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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa originada
pela perda de células dopaminérgicas na via nigroestriatal, com uma acentuada
reducdo no conteado de dopamina (DA) no corpo estriado. Na busca de novas
estratégias de tratamento, o exercicio fisico e a suplementacdo da Vitamina D (VD),
tem demostrados numerosos beneficios para o cérebro, podendo atuar como
modulador de neurogénese, plasticidade neuronal, além de apresentar uma forte
atividade antioxidante. Neste cenario, o presente estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos do exercicio fisico associado a suplementacdo da VD na lesédo estriatal
unilateral por 6-Hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos. Para este fim, ratos machos
Wistar foram distribuidos em 6 grupos: falso operado (FO) sem exercicio (S/E), falso
operado (FO) com exercicio (C/E), 6-OHDA sem exercicio (S/E), 6-OHDA com
exercicio (C/E), 6-OHDA com exercicio (S/E) e com VD, 6-OHDA com exercicio
(C/IE) e VD, que receberam injecGes de 6-OHDA (12 ug/2ul) ou solugao salina (FO),
no estriado direito através de cirurgia estereotaxica. O protocolo de exercicio foi
realizado durante 21 dias, por 30 min em esteira, com velocidade de 20 cm/s
iniciando-se 24h apds o procedimento cirdrgico. A administracdo oral de VD,
aconteceu diariamente no volume de 0,1 mL/10 g de peso. A dose utilizada no
animal VD (1pg/kg/dia), por 21 dias. Apos a aplicacdo dos protocolos de tratamento,
0s animais foram submetidos aos testes comportamentais (apomorfina, rotarod,
campo aberto, cilindro, y-maze, reconhecimento de objeto) e eutanasiados, as areas
cerebrais, cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HP) e corpo estriado (CE) utilizados
para determinacdes neuroquimicas e imunohistoquimicas. Os dados foram
analisados pelo teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade. Os dados néo
paramétricos avaliados através do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc
de Dunn, enquanto, os dados paramétricos foram analisados por analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Tukey para
comparacdes multiplas. Em todas as analises, foram consideradas, estatisticamente
significantes, valores de p<0,05. Os resultados evidenciaram que o exercicio fisico
associado a suplementacdo de VD, reduziu o comportamento rotacional induzido
pela apomorfina, e protegeu de déficits motores e cognitivos (memoéria de trabalho e
de curta duracdo). Além disso, aumentaram o0s niveis de DA. Quanto ao estresse
oxidativo, promoveu uma redugdo nos contetdos de malonodialdeido (MDA) e na
producdo de nitrito/nitrato e aumento das concentracbes de GSH. No estudo
imunohistoquimico, exercicio fisico e suplementacdo de VD preveniu a morte de
neurbnios dopaminérgicos no corpo estriado lesionado, e aumentou a
imunorreatividade para Tirosina hidroxilase (TH), Transportador de Dopamina (DAT)
imunorreativos para Proteina glial fibrilar acida (GFAP) e Alfa-sinucleina. Em
conclusdo, mostramos que as alteracbes comportamentais e neuroquimicas em
ratos hemiparkinsonianos foram prevenidas com a aplicacdo do exercicio fisico e
suplementacdo com VD, atenuaram a diminuicdo das concentracées de DA no
estriado, caracterizando um potencial efeito neuroprotetor no modelo experimental
de DP.

Palavras-chaves: Doenca de Parkinson. Exercicio Fisico. Neuroprotecdo.Vitamina

D. Oxidopamina.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder caused by the loss
of dopaminergic cells in the nigrostriatal pathway, with a marked reduction in
dopamine (AD) content in the striated body. In the search for new treatment
strategies, physical exercise and vitamin D (VD) supplementation has shown
numerous benefits for the brain, and can act as a modulator of neurogenesis,
neuronal plasticity, besides presenting a strong antioxidant activity. In this scenario,
the present study aimed to evaluate the effects of physical exercise associated with
VD supplementation on unilateral striatal injury by 6-Hydroxydopamine (6-OHDA) in
rats. For this purpose, male Wistar rats were distributed into 6 groups: false operated
(FO) without exercise (S/E), false operated (FO) with exercise (C/E), 6-OHDA without
exercise (S/E), 6-OHDA with exercise (C/E), 6-OHDA with exercise (S/E) and with
VD, 6-OHDA with exercise (C/E) and VD, who received injections of 6-OHDA (12
Mg/2ul) or saline solution (FO), in the right striatum through stereotactic surgery. The
exercise protocol was performed for 21 days, for 30 min on a treadmill, with a speed
of 20 cm/s starting 24 hours after the surgical procedure. Oral administration of VD
occurred daily at a volume of 0.1 mL/10 g of weight. The dose used in the animal VD
(1ug/kg/day) for 21 days. After the application of treatment protocols, the animals
were submitted to behavioral tests (apomorphine, rotarod, open field, cylinder, y-
maze, object recognition) and euthanized, the cerebral areas, prefrontal cortex
(CPF), hippocampus (HP) and striated body (CE) used for neurochemical and
immunohistochemical determinations. Behavioral and neurochemical data were
analyzed by the Shapiro-Wilk test to verify normality. The nonparametric data
evaluated using the Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post-hoc test, while
parametric data were analyzed by variance analysis (ANOVA) of a pathway, followed
by tukey's post-hoc test for multiple comparations. In all analyses, p<0.05 values
were considered statistically significant. The results showed that physical exercise
associated with VD supplementation reduced rotational behavior induced by
apomorphine, and protected from motor and cognitive deficits (working memory and
short duration). In addition, AD levels have increased. As for oxidative stress, it
promoted a reduction in malonodialdehyde (MDA) contents and nitrite/nitrate
production and increased GSH concentrations. In the immunohistochemical study,
physical exercise and VD supplementation prevented the death of dopaminergic
neurons in the injured striated body, and increased immunoreactivity for Tyrosine
hydroxylase (TH), Dopamine Transporter (DAT) and Glial-derived neurotrophic factor
(GDNF). As well as, the inhibition of immunoreactive neurons for glial fibrillar acid
protein (GFAP) and Alpha-synuclein. In conclusion, we showed that behavioral and
neurochemical changes in Hemiparkinsonian rats were prevented with the
application of physical exercise and vd supplementation, attenuating the decrease in
AD concentrations in the striatum, characterizing a potential neuroprotective effect in
the experimental PD model.

Key words: Parkinson’s disease. Physical exercise. Neuroprotection. Vitamin D.

Oxydopamine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenga de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é descrita como a segunda doenca
neurodegenerativa com maior prevaléncia no mundo, apos a doenca de Alzheimer,
com ocorréncia mundial em torno de 1 e 20, a cada 1000 individuos/ano, atingindo
cerca de 1% da populagcéo acima de 60 anos (SEER et al., 2016; VAN EEDEN et al.,
2003).

Levantamentos em territério brasileiro evidenciam o acometimento de 36 mil
Nnovos casos anuais. A incidéncia anual é 0,7% em pessoas com DP no intervalo de
60 a 69 anos e de 1,5%, entre 70 & 79 anos (IBGE, 2018). Peternella e Marcon
(2009) destacam a prevaléncia de 3,3% em individuos acima de 64 anos de idade.

Esses numeros decorrem do aumento da expectativa de vida, resultando em
uma crescente preocupacdo com a manutencdo da saude da populacdo idosa,
sobretudo, diante das doencas crbnicas e degenerativas. Em decorréncia desta
modificacdo populacional, os sujeitos com mais de 60 anos aumentaram de 8% em
1950 para 11% da populacdo mundial em 2010 (IESS, 2013). Segundo a
Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU), esse percentual podera atingir 17% em
2030 e 22% em 2050 (ONU, 2017).

Reputa-se que o Brasil detenha 3,3% da populagcdo acima de 65 anos.
Contudo, dados de 2019, destacam que o numero de idosos no Brasil alcangou 32,9
milhdes. Assim, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018) aponta
gue a tendéncia ao crescimento da expectativa de vida vem permanecendo e que 0s
dados estatisticos de sujeitos superior a 60 anos no pais ja se assemelhe eminente
ao de criancas de 9 anos de idade.

Deste modo, o surgimento de 7,5 milhdes de novos idosos no periodo de
2012 a 2019 evidenciou um acréscimo de 29,5% neste grupo etario. Além disso,
estimativas destacam que em 2060, um quarto da populacdo brasileira (25,5%)
devera ter acima de 65 anos, isso significa que o pais teria 67,2 individuos, com
idade inferior & 15 anos e acima dos 65 anos referentes a grupo de 100 individuos
em idade produtiva (15 a 64 anos) (IBGE, 2018). Efetivamente, a incidéncia tem
aumentado em torno de 1,5% em sujeitos acima de 65 anos, e de 2,5% nos acima
de 85 anos de idade (COSTA, 2016; GOBBI et al., 2014; RIEDER et al., 2018).
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Informacdes advindas do Banco Mundial destacam que a expectativa de vida
ao nascer suplantou de 52,61 anos em 1960 para 69,63 em 2010, no mundo.
Destaca-se que paises que apresentam atributos de desenvolvimento, a
contingéncia de vida em 2010 era de 58,84 anos, enquanto nos paises
desenvolvidos atingiu 79,76 anos. Como resultado desta transicdo populacional, os
individuos com mais de sessenta anos passaram de 8% da populacdo mundial em
1950 para 11% em 2010 (IESS, 2013).

Considera-se a Doenca Parkinson (DP) uma enfermidade que atinge em
grande escala as populacfes idosas. Trata-se de uma doenca progressiva que
ocasiona severa incapacidade apds 10 a 15 anos de desenvolvimento da doenca,
além de impacto social e financeiro significativamente elevado. Avalia-se que o custo
anual mundial com o tratamento farmacologico esteja em torno de 11 bilhdes de
dolares, sendo, cerca de 3 a 4 vezes mais oneroso em estagios avancados da
doenca (OLESEN et al., 2012).

Descrita pela primeira vez por James Parkinson (1755-1824), em 1817, a DP
mantém sua definicdo atualmente. James Parkinson caracterizou movimentos
involuntarios com for¢ca muscular diminuida em membros. Destacou inclinagdo do
tronco anteriormente e alteragcbes no ritmo de caminhada, contudo, com
permanéncia dos sentidos e funcbes cognitivas (TREVISOL-BITTENCOURT,
TROIANO, COLLARES, 2006).

Portanto, a patologia de DP é uma desordem neurolégica, crénica,
progressiva e polissintomatica. A fisiopatologia se caracteriza pelo acumulo de uma
proteina conhecida como alfa-sinucleina e inclusdes intraneuronais de corpos de
Lewy, responsavel por perdas seletivas de populacdes celulares, como os neurdnios
dopaminérgicos na via nigroestriada (KLEINER et al., 2015; TOLO et al., 2018;
KANG et al., 2018). Ocasionado uma desordem no sistema extrapiramidal,
composto pelos nucleos da base (NB) e o talamo, no qual diligenciam distarbios dos
movimentos que podem caracterizar hipercinéticos ou hipocinéticos (GALLO;
MCISAAC; GARBER, 2014).

Os nucleos da base séo corpos de neurdnios bem definidos e com funcdes
proprias, situados no interior do centro medular branco do cérebro. Estao implicados

de modo direto com o sistema motor, por meio de um encargo modulador dos
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movimentos, contribuindo nos procedimentos de delineamento e controle dos

movimentos.

Para os autores Hohlefeld et al. (2015) e Paixao et al. (2013), a DP é uma
patologia neurodegenerativa, de ordem crénica e progressiva do sistema nervoso
central (SNC), resultante na degeneracao ininterrupta de neurénios dopaminérgicos
da parte compacta da substéncia negra (SNpc) (Figura 1), situada na regido da
porcdo superior do tronco encefalico, tendo como consequéncia a deplegcdo da
dopamina (DA) na via nigroestriatal (Figura 2). Estudos mostram que a degeneracéo
na via nigroestriatal também esta associada com a diminuicdo de DA em regides do
cérebro como coértex pré-frontal, as quais recebem projecdes dopaminérgicas da
area tegumentar ventral (PANG et al., 2019; TAJIRI et al., 2010; YOON et al., 2007).

Figura 1 - Sistema Nervoso Central: substancia negra e Neurdnio Dopaminérgico

Sistema Nervoso
Central SNC

Neurdnios DA

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 2 - Sistema Nervoso Central: via nigroestriatal
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Nigroestriatal

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Os basilares sintomas da DP s&o: tremor em repouso, rigidez, déficits no
equilibrio e na marcha, bradicinesia e reducdo na amplitude dos movimentos (DI
BIASE; FASANO, 2016; TYSNES; STORSTEIN, 2017; WALUSINSKI, 2018). Essas
desordens motoras podem ocasionar ao idoso o isolamento e distanciamento social,
auséncia para realizar as atividades alcancadas anteriormente, além de
dependéncia para a conducéo da vida diaria, perda de autonomia, por conseguinte
diminuicdo de sua qualidade de vida (Figura 3) (MARTINEZ; MARTIN, 2006;
FILIPPIN et al., 2014).

Tais sintomas aparecem inicialmente em um dos hemisférios do corpo,
evolucionando, seguidamente, para o outro, em conformidade com a evolucdo da
doenca (HAWKES et al., 2010; QURESHI et al., 2012). Contudo, cada paciente pode
ou nao apresentar todos os sintomas, significando que 30% nao chegam a exibir o
classico tremor de repouso (OLANOW,; STERN; SETHI, 2009).

Os sinais e sintomas motores da DP decorrem das alteragcfes funcionais dos
ndcleos da base (NB). Assim, a DP foi a primeira patologia do sistema nervoso (SN)

a ser identificada como uma doenga molecular ocasionada por um defeito
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caracteristico no metabolismo de um neurotransmissor, neste caso a DA produzida

pelos neurdnios situados na SNpc (RIEDER et al., 2018).

Além dos sintomas motores, evidéncias crescentes sugerem que a DP
apresenta diversos sintomas ndo motores como: 0S neuropsiquiatricos, disturbios do
sono, sintomas autondmicos, sensoriais, alteragcdes emocionais, depresséao, déficits
cognitivos, impactando significativamente nas atividades funcionais (Figura 3)
(KUOPIO et al., 2000; DIBBLE et al., 2009; VAN DEN BOS et al., 2013; LIMA, 2013;
MOHANA DEVI et al., 2020; PERLMUTTER, 2014).

Estudos destacam o0s sintomas neuropsiquiatricos, distdrbios do sono,
sintomas autondmicos e sensoriais (CHAUDHURI et al., 2006), estdo associados ao
estagio avancado e precoce da patologia, podendo preceder o surgimento de
sintomas motores. Tendo em vista esta hipotese, existe uma tendéncia a novas
pesquisas em investigacdo de fendtipo da fase ndo motora, preconizando que estes
podem ser reputados motivos de ameaca para o progresso da DP, bem como
alusivos para o diagnostico formal (WEINTRAUB; COMELLA; HORN, 2008).

De tal modo, o declinio intelectual e os disturbios cognitivos ocasionam
dificuldades de concentracdo e de memoria para fatos recentes, dificuldades para
realizacdo de calculos, bem como atividades que solicitam orientacdo espacial
podem ser acometidas. Ressalta-se que disfuncdes cognitivas conseguem ser
achadas em quaisquer estagios do desenvolvimento da patologia (KUOPIO et al.,
2000; VAN DEN BOS et al.,, 2013). Nas etapas iniciais e intermediarias, incidem
déficits moderados, por conseguinte nas fases avancadas relata-se deméncia em 11
a 36% dos pacientes (GILADI et al., 2000). O acometimento das fun¢des cognitivas
na DP se deve, possivelmente, a uma disfuncdo das conexdes fronto-estriatais
(BRANDT et al., 2004).

Os sinais da DP habitualmente tém progresséo lenta e a validacdo do
diagndéstico pode ocorrer em meses ou até anos, ap0s o aparecimento dos primeiros
sintomas motores. Diversos estudos ressaltam que, quando os sinais motores
suplantam o limiar de detecgdo clinica, uma perda significativa dos niveis de DA
estriatais ja ocorreu (LEVY; AGELADA; GREENE, 2009; MAYO et al., 2005).

Portanto, a ocorréncia do processo neurodegenerativo ja se encontra num estagio



29

muito evoluido quando o diagnostico é constituido e pode ser responsavel pela baixa
eficiéncia do tratamento farmacologico.

Figura 3 — Sintomas motores e ndo motores da Doencga de Parkinson
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Os NB séo compostos por uma complexa rede de ndcleos e vias nervosas.
Participam do planejamento de movimentos voluntarios, encontrando-se implicados
no controle das funcionalidades cognitivas e afetivas. Constituem os NB o corpo
estriado (CE) - nucleos caudados e putamen (CP), o globo pélido (GP) que se situa
medialmente ao CE e esta dividido em uma porcéo interna (GPi) e externa (GPe), a
substancia negra (SN) situada no mesencéfalo e dividida em duas porcfes: a parte
reticular (SNpr) e a parte compacta (SNpc) e nucleo subtalamico (NST) (Figura 4)
(GALVAN, 2008; KANDEL et al., 2012; GOBBI et al., 2014).

Figura 4 — Estrutura e localizacdo dos Nucleos da Base (NB)
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Fonte: http://bio-neuro-psicologia.usuarios.rdc.puc-rio.br/n%C3%BAcleos-basais.html

A SN é composta por uma area rica em pigmentos, denominada pars
reticulata. Os neurdnios da SNpc sdo responsaveis pela producdo da dopamina,
enquanto SNpr produz GABA (4cido gama aminobutirico) (HAUSER; ZESIEWICZ,
2001). A DA representa cerca de 80% do conteudo de catecolaminas no cérebro.

ProjecOes originarias de éareas cerebrais que sintetizam este neurotransmissor


http://bio-neuro-psicologia.usuarios.rdc.puc-rio.br/n%C3%BAcleos-basais.html
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originam quatro vias axonais: Nigroestriatal, mesolimbica, mesocortical e
tuberoinfundibular (Figura 5) (AGUIAR, 2009).

Figura 5 - Representacéo dos sistemas dopaminérgicos: nigroestriatal, mesolimbico,

mesocortical e tuberoinfundibular

Via Mesocortical

A

Via Mesolimbica

As vias dopaminérgicas. Ac (nlcleo acumbens); Am (Ndcleo Amigdaloide); C (Cerebelo); Hip
(hipotadlamo); Hyp (hipotalamo); P (hipdfise); Sep (septo); SN (substantia negra): STr (estriado); Th
(tdlamo). Fonte: Adaptado de Rang et al., 2015.

As projecBes que constituem a via dopaminérgica nigroestriatal surgem de
células da SNpc, cujos axbnios terminam no corpo estriado, onde ocorre a liberacéo
de DA (Figura 6). DP apresenta efeitos opostos nas células, sendo excitatérios nas
células da via direta e inibitorios nas células da via indireta (OBESO et al., 2008). Em
sintese, a DA tem uma atuacado modeladora nos NB, visto que, quando liberada no
CE, proporciona o movimento. Tal fato elucida a demora de movimentos e a rigidez
na musculatura na DP, uma vez que a degeneracdo dos neurbnios nigroestriatais
causa a reducao da concentracdo de DA no corpo estriado, por conseguinte,
distarbios de movimento (Figura 7) (OBESO et al., 2008; STOCCHI, 2009).
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Figura 6 - Corpo Estriado (CE) e liberacdo de dopamina (DA)
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Fonte: http://homecisneazul.com.br/post.php?id=74

Figura 7 - Auséncia da Substancia Negra na Doenca de Parkinson
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Fonte: https://sites.google.com/site/implantesparkinson/introducao
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Neste circuito, além da DA, outros neurotransmissores também possuem
papel basilar, como o0 GABA, a acetilcolina (ACh), o glutamato (Glu), a encefalina,
entre outros. As concentracdes de ACh ndo se modificam na DP, mas, com a
deplecdo da DA, ocorre arrefecimento do efeito inibitorio da DA nos neurénios do CE
ricos em ACh, induzindo a uma hiperatividade relativa desses neurdnios colinérgicos
(XU; BATISTA; SCHWARZSCHILD, 2005).

A atenuacado de DA no CE expde ainda como implicacdo a redugdo dos niveis
de seus metabdlitos, acido homovanilico (HVA) e 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC)
(LANG; LOZANO, 1998). Ressalta-se também a reducdo da atividade de enzimas
envolvidas na sintese de DA, como a tirosina hidroxilase (TH) e dopa descarboxilase
(BEAL, 2001; GERLACH; RIEDERER, 1996). Contudo, a neuropatologia da DP nao
esta limitada excepcionalmente a via nigroestriatal, de forma que sédo advertidas
anomalias histolégicas em diferentes grupos celulares dopaminérgicos e nao
dopaminérgicos. Acredita-se que outros neurotransmissores, sobretudo
noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e acetilcolina (ACh), estejam adjuntas ao
extenso espectro de sintomas motores e ndo motores nos pacientes com DP
(AGUIAR JUNIOR, 2011; TADAIESKY, 2010).

Deste feito, o controle da atividade dos nucleos da base esta de modo direto
conexo a expressao diferencial dos receptores D1 e D2 responsaveis pela ativacédo
das diferentes vias e, assim, promovendo respostas distintas nos nucleos talamicos
ventrolateral e centro-mediano (BLANDINI et al., 2000). Os niveis acrescidos de DA
no estriado tende a ativar neurdnios que expressam D1 na via direta, enquanto
suprime os neurdnios da via indireta que expressam D2 (OBESO et al., 2000) Por
conseguinte, fica manifesto a magnitude do sistema dopaminérgico na adequada

performance dos nucleos da base (Figura 8).
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Figura 8 - Circuito do Nucleo da Base normal (A); Circuito do Nucleo da Base
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O globo palido interno (GPi) e globo pélido externo (GPe), a substéncia negra a parte
reticular (SNpr) e compacta (SNpc) e nucleo subtalamico (NST). Imagem (A) as setas
vermelhas concebem a via direta do estriado e as pretas a via indireta. A via direta promove
desinibicdo do talamo, enquanto a indireta promove inibicdo. Imagem (B) as setas
vermelhas simulam a via direta do estriado e as pretas a via indireta. As linhas tracejadas
concebem os circuitos que se encontram afetados na DP, e as linhas mais grossas 0s
circuitos que se apresentam com a atividade exacerbada. Assim, o resultado consiste em
uma inibicdo excessiva do talamo e de tal modo ha prejuizo do movimento motor. Fonte:
Modificado de Alexander e Crutcher (1990).

Assim, a sintese de DA incide na conversdo do aminodacido tirosina em L-
DOPA pela acdo da enzima tirosina hidroxilase (TH), na compleicdo do cofator
obrigatorio tetrahidrobiopterina (BH4), continuada da atuacdo da descarboxilase de
aminoacidos aromaticos para em seguida ser convertida a DA e armazenada em
vesiculas sinapticas (Figura 9) (FAHN, SULZER, 2004; TRIMMER et al., 2009;
ROUSSEAUX et al., 2012).
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Figura 9 - Via de producado da dopamina
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Fonte:https://medium.com/mundo-molecular/neurotransmissores-e-receptores-
adren%C3%A9rgicos-ef52d64a4376

1.2Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

Sao varios os fatores de risco para o desenvolvimento da doenca de DP.
Devido sua complexidade, reconhece a patologia como multifatorial, podendo
incindir questdes genéticas e ambientais enunciados em diferentes trabalhos como:
a alimentacdo (ANDERSON et al.,, 1999), a exposicdo a pesticidas, herbicidas,
produtos quimicos industriais, alguns metais, solventes organicos e monoéxido de
carbono (TANNER; GOLDMAN,1996; GORELL et al., 1997), o tabagismo, o alcool, a
exposicdo a VD e os elevados niveis de ureia (KALIA; LANG 2015). Diferentes
autores estudam o tipo de ocupacédo, designadamente o ambiente rural (GORELL et
al., 1997) como fator de risco associado a DP (BALL et al., 2019).


https://medium.com/mundo-molecular/neurotransmissores-e-receptores-adren%C3%A9rgicos-ef52d64a4376
https://medium.com/mundo-molecular/neurotransmissores-e-receptores-adren%C3%A9rgicos-ef52d64a4376
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Contudo, os mecanismos fisiopatoldégicos da DP ndo estdo decisivamente
determinados. Os achados anatomopatolégicos envolvendo grupos celulares
especificos, os quais compdem um conjunto de estruturas de substancia cinzenta
cerebral chamadas de ganglios da base, estdo absolutamente conectados a
sintomatologia da doenca (CAMPOS, 2010) (Figura 9). Deste modo, caracteristicas
basilares da fisiopatoldégica da DP sdo a progressiva degeneracdo dos neurdnios
mielinizados da parte compacta da substancia negra (SNpc) e o surgimento de
inclusdes citoplasmaticas, denominadas como corpusculos de Lewy, sendo
constituidas sobretudo por alfa-sinucleina e ubiquitina (Figura 10) (EMBORG, 2004;
PROTTER et al., 2012; TOLO et al., 2018; VILLEGAS PEDRAZA et al., 2014).

Figura 10 - As principais alteracfes neuropatoldgicas observadas na doenca de
Parkinson (DP)

Legenda: Imagens do mesencéfalo apés coloracdo imunohistoquimica para tirosina hidroxilase,
enzima limitante na sintese de catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina). A DP é
caracterizada pela despigmentacdo da substéncia negra (SN) (parte direita) comparado com o
controle (parte esquerda) (A). A técnica de coloracdo com hematoxilina e eosina indica uma
distribuicdo normal de neurfnios pigmentados em um individuo controle saudavel (parte B), bem
como a perda seletiva de corpos celulares de neurénios da SN em estagios moderados (parte C) ou
avancados (parte D) da DP. A marcagdo com imunohistoquimica da a-sinucleina mostra a presenca
de Corpos de Lewy (E), depésitos granulares mais difusos de alfa-sinucleina (F) e esferdides a-
sinucleina (G). Fonte: Adaptado de POEWE et al., 2017.
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O processo neurodegenerativo da SNpc envolvida na DP é apontado pela
auséncia de TH e comparecimento de inclus@es intracitoplasmaticas ricas em corpos
de Lewy (BRAS et al., 2020). O dano neuronal dopaminérgico se inicia na camada
ventro lateral da substancia negra, prosseguindo para as camadas, medial, ventral e
dorsal. Esse padrdo de detrimento esta pertinente a reducao de transportadores de
DA (PEREIRA et al., 2007).

Tais acontecimentos de morte neuronal sédo provocados por inumeros intentos
gue induzem a um panorama de entendimento limitado. Contudo, um dos achados
fisiopatoldgicos mais constantes na DP é a de inclusdes citoplasmaticas nucleares
chamadas de corpusculos de Lewy (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; TOGO et al.,
2001), constituidos, especialmente, pela proteina neural alfa-sinucleina (KOO; LEE;
IM, 2008; TAKAHASHI; WAKABAYASHI, 2001; WEINTTRAUB; COMELLA; HORN,
2008). Esses associados proteicos se condensam nos neurénios, onde, ao suplantar
um estipulado limiar, ocasionam neurotoxicidade consequentemente morte neuronal

e simultaneo arrefecimento da aferéncia dopaminérgica para o CE (Figura 9).

Consequentemente, a alteracdo gradual da via nigroestriatal € o regulador
hegeménico para as demonstracdes clinicas da DP, incluindo rigidez muscular, tipo
plastica, tremor de repouso, bradicinesias, que se elucidam por lentiddo dos
movimentos e dificuldade em dar inicio aos movimentos voluntarios, e instabilidade
postural por detrimento de reflexos posturais, sendo capaz de exibir disfuncdes nao
motoras (FERNANDEZ, 2012; GUERRERO et al., 2013; JANKOVIC, 2008; MOSLEY
et al., 2006).

Apesar dos avancos da medicina e da averiguacao cientifica neste campo, a
etiologia da DP permanece ainda por elucidacdes, a multiplicidade dos casos exibe
etiologias multifatoriais, com a complei¢cédo de artificios genéticos e ambientais como,
por exemplo, a exposicdo cronica a alguns tipos de herbicidas e pesticidas
(SULZER, 2007; PROTTER et al., 2012). Evidéncias incidem que aceitaveis
mecanismos como, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, caréncia de fatores
neurotroficos, atuacdo do sistema imune, acumulacdo de proteinas alteradas,
excitotoxicidade e mecanismo pré-apoptético estejam seguramente alistados a
etiologia da DP (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; GOBBI et al., 2014; SCHAPIRA,
2010; TAMILSELVAM et al., 2013; TUON et al., 2015).
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1.3Estresse Oxidativo na Doenca de Parkinson

O estresse oxidativo tem sido debatido como um relevante colaborador na
fisiopatologia das doencas neurodegenerativas (SAYRE et al., 2008; CHEN et al.,
2009). Diferentes estudos buscam entender o papel do estresse oxidativo nos
distarbios neurodegenerativos, j que, nestas situacgdes, constata-se 0 acréscimo na
formacdo de EROs (FLOYD, 1999; LEE et al., 2009; PHANI et al., 2012). De tal
modo, 0 estresse oxidativo tem sido amplamente reconhecido como um relevante
mecanismo final de morte celular em inomeras desordens degenerativas,
abrangendo a DP (SCHAPIRA; JENNER, 2011).

Os radicais livres sdo moléculas demasiadamente reativas, instituidas com
base de transferéncias de elétrons e produzidas durante o metabolismo celular
(VALKO et al.,, 2007). Desta maneira, conseguem responder e formar diferentes
séries de espécies reativas, como as espécies reativas do oxigénio (EROs) e, se
nao neutralizadas, tém potencial de ocasionar o estresse oxidativo, acentuar a
inflamac&o e propiciar dano tecidual, ou seja, 0 estresse oxidativo acontece em uma
condi¢éo de desequilibrio entre a producdo de EROs e 0os mecanismos antioxidantes
(BLESA et al., 2015).

Portanto, o dano oxidativo advém nos organismos celulares em virtude do
desequilibrio em meio a producdo dos radicais livres e as defesas antioxidantes
celulares. No decurso da respiragédo celular habitual ou da respiragdo mitocondrial
desregulada com um desequilibrio no complexo | mitocondrial, quantidades elevadas
de EROs séo capazes de serem produzidas e provocarem implicacdes deletérias no
delicado equilibrio neuronal do SNC, que é notadamente sensivel a episédios
causadores de estresse oxidativo, devido suas caracteristicas fisioloégicas e
anatdbmicas (BRAGA, 2008).

