CED: 75,11 +
9,32; CEE: 105,0 + 10,20), um aumento significativo, quando comparado com o

grupo lesionado sem exercicio (Figuras 25).



Figura 23 — Efeito do exercicio fisico sobre as

ratos com les&o unilateral por 6-OHDA.
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Figura (A) representa corpo estriado direito (CED), (B) corpo estriado esquerdo (CEE). Cada barra

representa média + EPM (n = 9-15 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs FO com
exercicio (C/E), c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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Figura 24 — Efeito do exercicio fisico sobre as concentracdes estriatais de DOPAC,

em ratos com les&o unilateral por 6-OHDA.
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Figura (A) representa corpo estriado direito (CED), (B) corpo estriado esquerdo (CEE). Cada barra
representa média £+ EPM (n = 9-10 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs FO com
exercicio (C/E), c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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Figura 25 — Efeito do exercicio fisico sobre as concentragdes estriatais de HVA, em
ratos com les&o unilateral por 6-OHDA.
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Figura (A) representa corpo estriado direito (CED), (B) corpo estriado esquerdo (CEE). Cada barra
representa média + EPM (n = 7-15 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs FO com
exercicio (C/E), c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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5.8 Efeito do exercicio fisico em esteira na peroxidacao lipidica (TBARS) em
cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC), corpo estriado direito (CED) e
esquerdo (CEE) de ratos lesionados com 6-OHDA

A peroxidagdo lipidica foi avaliada através da determinacdo de TBARS,
com a finalidade de demonstrar a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA e os
efeitos do exercicio fisico sobre o estresse oxidativo. Observou-se que, no grupo
6-OHDA sem exercicio, a exposicdo das células do CPF e HC ocasionou um
aumento no contetdo de MDA (CPF: 541,4 + 26,86; HC: 445,4 + 15,20), quando
comparado com o grupo FO sem exercicio (CPF: 407,2 + 25,34; HC: 356,8 + 22,91)
e FO com exercicio (CPF: 429,9 + 23,22; HC: 331,5 + 13,97). O grupo 6-OHDA com
exercicio apresentou uma diminuicdo significativa nos niveis de MDA (CPF: 331,9
+17,55; HC: 332,3 + 15,11) (Figuras 26 e 27).

Quanto ao CE, no grupo 6-OHDA sem exercicio, evidenciou-se um
aumento no contetdo de MDA do lado lesionado (CED: 562,1 + 20,62), quando
comparado com o grupo FO sem exercicio (CED: 452,0 + 28,87; CEE: 343,1
14,44) e FO com exercicio (CED: 436,1 + 31,25; CEE: 238,9 + 37,47). No grupo
6-OHDA submetido ao exercicio, constataram-se expressivas redugdes nos niveis
de MDA no CED (442,5 + 31,95) (Figura 28).
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Figura 26 - Efeito do exercicio fisico na peroxidacao lipidica (TBARS) de cortex preé-
frontal (CPF), em ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média £+ EPM (n = 7-14 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b.
FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman
Keuls).

Figura 27— E feito do exercicio fisicona peroxidacao lipidica (TBARS) em hipocampo

(HC) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.

5004

a,b
_ — —
(o]
o
2] 400+
g c
0]
©
2
<
o)
s
(@)
2
0
x
<
1]
'_
1
FO SIE FO CIE 6-OHDA S/E 6-OHDA CJ/E

Cada barra representa média £+ EPM (n = 9-14 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E),p< 0,05. (ANOVA e Student Newman
Keuls).
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Figura 28 — Efeito do exercicio fisico na peroxidacao lipidica (TBARS) em corpo

estriado direito (CED) e esquerdo (CEE) de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA.

8001

6001

4001

TBARS
(Lg MDA/g de tecido)

2001

4009

3004

200

TBARS
(g MDA/g de tecido)

1004

CED

a,b

S

FO S/E CED

FO C/E CED 6-OHDA S/E CED 6-OHDAC/E CED

CEE

FO S/E CEE

T T
FO C/E CEE 6-OHDA S/E CEE 6-OHDAC/E CEE

Figura (A) representa corpo estriado direito (CED), (B) corpo estriado esquerdo (CEE). Cada barra

representa média + EPM (n = 8-11 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs FO com
exercicio (C/E), c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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5.9 Efeito do exercicio fisico em esteira sobre dosagem de nitrito/nitrato em
pré-frontal (CPF), hipocampo (HC), corpo estriado direito (CED) e esquerdo
(CEE) de ratos lesionados com 6-OHDA

Os resultados mostraram que as concentracdes de nitrito/nitrato no grupo
6-OHDA sem exercicio aumentaram no CPF e HC (CPF: 19,94 + 1,38; HC: 32,02 +
1,81), quando comparadas ao grupo FO sem exercicio (CPF: 13,65 + 1,20; HC:
22,55 + 3,31). Entretanto, o grupo 6-OHDA com exercicio (CPF: 11,84 + 1,83; HC:
19,94 £ 1,14) e FO com exercicio (HC: 11,49 + 2,06) apresentaram uma reducao
significativa nas concentracfes de nitrito/nitrato apos aplicacéo do protocolo (Figuras
29 e 30).

Com relacdo ao CE, verificou-se que o grupo 6-OHDA sem exercicio,
incidiu um aumento na concentracdo de nitrito/nitrato no CED (50,00 + 6,03), quando
comparado com o grupo FO sem exercicio (CED: 26,55 + 2,91; CEE: 31,29 + 1,92) e
FO com exercicio (CED: 16,47 + 2,143; CEE: 24,53 + 3,75). No grupo 6-OHDA com
exercicio fisico, percebeu-se uma diminuicdo, no CED (22,65 + 4,71) e CEE (20,80 *
3,25) (Figura 31).
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Figura 29 — Efeito do exercicio fisico sobre dosagem de nitrito/nitrato em cortex pré-
frontal (CPF) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média £ EPM (n= 10-16 animais por grupo) a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman

Keuls).

Figura 30 — Efeitodo exercicio fisico sobre dosagem de nitrito/nitrato em hipocampo
(HC) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média + EPM (n= 7-11animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman
Keuls).
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Figura 31 — Efeito do exercicio fisico sobre dosagem de nitrito/nitrato em corpo

estriado direito (CED) e esquerdo (CEE) de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA.

A

Nitrito
(Lmol/g de tecido)

Nitrito
(Lmol/g de tecido)

607

40

204

FO S/E CED

407

CED
LY
e
FO C/IIE CED 6-OHDAIS/E CED
CEE

6-OHDA C/E CED

FO S/E CEE

FO C/E CEE

6-OHDA S/E CEE

6-OHDA C/E CEE

Figura (A) representa corpo estriado direito (CED), (B) corpo estriado esquerdo (CEE). Cada barra

representa média + EPM (n = 6-10 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs FO com

exercicio (C/E), c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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5.10 Efeito do exercicio fisico em esteira sobre a concentracdo de glutationa
reduzida (GSH) em corte pré-frontal (CPF), hipocampo (HC), corpo estriado
direito (CED) e esquerdo (CEE) de ratos lesionados com 6-OHDA

A glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-cisteinil-glicina), permanece no
organismo nas formas de GSH e GSSG, agindo diretamente em processo biolégicos
importantes, incluindo metabolismo e protecdo celular. Os resultados evidenciaram
gue as concentracdes de GSH no grupo 6-OHDA sem exercicio diminuiram no CPF
(426,7 + 22,50), quando comparado ao grupo FO sem exercicio (CPF: 542,0 +
46,39) e FO com exercicio (CPF: 643,8 + 42,63). Entretanto, o grupo lesionado e
submetido ao protocolo de exercicio (6-OHDA (C/E): 653,6 + 56,58) apresentou um
aumento significativo nas concentracdes de GSH (Figura 32).

