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RESUMO

A doenga de Parkinson (DP) é a doenga neurodegenerativa motora mais prevalente
na populagdo, com maior incidéncia nos idosos. Algumas caracteristicas
importantes desta doenga, como 0 Sseu carater progressivo, a presenca de sintomas
ndo motores que em grande parte ndo respondem aos farmacos antiparkinsonianos
disponiveis atualmente, e a perda de eficacia e o aparecimento de efeitos colaterais
sérios ap6s o tratamento crénico com farmacos dopaminérgicos, representam
verdadeiros desafios as comunidades clinica e académica. Existe um grande esforco
na busca de agentes neuroprotetores e modificadores da DP, ou que aliviem os
efeitos colaterais do tratamento, principalmente as discinesias, associados ao uso
cronico da L-DOPA. Nas Ultimas duas décadas, um nimero crescente de trabalhos
clinicos e experimentais tem sugerido o potencial do exercicio fisico como um
agente paliativo ou adjuvante na DP. Os resultados desta tese demonstram que a
capacidade neuroprotetora do exercicio fisico é dependente do modelo experimental
utilizado, sendo observada em camundongos hemiparkinsonianos apés lesdo
unilateral com 6-OHDA intra-estriatal. A prevencdo da disfun¢do mitocondrial e do
estresse oxidativo sdo mecanismos potencialmente envolvidos nesta agdo
neuroprotetora do exercicio. Por outro lado, o0 mesmo protocolo de corrida em
esteira durante seis semanas ndo protegeu a degeneracdo da via nigro-estriatal
induzida pelo tratamento intranasal com MPTP em camundongos. Além disso, foi
possivel caracterizar uma série de propriedades modificadoras do exercicio nos
modelos experimentais da DP utilizados no presente estudo. O exercicio em esteira
ergométrica durante seis semanas atenuou 0s prejuizos motores e cognitivos
induzidos, respectivamente, pela administracdo intra-estriatal de 6-OHDA e
intranasal de MPTP em camundongos. Enquanto o exercicio voluntério durante 14
dias em rodas de correr reduziu a severidade das discinesias induzidas pela L-DOPA
em camundongos hemiparkinsonianos. Estes beneficios foram acompanhados de
importantes modificagdes na plasticidade dos nlcleos da base dos animais
exercitados. O exercicio melhorou a fungéo da via indireta dos nucleos da base nos
animais tratados com MPTP, através do aumento do nimero e resposta de
receptores do tipo D, para dopamina e da diminuigdo do turnover dopaminérgico. O
exercicio também preveniu modificagdes na neurotransmissdo glutamatérgica e
sinalizacdo intracelular no estriado, potencialmente envolvidas no desenvolvimento
das discinesias induzidas pela L-DOPA. Em conjunto, os resultados do presente
estudo indicam o potencial do exercicio fisico como um agente modificador da DP,
sendo este capaz de aliviar os prejuizos motores e cognitivos em animais
submetidos a modelos experimentais da DP, além de diminuir as discinesias
induzidas pelo tratamento com L-DOPA, enquanto a neuroprotecdo ainda permanece
controversa.

Palavras-chave: Exercicio; doenca de Parkinson; 6-OHDA; MPTP; L-DOPA,
comportamento; neuroprotecéo; discinesias; .
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the most prevalent motor neurodegenerative disease,
with higher incidence in the elderly population. Some important features of this
disease, such as its progressive nature, the presence of non-motor symptoms that
largely do not respond to antiparkinsonian drugs, and the efficacy loss and the
emergence of serious side effects after chronic treatment with dopaminergic drugs
represent major challenges to clinical and academic communities. There is a great
interest in the development of neuroprotective and disease-modifying agents to PD
as well as new strategies to alleviate side effects, especially dyskinesia, associated
with chronic treatment with L-DOPA. In the last two decades, an increasing number
of clinical and experimental studies have indicated the potential of physical
exercise as a palliative or adjuvant agent in PD. The results of this thesis
demonstrate that the exercise-induced neuroprotection is dependent on the
experimental model of parkinsonism used, occurring in hemiparkinsonismo models
after selective 6-OHDA-induced striatal unilateral lesion in mice, but not after
intranasal treatment with MPTP. The prevention of mitochondrial dysfunction and
oxidative stress are potential mechanisms associated to the exercise-induced
neuroprotective effects. Moreover, it was possible to characterize a series of
exercise-induced disease-modifying properties in the experimental models of PD
used in this study. The treadmill exercise during 6 weeks attenuated the motor
impairments induced by intra-striatal administration of 6-OHDA and cognitive
dysfunction induced by intranasal administration of MPTP. Furthermore, voluntary
exercise for 14 days in running wheels reduced the severity of L-DOPA-induced
dyskinesias in hemiparkinsonian mice. These benefits were accompanied by
significant neuroplastic changes in the striatum of exercised animals. Exercise
improved the function of the indirect pathway of the basal ganglia in MPTP-treated
animals, by increasing the number and responsivity of dopamine D, receptors, as
well as decreasing dopamine turnover. Exercise also prevented striatal
modification in the glutamatergic neurotransmission and intracellular signaling
potentially involved in the development of L-DoPA-induced dyskinesias. Altogether,
the current findings support the potential of physical exercise as a disease-
modifying agent of PD, being able to alleviate motor and cognitive symptoms in
animals subjected to experimental models of PD, and to reduce the severity of L-
DOPA-induced dyskinesias, while the neuroprotection remains controversial.

Keywords: Exercise; Parkinson’s disease; 6-OHDA; MPTP; L-DOPA; behavior;
neuroprotection; dyskinesias.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Parkinson: histdria, etiopatologia, clinica e tratamento

O tremor é um sintoma muito presente em textos médicos
orientais desde 5.000 anos A.C.}, e os relatos de valor histérico chegaram a
literatura ocidental, principalmente em ficgBes ou biografias de diversos
autores, desde Leonardo Da Vinci a William Shakespeare, que citavam a
paralisia agitante (do latim — paralysis agitans; do inglés — shaking palsy)
de modo heterogéneo. Em 1690, o médico hungaro Ferenc Pariz (1649-
1716) descreveu os sintomas da paralisia agitante em seu tratado médico
Pax Corporis: tremor, bradicinesia, rigidez e instabilidade postural. Mais de
um século depois, o médico londrino James Parkinson (1755-1824) chegou
as mesmas conclusfes que Pariz em sua famosa monografia “An Essay on
the Shaking Palsy” (1817) dividida em cinco capitulos, retratando de modo
singular esta condi¢do conhecida atualmente como doenca de Parkinson
(DP) [revisado em Parkinson (2002)]. No capitulo Il, ele descreve dois
sintomas patognomdnicos da doenga: o tremor de repouso (tremor coactus)
e a marcha festinante (scelotyrbe festinans). Na evolucdo da doenga,
Parkinson descreveu outros sintomas como a assimetria, a disartria e quedas
frequentes, e sintomas ndo motores como a obstipacdo progressiva,
dificuldades de degluticdo, sialorréia e incontinéncia urinaria. No
diagnéstico diferencial, o autor excluiu as convulsdes e outros distdrbios do
movimento como a distonia e o balismo. Para James Parkinson, os sentidos
e 0 intelecto destes pacientes estavam intactos.

Entre 1860 e 1890, trabalhando no Hopital de la Salpétriére
em Paris, 0 médico francés Jean Charcot (1825-1893) achou conflitos entre
o diagnostico de esclerose multipla e da paralysis agitans dado aos
moribundos [revisado em Goetz (2002)]. Primeiro, ele diferenciou os
tremores, em relacdo a frequéncia, amplitude, e associa¢cdo ao movimento
ou repouso (Figura 1). Nos pacientes com tremor de repouso, Charcot
também observou rigidez, dificuldade de equilibrio, e lentiddo dos
movimentos. Entretanto, Charcot estava inflexivel que o termo paralysis
agitans era inadequado, pois observou que 0s pacientes com tremor de
repouso ndo apresentavam fraqueza muscular [revisado em Sacks (1990) e
Goetz e Bonduelle (1995)]. Esta condicdo estava associada ao tremor de

! A medicina Ayurveda indiana chegou a tratar estes pacientes com feijo-roxo (Mucuna pruriens),
que possui L-DOPA em quantidade terapéutica.



movimento, prejuizos sensoriais, problemas visuais e nistagmo presentes na
esclerose multipla (Goetz, 2002).

Apo6s uma longa e frustrante busca, Charcot obteve uma cépia
do Essay de Parkinson através do Dr. Windsor, bibliotecario da
Universidade de Manchester, que foi traduzido para o francés pelos seus
residentes [revisado em Goetz (2002)]. Charcot conferiu os créditos da
primeira descricdo da doenca ao inglés (francés — la maladie de Parkinson),
provavelmente por desconhecer os textos hingaros de Pariz, e preencheu as
lacunas que faltavam na descri¢do de Parkinson. Charcot descreveu com
detalhes os quatro sinais cardinais da DP: (i) tremor de repouso (4-6 Hz),
(if) bradicinesia, (iii) alteracbes posturais e de marcha (propulsdo e
retropulsdo), e (iv) rigidez muscular. Charcot também discordou da
descricdo inicial de Parkinson quanto a preservacdo das funcGes cerebrais
superiores, e caracterizou o prejuizo na memoria e disfungdo cognitiva,
sintomas hoje bastante aceitos. Além disso, Charcot definiu a DP como um
tipo de neurose®, ao perceber relacio com os sintomas da depresséo,
catatonia, e histeria, e auséncia de uma causa especifica para a DP. Charcot
também introduziu o uso de anticolinérgicos no tratamento da doenca’.
Apenas em 1945 constatou-se que os alcal6ides solanaceos, como o
estramdnio, a hiosciamina e a atropina; utilizados como Unicos
medicamentos efetivos na DP desde Charcot, bloqueavam os efeitos da
acetilcolina (Ach) nos nucleos da base (White e Westerbeke, 1961). Destas
observages, surgiu a hipotese de cooperacdo pdés-sinaptica entre a Ach
(excitatéria) e a dopamina (DA) (inibitéria) no estriado (Barbeau, 1962;
Threlfell e Cragg, 2011).

2 Termo utilizado na sua época para definir doencas que ndo tinham uma lesdo propria no sistema
Nervoso.

% A hiosciamina, um alcaléide derivado de plantas da familia Solananceae. Charcot “tropegou” por
acaso nos efeitos terapéuticos do meimendro (Atropa beladonna) quando tentava tratar a
hipertenséo.
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Figura 1. Tremor e reserpina. A esquerda, os desenhos de Charcot para classificar os tremores.
AB indica repouso e BC indica movimento. Linha superior: esclerose maltipla. Linhas do meio e
inferior: doenca de Parkinson. Fonte: Goetz (2002). A direita, coelhos tratados com reserpina (5
mg/kg, i.v.), demonstrando imobilidade antes (acima), mas ndo ap6s o tratamento com DL-DOPA
(200 mg/kg) (abaixo). Fonte: Carlsson (2001).

Os anticolinérgicos sd foram substituidos no controle clinico
da DP com a introdugdo da L-DOPA em 1968. Charcot observou
Parkinsonismo em um paciente tuberculoso, cujo exame post-mortem
realizado por seus residentes, Paul Blocq e Gheorghe Marinescu, acusou
um tumor confinado no locus niger, contralateral ao lado afetado [revisado
em Parent e Parent (2010)]. Em 1895, este achado levou Edouard Brissaud a
formular a hipétese de envolvimento do locus niger [termo moderno:
substantia nigra (SN)] na DP, que veio a ser confirmado posteriormente em
1919 por Konstantin Trétiakoff, no laboratério do proprio Marinescu, ao
observarem a redugdo do numero de células pigmentadas na SN do
mesencéfalo [revisado em Buda et al. (2009)]. Trétiakoff também observou a
presenca de inclusdes citoplasmaticas nas células nigrais, descritas sete
anos antes por Fritz Lewy* atualmente reconhecidas como marcadores
anatomo-patoldgicos da DP (Figura 2, pagina 9). Na mesma época, 0
neurologista Samuel Alexander Kinnier Wilson descreveu varios episédios
de distarbios do movimento apds lesdes nos ndcleos da base (Vogt, 1911;
Wilson, 1912; 1914). Wilson entdo introduziu o termo ‘sistema
extrapiramidal’, para descrever a influéncia de circuitos nicleos da base <
tronco cerebral no controle motor, de modo independente do trato piramidal
[revisado em Packard e Knowlton (2002)]. Na metade do século XX, os
trabalhos do cientista sueco Arvid Carlsson® impulsionaram o
conhecimento da fisiologia, farmacologia e patologia dos nicleos da base
(Carlsson, 2001), ao descreverem a reversdo de prejuizos motores induzidos

“Fritz Heinrich Lewy (1885-1950), enquanto trabalhava no laboratério de Aloysius Alzheimer em
Munique, descreveu a presenca de inclusdes citoplasmaticas no cérebro de pacientes com paralysis
agitans [revisado em Holdorff (2006)].
® Prémio Nobel de fisiologia em 2000.



pela reserpina® em coelhos pelo aminoacido DoPA (Figura 1). Entretanto, os
niveis de noradrenalina (NA) cerebrais ndo haviam sido alterados apés a
administracdo da DOPA, e 0 interesse cresceu no intermediario da conversao
DOPA — NA: a DA (Carlsson, 1959a).