Regularmente, as EROs sdo decompostas e eliminadas pelos sistemas de
defesa celular, permanecendo, assim, presentes transitoriamente e em baixos niveis
sem causar danos as ceélulas. Quando a sua producdo aumenta ou quando 0s
sistemas de defesa séo ineficientes para a remocao, a decorréncia € um excesso de
EROs, que induz a uma situacdo denominada de estresse oxidativo (THAKUR,;
NEHRU, 2014), podendo ocasionar uma ruptura de membranas lipidicas e a
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oxidacao de proteinas citoplasmaticas (Figura 11) (BUTTERFIELD; BADER LANGE;
SULTANA, 2010).

Figura 11 - Estresse Oxidativo na Célula
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Fonte:https://clinicaconceitosaude.com.br/observatorio-internacional-de-estresse-oxidativo/

Destaca-se que o estresse oxidativo influéncia na ativacdo de caspases, em
consequéncia apoptose na DP (FRIEDLANDER et al., 2003), bem como podendo
originar inflamatdrias crbnicas, alterando a¢des em diversas biomoléculas (TUON et
al., 2015; SARKAR et al., 2017). Em autdpsias de paciente com DP foram
encontrados indicios de estresse oxidativo na substédncia negra do cérebro,
apontando que esse apresenta um papel importante na degeneracdo de neurdnios
(PRASAD, COL, KUMAR, 1999; PARASKEVAS et.al.,, 2003). Numerosos estudos
em tecidos cerebrais post-mortem de pacientes com DP demonstram a compleicéo
de elevados niveis de peroxidacao lipidica, deplecdo de GSH e alta oxidacdo
proteica. Consequentemente, reforca-se que EROs e espécies reativas de nitrogénio
(ERN) estdo envolvidas na degeneracédo de neurdnios dopaminérgicos (MAETZLER
et al., 2011; TSANG; CHUNG, 2009).

Para Klein e Ackerman (2003), os neurbnios dopaminérgicos na SNpc de
cérebros de pacientes com DP expuseram marcadores de estresse oxidativo, como
peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteina e de acidos nucléicos e contrafacdes no
sistema de defesa antioxidante. Portanto, a presenca de niveis acrescidos de EROs
propicia uma neurodegeneracdo seletiva na DP levando a auto-oxidacdo da DA
(MIYAZAKI et al., 2006).


https://clinicaconceitosaude.com.br/observatorio-internacional-de-estresse-oxidativo/
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E sabido que o 6xido nitrico (NO) participa de diversas funcdes do SNC,
incluindo inducdo e manutencdo da plasticidade sinaptica, liberacdo de
neurotransmissores e remocdo de agentes patogénicos (CHEN et al., 2005;
DAWSON et al, 1992). Em situacBes patolégicas, tais como doencas
neurodegenerativas, podemos encontrar uma grande concentracdo de NO capaz de
causar respostas toxicas na célula. A neurotoxicidade esta associada a formacéao de
peroxinitrito, devido & reagcdo que ocorre entre o radical livre superoxido com o ON
(KAVYA et al., 2006).

Tais circunstancias quimicas sdo abundantes na natureza, compostas
regulamente no metabolismo celular e encontradas no meio ambiente, prontamente
formadas com exposicéo intensa a luz solar, poluicdo, alcool, inseticidas, radiacéo,
exercicio intenso, etc. Apesar disso, 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, vitamina D e diferentes substancias adequadas para

inativar ou atenuar o desenvolvimento dos radicais livres (MOSLEY et al., 2006).

Os mecanismos de defesas antioxidantes sdo demasiadamente complexos na
DP. Os multiplos sistemas conseguem operar particularmente ou sinergicamente
entre si para regular o sistema redox do cérebro. Dentre esses sistemas, 0 sistema
glutationa tem chamado atencédo em diversos estudos na DP (SMEYNE et al., 2013).
A glutationa € um antioxidante hidrossoluvel e identificado como o tiol ndo proteico
mais relevante em sistemas bioldgicos, devido seu envolvimento na regulacdo do
estado redox celular, especialmente por ajustar os niveis de peréxido de hidrogénio
do espaco intracelular. Desde 1989 que o nivel de glutationa vem sendo
correlacionado a baixa regulacéo oxidativa na DP, pois seus niveis sao reduzidos na
substancia negra de parkinsonianos (RIEDERER et al.,1989, MAETZLERET et al.,
2011).

1.4Tratamento da Doenca de Parkinson

O carater progressivo da DP e suas condi¢cfes clinicas, tanto as motoras
como as nao-motoras, tornam o tratamento farmacolégico desafiador (MORRISH et

al., 1998). Sabe-se que 0s avancos nas alteracdes neuropatologicas da DP e suas
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diferentes sintomatologias atenuam a resposta, as terapias medicamentosas
(MORRISH et al., 1998).

Contudo, o tratamento disponivel até o momento se encontra em uma
condicdo de auxilio sintomatico porque ainda ndo existem agentes capazes de inibir
a degeneracdo neuronal. A medida que a doenca progride, os medicamentos
perdem sua eficacia e eficiéncia, sendo imprescindivel uma ampliacdo das doses e a
substituicdo ou a associacdo terapéutica para reduzir os efeitos causados pela
doenca. Outro fator limitante relacionado ao tratamento atual sdo os efeitos adversos
dos medicamentos, 0s quais acabam por impossibilitar a continuacdo da terapéutica
(XU; BASTIA; SCHWARZSCHILD, 2005).

Deste modo, existem hoje varias formas de intervencdo farmacolégica
sintomatica: drogas que aumentam a producédo endogena 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) (Figura 12) (AGUIAR, 2009).

O tratamento atual para a DP consiste essencialmente na reposicdo do
precursor da dopamina (levodopa), inibicAio de sua degradacdo ou o uso de
agonistas dopaminérgicos. A L-Dopa € a droga mais efetiva no tratamento da DP,
sendo reconhecida como “padrao ouro” (NAGATSUA; SAWADAB, 2009; NEVES,
2014). Apesar disso, com a continuidade da doenca, ressalta-se ocorre uma
diminuicdo da efetividade, bem como sintomas incapacitantes ndo responsivos ao
tratamento (EMBORG et al., 2004).



42

Figura 12 — Tratamento farmacologico e efeitos colaterais na DP
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Fonte: Esquema elaborado pelo autor de acordo com pesquisa de JAIN; BENKO; SAFRANEK, 2012;
FOX et al., 2011.

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 € extremamente curta, ndo passando de 90 minutos. Portanto, altas doses se
tornam imprescindiveis, 0 que acarreta consequéncias colaterais como 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, consistir em
inibidores da descarboxilase do acido amino aroméatico (DDC) (PETZINGER et al.,
2007). Estes inibidores ndo atravessam a barreira hematoencefalica, aumentando a
conversao central de L-Dopa (SCHEFFER, 2013).
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A L-Dopa é altamente efetiva durante os primeiros estagios do tratamento. No
entanto, quando prolongado, os pacientes passam a apresentar flutuacdes clinicas
mais comuns como o fendmeno de “wearing-off’, que representa o encurtamento da
resposta, o fenbmeno de “on-off”’, onde o paciente flutua entre os estados “on”, no
qual ocorre a acdo da L-DOPA, e estado “off’, onde a L-DOPA para de ter acao.
Outra configuracdo de flutuacdo altamente comum € o fendmeno de “freezing”. Este
fendbmeno corresponde a incapacidade momenténea de iniciar ou de executar um
movimento que pode comprometer a locomogao, a fala e a movimentos das méos
(JENNER, 2013; LEWITT; FAHN, 2016).

Kalinderi et al., (2011) destacam que quando prolongado o tratamento com
este farmaco, o fendbmeno ON/OFF, que sao flutuacdes do estado clinico,
caracterizado por movimentos coreoatetéticos nas extremidades e segmento cranial,
manifestando-se no auge do efeito da L-Dopa, a discinesia — ON. A discinesia é um
efeito adverso grave caracterizada por movimentos involuntarios que atingem

aproximadamente 50% dos pacientes (normalmente apds 3-5 anos).

Contudo, as reducdes nas doses de L-Dopa podem induzir a movimentos
distdbnicos na regiao axial, bem como nas extremidades, acompanhados de dor no
segmento afetado (HOLLOWAY et al.,, 2004; JENNER, 2005; RODRIGUES;
CAMPQOS, 2006). As terapias ainda se apresentam limitadas para o tratamento de
DP. Drogas neuroprotetoras estdo, recentemente, sendo analisadas com o designio
de tornar a progressdo da doenca mais lenta. Multiplas drogas que apresentam
como alvos, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e inflamacdo sdo aspirantes
imprescindiveis como neuroprotetores (SEIDI; POTASHKIN, 2011).

Deste modo, é primordial o investimento para o desenvolvimento de novos
tratamentos e terapias que melhorem a sintomatologia da DP com implicacdes
colaterais diminuidas. Espera-se que o tratamento satisfatério devera congregar a
terapéutica convencional as drogas que impecam o desenvolvimento e avanco da
patologia, como os neuroprotetores (AGUIAR, L., 2009). E sabido que as estratégias
neuroprotetoras tém sido propostas a medida que o entendimento dos mecanismos

moleculares, implicados na patogénese da DP, é elucidado.
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1.5 Modelo experimental 6-hidroxidopamina (6-OHDA)

Os processos para 0 entendimento patologico da DP, bem como para
avaliacdo de possiveis alvos, prosperos para a intervencdo terapéutica, tém como
indispensaveis a utilizacdo dos modelos experimentais. Assim, 0s modelos
empregados estdo fundamentados na administracdo sistémica ou intracerebral de
neurotoxinas com capacidade de replicar peculiaridades patoldgicas e fenotipicas da
entdo doenca (BLANDINI; ARMENTERO, 2012).

Os avancos alcancados na atualidade pelos cientistas na terapéutica, assim
como a abrangéncia da fisiopatologia da DP, tornaram-se plausiveis pelo emprego
de modelos animais (NEVES, 2014). Os modelos animais, por caracterizacao,
conjeturam os predicados das patologias recorrentes no homem, reproduzindo as
alteracbes da doenca, histologicas e bioquimicas, bem como disfuncdes e
alteracdes funcionais (GERLACH; RIEDERER, 1996; DECRESSAC et al., 2012).

E sabido que os modelos experimentais para DP ainda apresentam limitacdes
em caracterizar os atributos agregados ao contexto clinico, dentre os quais podemos
destacar: deteccdo das alteracdes motoras associadas; perda gradual dos neurénios
dopaminérgicos no transcurso da idade; producdo de inclusbes citoplasmaticas
(corpos de Lewy) (SHIMOHAMA et al.,, 2003). Contudo, foram desenvolvidos
modelos animais através da administracdo de agentes neurotdxicos que
interrompem ou destroem seletivamente o sistema catecolaminérgico, tais como a 6-
hidroxidopamina (6-OHDA).

A 6-OHDA agente neurotéxico agregado ao modelo de Parkinson, possuindo
grande semelhanca estrutural com catecolaminas, sendo, dessa maneira, téxica aos
neurdnios catecolaminérgicos (BREESE; TRAYLOR, 1971). E uma droga seletiva
para células catecolaminérgicas (UNGERSTEDT, 1968), estabelecendo um modelo
gue suscita uma resposta inflamatéria (BLANDINI et al., 2008). A 6-OHDA é

bastante util para pesquisa de mecanismos e possiveis terapias farmacologicas.

Nessa perspectiva, a injecdo de 6-OHDA na porcdo centro-lateral do
caudado-putamen (CPu) é o modelo experimental que proporciona uma proximidade
na sintomatologia encontrada em humanos (TILLERSON et al., 2002),
especialmente em lesdes que acontecem de forma bilateral (DEUMENS et al., 2002;
BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008). Contudo, é classica a leséo
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unilateral do sistema nigroestriatal, prevalecer-se neste contexto o lado ndo lesado
do préprio animal como controle das alusdes da lesdo, bastante aplicada em
modelos com ratos (BLANDINI et al., 2007; GRIGOR'IAN, BAZIAN, 2007;
SCHWARTING, HUSTON, 1996).

Destaca-se que, quando utiizada a 6-OHDA em modelo animal
unilateralmente na via nigroestriatal, apresenta um comportamento estereotipado de
rotacdes contralaterais ao lado lesionado, ocasionado um 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). O que explica
esse comportamento é a superexpressao dos receptores dopaminérgicos na porgao
lesionada do CE, conhecido como modelo “hemiparkinsoniano” (PERESE et al.,
1989).

Nesse modelo de rotacdo, a administracdo de apomorfina é o teste
reconhecido com padrdo ouro da literatura para averiguar a estimulacdo de
receptores dopaminérgicos. A apomorfina foi a primeira substancia agonista
dopaminérgica utilizada na terapia da DP. Ressalta-se que a apomorfina opera nos
receptores dopaminérgicos D1 e D2 e, em pequenas doses, atua receptor pré-
sinaptico, inibindo o turnover de DA (DELEU; NORTHWAY; HANSSENS, 2002;
LABANDEIRA; GARCIA et al., 1996).

Subsequentemente a injecdo na area do cérebro, a neurotoxina é capturada
pelas células, ocasionando a producao de radicais livres e disfun¢des mitocondriais.
Situacdo que acarreta a inibicdo dos complexos | e IV da cadeia respiratoria
mitocondrial, em sequéncia o estresse oxidativo (BLUM et al., 2001). Tal ocorréncia
incide em morte neuronal por meio da ativacdo de mecanismos apoptoticos
condicionados de caspase 3 (TANAKA et al., 2006). A liberacdo de espécies reativas
de oxigénio induz a concepcdo de quinonas que agem com grupamentos

nucleofilicos (Figura 13).

Destaca-se que o estresse oxidativo, ocasionado pela entrada de 6-OHDA na
célula, compreende a ampliacdo das espécies reativas de oxigénio (EROSs). Estas,
por sua vez, alteram excitotoxicidade secundaria, em raz&o de acresce 0s niveis de
calcio livre, tais circunstancias elevam os niveis de 6xido nitrico (ON) intracelular
(BLUM et al., 2001; CHIA; TAN; CHAO, 2020).
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Os basilares danos neuronais sdo determinados pelo aumento de EROs no
interior do neurénio, ocasionado pela oxidacdo de 6-OHDA pela enzima MAO e de
eventos de auto-oxidacdo, nos quais os produtos gerados sdo peroxidos de
hidrogénio (H202), radicais livres, tipo hidroxila (OH-) e quinonas que s&o produzidas
em sua metabolizagcdo, resultando, assim, em morte neuronal (KABUTO;
YAMANUSHI, 2011). Estudos também demostram neurotoxicidade por alteracdo da
funcdo mitocondrial agindo no complexo | da cadeia transportadora de elétrons
(SIMOLA; MORELLLI, 2007).

Figura 13 - Mecanismo hipotético de toxicidade 6-OHDA
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O possivel mecanismo de toxicidade ocasionado pela 6-OHDA: 6-OHDA pode ocasionar morte
celular por trés mecanismos basilares: construgdo de EROs pela auto-oxidacdo, construcdo de
peroxido de hidrogénio induzida pela atividade da MAO ou inibicdo direta da cadeia respiratoria

mitocondrial. Fonte: adaptada de Blum et al., (2001).

A 6-OHDA é uma substancia empregue em diversas pesquisas com
particularidades em modelos experimentais, em modelos experimentais
desenvolvidos em primatas e roedores (DECRESSAC; MATTSSON; BJORKLUND,
2012; ANTUNES et al., 2021). No entanto, pode-se apontar outras substancias
quimicas como 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroxipiridina  (MPTP) (GERLACH,;
RIEDERER, 1996; KAHLE et al.,, 2002), rotenona e o0 paraquat que, quando
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administradas, sdo capazes de ocasionar determinadas particularidades da DP
(SPIVEY, 2011; BETARBET et al.,, 2002; HALBACH; SCHOBER; KRIEGLSTEIN,
2004).

Embora o preciso mecanismo subjacente a toxicidade da 6-OHDA ainda
esteja sob investigacao, o entendimento atual € que a 6-OHDA inicia a degeneracéo
neuronal através da combinacdo de estresse oxidativo e disfuncdo da cadeia
respiratoria mitocondrial (DUTY; JENNER, 2011).

A magnitude da lesdo é dependente da quantidade de 6-OHDA injetada e do
local da aplicagdo. Outro fato a ser destacado é que a 6-OHDA nao atravessa a
barreira hematoencefalica, sendo necesséaria a administracao diretamente na SNpc,
feixe medial do prosencéfalo ou CE, por meio de cirurgia estereotaxica (BLANDINI et
al., 2008; ZENG; GENG,; JIA, 2018).

A injecdo intracerebral de 6-OHDA pode acontecer da seguinte forma:
diretamente na SN, induzindo a uma morte acelerada das células (um a trés dias) ou
mediante injecdo no CE, que acarreta degeneracao retrograda dos neurénios da SN.
O segundo modelo se caracteriza por acometer uma lesao lenta, parcial e gradual
das células neuronais, em um tempo de quatro semanas (Figura 14) (SHIMOHAMA
et al., 2003). Episédio esse mimetiza a progressdo da DP, oportunizando a

verificagdo de novos tratamentos neuroprotetores (GEORGIEVSKA et al., 2002).

Figura 14 - Esquema mostrando a via nigroestriatal do cérebro de rato




48

A) Encéfalo de rato ndo lesionado com as projecdes dos neurénios dopaminérgicos saindo da SN em
direcdo ao corpo estriado (ou caudado-putamen) e globo péalido em ambos os hemisférios. (B) Em
seguida, a injdria unilateral ocasionada pela 6-OHDA, o acometimento da diminuicdo nas projecdes
nigroestriatais e dos niveis de dopamina no corpo estriado, caudado-putamen (CP), globo palido
(GP), projecbes nigroestriatais (PNE); substancia negra (SN). FONTE: Adaptado (KIRIK et al., 2004).

1.6 Exercicio Fisico e Doenca de Parkinson

Inicialmente, precisamos entender que atividade fisica e exercicio fisico
apresentam conceitos diferenciados. A atividade fisica envolve toda e qualquer
relacdo de movimento realizado pela musculatura esquelética, ultrapassando o
metabolismo basal, que deriva num substancial acréscimo do consumo energético
(BOUCHARD; SHEPHARD, 1994; ACM, 2013). De tal modo, a pratica do exercicio
fisico envolve um contexto estruturado, isto &, requer sistematizacdo e repeticédo
(treino) conduzido pelo profissional da area, com cumprimento de critérios como a
duracéo, intensidade, frequéncia, progressao, complexidade da tarefa, expectativas
e motivacao dos praticantes (ACSM, 2013; GOMES et al., 2012).

Deste modo, a préatica do exercicio fisico € uma conduta capaz de ativar
cascatas moleculares e celulares responsaveis pelo suporte e manutencédo da
plasticidade cerebral (COTMAN, BERCHTOLD, 2002). Analogicamente, a relacdo
entre exercicio fisico e salde vem se concretizando na contemporaneidade.
Pesquisa em largo contexto epidemiolégico demonstrou que a pratica regular de
exercicio fisico estd adjunta a promocdo da saude e a profilaxia de doencas
(LEANDRO et al., 2007).

Sabe-se que o sedentarismo é problema mundial de saude, dentre 0s ensejos
gue induzem a inatividade, relaciona-se ao desconhecimento sobre como se
exercitar, 0s escopos de cada exercicio, obstaculos de alguns grupos populacionais
e percepcdes distorcidas em relacdo aos beneficios do movimento (DOMINGUES;
ARAUJO; GIGANTE, 2004). Portanto, a pratica regular de exercicios fisicos oferece
um importante fator protetor para o desenvolvimento de doencas cronico-
degenerativas, especialmente relacionadas ao processo de envelhecimento. De
forma contréria, a inatividade fisica e o sedentarismo cooperam para o0 aparecimento
desse tipo de doenca (LAMBERTUCCI, 2013).
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O exercicio fisico implica em amplo consumo de adenosina trifosfato (ATP),
cuja extensdo depende da intensidade do trabalho a ser efetivado (ROBERGS;
GHIASVAND; PARKER, 2004). No caso do exercicio classificado como aerdbico,
advém ampliacdo do consumo de oxigénio pelos tecidos (VO2), regulado pela
capacidade maxima dos sistemas pulmonar e cardiovascular na captacdo e no
transporte do oxigénio (VO2wAx) para os tecidos (McCARDLE, KACTH, KACTH, 2016;
VISSERS et al.,, 2013), assim como a utilizagdo para a oxidagcdo de substratos
energéticos, como lipideos e carboidratos (POWERS, HOWLEY, 2014).

A definicdo da hegemonia metabdlica para o provimento de energia mediante
a pratica do exercicio exibe extraordinaria importancia para a adequada
determinacdo da atividade. Dessa forma, muitos sdo o0s protocolos de avaliacdo
alvitrados para detectar a intensidade de transi¢cdo entre os metabolismos aerobio e
anaerobio (FERNANDES et al., 2012; FERNANDES FILHO, 2003; GALLO,
ZULUAGA, GOBBI, 2013).

Entretanto, dependendo da frequéncia, duracdo 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).
Portanto, o exercicio fisico de intensidade leve a moderada surge como estratégia
neuroprotetora (TUON et al., 2012). Indicios cientificos asseguram as benfeitorias 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).

Os roedores sao utilizados nos principais modelos animais para estudo do
exercicio fisico nas funcdes cerebrais e seus mecanismos. Os principais modelos de
atividade fisica séo: respostas a atividades voluntarias como atividades em rodas de
correr (PANG et al.,, 2006) e ambientes enriquecidos (KEMPERMANN; KUHN;
GAGE, 1997; LEWIS, 2004), exercicios forcados como natacdo (DING et al., 2006;
OSTMAN, 1976) e esteira (BROWN et al., 1979; COSTA, 2016; PLOUGHMAN et al.,
2005).

Nesse contexto, atividade fisica insuficiente, ou sedentarismo, € um relevante

fator de risco para diferentes doencas como: obesidade, doencas cardiovasculares,
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diabetes mellitus do tipo 2, entre outras condi¢des cronicas (PAFFENBARGER et al.,
1993). A falta de atividade fisica também tem sido relacionada com disfun¢des no
sistema autoimune, doencgas pulmonares e modificagcbes no muasculo esquelético,
determinados tipos de cancer, além de fator de risco para doencas
neurodegenerativas (TREJO et al., 2002; VILLAR-CHEDA et al., 2009).

Nas ultimas décadas, os resultados benéficos do exercicio sobre o sistema
nervoso central (SNC) tém sido demonstrados, indicando uma acdo protetora em
oposicao a uma multiplicidade de distarbios psicoldgicos e neurologicos (HILLMAN;
ERICKSON; KRAMER, 2008; VAN PRAAG, 2009). Logo, o exercicio fisico se
mostrou benéfico nos diferentes modelos de patologias do SNC como: Esclerose
Multipla (EM), doencga de Huntington (DH), Alzheimer (DA), Epilepsia e Parkinson
(DP) (BENEDETT!I et al., 2009; KOHL et al., 2007; LAURIN et al., 2001; TILLERSON
et al.,, 2003). Entretanto, ressalta-se que 0s mecanismos subjacentes a estas

implicacdes benéficas ainda se apresentam insuficientemente compreendidos.

Pesquisas ainda indicam que a pratica do exercicio fisico leva a diminui¢cao o
risco de desenvolver a DP (CHEN et al., 2005; LOGROSCINO et al., 2006; WU et
al., 2011), ou ainda, um efeito neuroprotetor sobre os neurénios dopaminérgicos
(LAU et al., 2011; PETZINGER et al., 2007; TAJIRI et al., 2010; YOON et al., 2007).
Para Morris (2006), exercicios com treinamento repetitivo, ao serem realizados na
fase inicial da patologia, proporcionam um controle motor mais préximo do fisioldgico
e apropriado quando houver maior deterioragcdo nos ganglios da base e na evolucao
natural da doenca.

Os possiveis beneficios do exercicio no inicio da DP se apresentam cada vez
mais caracterizados. Acredita-se que ao manter um programa de exercicios logo ao
diagndstico e ao decorrer da doenca, os pacientes obterdo melhora ou conservacéo
dos sintomas motores a longo prazo. Relatam-se beneficios dos exercicios a curto
prazo, particularmente para a marcha, equilibrio, disfungdes motoras, depresséo e
qualidade de vida dos pacientes. Os principais tipos de exercicios testados sao:
exercicios aerbbicos, programas de exercicios estruturados e exercicios funcionais.
Os resultados expuseram que o receptor de dopamina D2 tem disponibilidade
acrescida, melhorando no controle postural de pacientes submetidos a intenso

programa de exercicios. Assim, indicam potenciais melhorias na funcao fisica e a
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probabilidade de delongo do inicio da manifestacdo dos sintomas da DP como
decorréncia do exercicio (PAHWA; LYONS, 2014).

Além disso, o exercicio aerdbico apresenta um extraordinario papel na
melhoria da aprendizagem, na memoria de curto e longo prazo em doencas
neurodegenerativas, entre elas a DP (CASSILHAS et al., 2012; LIU et al., 2011).
Rubert et al., (2006) descrevem que 0 exercicio fisico evita 0 agravamento de uma
série de sintomas que dificultam a vida de um individuo com DP tais como: o
arrefecimento da inaptiddo de realizar determinadas tarefas por conta da rigidez
muscular e a acinesia, podendo melhorar a coordenacdo motora afetada pelo tremor
parkinsoniano; a recuperagdo muscular; moderacéo das disfun¢cdes na marcha e no
equilibrio; a atenuacdo das decorréncias da bradicinesia; a conservacao da

independéncia funcional e facil reintegracdo na sociedade.

O exercicio fisico na DP apresenta numerosos beneficios sobre o ponto de
vista fisico (marcha, postura, equilibrio e capacidades fisicas em geral) e na reducéo
de sintomas ndo motores (fadiga, depressdo, melhoria na funcédo cognitiva, efeito

neuroprotetor contra a progressao da doenca) (CRUISE et al., 2011).

Destaca-se que estudos com modelos animais da DP tém mostrado diversos
processos plasticos desencadeados pelo exercicio fisico, envolvidos com
mecanismos de neuroprotecao, tais como melhora da angiogénese (AL-JARRAH et
al., 2010), incremento de respostas anti-inflamatérias (CADET et al.,, 2003) e
decréscimo das inflamatérias (WU et al., 2011), melhora das fun¢Bes mitocondriais
(LAU et al., 2011), aumento da neurogénese no CPu (TAJIRI et al., 2010) e na SNc
(STEINER et al., 2006), e submetidos a protocolos de exercicio voluntario em roda
(O'DELL et al.,, 2007), diminuindo os déficits neuroquimicos, aumentando a
producdo de tirosina-hidroxilase e do DAT, além da melhora do comportamento
motor (COSTA, 2016).

O exercicio fisico de intensidade leve, por 14 dias consecutivos em esteira,
também foi capaz de promover efeitos no modelo induzido por injecdo intra-estriatal
de 6-OHDA, verificando-se diminuicdo nos déficits de TH e do comportamento
rotacional induzido por injecado de apomorfina (YOON et al., 2007; COSTA, 2016).

Também foi possivel observar os beneficios do exercicio fisico em modelo

moderado crénico de DP, induzido por administracdo de MPTP em camundongos
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mostrou que exercicio em esteira por 18 semanas (1 semana antes de injetar MPTP,
5 semanas durante a administracdo e 12 semanas depois a inferéncia completa da
DP) foi capaz de atenuar os déficits de neurénios dopaminérgicos (TH), de DA e do
DAT, aumentar os niveis de fatores neurotroficos no circuito nigroestriatal (BDNF e
GDNF), além de melhorar a fungcdo mitocondrial, blindando, assim como, as células

de agravos oxidativos ocasionados pela neurotoxina (LAU et al., 2011).

Em exercicios forcados, os animais o executam de acordo com as
determinacdes do pesquisador, que estabelece a velocidade, inclinacdo e tempo de
treinamento que obrigam o0s animais a realizarem o exercicio fisico em intensidades
e solicitagcBes energéticas maiores (ARIDA et al., 2011). Assim, a corrida em esteira
ativa as respostas neuroendoécrinas de estresse e obriga o animal a percorrer em
uma velocidade continua, de acordo com o protocolo de treinamento do exercicio
(LIGHFOOQT et al., 2001).

7

O exercicio esteira € um método comum de treinamento utilizado pelos
pesquisadores que investigam adaptacdes fisiologicas causadas pelo exercicio. Este
modelo de treino é empregue em atributo ao seu éxito. Além disso, varios animais
Sdo capazes treinar sincronicamente e ainda propicia as maiores respostas do
metabolismo aerébio, fato efetivado pelo controle de parametros, como a
intensidade, tempo e velocidade (KEMI et al., 2002). Este tipo de exercicio tem se
revelado também capaz de promover mudancas no sistema nervoso e, quando
realizado a curto e longo prazo, pode induzir mudancgas no cortex sensorio-motor,

corpo estriado e cerebelo (KIM et al., 2010).

A realizacdo da pratica regular do exercicio fisico reduz as implicacdes
induzidas pelas desordens neurodegenerativas pertinentes com a DP. O exercicio
fisico regular incita o desenvolvimento e facilita a manutenc@o de tecidos neurais,
proporcionando beneficios as func¢des neuroldgicas (ZIGMOND et al., 2012). Além

de melhorar as fun¢des motoras em individuos com DP (KURTAIS et al., 2008).

7

Um importante efeito benéfico do exercicio no cérebro é 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
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relatam que o exercicio esteira promove a proliferacdo de células no giro denteado
do hipocampo (HC) em ratos. Consequentemente, o exercicio fisico oportuniza uma
melhora na performance motora, na funcao cognitiva bem como uma reducao da
mortalidade e incidéncia da DP (CHEN, 2003; TILLERSON et al., 2003 apud CHO et
al., 2013; GOES et al., 2014; COSTA, 2016).

Em um modelo experimental de DP, o exercicio fisico foi capaz de provocar
menores déficits apos a leséo, além de elevar a taxa de sobrevivéncia de neurdnios
dopaminérgicos na regido nigroestriatal, aumentando os niveis de fator neurotréfico
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 o0 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 hipétese de que a pratica regular de
exercicios fisicos podera proporcionar beneficios aos individuos acometidos pela
DP, se nao responsavel pela cura, mas tendo funcdo 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 anaerbébio, o periodo para inicio da pratica, resposta
neuroquimica e eficacia da associacdo com outras estratégias terapéuticas
(BARROSO, 2012).