Em relacdoas concentracdes de GSH no HC, o grupo 6-OHDA sem
exercicio apresentou diminuicdo (511,1 + 13,48) em relacdo ao FO sem exercicio
(829,6 £ 64,13). Essa mesma reducdo nas concentracdes de GSH foi observada nos
grupos 6-OHDA com exercicio (599,4 + 34,62) e FO com exercicio (580,2 + 26,87)
(Figura 33).

Observamos que no CE, ndo ocorreu diferencas significativas na
concentracdo de GSH entre os grupos que realizou exercicios e os controles (Figura
34).
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Figura 32 — Efeito do exercicio fisico sobre as concentragbes de GSH em cértex pré-
frontal (CPF) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média + EPM (n= 9-15 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO com exercicio (C/E) e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman
Keuls).

Figura 33 — Efeito do exercicio fisico sobre as concentracdes de GSH em hipocampo
(HC) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média + EPM (n = 7-12 animais por grupo). a. p< 0,05 quando comparados
aos grupos FO sem exercicio (S/E). (ANOVA e Student Newman Keuls).
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Figura 34 — Efeito do exercicio fisico sobre as concentragcbes de GSH em corpo

estriado direito (CED) e esquerdo (CEE) de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA.
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Figura (A) representa corpo estriado direito (CED), (B) corpo estriado esquerdo (CEE). Cada barra

representa média + EPM (n = 12-14 animais por grupo). p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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5.11 Efeito do exercicio fisico em esteira sobre determinacdo da atividade da
Acetilcolinesterase (AChE) em cértex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC), corpo

estriado direito (CED) e esquerdo (CEE) de ratos lesionados com 6-OHDA

Os resultados evidenciaram uma aumento nas concentragbes de AChE
no CPF dos grupos 6-OHDA com exercicio (53,23 + 0,98) e FO com exercicio (58,69
+ 1,83), quando comparados aos grupo 6-OHDA sem exercicio (46,31 + 1,91),
grupo FO sem exercicio (47,63 + 1,28). Foram encontradas diferencas nos grupos
6-OHDA sem e com exercicio (Figura 35).

As concentracdes de AChE no HC do grupo 6-OHDA sem exercicio (8,65
+ 1,00), FO com exercicio (7,06 £ 1,05) e 6-OHDA com exercicio (5,34 + 0,28)
apresentaram diminuicéo significativa, em relacdo ao grupo FO sem exercicio (11,34
+ 1,17) (Figura 36).

No CE, observou-se que as concentragdes de AChE no grupo 6-OHDA
sem exercicio CED (10,48 + 0,60), CEE (9,68 £ 0,90), FO com exercicio CED (6,67 +
0,91), CEE (9,34 + 1,32) e 6-OHDA com exercicio CED (7,63 + 0,66), CEE (9,34 +
0,59) exibiram reducdo significativa, quando comparados ao grupo FO sem exercicio
CED (14,01 = 1,31), CEE (15,48 = 0,91). Nao foram encontradas diferencas
significativas nos grupos 6-OHDA sem e com exercicio (Figura 37).
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Figura 35 — Efeito do exercicio fisico sobre a atividade da AChE em cortex pré-

frontal (CPF) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média £ EPM (n = 8-19 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO com exercicio, c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).

Figura 36 — Efeito do exercicio fisico sobre a atividade da AChE em hipocampo (HC)

de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média + EPM (n = 6-8 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), c. vs
6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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Figura 37— Efeito do exercicio fisico sobre a atividade da AChE em corpo estriado

direito (CED) e esquerdo (CEE) de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA.
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Figura (A) representa corpo estriado direito (CED), (B) corpo estriado esquerdo (CEE). Cada barra

representa média + EPM (n = 8-9 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs FO com
exercicio (C/E), c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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5.12 Efeito do exercicio fisico em esteiranas concentracbes do Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) em cértex pré-frontal (CPF),
hipocampo (HC), corpo estriado direito (CED) e esquerdo (CEE) de ratos

lesionados com 6-OHDA

As concentracdes de BDNF no CPF dos grupos 6-OHDA sem exercicio
(365,3 £ 12,48), FO sem exercicio (483,1 + 48,69) e 6-OHDA com exercicio (479,3 £
37,30) ndo apresentaram diferencas significantivas, quando comparados entre si.
Contudo, o grupo FO com exercicio (736,5 + 36,56) incidiu um aumento na
concentracdo de BDNF apds aplicacdo do protocolo de exercicio (Figura 38).

No HC, as concentracbes de BDNF no grupo 6-OHDA sem exercicio
(1659 £ 112,7) apresentou uma reducdo quando comparado ao FO sem exercicio
(1917 + 28,58). Porém nos grupos submetidos ao protocolo de exercicio foi possivel
evidenciar um aumento nas concentragdes de BDNF (FO (C/E): 2794 = 72,57,
6-OHDA (C/E): 2061 + 105,7) (Figura 39).

Quanto ao CE no grupo 6-OHDA sem exercicio, observou-se uma
reducdo nas concentracbes de BDNF (CED: 363,9 + 34,69; CEE: 483,9 + 24,68),
revelando diferencas em relacdo ao grupo FO sem exercicio (CED: 725,2 + 47,70;
CEE: 540,2 + 58,50). Nos grupos FO com exercicio (CED: 868,6 + 37,90; CEE:
841,8 + 48,15) e 6-OHDA com exercicio (CED: 559,5 + 34,19; CEE: 549,3 + 24,57),
ocorreu um aumento na concentracdo de BDNF apds aplicacdo do protocolo de

exercicio fisico (Figura 40).
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Figura 38 — Efeitodo exercicio fisiconas concentragcbes de BDNF emcortex pré-

frontal (CPF) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média = EPM (n = 6-9 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO sem exercicio (S/E) p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).

Figura 39 — Efeito do exercicio fisico nas concentracées de BDNF em hipocampo

(HC) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA.
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Cada barra representa média £+ EPM (n = 7-10 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO sem exercicio (S/E), c. vs 6-OHDA (S/E) p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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Figura 40 — Efeito do exercicio fisico nas concentracbes de BDNF em corpo estriado
direito (CED) e esquerdo (CEE) de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA.