O isdmero L- do aminodcido DoPA havia sido isolado
primeiramente em 1913 da vagem da Fava Ordinaria (Vicia faba). O
interesse aumentou em 1938 com a descoberta do papel da enzima DOPA-
descarboxilase na conversdo enzimatica in vivo L-DOPA — DA, sendo o
primeiro aminodcido biologicamente ativo na sintese de catecolaminas
[revisado em Hornykiewicz (2002)]. Ao contrario da DA, o seu precursor L-
DOPA atravessa a barreira hematoencefalica, e Carlsson demonstrou a
reversdo dos prejuizos motores induzidos pela reserpina através do uso da
DL-DOPA (Carlsson, Lindqvist et al., 1957). Posteriormente, Carlsson e
colaboradores descreveram a distribui¢do particular de DA nos nucleos da
base (Carlsson, 1959b), uma regido atualmente conhecida pelo papel no
controle motor em mamiferos, e inferiu sobre o possivel papel da DA e da
DOPA na DP. Esta hipotese foi confirmada de modo simultaneo e
independente em 1960, na Alemanha (Ehringer e Hornykiewicz, 1960) e
Canada (Barbeau, 1960), através da confirmacdo post-mortem da deficiéncia
dopaminérgica nos circuitos subcorticais de pacientes com a DP. No ano
seguinte, foram demonstrados clinicamente os primeiros resultados efetivos
de uma dose Unica de L-DOPA endovenosa no alivio da acinesia de pacientes
com DP (Birkmayer e Hornykiewicz, 1961). O médico grego George Cotzias
(1918-1977) deu o préximo passo, e obteve remissdes dramaticas dos
sintomas motores em pacientes com DP através da administragdo oral de
doses elevadas de L-DOPA (Cotzias, 1968). Nos anos de 1970, a indlstria
quimico-farmacéutica DuPont® desenvolveu o Sinemet™, a forma
comercial da L-DOPA associada a carbidopa, um inibidor da DOPA-
descarboxilase periférica, para diminuir a disponibilidade periférica de DA
e seus efeitos adversos gastrointestinais, ao mesmo tempo aumentando a
disponibilidade central da mesma.

Nos dois anos seguintes, o neurologista (e escritor) Oliver
Sacks descreveu sérios efeitos adversos — motores e psiquidtricos — em
pacientes com Parkinsonismo pos-encefalitico (Sacks e Kohl, 1970b; a; Sacks,
Messeloff et al., 1970), “acordados” com a L-DOPA (Sacks, 1990)7. E poucos

® Inibidor do transportador vesicular de monoaminas. Isolado em 1952 da raiz do arbusto asiatico
(Rauwolfia serpentina) por Hugo Bein.

" Os relatos destes efeitos adversos ao “milagroso” L-DOPA foram duramente criticados pela
comunidade clinica. Este episédio foi reportado no best-seller Awakenings escrito pelo préprio
Oliver Sacks em 1973 (Sacks, 1990). Em 1990, o filme adaptado da obra [Tempo de Despertar



anos depois, o mesmo foi descrito para a forma idiopatica da doenca:
flutuacbes motoras, discinesias e alucinacdes (lkeda, Baba et al., 1972; Voller,
Deze et al., 1972; Barbeau, 1974; Carlsson, 1974). As discinesias induzidas pela
L-DOPA atingem aproximadamente 50% dos pacientes tratados em longo
prazo (normalmente ap6s 3-5 anos) (Linazasoro, 2005), na forma tipica de
uma mistura idiossincratica de coréia (movimentos abruptos de membros) e
distonia (movimentos lentos de tor¢do) (Parkes, 1981; Blanchet, Konitsiotis et
al., 1998; Cenci, 2007). Os fatores de risco para as discinesias sdo a
neurodegeneracdo avancada e altas doses de L-DOPA no inicio do
tratamento (Brotchie, 1998; Jankovic, 2005). Existem diversos mecanismos
propostos para o desenvolvimento das discinesias induzidas pela L-DOPA,
como hiperatividade da neurotransmissdo glutamatérgica cortico-estriatal
(Blanchet, Konitsiotis et al., 1998; Brotchie, 1998), opidide estriatal (Brotchie,
1998; Samadi, Bedard et al., 2006), e adrenérgica estriatal (Henry, Fox et al.,
1999; Rascol, Arnulf et al., 2001), além da excessiva inervagao serotoninérgica
estriatal (Carlsson, Carta et al., 2007; Carta, Carlsson et al., 2007). Entretanto,
todas estas alteracbes na neurotransmissdo estriatal convergem na
exacerbacdo da sinalizacdo da via da fosfoproteina regulada por DA e
AMPc de 32 KDa (DARPP-32) nos interneurénios estriatais GABAErgicos
(Hakansson, Lindskog et al., 2004; Santini, Valjent et al., 2007). Deve ser
ressaltado que mesmo apos quase meio século da introducdo da L-DOPA, 0
controle das discinesias induzidas por este farmaco permanece um grande
desafio para médicos e cientistas envolvidos com a DP.

Embora os recursos terapéuticos para a DP tenham se
ampliado desde o desenvolvimento do Sinemet™ (L-DOPA + carbidopa), a
L-DOPA permanece como o tratamento de primeira escolha para a DP®. Os
recursos farmacol6gicos permanecem focados no restabelecimento da
neurotransmissdo dopaminérgica afetada na DP, incluindo (Figura 3, pagina
13):

e Precursores da DA (L-DOPA), e inibidor da DOPA-

descarboxilase periférica (ex.: Carbidopa e Benserazida);

e Anticolinérgicos  (ex.: Biperideno,  Triexifenidil,

Benztropina), para diminuir o  desequilibrio da

neurotransmissdo de Ach/DA;

¢ Inibidor das enzimas monoamino oxidase B (iMAO-B)

(ex.: Selegilina, Rasagilina) e catecol-O-metil-transferase

(1990)], estrelado por Robin Willians e Robert de Niro, foi laureado com 3 prémios Oscar: melhor
filme, melhor histéria adaptada, e melhor ator (de Niro).

8 No Brasil, a L-DOPA é associado & benserazida, outro inibidor da DopA-descarboxilase periférica,
e comercializada sob o nome comercial Prolopa® pela Roche.



(iCOMT) (ex.: Tolcapone e Entacapone), baseado na

experiéncia dos antidepressivos, o objetivo é diminuir o

catabolismo da DA por estas duas enzimas;

e Agonistas dopaminérgicos, ergolinicos (ex.:

Bromocriptina, Pergolida, Lisurida, e Cabergolina) e néo-

ergolinicos (ex.: Pramipexole), com alvo nos receptores

dopaminérgicos, principalmente do tipo D;

e Amantadina, um antagonista glutamatérgico para diminuir

a excitabilidade cortico-estriatal e o desequilibrio da

neurotransmissao de Glu/DA.

Hoje, a DP é a sindrome extrapiramidal prevalente na
populagdo idosa mundial (Hoehn e Yahr, 2001) com aproximadamente % dos
pacientes que visitam grandes centros de reabilitacdo fisica (Cardoso,
Camargos et al., 1998). O envelhecimento é o principal fator de risco da
forma esporadica da doenca, sendo que sua prevaléncia de 5-117 casos /
100.000 pessoas atinge 1% da populacdo com idade superior a 50-60 anos
(De Rijk, Launer et al., 2000). A etiologia da DP é controversa e representa
um férum de discussdo atual da doenga, envolvendo principalmente agentes
ambientais e fatores genéticos.

A hipétese ambiental da DP foi levantada devido a sua
incompleta descrigdo em textos antigos, em detrimento dos relatos do
tremor inespecifico, apesar da apresentacéo tipica em estagios avancados da
DP. Por exemplo, a doenca de Alzheimer, o acidente vascular encefalico e a
epilepsia, ndo escaparam aos olhos atenciosos de Hipdcrates’. As
descri¢des da DP s6 vieram a ocorrer em meados da Idade Moderna (século
XVI-XVII) com Pariz, Parkinson e Charcot. Além disso, a associacdo entre
0 maior risco de desenvolver a DP e a exposi¢ao de agrotoxicos e produtos
quimicos industriais, como por exemplo, a rotenona’® e o paraquat', e
outras substancias como metais (Liou, Tsai et al., 1997; Gorell, Johnson et al.,
1998) reforca esta hip6tese. No inicio dos anos 1980, a hipdtese ambiental

® Estes relatos foram descritos em textos egipcios, romanos e gregos. Hipocrates (460-377 A.C.), 0
pai da medicina, chegou a escrever livros destinados especificamente a descricdo destas doencas.

1 Emmanuel Geoffrey isolou a rotenona da raiz da falca acacia (Robinia nicou) em 1895. A raiz era
utilizada como pesticida e na pescaria por indios sul-americanos. Eles cortavam a raiz e langavam
0s pedacos nas lagunas onde havia peixes (Oehme e Mannala, 2001). Foi usada como pesticida,
mas seu uso foi proibido em 2005 nos EUA. A OMS classifica como moderadamente perigosa
(International Program on Chemical Safety. e Inter-Organization Programme for the Sound
Management of Chemicals.).

1 O herbicida Paraquat foi produzido pela primeira vez em 1961 pela Syngenta. Em 11/7/2007, a
Comunidade Europeia anulou a diretiva que autorizava o Paraquat como substancia ativa em
defensivos agricolas. Entretanto, este permanece como um dos herbicidas mais utilizados em paises
em desenvolvimento.



ganhou forca com a utilizagdo crescente de outro tipo de substancias: as
drogas de abuso™. Em 1983, dependentes de ‘drogas de rua’ na faixa etria
dos 20-35 anos foram hospitalizados no Vale do Silicio (Califérnia, EUA)
ap6s 0 uso intravenoso de 1-metil-4-fenil-4-propionato de piperidina
(MPPP), com imobilidade corporal severa (Langston, Ballard et al., 1983)*%. O
neurologista William Langston diagnosticou paradoxalmente estes jovens
pacientes como DP, confirmado posteriormente pelo sucesso do tratamento
com L-DOPA e analise post-mortem (Langston, Ballard et al., 1983; Langston e
Palfreman, 1995). Langston também identificou o contaminante 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) como um produto secundario e
indesejado na producdo clandestina do MPPP* (Langston, Ballard et al.,
1983), além do papel da enzima monoamino oxidase-B (MAO-B) na
conversdo do MPTP em 1-metil-4-fenilpiridina (MPP™) no sistema nervoso
central (SNC), passivel de ser bloqueada por inibidores desta enzima
(Heikkila, Manzino et al., 1984; Langston, Irwin et al., 1984). A Figura 6 (pagina
23) ilustra a biotransformagdo MPTP = MPP™ nos astrécitos, mas também
em neur6nios serotoninérgicos, localizados no leito vascular cerebral da
barreira hematoencefalica, e a captacio seletiva do MPP™ pelo transportador
de DA (DAT), que inibe a atividade do complexo I mitocondrial (Ramsay,
Salach et al., 1986). O tratamento com o MPTP induz Parkinsonismo em
primatas e roedores (Burns, Chiueh et al., 1983; Langston, Langston et al., 1984;
Dauer e Przedborski, 2003; Prediger, Batista et al., 2006; Prediger, Aguiar et al.,
2010). O fato de uma simples molécula de piridina causar Parkinsonismo
levantou a possibilidade etioldgica da DP frente a agentes similares
presentes no ambiente, além de introduzir as mitocondrias na discussdo
etiopatolégica da DP.

12 Nesta época, laboratdrios clandestinos multiplicavam-se para suprir a demanda crescente de
opiaceos sintéticos na recém pujante Califérnia, pois o suprimento de heroina para a regido havia
diminuido drasticamente, devido a conflitos armados envolvendo o Afeganistdo (Invasdo Soviética,
1979) e os Curdos (contra a Turquia, 1984). No caso do MPTP, a motivacéao foi outra, a tentativa
de desenvolver agentes quimicos fora da lista de narcéticos, por grupos de advogados e desenhistas
de drogas (drug-designers), para produzir substancias dentro da lei.

3 Adicionalmente, resgates historicos encontraram casos de Parkinsonismo induzido pelo MPTP
em 2 grupos distintos, como usuarios de drogas de rua (Davis, Williams et al., 1979; Wright, Wall
et al., 1984), e cientistas de laboratérios quimico-farmacéuticos que trabalhavam com piridinas, e
manuseavam o MPTP durante longos periodos sem nenhuma protecdo (até mesmo sem luvas), por
considerar este reagente inerte (Langston e Palfreman, 1995).

¥ Um analgésico opiaceo sintético da série das fenilpiridinas, que possui 70% da poténcia da
morfina. Ela foi sintetizada pela primeira vez em 1977 em condicdes ndo ideais (sua garagem) por
Barry Kidston, utilizando um trabalho de Albert Ziering (1947). O estudante de quimica Barry
Kidston, de 29 anos, também desenvolveu DP pelo uso do MPPP contaminado (Davis, Williams et
al., 1979) e morreu meses depois de overdose. O MPTP, que ndo possui propriedades opiaceas, é
formado como impureza quando um intermedidrio alcodlico é desidratado em temperatura
ambiente, diferente do ideal a -30°C.