O exercicio fisico regular beneficia pacientes com DP, apresentando uma
acao satisfatoria para atenuar ou prolongar o aparecimento dos sintomas, garantindo
alguma independéncia para os acometidos. Assim, é conveniente prescrever
tratamento fisioterapico em todas as fases da DP, destacando que cada sujeito
precisa ser analisado e tratado particularmente, com destaque na orientacdo e
reabilitacdo de acordo com as alteragbes funcionais (BOELEN, 2007). O exercicio
fisico regular, principalmente o aerobico, € benéfico para pacientes com DP, pois
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reduz sintomas como a bradicinesia, hipocinesia e distarbios da marcha, sendo
importante ferramenta no auxilio da terapia medicamentosa (RUBERT; ESTEVES,
2007).

1.7 Doenca de Parkinson e suplementacao de VD

A VD foi primeiramente assinalada como uma vitamina no século XX e
atualmente apontada como um hormonio, sendo encontradas duas formas
principais, séo elas: VD2 (ergocalciferol) e VD3 (colecalciferol) (Figura 15) (PETERS,
MARTINI, 2014). Em humanos, cerca de 80 a 90% da VD necessaria ao
metabolismo € sintetizada endogenamente a partir de reacfes iniciadas em
camadas profundas da derme. O sol emite um espectro de radiacéo
eletromagnética. A radiacdo UVB compreende os comprimentos de onda entre 290
nm e 315 nm, a qual é responsavel pela fotélise da provitamina D3 na epiderme e
derme (HOLICK, 2006). Os 10 a 20% restantes sdo adquiridos através da dieta
(HOLICK, 2008; WRZOSEK et al., 2013).

Figura 15 - Nomenclaturas da VD
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A VD3 é sintetizada na pele dos seres humanos e identificada por ter sua

absorcdo pela exposicdo a radiacdo ultravioleta B (RUVB), sendo consumida na

dieta através da ingestdo de alimentos de origem animal, dentre os quais podemos

citar: salmdo, atum, sardinha, gema do ovo, figado, leite e derivados. Em

contrapartida, a VD2 é de origem vegetal, adquirida a partir de leveduras e plantas.

A Figura 16 ilustra os principais processos metabolicos envolvidos na ativacdo da
VD e os tecidos nos quais ela atua (GIL et al., 2018; MAEDA et al.,, 2014,
WRZOSEK et al., 2013).

Figura 16 - Principais processos metabdlicos envolvidos na ativacdo da VD e os

tecidos nos quais ela atua
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A figura acima esquematiza o metabolismo da VD e apresenta alguns elementos, como minerais e
horménios, que sdo afetados pela acdo da VD. Demonstra desde suas primeiras hidroxilagbes até o
seu envolvimento na absorc¢ao do calcio e sua agdo em varios outros tecidos do corpo. Observa-se o
caminho fisiolégico da VD, desde sua ativacdo na pele até o seu destino final, cujo objetivo é
aumentar e auxiliar a absorcéo de calcio intestinal para a corrente sanguinea, além de seu transporte
para os principais 6rgaos envolvidos em seu metabolismo: figado, rins, glandulas paratireoides e
0sso0s. Fonte: Adaptado de Holick, 2006.

A recomendacao de VD, de acordo com as Dietary Reference Intakes (DRI)
(2017), (valores de referéncia de ingestéo utilizados para a avaliacéo e planejamento
de dietas para individuos saudaveis) € de 10 ug/d para todas as faixas etarias e
sexos e, em concordata com as Recommended Dietary Allowances (RDAs) (2011), é
de 15 ug/d até os 70 anos e de 20 pg/d apos os 70 anos. O nivel maximo de VD
tolerado, Tolerable Upper Intake Levels, para a populagédo adulta e idosa € de 100

pa/d.

Ressalta-se que a suplementacéo de VD entre sujeitos com hipovitaminose D
€ cada vez mais frequente, sendo o colecalciferol (VD3) mais efetivo que o
ergocalciferol (VD2), proporcionando uma meia-vida maior e acrescendo a
concentracdo sérica de VD. A dose diaria para atingir um nivel consideravel de VD,
em Unidades Internacionais (Ul), é de 600 Ul de 1 até 70 anos, incluindo gestantes e
lactantes, e 800 Ul para idosos maiores de 70 anos. Em individuos que apresentam
hipovitaminose D (<20 ng/mL) € observada sua regulacdo com a suplementacao de
1.000 Ul/dia ou até mais. Para cada 100 Ul tem-se um aumento de 0,7 a 1,0 ng/mL
de 25 (OH) D sérica (MAEDA et al., 2014; CATARINO et al., 2016). Portanto, a VD é
atuante na absorc¢do de célcio e fésforo, contribuindo efetivamente na mineralizacao
0ssea (CATARINO et al., 2016).

Destaca-se que baixos niveis séricos de VD podem estar conexos com outras
incidéncias, como diminuicdo da capacidade fisica, menor exposi¢cdo ao sol, maior
frequéncia de polimorfismos nos genes do VDR (Receptor de VD), efeito colateral de
medicamentos, além de fatores nutricionais. Sabe-se que a VD exibe uma acao
adicional muito relevante no sistema nervoso central, bem como na neuroprotecao e

na neuromodulacao (KIM et al., 2018).

A funcéo neuronal depende da absorcdo e ativagdo da VD, caracterizando

uma forte atividade antioxidante, diminuindo a peroxidacao lipidica e acrescendo as
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enzimas que protegem contra a oxidacdo. Acredita-se que 0 estresse oxidativo
desempenhe um papel na morte celular dopaminérgica na DP. Danos ao cérebro,
causados pelo estresse oxidativo, também podem contribuir para a disfuncao
cognitiva em doencas neurodegenerativas (GATTO et al., 2016). Coletivamente, os
efeitos fisiolégicos da VD nas funcbes cerebrais incluem a promocdo da
neurotransmissao, neurogénese, sinaptogénese, depuracdo amildide e a prevencao
da morte neuronal (SOMMA et al., 2017).

O envolvimento da VD nas funcfes cerebrais é evidenciado pela presenca da
enzima 25(OH)D3-1a-hidroxilase, e também dos receptores de VD (VDR),
principalmente no hipotalamo e nos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra
(EYLES et al., 2005; WRZOSEK et al., 2013), sugerindo-se, inclusive, uma relacao

entre insuficiéncia de 25(OH) com o desenvolvimento ou a progresséo da DP.

Estudos recentes demonstram que pacientes com DP tém concentracoes
séricas de 25-hidroxivitamina D (25 (OH) D) mais baixas do que os controles. Além
disso, os baixos niveis dessa vitamina estdo associados com aumento do risco de
sintomas classicos de doencas neurodegenerativas, tais como: comprometimento
cognitivo, funcBes motoras prejudicadas, declinio da meméria, quedas e alteractes
no equilibrio (SLEEMAN et al., 2017; KODUAH et al., 2017). Os receptores de VD e
a enzima que converte a 25-hidroxivitamina D em VD ativa sdo encontrados em todo
o cérebro (RIMMELZWAAN et al., 2016). A VD3 inibe a ativacdo da micrdglia,
protegendo os neurbnios dopaminérgicos e aumentando a expressao do fator
neurotréfico derivado da linha de células da glia, além de facilitar a neuroprotecéo
(KIM et al., 2018).

As pesquisas sugerem que a existéncia do VDR (receptores de VD) e da
enzima 1-a-hidroxilase no cérebro humano, principalmente nos neurénios
dopaminérgicos da substancia negra, é correlacionado com a severidade e duracdo
da DP (DING et al., 2013; WRZOSEK et al., 2013) e até mesmo com 0 risco para
desenvolver a doenca (KENBORG et al.,, 2011; KNEKT et al., 2010). Em uma
investigacdo conduzida por Knekt et al. (2010), foi evidenciado que pessoas com
concentracbes de 50 nmol/l de VD tinham 65% menos chances de desenvolver a
DP, corroborrando com os resultados de Newmark et al. (2007), os quais

despontaram que a caréncia crénica de VD & um fator de risco para a DP.
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Um estudo conduzido por Evatt et al. (2011), em que realizaram a
comparacao entre niveis séricos de 25(0OH) e sua relacdo com DP e Alzheimer, uma
doenca também degenerativa, demonstrou insuficiéncia de 55% para os individuos
com Parkinson e 46% para os individuos com Alzheimer, evidenciando que a
vitamina D pode estar envolvida da patogenia, progressao e manifestacéo clinica da
DP.

E sabido que os sintomas motores da DP estdo relacionados & perda dos
neurénios dopaminérgicos da substancia negra, afetando o equilibrio, a marcha e a
forca muscular. HA uma crescente proeminéncia de que a VD influéncia toda a
funcdo neuromuscular. Individuos que apresentam hipotavitaminose D exibem
atrofia muscular e perda das fibras tipo Il, evidenciando a presenca de receptores
especificos de VD nos musculos, responsaveis pela sintese proteica celular e, por
consequéncia, melhora na funcdo muscular (DHESI et al., 2002; PETERSON et al.,
2013).

Pesquisas tém demonstrado implicacdes neuroprotetoras da VD em estudos
com animais in vivo e in vitro (LIU et al.,, 2013; SANCHEZ et al., 2009). Dessa
maneira, tem-se reportado que a 1,25(0OH)2D3 pode induzir o GNDF, que s&o os
fatores neurotréficos derivados da glia, os quais exercem importante funcdo no
processo de regeneracdo de fibras nervosas lesionadas (WANG et al.,, 2001). A
administracdo de 1,25(0OH)2D3 aumenta os niveis de GNDF no cértex cerebral de
ratos e a administracao intraperiotonal de 1,25(0OH)2D3 aumenta os niveis de GNDF
no corpo estriado de ratos, demonstrando que a 1,25(0OH)2D3 pode modular a
expressdo do GNDF, proporcionando protecdo e/ou reparacdo dos neurbnios
dopaminérgicos da via nigroestriatal, pela inducdo de fatores neurotréficos no
cérebro (SANCHEZ et al., 2009).

Portanto, niveis plasmaticos de VD, obtidos por meio da dieta ou por meio da
exposicdo solar (WANG et al.,, 2015), estdo associados a patogénese da DP
(ZHANG et al., 2014). As pesquisas de Eyles et al. (2005) e Wrzosek et al., (2013)
indicam que a existéncia do VDR e da enzima 1-a-hidroxilase no cérebro humano,
principalmente nos neurbnios dopaminérgicos da substancia negra, € associado com
a severidade e duracdo da DP (DING et al., 2013) e até mesmo com 0 risco para
desenvolver a doenca (KENBORG et al., 2011).
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Em uma investigacdo conduzida por Knekt et al., (2010), foi evidenciado que
individuos com concentracfes de 50 nmol/l de VD apresentaram uma menor chance
de desenvolver DP; em torno de 65%. Dados da pesquisa de Newmark et al. (2007)
mostraram que a deficiéncia cronica de VD & um fator de risco para a DP. A VD tem
apontado resultados neuroprotetores, o que evidencia a sua funcdo em regular a
homeostase do Ca?* no cérebro, modulando, por conseguinte, a morte neural, jA que
o Ca?* possui relevante papel nesse processo, compreendendo a excitabilidade
neural e expresséo génica (BREWER et al., 2001).

1.8 Relevancia e justificativa

Diante das transformacfes demogréaficas no Brasil e no mundo, pondera-se
basilar o aparecimento e/ou aperfeicoamento de estratégias propensas para a
melhoria da qualidade de vida e valorizacdo da pessoa idosa, sejam estas de cunho
farmacoldgico ou ndo, visto que esta populacdo se encontra mais susceptivel as
diferentes patologias, dentre as quais as neurodegenerativas, como DP. E sabido
que as intervencdes terapéuticas utilizadas até o momento, notadamente as acbes
farmacoldgicas, apresentam suas expressivas contribuicbes, no entanto, exibem

limitagcdes no percurso do tratamento da doenca.

O tratamento da DP se dispde a preservar e melhorar a condigdo do paciente
com relacdo a independéncia funcional, reduzindo desconfortos e agravos da
patologia. Os sintomas sao remediados pela 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L — Dopa),
0 precursor bioquimico da dopamina (LIM et al., 2015). A levodopa, apés adentrar a
barreira hemato-encefalica, é convertida em dopamina pela dopa descarboxilase,

desempenhando seus efeitos, especialmente no nucleo estriado (CAMPOS, 2010).

Contudo, o tratamento farmacologico continuo com L-Dopa, reconhecido
como padréo ouro para DP, esta associado com decorréncias motoras adversas,
como discinesia, a qual estd associada a atividade acentuada de neurdnios
colinérgicos no corpo estriado (LIM et al., 2015), bem como flutuagbes motoras
(DAVID et al., 2012). Consequentemente, tratamentos n&o farmacolégicos como a
pratica do exercicio fisico (EARHART et al., 2015) e suplementagéo de VD (SUZUKI

et al., 2013), associados ao convencional tém como prerrogativa reduzir a
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progressdo da doenca (FALVO et al.,, 2008), tendo como premissa uma melhor

qualidade de vida.

No passado, o exercicio fisico ndo era preconizado para pacientes com
diagnéstico de DP, por entender que este ndo proporcionava melhorias aos
pacientes ou ainda poderia ocasionar prejuizos (HIRSCH; FARLEY, 2009). Contudo,
evidéncias advindas de diferentes estudos, descrevem que o0 exercicio, ou a
fisioterapia, desempenham uma implicacdo benéfica nos predicados cardinais da
DP. Considera-se que o exercicio fisico regular desempenhe um resultado proficuo
sobre as condi¢cdes neuroquimicas (AGUIAR et al., 2007; CARVEY; PUNATI;
NEWMAN, 2006; TUON et al., 2012).

O exercicio fisico aerébico e a suplementacdo da VD tém mostrado sua
competéncia junto a terapia da DP, por serem capazes de operar em multiplos
mecanismos patogénicos da doenga, como no estresse oxidativo e diminuicdo da
excitotoxicidade. O exercicio fisico e a suplementacédo da VD constituem como uma
acao nao invasiva para alcancar a neuroprotecdo, com o designio de se aperfeicoar
a resposta ao tratamento farmacoldgico (ARCHER; FREDRIKSSON, 2010;
FREDRIKSSON et al., 2011).

No entanto, os mecanismos que elucidam as implicacées do exercicio fisico
(AL-JARRAH et al., 2010) e a suplementacédo da VD nos neurbnios dopaminérgicos
ndo estdo inteiramente elucidados. Deste modo, estudos s@o imprescindiveis para
designar os mecanismos neuroprotetores da pratica do exercicio fisico e da
suplementacdo da VD, que apresentem seus efeitos benéficos na diminuicdo da
progressdo da DP e na melhora da qualidade de vida, o que evidencia a relevancia
desta pesquisa. De tal modo, o exercicio fisico e a suplementacdo da VD pode
outorgar neuroprotecdo, tornando mais lento o desdobramento e progressdo da

doenca por meio de mecanismos adaptativos de vias de sinalizacao afetadas.

Considera-se, portanto, importante avaliar os efeitos benéficos do exercicio
fisico e suplementacdo da VD na progressdo da DP, oferecendo assim uma

estratégia a ser combinado ao tratamento tradicional da DP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do exercicio fisico associado a suplementacdo da VD na

leséo estriatal unilateral por 6-OHDA em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar os efeitos do exercicio fisico associado a suplementacdo da VD nas
alteracdes de comportamento rotacional, induzidos pela apomorfina;

o Avaliar os efeitos do exercicio fisico associado a suplementacdo da VD nas
alteracdes sobre o desempenho motor nos testes do campo aberto, assimetria no

uso da pata anterior no teste do cilindro, rotarod;

o Avaliar as alteracbes na memoaria no, y-maze e reconhecimento de objetos;

o Determinar os efeitos do exercicio fisico associado a suplementacédo da VD
sobre as concentracfes estriatais de DA e de seu metabdlito (DOPAC) por

Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC);

o Determinar os efeitos neuroprotetores do exercicio fisico associado a

suplementacao da VD na peroxidacao lipidica (MDA) e producéo de nitrito;

o Determinar potencial antioxidante, através da producéo de glutationa redutase
(GSH);
o Analisar os efeitos do exercicio fisico, associado a suplementacéo da VD na

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

imunohistoquimicos;
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o Analisar os efeitos do exercicio fisico, associado a suplementacdo da VD na
imunoexpressao para o transportador de dopamina (DAT), por meio de ensaios

imunohistoquimicos;

o Analisar os efeitos do exercicio fisico, associado a suplementacdo da VD na
imunoexpressdo para proteina glial fibrilar acida (GFAP), e fator neurotréfico

derivado da glia (GDNF) por meio de ensaios imunohistoquimicos;

o Analisar os efeitos do exercicio fisico, associado a suplementacéo da VD na
imunoexpressao para alfa-sinucleina, e Receptor de VD (VDR), por meio de ensaios

imunohistoquimicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus novergicus, linhagem Wistar), com peso
variando entre 200 e 250g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceara (UFC). Os animais permaneceram em caixas de prolipropileno com, no
minimo 4, a temperatura média de 24 + 2°C em ciclos de alternéncia claro/escuro de

12 horas, recebendo racéo padrao e a4gua a vontade.

Todo o0 estudo seguiu o0s principios éticos da experimentacdo animal
preconizados pelas resolu¢cdes Normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). O estudo foi submetido e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-
UFC), com protocolo sob n° 82/2016 (ANEXO 1).

3.2 Drogas e Reagentes

As drogas utilizadas: 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma Aldrich, USA),
apomorfina (Sigma Aldrich, USA), cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Laboratorio

Kdnig S/A), cloridrato de xilazina (Kensol®, Laboratério Konig S/A).

3. 3 Cirurgia Estereotaxica: Injecao Estereotaxica Unilateral com 6-OHDA

Os procedimentos para lesdo na &rea cerebral corpo estriado (CE) (Figura 18)
consistiram em um procedimento cirargico de estereotaxia (Figura 17). Os animais
foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de xilazina (10 mg/kg, i.p.) e
ketamina (100 mg/kg, i.p.). Os animais foram submetidos a tricotomia da regiao
superior da cabeca, para serem posteriormente fixos ao aparelho estereotaxico
(Figura 19). Executou-se uma inciséo de, aproximadamente, 2 cm de comprimento
com um bisturi na parte superior do cranio, expondo-se as suturas 4sseas cranianas,

a fim de localizar o bregma (jungéo entre as suturas sagital e coronal (Figura 17).
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Figura 17 - Representacao esquematica procedimento cirdrgico de estereotaxia

Coordenada
' ldo dreto

Fonte: adapatado de Gongalves, 2020.

Figura 18 - Representacdo esquematica de diferentes locais no rato e cérebros
humanos

Cérebro Cérebro
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_____ Ventriculos Laterais
Ventriculos Laterais .
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Os esquemas acima séo secfes coronais do estriado de rato e caudado humano (azul) e putdmen
(verde) junto com a substancia negra pares compactos (vermelho). O esquema é uma sec¢édo coronal

ao nivel da substantia negra pares compacta (vermelho). Fonte: Adaptado de BORONAT-GARCIA;
GUERRA-CRESPO; DRUCKER-COLIN; 2017).
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Figura 19 — Aparelho estereotaxico

ILLINOIS 60191-1109: USA STOELTING. SINCE 1896. Fonte: Arquivo pessoal.

Os sitios, nos quais as lesdes foram efetivadas, se localizavam nas
coordenadas descritas no quadro 1, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson
(1986) (QUADRO 1). Ap6s a marcacao das coodenadas, foi realizada as
perfuragbes com uma broca. Constituiram em duas perfuragfes e administradas em
cada uma (1 pl de uma solugéo de 6-OHDA dissolvida em salina (0,9%) contendo
0,2% de acido ascorbico, na concentracdo 12 pg/ul) no corpo estriado direito (CED),
utilizando-se de uma seringa de Hamilton de 5ul (Figura 20). Apds a insercdo da
agulha na area de aplicacdo, a mesma permaneceu por um tempo de 5 min, a fim de

assegurar que o conteudo pudesse ser inoculado adequadamente (KIM et al., 1998).

Quadro 1 — Sitios das lesdes estriatais unilaterais com 6-OHDA

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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Figura 20 — Figura esquematica representativa das 3 coordenadas estereotaxicas

para injecdo intracraniana de 6-OHDA

Figure mn ( Figare 4|

.~

Intetaural 9.48 mm

Bregma 048 mm Interaural 804 mm Beegma 0.9 mm

No corpo estriado, indicada pelo ponto vermelho, de acordo com PAXINOS, G.; WATSON, C. The rat
brain in stereotaxic coordinates. Elsevier: San Diego, Califérnia, 2006. Fonte: adaptado Paxinos;
Watson (2006).

No decurso do 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 cirlrgicos, no entanto, ndo receberam a neurotoxina (6-
OHDA). Introduziu-se a agulha nas mesmas coordenadas estereotaxicas, seguida
de infusdo de salina estéril e veiculo (acido ascérbico a 2%). No seguimento, a
incisdo foi suturada com fio néilon 3.0 e o animal recolocado na caixa de
polipropileno sob luz vermelha para manutencdo da temperatura corpérea e

recuperacao.

3.4 Procedimento Experimental

3. 4.1 Suplementacao com VD

A administragéo oral de VD, diluida em Tween® 80, aconteceu diariamente,

com agulha curva de gavagem para ratos (Figura 21), no volume de 0,1 mL/10g de
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peso. Destaca-se que a definicdo da dose se fundamentou no estudo de Amminger

et al., (2010). A dose utilizada no animal VD foi de 1ug/kg/dia, por 21 dias.

Figura 21 - Canula de gavagem

- i..-l-

Fonte: Agulha de gavagem para Rato, IC810, Marca: Aton. Caracteristicas: Canula, diametro
1,2mm; didmetro da esfera 2,3mm (distal); angulo da agulha 10 graus; comprimento da canula

41,2mm) Arquivo pessoal.

3.4.2 Protocolo de exercicio fisico esteira e suplementacdo com VD

Os animais foram distribuidos em 6 grupos, em concordata com o Quadro
2. Esses foram suplementados por gavagem, por meio de uma canula com VD
(1pg/kg/dia), por 21 dias, ressalta-se que durante o processo de tratamento os
animais eram pesados a cada trés dias para adaptacdo das suplementa de VD ao
peso do aminal. Realizou-se o exercicio fisico em esteira por 30 minutos, com uma
velocidade de 20 cm/segundo, uma vez ao dia durante 21 dias consecutivos (Figura
22). Este procedimento iniciava-se 24 horas apdés a cirurgia esterotaxica e injecao de
6-OHDA (CHEN, 2003; CHEN et al., 2005; TILLERSON et al., 2003 apud CHO et al.,
2013; COSTA, 2017).

Destaca-se, que nos grupos com suplementacédo de VD e exercicio fisico, a
administragao incidia 30 minutos antes da realizagéo do exercicio. Posteriormente a
aplicacdo do referido protocolo, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais e, em seguida, eutanasiados, sendo retiradas as areas cerebrais

para realizacdo dos estudos neuroquimicos e imunohistoquimicos.
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Quadro 2 - Divisao dos Grupos, protocolo de Exercicio Fisico com Suplementacéo

de VD

GRUPOS

Protocolo de Exercicio

1 -

(FO), sem exercicio

Falso operado

Cirurgia estereotaxica com injecédo intraestriatal de salina.

2 -

(FO), com exercicio

Falso operado

Cirurgia estereotaxica com injecao intraestriatal de salina +
realizacdo de exercicio fisico esteira por 30 minutos durante
21 dias.

3 - 6-OHDA, sem | Grupo lesionado com 6-OHDA, injetada no CED (12 ug/2 pL,
exercicio intrastriatal) sem exercicio fisico em esteira.

4 - 6-OHDA, sem | Grupo lesionado com 6-OHDA, injetada no CED (12 ug/2 pL,
exercicio com | intrastriatal) + suplementacédo de VD (1ug/kg/dia) durante 21

Suplementacéo de VD

dias.

5 - 6-OHDA, com | Grupo lesionado com 6-OHDA, injetada no CED (12 ug/2 pL,

exercicio intrastriatal) + realizacdo de exercicio fisico esteira por 30
minutos durante 21 dias.

6 - 6-OHDA, com | Grupo lesionado com 6-OHDA, injetada no CED (12 pg/2 pL,

exercicio e | intrastriatal) + suplementacdo de VD (1pg/kg/dia) +

Suplementacéo de VD

realizagéo de exercicio fisico esteira por 30 minutos durante
21 dias.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22 — Esteira automatizada constituida de 3 raias

Fonte: Arquivo pessoal.

3.5 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram utilizados para avaliar as decorréncias da
aplicacao do protocolo de exercicio fisico em esteira e suplementacdo de VD. Apos
a aplicacdo do protocolo e suplementacdo com VD, os animais foram divididos em
dois grupos. Ressalta-se que se utilizou uma meédia de 9 a 28 animais, em cada
grupo experimental e para os diferentes testes. Os mesmos foram submetidos a
testes para avaliar o comportamento rotacional, atividade locomotora e memodria.
Foram realizados: Atividade rotacional com apomorfina; Atividade locomotora com
campo aberto, rotarod; Mema@ria com Y-maze e reconhecimento de objeto. O teste
de apomorfina foi o primeiro a ser realizado, apdés 24 horas deste, dava-se
continuidade aos demais testes comportamentais como apresentados nos dois

esquemas abaixo.
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Esquema 1 — Grupo 1: Desenho Experimental

Dias 2a 22 Dia 24
(Todos Animais) (Todos os Animais)
* Adaptagioao
Fo (5E) Teste Rota Rod festeRota fod
(1 min/animal)
Y — (1 min)
Exercicio em ) "Campo Aberto
FO (SE) Esteira: (1 mim de
FO (CE a
(< Focz) Teste de Rotagdo adasp't:ig';‘a)o )
6-OHDA (CE) Induzido por
_coHDAD(cE) | Apomerfina(th/animal) g 0
G-OHDA(SE) | - i I“i -
6-OHDA (CE) Suplementagao |_anema) |
Vitamina D: ‘ "
6-OHDA+VD (SE) Eutandsia
6-OHDA+VD (CE) 6-OHDA+VD (SE) (Decapitago)
6-OHDA+VD (CE) —

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, iniciava-se protocolo de
exercicio fisico em esteira durante 21 dias, consecutivos e suplementacdo de VD. Apés a aplicacao
do protocolo de exercicio e suplementacdo de VD os animais eram submetidos ao teste de
apomorfina. Apés um periodo, 24h da aplicacdo da apomorfina os animais realizavam os testes
comportamentais: RotaRod, campo aberto, cilindro e eutanasiados para realizacdo dos testes

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

Dia 23
(Todos Animais)
/ Adaptagao: Test | (.
aptac¢ao. leste R heciment
FO(S/e) a Raconher:imento N ec:: oe;j:: °
/ de objeto _ (5 min/animal)
(5 min)
Exercicio em \ / ’ ‘
g:‘::} Esteira: % \ 1| Y-Maze
- ro(e) Teste de Rotagio (3 min)
6-OHDA (CE) Induzido por
\ 6-OHDA+VD3 (CE) Apomeorfina (1h/animal) Eutandsia
P N ’ Decapitagao
6-OHDA (SE) ~ Suplementagdo ) \( Phap ),
6-OHDA (CE) Vitamina D:
6-OHDA+VD3 () 6-0HDA+VD (SE)
6-OHDA+VD3 (CE) 6-OHDAHVD (CE)
\ J

No grupo 2, aplicagdo dos testes de memoria e atividade rotacional: 1° dia, os animais sofreram a
lesdo estriatal pela 6-OHDA (falso operado). Vinte e quatro horas apds, iniciava-se protocolo de
exercicio fisico em esteira durante 21 dias, consecutivos e suplementacdo de VD. Apds a aplicagao
do protocolo de exercicio e suplementagdo da VD os animais eram submetidos aos pré-testes do
reconhecimento de objeto, em seguida ao teste de apomorfina. Ap6s um periodo, 24h da aplicagédo
da apomorfina 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

Descreve-se que 0s primeiros achados experimentais de comportamento
rotacional foram exercidos por Ungerstedt (1968) e Ungerstedt e Arbuthnott no ano
de 1970. Sabe-se que a apomorfina é um agonista direto dos receptores
dopaminérgicos e que sua administracdo, em animais lesionados unilateralmente
com 6-OHDA, atua nas rotagcbes contralaterais a lesdo (UNGERSTEDT,;
ARBUTHNOTT, 1970). Sua atuacédo se efetua nos receptores dopaminérgicos D2
supersensibilizados na regido lesionada (Figura 23) (SCHWARTING; HUSTON,
1996).

Por ser um agonista do receptor dopaminérgico que pode ativar os receptores
pés-sinapticos de dopamina no corpo estriado, a desnervacdo dopaminérgica
induzida por 6-OHDA em um hemisfério do estriado resulta em supersensibilidade
pos-sinaptica a dopamina no lado lesionado, de modo que a apomorfina aumenta a
estimulacdo da atividade no lado lesionado para uma maior extensédo do que no lado
nao lesado. A supersensibilidade faz com que os animais lesionados a girem
contralateralmente ao lado lesado apds a administracdo de apomorfina (GREALISH
et al., 2010).

Destaca-se que 0s animais realizaram o teste rotacional 21 dias apoés a lesédo
estriatal com 6-OHDA. O teste de comportamento rotacional consistiu na observacao
das rotacdes ocasionadas pela administracdo da apomorfina (3mg/kg, i.p.) na
direcdo contraria a lesdo (lado contralateral), ponderando o ndmero de rotacdes
completas em volta do préprio eixo no periodo de uma hora (KIM et al., 1998).
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Figura 23 — Perda parcial de receptores de neurdnios dopaminérgicos nigroestratais

Apomorfina

( .

¢ Nocsorkia Rotagoes
- s contralaterais a lesao
o Receplor 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.

3.5.2 Teste rotarod

O rotarod apresenta como premissa a avaliagdo da coordenacdo motora e
equilibrio de roedores (PETZINGER; WALSH et al., 2007). Consiste em uma barra
giratéria (Figura 24) que possibilita averiguar os potenciais de destacados
anteriormente. No teste rotarod foram registrados o numero de quedas da barra
giratéria (12 rpm/min) em 60s (DALLMEIER; CARLINI, 1981; DUNHAM; MIYA,
1957). Para concretizacdo deste teste, foi imprescindivel uma adaptacdo) dos
animais (pré-teste) 24 horas antes, seguindo o mesmo tempo e parametros

realizados no teste.
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Figura 24 — Aparelho rotarod

Pré-teste (60 segundos) Teste (60 segundos) numero
adaptagdo 24 horas de quedas da barra giratoria

Fonte: Elaborado pelo autor.