A
CED
1000 1
a
800- 1} 1} 1} 1} 1}
/O\ 1}
E 1} 1} 1} 1} 1}
§ 600- ,I:Il RN
2
[o)] 1}
g a,b
LL 400_ . 1} 1} 1} 1} 1} T
z
D 1} 1} 1} 1} 1}
[ai] "
200- 1} 1} 1} 1} 1}
0= T
FO S/E CED FO C/E CED 6-OHDA S/E CED 6-OHDA C/E CED
B
CEE
1000
a
800+
~ |
o
o
Q
e 600 : : P
o b
o | I
2
[T 4001
z
a)
[ai]
2004 .
] -
0- T
FO S/E CEE FO C/E CEE 6-OHDA S/E CEE 6-OHDA C/E CEE

Figura (A) representa corpo estriado direito (CED), (B) corpo estriado esquerdo (CEE). Cada barra
representa média £+ EPM (n = 8-9 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs FO com
exercicio (C/E), c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E), p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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5.13 Efeito do exercicio fisico emesteira sobre a imunorreatividade para a
tirosina hidroxilase (TH) no corpo estriado de ratos lesionados com 6-OHDA

Os neurdnios dopaminérgicos contem a enzima TH, um catalisador do
primeiro passo da sintese de catecolaminas, que realiza a conversao da tirosina em
L-Dopa, que por sua vez é convertida em DA, pela acdo da enzima dopa
descarboxilase. A ezima & também considerada um biomarcador em modelos de
DP. Assim, a DP pode ser considerada uma sindrome estriatal com deficiéncia de
TH. Nesse estudo foram detectadas diferencas na intensidade de marcacéo da TH
no grupo 6-OHDA sem exercicio em relacdo ao FO sem exercicio. Por outro lado, o
protocolo de execicio atenuou essa perda de TH (Figura 41).

Foi realizada uma analise semi-quantitativa de densidade optica (DO) das
imagens digitalizadas dos cortes histolégicos imunomarcados para TH através do
software imageJ (National Institutes of Health, USA).

Apoés o calculo da porcentagem de DO, os resultados mostraram que,
enquanto o grupo FO quase ndo apresentou alteracdo, ogrupo 6-OHDA com
exercicio apresentou uma diminui¢cdo na porcentagem DO na imunomarcacgao para
TH. Contudo, o protocolo de exercicio protegeu parcialmente a perda de TH (Figuras
42).
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Figura 41 — Fotomicrografiasrepresentativas de neurbnios imunorreativos para
Tirosina Hidroxilase (TH) em corpo estriado direito (CED) de ratos com leséo

unilateral por 6-OHDA, submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio.

Fotomicrografia representativa de neurénios imunorreativos para TH no CED de ratos submetidos a
les@o estriatal e protocolo de exercicio. Coloracdo marron representa células imunorreativas a TH ao
longo do CE. A- FO sem execicio, B - FO com exercicio, C - 6-OHDA sem exexercicio e D - 6-OHDA

com exercicio. Aumento de 100 vezes. Escala 500um.
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Figura 42 — Quantificagdo da imunomarcacao para Tirosina Hidroxilase (TH)
noestriado direito (CED) de ratos com leséao unilateral por 6-OHDA, submetidos ou

nao ao protocolo de exercicio.
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Cada barra representa média £+ EPM (n = 6 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO com exercicio (C/E), c. vs 6-OHDA (S/E) p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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5.14 Efeito do exercicio esteira sobre a atividade do transportador de
dopamina (DAT) no corpo estriado de ratos lesionados com 6-OHDA

A dopamina é liberada na fenda sinaptica por exocitose ou por acéo reversa
de seu transportador dopanimergico (DAT — dopamine transportater). O DAT modula
a concentracao sinaptica de dopamina nos terminais pré-sinapticos dos neurénios
dopaminérgicos através de mecanismo acoplado ao Na+ e Cl-. Uma vez liberada, a
dopamina ndo sofre degradacéo na fenda sinaptica. Setenta por cento da dopamina
removida da fenda sinptica no neoestriado acontece por meio da recaptura pré-
sindptica pelo DAT. Os outros 30% sdo metabolizados pela enzima citdplasmatica
catecol-O-metiltransferase (COMT) (PURVES et al., 2004; SAPER, 2000). Na DP ha
diminuicdo na densidade de DAT no neoestriado devido a perda dos terminais
dopaminérgicos (STORCH et al., 2006).

A Figura 43 mostra as diferencas na intensidade de marcacédo da DAT no
grupo 6-OHDA sem exercicio em relacdo ao FO sem exercicio, enquanto no grupo

6-OHDA com exercicio atenuou a reducao de DAT.
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Figura 43 — Fotomicrografiasde cortes estriatais marcados pela imunoreativiade
para DAT em corpo estriado direito (CED) de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA,

submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio.

Fotomicrografia representativa de neurdnios imunorreativos para DAT no CED de ratos submetidos a
lesdo estriatal e protocolo de exercicio. Coloragdo marron representa células imunorreativas a TH ao
longo do CE. A - FO sem execicio, B - FO com exercicio, C - 6-OHDA sem exexercicio e D - 6-OHDA

com exercicio. Aumento de 400 vezes. Escala 50 um.
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Figura 44 — Quantificacdo da imunomarcacédo para dopamina (DAT) noestriado
direito (CED) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA, submetidos ou ndo ao

protocolo de exercicio.
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Cada barra representa média £ EPM (n = 7-10 animais por grupo). a. vs FO sem exercicio (S/E), b. vs
FO com exercicio (C/E), c. vs 6-OHDA (S/E) p< 0,05. (ANOVA e Student Newman Keuls).
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6 DISCUSSAO

O exercicio fisico tem sido identificado como uma alternativa preventiva e
terapéutica para minimizar os sintomas motores e nao-motoresda DP, além de
proteger contra degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos (SPEELMAN et al.,
2011). Estudos envolvendo modelos animais da DP, com o emprego de paradigmas
distintos de exercicio, tém tentado explicar os mecanismos moleculares das
mudancas induzidas por exercicio na fisiopatologia, uma vez que a extensdo da
lesdo e o tipo de exercicio (voluntario ou forcado) podem afetar o grau de
neuroprotecao e melhoria comportamental (ALONSO-FRECH ET al., 2011; HIRSCH,;
FARLEY, 2009).

O presente estudo avaliou os possiveis efeitos do exercicio fisico no
modelo experimental de DP induzida pela injecao unilateral estriatal de 6-OHDA, em
ratos. Esta neurotoxina, desde a sua primeira descricio em 1959, tem
desempenhado um papel fundamental na pesquisa pré-clinica. A 6-OHDA é um
analogo estrutural de catecolaminas, DA e NA, e exerce 0s seus efeitos toxicos
sobre neurdnios catecolaminérgicos (SIMOLA; MORELLI, 2007). Promove
destruicdo nigroestriatal, resultando na diminuicdo dos niveis de DA e seus
metabdlitos (DOPAC e HVA), sendo responsavel por grande parte dos distlrbios
motores presentes na doenca (AGUIAR, L., 2009; AHMAD et al., 2012).