Por outro lado, a descoberta em 1996 de mutacGes
autossdbmicas dominantes no cromossomo  4¢21-g23  causando
Parkinsonismo familiar reacendeu o interesse na genética da DP™
(Polymeropoulos, Higgins et al., 1996). No ano seguinte, uma simples
mutacdo (missense) G*®°A no exon 4 no gene SNCA [synuclein, o (non A4
component of amyloid precursor)] foi identificada: (i) a substituicdo de um
Gnico aminoéacido, Ala53Thr, e (ii) a introducdo de um novo sitio de
restricdo Tsp45I (Polymeropoulos, Lavedan et al., 1997; Polymeropoulos, 1998).
Esta mutacdo, ndo encontrada nos casos esporadicos (Bennett e Nicholl, 1998;
Chan, Jiang et al., 1998), induzia alteracdes neuropatoldgicas — a morte de
neurdnios dopaminérgicos nigrais e a presenca de corpos de Lewy -
similares a forma idiopatica da DP. Desde o SNCA, foram identificados
mais de 10 loci distintos responsaveis por formas mendelianas raras da
DP'®, associados principalmente a disfungdo sinaptica (Polymeropoulos,
Lavedan et al., 1997) e mitocondrial (Biskup, Gerlach et al., 2008). Estas
mutacdes tém sido modeladas em camundongos, moscas de frutas
(Drosophila melanogaster) e vermes (Caenorhabditis elegans) (Carvey,
Punati et al., 2006), através da superexpressdo de genes autossémicos
dominantes como a a-sinucleina e a LRRK2 (leucine rich repeat kinase 2)
ou mutagfes pontuais (knockouts) para genes autossdmicos recessivos
como as parkinas e a PINK1 [phosphatase and tensin homolog (PTEN)-
induced novel kinase 1] (Dawson, Ko et al., 2010).

A patologia da DP envolve a morte de neurbnios
dopaminérgicos localizados na substantia nigra pars compacta (SNpc) do
mesencéfalo (Figura 2). Estes neurdnios enviam projecdes para 0 corpo
estriado (via dopaminérgica nigroestriatal), formado por dois nicleos dos
nicleos da base (putdmen e caudado) —, uma parte do sistema
extrapiramidal envolvido em processos motores, cognitivos e sensoriais
(Packard e Knowlton, 2002). A morte de neur6nios dopaminérgicos na SNpc
provoca reducdo nos niveis estriatais de DA e prejuizos funcionais destes
nlcleos (Blandini, Nappi et al., 2000). Na SNpc, também sdo encontradas
inclusGes eosinofilicas citoplasméticas denominadas corpos de Lewy
(Figura 2) (principalmente proteinas a-sinucleina e ubiquitina), utilizada

15 Os investigadores identificaram o gene analisando 0 DNA de 28 membros de uma familia com
quase 600 pessoas do vilarejo de Contursi (regido de Salermo, sul da Itdlia): sendo conhecidos
atualmente como pedigree Contursi. Descendentes, inclusive alguns que migraram para a América
e outras partes da Europa, permitiram tracar sua ascendéncia de um Gnico casal que viveu na Italia
no século 18. Mais de 60 membros da familia de ambos os lados do Atlantico tm sido
diagnosticado com a DP.

16 Conhecidos atualmente como genes PARK. A mutagio da a-sinucleina é a PARKL.



como um marcador post-mortem da DP (Hagan, Middlemiss et al., 1997). Por
Gltimo, aproximadamente 35% de inibicdo do complexo | mitocondrial
ocorre de forma ubiqua na forma esporadica da doenga (Mizuno, Ohta et al.,
1989; Parker, Boyson et al., 1989; Schapira, Cooper et al., 1990), de modo
semelhante ao induzido pelo MPTP e outras toxinas utilizadas em modelos
experimentais da DP.

As caracteristicas clinicas da DP s&o semelhantes as de outras
doencas neurodegenerativas, especialmente as atrofias de mdltiplos
sistemas (Hughes, Daniel et al., 1992). Entretanto, ainda néo existem exames
laboratoriais ou de neurocimagem para o diagnostico definitivo da doenca,
sendo o seu uso limitado para o diagndstico diferencial (Jankovic, 2008). Os
critérios  diagnosticos  descritos  originalmente por Charcot foram
atualizados, e as diretrizes atuais sdo frequentemente revisadas pelo UK
Parkinson’s Disease Society e pelo National Institute of Neurological
Disorders and Stroke (NINDS), possibilitando uma acurécia no diagnéstico
superior a 75% (Gelb, Oliver et al., 1999): (i) triade parkinsoniana, tremor de
repouso (4-7 Hz, principalmente nas méos), rigidez muscular (fenétipo
plastico), e bradicinesia (Figura 2); (ii) instabilidade postural (Figura 2); e,
(iii) boa resposta clinica a L-DOPA.
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Figura 2. Histéria, quadro clinico e patolégico da doenga de Parkinson. Esquerda (acima):
ilustracdo da neurodegeneracdo dopaminérgica verificada na DP e o aparecimento dos sintomas
motores e ndo motores. Direita (acima): cléssica ilustragdo da DP realizada pelo neurologista
William Gowes em 1886, baseada no Essay de Parkinson. Alguns sintomas motores e ndo motores
ilustram a complexidade da DP. Abaixo: ilustragdo das evidéncias post-mortem da diminuigdo de
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neuromelanina na substantia nigra pars compacta (setas pretas), e da presenca de corpos de Lewy
(direita, setas brancas).

Os sintomas motores da DP sdo utilizados no diagndstico
clinico da DP. Entretanto, estes sdo verificados somente em estagios mais
avancados da doenga, quando aproximadamente 60-70% dos neurénios
dopaminérgicos da SNpc encontram-se degenerados e os niveis de DA no
estriado ja foram depletados em 70-80% (ver Tabela 1) (Riederer e Wuketich,
1976). Também deve ser ressaltado o comprometimento de outras vias
dopaminérgicas além da nigroestriatal, como as vias mesolimbicas e
mesocorticais, envolvidos no controle de processos sensoriais (como 0
bulbo olfatério) e cognitivos (como o cértex pré-frontal) (Spanagel e Weiss,
1999; Horvitz, 2000). O processo neurodegenerativo também afeta outros
neurotransmissores como 0s sistemas noradrenérgico, serotoninérgico e
colinérgico, todos estes contribuindo para o desenvolvimento dos sintomas
ndo motores da DP (Tabela 1).

Tabela 1. A histéria clinico-patolégica da DP.

Manifestacdes clinicas Referéncias
Prejuizo olfatorio ®MMD%msa
. o Depressdo, transtornos de al., 1988; .
Pré-clinico ansiedade Kaneoke, Koike
e L . . et al., 1995; Rye,
J Dlstur_blo d(_) sono e disfuncéo Johnston et al.,
gastrointestinal 1999)
o e Declinio cognitivo (*/ pacientes) (Kztng(l’kellg';g_'ke
recoce % . ;
* Depresséo, transtornos de Braak, Rub et al.
ansiedade 2006)
* Tremor, rigidez muscular, (Gelb, Oliver et
bradicinesia, instabilidade al.. 1999: Olanow
Diagnostico postural e Tatton, 1999;
H&Y >3  ° Respons~|V|dade a L-DOPA Braak,-Rub ?t al.,
e Depressdo, transtornos de 2006; Fenelon,
ansiedade, psicose 2008;]_3'2mun| e
o Declinio cognitivo (*/5 pacientes) Sethi, 2008)
. (Gelb, Oliver et
e Depressdo, transtornos de al., 1999: Braak,
H&Y > 4 ansiedade, psicose Rub et al., 2006;
¢ Declinio cognitivo (90% Fenelon, 2008;
pacientes) e deméncia Simuni e Sethi,

2008)
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H&Y — Hoehn & Yahr

O surgimento da L-DOPA e 0 desenvolvimento de alternativas
farmacoldgicas e cirdrgicas também foram acompanhados pelo
desenvolvimento de varios escores clinicos para acompanhar a evolucdo da
doenca. O sucesso terapéutico da L-DOPA, 0s seus efeitos adversos e a
maior sobrevida dos pacientes tratados (Hoehn e Yahr, 1967; Joseph, Chassan
et al., 1978) exigiu a ampliacdo e unificacdo destas escalas. Antes da L-
DOPA, a escala desenvolvida por Melvin Yahr e Margaret Hoehn em 1967
(Hoehn e Yahr, 1967) (Tabela 2) era a mais utilizada. Porém tornou-se
superficial e obsoleta apds as novas opgdes de tratamento. Nenhuma escala
€ universalmente aceita, mas numa tentativa de uniformizar os
procedimentos, Stanley Fahn desenvolveu a ‘Escala Unificada de Avaliagdo
para a Doenca de Parkinson’ (do inglés UPDRS, Unified Parkinson’s
Disease Rating Scale) (Fahn e Elton, 1987), que avalia os dominios: (i)
estado mental, comportamento e humor, (ii) atividades de vida diaria, (iii)
exame motor, (iv) complicagdes terapéuticas, (v) escala de Hoehn e Yahr, e
(vi) escala de Schwab. Atualmente, a UPDRS é amplamente utilizada por
clinicos e pesquisadores, inclusive com uma versdo validada para lingua
portuguesa, e periodicamente revisada, pela Academia Brasileira de
Neurologia (Paula et al., 2009).

Tabela 2. Escala de estadiamento de Hoehn e Yahr (1967)

Estagio Descricdo

1 1) Doenca unilateral.

1,5 2) Doenca axial e unilateral.
9 3) Doenca bilateral leve. Sem prejuizo do

equilibrio.

25 4) D%en(;a bilateral, com recuperacdo no ‘teste de
' tracao’'.
3 5) Doenca bilateral leve a moderada. Instabilidade

postural. Fisicamente independente.

6) Deficiéncia severa, mas ainda capaz de
caminhar ou de ficar de pé sem assisténcia.
7) Confinado a cadeira de rodas ou ao leito.
Necessita de assisténcia.

70 examinador se posiciona atras do paciente e ap6s instrui-lo, avalia a capacidade do paciente de
recuperar seu equilibrio apds um puxao brusco para tras.
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Além do alivio sintomatico, abordagens neuroprotetoras ou
modificadoras da DP permanecem uma necessidade ndo atendida.
Entretanto, é importante enfatizar que o desenvolvimento de qualquer tipo
de abordagem para a DP é uma tarefa complexa, devido a natureza
progressiva da doenca, ao conjunto de sintomas motores e ndo motores, e
aos préprios efeitos adversos do tratamento farmacoldgico (Braak, Rub et al.,
2006; Simuni e Sethi, 2008; Aguiar e Prediger, 2010). Antes da introducdo da L-
DOPA, a DP era considerada essencialmente uma desordem motora, e apds a
sua chegada, o desenvolvimento de complicacbes motoras — como as
discinesias e fendmenos liga-desliga — e desordens cognitivas e
psiquiatricas — como alucinacdes e delirios — vieram a tona e se somaram
aos desafios terapéuticos da doenga (Obeso, Rodriguez-Oroz et al., 2009).
Entretanto, a introducdo de novos farmacos e a possibilidade cirdrgica de
tratar pacientes mais graves causaram poucas mudangas, servindo para (i) o
refinamento do controle dos sintomas motores, ou (ii) a racionalizagdo do
uso da L-DOPA, geralmente para controlar as complicagfes do uso
prolongado da mesma. Entretanto, além do risco cirdrgico (Williams, Gill et
al., 2010), a literatura vem destacando ‘“novos” efeitos adversos a
hiperestimulagdo dopaminérgica do tratamento corrente, que vem somar ao
ja complexo quadro clinico da DP, incluindo alteracBes comportamentais
como a psicose, o ‘transtorno de controle dos impulsos’ (ex.: compulséo
por jogos, sexo, compras, e comida), comportamento estereotipado (ex:
habitos ou colecionar objetos), e compulsdo medicamentosa (Weintraub,
2008; Voon, Fernagut et al., 2009).

Apesar dos esforcos de pesquisadores e clinicos envolvidos
com a DP, parece que esta realidade ndo sera alterada nos préximos anos. A
Figura 3 mostra o vigoroso processo de desenvolvimento de novas
abordagens antiparkinsonianas. Na verdade, muitas destas abordagens “em
desenvolvimento” incluem: (i) a reformulagdo das drogas ja existentes e
aprovadas para 0 uso na DP (ex.: a extensdo do tempo de liberacdo da
droga), (ii) o reposicionamento de compostos aprovados para outras
doencas [ex.. a isradipina (hipertensdo arterial), e o metilfenidato
(transtorno de atencdo e hiperatividade - TDAH)], e o (iii) o
desenvolvimento de novas moléculas ou terapia genética (Meissner, Frasier et
al., 2011). Até mesmo a promissora medicina regenerativa passou por
recentes constrangimentos apds evidéncias post-mortem (Kordower, Chu et
al., 2008; Li, Englund et al., 2008) e experimentais (Desplats, Lee et al., 2009;
Hansen, Angot et al., 2011) demonstrando propagagao neurdnio (hospedeiro)
- neurdnio (enxerto) da a-sinucleina, e a paradoxal formacao de corpos de
Lewy em neurdnios “jovens”, o que acabou criando uma nova linha de
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pesquisa em neurodegeneracdo: a propagacao de peptideos no SNC (ex.: a-
sinucleina e B-amildide) com mecanismos semelhantes as das doencas
pribnicas (Desplats, Lee et al., 2009; Frost e Diamond, 2010; Goedert, Clavaguera
et al., 2010; Hansen, Angot et al., 2011).
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Figura 3. Drogas em desenvolvimento para o tratamento da doenca de Parkinson. Adaptado
de Meissner, Frasier et al., 2011. LI — liberacéo imediata; LE — liberac&o estendida.