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

Espontanea

Campo aberto € abalizado na metodologia delineada por Siegel (1946) e
validado por Archer (1973). O campo aberto utilizado foi confeccionado em acrilico e
consiste nhuma arena medindo 50 x 50 cm com fundo preto, dividido em quatro
quadrantes iguais (Figura 25). Realizou-se o teste em seis minutos, porém o primeiro

minuto consistia em um periodo de adaptacao.
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Figura 25 — Arenado teste de campo e parametros avaliados

/

Parametros Analisados

Grooming Rearing Cruzamentos

| |

‘_/ 90 x 30

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os parametros estudados no decurso do experimento consistiram em:
Numero de cruzamentos (NC): cruzamento com as quatro patas de um quadrante
para o outro (movimentacao espontanea e exploratdria); Namero de Grooming (NG):
comportamentos de autolimpeza; Numero de Rearing (NR): levantamento de patas
dianteiras para exploracéo vertical.

Destaca-se que o aparato utilizado era higienizado com alcool a 10% ao
término de cada animal, evitando que o cheiro da urina e fezes interferissem no

teste.

3.4.4 Teste do Cilindro (Limb-use Asymmetry Test) (Adaptado de SCHALLERT
et al., 2000)

O teste do cilindro ou “Limb-use Asymmetry Test”, criado por Schallert et al.
(2000), avalia a relacdo de assimetria na utilizacdo dos membros anteriores na
atividade exploratoria vertical (rearing). Contudo, pode ser empreguado para avaliar
perda de DA nigroestriatal (TILLERSON et al., 2001; 2002).

O equipamento operado consiste em um cilindro transparente de 18 cm de
didmetro e 40 cm de altura. Os animais foram colocados individualmente no

aparelho com o objetivo de explora-lo por um periodo de 5 min. Assim, foi registrado
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0 numero de contatos do membro anterior ndo comprometido (ipsilateral, direito), do
membro anterior comprometido (contralateral, esquerdo) e de ambos os membros
mutuamente na parede do aparato durante a elevagdo e movimentos laterais (Figura
26). Quando os animais apresentavam um quantitativo menor que 10 contatos na
parede do cilindro, estes foram tirados da analise (GULLEY, 2007).

Ressalta-se que o aparato utilizado era higienizado com éalcool a 10% ao
término de cada animal, evitando que o cheiro da urina e fezes interferissem no

teste.

Figura 26 - Animal durante o movimento de rearing no Teste do Cilindro

3.5.5 Teste Labirinto em Y (Y- Maze) (STONE et al., 1991)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O teste labirinto em Y (Y-maze) avalia a memdria operacional (working
memory) e o aprendizado. O aparato consiste em uma caixa de acrilico preta (35 cm

de altura, 40 cm de comprimento e 12 cm de largura) com trés bracos iguais (Figura
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27). O animal é colocado no ambiente por um periodo de 8 minutos para a

verificacdo de alternancia nos bracos espontaneamente.

Observou-se a sequéncia dos bragos nos quais 0s animais entraram, bem
como as informacdes ponderadas, de forma a determinar o quantitativo de entradas
nos bracos sem repeticdo. Considera-se correto quando o animal alcanca uma

sequéncia de visitagdo nos bracos sem retorno imediato ao braco anterior visitado.

A efetividade deste comportamento é balizada pelo elevado percentual de
alternancia nos grupos controles, uma vez que os animais podem lembrar em qual
braco entraram anteriormente. Assim, a percentualidade das alternacdes é calculada
como a razdo entre o numero de acertos e o numero total de entradas executadas
no decurso da observacdo (YAMADA et al., 1996), de acordo com formula

matematica apresentada abaixo:

Alternacfes Espontaneas (%) =Numeros de acertos X 100

Numero total de entradas — 2
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Figura 27 — Teste Labirinto em Y (Y- Maze)

Sequéncia Correta Sequéncia Incorreta

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5.6 Teste Reconhecimento de objeto

A memodria de reconhecimento de objetos € a competéncia de distinguir, 0s
objetos apresentados antecipadamente e objetos que néo tenham. Roedores detém
uma tendéncia natural e peculiar de passar mais tempo explorando objetos novos do

gue aqueles conhecidos, descritos como antigos.

O teste incide em dois dias. No primeiro, antes de qualquer procedimento, 0s
animais foram alocados no aparato com permanéncia de 5 minutos, sem contato
com nenhum objeto, para adaptacdo ao ambiente. Em um periodo de 24 horas, dois
objetos analogos foram colocados paralelos e os animais foram submetidos ao pré-
teste em um periodo de cinco minutos (Figura 28). No mesmo dia, apds uma
retencdo de 1,5 horas, foi examinada a memoria de curta duracdo, onde o animal foi
recolocado no aparato e submetido a um teste de cinco minutos com um objeto

similar ao do pré-teste e um objeto novo (diferente) (Figura 28).

No mesmo dia, apés uma retencdo de 1,5 hora, foi examinada a memoria de

curta duracéo, onde o animal foi recolocado no aparato e submetido a um teste de
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cinco minutos com um objeto similar ao do pré-teste e um objeto novo (diferente)
(Figura 28).

No teste, foram analisados 0s seguintes parametros: tempo gasto para
explorar cada objeto (novo e familiar), considerando-se exploracdo quando o animal
fica com o focinho até 0,5 cm do objeto. A principal medida foi a razdo de
discriminagédo dos objetos, estabelecida pelo tempo utilizado para explorar o objeto
novo, dividido pela soma dos tempos utilizados para explorar o objeto novo e o
objeto familiar (thovo/tnovo + tfamiliar) (ENNACEUR; DELACOUR, 1988).

Para o teste de reconhecimento de objeto, foi utilizada uma arena retangular
medindo 50 x 50 cm, sendo o piso dividido em quatro quadrantes iguais, com

objetos de plastico (Figura 28).

Figura 28 — Teste Reconhecimento de objeto

Adaptagio ao
Ambiente

/ 50x50 R

Pré-teste (5 minutos) , Teste (5 minutos)
Dois objetos analogos 1.5 hora Objetos diferentes

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.6 Dissecacdo das areas cerebrais

3.6.1 Areas cerebrais para testes neuroquimicos e imunohistoquimicos

Ao término dos testes de comportamento, os animais foram divididos para os
testes neuroquimicos e imunohistoquimicos. Nos testes imunohistoquimicos, os
animais escolhidos foram decapitados com uma guilhotina (Figura 29) sem utilizacéo
de anestésicos, para ndo ocorresse interferéncia nos resultados da pesquisa, por se
tratar de um estudo que envolve o sistema nervoso central. 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 paraformaldeido 4% para fixacdo do
material e, apds 24h, esta solucao foi substituida por alcool 70%.

Figura 29 — Guilhotina

Fonte: Guilhotina para Roedores, EB 271 INSIGHT®. Medidas Base: 300mm x 300mm; Altura:

22mm; Facas Abertas: 170mm de altura; Altura de cada faca: 73mm; Peso: 4,5 Kg. Arquivo pessoal.

Os efeitos do exercicio e a suplementacdo de VD sobre a lesé@o unilateral por

6-OHDA foram avaliados por meio de testes neuroquimicos, avaliando-se diferentes
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areas cerebrais (CPF, HP e CE) com o intuito de analisar a destruicdo progressiva
produzida pela 6-OHDA no corpo estriado (area lesionada) e se a mesma pode
afetar diferentes &reas cerebrais e ndo exclusivamente aos neurbnios da via

nigroestriatal.

Os animais foram decapitados como descrito anteriormente e os encéfalos
retirados rapidamente posicionados 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 microdissecacao.

Na dissecacao do cortex pré-frontal (CPF), a porcdo precedente dos lobos
frontais (em torno de 1,5 mm a partir do bulbo olfatério) foram retiradas por meio de
uma secc¢ao bilateral manuseando uma tesoura de microdissecacdo (MACHADO,
2000 apud SOUSA, 2015).

Apos a remocdo do CPF, seguindo a fissura sagital mediana, o cortex
divulsionado foi afastado para os lados, exibindo a regido hipocampal (HC) e parte
do corpo estriado (CE). O HC e o CE, foram separados das estruturas circunjacentes
por divulsionamento com uma tesoura de microdissecacdo. Terminada a
dissecacdo, as areas foram acondicionadas em tubos de microcentrifuga
(Eppendorf®), devidamente indentificados, pesadas e armazenadas a -70°C até a

execucao da analise.

3.7 Determinacdo da concentracdo de monoaminas (DA) e seu metabdlito
(DOPAC) com HPLC

O CE foi utilizado para preparar homogenatos a 10%. Os tecidos cerebrais
foram sonicados em acido perclorico (HCLO4) por 30 segundos e centrifugados por
15 minutos em centrifuga refrigerada a 15.000 rpm. Uma aliquota de 20 pl do

sobrenadante foi, entéo, injetada no equipamento de HPLC para a analise quimica.

A apreciacdo e analise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com
comprimento de 25 cm, calibre 4,6 mm e didmetro da particula de 3 um da
Shimadzu-Japao foi utilizada. A fase mével utilizada foi composta por tampéo acido
citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo acido octanosulfénico sédico, 0,69 M (SOS) como

reagente formador do par ibnico, acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v. DA



82

e DOPAC foram eletronicamente identificados através de um detector
amperomeétrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japdo) pela oxidacdo em um
eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V, relativo a um eletrodo de referéncia de
Ag-AgCl.

- Padroes:

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

resultados expressos em ng/g de tecido.

3.8 Determinagéo da peroxidagdao lipidica (TBARS) (DRAPER; HADELY, 1990)

Um dos principais componentes celulares afetados pelo estresse oxidativo é a
membrana celular que sofre um processo de peroxidacdo. O MDA é um aldeido de
cadeia curta, sendo o principal produto da peroxidacao lipidica. Para identificar o
efeito do protocolo de exercicio fisico em esteira de intensidade moderada e
suplementacdo com VD, sobre a determinacdo da peroxidacédo lipidica em modelo
de 6-OHDA em ratos, foi avaliado pela mensuracdo de substancias tiobarbitlricas
acido-reativas (TBARS) nos homogenatos. As amostras foram homogenizadas a
10% com tampdo fosfato de potassio monobéasico 50 mM, pH 7,4. 63 uL do
homogenato foi misturado a 100 yL de HCLO. 35% e centrifugado (7000 rpm/15
min). O volume de 150 pL do sobrenadante de cada amostra foi recuperado e
misturado com 50 pL de acido tiobarbiturico 1,2%. Em seguida, estas amostras
foram aquecidas em um banho de agua fervente (95-100°C) por 30 min. Apos o
resfriamento, a peroxidacdo lipidica foi determinada em espectrofotdbmetro por
absorbancia em 535 nm e expressa como micrograma de malonildialdeido (ug MDA)
/g de tecido (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

3.9 Determinacgéo de Nitrito (GREEN et al., 1982)

A molécula de 6xido nitrico (NO) é extremamente tdxica e danifica proteinas,
lipideos de membrana e DNA. A partir da dosagem de didxido de nitrogénio/nitrato
(NO2/NO3) de forma indireta, podemos quantificar a producéo do NO, visto que estes
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dois sdo seus metabdlitos. Para avaliar os efeitos do protocolo de exercicio esteira e
suplementacdo com VD na producéo de NO, foram determinados niveis de nitrito em
homogenatos dos cérebros de ratos imediatamente apos a decapitagcdo em todos 0s

grupos.
- Preparacao da Curva Padrao:

Foram pesados 7mg de Nitrito de Sodio (NaNO2) e dissolvidos em 10 mL de
agua destilada (estoque-10mM). Foram feitas as diluicbes em série (10 e 20x),
ficando 1 mM, 100 pM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. Foi
realizada uma equacdo da reta para o calculo das concentracfes do teste (GREEN
et al., 1982).

Foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (w/v) em solucao
de cloreto de potassio (KCI) 1,15%. Apds a centrifugacdo (800 rpm, 10 min), os
sobrenadantes foram coletados e a producédo de Oxido nitrico (NO) determinada
através da reacao de Griess. Uma aliquota de 100 ul 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
concentracao de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma curva padrdo de
NaNO:.

3.10 Determinagéo 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 protecédo celular. Sabe-se que problemas na
sintese de glutationa estdo associados a determinadas doencas, nas quais 0s niveis
de glutationa e enzimas que atuam no seu metabolismo podem encontrar-se
expressivos na avaliagdo do estresse oxidativo. Alteragbes na concentragdo deste
tripeptideo podem ser consideradas um indicador favoravel em determinadas
desordens fisioldgicas, como alteracdes dos estados antioxidantes (MENEZES,
2012).
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Os niveis de GSH foram avaliados para estimar defesas enddgenas contra o
estresse oxidativo. A determinagcéo 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 &cido-2-nitro-5-tiobenzoico. O preparo das
amostras foi feito da seguinte forma: 40 uL de cada amostra (homogenato do tecido
a 10% em tampao fosfato) foi adicionada a um tubo de microcentrifuga + 50 pL de
adgua destilada e 10 pL de &cido 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 poco 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 padréo foi obtida mediante a leitura de véarias concentracdes de GSH
padrao (1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25;100).

3.11 Andlises Imunohistoquimicas

3.11.1 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, hd uma deficiéncia de TH,
assim como baixos niveis de dopamina. A deteccao imunohistoquimica foi realizada
no CE. Para examinar a extensdo da desnervacdo presente na SN, a

imunorreatividade a TH foi avaliada sobre o lado lesionado.

Os cortes foram lavados trés vezes com 0,05 M Tris buffer (TB, pH 7.6). O
blogueio da peroxidase enddgena foi feito com H202 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 (1:200, anti-TH) (SAB4502966 — Sigma®)
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em 2% NGS/TB durante a noite a 4°C. Apos trés banhos com TB, os cortes foram
incubados com um anticorpo secundario (biotinylated goat anti-rabbitigG — 1:200,
DAKO®) por 2 horas, banhados novamente trés vezes com TB e revelados com
diaminobenzidine 0,05% em 0.03% H202 por 5-10 min. Apés lavagem com &agua
destilada, os cortes foram montados em meio aquoso e cobertos com laminula para

posterior analise em microscoépio.

3.11.2 Transportador de dopamina (DAT)

DAT é o transportador transmembrana de dopamina que fica localizado na
terminacdo 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 alteracdes 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 o0 mesmo para TH, sendo o
anticorpo anti-DAT (Sc1433 - Sigma®) diluido em 1:200, de acordo com as

instrucdes dos fabricantes.

3.11.3 Proteina glial fibrilar acida (GFAP)

A identificacdo histolégica de astrécitos normais ou em situacao patoldgica
tem sido feita por meio de método imunohistoquimico que detecta antigenos da
proteina glial fibrilar acida (GFAP), componente dos filamentos de tamanho
intermediario do citoesqueleto celular, presente nos astrocitos e em diferentes
células (ENG; GHIRNIKAR 1994; CULLEN 1997). A expresséo de GFAP, por si s0,
deve ser considerada nas diversas situacdes. Em certas lesdes, a imunorreatividade
a essa proteina € maior devido & melhor preservacao frente aos fixadores (CULLEN
1997; ENG; GHIRNIKAR 1994).

A distribuicdo de astrécitos imunorreativos & GFAP em SNC tem sido
pesquisada em diferentes conjunturas. Kalman e Hajés (1989) e Hajés e Kalman
(1989) conseguiram um meticuloso mapeamento de astrécitos imunorreativos a

GFAP em ratos. A proteina glial fibrilar acida (GFAP), subunidade dos filamentos
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intermediarios do citoesqueleto celular, encontra-se presente no citoplasma de
astrocitos. As técnicas imunohistoquimicas com anticorpos primarios anti-GFAP séo
comumente empregadas para identificar astrocitos no sistema nervoso, consentindo
averiguar ainda sua hipertrofia. As técnicas adotam os protocolos do item anterior,
sendo alterado apenas os anticorpos primarios anti-GFAP (Sc33673 — Santa Cruz®)

na diluicdo 1:200, de acordo com as instrucdes dos fabricantes.

3.11.4 Fator neurotrofico derivado da glia (GDNF)

Sabe-se que os fatores neurotréficos sdo proteinas secretadas que
estabelecem o desenvolvimento, manutencdo, emprego e plasticidade do sistema
nervoso central. Destacam-se quatro das classes basilares de moléculas que
abrangem a familia dos fatores neurotréficos: a neurotrofina familiar, o fator
neurotréfico derivado de uma linha de células da glia (GDNF), as citocinas
neurotroéficas, e a familia do fator neurotrofico da dopamina cerebral (CDNF) e, por
fim, fator neurotréfico derivado de astrdcitos mesencefalicos (MANF) (ARON; KLEIN,
2011). De tal modo, alvitram que o GDNF exerce um papel efetivo no
desenvolvimento do sistema nigroestriatal dopaminérgico, e que uma injdria neste
sistema e reducdo dos niveis de GDNF pode afetar a sobrevivéncia dopaminérgica
na vida adulta (SAAVEDRA et al., 2008).

As técnicas imunohistoquimicas com anticorpos primarios anti- GDNF séo
comumente empregadas. As técnicas adotam os protocolos do item anterior, sendo
alterado apenas os anticorpos primarios anti-GDNF (Ab119473- Abcam®), na
diluicdo 1:200, de acordo com as instru¢des dos fabricantes.

3.11.5 Alfa-sinucleina

A acumulagdo de alfa-sinucleina na forma de agregados filamentosos
intracelulares é uma das caracteristicas patologicas das doencas
neurodegenerativas denominadas por sinucleinopatias, nas quais se compreende a
DP. Nesta doenca, a proteina alfa-sinucleina na forma fibrilhar € a principal
componente dos corpos de Lewy, inclusGes proteicas, intracitoplasmaticas.

(GOEDERT, 2001). Alfa-sinucleina relaciona-se a ativacao de células gliais uma vez
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liberados no meio extracelular, contribuindo assim para a inducdo do processo
neuroinflamatorio caracteristico da DP (BERAUD, MAGUIRE-ZAISS et al., 2012).

Para realizacdo da imunohistoquimicas com anticorpos primarios sé&o
comumente empregadas. As técnicas adotam os protocolos do item anterior, sendo
alterado apenas o0s anticorpos primarios Anti-alpha-sinnucleina (Ab138501-

Abcam®), na diluicdo 1:200, de acordo com as instru¢gdes dos fabricantes.

3.11.6 Receptor de VD (VDR)

A atividade da VD depende de sua ligacdo ao receptor da VD, VDR, que
codificam o fator de transcricdo nuclear, e a formacdo do complexo ente a VD ativa
(1,25 OH di-hidroxi-vitamina D) e o seu receptor, e desta forma afeta a expressao de
mais de 1000 genes (MOHRI et al., 2009).

Devido sua natureza pleitropica a VD tem capacidade de regular a expressao
de centenas de genes através de mecanismos genéticos e ambientais tendo, deste
modo, as alteracbes epigenéticas relacionadas a hipovitaminose D apresentam um
papel significativo com na relacdo da VD com a doenca de Parkinson. Atualmente
polimorfismos nos genes VDR tem sido alvo de multiplas pesquisas que visam
relacionar tais alteracbes com a DP (KANG et al., 2016; PETERSON et al., 2014;
WANG et al., 2015).

Para realizacdo da imunohistoquimicas com anticorpos primarios sao
comumente empregadas. As técnicas adotam os protocolos do item anterior, sendo
alterado apenas os anticorpos primarios Anti-receptor de VD (SAB 45030702-
sigma®), na diluigdo 1:200, de acordo com as instru¢des dos fabricantes.

3.12 Aquisicdo de Imagens, Densidade Optica (DO)

Apés a imunohistoquimica e montagem das laminas, as secc¢des foram
fotografadas por microscopio de iluminacdo de campo claro (Nikon Microscope,
H550S) com camera digital (DXM-1200, Nikon) adjacente ao microscopio e a um
programa de computador exclusivo para esse escopo. Para a andlise da DO as

imagens foram adquiridas, submetidas a uma mesma intensidade de luz, sem obter
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por nenhuma alteracéo de brilho e contraste, assim, os valores em pixels achados
nas imagens obedeceram a uma intensidade maior ou menor de marcacdo de

determinada substancia do tecido analisado.

A imagens analisadas foram constituintes por areas em aumento de 10x, 20x
nas quais foram plausiveis a visualizacdo em detalhes da compleicdo ou deficiéncia
de células imunorreativas nos tecidos. O quantitativo de células foi efetivado pelo
software ImageJ (versao 1.6.0, National Institutes of Health, USA). Foram analisadas
4 seccdoes do cérebro de cada animal e o numero de células mensurado
correspondeu a média de células em 4 seccbes analisadas. As areas analisadas
foram, corpo estriado (CE), regidao delimitadas com base no atlas de Paxinos e
Watson (2007). O valor final da DO de cada grupo incide de uma média das DOs de

cada animal.

4 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com o Software GraphPad Prism®
6.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, Califérnia, E.U.A.) e todos os dados
expressos como média * erro padrdo da média (EPM). O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para verificar a normalidade dos dados. Os dados ndo paramétricos foram
avaliados através do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn’s,
enquanto, os dados paramétricos foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Tukey para comparagdes
multiplas. Em todas as analises, foram consideradas, estatisticamente significantes,

valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados de comportamento locomotor e memoria em ratos com leséo
unilateral por 6-OHDA

5.1.1 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo VD no
comportamento rotacional induzido pela apomorfina em rato com lesao
unilateral por 6-OHDA

AplOs a injecdo intraestriatal de 6-OHDA e aplicacdo dos protocolos de
tratamento, foi administrada apomorfina (3mg/kg, i.p.), um agonista dopaminérgico
que acarreta rotacfes contrarias a lesdo (rotacdo contralateral). Destaca-se que
guase nao foi observado comportamento rotacional no grupo FO sem exercicio (0,27
+ 0,14 rotacdes/h) e FO com exercicio (0,0 + 0,0 rotacdes/h). O grupo 6-OHDA sem
exercicio apresentou um aumento significativo deste comportamento (215,4 + 31,31
rotacBes/h), o que foi em grande parte revertido nos grupos, 6-OHDA com exercicio
(95,17 £ 14,63 rotacdes/h), 6-O0HDA com VD (83,78 = 15,30 rotacdes/h) e 6-OHDA
com exercicio e suplementacdo com VD (46,62 + 8,71 rotacbes/h). Evidencia-se,
gue o exercicio fisico como a associacdo da suplementacdo com VD, foi capaz de
reduzir expressivamente as rotagdes induzidas por apomorfina decorrentes da lesao
estriatal com 6-OHDA (Figura 30).
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Figura 30 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre o
comportamento rotacional induzido por apomorfina em ratos com leséao unilateral por
6-OHDA
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As barras representam o numero de rotagBes contralaterais induzidas por apomorfina (3 mg/kg, i.p.)
determinadas em 1 h. Os valores estdo representados como média + EPM. As letras acima das
barras indicam diferenca significante: a vs FO S/E, p<0,001; b vs FO C/E, p <0,001; ¢ vs 6-OHDA
S/E, p<0,001 (Kruskal-Wallis € Dunn’s).
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5.1. 2 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo com VD sobre

atividade locomotora no teste rotarod em ratos lesionados com 6-OHDA

Na avaliagdo do rotarod, foi analisada a atividade de coordenacdo motora,
verificando o numero de quedas em 60 segundos. O grupo 6-OHDA sem exercicio
apresentou aumento no numero de quedas (5,66 * 1,23 quedas/s), quando
comparado aos grupos, FO sem exercicio (0,76 + 0,34) e FO com exercicio (0,16 +
0,16). Este efeito foi revertido no grupo 6-OHDA com exercicio (0,78 + 0, 26
guedas/s), 6-OHDA sem com VD (1,92 + 0,44 quedas/s) e 6-OHDA com exercicio e
VD (1,61 + 0,58 quedas/s) (Figura 16). Os resultados evidenciaram que tanto o
exercicio fisico como a suplementacdo com VD, sozinhos ou em associacao, foram
capazes reverter, no rotarod, as injurias ocasionadas pela injecdo de 6-OHDA
(Figura 31).
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Figura 31 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre atividade

locomotora avaliada no teste rotarod, em ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA

ROTAROD
(n° de quedas em 60s)
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As barras representam o nimero n°® de quedas em 60s. Os valores estdo representados
como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs FO S/E,
p<0,001; b vs FO C/E, p<0,001; ¢ vs 6-OHDA S/E p<0,05(0One Way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey).
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5.1.3 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo com VD sobre o
teste campo aberto (hnumero de cruzamentos, grooming e rearing) em ratos

lesionados com 6-OHDA

No teste campo aberto, no parametro da atividade locomotora, foi
considerado o quantitativo de cruzamentos nos quadrantes, no decurso de cinco
minutos. O grupo lesionado com 6-OHDA sem exercicio, apresentou uma reducao
no numero de cruzamentos (8,68 + 1,34), quando comparado aos grupos, FO sem
exercicio (13,58 £ 2,11) e FO com exercicio (23,25 = 2,07). Entretanto, destaca-se
uma resposta significativa nos grupos de tratamento, 6-OHDA com exercicio (20,78
+ 2,28), grupo 6-OHDA com VD (17,60 + 2,44) e 6-OHDA com exercicio e VD (21,74
+ 2,01) (Figura 32).

Com relacédo a atividade exploratoéria vertical (rearing), o grupo 6-OHDA sem
exercicio apresentou uma reducdo na frequéncia de rearing (3,05 + 0,84), quando
comparados ao grupo FO com exercicio (15,79 + 1,49). Contudo, este efeito foi
revertido no grupo 6-OHDA com exercicio, (13,25 + 1,39), 6-OHDA com VD (6,15
+1,13) e 6-OHDA com exercicio e VD (13,52 £ 1,97), alcancando-se efeitos proximos
ao grupo FO com exercicio. Torna-se importante destacar que os grupos submetidos
ao treinamento de exercicio em esteira exibiram maior exploragdo vertical do

ambiente (Figura 33).

Quanto a avaliacdo de autolimpeza (grooming), o grupo 6-OHDA sem
exercicio (3,22 + 0,45) demonstrou um aumento no niumero de eventos em relagao
aos grupos, FO sem exercicio (1,63 = 0,46) e FO com exercicio (1,30 £ 0,27). No
entanto, os grupos 6-OHDA com exercicio fisico (1,40 + 0,31), 6-OHDA com VD
(1,18 = 0,30) e 6-OHDA com exercicio e VD (1,35 = 0,35), averiguou-se uma
reducdo desta conduta (Figura 34).
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Figura 32 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD no comportamento
exploratdrio horizontal (nUmero de cruzamentos), avaliado no teste campo aberto em

ratos com les&o unilateral por 6-OHDA
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As barras representam o nimero de cruzamentos nos quadrantes no campo aberto, em 5min. Os
valores estdo representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca
significante: a vs FO S/E, p<0,001; b vs FO C/E, p<0,001; ¢ vs 6-OHDA S/E p<0,05 (One Way
ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 33 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD no comportamento

exploratorio vertical (rearing), avaliado no teste campo aberto, em ratos com leséo
unilateral por 6-OHDA
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As barras indicam o nimero de levantamentos pelos animais no campo aberto, em 5 min. Foram
utilizados de 18 a 23 animais por grupo. Os valores estdo representados como média £+ EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a. vs FO S/E, p< 0, 001; b vs FO C/E, p<0,001;
¢ vs 6-OHDA S/E, p<0, 001; d vs 6-OHDA S/E + VD, p<0,05 (Kruskal-Wallis e Dunn’s).
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Figura 34 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD no comportamento

grooming, avaliada no teste campo aberto, em rato com leséo unilateral por 6-OHDA
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As barras indicam o niumero grooming pelos animais no campo aberto, em 5 min. Foram utilizados de
18 a 23 animais por grupo. Os valores estéo representados como média + EPM. As letras acima das
barras indicam diferenca significante: a. vs FO sem exercicio (S/E), p<0,01, b. vs FO com exercicio

(C/E) p< 0,01e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E) p<0,01 (Kruskal-Wallis e Dunn’s).
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5.1.4 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo com VD sobre o

teste de distancia percorrida no campo aberto

Para andlise da distancia percorrida, utilizou-se o software SMART v3.0
(Panlab Harvard Apparatus, USA), que fornece dados numeéricos e imagens sobre a
distancia percorrida por cada animal no momento de realizacdo do teste campo
aberto (Figura 35 e 36).

Deste modo, verificou-se que o grupo lesionado com 6-OHDA sem exercicio
fisico apresentou um percurso inferior (549,1 + 34,82), quando comparado aos
grupos, FO sem exercicio (906,3 + 73,43) e FO com exercicio (1174 £ 90,25). Ainda,
destaca-se uma resposta significativa nos grupos de tratamento, 6-OHDA com
exercicio (899,0 £ 46,60), 6-OHDA com VD (821,5 + 33,01) e 6-OHDA com exercicio
e VD (1032 £ 69,67) (Figura 35).
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Figura 35 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre a avaliacdo da

distancia percorrida, em ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA
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As barras indicam a distancia percorrida pelos animais no campo aberto, em 5 min. Os valores estéo
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs FO
S/E, p<0,05; b. vs FO C/E, p<0,05; c. vs 6-OHDA S/E, p<0,05 (One Way ANOVA seguido pelo teste

de Tukey).
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Figura 36 — Imagens da trajetéria percorrida durante o teste campo aberto em

animais submetidos ao modelo de 6-OHDA
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Imagens representativas da distancia percorrida entre os grupos experimentais utilizando softwaree

SMART v3.0 (Panlab Harvard Apparatus). Fonte: Dados da pesquisa.
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5.1.5 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo com VD sobre a

avaliacdo do Cilindro, em ratos lesionados com 6-OHDA

Na avaliacdo do cilindro, ponderamos a atividade motora fina através do
percentual de vezes em que o animal, durante a atividade exploratoria vertical
(rearing), toca a parede do cilindro com as patas dianteiras; ipsilateral a lesédo (PI),
contralateral (PC) a leséo e ambas as patas simultaneamente (PS).