Os nossos resultados mostraram que o treinamento fisico em esteira, pelo
periodo de 14 dias consecutivos, com sessdes diarias de 30 minutos em intensidade
moderada, melhorou o desempenho dos animais nos aspectos comportamentais e
neuroquimicos. O periodo e o tempo de exercicio (minutos/semana) utilizados nesta
pesquisa ja se mostraram efetivos em outros estudos (CHEN et al.2005,COHEN et
al., 2003; TILLERSON et al., 2003 apud CHO et al., 2013; YOON et al.,2007).

Foram evidenciadas alteracbes comportamentais em ratos apos a injecao
unilateral de 6-OHDA no CE, ocasionado pelo aumento das rota¢cfes induzidas por
apomorfina. Quando animais sao unilateralmente lesionados por 6-OHDA,
apresentam atividade rotacional apdés administracdo de drogas, tais como
anfetaminas, apomorfina e metilfenidato. Estas induzem atividade rotacional, sendo
um indicador de deplecdo de DA (UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970). Este
comportamento estereotipado ocorre em consequéncia da perda de neurbnios

dopaminérgicos, ocasionando a hipersensibilizacdo de seus receptores, decorrente
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da perda dos terminais dopaminérgicos no estriado lesionado com 6-OHDA
(AGUIAR, L., 2009). Entretanto, no grupo 6-OHDA com exercicio fisico, estas
anormalidades foram revertidas. Resultados similares tém sido descritos e autores
sugerem que esta resposta ao exercicio reflete um efeito protetor sobre os neurénios
dopaminérgicos do CE de ratos, em particular na producédo de DA (DUTRA, 2009;
JIN et al., 2008; POULTON; MUIR, 2005; TILLERSON et al., 2003; YOON et al.,
2007).

A lesdo estriatal por 6-OHDA pode causar alteracbes na atividade
locomotora e coordenagcdo motora dos animais, esses parametros foram avaliados
nesta pesquisa através dos testes rotarod e campo aberto (RIZELIO et al., 2010). No
teste rotarod, o grupo 6-OHDA sem exercicio apresentou uma diminuicdo de
permanéncia na barra giratéria, ocasionada pelo aumento no nimero de quedas,
sendo estes efeitos revertidos no grupo 6-OHDA com exercicio. Tais dados obtidos
foram semelhante a outro anteriormente (GOES et al., 2014).Sugere-se que esses
efeitos acontecam por melhora na coordenacdo motora e equilibrio, indicando que
realizacdo de exercicio fisico de carater ritmico se mostra desencadeadorade
respostas motoras positivas (GRACIA, 2012). Estudos comprovaram que ratos
submetidos ao exercicio em esteira 2x/dia, logo apdés a injecdo de drogas que geram
0 modelo de DP, apresentaram diminuicdo ou até mesmo auséncia de déficits
motores, apontando que o exercicio foi capaz de gerar efeitos neuroprotetores
(TILLERSON et al., 2003). No trabalho realizado por Petzinger e colaboradores
(2007), em que foi utilizado o modelo animal de DP induzido por MPTP, demonstrou-
se que o exercicio em esteira leva ao aumento da laténcia no teste rotrod, por meio
de mudancas adaptativas dos nucleos da base (NB) e dos circuitos motores. Deste
modo, os resultados desta pesquisa se confirmam com a literatura existente nesta
area, pois a lesdo com 6-OHDA prejudicou a coordenacdo motora dos animais,
enguanto o exercicio aumentou o desempenho geral destes no rotarod.

O teste campo aberto incide na mensuragcdo de comportamentos
expressos ao se colocar um animal em ambiente novo, tendo como proposta estudar
a acado do sistema dopaminérgico, serotonérgico e noradrenérgico no
comportamento emocional e exploratério. Podem ser avaliados neste teste
parametros como: atividade locomotora horizontal (ndmero de cruzamento),
exploracdo vertical (rearing) e autolimpeza (grooming) (ARAUJO, 2012). Portanto,

pode-se destacara avaliacdo da atividade motora e do estado emocional dos
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animais (FORNAGUERA; SCHWARTING, 1999; MEREDITH; KANG, 2006). Em
estudos de parkinsonismo é amplamente utilizado para mensurar o impacto da
intervencao lesiva (AGUIAR et al., 2009; CHAO et al., 2012; BARBIEIRO et al.,
2011; LUCHTMAN; SHAO; SONG, 2009; PREDIGER et al., 2011; POTHAKQOS;
KURZ; LAU, 2009; ROJO et al., 2006; SMITH; GOLDBERG; MESHUL, 2011;
WINNER et al., 2009).

Verificou-se, nesta pesquisa, que, no grupo 6-OHDA sem exercicio,
ocorreu uma diminuicdo significativa da atividade locomotora (numeros de
cruzamento), numeros de rearing e um aumento do numero de grooming. Trabalhos
anteriores reportaram que ratos lesionados por 6-OHDA apresentam déficits motores
como consequéncia da deplecdo dopaminérgica, de maneira similar a hipocinesia
que ocorre em humanos (BROWN et al., 2011; LI et al., 2011). Entretanto, esses
efeitos foram amenizados no grupo 6-OHDA submetidos ao exercicio. Estes
resultados estdo em coeréncia com estudos anteriores (BARROSO, 2012; O'DELL
et al.,, 2007;TILLERSON et al., 2001;. TILLERSON et al., 2003), indicando que o
exercicio € capaz de atenuar os aspectos comportamentais e déficits motores, além
de influénciar a curiosidade exploratéria em modelo de DP por 6-OHDA. Torna-se
importante destacar que nesta pesquisa 0s animais submetidos ao protocolo de
exercicio esteira, comparados aos sedentarios, apresentaram melhor desempenho
em todos os parametros avaliados.

Em conjunto, os resultados obtidos nos testes do rotarod e campo aberto
sugerem que O exercicio é capaz de atenuar 0S prejuizos motores e a
neurodegeneracdo da via nigroestriatal, induzidos pela administracéo intraestriatal
de 6-OHDA. Além disso, estes resultados reforcam a neuroplasticidade induzida
pelo exercicio aos NB. Embora os mesmos nos mamiferos tenham sido largamente
associados ao comportamento motor, atualmente € sabido que estes nucleos
(principalmente o CE) participam da modulacao de processos cognitivos (PACKARD;
KNOWLTON, 2002; DA CUNHA et al., 2009).