Por outro lado, quando os compostos dopaminérgicos sdo
removidos deste cenario (Figura 3), o panorama é menos encorajador.
Entretanto, as ‘“novas” formula¢cdes dopaminérgicas atuam mais no
refinamento dos tratamentos j& existentes do que em novas opgdes para a
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DP. Muitos destes novos compostos, tanto dopaminérgicos quanto ndo
dopaminérgicos, sdo focados nos sintomas motores, ou nas flutuacdes e
discinesias induzidas pela L-DOPA. Apesar dos ensaios clinicos
apresentarem desfechos secundarios ao manejo da DP, estas novas
estratégias antiparkinsonianas falham na resposta a dois problemas
emergentes e ainda sem solugdo: (1) a mudanc¢a do paradigma terapéutico
de sintomatico - modificador da doenca, e (2) a reducdo da crescente
prevaléncia de sintomas ndo motores, que representam importantes causas
de morbidade em longo prazo nos pacientes com DP.

Neste sentido, varias evidéncias historicas, clinicas e
experimentais motivam a investigagdo do exercicio fisico como um
potencial agente modificador e neuroprotetor para a DP, inclusive no
controle de sintomas ndo motores, sendo este o foco principal da préxima
secao e desta tese.
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2. Exercicio fisico: um agente antiparkinsoniano?

Temas como exercicio fisico, desportos, e jogos sdo
encontrados em textos de civilizagBes mais primitivas, como o0s grandes
impérios biblicos de Davi e Salomdo, a Mesopotamia, Egito, india e China.
O exercicio teve grande importancia na Asia Menor, Grécia e Roma antiga,
principalmente devido ao seu papel estratégico-militar, sendo documentado
por diversos autores da época, como Hipdcrates™ e Galeno™® (Paffenbarger,
Blair et al., 2001). A maior influéncia para a civilizacdo ocidental veio das
teorias de higiene corporal de Galeno (século I1), que influenciou regimes
de satide medievais através de sua lista das “seis coisas ndo naturais™: (i) o
ar e 0 meio ambiente (respiracao); (ii) os alimentos e as bebidas (dieta); (iii)
0 exercicio e o repouso; (iv) o sono e a vigilia; (v) a retengéo e a expulsdo
(evacuacdo); e (vi) as paixdes da alma (emocdes). Na metade do século
XIX, comegaram a surgir evidéncias dos beneficios do exercicio sobre a
satde em geral (Walker, 1840) e a associa¢do negativa entre 0 exercicio e a
mortalidade precoce (Paffenbarger, Blair et al., 2001). Em seguida, estas
evidéncias despertaram o interesse em populacdes especiais, como 0s
idosos e portadores de doencas cronicas ou derivadas do trabalho. Assim, a
ginastica médica comecou a ser utilizada no tratamento de doencas
cardiacas crnicas em 1895 (Groedel, 1895), da tuberculose pulmonar e
mielite em 1913 (Sylvan, 1913b; a) e da asma em 1950 (Ranke, 1950). A
ginastica com objetivo terapéutico, ou cinesioterapia®, utiliza exercicios
globais com pouca exigéncia cardiovascular, sendo utilizada até hoje para
aumentar a mobilidade e for¢ca muscular de modo geral (Figura 5, pagina
18), e prevenir os efeitos deletérios do leito prolongado ou de doengas que
prejudicam os movimentos, como a prépria DP. No inicio dos anos 1960, a
demonstracdo da seguranca de exercicios mais Vvigorosos aproximou

'8 Hipacrates escreveu sobre o exercicio fisico: "Se pudéssemos dar a cada individuo a quantidade
certa de nutricdo e exercicio fisico, nem muito e nem pouco, nés teriamos encontrado o caminho
mais seguro para a sadde."

*® Galeno de Pérgamo (131-200 A.C.) foi o mais destacado médico do periodo romano e o primeiro
que conduziu pesquisas fisiolégicas, inclusive do exercicio, pois era médico da escola de
gladiadores, especializando-se em cirurgia e dietética. A celebridade de Galeno era tal que antes de
seu nome se escrevia “Cl”, abreviagdo de Clarissimus (o muito célebre); em algum momento da
histéria, por causa da ignorancia a respeito do significado de Cl, Ihe foi atribuido o prenome
Claudius.

% Do Grego kinesis, movimento e therapeia, terapia. Auguste Georgi (1847) definiu cinesioterapia
como “tratamento das doencgas através do movimento". A cinesioterapia faz parte da fisioterapia
moderna que utiliza o movimento provocado pela atividade muscular do paciente. Tem como
objetivo prevenir, eliminar ou diminuir os distirbios do movimento. E o que ha muito tempo se
chamou de ginastica médica em oposicdo a ginastica geral, cujos prop6sitos sdo essencialmente
higiénicos ou estéticos.
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definitivamente o exercicio fisico das ciéncias da salde (Astrand, 1960; Dill e
Consolazio, 1962). Desde entdo, houve um crescimento exponencial no
interesse dos efeitos do exercicio fisico a salde, e o surgimento de uma
nova linha de investigagdo: a ‘biologia do exercicio fisico’. Hoje, sdo mais
de 50.000 trabalhos disponiveis sobre este tema em bancos de dados como
0 Pubmed e a Scopus (Figura 4). E a condi¢io “oposta™, o sedentarismo?,
tornou-se um fator de risco estabelecido para muitas doengas, como a
obesidade, a diabetes do tipo 2 e varias doencas arterio-vasculares (Berlin e
Colditz, 1990; Knowler, Barrett-Connor et al., 2002) (Figura 4). Mais
recentemente, o sedentarismo tem sido sugerido como um fator de risco
para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (Trejo, Carro et al.,
2002; Villar-Cheda, Sousa-Ribeiro et al., 2009).

O exercicio vs. salude

4 sedentarismo vs. risco doengas
40000

Figura 4. Nimero de trabalhos
sobre exercicio e sedentarismo
30000+ disponiveis nas bases de dados
Pubmed e Scopus. E evidente o
20000 crescente interesse nas Ultimas
, décadas sobre os efeitos do
! exercicio fisico & salude, e da
relacdo entre o sedentarismo e o
risco de doengas. Fonte: Bases de
dados Pubmed e Scopus.
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O exercicio fisico induz alteragfes biologicas agudas e
cronicas dependentes dos principios de treinamento fisico utilizado. Deste
modo, nem todo exercicio fisico apresenta impacto no sedentarismo. Por
exemplo, programas de cinesioterapia (Figura 5) pouco alteram a aptiddo

2L Na antropologia evolucionéria, sedentarismo é um termo aplicado & transigdo cultural da
colonizagdo ndmade para uma condicdo permanente. Na transicdo para o sedentarismo, as
populagdes semindmades possuiam um acampamento fixo para a parte sedentaria do ano. O
sedentarismo se tornou possivel com novas técnicas agricolas e pecuarias. O desenvolvimento do
sedentarismo aumentou a agregacdo populacional e levou a formagéo de vilas, cidades e outras
formas de comunidades. Recentemente, o sedentarismo ganhou outro significado, sendo definido
como a falta/auséncia/diminuicéo de atividades fisicas ou esportivas, e até mesmo das atividades de
tempo livre (ex: caminhar, jardinagem, limpar a casa). Considerada como a doenca do século XXI,
esta associada ao comportamento cotidiano decorrente dos confortos da vida moderna. Pessoas que
tem um gasto cal6rico reduzido semanalmente pela auséncia da pratica esportiva sdo consideradas
sedentarias ou com habitos sedentarios.
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cardiovascular dos individuos. Este impacto aumenta com o treinamento
fisico, principalmente o treinamento focado nas caracteristicas aerébias do
exercicio (Figura 5). Existem vérias diferencas conceituais e operacionais
entre a cinesioterapia e 0s exercicios aerébios. A principal é o planejamento
e a estruturacdo do programa de exercicio fisico com a utilizacdo de
principios de treinamento, como a especificidade do gesto (ou tipo, ex.:
andar, correr ou saltar), o volume (ou quantidade) e a intensidade (ou
esfor¢o) dos exercicios (revisado por Aguiar e Prediger, 2010), que apresentam
varias semelhancas aos principios posoldgicos utilizados na farmacologia.
Como ilustrado na Figura 5, o objetivo do exercicio é aumentar o consumo
de oxigénio pelos tecidos (VO,), regulado pela capacidade maxima dos
sistemas pulmonar e cardiovascular em captar e transportar o oxigénio
(VO,max) % (Bowen e Carmer, 1926; Lombardo, Rose et al., 1953), assim como
a capacidade dos tecidos em utilizd-lo na oxidacdo de substratos
energéticos, principalmente lipidios e carboidratos (Havel, Naimark et al.,
1963; Young, Pelligra et al., 1967). Galeno escreveu sobre o tema: “os
movimentos que ndo alteram a respiracdo ndo podem ser chamados de
exercicio”. Isto ¢ importante porque as caracteristicas do treinamento fisico,
principalmente a intensidade, modulam as respostas alostaticas do
organismo, dependentes também de fatores genéticos e do estado atlético
atual do individuo (para revisdo ver American College of Sports Medicine
Position Stand. The recommended quantity and quality of exercise for developing
and maintaining cardiorespiratory and muscular fitness, and flexibility in healthy
adults, 1998). O primeiro atleta a utilizar estes principios de forma
sistematica foi o tcheco Emil Zatopek (1922-2000, Figura 5) que registrou
varios recordes mundiais de atletismo e ficou conhecido como a
“locomotiva humana” %.

2 V0, = Q x dify0,. Q = FC x VS. Logo, a capacidade de realizar esforcos depende diretamente
do Q e da dif;O,. Individuos treinados apresentam maior VS e atingem picos maiores de FC ao
exercicio, produzindo maiores valores de Q. Do mesmo modo, a musculatura treinada (e outros
tecidos) remove mais oxigénio do sangue ao exercicio, logo a dif;O, ¢ maior do que a de
sedentarios. Estas adaptagdes influenciam diretamente os valores de VO,, similares entre
sedentarios e sujeitos fisicamente ativos em repouso, mas bem maiores nestes Gltimos durante o
exercicio. Assim, o VO,max de individuos treinados ¢ maior do que o de sedentarios, garantindo
melhor tolerancia a esforgos maximos e submaximos. dif;,O, —diferenga arteriovenosa de oxigénio.
FC — frequéncia cardiaca. Q — débito cardiaco. VS — volume sistélico.

% Em 1952, Zatopek venceu as trés provas mais desgastantes do atletismo na mesma semana: 0s
5.000 m, os 10.000 m e a maratona, nos jogos olimpicos de Helsinque (Finlandia). Em 31 de
dezembro de 1953 Zatopek competiu na Corrida de Séo Silvestre (Sdo Paulo). O corredor tcheco
chegou ao primeiro lugar com facilidade, sob os aplausos dos brasileiros.
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Figura 5. Exercicio fisico e cinesioterapia. Diferencas entre a cinesioterapia e o treinamento
fisico. A cinesioterapia (esquerda) objetiva a reabilitagdo do movimento em doencas que limitam a
mobilidade do corpo. No treinamento fisico (centro), o recrutamento de grandes grupos musculares
aumenta a demanda por oxigénio. A direita, o tcheco Emil Zatopek. Figuras retiradas do Google
Imagens.

Atualmente, a intensidade do exercicio fisico é facilmente
controlada (ex.: VOyma € limiar de Iactat024) para 0s mais diversos
objetivos: recreativos e educacionais, atléticos, militares, estéticos, controle
do peso corporal e reabilitacdo, entre outros (para revisdo ver Haskell, Lee et
al., 2007). Hoje, as recomendacfes minimas para promog¢do e manutencéo
da salde incluem: (i) exercicios submaximos moderados (40-55%
VO,max), duragdo minima de 30 min diarios, com frequéncia de cinco
vezes por semana, ou (ii) exercicios mais fortes (55-65% VO,max), duragio
minima de 20 min, trés vezes por semana (Haskell, Lee et al., 2007). A pratica
de exercicios em intensidade muito alta (>85% VO,may) pode levar a
sindrome de supertreinamento (mais conhecido pelo termo em inglés
overtraining), caracterizada por declinio do desempenho atlético
acompanhado de prejuizos a salude (Margonis, Fatouros et al., 2007), inclusive
ao SNC (Aguiar, Tuon et al., 2008; Aguiar, Boemer et al., 2010).

2+ Como consta no texto, a capacidade maxima de realizar exercicio é limitada pela quantidade de
energia que os musculos podem produzir através da oxidagéo de substratos energéticos. Ao nivel
celular, isto corresponde ao metabolismo mitocondrial do piruvato. Quando as mitocondrias
atingem o ponto méaximo de conversdo do lactato em piruvato (proximo ao limite maximo de
exercicio, ou VOana), €ste Gltimo comeca a acumular nos tecidos, inclusive no sangue, e pode ser
medido facilmente com aparelhos chamados lactimetros, muitos deles portateis. Deste modo, este
limiar de lactato pode ser utilizado como uma medida indireta da intensidade do exercicio.
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Tabela 3. Estudos clinicos investigando os efeitos do exercicio fisico em
pacientes Parkinsonianos.