Neste teste ndo foi observado uma diferenca estatistica entre os grupos
avaliados, FO sem exercicio (50,00 = 8,82), FO com exercicio (50,57 + 15,98), 6-
OHDA, sem exercicio (35,84 + 24,65), 6-OHDA com exercicio (43,34 + 7,71), 6-
OHDA com VD (40,61+ 7,42) e 6-OHDA com exercicio e VD (42,12 * 4,49) (Figura
37).
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Figura 37 — Efeito do exercicio fisico e suplementacédo com VD sobre a avaliacdo do

cilindro, em ratos com les&o unilateral por 6-OHDA
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As barras representam a percentagem de toques ipsilateral, contralateral e com ambas as patas dos
membros anteriores, pelos animais no Teste do Cilindro, em 5 min. Os valores est@o representados
como média + EPM, no entanto ndo foram evidenciados diferencas estatisticas entre os grupos,
p>0,05 (One Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
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5.1.6 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo com VD sobre a

memaoria operacional, Y-maze em ratos lesionados com 6-OHDA

O Y-maze é uma avaliagdo que se relaciona com a memoria de trabalho ou
memoria operacional. As injarias decorrentes da lesédo estriatal na performance dos
ratos se apresentam na Figura 38. Os dados sdo apresentados como numero de
cruzamentos efetuados em 8 min. O grupo 6-OHDA sem exercicio fisico exibiu uma
reducdo na percentualidade de alternacbes espontaneas no labirinto em Y (41,18 +
5,64), quando relacionado com os grupos, FO sem exercicio fisico (65,96 + 3,66) e
FO com exercicio (70,46 *+ 3,56). No grupo 6-OHDA com exercicio, (76,66 * 3,15), 6-
OHDA com VD (69,10 + 3,57) e 6-OHDA com exercicio e VD (73,66 + 3,78), foi
possivel perceber uma resposta positiva em relacdo ao grupo 6-OHDA sem
exercicio. Os achados evidenciam uma resposta similar dos grupos de tratamento
aos FO.
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Figura 38 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre a avaliacdo de

memaoria operacional, no teste Y-maze, em ratos com leséo unilateral por 6-OHDA

100+

Y-MAZE
(n° de cruzamento em 8 min)

As barras representam a percentagem de alternacdes espontaneas corretas no Teste do Labirinto em
Y, em 8 min. Foram utilizados de 16 a 18 animais por grupo. As letras acima das barras indicam
diferenca significante: a. vs FO sem exercicio (S/E) p<0,05, b. vs FO com exercicio (C/E) p<0,05 e c.
vs 6-OHDA sem exercicio (S/E) p<0,05 (Kruskal-Wallis e Dunn’s).
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5.1.7 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo com VD no

comportamento reconhecimento de objeto em ratos lesionados com 6-OHDA

No teste reconhecimento de objeto, avaliou-se a memaria de curto prazo.em
um periodo de 5 minutos. Os efeitos da leséo estriatal no desempenho dos ratos
estdo apresentados na Figura 39. O grupo 6-OHDA sem exercicio fisico (0,27 *
0,07), apresentou uma redu¢do na memoria de curto prazo, quando comparado ao
grupo, FO com exercicio fisico (0,59 + 0,03). Entretanto, os grupos, 6-OHDA com
exercicio (0,59 + 0,08), 6-OHDA com VD (0,63 0,08) e 6-OHDA com exercicio e VD

(0,76 + 0,03), apresentaram um aumento significativo memoria de curto prazo.
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Figura 39 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD no teste de
reconhecimento de objeto, em ratos com lesé&o unilateral por 6-OHDA
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As barras indicam o indice de reconhecimento de objeto pelos animais, durante 5 min. Os valores
estdo representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferencga significante: a.
vs FO S/E, p<0,05; b vs FO C/E, p<0.05 c. vs 6-OHDA S/E p< 0,05 (One Way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey).
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5.2 Resultados neuroquimicos em rato com leséo unilateral por 6-OHDA

5.2.1 Determinacdo das concentracdes de dopamina (DA) e seu metabdlito
DOPAC nos corpos estriados de ratos com lesédo por 6-OHDA, submetidos ao

protocolo de exercicio fisico esteira e suplementagcdo com VD

A injecao intraestriatal de 6-OHDA originou dano oxidativo, consequente da
degradacédo do tecido e reducdo das concentracdes de monoaminas demonstrados
como ng/g de tecido. O grupo 6-OHDA sem exercicio apresentou uma reducao nas
concentracbes de DA (390,4 £ 36,49), quando comparado aos grupos FO sem
exercicio (1321 £ 79,27) e FO com exercicio (1121 = 89,81). Entretanto, essas
injurias foram revestidas nos grupos, 6-OHDA suplementado com VD (1356 + 79,27)
e 6-OHDA com exercicio e VD (19,23 + 245,7). N&o obtivemos resposta significativa
no grupo 6-OHDA com exercicio (692,3 + 45,48) (Figuras 40).

Quanto ao DOPAC, principal metabdlito cerebral da DA, observou-se um
aumento nos grupos, 6-OHDA sem exercicio e VD (1028 £+ 152,5) e 6-OHDA com
exercicio e VD (1642 + 331,1), quando comparados ao grupo 6-OHDA sem exercicio
(575,7 + 86,01). Porém, destaca-se que quando comparado o grupo 6-OHDA sem
exercicio (575,7 = 86,01), com os grupos, FO sem exercicio (973,3+ 112,0), FO com
exercicio (1111 + 115,9) e 6-OHDA com exercicio (582,0 + 40,45), ndo obtivemos
diferencas estatisticas (Figuras 41).
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Figura 40 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre as

concentracdes estriatais de DA, em ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentracdes estriatais de DA em ng/g de tecido. As letras acima das
barras indicam diferenca significante: a. vs FO S/E p<0,05, b. vs FO C/E, p<0,05, c. vs 6-OHDA sem
exercicio (S/E) p<0,001; d. vs 6-OHDA C/E, p<0,05; e 6-OHDA S/E +VD, p<0,05( One Wa ANOVA
seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 41 - Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre as

concentracdes estriatais de DOPAC, em ratos com leséo unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentracdes estriatais de DOPAC em ng/g de tecido. As letras acima das
barras indicam diferenga significante: c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E) p<0,001; d. vs 6-OHDA C/E,
p<0,05; e 6-OHDA S/E +VD, p<0,05( One Wa ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
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5.2.2 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo com VD na
peroxidacédo lipidica (TBARS) em cértex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e
corpo estriado direito (CE) de ratos lesionados com 6-OHDA

A peroxidacéo lipidica consiste em avaliar, por meio da determinagcdo de
TBARS (ug MDA/g tecido), como objetivo de evidenciar a neurotoxicidade induzida
pela 6-OHDA e as implicagfes do exercicio fisico e suplementagdo de VD sobre o
estresse oxidativo. Ressalta-se um aumento de MDA na area do CPF, no grupo 6-
OHDA sem exercicio (273,2 + 19,83), quando comparado aos grupos, FO sem
exercicio (121,2 + 32,56) e FO com exercicio (77,88 + 23,25). O grupo 6-OHDA sem
exercicio com VD (75,93 + 14,95) e 6-OHDA com exercicio e VD (63,45 +13,56)
apresentaram uma diminuicdo significativa nos niveis de MDA. Ressalta-se que no
grupo, 6-OHDA com exercicio (192,3 = 11,06) ndo obtivemos diferencas
significativas quando comparado ao grupo 6-OHDA sem exercicio (Figuras 42).
Contudo, torna-se relevante destacar que 0s grupos com suplementacdo de VD
apresentaram uma reducdo estatisticamente expressiva, podendo aproximar-se dos
FO.

Em relacéo a exposicdo das células do HC, no grupo 6-OHDA sem exercicio,
observou-se um aumento no conteddo de MDA (253,7 + 29,34), quando comparado
com aos grupos, FO sem exercicio (48,80 + 4,13) e FO com exercicio (179,3 + 9,20).
Os grupos, 6-OHDA com exercicio (182,3 + 11,97), 6-OHDA sem exercicio com VD
(60,13 = 7,76) e 6-OHDA com exercicio e VD (47,21 + 4,19) apresentaram uma

diminuicao estatisticamente significativa nos niveis de MDA (Figuras 43).

Quanto ao CE, no grupo 6-OHDA sem exercicio (1660 + 183,9), evidenciou
um aumento no conteudo de MDA, quando comparados aos grupos, FO sem
exercicio (1001 + 108,6) e FO com exercicio (1093 + 87,06). Contudo,
demonstraram-se expressivas reducdes estatisticas nos grupos, 6-OHDA com
exercicio, (1079 + 92,87), 6-OHDA sem exercicio com VD (1241 + 106,6) e 6-OHDA
com exercicio e VD (135,7+ 12,59) (Figura 44).
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Figura 42- Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD na peroxidagao
lipidica (TBARS) de cortex pré-frontal (CPF), em ratos com lesdo unilateral por 6-
OHDA
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As barras representam as concentracdes de MDA no CPF, em pg/g de tecido. Os valores estdo
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferen¢a significante: a. vs
FO sem exercicio (S/E) p<0,05; b FO com exercicio (C/E), p<0,05; c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E)
p<0,05; d 6-OHDA (C/E) p<0.05 (One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 43 — E feito do exercicio fisico e suplementacdo com VD na peroxidagédo
lipidica (TBARS) em hipocampo (HC) de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentragcbes de MDA no HC, em pg/g de tecido. Os valores estdo
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: a. vs
FO sem exercicio (S/E) p<0,05; b FO com exercicio (C/E), p<0,05; c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E)
p<0,05; d 6-OHDA C/E p<0.05 (One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).



Figura 44 — Efeito do

112

exercicio fisico e suplementacdo com VD na peroxidacao

lipidica (TBARS) em corpo estriado esquerdo (CE)
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concentracbes de MDA no CE, em pg/g de tecido. Os valores estéo
+ EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: a. vs
05; b FO com exercicio (C/E), p<0,05; c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E)

p<0,05; d 6-OHDA C/E p<0.05; e 6-OHDA +VD, p<0,05(One Way ANOVA, seguido pelo teste de

Tukey).
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5.2.3 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo com VD sobre
dosagem de nitrito/nitrato em cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) corpo

estriado direito (CE) de ratos lesionados com 6-OHDA

Os resultados demostraram que as concentracdes de nitrito/nitrato no grupo
6-OHDA sem exercicio aumentaram no CPF (434,3 + 29,51), quando comparado
aos grupos, FO sem exercicio (277,8 + 12,89) e FO com exercicio (265,3 + 21,86).
Contudo, o grupo 6-OHDA com exercicio (262,1 + 32,27), 6-OHDA sem exercicio
com VD (273,9 % 3,84) e 6-OHDA com exercicio e VD (265,0 + 21,72) exibiram um
arrefecimento significativo nas concentracdes de nitrito/nitrato apos aplicacdo do

protocolo de exercicio e suplementacdo com VD (Figuras 45).

Quanto ao HC, observou-se um aumento nas concentracdes de nitrito/nitrato
no grupo 6-OHDA sem exercicio (411,4 £ 27,43), quando correlacionado aos grupos,
FO sem exercicio (309,8 + 16,24) e FO com exercicio (296,6+ 14,79). Entretanto,
evidenciamos uma expressiva reducdo nos grupos, 6-OHDA com exercicio (307,9 *
15,00), 6-OHDA sem exercicio e VD (294,4+ 11,23) e grupo 6-OHDA com exercicio
e VD (266,0+ 25,55) (Figura 46).

Em relacéo ao CE, as concentracdes de nitrito/nitrato no grupo 6-OHDA sem
exercicio apresentou um aumento (424,1 £ 15,55), quando comparado aos grupos,
FO sem exercicio (279,1 £ 17,98) e FO com exercicio (264,4 + 23,95). No entanto, o
grupo 6-OHDA com exercicio (283,7 + 23,32), 6-OHDA sem exercicio e VD (296,4 +
18,96) e 6-OHDA com exercicio e VD (287,2 + 18,90), ocorreu uma reducao destas

concentracdes (Figura 47).
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Figura 45 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo de VD sobre dosagem de

nitrito/nitrato em coértex pré-frontal (CPF) de ratos com leséo unilateral por 6-OHDA
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As barras representam os niveis de nitrito/nitrato no CPF, em umol/g de tecido. Os valores estao
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferencga significante: a. vs
FO sem exercicio (S/E) p<0.05, b. vs FO com exercicio (C/E) p<0,05 e c. vs 6-OHDA sem exercicio
(S/E) p<0,05 (One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 46 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre dosagem de

nitrito/nitrato em hipocampo (HC) de ratos com leséo unilateral por 6-OHDA
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As barras representam os niveis de nitrito/nitrato no HC, em pmol/g de tecido. Os valores estao
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: a. vs
FO sem exercicio (S/E) p<0.05, b. vs FO com exercicio (C/E) p<0,05 e c. vs 6-OHDA sem exercicio
(S/E) p<0,05 (One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 47 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre dosagem de
nitrito/nitrato em corpo estriado direito (CE) de ratos com lesdo unilateral por 6-

OHDA
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As barras representam os niveis de nitrito/nitrato no CE, em pmol/g de tecido. Os valores estao
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenc¢a significante: a. vs
FO sem exercicio (S/E) p<0.05, b. vs FO com exercicio (C/E) p<0,05 e c. vs 6-OHDA sem exercicio
(S/E) p<0,05 (One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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5.2.4 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementacdo com VD sobre a
concentracdo de glutationa reduzida (GSH) em coértex pré-frontal (CPF),

hipocampo (HC), de ratos lesionados com 6-OHDA

A glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-cisteinil-glicina), permanece no
organismo nas conformacdes de GSH e GSSG, operando de modo direto nos
processos biolégicos do organismo humano, envolvendo metabolismo bem como
protecdo das células. Neste contexto, os achados demonstraram que as
concentracfes de GSH apresentaram um aumento na area do CPF nos grupos, 6-
OHDA sem exercicio com VD (896,4 £ 92,61) e 6-OHDA com exercicio e VD (1001 +
162,6), quando comparado ao 6-OHDA sem exercicio (306,0 + 18,50) (Figura 48).

Em relacdo as concentragbes de GSH no HC, no grupo 6-OHDA sem
exercicio, ocorreu uma diminuiram (670,4 + 65,49), quando comparado aos grupos,
FO sem exercicio (1189 + 180,4) e FO com exercicio (1423 + 186,9). Entretanto, nos
grupos, 6-OHDA sem exercicio e suplementado com VD (1235 + 104,1) e 6-OHDA
com exercicio e VD (977,2 + 119,4) apresentaram um aumento significativo nas
concentracfes de GSH. Ressalta-se que quando comparado o grupo, 6-OHDA sem
exercicio e 6-OHDA com exercicio (892,5 + 68,18), ndo obtivemos um resultado
estatisticamente significativo (Figura 49).
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Figura 48 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre as
concentracfes de GSH em cortex pré-frontal (CPF) de ratos com leséo unilateral por

6-OHDA
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As barras representam os niveis de GSH no CPF. Os valores estéo representados como
média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: c. vs 6-OHDA sem exercicio
(S/E) p<0,05 (One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 49 — Efeito do exercicio fisico e suplementacdo com VD sobre as
concentracbes de GSH em hipocampo (HC) de ratos com lesdo unilateral por 6-

OHDA
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As barras representam os niveis de GSH no HC. Os valores estéo representados como média = EPM.
As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs FO S/Ep<0,05, b. vs FO com exercicio
(C/E) p<0,05 e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E) p<0,05 (ANOVA, Tukey).
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5.3 Resultados de Imunohistoquimica em ratos com lesdo unilateral por 6-
OHDA

5.3.1 Efeito do exercicio fisico em esteira e suplementagcdo com VD sobre a
imunorreatividade para a tirosina hidroxilase (TH) no corpo estriado de ratos

lesionados com 6-OHDA

Os neurdnios dopaminérgicos utilizam a enzima TH, um catalisador inicial do
passo da sintese de catecolaminas, que efetua a conversao da tirosina em L-Dopa
que, por sua vez, é transformada em DA pela atuacdo da enzima dopa
descarboxilase. A enzima é considerada um biomarcador em modelos de DP. De tal
modo, a DP é classificada como uma sindrome estriatal, com caréncia de TH. Nesta
pesquisa, foram identificadas alteracdes na intensidade de marcacdo da TH no
grupo 6-OHDA sem exercicio em relacdo ao FO sem exercicio. Por outro lado, o
protocolo de exercicio e a suplementagdo com VD atenuou a perda de TH (Figuras
50).

Foi realizada uma analise semiquantitativa de densidade o6ptica (DO) das
imagens digitalizadas dos cortes histolégicos imunomarcados para TH através do
software imageJ (National Institutes of Health, USA).

ApoOs o calculo da porcentagem de DO, os resultados mostraram que 0 grupo
6-OHDA sem exercicio (125000 + 25000) apresentaram uma reducao, quando
comparados com os grupos FO sem e com exercicio (FO (S/E) 375000 + 25000; FO
(C/E) 350000 + 28868), bem como os grupos tratados com exercicio e
suplementacdo de VD (6-OHDA (C/E) 275000 + 25000; 6-OHDA (S/E com VD)
300000 + 40825; 6-OHDA (C/E+VD) 325000 + 47871) (Figuras 51).
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Figura 50 — Fotomicrografias representativas de neurdnios imunorreativos para
Tirosina Hidroxilase (TH) em corpo estriado direito (CED) de ratos com leséo
unilateral por 6-OHDA, submetidos ou n&do ao protocolo com exercicio e

suplementacao de VD

FO CETH 100X

FO SE TH 100X

60OHDA SE+VD TH 100X

Fotomicrografia representativa de neurdnios imunorreativos para TH no CED de ratos submetidos a
lesdo estriatal e protocolo de exercicio e suplementacéo de VD de 21 dias. A coloragdo marron
representa células imunorreativas a TH ao longo do CE. A- FO sem execicio, B - FO com exercicio, C
- 6-OHDA sem exexercicio, D - 6-OHDA com exercicio, E. - 6-OHDA sem exercicio com VD e F- 6-
OHDA com exercicio e suplementacao de VD. Aumento de 100 vezes. Escala 50um.
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Figura 51 — Quantificacdo da imunomarcacdo para Tirosina Hidroxilase (TH) no
estriado direito (CED) de ratos com lesao unilateral por 6-OHDA, submetidos ou néo

ao protocolo de exercicio e suplementacdo com VD
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As barras representam a andlise semiquantitativa da densidade 6tica no CED imunomarcado para
TH. Foram utilizados 4 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferencga significante: a. vs FO sem exercicio (S/E) p<0,001, b. vs
FO com exercicio (C/E) p<0,001 e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E) p<0,001. (ANOVA, Tukey).
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5.3.2 Efeito do exercicio esteira e suplementacdo com VD sobre a atividade do
transportador de dopamina (DAT) no corpo estriado de ratos lesionados com
6-OHDA

A dopamina obtém sua liberacdo na fenda sinaptica por exocitose ou por acao
reversa de seu transportador dopaminérgico (DAT — dopamine transportater).
Portanto, o DAT modula a concentragdo sinaptica de dopamina nos terminais pré-
sinapticos dos neur6nios dopaminérgicos por meio de mecanismo acoplado ao Na*
e ClI. Uma vez liberada, a dopamina ndo sofre degradacdo na fenda sinaptica.
Setenta por cento da dopamina removida da fenda sinaptica no neoestriado
acontece por meio da recaptura pré-sinaptica pelo DAT. Deste modo, destaca-se
que 30% sdo metabolizados pela enzima citoplasmatica catecol-O-metiltransferase
(COMT) (PURVES et al.,, 2004; SAPER, 2000). Assim, na patologia de DP, ha
arrefecimento na densidade de DAT no neoestriado ocasionado pela perda dos

terminais dopaminérgicos (STORCH et al., 2006).

Destaca-se a realizacdo da andlise semiguantitativa de densidade 6ptica (DO)
das imagens digitalizadas dos cortes histoldégicos imunomarcados para DAT atravées

do software imageJ (National Institutes of Health, USA).

ApoOs o calculo da porcentagem de DO, os resultados mostraram que 0 grupo
6-OHDA sem exercicio (105000 + 5000) apresentaram uma reducdo, quando
comparados com os grupos, FO sem e com exercicio (FO (S/E) 25000 + 28868; FO
(C/E) 350000 + 28868). Contudo, essas injurias foram revetidas nos grupos tratados
com exercicio e suplementacdo de VD (6-OHDA (C/E) 225000 + 25000; 6-OHDA
(S/E com VD) 225000 + 25000; 6-OHDA (C/E+VD) 250000 + 28868). Portanto, o
protocolo de exercicio e suplementacao de VD protegeu a perda de DAT (Figuras 52
e Figuras 53).
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Figura 52 — Fotomicrografias de cortes estriatais marcados pela imunorreatividade
para DAT em corpo estriado direito (CED) de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA,

submetidos ou n&o ao protocolo de exercicio e suplementacdo com VD

FO CE DAT 100X

FO SE DAT 100X

60HDA CE DAT 100x

60HDA SE+ VD DAT 100X 60HDA CE+ VD DAT 100X

Fotomicrografia representativa de neurfnios imunorreativos para DAT de ratos submetidos a lesédo
estriatal e protocolo de exercicio e suplementagdo de VD de 21 dias. Coloragdo marron representa
células imunorreativas a DAT ao longo do CE. A- FO sem exercicio, B - FO com exercicio, C - 6-
OHDA sem exercicio, D - 6-OHDA com exercicio, E - 6-OHDA com VD e F - 6-OHDA com exercicio e
VD. Escala 50um.
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Figura 53 — Quantificacdo da imunomarcacédo para dopamina (DAT) no estriado
direito (CED) de ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA, submetidos ou ndo ao

protocolo de exercicio e suplementacdo com VD
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As barras representam a andlise semiquantitativa da densidade 6tica no CED imunomarcado para
DAT. Foram utilizados 4 animais por grupo. Os valores estao representados como média = EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a. vs FO sem exercicio (S/E) p<0,001 , b. vs
FO com exercicio (C/E) p<0,001 e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E) p<0,001. (ANOVA, Tukey).
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5.3.3 Efeito do exercicio esteira e suplementacdo com VD sobre células GFAP

positivas no corpo estriado de ratos lesionados com 6-OHDA

O GFAP (Glial fibrillary acidic protein), é evidenciado por numerosos tipos de
células do SNC, envolvendo os astrécitos e as células ependimais, sendo empregue
para identificar atividade inflamatéria no SNC, percebida pela infiltracdo astrocitaria
no tecido. Assim, os astrocitos compdem uma formidavel populacdo celular dentro
do SNC e colaboram para o funcionamento equilibrado. Portanto, os astrocitos
exprimem a proteina acidica fibrilar glial (GFAP), de enorme relevancia no comando
da configuracdo e movimento dos astrocitos constituindo-se importante no
intercAmbio astrécito-neurbnio. Os processos astrociticos balizados por GFAP tém
desempenho essencial na modulacdo da efetividade sindptica no SNC. Acredita-se
que a perda dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra na DP
possivelmente pode estar relacionada as caracteristicas especiais de astrécitos
nessa area (HENNING et al., 2008).

Constata-se que o grupo que obteve exclusivamente a injecdo 6-OHDA exibiu
uma maior marcacdo para GFAP (upregulation) no corpo estriado do lado lesionado
(ipsilateral) em relagéo ao grupo FO do mesmo lado, enquanto os grupos lesionados
e tratados com exercicio e suplementacdo de VD apresentaram menos marcacao

para GFAP em relacdo ao grupo 6-OHDA (Figura 54).

Foi realizada uma analise semiquantitativa de densidade o6ptica (DO) das
imagens digitalizadas dos cortes histoldégicos imunomarcados para GFAP através do

software imageJ (National Institutes of Health, USA).

Apbés o calculo da porcentagem de DO, os resultados mostraram que,
enguanto os grupos FO (FO (S/E) 15000 + 50000; FO (C/E) 17500 * 47871) quase
ndo apresentaram alteragbes, o grupo 6-OHDA sem exercicio (380000 = 37417)
apresentou uma maior marcacdo de GFAP, ja os grupos 6-OHDA com exercicio
(200000 £ 54772), 6-OHDA sem exercicio e suplementagéo de VD (240000 + 24495)
e 6-OHDA com exercicio e VD (200000+ 31623) exibiram uma menor marcacao para
GFAP (Figuras 55).
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Figura 54 — Fotomicrografias de cortes estriatais marcados pela imunoreativiade
para GFAP em corpo estriado direito (CED) de ratos com lesao unilateral por 6-

OHDA, submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio e suplementacdo com VD

FO SE GFAP ' 100X

I

60HDA SE + VD GFAP - 100X 60HDA CE + VD GFAP 100x

Fotomicrografia representativa de neurdnios imunorreativos para GFAP de ratos submetidos a lesédo
estriatal e protocolo de exercicio e suplementagdo de VD de 21 dias. A- FO sem exercicio, B - FO
com exercicio, C - 6-OHDA sem exercicio, D - 6-OHDA com exercicio, E - 6-OHDA com VD e F - 6-
OHDA com exercicio e VD. Escala 100um.
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Figura 55 — Quantificacdo da imunomarcacéo para GFAP no estriado direito (CED)
de ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA, submetidos ou ndo ao protocolo de

exercicio e suplementagédo com VD
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As barras representam a analise semiquantitativa da densidade 6tica no CED imunomarcado para
GFAP. Foram utilizados 4 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM.
As letras acima das barras indicam diferencga significante: a. vs FO sem exercicio (S/E) p<0,001, b. vs
FO com exercicio (C/E) p<0,001 e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E) p<0,001. (ANOVA, Tukey).
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5.3.4 Efeito do exercicio esteira e suplementacédo com VD sobre células GDNF

Sabe-se que o fator neurotrofico derivado de uma linha de células da glia
(GDNF) é um robusto neurotréfico dos neurbnios DA da via nigroestriatal. Os
acréscimos na expressao de GDNF em células de estriado resguardam os neurénios
DA contra a lesdo da via nigroestriatal, induzida por toxinas, e proporcionam a

recuperagéo de neurdnios lesados.

O GDNF é expresso em elevados niveis em neurénios do estriado durante o
desenvolvimento pdés-natal e regula a morte natural dos neurénios DA da SN
(BURKE, 2004). Portanto, o GDNF é também expresso na SN (SARABI et al., 2001),
contudo os niveis de MRNA de GDNF nesta regido sdo muito mais baixos do que no
estriado (CHOI-LUNDBERG, BOHN, 1995; OO et al., 2005). Os astrécitos reativos
no sistema nigrostriatal também expressam varios fatores neurotréficos, incluindo o
GDNF (BRESJANAC, ANTAUER, 2000; NAKAGAWA, SCHWARTZ, 2004).

Observa-se que 0 grupo unicamente com a injecdo 6-OHDA exibiu uma
diminuicdo na expressdo de GDNF no corpo estriado do lado lesionado (ipsilateral)
em relacédo ao grupo FO do mesmo lado, enquanto os grupos lesionados e tratados
com exercicio e suplementacédo de VD apresentaram uma maior marcacao de GDNF
(Figura 56).

Realizou-se uma andlise semiquantitativa de densidade o6ptica (DO) das
imagens digitalizadas dos cortes histoldégicos imunomarcados para GDNF através do
software imageJ (National Institutes of Health, USA). Apds o calculo da porcentagem
de DO, os resultados mostraram que, enquanto os grupos FO (FO (S/E) 200000 +
57735; FO (C/E) 225000 = 47871) quase nado apresentaram alteracdes, 6-OHDA
sem exercicio (87500 + 4787) apresentou uma reducdo GDNF. Contudo, apos a
suplementacdo VD e protocolo de exercicio (6-OHDA (S/E com VD) 333333 + 3333;
6-OHDA (C/E+VD) 366667 = 21082), observou-se uma maior marcacédo de GDNF.
Ressalta-se que ndo obtivemos resultados significativos no 6-OHDA (C/E) 150000 +
28868) Figuras 57).
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Figura 56 — Fotomicrografias de cortes estriatais marcados pela imunorreatividade
para GDNF em corpo estriado direito (CED) de ratos com lesdo unilateral por 6-

OHDA, submetidos ou néao ao protocolo de exercicio com suplementacéo de VD

FO SE GDNF 0% _  FOCEGDNF 109

Fotomicrografia representativa de neurdnios imunorreativos para GDNF de ratos submetidos a leséo
estriatal e protocolo de exercicio e suplementacdo de VD de 21 dias. A- FO sem exercicio, B - FO
com exercicio, C - 6-OHDA sem exercicio, D - 6-OHDA com exercicio, E - 6-OHDA com VD e F - 6-

OHDA com exercicio e VD. Escala 100um.



131

Figura 57 — Quantificacdo da imunomarcacao para GDNF no estriado direito (CED)
de ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA, submetidos ou ndo ao protocolo de

exercicio e suplementagdo com VD
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As barras representam a andlise semiquantitativa da densidade 6tica no CED imunomarcado para
GDNF Foram utilizados 4 animais por grupo. Os valores estéo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a. vs FO sem exercicio (S/E) p<0,001, b. vs
FO com exercicio (C/E) p<0,001 e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E) p<0,001. (ANOVA, Tukey).
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5.3.5 Efeito do exercicio esteira e suplementacdo com VD sobre células Alfa-

sinucleina

A proteina alfa-sinucleina é importante componente dos corpos de Lewy,
marcadores biologicos, e mutacdes no gene que expressa essa proteina, tendo sua
associacdo a casos de Parkinson hereditario. Alfa-sinucleina € uma proteina
presente fundamentalmente nos terminais pré-sinapticos do sistema nervoso central,
que esta conexa com a DP (RECCHIA et al., 2004).

Postula-se que a Alfa-sinucleina possui uma funcdo fundamental na
patogénese da DP, pois pode afetar a homeostase de neurdnios dopaminérgicos,
elevando os niveis de dopamina no citosol e consequente estresse oxidativo (YSHII
LM, 2011).

Observa-se que 0 grupo unicamente com a injecdo 6-OHDA exibiu um
aumento na expressao de Alfa-sinucleina no corpo estriado do lado lesionado
(ipsilateral) em relacéo ao grupo FO do mesmo lado, enquanto os grupos lesionados
e tratados com exercicio e suplementacdo de VD apresentaram uma menor

marcacao de Alfa-sinucleina (Figura 58).