Assim, apesar do amplo espectro dos sintomas motores, esta cada vez
mais evidente a existéncia de sintomas ndo-motores, incluindo déficits cognitivos
(AARSLAND et al., 2012; FABBRINI et al., 2013; FRIEDMAN, 2009). Pacientes com
DP tém apresentado prejuizos na memoéria de trabalho (KASTEN et al.,, 2012;
OWEN, 2004), que pode ser ocasionado porreducdes da atividade dopaminérgica no

CE e no lobo frontal (STEBBINS, 1999). A memdria de trabalho ou operacional pode
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ser definida como a habilidade cognitiva que permite reter e manipular informagdes
por um curto periodo de tempo para estimulos ou localiza¢cdes espaciais, sem a
obrigatoriedade de formar uma memoaria de longa duracdo (PARK et al., 2012). Ha
um armazenamento de informacdo temporaria que sera utilizada para o
planejamento de uma acéo futura (DUDCHENKO, 2004). Deste modo, evidenciou-se
neste estudo que animais lesionados com 6-OHDA, ao serem desafiados no teste
Y-maze, apresentaram perdas na memoria operacional. Em consonancia com esse
dado, trabalhos demonstram que a 6-OHDA, por aumentar o estresse oxidativo, é
capaz de desencadear danos na memaria operacional similares aos caracteristicos
da DP (HEFCO et al., 2003; PEREZ et al., 2009). Contudo, o exercicio previne
significativamente estes prejuizos na memodria operacional, promovidos pela
6-OHDA. Estudos com animais indicam que o exercicio fisico € capaz de provocar
alteracdes funcionais e estruturais no cérebro, além de causar um efeito benéfico na
funcdo executiva como um todo, em razdo do aumento da atividade neuronal em
regides cerebrais responsaveis pela cognicdo (COTMAN; BERCHTOLD; CHRISTIE,
2007). Assim, o efeito do exercicio fisico na integridade cognitiva vem sendo
analisado em diversos trabalhos ao longo dos ultimos anos, devido as suas
propriedades neuroprotetoras (LARSON et al., 2006; VAN PRAAG, 2009).

Ainda em relacdo aos déficits cognitivos, tais como reducao da memoria
de reconhecimento, estudos tém destacado que estes podem preceder o inicio da
DP (BENITO-LEON et al., 2011; DALAKER et al., 2011). Deste modo, foi utilizada
uma variedade de modelos animais de DP, incluindo-se a administracdo da
neurotoxina 6-OHDA (UNGERSTEDT, 1968). Oteste de reconhecimento de objeto é
um paradigma cognitivo que avalia a memodria de reconhecimento, sendo
amplamente usado para investigar situacfes experimentais em modelos animais nos
quais a cognicdo é prejudicada (HOPKINS; BUCCI 2010). Nesta pesquisa,
evidenciaram-se alteragcdes na memodria de reconhecimento no grupo lesionado por
6-OHDA, com relacdo aos grupos FO. E importante ressaltar que os achados desta
pesquisa foram analogos a estudos anteriores, mostrando défices em tarefas de
memoria (DE LEONIBUS et al., 2009; FERRO et al., 2005). Entretanto, no grupo
6-OHDA com exercicio, efeitos importantes foram percebidos na reversdo dos
déficits cognitivos. Corroborando com esses achados, um estudo, recentemente
realizado por Goes et al., (2014), mostrou que lesdes induzidas 6-OHDA ocasionam

perda na memodria de reconhecimento, sendo esta revertida com protocolo de
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exercicio. Além disso, diferentes estudos tém demonstrado que o exercicio fisico
atenua transtornos cognitivos e comportamentais, assim como anormalidades
neurobioldgicas em ratos expostos a 6-OHDA (LANDERS et al., 2013; REIJNDERS
et al., 2008; TAJIRI et al., 2010; VAI; BOLLETTINI; BENEDETTI, 2014).

Inimeros sé@o os esfor¢os para identificar as causas da DP, entre estas,
estresse oxidativo, inflamacdo da micrdglia, disfuncdo mitocondrial (CHU et al.,
2002) e alteracdes no metabolismo da glicose, sendo também observado aumento
dos niveis de lactato cerebrais (PUCHADES et al.,, 2013). Os niveis elevados de
lactato sdo geralmente associados com aumento da morbidade e mortalidade em
pacientes com doencas cronicas ou graves (BAKKER; LIMA; 2004). Trabalhos
anteriores mostraram concentracfes de lactato significativamente elevadas em
pacientes recém-diagnosticados com DP e em tratamento, quando comparados aos
controles (DURAN et al., 2011).

Constatamos que apés a lesdo por 6-OHDA, ocorreu um aumento nas
concentracfes séricas de lactato no grupo 6-OHDA sem exercicio em relacdo ao
grupo FO sem exercicio, o que foi revertido no grupo6-OHDA com exercicio.
Ressalta-se, ainda, o efeito positivo do exercicio fisico nas concentracdes de lactato
em plasmas sanguineo, que se tornaram mais baixas do que os valores observados
no grupo sedentario. Em pesquisa desenvolvida com protocolo de exercicio em
modelo animal, verificou-se que valores de lactato foram menores em grupos
treinados, quando comparados aos animais sedentarios, confirmando os efeitos
melhorados de metabolizacdo do lactato pelo treinamento com exercicio fisico
(TEXEIRA, 2010).

Embora inépia de maiores averiguacfes, alguns autores apontam que o
exercicio fisico predominantemente aerdbico, praticado regularmente e com uma
intensidade moderada pode promover melhor resposta das defesas antioxidantes do
organismo, uma vez que 0 aumento progressivo da captacdo de oxigénio pelos
tecidos musculares pode promover uma adaptacao do organismo ao longo do tempo
que, por sua vez, causa uma diminuicdo das concentragcfes sanguineas de lactato
(ELOSUA et al.,, 2003; RAHMAN et al., 2006). Desta forma, o exercicio fisico
progressivo, predominantemente aerobico, estimula a producdo de enzimas que
convertem o lactato novamente em piruvato, evitando maiores danos nos sistemas
de defesa antioxidante (POWERS; LENNON, 1999; SUREDA et al., 2009).
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Sabe-se que a alteragdo molecular e bioquimica mais caracteristica da
DP &, possivelmente, a degeneracdo da via nigroestriatal, como descrito
anteriormente, 0 que ocasiona a deplecdo de DA (NEVES, 2014). Tanto estudos
bioquimicos quanto os de diagndéstico por imagem sugerem que uma diminuicao de
pelo menos 70% das concentragbes de DA estriatal ocorre antes do inicio dos
sintomas clinicos do parkinsonismo progredindo ao longo do tempo (BROOKS,
1998). Assim medicdo das monoaminas no CE serve como um importante método
para determinar se ha existéncia de efeito terapéutico sobre o0s neurdnios
dopaminérgicos. As atividades dos neurbnios dopaminérgicos pode, assim, ser
inferido através da determinacéo dos niveis de DA, DOPAC e HVA no cérebro ou no
fluido cerebrospinal (MOORE; WEST; DAWSON, 2005).

O presente estudo evidenciou que a injecdo unilateral com 6-OHDA no
CE causou uma diminuicdo expressiva nas concentracoes de DA, DOPAC e HVA,
guando comparadas aos grupos FO. Essas implica¢cdes séo consistentes com outras
pesquisas que descrevem as alteracfes nas monoaminas em CE lesionado com
6-OHDA (GLAJCH et al., 2012;. HEUER; SMITH; DUNNET, 2012.; ICHITANI et al.,
1994; SHOBANA et al., 2012). No grupo 6-OHDA com exercicio, observou-se uma
protecdo na reducdo dos niveis estriatais de DA e HVA, ndo apresentando
diferencas nos niveis de DOPAC. Em trabalhos anteriores (AMANDA et al., 2003;
TILLERSON et al., 2001), demonstrou-se que o exercicio for¢ado foi capaz reduzir a
perda de DA, ocasionada por 6-OHDA. Sugeriu-se, ainda, que o exercicio fisico
contribua para a ativacdo do sistema dopaminérgico, aumentando a disponibilidade
de DA no CE (HATTORI; NAOI, 1994).