H&Y N Intervencao Desfecho Referéncias
1 16-18% RM, 1
1.3 20 RML, 12 semanas, resisténcia _ (Hass, Collins
2x/semana muscular a fadiga,  etal., 2007)
1 massa magra
RML para
membros inferiores
. 1 escores de
153 15 ¢ tr(?;flbo .de orientacdo (Hirsch, Toole
™~ equitibrio com somato-sensorial, et al., 2003)
pistas visuais, 10 ~ forca muscular
semanas,
3x/semana
Exercicios 1 4,2-5,5% escores  (Nieuwboer,
2-4 153 domiciliares com de postura e Kwakkel et
pistas visuais marcha al., 2007)
Esteira com
suporte de 20% do | escores UPDRS (Miyai,
2,5-3 10 peso corporal > fisioterapia Fujimoto et
(BWSTT), quatro  convencional al., 2000)
semanas
Marcha e escadas, . L Protas,
2-3 NI  oito semanas, I cinemitica da M(itchell et
3x/semana marcha, | quedas al., 2005)
Musculacéo, . .
1-3 20 ergométrica, 12 grupo exercicio et al., 2006)

semanas,
3x/semana

excéntrico
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REEENNES

12,3-3%
Marcha em esteira  cinematica da
80-90% velocidade marcha, | (Herman,
1,5-3 9 confortavel, seis sintomas motores Giladi et al.,
semanas, (UPDRS), 1 2007)
4x/semana qualidade de vida
(PDQ-39)
| UPDRS, 1
. cinematica da
1.2 30 ivn\:jr;r;: oito mar_cha_, ! hiper- (Fisher, Wu
3x/semana e>,<C|_tab|I|dade etal., 2008)
cértico-motora
(EMT)
Duas semanas de 1 desempenho dos
exercicios de gestos de sentar e (Mak & Hui-
25-3 52 “senta_r e levgnta_r” levantar, melhor Chan, 2008)
com pistas visuais  no grupo com '
e auditivas pistas
Enfase no
exercicio
excéntrico: 1 qualidade de
1.3 20 mus_culagé_o,_ vida (PDQ-39) e (Dibble, Hale
esteira e bicicleta ~ forga muscular, | et al., 2009)
ergométrica, 12 bradicinesia
semanas,
3x/semana

BWSTT - body weight supported treadmill training; EMT — estimulacdo magnética
transcraniana; H&Y — Hoehn & Yahr; NA — néo se aplica; NI — ndo informado; PDQ-39 —
Parkinson’s Disease Questionnaire 39; RM — repeticdo maxima; RML — resisténcia muscular
localizada; RR — risco relativo; UPDRS - Unified Parkinson's Disease Rating Scale. 1 -
aumento. | - diminuigéo.

Os programas de reabilitagdo moderna de doengas cronico-
degenerativas vém adicionando a cinesioterapia classica os principios do
treinamento fisico, visando atingir os beneficios extensamente relatados nos
estudos experimentais. Isto ocorre inclusive com a DP, onde os efeitos
paliativos e a seguranca dos exercicios sdo conhecidos desde a década de
1950, para pacientes em diferentes estdgios da doenca, em protocolos
terapéuticos que incluem exercicios para amplitude de movimento (ADM) e
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flexibilidade, treinamento de equilibrio e de marcha, mobilidade e
coordenacdo (Nagera e Gnocchi, 1955; Bilowit, 1956; Clark, Clements et al.,
1956). Estas intervencdes (ver Tabela 3) sdo usadas para aumentar a
autonomia funcional (ex.. caminhar, subir/descer escadas, levantar da
cadeira e da cama) e qualidade de vida dos pacientes, e/ou no diminuir o0s
escores clinicos da DP (ex.. Hoehn & Yahr e UPDRS); através de
intervencGes em sequelas secundarias da doenca, como a fraqueza e
hipotrofia muscular, rigidez articular, e deformidades posturais (Doherty,
Van De Warrenburg et al., 2011). Mais recentemente, estratégias especificas
de exercicio foram desenvolvidas especificamente para os pacientes com
DP, como: (i) o uso de pistas visuais, (ii) o suporte parcial do peso corporal
(BWSTT), e o (iii) treinamento fisico adaptado a DP (Tabela 3). Ainda que
estes beneficios sejam valorosos, o impacto do exercicio na DP ainda é
considerado paliativo, sendo que os efeitos do exercicio nos sintomas ndo
motores da DP ou o seu potencial neuroprotetor permanecem incertos.

Os mecanismos envolvidos nestes beneficios comegaram a ser
descritos na Gltima década (Smith e Zigmond, 2003; Petzinger, Walsh et al.,
2007), em modelos experimentais de Parkinsonismo utilizando duas
neurotoxinas: a reativa DA na forma de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) %, e
0 inibidor complexo | mitocondrial MPTP (Figura 6). Ambas as
neurotoxinas tém sido utilizadas com sucesso para o estudo de fenémenos
bioguimicos, moleculares e comportamentais em modelos animais de
Parkinsonismo. Embora escassas, a maioria destas evidéncias corroboram
os resultados clinicos em relacdo aos beneficios do exercicio aos prejuizos
motores (Tabela 7, Apéndice I). Entretanto, ainda permanece controverso se
estes beneficios sdo decorrentes de efeitos neuroprotetores e/ou paliativos,
pois os resultados diferem em rela¢do as duas neurotoxinas (Figura 6), e aos
protocolos de exercicio utilizados (Figuras 9 e 14). Além disso, os trabalhos
experimentais envolvendo exercicio fisico também falham em duas
necessidades ainda ndo atendidas da DP: o alivio dos sintomas ndo motores,
e a modificacdo da doenga e/ou neuroprotegéo.

% A 6-OHDA foi isolada originalmente por Senoh (1959) como um metabélito oxidativo da prépria
DA. Em 1963, Porter demonstrou que a 6-OHDA depletava a noradrenalina do SNC auténomo
cardiaco (Stone, 1963), além de destruir terminais nervosos de neurdnios simpaticos (Blum, Torch
et al., 2001). A 6-OHDA possui um radical hidroxila extra na posicdo 6 do anel catecol da
molécula DA (destacado em vermelho na Figura 6), que acelera em 200 vezes a auto oxidacéo
desta molécula de DA (Blum, Torch et al., 2001).
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Figura 6. Neurotoxinas utilizadas no desenvolvimento de modelos experimentais da doenca de
Parkinson. A esquerda, alguns aspectos farmacol6gicos do MPTP e da 6-OHDA. No centro, a
postura flexionada e acinética de um macaco tratado com MPTP, e a reversdo deste comportamento
a direita, ap6s o tratamento com Sinemet (associagdo de 100 mg de L-DOPA e 10 mg de Carbidopa).
Fonte: (Burns, Chiueh et al., 1983).

Entretanto, estes trabalhos iniciais refletem um quadro
encorajador do papel antiparkinsoniano do exercicio fisico. As possiveis
propriedades neuroprotetoras do exercicio fisico parecem nao se restringir a
DP, sendo também descritas na doenca de Alzheimer (Lytle, Vander Bilt et
al., 2004; Solfrizzi, Capurso et al., 2008). Entretanto, estas evidéncias sdo bem
mais recentes para a DP, sendo que dois trabalhos epidemiolégicos
reforcam a hip6tese neuroprotetora do exercicio fisico frente a esta doenga.
Um grande estudo acompanhou os habitos de atividade fisica de 213.700
individuos durante 10 anos, e reuniu um conjunto de dados apontando o
exercicio fisico como um agente neuroprotetor para a DP (Xu, Park et al.,
2010). Um estudo menor (10.714 participantes) ja tinha observado uma
evidéncia menos robusta no mesmo sentido (Logroscino, Sesso et al., 2006).
Entretanto, estas estimativas sdo sempre questionadas devido as limitagdes
dos estudos epidemioldgicos envolvendo exercicio fisico em grandes
grupos, como o uso de auto-relatos de atividades cotidianas e atléticas
(Logroscino, Sesso et al., 2006; Xu, Park et al., 2010). Neste sentido, a
investigagdo experimental torna-se necesséria para ampliar o conhecimento
deste fenbmeno.

Nestes trabalhos populacionais, a prevaléncia (propor¢édo) e a
incidéncia (novos casos) foram investigadas. E sabido que intervenco em
um, pode influenciar o outro. Desde a introducdo da L-DOPA, a incidéncia
da DP manteve-se relativamente constante, embora a prevaléncia tenha
aumentado (De Rijk, Launer et al., 2000). Isto ocorreu simultaneamente ao
aumento da sobrevida na DP causada pela prdpria L-DOPA (Hoehn e Yahr,
1967; Joseph, Chassan et al., 1978), e ao fenémeno do envelhecimento
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populacional®. A Figura 7 mostra dados dos Gltimos trés censos
demogréficos no Brasil. Os individuos com idade acima dos 65 anos
representavam 5% da populacdo em 2000, 11% em 2010, e representardo
18% em 2050. Isto reforca a necessidade de estratégias neuroprotetoras
para as doencas associadas ao envelhecimento, como a DP. A desaceleracao
da histéria natural da DP pode simplificar o0 manejo dos sintomas motores e
ndo motores, e transformar a DP em uma condicdo mais benigna, com
impactos previsiveis na qualidade de vida e autonomia dos pacientes e de
suas familias. Entretanto, evidéncias sobre os efeitos do exercicio em
sintomas ndo motores da DP sdo escassos. Alguns trabalhos de revisdo ou
opinido tém sugerido de forma timida e empirica sua utilidade no alivio dos
sintomas ndo motores da DP (Fujimoto, 2009; Zesiewicz e Evatt, 2009).
Entretanto, estas sugestdes foram embasadas em solidas evidéncias sobre o
papel do exercicio a saude mental, em outras situagdes clinicas afora a DP
(Nicholl, Coleman et al., 1994; Lawlor e Hopker, 2001; Sjosten e Kivela, 2006).

A interacdo do exercicio fisico com os farmacos
antiparkinsonianos também tem sido pouco explorada. A seguranca desta
interacdo foi investigada indiretamente em relacdo a L-DOPA (Tabela 3,
todos os trabalhos envolvem exercicio e pacientes tratados com este
farmaco) e aos inibidores da COMT (Sundberg, Scheinin et al., 1993; Lyytinen,
Kaakkola et al., 2002). A absorcdo intestinal da L-DOPA parece ser melhorada
com o exercicio (Reuter, Harder et al., 2000; Lopane, Contin et al., 2010), mas
sem efeitos sobre sua eficacia clinica (Mouradian, Juncos et al., 1987; Carter,
Nutt et al., 1992; Muhlack, Welnic et al., 2007). A L-DOPA teve um impacto
importante na funcionalidade e aumento da expectativa de vida dos
pacientes com a DP. Entretanto, seus efeitos adversos limitam sua
utilizagdo em longo prazo, e intervencfes que diminuam estes efeitos
adversos sdo importantes para a independéncia e qualidade de vida dos
pacientes com a DP. Nesta tese, o papel antidiscinético do exercicio foi
investigado, fundamentado em dois fatores. Primeiro, observamos
recentemente que o exercicio fisico de longa duracdo diminuiu a ativagéo
da DARPP-32 estriatal (Aguiar, Boemer et al., 2010), um dos mecanismos
propostos para o desenvolvimento das discinesias induzidas pela L-DOPA.
Segundo, o avanco da neurodegeneracdo € um fator de risco para o
desenvolvimento das discinesias (Carlsson, Carta et al., 2007; Calabresi, Di
Filippo et al., 2010), logo, se confirmado o papel neuroprotetor do exercicio,
isto pode reduzir ou inibir as discinesias induzidas pela L-DOPA.

% A Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) estabeleceu que a “era do envelhecimento” teve inicio
em 1975 e que essa tendéncia deverd se estender por mais cinquenta anos, isto é, até 2025.
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BO anos ou mais 1991
75 a 79 anos Homens Mulheres
70 a 74 anos 2000
65 a 69 anos
60 a 64 anos
55 a 59 anos
50 a 54 anos
45 a 49 anos
40 a 44 anos
35 a 39 anos
30 a 34 anos
25 a 29 anos
20 a 24 anos
15 a 19 anos
10 a 14 anos
5a 8 anos
0 a4 anos

2010
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Figura 7. Censo Brasil sobre a idade da populagéo brasileira por faixa etaria 1991-2010. O
nimero de idosos brasileiros vem crescendo exponencialmente nas Gltimas duas décadas. Fonte:
Censo demografico do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 1991/2010.

Mais recentemente, 0 modelamento experimental de sintomas
nao motores da DP (Prediger, Batista et al., 2006; Tadaiesky, Dombrowski et al.,
2008; Prediger, Aguiar et al., 2010) e das discinesias induzida pela L-DOPA
(Winkler, Kirik et al., 2002; Lundblad, Picconi et al., 2004), utilizando a 6-
OHDA e o MPTP em roedores, permitiu avangos no conhecimento destes
temas. A proposta desta tese é investigar o impacto de uma manipulacao
ambiental ndo farmacoldgica — exercicio fisico — em modelos experimentais
de Parkinsonismo — camundongos tratados com 6-OHDA ou MPTP —, nas
trés fases da DP: (i) estagio pré-clinico, com prevaléncia de prejuizos nédo
motores; (ii) estagio clinico, com prevaléncia de prejuizos motores; e (iii)
estagio avangado, com prevaléncia de discinesias induzida pela L-DOPA.
Esses modelos permitem a investigacdo de fatores etiopatoldgicos (ex.:
disfuncdo mitocondrial) e alteracbes comportamentais (ex.: hiposmia e
prejuizos cognitivos e motores) verificados na DP (Dauer e Przedborski, 2003;
Dawson, Ko et al., 2010; Prediger, Aguiar et al., 2011). Para melhor avaliar as
possiveis propriedades neuroprotetoras do exercicio nos modelos de
Parkinsonismo, assim como evitar o viés de seus conhecidos efeitos
paliativos (Tabela 7, Apéndice I), os animais foram submetidos ao exercicio
fisico antes dos tratamentos com 6-OHDA ou MPTP; ou durante o
tratamento com L-DOPA, na avaliacdo das discinesias. Anteriormente, este
mesmo desenho mostrou-se eficaz na prevencdo de prejuizos motores e
cognitivos em ratos reserpinizados, mas isentos de processo
neurodegenerativo (Aguiar, Araujo et al., 2009). Deste modo, 0s seguintes
objetivos foram desenhados:
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo principal desta tese foi investigar o potencial do
exercicio fisico como um agente modificador do Parkinsonismo, e das
discinesias induzidas pelo tratamento com L-DOPA, através da utilizacdo de
modelos experimentais em camundongos.