Realizou-se uma analise semiquantitativa de densidade optica (DO) das
imagens digitalizadas dos cortes histolégicos imunomarcados para Alfa-sinucleina
através do software imageJ (National Institutes of Health, USA). Ap6s o célculo da
porcentagem de DO, os resultados mostraram que, enquanto os grupos FO (FO
(S/E) 55000 * 8660; FO (C/E) 47500 £ 2500) quase ndo apresentaram alteracdes, 6-
OHDA sem exercicio (105000 + 5000) apresentou um aumento Alfa-sinucleina,
contudo apos a suplementacdo VD e protocolo de exercicio (6-OHDA (C/E) 75000 +
5000; 6-OHDA (S/E com VD) 75000 + 8660; 6-OHDA (C/E+VD) 52500 + 2500)

observou-se uma redugdo na marcacgéo de Alfa-sinucleina (Figuras 59).
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Figura 58 — Fotomicrografias de cortes estriatais marcados pela imunorreatividade

para Alfa-sinucleina em corpo estriado direito (CED) de ratos com lesao unilateral

por 6-OHDA, submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio com suplementacdo com
VD

Fotomicrografia representativa de neurénios imunorreativos para Alfa-sinucleina de ratos submetidos
a lesdo estriatal e protocolo de exercicio e suplementacéo de VD de 21 dias. A- FO sem exercicio, B -
FO com exercicio, C - 6-OHDA sem exercicio, D - 6-OHDA com exercicio, E - 6-OHDA com VD e F -
6-OHDA com exercicio e VD. Escala 100um.
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Figura 59 — Quantificacdo da imunomarcacdo para Alfa-sinucleina no estriado
direito (CED) de ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA, submetidos ou ndo ao

protocolo de exercicio e suplementacdo com VD

150000~
S
O ®©
+—
S°g  100000-
(&)
(0D}
T E
=l
@ @ 50000-
(b}
2
0-

As barras representam a andlise semiquantitativa da densidade ética no CED imunomarcado para
Alfa-sinucleina. Foram utilizados 4 animais por grupo. Os valores estédo representados como média +
EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: a. vs FO sem exercicio (S/E)
p<0,001, b. vs FO com exercicio (C/E) p<0,001 e c. vs 6-OHDA sem exercicio (S/E) p<0,001.
(ANOVA, Tukey).
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5.3.6 Efeito do exercicio esteira e suplementacdo com VD sobre células VDR
(Receptor de VD)

Estudos despontam que a deficiéncia da VD pode estar relacionada com o
desenvolvimento de diferentes doencas como: diabetes, doencas autoimunes,
cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (CEKIC et al., 2009;
HOLICK, 2007; GARCION et al., 2002). A atividade da VD precisa de sua ligacéo ao
receptor da VD, o VRD, que codifica um fator de transcrigcdo nuclear, e a formagéo

do complexo entre a VD ativa (1,25 OH di-hidroxi-VD) e o seu receptor, e desta

maneira afeta a expressado de mais de 1000 genes (MOHRI et al., 2009).

De acordo com os estudos de Gezen-Ak et al. (2014), a proteina B-amiloide
encontra-se concatenada a degradacao da VD, assim como de seu receptor VDR,
ocasionado o emprego deficitario da VD, aumentando a susceptibilidade dos
neurénios ao envelhecimento e neurodegeneracdo. Tais achados oportunizam a
compreensao de que existe uma relacdo entre o receptor de VD (VDR) e o
desenvolvimento da doenca neurodegenerativa (tACZMANSKI et al., 2015). Assim,
a afinidade do VDR com a VD pode ser diminuida pela presenca de polimorfismos
no gene VDR ou pela deficiéncia da VD (CAI et al. 1993; BOUILLON et al., 1998),
que pode afetar mecanismos de destoxificacdo, homeostase de célcio e expressao
de neutrofinas. Isto ocasiona o envelhecimento e dano neuronal, neurodegeneracéo
(GEZEN-AK et al., 2007).

Ressalta-se que o grupo unicamente com a injecao 6-OHDA apresentou uma
diminuicdo na expressdo de VDR no corpo estriado do lado lesionado (ipsilateral)
em relacdo ao grupo FO do mesmo lado, enquanto os grupos lesionados e tratados
com exercicio e suplementacdo de VD apresentaram uma maior marcacédo de VDR
(Figura 60).

Realizou-se uma analise semiquantitativa de densidade 6ptica (DO) das
imagens digitalizadas dos cortes histolégicos imunomarcados para VDR através do
software imageJ (National Institutes of Health, USA). Apds o calculo da porcentagem
de DO, os resultados ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos
(FO (S/E) 225000 * 47871; FO (C/E) 350000 + 28868; 6-OHDA sem exercicio
(180000 + 58310; 6-OHDA (C/E) 300000 + 70711; 6-OHDA (S/E com VD) 450000 +
86603; 6-OHDA (C/E+VD) 380000 + 8000) (Figuras 61).
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Figura 60 — Fotomicrografias de cortes estriatais marcados pela imunorreatividade
para VDR no estriado direito (CED) de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA,

submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio com suplementacéo de VD

FO SE VDR 100X

FO CEVDR 100x

60HDA S.E VDR 100X 60HDA CE VDR 100X

60HDA SE+ VD VDR 100x 60HDA CE+ VD VDR 100X

Fotomicrografia representativa de neurdnios imunorreativos para VDR de ratos submetidos a lesédo
estriatal e protocolo de exercicio e suplementagéo de VD por 21 dias. A- FO sem exercicio, B - FO
com exercicio, C - 6-OHDA sem exercicio, D - 6-OHDA com exercicio, E - 6-OHDA com VD e F - 6-
OHDA com exercicio e VD. Escala 100um.
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Figura 61 — Quantificacdo da imunomarcacéo para VDR no estriado direito (CED) de

ratos com lesao unilateral por 6-OHDA, submetidos ou ndo ao protocolo de exercicio

e suplementacdo com VD
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As barras representam a andlise semiquantitativa da densidade 6ética no CED imunomarcado para
VDR Foram utilizados 4 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM, no
entanto ndo foram evidenciados diferencas estatisticas entre os grupos, p>0,05 (ANOVA, Tukey).
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6 DISCUSSAO

A DP é caracterizada por degeneracéao seletiva em mdultiplas areas do sistema
nervoso central (SNC). Trata-se de uma neuropatologia que possui as seguintes
caracteristicas: degeneracdo progressiva dos neurbnios dopaminérgicos, com
projecdo na substancia nigra para o estriado, além da presenca de inclusbes
intracitoplasmaticas manifestas como corpusculo de Lewy nos neurbnios
dopaminérgicos sobreviventes (GOBBI et al., 2014; ROSHAN et al., 2016; DICKSON
et al., 2017). A diminuicdo da producéo de dopamina, devido uma disfuncdo da via
nigroestriatal e subsequente a perda da dopamina é resultado da degeneracdo de

neurdnios da zona compacta da substancia nigra.

Embora a patogénese da doenga se encontre incerta, fatores e condigdes
ambientais, fator de cunho genético, condicbes do envelhecimento, disfuncéo
mitocondrial, estresse oxidativo e apoptose sdo importantes contribuintes no
transcurso da patologia. Estudos destacam que os niveis plasmaticos de VD, obtidos
por meio da dieta ou por meio da exposicdo solar (WANG et al.,, 2015), estdo
adjuntos a patogénese da DP (ZHANG et al., 2014).

Sugere-se, entdo, que a baixa exposicdo solar pode inferir nos niveis
inferiores de VD (WANG et al.,, 2015). Endossando esta hipétese, Knekt et al.,
(2010), demonstrou que pessoas com concentracbes de 50 nmol/l de VD
apresentavam 65% menos chances de desenvolver a DP, sendo consistentes com
resultados descritos de Newmark et al., (2007), mostrando que a deficiéncia cronica
de VD é um indicio de risco para o desenvolvimento da doencga de DP.

Ressalta-se que o diagndéstico da DP acontece através da avaliacéo clinica,
sendo identificados sinais e sintomas como bradicinesia associada a um destes
outros sintomas: tremor de repouso, rigidez ou instabilidade postural (DICKSON et
al.,, 2017; RANA et al.,, 2015). Destaca-se que os sintomas clinicos da DP s6
aparecem quando o0s niveis de dopamina estédo reduzidos com valores superiores a
60% do que o normal (FERNANDEZ, 2012). Destaca-se que o0 tratamento
farmacoldgico para DP é paliativo, atuando exclusivamente sobre os sintomas
motores por meio da reposicdo de dopamina no estriado, que restaura a

neurotransmisséo perdida com o progresso da neurodegeneracdo. Assim, o principal
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farmaco empregado no tratamento de sintomas motores da DP é um precursor da
dopamina, a 3,4-diidroxi-Lfenilalanina (L-DOPA), sendo a principal alternativa
farmacoldgica para tratamento, melhorando a qualidade de vida dos pacientes nos
estagios iniciais da doenca (WHITFIELD et al., 2014). Deste modo, as intervencdes
terapéuticas, principalmente as acdes farmacologicas, trazem contribuicdes
expressivas para o tratamento das doencas neurodegenerativas, porém exibem

limitagOes.

Assim, um maior numero de estudos fazem-se necessarios para o melhor
entendimento da patologia, bem como, novas propostas de tratamentos. Diante, do
exposto a presente pesquisa buscou avaliar os efeitos do exercicio fisico associado
a suplementacdo da VD na leséo estriatal unilateral por 6-OHDA em ratos. O fato é
gue o exercicio fisico aerébico e a suplementacdo da VD, tem demonstrado sua
competéncia, no tratamento da DP por ser capaz de atuar em multiplos mecanismos
patogénicos da doenga, como no estresse oxidativo e diminuicdo da
excitotoxicidade.

Para isso, ratos Wistar machos jovens foram submetidos ao exercicio fisico
aerébico de intensidade moderada e a administracdo de VD. O exercicio foi
realizado diariamente por 21 dias, 24 horas apos a lesdo do corpo estriado direito
por injecdo de 6-OHDA. ApGs aplicacdo do protocolo de exercicio e administracdo
de VD, foram realizados testes comportamentais, neuroquimicos e

imunohistoquimicos.

Enfatiza-se que diferentes pesquisas utilizam a prescricdo do exercicio fisico
voluntario; modelo em que os animais sao colocados em ambientes e situacfes que
favorecam a prética do exercicio fisico, sem o controle de alguns parametros no
percurso da execugcdo como, por exemplo, intensidade. Tais pesquisas buscam,
portanto, o entendimento dos mecanismos neurobiolégicos da neuroprotecado
(MABANDLA et al., 2004; ZIGMOND et al., 2009; FREDRIKSSON et al., 2011).

No presente estudo, optou-se pelo exercicio forcado, moderado e continuo,
utilizando a esteira; equipamento que permite o controle da frequéncia, intensidade e
duracdo, ja que o exercicio voluntario, como a roda de correr, ndo favorece a
estruturacdo destes paramentos elencados. Elegeu-se a aplicagcdo do exercicio

fisico em esteira, devido sua utilizacdo em estudos com modelos animais de
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patologias neurodegenerativas, tendo como destaque as pesquisas de Chen (2003);
Chen et al., (2005), Yoon et al., (2007), Lacerda et al., (2009), Hoveida et al., (2011),
Rodrigues et al., (2010); Burghardt et al., (2011), Tillerson et al., (2003) apud CHO et
al., (2013) e Costa et al., (2017).

E sabido que os modelos animais s&o fundamentais para o entendimento das
condicdes fisiopatolégicas, bem como para investigacbes e avaliacdo de novas
abordagens e propostas terapéuticas (BETARBET et al., 2002; TIEU, 2011,
BLANDINI, ARMENTERO, 2012; BOVE, PERIER, 2012; BLESA, PRZEDBORSKI,
2014). Outro ponto de destaque para utilizacdo do modelo animal se refere a
localizacdo regional e celular do receptor de VD que é notavelmente analogo no
cérebro de humanos e de ratos (PRUFER, VEENSTRA et al., 1999; EYLES, SMITH
et al., 2005).

E importante ressaltar que a utilizagdo do modelo animal em ratos para
avaliar o efeito da VD €, até entdo, a ferramenta mais adequada (O'LOAN, EYLES et
al., 2007; TURNER, YOUNG et al., 2013), assim como a utilizacdo do protocolo de
exercicio fisico, ja que seus efeitos sobre o cérebro estdo diretamente adjuntos as
caracteristicas do exercicio, incluindo a intensidade, frequéncia, duracao e tipo de
treino (AGUIAR et al., 2007; COSTA, 2017).

O modelo da lesao utilizado neste estudo € ocasionado pela toxina 6-OHDA,
que induz um dano neural em decorréncia do estresse oxidativo. Trata-se de um
modelo classico de DP que provoca degeneracao progressiva da via nigroestriatal,
associada a alteracbes comportamentais (IANCU et al., 2005). Tal modelo possibilita
diferentes e complexas investigacdes sobre a DP, devido sua acessibilidade, no que
se refere ao baixo custo financeiro e seguranca para 0 pesquisador, quando
comparado a outros modelos experimentais empregues como, por exemplo, 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina - MPTP, além de boa reprodutibilidade e de promover
uma degeneracao retrograda, de carater progressivo, condicdo necessaria para o

desenvolvimento desta pesquisa.

Por se assemelhar a dopamina, a 6-OHDA possui uma alta afinidade para o
transportador desse neurotransmissor, transportando a toxina para dentro dos
neurdnios dopaminérgicos. No neurdnio, a substancia se acumula no citosol e sofre

rapida auto-oxidacdo, levando a altas taxas de formacédo de radicais livres
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(principalmente o peroxido de hidrogénio). Como um mecanismo adicional, a 6-
OHDA pode se acumular na mitocondria, onde inibe a atividade da cadeia
transportadora de elétrons através do bloqueio do complexo | (UNGERSTEDT,
1968; BLANDINI et al., 2008; CIUCCi et al., 2011; PELLEGRINI et al., 2015).

Para Simola e Morelli (2007), esta neurotoxina apresenta um papel basilar na
pesquisa pré-clinica de DP. A 6-OHDA é um analogo estrutural de catecolaminas,
DA e NA, e exerce os seus efeitos toxicos sobre neurbnios catecolaminérgicos,
promovendo a destruicdo nigroestriatal, apresentando como consequéncia a
diminuicdo dos niveis de DA e seus metabdlitos (DOPAC e HVA), sendo
responsavel por grande parte dos disturbios motores presentes na doenca
(UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970; AGUIAR, L., 2009; AHMAD et al., 2012).

A maior parte dos estudos aborda os deficits motores e alteracdes
morfologicas presentes no modelo experimental da DP em andlises tardias,
aproximadamente duas semanas apés a administracdo de 6-OHDA. E neste
momento em que a maior parte dos prejuizos comportamentais motores estao
aparentes. Além disso, o deficit dopaminérgico atinge 60 a 80% do conteudo total no
corpo estriado (LEIZ et al., 2011).

Os resultados do presente estudo mostraram que o exercicio fisico em
esteira, pelo periodo de 21 dias consecutivos, com sessfes diarias de 30 minutos
em intensidade moderada, e a suplementacdo de VD melhoraram o desempenho
dos animais nos aspectos comportamentais e neuroquimicos. Estudos envolvendo
exercicio fisico por um periodo de 14 dias consecutivos, durante 30 minutos, ja se
mostraram efetivos (CHEN et al.2005, COHEN et al., 2003; TILLERSON et al., 2003
apud CHO et al.,, 2013; YOON et al.,2007; COSTA 2016; COSTA et al., 2017).
Resultados antecedentes também verificaram os beneficios do treinamento em
esteira no modelo animal com a neurotoxina 6-OHDA (REAL et al., 2013; GARCIA,;
REAL; BRITTO, 2017; REAL; GARCIA; BRITTO, 2017; BINDA et al., 2019).

Destaca-se um aumento no niumero de evidéncias que indicam o papel basilar
da VD no desenvolvimento do cérebro, na neurotransmissdo, na neuroprotecéo e na
imunomodulacao (KALUEFF, TUOHIMAA 2007, BUELL, BRIONES, DARWISH
2012; MPANDZOU et al., 2016). Evidéncias estas que apontam o crescente impacto
da deficiéncia de VD, correlacionada ao acometimento de varias doencas



142

neuroldgicas centrais ou periféricas, especialmente neurodegenerativas (KESBY,
EYLES et al.,, 2011, WRZOSEK, LUKASZKIEWICZ et al.,, 2013). Contudo, o0s
mecanismos moleculares precisos pelos quais a VD desempenha essas a¢des no
cérebro ainda carecem de elucida¢des (CUI, GOOCH et al., 2017).

Para validacdo do modelo unilateral por 6-OHDA, realiza-se o teste
reconhecido como padrdo ouro para analise da atividade rotacional apdés
administragdo de drogas, tais como anfetaminas, apomorfina e metilfenidato
(SCHWARTING; CAREY, 1998). Ressalta-se que ap0s a desnervacdo da via
dopaminérgica, sobre os neurbnios estriatais, ocasionado pelas injurias de 6-OHDA,
neste estudo foi evidenciado pela administracdo da apomorfina. O teste
comportamental por apomorfina (agonista dopaminérgico) é categérico para a
analise da dimensdo da morte de neurdnios dopaminérgicos (BETARBET et al.,
2002; SOUZA et al., 2017).

Verificaram-se  modificagbes comportamentais em ratos (21 dias)
posteriormente a injecao unilateral de 6-OHDA no CE, acarretando aumento no
namero de rotacdes. Resultados similares ao acréscimo no numero de rotacdes no
modelo por 6-OHDA e administracdo de apomorfina foram encontrados nos estudos
de Aguiar (2009), Araujo (2018), Costa (2017), Lima (2018), Lucena (2020) e Neves
(2014); desenvolvidos no Laboratério de Neurofarmacologia da Universidade
Federal do Ceara (UFC). Esse teste garante a validacdo do modelo, bem como o

maior entendimento dos achados desta pesquisa.

Constatou-se que nos grupos 6-OHDA com exercicio fisico, 6-OHDA com VD
e 6-OHDA com exercicio fisico e VD, as anormalidades foram revertidas. Resultados
similares foram descritos em pesquisas que investigaram o exercicio fisico em
esteira, posterior a lesao (YOON et al., 2007; TAJIRI et al., 2010; LAU et al., 2011;
DUTRA et al., 2012, COSTA et al., 2017).

Com relacdo a suplementacéo de VD, o estudo de Lima (2018) demonstrou
gue o tratamento de 21 dias com VD no modelo de 6-OHDA promoveu consideravel
atenuacdo no comportamento rotacional, o que denota um possivel efeito
neuroprotetor da VD. O que se observa nas pesquisas descritas anteriormente, com
relacdo a aplicagcdo do exercicio fisico e suplementacdo da VD, isoladamente, é a
efetividade da VD, intensificada pelo exercicio, quanto ao efeito neuroprotetor frente
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a neurotoxicidade ocasionada pela toxina 6-OHDA. Além disso, a associacao do
exercicio fisico com a suplementacdo da VD, apresenta efetividade na atenuacéo
das alteracBes comportamentais e neuroquimicas, mostrando que os resultados do
presente estudo apontam para uma possivel estratégia terapéutica para o

tratamento da DP.

Observam-se, na literatura, numerosos testes comportamentais empregados
na visualizagdo de deficiéncias motoras, em modelos animais da DP. Dentre os
testes utilizados, destacam-se: campo aberto, rotarod, teste de atividade locomotora
e de iniciacdo motora (JOHNSON; BOBROVSKAYA, 2015; LINS et al., 2017). Para
Rizelio et al., (2010) os insultos estriatais por 6-OHDA podem ocasionar
modificacdes na atividade locomotora e coordenacdo motora dos animais e assim
essas avaliacbes comportamentais fornecem resultados importantes em

investigacdes desse tipo (RIZELIO et al., 2010).

O teste do “rotarod” € uma metodologia utilizada para avaliar a coordenacao
motora do animal, mediante o tempo de permanéncia deste em uma barra giratoria
(DUNHAM, MIYA, 1957; CARMO, 2015). Portanto, é amplamente empregue em
roedores para aferir o aprendizado de competéncias como: coordenagdo motora,
desempenho muscular e equilibrio. Esses par@metros séo identificadores basicos da
atividade motora normal, e uma performance inadequada indica um prejuizo da
funcdo, que pode estar relacionado ao estado patolégico (BROOKS et al., 2012).
Animais com lesdo tendem a exibir uma dificuldade de permanéncia no aparelho,
apresentando uma laténcia menor para a queda, quando comparados aos animais
controles sem lesdo (DECRESSAC; MATTSSON; BJORKLUND, 2012).

No teste rotarod, o grupo 6-OHDA sem exercicio apresentou uma diminuicédo
de permanéncia na barra giratoria, constatada pelo aumento no nimero de quedas,
sendo estes efeitos revertidos no grupo 6-OHDA com exercicio fisico, 6-OHDA com
VD e 6-OHDA com exercicio fisico e VD. Os estudos de Goes et al. (2014) e Costa
(2016) corroboram com os resultados da presente pesquisa, evidenciando que
animais lesionados por 6-OHDA tiveram uma reducdo de permanecia da barra
giratoria, situacdo revertida com efetividade nos grupos lesionados e submetidos a

protocolos de exercicio fisico.
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Sugere-se, entdo, que esses efeitos advenham do reestabelecimento na
coordenacado motora e equilibrio, apontando que realizacdo de exercicio fisico de
carater ritmico e constante traz indicios de feedbacks motores satisfatorios.
Demostrando, assim, uma possivel acdo neuroprotetora presente nos grupos de
tratamento, de forma isolada ou associada, do exercicio fisico e da suplementacéo

da VD, apresentando importantes implicacdes para o tratamento da DP.

No teste de campo aberto, observou-se que o grupo 6-OHDA sem tratamento
apresentou uma reducdo significativa da atividade locomotora, bem como na
atividade exploratdria vertical (rearing) e na distancia percorrida. No entanto, os
grupos 6-OHDA com exercicio fisico, 6-OHDA com VD e 6-OHDA com exercicio
fisico e VD exibiram uma melhora do desempenho motor, uma vez que houve
aumento significativo no nimero de cruzamento nos quadrantes e rearing, além de
uma expressiva melhora na distancia percorrida. Estes resultados apresentaram
similaridade com o estudo de Lima (2017), demostrando que a lesédo por 6-OHDA
desencadeou sensivel hipolocomoc¢do horizontal e vertical, ao passo que a

suplementacéo com VD reverteu esses agravos.

Sabe-se que o teste do campo aberto é um modelo classico para avaliagdo da
atividade locomotora, além de ser utilizado para determinar o comportamento do tipo
ansioso (ZIMCIKOVA et al., 2017). Desta forma, o campo aberto tem como premissa
estudar a acdo do sistema dopaminérgico, serotonérgico e noradrenérgico no
comportamento emocional e exploratério por meio da atividade horizontal
(locomocgéo), vertical (rearing) e autolimpeza (grooming). Constituindo, para
avaliacdo da atuacdo de substancias que podem operar sobre esses sistemas de
neurotransmissdo  promovendo modificacbes motoras  (bradicinesia  ou
hiperlocomogdo) e emocionais (ansiedade) (GHIDINI, 2006; ARAUJO, 2012;
ASAKAWA et al., 2016). Em pesquisa de parkinsonismo é largamente empregado
para determinar o impacto da intervencéo lesiva (AGUIAR, 2009; PREDIGER et al.,
2011; CHAO et al., 2012; COSTA, 2016; ARAUJO et al., 2018; LIMA et al., 2018;
LUCENA et al., 2020).

Ainda no que se refere ao teste de campo aberto os presentes achados
evidenciam que os animais lesionados com 6-OHDA, submetidos ao protocolo
exercicio fisico e suplementacdo de VD exibiram uma redugdo na atividade de

autolimpeza avaliadas pelo grooming em relacdo ao grupo lesionado sem
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tratamento. O grooming é um comportamento inato que se relaciona ao cuidado
préoprio, presente em diferentes espécies (FENTRESS, 1977; SPRUIJT et al., 1992;
KALUEFF et al., 2016), constituindo uma caracteristica relevante no comportamento
de roedores. Este processo comumente acontece na dire¢édo cefalocaudal e abrange
multiplas regibes, como lamber as patas, lamber os pelos, rabo, movimentos de
lavar a cabeca e limpeza da regido genital (BERRIDGE; ALDRIDGE, 2002).

Salienta-se que o comportamento de autolimpeza tem como escopo investigar
os niveis de ansiedade do animal submetido ao teste. Entretanto, esse pode
aumentar quando o animal esta tranquilo ou ansioso de modo que apresenta uma
curva invertida com relagdo ao grau de ansiedade, de tal modo, ndo € interessante a
utilizacdo deste parametro de forma independente para a determinacdo do estado
de ansiedade, mas torna-se necessario, associacdo deste com outros achados
(LAUREANO, 2010). Assim, ao analisar os estudos experimentais em roedores
observa-se que o0 grooming participa na adaptacao ao estresse, caracterizando uma
forma como estes animais lidam com agentes estressores (KAMETANI, 1988;
SCHULZ-KLAUS, 2009).

Ainda com relagéo a atividade motora, o presente estudo analisou a atividade
motora fina, utilizando o teste do cilindro. Este teste é fundamentado no
comportamento inato do roedor que explorar o ambiente novo por meio do
comportamento de rearing, tocando as paredes do cilindro com as patas anteriores
(TILLERSON et al., 2001). Logo, os animais com lesédo apresentam uma diminuigéo
da utilizacdo da pata anterior contralateral a lesédo, exibindo uma assimetria motora
(BOIX; PADEL; PAUL, 2015). Evidenciamos, que os animais FO (grupo sem lesao
por 6-OHDA), utilizavam ambas as patas simultaneamente para tocar a parede do
cilindro, ja os animais lesionados com 6-OHDA tocaram 0 aparato apenas com O
membro ipsilateral a lesdo. Corroborando com nossos resultados foram observados
na pesquisa desenvolvida, por Jouve et al.,, (2010) e Araujo (2017) no qual
estudaram o efeito anti-parkinsoniano da estimulagdo cerebral no modelo de DP
induzido pela 6-OHDA. Nestes estudos o0s grupos, controle apresentaram uma maior
utilizacdo das patas de forma simultanea, enquanto, o grupo com 6-OHDA uma

reducao na utilizagdo das duas patas simultaneamente.

Os nossos resultados demostram que o exercicio fisico e a suplementacao de

VD, de forma isolada ou em associacdo, apresentaram uma melhora da funcéo
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motora fina, uma vez que, os animais lesionados com 6-OHDA e tratados, tocaram
mais vezes a parede do cilindro com a pata contralateral a lesdo quando comparado
ao lesionado com 6-OHDA sem tratamento. Consequentemente, sabe-se que a
reducdo do uso da pata anterior contralateral a lesdo, concatena negativamente com
o dano neuronal dopaminérgico (DECRESSAC; MATTSSON; BJORKLUND, 2012)
indicando que tratamentos que apresentam uma reducdo na assimetria motora no
teste do cilindro podem também reduzir a degeneracdo neuronal. Assim, este
parametro comportamental pode ser empregado para averiguar o efeito

neuroprotetor de novas propostas terapéuticas (GREALISH et al., 2010).

Portanto, a expressdo evidente dos deficits comportamentais de ratos
submetidos a lesdo dopaminérgica por 6-OHDA sé&o vistos geralmente a partir de
duas semanas apos a lesdo (GREALISH et al., 2008; HSIEH et al., 2011) assim, 0
protocolo de exercicio fisico realizado apds a injuria por 6-OHADA foi capaz de
melhorar os déficits comportamentais motores em ratos (BARROSO, 2012; COSTA
et al., 2017; O'DELL et al., 2007; TILLERSON et al., 2003; POULTON; MUIR, 2005),
semelhantes aos resultados encontrados no presente estudo. Deste modo, o
exercicio fisico € capaz de atenuar os aspectos comportamentais e déficits motores,
além de influenciar a curiosidade exploratéria em modelo de DP por 6-OHDA. Além
disso, estes achados reforcam a neuroplasticidade induzida pelo exercicio e

suplementacao da VD.

Em conjunto, os resultados obtidos foram significativos nos testes do rotarod,
campo aberto, nos distintos grupos de tratamentos, sugerem, entdo que o exercicio
e a suplementacdo da VD, separadamente ou em associacdo sdo capazes de
atenuar os prejuizos motores e a neurodegeneracao da via nigroestriatal, induzidos
pela administracdo intraestriatal de 6-OHDA, o que predispdem para um indicador
de proposta terapéutica. Existem evidéncias crescentes (MEDHAT et al., 2020) das
funcbBes benéficas da pratica do exercicio e suplementacdo da VD na manutencgéo

da funcao cerebral.

Ainda se destaca que além dos sintomas motores classicos, sinais e sintomas
nao motores sao descritos em pacientes DP, como sinais autonémicos (aumento de
salivagcéo, seborreia, constipagcao, vermelhiddo e sudorese), ansiedade, depresséo,
apatia, hiposmia, distirbios do sono e declinio cognitivo, acompanhado ou néo de

deméncia, estes podem ser explicados pelo comprometimento de outros sistemas
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monoaminérgicos como serotonérgicos e noradrenérgicos (SOUZA et al., 2011,
FERESHTEHNEJAD et al., 2019). Os prejuizos ndo motores na DP sdo anexos a
falhas na regulacdo de abalizar os sistemas de neurotransmissao (além do sistema
dopaminérgico), podendo acontecer muito antes dos sintomas motores, em uma
fase inicial da patologia (AARSLAND et al., 2012; BRAAK, FABBRINI et al., 2013;
HEIKO et al., 2004; POEWE et al., 2017).

Com relacdo aos prejuizos cognitivos leves, geralmente aparecem no estagio
inicial da DP e avancam progressivamente a deméncia em condi¢fes, avancada da
patologia. Com o objetivo de avaliar a funcédo cognitiva dos animais lesionados por
injuria de 6-OHADA e tratados com exercicio fisico e suplementacdao de VD,
analisou-se a memoéria operacional de curto prazo no teste de alternéancia
espontanea no labirinto em Y (y-maze) (HUGHES, 2004). O teste do labirinto em Y
foi utilizado para a avaliacdo do acometimento da memodria operacional ou de
trabalho, que se concatena na convergéncia natural dos animais explorarem
ambientes novos, abrangendo o cértex pré-frontal e hipocampo (DELLU et al.,
1994).

No teste, foi observado um importante prejuizo na memoéria operacional, dos
animais lesionados com a 6-OHDA, entretanto, demonstrou-se que apés 21 dias do
protocolo de exercicio e suplementacdo de VD, houve a reversdo dos danos
cognitivos. A melhora da memaria operacional foi observada em grupos submetidos
ao protocolo de tratamento. Em consonédncia com esses dados, trabalhos
demonstram que a 6-OHDA, por aumentar o estresse oxidativo, € capaz de
desencadear danos na memoria operacional similares aos caracteristicos da DP
(COSTA, 2016; HEFCO et al., 2003; NASCIMENTO, 2020; PEREZ et al., 2009).