Em estudo com aneurotoxina 6-OHDA e aplicacdo do protocolo de
exercicio natacdo por quatro semanas em camudongos, inferiu-se a capacidade que
o exercicio tem de reduzir a neurotoxicidade, mantendo as concentracdes de DA e
seus metabolitos (DOPAC e HVA) proximos da normalidade. Por conseguinte, o
exercicio parece agir através de mecanismos que resgatam as células
comprometidas no CE de ratos (GOES et al., 2014).

Torna-se importante destacar que o cérebro € considerado altamente
sensivel ao dano oxidativo, uma vez que possui niveis elevados de fosfolipidios e
acidos graxos poli-insaturados livres, 0s quais sao altamente suscetiveis a
oxidantes, além de possuir um elevado consumo de oxigénio e baixos niveis de
enzimas antioxidantes (JENNER, 2003).
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Neste estudo, a infusdo de 6-OHDA produziu dano oxidativo no CE
lesionado, que foi confirmado por uma elevagédo do produto da peroxidacgédo lipidica,
o MDA. Outro resultado interessante € que a lesdo oxidativa ndo ficou restrita
apenas a esta area cerebral, mas apresentou um efeito deletério no CPF e HC.

Estes danos oxidativos em roedores tratados com 6-OHDA séo
consistentes com relatos anteriores (AHMAD et al., 2012; SHOBANA; KUMAR,;
SUMATHI, 2012). A 6-OHDA é uma neurotoxina que pode facilmente sofrer um
processo de auto-oxidacdo produzindo H,O, e O, (OPACKA-JUFFRY; WILSON;
BLUNT, 1998). Corroborandocom nossos achados, diferentes pesquisas
evidenciaram que a 6-OHDA apresenta efeitos oxidativos sobre varias regides do
cérebro, tais como CPF, cerebelo e HC, sendo este ultimo o primeiro a sofrer os
efeitos da 6-OHDA na inducdo deste processo, mesmo antes do surgimento do
comprometimento motor decorrente da perda daregulacdo dopaminérgica na via
nigroestriatal (FERRO, 2007; MATSUMOTO et al., 2011; ZHANG et al., 2011). Isso
demonstra que a destruicdo progressiva produzida pela 6-OHDA pode afetar outras
aréas cerebrais e ndo somente aos neurdnios da via nigroestriatal.

Deste modo, o exercicio fisico apresentou um possivel efeito
neuroprotetor, uma vez que foi capaz de reduzir de forma significativa a peroxidagao
lipidica no teste de TBARS no CE, CPF e HC. Assim, o exercicio fisico é conhecido
por aumentar os niveis do sistema antioxidante cerebral e regular os niveis dos
danos oxidativos (AGUIAR et al., 2010; POWERS; TALBERT; ADHIHETTY,
2011;TUON et al., 2010; VILLANUEVA; KROSS 2012). Entretanto, esta resposta
esta sujeita ao tipo de exercicio realizado, de modo que alta intensidade pode
aumentar o dano oxidativo no cérebro, enquanto baixa intensidade promove
neuroprotecdo (AGUIAR et al., 2011; REID, 2001).

No que se refere ao NO, este participa de diversas funcbes do SNC,
incluindo indugcdo e manutencdo da plasticidadde sinaptica, liberagcdo de
neurotransmissores e remocéo de agentes patogénicos (CHEN et al., 2004). NO é
um radical livre que possui um elétron isolado e se liga a diversos compostos que
também contém elétrons isolados. Difunde-se no citosol e membranas lipidicas,
assim como para dentro das células. Em elevadas concentracdes, pode formar
espécies toxicas e reativas, através de sua combinacdo com o O," ou oxigénio
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; LIEW; WEI; PROUDFOOT, 1997). Em situacbes

patolégicas, tais como doencas neurodegenerativas, podemos encontrar uma
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grande concentracdo de NO capaz de causar respostas toxicas na célula. Portanto,
a molécula de NO é extremamente toxica e danifica proteinas, lipideos de
membrana e DNA. De modo indireto, podemos quantificar a producdo do NO atraves
da dosagem de seus metabdlitos NO,/NO3 (GUO et al., 2007).

Neste estudo, foi possivel constatar que a infusdo da 6-OHDA aumentou
os niveis de NO,/NO; no CED, CPF e HC. Estes dados estdo de acordo com
trabalho em modelo de 6-OHDA, no qual foi observado aumento dos niveis de
NO,/NO3; (ARAUJO, 2012; GUO et al., 2007; SINGH et al., 2006). Varias pesquisas
afirmam que o exercicio fisico estd associado a estimulacdo da producdo de NO
(HIGASHI; YOSHIZUMI, 2004; MENEZES, 2012). Contudo, nesta pesquisa, 0
exercicio foi capaz de reduzir, expressivamente, estes niveis nas areas estudadas.

O GSH é o mais importante componente das defesas antioxidantes
celulares (DICKINSON; FORMAN, 2002), também desempenha grandes papéis
como anti-inflamatério, antitoxina e regulador metabdlico (KIDD, 2000). Os niveis
baixos de GSH levam a um aumento do estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e,
consequentemente, morte celular (JHA et al., 2000). E notavel que a deplecéo de
GSH contribua para o aparecimento de doencas neurodegenerativas como DP. Por
conseguinte, foiencontrado decréscimo nos niveis GSH, em amostras de SNpc de
pacientes post-mortem com a DP (MAETZLER et al., 2011).

Neste estudo ndo foi observado um decréscimo nos niveis de GSH
induzido pela 6-OHDA no CED, acometendo exclusivamente o CPF. Pesquisa
anteriortambém relata ndo ter ocorrido diminuicdo nos niveis de GSH ocasionado
pela 6-OHDA, em mesencéfalo e CE de ratos (MENEZES, 2012). Igualmente, o
protocolo de exercicio ndo alterou os niveis de GSH no CE, apresentando aumento
significativo somente no CPF. Os efeitos antioxidantes do exercicio no SNC
comecgaram a ser descritos na ultima década (LIU et al., 2000; MATTSON, 2000),
sendo capaz de alterar o estado antioxidativo e redox do encéfalo (SOMANIet al.,
1996), agindo de forma a diminuir o estresse oxidativo e, assim, reduzir a incidéncia
de doencas neurodegenerativas (HOLLOSZY, KOHRT, 1995).

A AChE é encontrada no SNC em regides como hipotalamo, SN, CE, HC,
cerebelo e também no fluido cérebro-espinhal(JIN et al.,, 1998). Esta enzima é
secretada nas terminagdes nervosas, sendo esta taxa de secre¢dao modulada pela
estimulacdo neuronal, pelo nivel de neurotransmissor na fenda sinptica, bem como

pelo tratamento com drogas (RANG et al., 2007). E uma enzima regulatdria,
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responsavel pela finalizagdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses
por meio da hidrolise do neurotransmissor ACh, sendo esta uma funcdo chave na
regulacdo da transmissdo dos impulsos nervosos (ALBUQUERQUE et al., 2006;
PATOCKA et al., 2005). ACh é sintetizada e armazenada em vesiculas no neurénio
pré-sinaptico, em que a liberacdo depende de alteracdes idnicas e elétricas da
membrana plasmatica (MOTA et al., 2012).