2.2. Objetivos especificos

Investigar as modificagOes atléticas induzidas pelo exercicio
em esteira ergométrica e em rodas de correr em camundongos, através das
medidas da quantidade de exercicio (distancia e velocidade de corrida),
respostas agudas ao exercicio pelo lactato sanguineo, e adaptacdes
mitocondriais musculares ao exercicio total.

Investigar os efeitos do exercicio sobre a neurodegeneragdo e
0 estresse oxidativo da via dopaminérgica nigro-estriatal induzidos pelas
neurotoxinas 6-OHDA e MPTP, avaliados pelos niveis de DA e metabolitos
no estriado e bulbo olfatério, captacdo estriatal de DA, imunodeteccdo da
enzima tirosina hidroxilase (TH) no estriado e SNpc, niveis estriatais de
H,0, e defesas antioxidantes, e pelas respostas de hipotermia.

Investigar os efeitos do exercicio nos prejuizos sensoriais,
cognitivos e motores induzidos pelas neurotoxinas 6-OHDA e MPTP,
avaliados através dos testes comportamentais de discriminacdo olfatoria,
medo pareado ao som e contexto, labirinto aquéatico de Morris, rota-rod,
cilindro, e campo aberto.

Investigar os efeitos do exercicio nas alteracbes de
sensibilidade dos receptores dopaminérgicos ap6s neurodegeneragdo
induzida pela 6-OHDA e MPTP, avaliadas nos desafios farmacol6gicos
com R(-)-apomorfina para medir rotagdes e comportamento de escalada,
com haloperidol para catalepsia, (-)-quinpirole para locomocédo, e L-DOPA
para discinesias.

Investigar o efeito do exercicio na inibicdo do complexo |
mitocondrial induzido pelas neurotoxinas MPP® e rotenona em
mitocéndrias isoladas do cérebro dos camundongos.
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Investigar os efeitos do exercicio nas alteragdes de sinalizagéo
intracelular no estriado induzidas pela L-DOPA em camundongos
hemiparkinsonianos, medidas pela liberacdo de glutamato, fosforilacdo da
proteina DARPP-32, niveis de cdk5 e cFos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6
(5-6 meses, 25-30 g) de uma col6nia de expansao (32 geragdo, irmao/irma)
do biotério do Laboratério Experimental de Doengas Neurodegenerativas
(LEXDON), Departamento de Farmacologia, Universidade Federal de
Santa Catarina. Os animais da colénia de produgdo (12 geracdo) foram
obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB)
da Universidade de Campinas (UNICAMP) originarios do Zentralinstitut
flr Versuchstierzucht (ZVZ, Instituto Central de Melhoramento Animal,
Hannover, Alemanha). Os filhotes foram desmamados com trés semanas, e
a sexagem foi realizada com seis semanas de idade, sendo 0s animais
agrupados em gaiolas plasticas retangulares (49 x 34 x 16 cm) em numero
maximo de 15 animais por gaiola. Os animais foram mantidos em gabinetes
climatizados a 23 +2'C, com ciclo claro-escuro de 12 h (fase clara 7:00-
19:00 h) livre acesso a &gua e racdo. Foram utilizados grupos independentes
de animais para 0s experimentos comportamentais e desafios
farmacoldgicos. Os animais utilizados nos experimentos bioquimicos nao
receberam nenhum tratamento farmacoldgico, exceto para a indugdo
experimental do Parkinsonismo e das discinesias induzidas pela L-DOPA.
Todos os procedimentos desta tese estdo de acordo com os padrdes éticos e
legais de experimentacdo animal de Orgdos internacionais [(i) guia para
cuidado e uso de animais de laboratorio do National Institute of Health e
(ii) Diretiva do Conselho da Comunidade Europeia n° 86/609/EEC de
24/10/1986)] e foram aprovados pela Comissdo de Etica para o uso de
Animais (CEUA) da UFSC, sob protocolo n° PP00357 de 26/06/2009.

3.2. Drogas

Este trabalho utilizou manipulacdo farmacoldgica para trés
objetivos: (i) modelagem experimental do Parkinsonismo, (ii) desafios
comportamentais a supersensibilidade dos receptores dopaminérgicos frente
a neurodegeneragdo dopaminérgica; e, (iii) estudo da funcdo mitocondrial.
Todos os reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich®. As neurotoxinas
utilizadas para a inducdo do Parkinsonismo experimental estdo listadas na
Tabela 4.
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Tabela 4. Neurotoxinas utilizadas no presente estudo.
. Dose / n
Neurotoxina ~ Acéo
concentracao

4. 6 pg intra- Neurotoxina para

Cloridrato de 6- estriatal ol
i i i neuronios
hidroxidopamina (6-  (Bensadoun et al., L
OHDA) 2000: Santini et al., catecolamlnerglcos
2007) (Mendez e Finn, 1975)

Cloridrato de 1- .
Neurotoxina para

m - _ _ - _ H -

etil-4-fenil 65 mg/kg, i.n. neuronios

1,2.3.6- (Prediger, Aguiar et dopaminérgicos (Langston
tetrahidropiridina al., 2010) et al., 1983)

(MPTP)

Inibidor da atividade do
Rotenona 5uM complexo | mitocondrial
(Gutman et al., 1969)
Metabdlito ativo do
MPTP, inibidor da
0,02;0,5e2,5mM atividade do complexo |
mitocondrial (Langston et
al., 1984)

lodeto de 1-metil-4-
fenilpiridina (MPP™)

Os tratamentos com agonistas e antagonistas dopaminérgicos
foram padronizados a partir de curvas pilotos baseadas em trabalhos prévios
da literatura (Lau e Fung, 1986; Weihmuller, Hadjiconstantinou et al., 1990;
Spooren, Vassout et al., 1998; Hille, Fox et al., 2001; Mihara, Mihara et al., 2007;
Morelli e Wardas, 2001; Cooper, Bloom et al., 2003; Lundblad, Picconi et al.,
2004; 2005; Goldberg, Pisani et al., 2005; Houchi, Babovic et al., 2005; Pavon,
Martin et al., 2006). As drogas foram administradas pelas vias intraperitoneal
(i.p.) ou subcuténea (s.c.) no volume de 10 ml/kg de massa corporal,
utilizando agulha hipodérmica curta 25x5mm. As drogas, as doses
utilizadas e seus mecanismos de a¢do estdo listados na Tabela 5.

Devido a natureza oxidante da 6-OHDA e da R(-)-apomorfina,
0 metabissulfito de sédio 0,1% (Na,S,0s) em solucéo livre de oxigénio foi
usado como veiculo. Para o haloperidol, foi usado como veiculo
dimetilsulféxido (DMSO 10% v/v) e Tween-80 (0,1% v/v). A rotenona e 0
MPP* foram solubilizados em um tamp&o respiracdo 50 mM [0,3 M de
sacarose, 5 mM de &cido 3-[N-morfolino] propanossulfénico (MOPS),
1 mM de &cido etileno glicol-bis (B-amino-etil-éter) (EGTA), albumina de
soro bovino 0,1%, pH 7,4). O veiculo da solucdo de L-DOPA e benserazida
foi tampdo fosfato (4 mM KH,PO,, 16 mM Na,HPO, 115 mM NaCl,



29

pH 7,4). Para as outras drogas foi utilizada a solucdo salina (NaCl 0,9%)
como veiculo.

Tabela 5. Drogas utilizadas no presente estudo.

Cloridrato de R(—)- 0,2e 0,6 mg/kg, Agonista ndo seletivo dos
apomorfina s.C. receptores para DA

. . Antagonista preferencial dos
Haloperidol 0,32 mg/kg, i.p. receptores D para DA
Cloridrato de (—)- 10°,10%, 10" e  Agonista dos receptores D, e
quinpirole 1 mg/kg, i.p. D;para DA
Cloridrato do éster
metilico de L-3,4- 25 mg/kg, i.p. Precursor da L-DOPA

dihidroxifenilalanina

Cloridrato de
benserazida

Inibidor periférico da enzima
12,5 mg/kg, i.p.  descarboxilase de L-
aminoacidos aromaticos
Antagonista dos receptores
40 mg/kg, i.p. glutamatérgicos do tipo
NMDA

Cloridrato de
amantadina

3.3. Desenhos experimentais
3.3.1. Experimento 1 — 6-OHDA versus exercicio.

O desenho experimental 1 ilustrado na Figura 8 foi utilizado
para testar a hipdtese neuroprotetora do exercicio fisico frente aos (i)
prejuizos motores, (ii) supersensibilidade de receptores dopaminérgicos, e
(iii) neurodegeneracdo induzida pela administracdo intra-estriatal de 6-
OHDA em camundongos.

Esteira

Adaptagdo Exercicio I

c2 c3 Campo aberto
APO1 APO2 APO3 Eutandsia
48h A A A 2dh A

o 1 P 3 4 5 6 1 2 3 4 semanas

P Cirurgia 6-OHDA

[=]

v vy v v v
C1 basal RRbasal RRZ RR3 RR4
RR1 Anfetamina

Figura 8. Desenho experimental 1: 6-OHDA versus exercicio. APO — R(-)-apomorfina; C —
cilindro; RR — rota-rod.
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Como descrito anteriormente, o protocolo de exercicio foi
realizado antes do tratamento com 6-OHDA, para evitar 0s bem
estabelecidos efeitos paliativos do exercicio nestas tarefas comportamentais
(Tabela 7, Apéndice I). Uma esteira ergométrica foi adaptada para simular
o0 exercicio de corrida em camundongos, conforme Figura 9 (link para video).
O exercicio, volume semanal e intensidade de corrida (Figura 9) foram
padronizados durante a fase escura do ciclo dos animais (ap6s 19:00 h), de
acordo com protocolos previamente estabelecidos na literatura para esta
linhagem de camundongos (Tillerson, Caudle et al., 2003; Fisher, Petzinger et
al., 2004; Petzinger, Walsh et al., 2007; Aguiar, Tuon, et al., 2008; Gorton,
Vuckovic et al., 2010). Nao foi utilizado nenhum estimulo nocivo para
estimular a corrida nos animais. Todos os animais, inclusive os sedentarios,
foram transportados para a sala da esteira 1 h antes do inicio do exercicio.

:

Semena Velocid»ade Dura.gao Distancia
(m/min) | (min) | (m)

L0 10 50
115 25 290
— 30 350
45 520

30 400

a5 600

8.5 cm
45 600

Altura 12 cm  Indinagéo 0° )

Figura 9. Esteira ergométrica adaptada para camundongos. A polia (seta branca) e o motor
(seta amarela) da esteira foram modificados para permitir velocidade minima de 5 m/min, e a
esteira foi nivelada horizontalmente (esquerda, vista de baixo). Foi anexado um aparato de acrilico
com 12 baias individuais (centro, vista de cima). Ao centro, o lactimetro com a fita para medida
aguda dos niveis de lactato sanguineo. A direita, o protocolo de exercicio adotado teve carater
progressivo, pois 0 volume e a intensidade de corrida foram aumentados semanalmente, utilizando
de critérios de treinamento fisico.

Os niveis agudos de lactato sérico [(25-50 ul da cauda,
lactimetro Accutrend®, Roche, Basel, Suica) Figura 9] foram medidos
semanalmente para controle e ajuste do treinamento fisico dos animais.
Ap0s as seis semanas de exercicio fisico, 0 musculo quadriceps femoris de
ambas as patas traseiras de animais sedentarios e exercitados foram
removidos, para o isolamento de mitocondrias e a analise da atividade do
ciclo de Krebs e da cadeia transportadora de elétrons, da matriz e crista
mitocondriais, respectivamente.


http://www.youtube.com/watch?v=lHYU1gjgnfE
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Figura 10. Administragdo intra-estriatal de 6-OHDA. Um animal anestesiado posicionado no
estereotéxico para receber a administracdo de 6-OHDA (esquerda), no médio-estriado (meio). A
direita, a reducdo na marcacdo para tirosina hidroxilase na substantia nigra dos animais tratados
com 6-OHDA ap6s quatro semanas da cirurgia (Bensadoun, Deglon et al., 2000).