Contudo, o exercicio fisico e a suplementacdo da VD foram efetivos em
previne significativamente estes prejuizos na memdaria operacional, promovidos pela
6-OHDA. Ainda em consonancia como resultados desta pesquisa, Silva (2020)
evidencia que a pratica do exercicio fisico melhorou a memoria espacial e a fungéo
executiva no teste do Y-maze. Deste modo, o exercicio alivia o déficit de memoria
induzido pelo estresse crbnico, e aumento pelo BDNF no hipocampo o que pode ser

uma justificativa para a melhora da meméria (KIM; LEEM, 2016).
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Ainda no que se refere a memdria, o teste de reconhecimento de objeto € um
paradigma cognitivo que mede a memadria de reconhecimento, sendo largamente
utilizado para averiguar circunstancias experimentais em modelos animais nos quais
a cognicéo apresenta-se lesada (HOPKINS; BUCCI 2010). Estudo tem descrito que
os déficits cognitivos, tais como reducdo da memoéria de reconhecimento, podem
anteceder o inicio da DP (BENITO-LEON et al., 2011; DALAKER et al., 2011).

Verificou-se, nesta pesquisa, alteragdes na memoéria de reconhecimento no
grupo lesionado por 6-OHDA, quando comparados aos grupos FO. E importante
ressaltar que os achados desta pesquisa foram analogos a estudos anteriores,
mostrando déficits em tarefas de memadria (DE LEONIBUS et al., 2009; FERRO et
al., 2005; LUCENA 2019). Entretanto, no grupo 6-OHDA com VD e 6-OHDA com

exercicio e VD, as implicacdes dos déficits cognitivos, foram revertidos.

Corroborando com esses achados, estudos, realizados por Gées et al.,
(2014) e Costa (2016), mostrou que lesdes induzidas 6-OHDA ocasionam perda na
memoria de reconhecimento, estas foram atenuadas com a aplicacdo do protocolo
de exercicio. Além disso, diferentes estudos tém demonstram que o exercicio fisico
diminui transtornos cognitivos e comportamentais, assim como anormalidades
neurobioldgicas em ratos expostos a 6-OHDA (AGUIAR, et al., 2012; COSTA et al.,
2017; LANDERS et al., 2013; REIJNDERS et al., 2008; TAJIRI et al., 2010).

Diversas pesquisas expdem evidéncias positivas do exercicio fisico na
plasticidade do sistema nervoso, bem como, no aprendizado e meméria (LAMBERT;
FERNANDEZ; FRICK, 2005; XIONG et al., 2015). O exercicio fisico tem um papel de
destaque para o controle, prevencéo e tratamento da obesidade, cancer, depressao,
declinio cognitivo associado ao envelhecimento, distirbios neurolégicos como
doenca de Parkinson e doenga de Alzheimer (DISHMAN et al., 2006).

Muitos estudos apresentam resultados positivos em relacdo aos efeitos do
exercicio sobre a memoria, associando multiplos fatores aos processos de protecéo
e melhora (GIBBONS et al., 2014; XIONG et al., 2015). Deste modo, o treinamento
fisico moderado aprimora o aprendizado e a memoria (Radéak et al.,, 2001), a
coordenacdo motora (PETZINGER et al.,, 2007), como também anormalidades
neurobiologicas, (TAJIRI et al., 2010; LANDERS et al., 2013), neuroquimica em
ratos expostos a 6-OHDA (TAJIRI et al., 2010; COSTA 2017).
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Ainda, estudos demonstraram que o exercicio fisico melhora a funcao
cognitiva, neuroquimica e mitocondrial em modelos experimentais (ELOKDA et al.,
2010; TUON et al., 2010; AGUIAR et al., 2011; LIN et al., 2012; TAJIRI et al., 2010;
COSTA et al., 2017), além de ter efeito neuroprotetor (FUNK et al., 2011; COSTA,
2016). Contudo, os mecanismos responsaveis por estes efeitos neuroprotetores sédo

pouco compreendidos e precisam amplamente investigado.

Podemos destacar que pesquisas clinicas apontam uma relacdo entre os
niveis baixos de VD e disturbios de memoria episodica, que se expdem a
informacBes de contexto espacial (SONI, KOS et al., 2012, LITTLE JOHNS,
HENLEY et al. 2014). Também tem sido mostrado que a VD esta associada a um
melhor desempenho cognitivo, onde existe um risco de comprometimento cognitivo
(MORRIS et al. 2013, LITTLEJOHNS, HENLEY et al. 2014, TOT BABBERICH EDE,
GOURDEAU et al., 2015).

Logo, uma associacao entre concentracdes reduzidas de VD e prejuizos em
funcdes cognitivas, como funcdo executiva, memoria e orientacdo, € relatada em
humanos, bem como, o diagnostico de deméncia (LLEWELLYN, LANGA et al.,
2009). Portanto, o baixo nivel de VD durante a vida adulta também pode estar ligado
a deficiéncia cognitiva e a doencas neurodegenerativas, além de transtornos
neuropsiquiatricos (CHENG, XIA et al., 2016, COLLIN, ASSMANN et al., 2016).

Numerosos sdo o0s desdobramentos para compreender as condigoes
patolégicas da DP, entre estas, estresse oxidativo, inflamacdo da micrdglia,
disfuncdo mitocondrial. E sabido que a principal recorréncia bioquimica e molecular
da DP é a deplecéo de DA resultante da destruicdo da via nigroestriatal. A deplecéo
de 70% das concentracbes estriatais de DA antecedem o aparecimento dos
sintomas clinicos, tal situacdo acentua-se e a neurodegeneracdo que acometer

diferentes regides encefalicas (NEVES, 2014).

Assim, a determinagao dos niveis deste neurotransmissor e seus metabolitos
no corpo estriado oportuniza parametro para avaliar a atividade neuroprotetora de
farmacos sobre os neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais (COSTA, 2016).
Portanto, o modelo animal da DP deve imitar tanto a degeneracdo de células

dopaminérgicas, bem como a redugcdo de 60-70% na densidade de fibras TH-
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imunorreativas no estriado, acompanhada por uma reducdo de 50-60% em
neurénios TH-imunorreativos na SN (DEUMENS et al., 2002).

De tal modo, o presente estudo evidenciou a partir da quantificacdo da
concentracdo de monoaminas por HPLC, confirmamos o déficit dopaminérgico no
estriado ipsilateral em animais que receberam a injecdo unilateral de 6-OHDA,
apresentando uma expressiva diminuicdo nas concentracbes de DA e DOPAC,
quando comparados aos grupos controles. O DOPAC é metabdlito resultante da
degradacdo dopaminérgica, consistir em um derivado da dopamina recentemente
sintetizada. Resultados estes, comum aos estudos que reproduzem o modelo 6-
OHDA, na qual se caracteriza pela reducdo da concentracdo da DA nigro-estriatal
somada a reducdo da concentracdo de DOPAC, fortalecendo a teoria da
degeneracdo dopaminérgica nesses neurdnios pela reducdo na producdo da DA
(LEE; SAUER; BJORKLUND, 1996; AGUIAR et al., 2006; CARMO et al., 2014).
Resultados similares a reducdo das concentracdes de DA e seus metabdlito, foram
encontrados nas pesquisas de Aguiar (2009), Araujo (2018), Costa (2017), Lima
(2018), Lucena (2020), Neves (2014).

Porém, ressalta-se que nos grupos 6-OHDA com exercicio, 6-OHDA com VD
e 6-OHDA com exercicio e VD, observou-se uma protecdo na reducao dos niveis
estriatais de DA. Em trabalhos anteriores (AMANDA et al., 2003; TILLERSON et al.,
2001), demonstrou-se que o exercicio forcado foi capaz reduzir a perda de DA,
ocasionada por 6-OHDA. Sugeriu-se, ainda, que o exercicio fisico contribua para a
ativacao do sistema dopaminérgico, aumentando a disponibilidade de DA no CE
(HATTORI; NAOI, 1994). Desta forma, existem evidéncias convergentes de estudos
clinicos e experimentais de que o exercicio pode operar como ac¢do modificadora da
DP (AGUIAR et al., 2009; MANTRI et al., 2018; MULLER; MUHLACK, 2010; TOY et
al., 2014).

Essas implicagbes sao consistentes com outras pesquisas que descrevem as
alteracdes nas monoaminas em CE lesionado por 6-OHDA, e sua atenuacédo apos
aplicacao de protocolo de exercicio fisico em esteira por 28 dias apresentando uma
protecdo contra a reducdo dos niveis de DA no estriado em camundongos
(PETZINGER et al., (2007). A literatura ainda apresenta, a efetividade da aplicacao
do protocolo de exercicio fisico em diferente modelo de DP, como 6-OHDA, MPTP e

LPS, com a realizacdo de exercicio voluntario e/ou exercicio forgado realizado em
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esteira mostra que essas manobras sdo capazes de atenuar a perda de DA nos
neurénios dopaminérgicos (REAL et al., 2013; TAJIRI et al., 2010; TUON et al.,
2012; WU et al., 2011).

Portanto, o exercicio fisico aumenta os niveis de DA no estriado (TILLERSON
et al.,, 2003; PETZINGER et al., 2007). Além do exercicio também se destaca a
restauracdo da DA, apds a suplementacdo da VD. Nos achados de Lima (2017)
evidenciou-se, aumento de DA e seus metabolitos com a suplementagéo de VD, no
pré-suplementacdo e pos-suplementacdo em modelo animal, lesionados por 6-
OHDA, sendo efetivo na atenuacado das injurias sofridas em ambos os tratamentos.
No estudo de Wang et al., (2001), foi demostrado que pré-suplementacdo com VD
(1pg/kg/dia) foi capaz de suplantar os niveis de DA, DOPAC e HVA em ratos com
lesé@o por 6-OHDA.

Uma vez que os resultados obtidos nos testes comportamentais e na
dosagem da concentracdo de DA, sugerem que o protocolo de exercicio fisico e a
suplementacdo com VD proporciona prote¢cdo aos neurbnios dopaminérgicos no
grupo de tratamentos isolados ou em associacdo do exercicio fisico e VD, contra os
mecanismos de neurodegeneracdo desencadeados pela 6-OHDA, esses efeitos
sugerem uma acao neuroprotetora e seu potencial para o tratamento de doencas
neurodegenerativas como a DP. Em estudos in vivo, foi observado que o
tratamento com VD atenua a deplecdo nos niveis de dopamina e serotonina

ocasionado pela administragdo continua de metanfetamina (KESBY, 2011).

Sabe-se que o cérebro é altamente sensivel aos danos causados por radicais
livres, por apresentar a sua alta necessidade de oxigénio e a presenca de baixas
concentracfes de enzimas antioxidantes. Assim, ha um grande empenho em
estabelecer estratégias terapéuticas e alimentares para combater o estresse
oxidativo produzido no sistema nervoso central (GAO et al., 2012; VIRMANI et al.,
2013).

Associado ao processo de neuroinflamacgéao, o estresse oxidativo é outro fator
importante no processo de degeneracdo neuronal (TAYLOR; MAIN; CRACK, 2013).
Contudo, o estresse oxidativo € causado pelo aumento de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ROS e NOS), que sdo moléculas expressivamente reativas, e
que podem ocasionar diversos efeitos deletérios no organismo (MOTHERWELL,;
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ZUO, 2013). Aléem do aumento destas espécies reativas, 0 estresse oxidativo
caracteriza-se pela deplecdo dos sistemas antioxidantes, como catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD), glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR) (FRANCO et al., 2017; NIRANJAN, 2014).

Nesta premissa, diversos estudos identificaram que o estresse oxidativo esta
presente em diferentes e distintas patologias neurodegenerativas (SULTANA,;
PERLUIGI; BUTTERFIELD, 2013; KIM et al.,, 2015). Embora os mecanismos
moleculares da DP ainda ndo se encontrar completamente compreendidos, multiplos
estudos indicam que as alteragcdes do metabolismo celular, como reducdo da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial (Mandemakers et al., 2007; Mounsey, Teismann,
2011; Pacelli et al., 2011) e a geracao de radiacais livres (RL) (Baillet et al., 2010;
Surendran, Rajasankar, 2010) despontam um relevante papel na patogénese da DP,
visto que o cérebro tem um amplo potencial oxidativo, ocasionado pelo elevado
consumo de oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Neste estudo, a injecdo de 6-OHDA produziu dano oxidativo no CE lesionado,
confirmado por uma elevacao do produto da peroxidacédo lipidica, o MDA, situacéo
que ndo ficou restrita a area lesionada, mas exibiu efeitos deletérios na regidao do
CPF e HC. Evidéncias crescentes sugerem que O estresse oxidativo cumpre um
papel importante na fisiopatologia da DP. Ja se sabe, que o préprio metabolismo da
DA pode cooperar para o estresse oxidativo, assim como a disfungdo mitocondrial e
a ativacdo das células gliais (HWANG, 2013; BLESA et al., 2015). Estes danos
oxidativos em roedores tratados com 6-OHDA como observado no presente estudo,
s80 consistentes com relatos anteriores (ARAUJO, 2017; AHMAD et al., 2012;
COSTA, 2016; LUCENA, 2019).

Corroborando com nossas evidéncias, diferentes pesquisas demostram as
decorréncias oxidativos sobre varias regibes do cérebro, tais como CPF, cerebelo e
HC, sendo este ultimo o primeiro a sofrer os efeitos da 6-OHDA (MATSUMOTO et
al., 2011; ZHANG et al.,, 2011). Isso confirma que a degeneracdo progressiva
ocasionada pela 6-OHDA pode abranger outras areas do sistema nervoso central e
nao exclusivamente aos neurdnios da via nigroestriatal. Deste modo, 0S grupos
submetidos ao protocolo de exercicio fisico e suplementagdo de VD, apresentaram

os efeitos neuroprotetores da VD, uma vez que esta foi capaz de reduzir em uma
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condicao significativa a peroxidacdo como mostrado 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., 2008,
2010, 2012; POWERS; TALBERT; ADHIHETTY, 2011; TUON et al., 2010;
VILLANUEVA; KROSS 2012). Mas, esta resposta pode estar relacionada ao tipo de
exercicio aplicado. Aguiar et al., (2010, 2011) narraram que O exercicio de alta
intensidade pode ocasionar o dano oxidativo no cérebro, porém, o exercicio de baixa
intensidade promove neuroprotecdo (AGUIAR et al., 2011). Os resultados mostram
um efeito preventivo do exercicio sobre danos oxidativos cerebrais em lipidios e
proteinas, possivelmente devido a um aumento dos niveis das enzimas
antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

No que se refere a suplementacdo da VD, no estudo de Lima (2017) em
modelo de 6-OHDA promoveu o aumento substancial nas concentragdes de MDA no
cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado ao passo que, tanto o pré-tratamento
com o poés-tratamento foram eficazes na reducéo da peroxidacéo lipidica nas areas
estudadas. Também foram percebidas reducéo nas concentracées de MDA por meio
da suplementagéo com VD, nos estudos de Erbasa et al., (2014) e Wiseman (1993).

Portanto, no SNC, a VD esta envolvida na regulacdo da excitotoxicidade
neuronal mediada por Ca2+, na reducdo do estresse oxidativo e na inducéo de
proteinas estruturais sinapticas como os fatores neurotréficos e neurotransmissores
que se encontram deficientes (SANTOS, 2018). Devido a propriedade de regular
esses fatores neurotréficos, sugere-se que a VD opere como uma substancia
neuroprotetora. Esses efeitos neuroprotetores podem ser observados em
estudos in vitro, nos quais ha diminuicdo da morte celular mediada pelo
glutamato em culturas de células neuronais do cortex, hipocampo e mesencéfalo
(KESBY, 2011).

No que se refere a producédo excessiva de 6xido nitrico (NO) na célula esta
associada ao aumento do estresse oxidativo e a reducdo da defesa antioxidante, o
gue torna as células mais vulneraveis. O estresse oxidativo tem sido constantemente
associado com o desenvolvimento da DP devido as elevadas condi¢cdes oxidativas

que predomina nos neurénios dopaminérgicos (WHITTON et al., 2007). NO é um
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radical livre que dispdem de um elétron isolado e se liga a multiplos compostos que
também contém elétrons isolados. Difunde-se no citosol e membranas lipidicas,
assim como para dentro das células, em concentracdes superioras, pode formar
espécies toxicas e reativas, por meio de sua combinacdo com o Oz~ ou oxigénio
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Em situacdes patoldgicas, tais como doengas neurodegenerativas, podemos
encontrar uma grande concentracdo de NO capaz de ocasionar respostas toxicas na
célula. Portanto, a molécula de NO é extremamente tdxica e danifica proteinas,
lipideos de membrana e DNA. De modo indireto, podemos quantificar a producéo do
NO através da dosagem de seus metabdlitos NO2/NOs (GUO et al.,, 2007). O
estresse oxidativo pode causar efeitos prejudiciais, tais como peroxidacdo de lipidios
de membrana, agressao as proteinas e danos ao DNA (SILVA, COUTINHO, 2010;
VALKO et al., 2016).

Neste estudo, foi possivel constatar que a infusdo da 6-OHDA aumentou 0s
niveis de NO2/NOs3 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 NO2/NOs3
(ARAUJO, 2017; GUO et al., 2007; LUCENA, 2019). Uma producéo excessiva de
oxido nitrico (NO) na célula est4 associada ao aumento do estresse oxidativo e a
reducdo da defesa antioxidante, o que torna as células mais vulneraveis. O estresse
oxidativo tem sido constantemente associado com o desenvolvimento da DP devido
as elevadas condi¢cdes oxidativas que predomina nos neurdnios dopaminérgicos
(WHITTON et al., 2007).

Adicionalmente, tem sido sugerido que o estresse oxidativo leva a ativacdo de
caspases e consequente apoptose na DP, como também pode levar ou potencializar
reacOes inflamatérias cronicas causando modificagbes em varias biomoléculas
(FRIEDLANDER et al., 2003). A presenca de niveis aumentados de ERO promove
uma neurodegeneracdo seletiva na DP. Uma das explicagfes € a autooxidacdo da
DA (TSANG; CHUNG, 2009).

Ainda, foi mostrado que diversas células da substancia negra de pacientes
post-mortem com DP apresentam um aumento na expressao da enzima, Oxido
nitrico sintase induzivel (iINOS), em comparacdo com 0s pacientes, controle da

mesma idade (HUNOT et al., 1996). Esta bem constituido que a captura de radicais
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livres por antioxidantes € ocasionada pela sua competéncia de doar hidrogénio
(SHINOMOL; MURALIDHARA, 2008).

No organismo o0 estresse oxidativo € combatido através de antioxidantes
endogenos e por sequestradores de radicais livres (STACK et al., 2010). Com isso a
administracdo de agentes antioxidantes tem evidenciado melhorar o estresse
oxidativo e atenuacdo da progresséo de doengcas neurodegenerativas
(ROSENSTOCK et al.,, 2004) o que os tornam possiveis alvos terapéuticos para
diferentes patologias que estejam envolvidas com os radicais livres. Assim, a pratica
do exercicio fisico leve ou moderado e a suplementacdo de VD apresenta-se um
importante alvo na terapia da DP, visto que estes agem diretamente na diminui¢cao
dos processos oxidativos, por apresentarem caracteristica antioxidante.

Ainda com relacdo ao aumento do Oxido nitrico (NO), os resultados do
presente estudo mostraram que 0s grupos tratados com exercicio fisico e
suplementacdo da VD, isolado ou em associacdo apresentaram, uma diminuicéo
nas concentracdes de nitrito e nitrato no CPF, HC, CE dos ratos submetidos a lesao
pela 6-OHDA. Corroborando com nossos achados, Lima (2017) averigou que a 6-
OHDA intensificou a producdo de nitrito/nitrato no cértex pré-frontal, hipocampo,
corpo estriado e 0 ao passo que a suplementacdo com VD foi eficaz em limitar a
producdo de nitrito/nitrato. Ainda, destaca-se, diferentes pesquisas apontam o
potencial que a VD em atenuar a sintese de NO (DURZUN et al. 2013).

Torna-se interessante refletir e entender que algumas pesquisas afirmam que
o exercicio fisico esta associado a estimulacdo da producdo de NO (HIGASHI;
YOSHIZUMI, 2004; MENEZES, 2012). Entretanto, dependendo da frequéncia,
duracdo e intensidade, o exercicio tanto pode aumentar a producédo de ERO e levar
a danos oxidativos, como também, em intensidades leves e moderadas, pode

melhorar a capacidade de defesa antioxidante do organismo (TUON et al., 2010).

Contudo, nesta pesquisa, 0 exercicio foi capaz de reduzir, expressivamente,
estes niveis de EROs nas é&reas estudadas e tais achados correlaciona-se ao
protocolo de exercicio fisico adotado no transcurso da pesquisa. Resultados
anteriores confirmaram os beneficios do treinamento em esteira no modelo animal
com a neurotoxina 6-OHDA (REAL et al.,, 2013; GARCIA; REAL; BRITTO, 2017,
REAL; GARCIA; BRITTO, 2017; BINDA et al., 2019). Tais acbes, podem acontecer
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ao nivel de estriado e o hipocampo, essas sdo duas estruturas cerebrais que
respondem positivamente aos efeitos neuroprotetores do exercicio, particularmente
sobre a funcdo mitocondrial, estresse oxidativo e inflamacao cerebral (TUON et al.,
2010; KE et al., 2011; TUON et al., 2012).

O estresse oxidativo é resultado dos danos a macromoléculas, ocasionando
diminuicdo dos niveis de glutationa (GSH). Como principal agente redutor na célula,
a diminuicdo dos niveis de GSH é particularmente importante, especialmente porque
se encontra significativamente diminuida no inicio da DP (HASTINGS, 2009). De tal
modo, 0 estresse oxidativo tem sido amplamente discutido como um relevante
contribuinte na fisiopatologia das doencas neurodegenerativas (SKOUMALOVA,
2003; SAYRE et al., 2008, CHEN et al., 2009). Destaca-se, que o GSH é a mais
importante enzima antioxidante do encéfalo, atuando sozinha ou em conjunto com
outras enzimas para remocao dos radicais livres (SMEYNE; SMEYNE et al., 2013).
Estudos post mortem de individuos com DP revelam baixos niveis de GSH no
cérebro, em especial na substancia negra (SIAN et al., 1994; MAETZLER et al.,
2011).

Neste estudo foi observado um decréscimo nos niveis de GSH induzido pela
6-OHDA no CPF e HP. Assim, o protocolo de exercicio e a suplementacdo de VD,
alterou positivamente os niveis de GSH. Os efeitos antioxidantes do exercicio no
SNC comecaram a ser descritos na ultima década (LIU et al., 2000; MATTSON,
2000), sendo capaz de alterar o estado antioxidativo e redox do encéfalo, operando
em uma configuracdo que diminuir o estresse oxidativo e, assim, amortizar a
incidéncia de doencas neurodegenerativas (HOLLOSZY, KOHRT, 1995).

Sabe-se que o0s marcadores neuroquimicos especificos para a DP
compreendem a reducdo de DA, bem como os niveis de TH (HEIKKILA,
SONSALLA, 1992). A TH é a uma importante enzima, atuante na sintese de DA em
gue se caracteriza em uma enzima limitante da velocidade de sintese de DA e
estando presente nos neurdnios dopaminérgicos na area nigroestriatal (RIBEIRO et
al., 2013; GONZALEZ-APARICIO et al., 2010; YANG et al., 2009). Deste modo, o TH
€ a enzima responsavel por catalisar a conversdo de L-tirosina para
dihidroxifenilalanina, uma precursora da dopamina. De acordo com Furukawa et al.,

(2004), a caréncia do TH estéa pertinente com o desenvolvimento da DP, e isto pode
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ser primeiramente identificado por uma distonia do membro unilateral ou assimetria,

tremor postural, afetando a coordenacédo motora e bem como a funcao cerebral.

Os resultados demostram que as injurias sofridas por 6-OHDA, ocasionaram
a reducdo do TH, contudo, este efeito foi revestido nos grupos submetidos ao
protocolo de exercicio fisico e suplementacdo de VD. Corroborando com nossos
resultados, outros estudos que utilizaram o exercicio fisico como forma de
tratamento, embora tanto o volume e intensidade do treinamento daqueles
apresentaram condicdes e caracteristicas diferentes dos nossos. Assim, Yoon et al.,
(2007) e Costa et al., (2017) mostraram que a exposi¢ao de ratos ao treinamento em
esteira durante 30 minutos, uma vez por dia, durante 14 dias consecutivos e ap0s a
administracdo de 60HDA foi suficiente para aumentar os niveis de TH. Em outro
estudo, Tajiri et al., (2010) também usaram o treinamento em esteira e corrida
durante 30 minutos, uma vez por dia, durante 4 semanas, 0 que demostrou

resultados satisfatérios de fibras TH-positivas no estriado e em neurénios da SNpc.

Quanto aos niveis de expressdo de TH este estudo demonstrou que 0S
animais que realizam exercicio fisico, independente do tempo, se a curto ou longo
prazo, despontaram aumento na expressao de TH no SNc do que aqueles nédo
expostos ao exercicio. Deste modo, a maior expressdo de fibras TH-positivas e
maior nimero de células TH-positivas pode ser relacionado ao efeito neuroprotetor
correlacionados ao exercicio (FERREIRA et al., 2020). Em estudos com modelos de
DP, MPTP, LPS e com protocolo de treinos diferenciados, quanto ao tempo e
intensidade (9 dias, 14 dias, 4 semanas, 18 semanas) foram identificados que
sempre ha uma neuroprotecdo dopaminérgica tanto na SNc quanto no CPu
naqueles animais que sédo submetidos ao exercicio fisico (LAU et al., 2011; REAL et
al., 2013; TILLERSON et al., 2003; YOON et al., 2007).

Um dado relevante apontado em varios estudos, é que o exercicio fisico é
capaz de promover aumento nos niveis de expressdo de BDNF (REAL et al., 2013;
TUON et al., 2012; WU et al., 2011) e a neuroplasticidade induzida pelo exercicio
pode ocorrer atraves do crescente aumento da atividade enzimatica de TH que
modula a sintese de dopamina pelos neurénios dopaminérgicos (DA SILVA et al.,
2016). Essas evidéncias sdo consistentes com pesquisa anterior de nosso grupo de
pesquisa que demonstrou um aumento de BDNF em grupos lesionados por 6-OHDA

e submetidos ao protocolo de exercicio fisico, apresentando também uma melhor
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expressdo de TH, € que essa expressao de também foi significativa em animais néo
lesionados (COSTA, 2016).

Observando as altera¢des nos niveis de TH, algumas pesquisas realizaram
protocolos que mostram os efeitos benéficos do exercicio fisico quando este é
realizado ndo unicamente apds a inducdo da modelo de DP, mas antes da
realizacdo da inducdo, mostrando uma possivel forma de prevencéo da DP (REAL et
al., 2013; ZIGMOND et al., 1990). Petzinger et al., (2007) demostraram que o
exercicio fisico em esteira por 28 dias protegeu contra as injarias por 6-OHDA, além
disso, os autores relataram que o exercicio fisico reduz o imunodeteccdo de DAT e

de TH no corpo estriado.

Com relacao ao estudo de Lima (2017) os resultados da administracdo da VD
foram contundentes tanto no pré-tratamento quanto no pdés-tratamento
demonstrando a eficacia da VD na manutencdo da citoarquitetura estriatal e sendo
ratificada pelos testes imunohistoquimicos para TH e DAT onde novamente a
suplementacdo com VD se mostrou efetiva na neuroprotecdo contra a 6-OHDA.
Para Sanchez et al., (2009) a administracdo da VD restaura os niveis de TH no
estriado e na substancia negra de ratos submetidos a lesdo nigroestriatal por 6-
OHDA. Outros mecanismos de acdo da neuroprotecdo mediada pela VD séao,
inibicdo do estresse oxidativo, da ativacdo microglial e na neurotoxicidade mediada
pelo glutamato (CASS et al., 2014; CASS et al., 2012; KIM et al., 2006; NAVEILHAN
et al., 1996; ORME et al., 2013; SMITH et al., 2006).

Entende-se que os sintomas da DP sdo ocasionados ndo unicamente por
perdas significativas de dopamina, mas também pelo transportador de DA (DAT),
nos ganglios da base. Neste sentido, multiplos mecanismos tém mostrados para
regular a atividade e os niveis de DAT, onde podemos destacar: a expressao génica
da proteina e do numero de transportador; ativacdo da fosforilacdo através de
receptores para glutamato, por exemplo, o receptor metabotrépico mGIuR5; e

internalizacdo em endossomas moderada pela DA (PAGE et al., 2001).

Na presente pesquisa, foi demonstrado que a neurotoxina 6-OHDA promoveu
uma diminuicdo na imunorreatividade para o DAT, no corpo estriado. Em estudos
anteriores do nosso grupo, demonstramos esta alteracdo na expressao DAT modelo
animal por 6-OHDA (ARAUJO, 2017; COSTA et al., 2017; LIMA et al., 2018;
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LUCENA, 2019). Nossos resultados apresentam similaridade com outros estudos
que apresentam reducdo da expressdo e na imunorreatividade do DAT no corpo
estriado em animais que sofreram injarias nigroestriatal com 6-OHDA ou com o
MPTP (YOKOYAMA et al., 2008; XU et al., 2009; AFONSO-ORAMAS et al., 2010).

Desta forma, as modificacdes na atividade e niveis de DAT na membrana dos
neurdnios podem intervir nos niveis de DA na fenda sinaptica. No estriado, o
transportador de dopamina (DAT) € uma condi¢do vital para conservacao do nivel
suficiente de DA, com responsabilidade pela recaptacdo da DA pela membrana pré-
sinaptica. Igualmente, a reducédo do DAT estriatal na DP é reputada como o principal
fator do prejuizo motor (CHOTIBUT et al., 2012). Evidenciamos, no presente estudo,
que a aplicacéo do exercicio fisico e suplementacdo da VD de forma isolada ou em
associacdo atenuou o déficit de DAT em ratos com injurias por 6-OHDA,
provavelmente pelo aumento na sobrevivéncia neuronal, contribuindo na recaptacao
da DA, cooperando para a conservacgao dos niveis dopaminérgicos, em consonancia
com os achados demonstrados por HPLC, e contribuindo para a manutencdo do

padrdo motor do animal.

Ainda para o entendimento, dos agravos da DP, ressalta-se que os astrocitos
sao importantes por fornecerem suporte nutricional e estrutural para neurénios, por
participarem funcionalmente da barreira hemato-encefélica (Bignani, 1991) e por
participarem de outras funcBes propostas tais como detoxificacdo, fagocitose,
funcdes imunes e outras (MONTGOMERY, 1994). Neste contexto a proteina glial
fibrilar 4cida (GFAP) é outro relevante filamento intermediario e sintetizada nos
astrocitos e células de Schwann (GUO-ROSS et al., 1999). A GFAP exercesse papel
na modulacdo da motilidade e forma celular, jA& que proporciona estabilidade
estrutural aos astrécitos (EDDLESTON; MUCKE, 1993). Em processos patologicos,
0s astrocitos respondem imediatamente, e, por outro lado, alteracbes celulares em
astrocitos sao identificadores seguros de lesdo do sistema nervoso central (SNC)
(LANTOS 1990, MALHOTRA et al., 1990).