Por ser uma enzima fundamental ao sistema nervoso, esta relacionada as
doencas como Doenca de Alzheimer e DP, dentre outras doencas degenerativas
(GIACOBINI, 2004). Assim, devido a fungdo chave da AChE, torna-se um dos alvos
moleculares mais vulnerdveis a agentes neurotdxicos, pesticidas, venenos e
também a farmacos voltados para o tratamento de DP (GONCALVES, 2009; QUINN,
1987).No presente trabalho, a lesdo por 6-OHDA ocasionou uma reducdo da
atividade de AChE no CPF, HC e CE, quando comparado ao FO sem exercicio,
porém esta diminuicdo da atividade da AChE se intensificou nos grupos que
realizaram exercicio. Trabalho realizado com escopolamina causando diminui¢cao
das capacidades de aprendizagem e funcdo de memoria, evidenciou que o0 exercicio
em esteira suprimiu aexpressdo AChE no HC (YU-MIO et al., 2014). Os resultados
sugerem que a supressao da AChE, ocasionado pelo exercicio em esteira, pode ser
de valor terapéutico em doencgas neurodegenerativas.

O BDNF desempenha varias funcdes na regulacdo da diferenciacgéo,
sobrevivéncia e na plasticidade de diversas populacfes distintas de neurbnios
(BAYDYUK; XU, 2014; CHENG et al., 2003), demonstrando extrema importancia
para o desenvolvimento normal do cérebro. Os resultados dos niveis de BDNF, em
animais expostos a injecdo 6-OHDA, se mostraram mais baixos. Em contrapartida,
guando expostos ao exercicio, estesse apresentarammelhores do que o0s
observados nos grupos controle (sedentarios). Existe uma consistente literatura
indicando que os protocolos de treinamento, envolvendo exercicios de leve e
moderada intensidade, regulam a expresséo e os niveis de neuroproteinas, como o
BDNF, em diferentes areas do cérebro de roedores, tais como o HC (BERCHTOLD
et al., 2005; PLOUGHMAN et al., 2007; AGUIAR et al., 2011) e CE (AGUIAR et al.,
2008; CHANG et al., 2009; ENGESSER-CESAR; ANDERSON; COTMAN, 2007).

Estudos evidenciaram gue ratos exercitados em esteira, apds a lesao por
6-OHDA, exibiram aumento dos niveis de BDNF e também GDNF bilateralmente no
CE, quando comparados aos animais sedentarios (PLOUGHMANEet al., 2007; TAJIRI
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et al., 2010). Fatores neurotroficos como o GDNF e o BDNF sdo amplamente
reconhecidos como 0os mecanismos enddgenos pelos quais o exercicio fisico age
sobre a neuroprotecdo do SNC (COTMAN; BERCHTOLD, 2002; HENNIGAN;
O CALLAGHAN; KELLY, 2007). A expressdo de ambos os fatores, GDNF e BDNF,
se encontra expressivamente reduzida em pacientes portadores da DP, inferindo-se
que a neurodegeracdo observada na DP é parcialmente devida a plasticidade neural
negativa, agregada ao decréscimo do conteudo de fatores neurotroficos (HOWELLS
et al., 2000; CHAUHAN; SIEGEL; LEE, 2001). Em modelos experimentais, a
recuperacdo neuronal, apdés a administracdo de 6-OHDA, é aparentemente
relacionada ao acréscimo dos niveis estriatais de GDNF e BDNF (COHEN et al.,
2003).

Foi observado que, apds a exposicdo as toxinas tais como MTPT em
modelos experimentais, os niveis de BDNF e outras neurotrofinas também se
encontraram reduzidos no CE (TRIPANICHKUL; GERDPRASERT;
JAROENSUPPAPERCH, 2010) e no HC (LESEMANN et al., 2012). Entretanto, o
exercicio leva a regulacdo positiva dos fatores neurotréficos em regides do SNC,
que adequam a sobrevivéncia neuronal, diferenciacdo e plasticidade sinaptica
(AGUIAR et al., 2011; TUON et al., 2012).

Molteni et al., (2002), estudando a neuroprotecdo desencadeada por
exercicios fisicos realizados por ratos apos injuria tecidual, demonstraram que o
aumento da expressdo de fatores neurotréficos como BDNF, apOs a pratica de
exercicio fisico, altera a plasticidade neuronal, atuando nas terminacdes pré e pos-
sindpticas. Portanto, a expressdo de BDNF estd diminuida em modelos animais da
DP (LAU et al., 2011; TAJIRI et al.,, 2010; WU et al.,, 2011) e em cérebros de
pacientes parkinsonianos post-mortem (HOWELLS et al., 2000). Por outro lado, o
exercicio fisico € capaz de recuperar os niveis de BDNF, tanto em modelos animais
(COSTA et al.,, 2012; SMITH, ZIGMOND, 2003; WU et al.,, 2011) quanto em
pacientes com a DP (AHLSKOG, 2011).

Estes resultados podem ajudar na compreenséo dos efeitos preventivos
do exercicio fisico sobre o nivel de TH, pois, de acordo com Fukuchi e
colaboradores (2010), a transcricdo do gene TH € positivamente ajustada pelo
BDNF. Os mecanismos responsaveis pela perda de células dopaminérgicas
nigroestriatais ainda permanecem obscuros (ABOU-SLEIMAN; MUQIT; WOOQOD,
2006; SRIVASTAVA et al., 2012). No entanto, sabe-se pontualmente que os
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marcadores neuroquimicos especificos para a doenca incluem densa reducdo de
DA, bem como os niveis de TH (HEIKKILA; SONSALLA, 1992). A TH é a primeira
enzima atuante na sintese de DA, sendo enzima limitante da velocidade de sintese
de DA e estando presente nos neurbnios dopaminérgicos na area nigroestriatal
(RIBEIRO et al., 2013). A sintese de DA consiste na conversdo do aminoéacido
tirosina em L-Dopa pela acdo da enzima TH, assim DP pode ser considerada como
uma sindrome de deficiéncia de TH no CE (ROUSSEAUX et al., 2012; ZHU;
ZHANG; ZENG, 2012).

Os nossos resultados mostram que injecdo intraestriatal de 6-OHDA
causou decréscimos nos niveis de TH e que o treinamento fisico protegeu contra as
implicacbes da neurotoxina. Tajiri e colaborradores (2010) também usaram o
treinamento em esteira e corrida durante 30 minutos, uma vez por dia, durante 4
semanas, 0 que mostrou preservacao significativa de TH no CE e em neurdnios da
SNpc. Varios modelos animais de DP, que utilizaram o exercicio fisico como
tratamento, revelaram efeitos benéficos para TH, embora os parametros utilizados
como tempo e intensidade dos treinamentos apresentassem diferencas (CHO et al.,
2013; COHEN et al., 2003; TAJIRI et al., 2010; TILLERSONet al., 2001; TILLERSON
et al., 2003).