A administracdo intra-estriatal de 6-OHDA foi realizada 48 h
apos a Ultima sessdo de exercicio através de cirurgia estereotaxica (Figura
10). Os animais foram anestesiados (xilazina 10 mg/kg e quetamina
100 mg/kg, i.p.) e receberam uma Unica injecdo (2 pl, 0,5 ul/min) de 6-
OHDA (2 pg/ul) no estriado direito utilizando as seguintes coordenadas:
AP +0,4 mm, ML -1,8 mm, DV -3,5 mm (Bensadoun, Deglon et al., 2000). Os
animais do grupo controle passaram pelos mesmos procedimentos e
receberam volume equivalente da solucdo veiculo. Ao final destes
procedimentos, os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: (i)
sedentario + veiculo, (ii) sedentario + 6-OHDA, (iii) exercicio + veiculo, e,
(iv) exercicio + 6-OHDA.

Ap6s uma semana de recuperacdo cirrgica, os animais foram
submetidos a uma bateria de tarefas comportamentais (Figura 8), e depois
foram sacrificados por deslocamento cervical ao final dos experimentos,
para dissecacdo do estriado e armazenagem a -80°C para a realizagcdo dos
ensaios bioquimicos, ou foram anestesiados (xilazina 10 mg/kg e quetamina
100 mg/Kkg, i.p.) e perfundidos com paraformaldeido 4% para os ensaios de
imuno-histoquimica.

3.3.2. Experimento 2 — MPTP versus exercicio.

O desenho experimental 2 ilustrado na Figura 11 foi utilizado
para testar a hipGtese neuroprotetora do exercicio fisico frente aos (i)
prejuizos cognitivos, (ii) supersensibilidade de receptores dopaminérgicos,
e (iii) neurodegeneracao induzida pela administracdo intranasal de MPTP.
O protocolo de exercicio foi 0 mesmo utilizado no experimento anterior. O
tratamento intranasal com MPTP foi realizado 48 h ap6s a Ultima sessdo de
exercicio.
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Figura 11. Desenho experimental 2: MPTP versus exercicio. Os animais foram exercitados
durante seis semanas, depois foram tratados com MPTP pela via intranasal e submetidos a
discriminagdo olfatéria ap6s cinco dias. Ap6s trés semanas, 0s animais foram avaliados numa
bateria de tarefas comportamentais sendo em seguida sacrificados para os estudos neuroquimicos.

Ap6s o relato de intoxicacOes acidentais (Wright, Wall et al.,
1984; Langston e Palfreman, 1995), tem sido demonstrado que a via intranasal
representa uma eficiente via para a administracdo de MPTP e inducdo de
Parkinsonismo experimental em roedores (Dluzen e Kefalas, 1996; Prediger,
Batista et al., 2006; Rojo, Montero et al., 2006; Moreira, Rial et al., 2010). O
protocolo de administracdo utilizado foi adaptado do método original
desenvolvido em nosso laboratério (Prediger, Aguiar et al., 2010; Prediger,
Aguiar et al., 2011). Neste caso, foram utilizados camundongos de 6 meses
de idade para aumentar a sensibilidade ao MPTP (Gupta, Gupta et al., 1986;
Ricaurte, Irwin et al., 1987; Liu, Wang et al., 2010). Os camundongos, livres de
anestesia, receberam trés administracbes de MPTP em ambas as narinas
(10,5-19,6 pl/narina de solugdo 20 mg/ml), separados por intervalos 1 min
para cada narina, e 3h entre cada administracdo, totalizando a dose
65 mg/kg. O tratamento foi realizado através de um tubo de polietileno (PE-
10) inserido 3-4 mm nas narinas dos animais, com taxa de infusdo de
10 ul/min (Figura 12) (link para video). Os animais controle receberam a
mesma manipulacdo com veiculo. Ao final destes procedimentos, os
animais foram divididos em quatro grupos experimentais: (i) sedentario +
veiculo, (ii) sedentario + MPTP, (iii) exercicio + veiculo, e, (iv) exercicio +
MPTP.


http://www.youtube.com/watch?v=GfTkUAJ43Yc
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controle

Figura 12. Administracdo intranasal de MPTP. A esquerda, a administragdo intranasal é
realizada através de um tubo de polietileno PE10 conectado a uma microseringa e uma bomba de
infusdo. Esta via permite o acesso de substancias ao sistema nervoso central via nervo olfatério e
facial (meio), sendo que o tratamento com MPTP pela via intranasal diminui o nimero de
neurdnios TH+ na substantia nigra de camundongos C57BL6 (direita) (Prediger, Aguiar et al.,
2010).

Ap6s a avaliacdo em tarefas comportamentais (Figura 11), os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, para disseca¢do do
estriado, e armazenagem a -80°C para a realizacdo dos experimentos
bioquimicos.

3.3.3. Experimento 3 — Discinesias induzidas pela L-DOPA versus
exercicio.

O desenho experimental 3 ilustrado na Figura 13 foi utilizado
para testar os efeitos antidiscinéticos do exercicio fisico em camundongos
hemi-parkinsonianos tratados cronicamente com L-DOPA.

* Desafio apomorfina « Discinesias * Anfetamina
* Cilindro 2 «Cilindro3 *ampo aberto
* Cilindro 1 - basal « Eutandsia « Eutandsia
A 24h A A
I | I T Y,
v

* Cirurgia 6-OHDA

* L-DOPA (25.0 mg/kg, i.p.) + Benserazida (12.5 mg/kg, i.p.)
* Livre acesso rodas de correr

Figura 13. Desenho experimental 3: discinesias induzidas pela L-DOPA versus exercicio.

O protocolo experimental utilizado para modelar as
discinesias induzidas pela L-DOPA foi baseado em trabalhos prévios da
literatura (Pavon, Martin et al., 2006; Santini, Valjent et al., 2007) (link para
video). Os animais foram anestesiados (xilazina 10 mg/kg e quetamina


http://www.youtube.com/watch?v=3HFcngMmYIg
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100 mg/Kkg, i.p.) e receberam duas inje¢des topicas (2 x 2 ul, 0,5 ul/min) de
6-OHDA (3 pg/ul) no estriado direito [(i) AP +1 mm, ML -2,1 mm, DV -
3,2 mm, e (ii) AP +0,3 mm, ML -2,3 mm, DV -3,2 mm].

Ap06s quatro semanas de recuperagdo cirlirgica, 0s animais
receberam por mais duas semanas, uma administracdo diéria de L-DOPA
(1 x 25 mg/kg, i.p.) e benserazida (1 x 12,5 mg/kg, i.p.) na mesma seringa.
Deste modo, todos os animais foram submetidos a cirurgia e ao tratamento
com L-DOPA/benserazida. Durante este periodo, os animais foram isolados
em gaiolas com livre acesso a (i) rodas de correr (modelo Silent Spinner,
Pets International, Grove Village IL, EUA) (link para video) ou a (ii) rodas
blogueadas, para evitar viés de enriquecimento ambiental (Figura 14).
Deste modo, foi possivel construir dois grupos experimentais: (i) 6-OHDA
+ L-DOPA/benserazida + controle, e, (ii) 6-OHDA + L-DoPA/benserazida +
exercicio voluntario em rodas de correr.

Gaiola com roda blogueada

(' -,

Figura 14. Rodas de correr e as discinesias induzidas pelo tratamento com L-DOPA. A
esquerda, uma gaiola com acesso livre a roda de correr com contador de velocidade e distancia. O
controle do viés ambiental foram rodas bloqueadas, que permitiam interagdo com o aparato
(centro). O tratamento com L-DOPA (25 mg/kg e benserazida 12,5 mg/kg, i.p.) durante duas
semanas induziu discinesias motoras orofaciais (seta verde), de membros (seta amarela) e de
rotagdo de tronco (seta branca) (direita).

As discinesias foram avaliadas apds duas semanas de
tratamento com L-DOPA/benserazida, e outros paradigmas comportamentais
foram testados no periodo 4-6 semanas ap6s a cirurgia (Figura 13). ApGs
seis semanas da lesdo intra-estriatal com 6-OHDA, os animais foram
sacrificados ap6s 30 min da dltima injecdo combinada de L-
DoPA/benserazida, e o0s estriados foram dissecados. Neste momento,
também foi removido o musculo quadriceps femoris de ambas as patas
traseiras para o isolamento de mitocondrias e a analise da atividade do ciclo
de Krebs e da cadeia transportadora de elétrons.


http://www.youtube.com/watch?v=sR6iiC_mgBo
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3.4. Experimentos comportamentais

Os animais foram transportados a sala de experimentos
climatizada para ambientacgdo 1h antes do inicio das tarefas
comportamentais, realizados durante a fase clara do ciclo (10:00-17:00 h).
Apos cada experimento, o aparato era limpo com EtOH 10%. Todos 0s
experimentos foram registrados em video e analisados na plataforma ANY -
maze™ video tracking system (Stoelting Co., Wood Dale IL, EUA).

3.4.1. Discriminacao olfatéria

A discriminacdo olfatéria ¢ uma tarefa de avaliacdo da
capacidade olfatoria de roedores na discriminacdo entre um ambiente
familiar e um ndo familiar, sendo que esta capacidade de discriminacéo
olfatéria é prejudicada pelo tratamento intranasal com MPTP (Prediger,
Batista et al., 2006; Moreira, Rial et al., 2010; Prediger, Aguiar et al., 2010). Para
isto, os animais foram isolados apds o tratamento intranasal com MPTP
durante 72 h antes da realizagdo da tarefa, para impregnacdo do odor
individual dos animais na serragem. A caixa de discriminacdo olfatoria
consiste em dois compartimentos idénticos (26 x 8,5 x 16 cm) (Figura 15,
pagina 37), separados por um acesso livre, sendo um forrado com serragem
limpa (compartimento ndo familiar) e outro com a serragem da gaiola onde
0 animal permaneceu isolado (compartimento familiar). A discriminacdo
olfatéria foi avaliada pela taxa de investigagdo entre o0s dois
compartimentos durante 5 min, e pelo padrdo de ocupagdo dos ambientes.
Também foi avaliado o deslocamento dos animais para controle motor do
experimento.

3.4.2. Respostas de medo condicionado

O medo condicionado é um condicionamento pavloviano de
um estimulo neutro (EN) (ex.: ambiente, sinal sonoro ou luminoso) pareado
a um estimulo incondicionado (EI) aversivo (ex.: choque elétrico) (Grillon,
2002; Knafo, Venero et al., 2009). No presente trabalho foram utilizados dois
El: (i) estimulos sonoro, ou (ii) 0 ambiente (contexto), e um El: (iii) choque
elétrico nas patas. Deste modo, a aprendizagem e memdria puderam ser
avaliadas através do medo condicionado ao (i) som e (ii) ao contexto,
através dos comportamentos de congelamento dos animais.

Vuckovic, Wood et al. (2008) demonstraram que camundongos
tratados sistemicamente com MPTP apresentam prejuizos ao medo
condicionado ao som. Portanto, utilizamos esta tarefa para avaliar os



36

possiveis beneficios cognitivos do exercicio apds trés semanas do
tratamento intranasal com MPTP (Figura 11, pagina 32). Os camundongos
foram posicionados no aparato A (Figura 15) durante 2 min, seguido pelo
condicionamento através de trés pares do conjunto som-choque. Foram
utilizados trés pares de estimulos sonoros (5 s, 80 dB, 4 kHz) finalizados de
modo simultaneo a choques elétricos [(2 s, 0,5 mA) nas patas dos animais
(gerador modelo EEF 342, Insight Equipamentos Cientificos, Ribeirdo
Preto, SP) em intervalos de 1 min (Knafo, Venero et al., 2009; Aguiar, Boemer
et al., 2010). Apos o Gltimo choque elétrico, 0s animais permaneceram no
aparato por mais 1 min, e depois retornaram as suas gaiolas. Na sessédo de
teste, realizada 24 h apds o condicionamento, os animais foram colocados
em uma caixa diferente (aparato B) com as mesmas dimensdes da anterior
(aparato A), em uma sala de experimento diferente daquela utilizada
durante a sessdo de condicionamento. Apds 2 min, 0s animais receberam a
estimulacdo sonora com a mesma configuragdo da sessdo de
condicionamento, mas com auséncia do estimulo elétrico.

O condicionamento ao contexto foi utilizado como
experimento controle para as respostas de congelamento. O protocolo
utilizado foi semelhante ao condicionamento ao som, exceto pelas
auséncias de estimulos sonoros, e as sessdes de condicionamento e teste
foram realizadas no mesmo contexto: aparato (A) e sala de experimentacao.
Ambos os experimentos foram analisados através da plataforma ANY-
maze™ para obtencdo do tempo (s) das respostas de congelamento.

3.4.3. Labirinto aquatico

Num trabalho pioneiro, Morris et al. (1982) condicionaram
ratos a navegar até uma plataforma submersa em um tanque preenchido
com 4gua usando pistas visuo-espaciais. A manipulacdo da
localizacdo/visualizacdo desta plataforma permite a avaliagdo de diferentes
tipos de memérias, como a espacial, a operacional e a de procedimento
(Terry, 2009). J& foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa que o
tratamento intranasal com MPTP prejudica o aprendizado das memorias
operacional e de procedimento no labirinto aquatico em roedores (Prediger,
Batista et al., 2006; Prediger. Aguiar et al., 2010). Nesta tese, utilizamos a
versdo de memoria operacional do labirinto aquético para avaliar 0s
possiveis beneficios cognitivos do exercicio fisico apds trés semanas do
tratamento intranasal com MPTP (Figura 11, pagina 32).
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D. Olfatéria Medo condicionado Labirinto aquatico

Altura 16 cm Altura 16 cm
Figura 15. Tarefas para avaliacdo sensorial (esquerda) e cognitiva (centro e direita). D —
discriminagao.