Portanto, a identificacdo histoldégica de astrécitos normais ou em situacao
patolégica tem sido utilizada por meio de método imunoistoquimico que identifica
antigenos da proteina glial fibrilar 4cida (GFAP), componente dos filamentos de
tamanho intermediario do citoesqueleto celular, presente nos astrocitos e em
determinadas células (ENG, GHIRNIKAR 1994; CULLEN 1997). Assim, o GFAP é o
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marcador imunoistoquimico mais confiavel e amplamente utilizado para identificacdo
de astrocitos (CATALANI et al., 2002; SOFRONIEW:; VINTERS, 2010).

Deste modo, os achados desta pesquisa constataram, que 0 grupo que
obteve exclusivamente a injecdo 6-OHDA exibiu uma maior marcacédo para GFAP
(upregulation) no corpo estriado do lado lesionado (ipsilateral) em relacdo ao grupo
FO do mesmo lado, enquanto os grupos lesionados e tratados com exercicio e
suplementacdo de VD apresentam menos marcagdo para GFAP em relacdo ao
grupo 6-OHDA.

Contudo, destaca-se que as fun¢bBes dos astrécitos reativos ainda nao sao
bem compreendidas e tanto efeitos benéficos como prejudiciais sao atribuidos a
esse processo (SOFRONIEW, 2005). Entretanto, 0 aumento na expressado de GFAP
também pode ser reflexo de uma ampliacdo substancial no metabolismo astroglial e
na sintese de proteinas, sélido com uma hipertrofia celular saudavel em resposta ao
aumento de exigéncias fisiolégicas (EDDLESTON; MUCKE, 1993). O fato € que os
grupos tratados apresentaram uma reducdo significativa na imunimarcacdo para
GFAP, oportunizando a compreensdo para um possivel potencial terapéutico dos

tratamentos em questao.

Precisamos compreender que os fatores neurotréficos sdo proteinas
secretadas por neurbnios e células da glia que regulam o desenvolvimento,
manutencgao, funcao e plasticidade do sistema nervoso, dentre os quais se destacam
o BDNF, o fator neurotrofico da dopamina cerebral (CDNF) e do fator neurotréfico
derivado de astrécitos mesencefalicos (MANF) e o fator neurotrofico derivado de
uma linha de células da glia (GDNF). O GDNF possui um papel neuroprotetor,
ativando interagcbes complexas entre varias cascatas de sinalizacdo responsaveis
pela diferenciagéo e proliferagdo celular, bem como a sobrevivéncia de neurdnios

dopaminérgicos e noradrenérgicos no cérebro adulto (PASCUAL et al., 2011).

O GDNF é expresso em niveis elevados em neurénios do estriado durante o
desenvolvimento pés-natal e regula a morte natural dos neurénios dopaminérgicos
da SNpc (AKERUD et al.,, 1999). Estas descobertas, o GDNF surgiu como um
potencial agente terapéutico para doencgas neurodegenerativas, incluindo a DP
(D’ANGLEMONT DE TASSIGNY; PASCUAL; LOPEZ-BARNEO, 2015), por regular a

diferenciacdo neuronal, a manutencéo do fendtipo e atividade sinaptica, proteger os
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neurdnios adultos de les6es mecanicas, toxicas ou isquémicas, e reduzir a morte de
neurbnios por necrose, que esta presente em neurbnios dopaminérgicos em
desenvolvimento e em neurdnios maduros (AIRAKSINEN; TITIEVSKY; SAARMA,
1999).

O GDNF promove a sobrevivéncia e diferenciacdo de muitos outros tipos de
populacdes neuronais, tais como neurbnios motores da medula espinal e
encefalicos, neurdnios noradrenérgicos do tronco encefalico, neurbnios colinérgicos
do prosencéfalo basal, neurdnios entéricos, células de Purkinje do cerebelo e
neurdnios simpaticos e sensoriais (SANDHU et al., 2009). Evidenciamos em nossos
resultados, que o grupo tratado unicamente com a injecdo 6-OHDA exibiu uma
diminuicdo na expresséo de GDNF no corpo estriado do lado lesionado (ipsilateral)
em relacdo ao grupo FO do mesmo lado, enquanto os grupos lesionados e tratados
com exercicio e suplementacdo de VD apresentaram uma maior marcacao de
GDNF. Corroborando com nossos achados, Aguiar (2018) destaca que o exercicio
fisico aumentou os niveis estriatais de GDNF, que exercicio fisico em esteira
proporcionou um aumento nos niveis de GDNF no estriado de animais discinéticos

fornecem uma nova visdo mecanicista.

Cohen et al., (2003) demonstraram que o exercicio forcado pré-lesdo pode
prevenir os déficits comportamentais e neuroquimicos induzidos pela administracao
de 6-OHDA, e correlacionaram esta protecdo ao exercicio fisico, que ocasionou o
aumento dos niveis estriatais de GDNF. Por sua acdo sobre o sistema motor, o
GDNF tem sido estudado em modelos experimentais de patologias
neurodegenerativas, como a DP (MIYAZAKI et al., 2001). Ressalta-se que além
dessas afeccdes predominantemente motoras, o GDNF esta correlacionado a
deméncia e deficiéncia cognitiva (WINKLER et al., 1996; AIRAKSINEN et al., 1999;
ROSENBLAD et al., 2003).

Tajiri et al., (2010) mostraram que o exercicio exerce a¢des neuroprotetores
no sistema dopaminérgico e acresce a migracao neuronal, pelo menos em parte, por
meio da modulacdo do microambiente, incluindo a regulacdo de BDNF e o fator
neurotréfico proveniente de células gliais (GDNF), aumento da neurogénese e
diferenciagcdo celular. Assim, a atuacdo neuroprotetora do GDNF no sistema
nigrostriatal pode resultar ndo apenas de um efeito direto sobre os neurdénios DA,

mas também através de um impacto indireto sobre estes, pelo meio da modulacao
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de interacdes gliais e da cascata neuroinflamatéria que acometem a DP (ROCHA et
al., 2012). Dados de Yoon et al.,, (2007) demonstram que ratos submetidos ao
exercicio fisico em esteira por 14 dias continuos apos lesdo da SNpc pela 6-OHDA
proporcionaram niveis mais superiores de fatores neurotroficos como o BDNF e
GDNF. Tajiri e colaboradores (2010) expuseram o efeito do exercicio forcado em
esteira por quatro semanas apos lesdo por 6-OHDA sobre os niveis de GDNF no

corpo estriado de ratos.

Assim, ressalta-se que uma das configuracdes pelos quais o exercicio fisico é
capaz de proteger 0s neurdnios dopaminérgicos contra o estresse oxidativo, a
disfuncdo mitocondrial e outros processos inflamatérios e apoptoéticos é através da
regulacdo de fatores neurotrdficos. Varios estudos descrevem a capacidade do
exercicio fisico em aumentar os niveis de fator neurotrofico proveniente do encéfalo
(BNDF), fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) (AL-JARRAH et al., 2010; LAU et
al., 2011; REAL et al., 2013; TAJIRI et al., 2010).

Connor e Dragunow (1998) hipotetizaram que a DP resultaria da caréncia de
fatores neurotréficos agindo sobre neurdnios dopaminérgicos. Pesquisa realizadas in
vivo e in vitro apontaram que o GDNF é capaz de desempenhar acbes
neuroprotetores salutar sobre neurénios dopaminérgicos de roedores (BJORKLUND
et al.,, 1997; Aoi et al., 2000), impelido a morte destes neurbnios induzida por
agentes neurotoxicos (CASS; MANNING, 1999; KIRIK et al., 2000; CASS et al.,
2002). Kearns et al., (1997) destacaram que o GDNF apresentou efeitos positivos na
funcdo dopaminérgica de ratos jovens submetidos a lesdo unilateral por injecdo da
neurotoxina catecolaminérgica 6-OHDA, confirmando papel importante do GDNF na

neuroprotecdo contra esta droga.

Contudo, Kesby (2011), descreve que a diminuicdo do conteudo
dopaminérgico nos tecidos pode relacionar, ao tratamento prévio com VD,
levando também a um aumento de GDNF (SANCHEZ, 2009; SMITH, 2006).
Estudos também indicam que o desenvolvimento de neurdnios dopaminérgicos
da area tegmentar ventral pode ser dependente dos niveis de GDNF, o que por
conseguinte poderia afetar a liberacdo de dopamina no ndcleo accumbens.
Levanta-se a ponderacdoes de que a reducdo de GDNF, foi observada em
animais deficientes em VD (KESBY, 2011).
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Nesta premissa, a VD regula a sinalizacdo neurotrofica através da
regulacéo do fator de crescimento derivado de células gliais (GDNF) e do fator de
crescimento neural (NGF), sendo importante para a sobrevivéncia e migracao de
neurbnios em desenvolvimento no cérebro (KESBY, 2011). O GDNF & um
importante modulador do desenvolvimento, sobrevivéncia e fungdo de neurdnios
dopaminérgicos. Pesquisas de Liu et al., (2013) e Sanchez et al., (2009) evidenciam
os efeitos neuroprotetores da VD em pesquisa com animais in vivo e in vitro. Deste
modo, a VD pode induzir o GNDF, sendo os fatores neurotréficos derivados da glia,
0s quais desempenham funcdo de extrema relevancia no processo de regeneracao

de fibras nervosas lesionadas (WANG et al., 2001).

Na DP, a alfa-sinucleina é encontrada em inclusdes intraneuronais chamadas
corpos de Lewy, e propde-se que a alfa-sinucleina forme oligbmeros e fibrilas antes
de se agregar formar corpos de Lewy. As interagOes entre certas conformacgdes de
alfa-sinucleina e o metabolismo da DA podem causar degeneracdo seletiva dos
neurénios dopaminérgicos. O metabolismo da DA gera espécies reativas de
oxigénio, que podem acelerar a agregacdo de alfa-sinucleina, o que por si sé pode
aumentar a geracao de reacdes toxicas (MARIES et al., 2003).

A alfa-sinucleina € uma proteina neuronal pré-sinaptica ligada do ponto de vista
genético e neuropatolégico a DP. Acredita-se que as conformacdes oligoméricas
denominadas protofibrilas, sdo as espécies tdxicas que vao mediar alteracdo na
homeostase celular causando a morte neuronal, por meio de efeitos em varios alvos
intracelulares, incluindo a funcdo sinaptica (STEFANIS, 2012). Assim a perda de
células neuronais dopaminérgicas progressivas na substancia negra pars compacta
(SNpc) e agregacao generalizada da proteina alfa-sinucleina na forma de corpos de
Lewy e neuritos de Lewy sdo as caracteristicas neuropatolégicas da DP (XU et al.,
2016).

Apesar da alfa-sinucleina ser um elemento fundamental para a patogénese da
DP, sdo poucos estudos que examinaram o0s niveis plasmaticos de alfa-sinucleina
devido ao nivel excepcionalmente baixo de alfa-sinucleina no plasma em
comparacao com o liquido cefalorraquidiano. Lin et al., (2017) mostraram que 0sS
niveis plasmaticos de alfa-sinucleina foram significativamente maiores em pacientes

com DP em comparagdo com controles. Esses dados sugerem que o nivel
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plasmatico de alfa-sinucleina se correlaciona com o declinio cognitivo, mas ndo com
a gravidade motora em pacientes com DP. Assim, a alfa-sinucleina plasméatica pode

servir como biomarcador para pacientes em risco de declinio cognitivo.

A alfa-sinucleina (aS) é o principal constituinte dos corpos de Lewy e uma
marca patogénica de todas as sinucleinopatias, incluindo DP (MEADE et al., 2019).
O(s) processo(s) subjacente(s) a geracdo de corpos de Lewy e suas moléculas
desencadeantes causais ainda ndo séo totalmente compreendidos. A alfa-sinucleina
€ um componente importante das mutacoes do gene LB e SNCA ou
duplicacdesl/triplicacbes destes genes sao causais para formas hereditarias raras de
DP (RIEDERER et al., 2019).

A DP é uma doenca neurodegenerativa multifatorial, crénica e progressiva. A
alfa-sinucleina, que € o principal componente proteico dos corpos de Lewy,
desempenha um papel importante nas caracteristicas patolégicas da DP. No
entanto, a funcdo patolégica da alfa-sinucleina e os mecanismos moleculares
responsaveis pela degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos ainda sao
indefinidos. A evidéncia cumulativa implica que o processamento anormal de alfa-
sinucleina pode levar a alteracdes patoldégicas na DP (He et al, 2020) como a
transmutagdo patogénica da proteina alfa-sinucleina aberrante em estruturas

fibrilares que atua na neurodegeneracédo na DP (SRINIVASAN et al., 2021).

Determinacédo nos niveis de alfa-sinucleina em fluidos corporais séo, portanto,
uma promessa significativa no estabelecimento da alfa-sinucleina como um
biomarcador definitivo para DP. No entanto, muitas questdes metodoldgicas ainda
precisam ser resolvidas e estudos transversais e de acompanhamento maiores com
controles e pacientes com DP devem ser realizados (GANGULY et al., 2021). Vérias
linhas de evidéncia implicam a proteina alfa-sinucleina na patogénese da DP e,
como tal, ha intenso interesse em direcionar alfa-sinucleina para potencial
modificacdo da doenga (GROSSO et al., 2022).

Assim, apesar da funcdo fisiologica da alfa-sinucleina ainda néo foi
completamente entendida, porém, evidéncias cada vez mais palpaveis comprovam
seu papel na liberagdo vesicular de neurotransmissores, incluindo dopamina
(MADINE et al., 2008; BEN GEDALYA et al., 2009; FORTIN et al., 2010; SCOTT et

al., 2010). Alem da alfa-sinucleina tem sido determinada como responsavel pela
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regulacéo fisiolégica da producdo de dopamina através do intercambio com TH
(PEREZ et al.,, 2002; LIU et al., 2008). Assim, a alfa-sinucleina € o maior
componente do Corpo de Lewy (SPILLANTINI et al., 1997), estando presente nos
neurbnios dopaminérgicos dos cérebros de pacientes portadores de DP
(SPILLANTINI et al., 1997; CONWAY et al., 2001).

Nos nossos resultados observam-se, que 0 grupo unicamente com a injecao
6-OHDA exibiu um aumento na expressao de alfa-sinucleina no corpo estriado do
lado lesionado (ipsilateral) em relacdo ao grupo FO do mesmo lado, enquanto os
grupos lesionados e tratados com exercicio e suplementacdo de VD apresentaram
uma menor marcacdo de alfa-sinucleina. De tal modo, a alfa-sinucleina possui
diversas funcdes fisioldgicas importantes, porém, na vigéncia do seu excesso e
oligomerizacdo ela se torna toxica para os neurdnios, levando a morte destes e
consequente progressdo da DP. Por fim, diversos estudos com camundongos
geneticamente, alterado apontam que a super expressao da proteina alfa-sinucleina
pode acarretar contrafacdes neurais, degeneragéo axonal e morte celular (KAHLE et
al., 2000).

De tal modo, a literatura tem apontado varios mecanismos pelos quais o
exercicio fisico, e suplementacdo de VD podem promover a neuroplasticidade.
Dentre esses esta a capacidade de desenvolver neurogénese (VAN PRAAG,;
KEMPERMANN; GAGE, 1999), angiogénese (AL-JARRAH et al., 2010), alteracbes
na expressao de fatores neurotroficos endégenos (REAL et al., 2013; TUON et al.,
2012), de neurotransmissores e receptores (KINTZ et al., 2013; REAL et al., 2010), e
em proteinas sinapticas e estruturais (GARCIA et al., 2012; REAL et al., 2015).

Estudos mostram que tanto as enzimas indispensaveis para a sintese do
metabdlito ativo de VD, 1,25-diidroxicolecalciferol (1,25(0H)2 D3, quanto o
receptor de VD (VDR) (KESBY, 2011) encontrar-se presentes no cérebro,
indicando um possivel papel da VD, na manutencdo das fungdes normais. O
VDR é encontrado em diferentes regides do cérebro, tais como nucleo
accumbens, cortex temporal, amigdala, talamo, neurdnios piramidais do
hipocampo e sistema olfatério, tanto de ratos como de humanos (HARMS, 2011).
A deficiéncia de VD em mudltiplos estagios da vida, podem estar adjunta, com

diversos eventos cerebrais adversos (KESBY, 2011).
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Ressaltar, os resultados referentes a imunomarcacdo de VDR, o grupo
unicamente com a injecdo 6-OHDA, apresentou uma diminuicdo na expressao de
VDR no corpo estriado do lado lesionado (ipsilateral) em relacdo ao grupo FO do
mesmo lado, enquanto 0s grupos lesionados e tratados com exercicio e

suplementacao de VD apresentaram uma maior marcacao de VDR.

E sabido, que a atividade da VD depende de sua ligacio ao receptor da VD, 0
VDR, que codifica um fator de transcri¢cdo nuclear, e a formacéo do complexo ente a
VD (VDR), ativa (1,25 OH dihidroxi-vitamina D) e o seu receptor, e desta forma afeta
a expressdo de mais de 1000 genes (MOHRI et al., 2009). Portanto, a capacidade
do cérebro para sintetizar localmente a forma ativa da VD, 1,25(0OH)2 D3 bem como,
a presenca de VDR, sugerem que a VD esta envolvida no desenvolvimento e ou
funcionamento normal do cérebro (AL-HARBI, KHAN et al.,2017). No SNC, a VD e
encontrar-se relacionada na regulacdo da neurotransmissdo, neuroprotecao,
imunomodulagéo (Dursun et al., 2011), bem como na regulagéo da excitotoxicidade
neuronal mediada pelo céalcio e reducdo do estresse oxidativo (MPANDZOU et al.,
2016).

Diante deste exposto o envolvimento da VD nas funcbes cerebrais é
evidenciado pela presenca da enzima 25(OH)D3-1a-hidroxilase, e dos receptores de
VD (RVD), principalmente no hipotalamo e nos neurbnios dopaminérgicos da
substancia negra (EYLES et al., 2005; WRZOSEK et al., 2013), sugerindo-se,
inclusive, uma relacdo entre insuficiéncia de 25(OH) com o desenvolvimento ou a

progresséo da DP.

Assim, os niveis reduzidos de VD nos pacientes com DP e as altas
concentracbes de receptores desta vitamina nas células da substancia negra,
sugerem que a VD pode desempenhar um papel importante na protecao das células
da substancia negra e pode ser um fator relevante na prevencdo da DP
(RAGLIONE, NACMIAS, 2001; EVATT et al., 2008, NEWMARK, NEWMARK 2007).
Portanto, um nivel adequado de VD pode contribuir para um funcionamento correto
das células cerebrais e para a reducao do risco da DP.

Portanto, acredita-se que o exercicio fisico regular exerca um efeito positivo
sobre a resposta neuroquimica (Aguiar et al., 2007; Tuon et al., 2012; Costa, 2016),
comportamental (Petzinger et al., 2007, Costa, 2016), mitocondrial (Bloomer et al.,
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2008; Elokda et al., 2010) e inflamatéria (MILLER et al., 2012; TAN, 2012). Com
relacdo a VD os achados despontam seus efeitos positivos bem como a utilizacdo
da VD, por exercer mecanismos de acdo da neuroprotecdo mediando a inibicdo do
estresse oxidativo, da ativacdo microglial e na neurotoxicidade mediada pelo
glutamato (CASS et al., 2014; CASS et al.,, 2012; KIM et al., 2006; LIMA, 2017;
NAVEILHAN et al., 1996; ORME et al., 2013; SMITH et al., 2006).

Estudos demonstram uma prevaléncia significativamente maior de
hipovitaminose na DP versus controles saudaveis e corroboram um possivel papel
da insuficiéncia de VD na DP (EVATT et al.,, 2008). Um estudo de revisédo
sistematica e meta-analise (Luo et al., 2018) mostrou que niveis séricos de VD estédo
inversamente associados com o risco gravidade da DP. Pacientes com DP tém
niveis mais baixos de VD do que os controles saudaveis e as concentracdes de VD
estdo negativamente correlacionadas com o risco e a gravidade da DP. Além disso,
concentragbes mais altas de VD estdo ligadas a uma melhor fungdo cognitiva e
humor em pacientes com DP. Tendo em vista os efeitos neuroprotetores da VD e a
estreita associacdo entre VD e neurotransmissao dopaminérgica, estudos clinicos
acerca da suplementacdo de VD em pacientes com DP fazem-se necessarios (LV et
al., 2020).

Sabe que a VD é importante para o desenvolvimento do cérebro. Todos esses
estudos acima citados, mostram uma elevada incidéncia de deficiéncia de VD em
pacientes com DP em comparacdo com a populacdo controle. Isso corrobora o
efeito neuroprotetor da VD, exercido pela acdo de fatores neurotréficos, regulacéo
do crescimento nervoso ou protecdo contra citotoxicidade. A deficiéncia de VD
parece estar relacionada a gravidade e progressdo da doenca. Além disso, o risco
de queda tem sido associado a niveis mais baixos de VD na DP. Considerando o
balanco positivo entre os beneficios potenciais contra seus riscos limitados, a
suplementacao de VD para pacientes com DP provavelmente seré considerada uma
estratégia terapéutica a ser levada em conta como tem sido recentemente
apregoado (PIGNOLO et al., 2022).

Apesar do consenso que a VD desempenha um papel neuroprotetor e
neurotréfico no cérebro estudos clinicos randomizados e bem desenhados sao

necessarios para confirmar e elucidar melhor o efeito benéfico da VD na DP
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(RIMMELZWAAN et al., 2016). Além disso, polimorfismos do gene do receptor da
VD (VDR) influenciam a suscetibilidade a DP, dentre outras (GATTO et al., 2016).

A VD é um secoesterdide lipossolivel que exerce seus efeitos ligando-se ao
receptor da VD (VDR), através do qual modula direta e indiretamente a expressao
de centenas a milhares de genes. A constatacdo de que a alta prevaléncia de
deficiéncia de VD observada na DP juntamente com a descoberta de que o VDR e a
1a-hidroxilase, a enzima que converte a VD em sua forma ativa, sdo altamente
expressos na substancia negra, levaram a hipotese de que niveis inadequados de
VD circulante podem levar a disfuncdo ou morte celular na substancia negra. Um
dos achados mais consistentes na literatura é a associacdo inversa entre o nivel
sérico d VD e a gravidade dos sintomas motores em estudos transversais. Assim,
dados os inumeros beneficios potenciais e riscos limitados, a avaliacdo do nivel de
VD em pacientes com DP e suplementacdo para aqueles com deficiéncia e
insuficiéncia parece justificada (FULLARD; DUDA, 2020).

Como ja discutido, a alfa-sinucleina localizada no terminal pré-sinaptico,
modula as funcbes sinapticas. Evidéncias demonstram que oligbmeros de alfa-
sinucleina, formados no inicio da agregacdo, sao citotéxicos portanto, estédo
relacionados a doencas neurodegenerativas. Além disso, dados recentes mostram
qgue a VD pode reduzir a neurotoxicidade da alfa-sinucleina e esse efeito pode ser
atribuido a menor quantidade de oligbmeros de alfa-sinucleina produzida por VD. Os
resultados mostram também que a VD pode recuperar a quantidade de liberacdo do
neurotransmissor durante a exocitose induzida por oligbmeros alfa-sinucleina,
evidenciando o papel neuroprotetor da VD através da inibicdo da agregacéo de alfa-
sinucleina (ZHANG et al., 2022).

Portanto, tomados em conjunto, esses resultados podem justificar, pelo
menos em parte, as implicagbes positivas dos modelos de treinamento fisico e a
associacado da VD utilizados nesse estudo sobre a patogenicidade cerebral da DP
induzida por 6-OHDA. Observamos uma diminuicdo significativa das injurias e
efeitos deletérios em ratos hemiparkinsonianos, devido a ac¢des antioxidantes e

relacionados a agcéo neuroprotetora.
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Quadro 3 — Representacdo esquematica dos efeitos do exercicio fisico esteira e suplementacdo de VD nas alteracGes

comportamentais (testes do campo aberto, rotarod e cilindro) em ratos com leséo unilateral por 6-OHDA

Distancia
Apomorfina Campo Aberto Rota Rod Cilindro Percorrida
Ambas as
Patas

N° Cruzamentos N° Rearings N° Grooming

*
FO S/E

*
FO C/E

6-OHDA S/E”

6-OHDA C/E”

6-OHDA S/E

VD"

6-OHDA C/E +

- =]
» =» =» @aw]

=
L
2
L
L
]

» = = =11

111111

vD #

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com FO sem exercicio (S/E) (*) ou 6-OHDA sem exercicio (S/E) (#). Déficit ou diminuicdo (l); melhora ou
aumento ("‘); auséncia de efeitos estatisticamente significativos( = ).
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Quadro 4 — Representacao esquematica dos efeitos do exercicio fisico esteira e suplementacdo de VD em alteracbes

comportamentais (testes de Y-maze e reconhecimento de objeto) em ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA

Y-Maze Reconhecimento de Objeto
*
FO SIE - -
*
FO CIE - )
*
6-OHDA S/E ‘ ‘
6-OHDA C/E” t t
6-OHDA S/E
VD" t t
6-OHDA C/E + t t
vD #

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



Quadro 5 — Representacao esquematica dos efeitos do exercicio fisico esteira e suplementacao de VD nos niveis de dopamina

(DA) e DOPAC no corpo estriado de ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA

Monoamina e Metabélitos

DA DOPAC

FO C/E*

6-OHDA S/E*

6-OHDA c/E#  SIE
6-OHDA S/E
vD"

6-OHDA C/E +
vD*

» = | @
- = 31 11
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com FO sem exercicio (S/E) (*) ou 6-OHDA sem exercicio (S/E) (#). Déficit ou diminui¢ao (1); melhora ou
aumento (t); auséncia de efeitos estatisticamente significativos( = ).



Quadro 6 — Representacao esquematica dos efeitos do exercicio fisico esteira e suplementacdo de VD sobre a peroxidacao

lipidica (TBARS) e nos niveis de NITRITO e GSH no corpo estriado de ratos com les&o unilateral por 6-OHDA

TBARS NITRITO GSH
Grupos

CPF HC CE CPF HC CE CPF  HC
RO e - - - - - - - -
6-OHDA S/E t t t t t t ‘ ‘
6-OHDA C/E

- e ™= - o

6-OHDA S/E
Vo 4 31
6-OHDA C/E
+vD# ‘ ‘ ‘

131
141

133

t1t
f =

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

aumento (t); auséncia de efeitos estatisticamente significativos( = ).
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Quadro 7 — Representacdo esquematica dos efeitos do exercicio fisico esteira e suplementacdo de VD sobre imunomarcacéo de

TH, DAT, GFAP, GDNF, alfa-sinucleina e receptor de VD em corpo estriado de ratos com lesdo unilateral por 6-OHDA

TH DAT GFAP GDNF Alfa-sin VRD
Grupos
FO C/E - - — - - -
6-OHDA S/E ‘ ‘ t ‘ t -
6-OHDA VD" t t ‘ - ‘ -
ot t 1t [ 1] [ ] -
v SR S ' P -

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com FO sem exercicio (S/E) (*) ou 6-OHDA sem exercicio (S/E) (#). Déficit ou diminui¢cao (l); melhora ou
aumento (‘t); auséncia de efeitos estatisticamente significativos(s=).
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FIGURA 62 - Modelo esquematico dos efeitos do exercicio fisico esteira e suplementacdo de VD no modelo experimental de DP
induzido por 6-OHDA

Comportamentos

Rotacdo Contra Lateral
Atividade Locomotora

Atividade Fina

DR a

Meméria (curta duracdo)

Neuroquimicos
14 oa(cp)

1 porAc (cE)

I MDA (CPE, HC, CE)

I nNitrito (CPF, HC, CE)

D GsH (cPF, HO)

Imunochistoquimicas

7 J% g TH (CE)
VW Zsed DAT (CE)
‘ GFAP (CE)
# GDNF (CE)
Alfa-Sin (CE)
# VDR (CE)

No modelo esquematico pode-se observar que a suplementacdo de VD e Exercicio Fisico, apresentam um efeito neuroprotetor contra a
neurotoxicidade da 6-OHDA em ratos, evidenciado por meio da reducdo de MDA, Nitrito, e aumento de GSH. A suplementacédo de VD e
Exercicio Fisico também aumentou a populacdo neuronal no corpo estriado, aumentando as concentracbes de DA, bem como, a
imunomarcacédo para TH e DAT, e melhorou os sintomas motores e ndo motores. Legenda - CPF: Cortex pré-frontal; HC: Hipocampo; CE:
Corpo estriado; Alfa-Sin: DA: Dopamina; DAT: Transportador de dopamina; GSH: Glutationa reduzida; GFAP; GDNF; MDA: Malondialdeido;
TH: Tirosina hidroxilase; VDR: Receptor de VD.

Suplementacao

fJ:—l
AL

Vitamina )
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7 CONCLUSAO

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

com intensidade moderada, e suplementacéo de VD, por 21 dias, foram efetivos no

abrandamento das desordens resultantes da exposicdo de animais a lesdo estriatal

unilateral por 6-OHDA por:

Antagonizar as alteracdes comportamentais e cognitivas;

Reverter a diminuigdo das concentracdes estriatais de DA e DOPAC;

Reverter o aumento do estresse oxidativo;

Aumentar os niveis de GSH,;

Proteger contra a diminuicdo nas imunomarcagbes para TH e DAT
observadas no CED do animal lesionado;

Proteger contra aumento nas imunomarcacfes para GFAP e alfa-sinucleina
observadas no CED do animal lesionado;

Proteger contra a diminuicdo nas imunomarcacbes para GDNF e VDR

observadas no CED do animal lesionado.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os nossos resultados sugerem que o exercicio fisico e suplementagéo da VD,
em associacdo ou de forma isolada, apresentam um efeito neuroprotetor nas
alteracbes comportamentais, neuroquimicas e imunohistoquimicas na DP, podendo
ser potencialmente Util para tratamento desta patologia. Portanto, € possivel novas
perspectivas no aspecto clinico no que se refere a associagdo do exercicio fisico

com a suplementacao de VD para o tratamento farmacologico.
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