Entende-se que os sintomas da DP s&o ocasionados ndo unicamente por
perdas significativas de dopamina, mas também pelo transportador de DA (DAT),
nos ganglios da base. A dopamina é liberada na fenda sinaptica por exocitose ou por
acao reversa de seu transportador DAT. O transportador de dopamina (DAT) é uma
proteina da membrana plasmatica, expressa exclusivamente em neurdnios
dopaminérgicos, que atua sequestrando a dopamina liberada na membrana
sinaptica, regulando de tal modo a amplitude e a duracdo da sinalizacdo da
dopamina (BANNON, 2005). Na DP, neurbnios dopaminérgicos viaveis expressam o
transportador de dopamina (DAT) e liberam DA (MADRAS et al., 2006). Na DP
existe uma reducdo na densidade do DAT devido a perda dos terminais
dopaminérgicos (STORCH et al., 2004). Assim pesquisas despontam que, na DP,
niveis de DAT aumentados estdo diametralmente associados com o decréscimo no
turnover e nas concentracdes sinapticas da DA (SOSSI et al.,, 2007). Tais dados
indicam que um papel funcional importante da DAT € manter as concentracdes
sinapticas de DA relativamente constante e preservar este neurotransmissor nos

terminais nervosos. Na presente pesquisa, foi demonstrado que a 6-OHDA
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promoveu uma diminuigdo na imunorreatividade para o DAT, no corpo estriado.
Diversos trabalhos apresentam diminuicdo da expressédo e na imunorreatividade do
DAT na SN e corpo estriado em animais que sofreram injdrias nigroestriatal com
6-OHDA, quanto com o MPTP (YOKOYAMA et al., 2008; XU et al., 2009; AFONSO-
ORAMAS et al., 2010). Mostramos que a imunomarcacao para DAT foi mais intenso
no grupo 6-OHDA submetido ao protocolo de exercicio. Assim, os efeitos do
exercicio sobre esses dois biomarcadores da DP ratificam que o mesmo pode ser
atil para o tratamento da DP. Petzinger et al., (2007) relatou que exercicio intenso
em esteira demonstrou, em camundongos submetidos ao modelo com MPTP,
aumento na liberacdo de DA e melhora da performance motora. Possivelmente,
estas melhoras se devem ao aumento nos niveis de TH e do DAT.

De fato, o exercicio fisico se mostrou capaz de reduzir as lesbes
associadas a injecdo intracerebral de 6-OHDA, apresentando, portanto, efeito
neuroprotetor contra sinais/sintomas caracteristicos da DP. Logo, nossos o0s
resultados exaltam o exercicio como forte candidato no que se refere a terapia

coadjuvante da doenca.
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Quadro 3 — Representacdo esquematica dos efeitos do protocolo de exercicio fisico esteira em altera¢cdes comportamentais de

ratos com lesao unilateral por 6-OHDA

Apomorfina Rota Rod Campo Aberto Y-Maze Reconhecimento
de Objeto

N° Cruzamentos N° Rearings N° Grooming

FO CIE - -) - - - - -

6-OHDA S/E_ t t ‘ ‘ ' ‘ ‘
6-OHDA C/E” ‘ ‘ t t ‘ t t

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com FO sem exercicio (S/E) (*) ou 6-OHDA sem exercicio (S/E) (#). Déficit ou diminuicao (l); melhora ou
aumento (t); auséncia de efeitos estatisticamente significativos( = ).
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Quadro 4 — Representacdo esquematica dos efeitos do protocolo de exercicio fisico esteira em testes de monoamina e metabdlitos

de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA

Monoamina e Metabdlitos

DA DOPAC HVA
CED CEE CED  CEE CED CEE
FO C/E*
- - - - -

6-OHDA S/E* ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
6-OHDA C/E# t t N t - t

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com FO sem exercicio (S/E) (*) ou 6-OHDA sem exercicio (S/E) (#). Déficit ou diminuigédo (l); melhora ou
aumento (t); auséncia de efeitos estatisticamente significativos( ¢== ).
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Quadro 5 — Representacdo esquematica dos efeitos do protocolo de exercicio fisico esteira em testes TBARS, NITRITO, GSH e

AChE de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA

TBARS NITRITO GSH AChE
Grupos

CPF HC CED CEE CPF HC CED CEE CPF HC CEDCEE CPF HC CEDCEE

FO C/E” -’““‘“‘““ﬁ‘ﬁﬁt“‘
6-OHDAS/E*ttt~ tt'ﬁ “ﬁ‘-’““

6-OHDAC/E#““ ““ t“-’"’t“‘

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com FO sem exercicio (S/E) (*) ou 6-OHDA sem exercicio (S/E) (#). Déficit ou diminuicao (l,); melhora ou
aumento (t); auséncia de efeitos estatisticamente significativos( = ).
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Quadro 6 — Representacdo esquematica dos efeitos do protocolo de exercicio fisico esteira em testes de lactato e BDNF de ratos

com lesao unilateral por 6-OHDA

Lactato BDNF
Grupos
Plasma Sanguineo CPF HC CED CEE
oo ' ottt
*
6-OHDA S/E t ‘ ‘ ‘ ‘
6-OHDA C/E#
=) -

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com FO sem exercicio (S/E) (*) ou 6-OHDA sem exercicio (S/E) (#). Déficit ou diminuicédo (l ); melhora ou

aumento ("); auséncia de efeitos estatisticamente significativos( = ).
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Quadro 7 — Representacdo esquematica dos efeitos do protocolo de exercicio fisico esteira em imunomarcacao de ratos com lesdo

unilateral por 6-OHDA

TH DAT
Grupos
CED CED
*
FO C/E - -
*
6-OHDA S/E ‘ ‘

6-OHDA C/E# t t

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com FO sem exercicio (S/E) (*) ou 6-OHDA sem exercicio (S/E) (#). Déficit ou diminuicédo (l ); melhora ou
aumento ("‘); auséncia de efeitos estatisticamente significativos( = ).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o protocolo de exercicio fisico esteira,

com intensidade moderada, foi eficaz no abrandamento das desordens resultantes

da exposicdo de animais a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA:

Antagonizar as alteracdes comportamentais e cognitivas;

Reduzir as concentracdes de lactato;

Revertera diminuigéo das concentragdes estriatais de DA, DOPAC e HVA,;
Reverter o aumento do estresse oxidativo;

Aumentar AChE em CPF e reduzir em HC e CE;

Aumentar os niveis de BDNF;

Proteger contra a diminuicAo nas imunomarcacdes para TH e DAT

observadas no CED do animal lesionado.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os nossos resultados sugerem que o exercicio fisico apresenta um efeito
neuroprotetor nas alteragbes comportamentais, neuroquimicas e imuno-
histoquimicas na DP, podendo ser potencialmente util para tratamento desta
patologia. Deste modo € possivel novas pespectivas no aspecto clinico no que

refe-se a associacdo do exercicio fisico com o tratamento farmacoldgico.
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