O labirinto aquético utilizado neste estudo é circular (Figura
15) e foi preenchido com 50-60 cm® de agua turva (através do uso de leite
em po), temperatura ambiente, onde os animais foram condicionados a
encontrar uma plataforma de escape (10 x 10 cm) submersa 0,5 cm da
superficie. A navegacdo foi orientada espacialmente por quatro pistas
visuais equidistantes (50 x50 cm) fixadas nas paredes da sala de
experimento (NO, NE, SO e SE), 30 cm acima da borda do tanque. Os
animais foram submetidos a 4 dias de teste, com 4 sessdes diarias de
condicionamento. Os quatro pontos de partida (N, S, L e O) foram
distribuidos randomicamente em cada dia, sendo utilizado apenas 1 vez/dia.
A posicdo da plataforma permaneceu fixa durante as 4 sessdes do dia,
sendo alterada no dia seguinte, no centro de um quadrante diferente dos
dias anteriores. As sessdes de treinamento foram de no maximo 60 s, com
30s de permanéncia na plataforma, de onde os animais retornavam
imediatamente para o proximo ponto de partida. Nas falhas em encontrar a
plataforma, os animais foram gentilmente guiados até a mesma. Estes
procedimentos foram utilizados para garantir a informagéo visuo-espacial
do labirinto durante a execucdo da tarefa (Aguiar, Boemer et al., 2010;
Prediger, Aguiar et al., 2010).

O controle da acuidade visual dos animais foi realizado no 5°
dia, através de trés sessdes de teste, quando a plataforma submersa foi
sinalizada por uma pista visual (no caso, uma bola de pingue-pongue)
(Meshi, Drew et al., 2006; Aguiar, Boemer et al., 2010). A laténcia de escape (s)
e a velocidade de nado (m/min) das cinco sessfes no labirinto aquatico
(operacional e visual) foram avaliadas através da plataforma ANY-maze™.
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3.4.4. Rota-rod

O sistema de rota-rod (Figura 16, modelo EEF 412, Insight
Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, SP) avalia a coordenacdo motora
e equilibrio de roedores sobre um cilindro em rotagdo (Jiang, Wan et al.,
2004; Petzinger, Walsh et al., 2007; Aguiar, Araujo et al., 2009) (link para video).
Ap6s uma semana do tratamento intra-estriatal com 6-OHDA, os animais
do experimento 1 foram condicionados no cilindro estacionério (zero RPM)
durante 30 s, seguido pelo cilindro a 5 RPM constante durante 90 s (Jiang,
Wan et al., 2004). Os animais com nimero de quedas superior a trés foram
descartados das sessOes de teste (8% dos animais). Apds 30 min, 0s animais
selecionados foram testados em duas sessfes didrias, com intervalos de
30 min, na versdo acelerada do rota-rod, velocidade inicial 5 RPM e
aceleracdo 0,1 revolugdo/s (Jiang, Wan et al., 2004). Os mesmos animais
foram retestados duas, trés e quatro semanas apoOs a cirurgia (Figura 8,
pagina 29).

Campo aberto

Altura cilindro-base 35 cm - Altura 15 cm Altura 50 cm
Figura 16. Tarefas para avaliacdo da coordenacdo motora (esquerda), assimetria (centro) e
locomocéo (direita). A seta amarela mostra a assimetria contralateral ao lado lesionado com 6-
OHDA. Os animais com administracdo de 6-OHDA no estriado direito, apresentam menor apoio da
pata dianteira esquerda na parede do cilindro.

3.4.5. Cilindro

O teste do cilindro (Figura 16) é utilizado para avaliar
assimetria de apoio das patas dianteiras ap6s lesfes unilaterais em nucleos
motores do SNC (Mabandla e Russell, 2010; Tajiri, Yasuhara et al., 2010) (link
para video). Os animais foram colocados dentro de um cilindro transparente
para registro dos contatos das patas dianteiras a parede do cilindro durante
3 min (Schallert e Woodlee, 2003). O escore do cilindro foi calculado como
viés contralateral (Roof, Schielke et al., 2001). Foi controlado o valor basal de


http://www.youtube.com/watch?v=TDJZ_SmGwQc
http://www.youtube.com/watch?v=3jexRQ9Q6OI
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cada animal (antes da cirurgia), € os animais foram retestados duas e
quatro semanas (Figura 8, pagina 29) apés a cirurgia para o experimento 1,
e quatro e seis semanas ap0s a cirurgia para o experimento 3 (Figura 13,
pagina 33). Os eventos foram registrados em video e analisados em camera
lenta na velocidade 0,5x.

3.4.6. Campo aberto

O campo aberto foi utilizado para determinar a atividade
locomotora dos animais (Basso, Beattie et al., 1995). Este teste foi realizado
durante 10 min de livre exploracdo em uma arena circular (Figura 16), ap6s
quatro (experimento 1, Figura 8, pagina 29) ou seis semanas (experimento
3, Figura 13, péagina 33) da administragdo intra-estriatal de 6-OHDA, ou
apos 3 semanas do tratamento intranasal com MPTP (experimento 2, Figura
11, pagina 32). A distancia percorrida (m) e a velocidade média (m/min)
foram avaliadas através da plataforma ANY-maze™.

3.5. Desafios farmacolégicos

3.5.1. Alteragbes locomotoras induzidas por (-)-quinpirole

Foi construida uma curva dose-resposta dos efeitos do (-)-
quinpirole (agonista dos receptores D, para DA) sobre a atividade
locomotora dos animais, através da administracdo via i.p. nas doses de 1,
10, 10% e 10° pg/kg baseadas em literatura anterior (Goldberg, Pisani et al.,
2005; Houchi, Babovic et al., 2005) 15 min antes da exposicdo ao campo
aberto quadrangular (50 x 50 x 40 cm), sendo que a distancia percorrida (m)
e a velocidade média (m/min) dos animais durante 15 min foram avaliadas
através da plataforma ANY-maze™,

3.5.2. Comportamento de escalada induzida por R(-)-apomorfina

Trabalhos prévios tém demonstrado um aumento da
sensibilidade dos receptores pds-sinapticos para DA ap0Os tratamento
sistémico com MPTP através da avaliacdo do comportamento de escalada
(“climbing”) induzido pela R(-)-apomorfina (Lau e Fung, 1986; Spooren,
Vassout et al., 1998). Neste trabalho, este paradigma foi utilizado para avaliar
o efeito neuroprotetor do exercicio fisico, apds trés semanas do tratamento
intranasal com MPTP (Figura 11, pagina 32). O comportamento de escalada
induzido pela R(-)-apomorfina foi realizado como descrito por Protais
(1976). Resumidamente, os animais foram individualmente habituados a
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uma caixa metélica (Figura 17) com paredes de barras de metal (& 2 mm,
1 cm de distdncia) durante 60 min, e o comportamento de escalada foi
avaliado por 60 min ap6s o tratamento com a R(-)-apomorfina (0,2 mg/kg,
s.c.). Durante este periodo, o comportamento de escalada foi registrado
manualmente em intervalos de 5 min utilizando o seguinte escore proposto
por Spooren, Vassout et al. (1998): 0 — as quatro patas no chdo, 1 — as duas
patas dianteiras segurando as barras, e 2 — as quatro patas segurando barras.
A pontuacdo acumulada ao longo de 60 min foi utilizada para quantificacdo
do comportamento de escalada.

B e p— s oo |
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Figura 17. Os aparatos utilizados nos experimentos de desafios farmacoldgicos. Na tarefa da
escalada, o animal est4d apresentado escore 2 (ver texto acima), e pode-se observar o
comportamento de rotacdo do camundongo no tubo circular de cor branca.

3.5.3. Catalepsia induzida por haloperidol

A postura cataléptica de roedores tem sido amplamente
utilizada como ferramenta no estudo de agentes neuroprotetores em
modelos experimentais de Parkinsonismo (Weihmuller, Hadjiconstantinou et
al., 1990; Hille, Fox et al., 2001; Morelli e Wardas, 2001; Mihara, Mihara et al.,
2007). Este paradigma foi utilizado para avaliar o efeito neuroprotetor do
exercicio fisico, apo6s trés semanas do tratamento intranasal de MPTP
(Figura 11, pagina 32). A postura de catalepsia foi medida ap6s 30 min do
tratamento com haloperidol (0,32 mg/kg, i.p.) (Shiozaki, Ichikawa et al., 1999;
Mihara, Mihara et al., 2007). O tempo de manutencdo das patas dianteiras e
traseiras sobre uma barra horizontal (& 3 mm, 4,5 cm de altura, 10 cm de
largura) foi registrado de modo independente (Figura 17). A postura
cataléptica foi avaliada manualmente pelo escore descrito por Shiozaki,
Ichikawa et al. (1999):

0) postura cataléptica <5s em ambas as patas dianteiras e

traseiras,
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1) postura cataléptica das patas dianteiras 5-10 s, e das patas
traseiras < 5 s, ou vice-versa,

2) postura cataléptica das patas dianteiras > 10 s, e das patas
traseiras<5s,

3) postura cataléptica de patas dianteiras e traseiras 5-10 s,
ou postura das patas dianteiras <5s e das patas traseiras
>10s,

4) postura cataléptica de patas dianteiras > 10 s, e traseiras
5-10s, ou postura cataléptica de patas dianteiras 5-10s, e
traseiras > 10 s, e,

5) postura cataléptica de patas dianteiras e traseiras > 10 s.

3.5.4. Rotac¢0es induzidas por R(-)-apomorfina

A denervacdo pré-sinaptica unilateral no estriado causa
supersensibilidade de receptores dopaminérgicos pos-sinapticos e pode ser
demonstrada através da inducdo de comportamentos de rotacdo pela
administragdo de drogas que potencializem a neurotransmissao
dopaminérgica (ex: D-anfetamina) ou agonistas dos receptores
dopaminérgicos [ex: R(-)-apomorfina] (Cooper, Bloom et al., 2003) (link para
video). O comportamento de rotacdo apresenta duas caracteristicas
fundamentais de acordo com Alexander, Crutcher et al. (1990): (i) assimetria,
de orientacdo contralateral [R(-)-apomorfina] ou ipsilateral (D-anfetamina)
ao lado lesionado, e (ii) frequéncia diretamente dependente da intensidade
da lesdo. Esta ferramenta tem sido utilizada para avaliar os efeitos
paliativos do exercicio em roedores hemiparkinsonianos (Tabela 7,
apéndice I). O desafio com R(-)-apomorfina foi realizado para selecionar 0s
animais hemiparkinsonianos nos experimentos 1 e 3 (Figuras 8 e 13,
respectivamente), e para acompanhar a evolugdo da neurodegeneragdo no
experimento 1, apds duas, trés e quatro semanas da lesdo com 6-OHDA
(Figura 8, pagina 29).

Os camundongos foram colocados em cilindros individuais
(@19cm, 22cm de altura, Figura 17, pagina 40) para registro do
comportamento rotacional durante a habituacdo de 10 min, e ap6s a injecao
de R(-)-apomorfina (0,6 mg/kg, s.c.) durante 30 min. A distancia percorrida
(m), e as rotagdes ipsi/contralaterais (em relagdo ao lado da cirurgia) foram
avaliadas através da plataforma ANY-maze™.


http://www.youtube.com/watch?v=3OxB29eOcF4
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3.5.5. Discinesias induzidas pela L-DOPA

Quatro semanas ap0s a administracdo intra-estriatal de 6-
OHDA, os animais foram tratados durante duas semanas com injecGes
didrias de L-DOPA (25mg/kg, i.p.), combinada com benserazida
(12,5 mg/kg, i.p.), um inibidor da enzima DOPA-descarboxilase periférica,
para a indugdo de discinesias motoras (Lundblad, Picconi et al., 2004; 2005;
Pavon, Martin et al., 2006) e avaliacdo dos efeitos antidiscinéticos do
exercicio fisico (Figura 13, pagina 33). As discinesias em roedores sdo
classificadas em quatro subtipos de acordo com sua topografia (Lundblad,
Picconi et al., 2004):

i) discinesia das patas anteriores, distonia ou movimentos
hipercinéticos da pata anterior no plano sagital ou frontal
(Figura 14, seta amarela, pagina 36),

i) discinesia axial, posturas torcidas do tronco superior e
pescoco, orientados contra lateralmente ao lado da cirurgia
(Figura 14, seta branca, pagina 36)

iii) discinesia orolingual, espasmos da musculatura
orofacial, e protrusdo da lingua orientada contra lateralmente ao
lado da cirurgia (Figura 14, seta verde, pagina 36)

iv) locomogdo, movimento circular com viés ao lado
contralateral da cirurgia.

No presente trabalho, as discinesias das patas, axial,
orolingual, e locomocdo foram avaliadas no Ultimo dia de tratamento com
L-DOPA (i.e. dia 13) em cilindros individuais (@ 12 cm, 15 cm de altura,
Figura 14, pagina 37) durante 120 min apo6s a injegdo de L-DOPA, através de
registro manual em intervalos de 20 min (patas, axial, orolingual). De modo
simultdneo, os movimentos naturais de auto-limpeza (“grooming”) e
levantamentos (“rearings”) foram registrados para controle motor do
experimento. As discinesias das patas, axial e orolingual, e 0s movimentos
de auto-limpeza e levantamentos, foram pontuados em uma escala de
frequéncia de 0 a 4 segundo descri¢do de Lundblad, Picconi et al. (2004): 0 =
ausente, 1 = ocasionalmente, 2 = frequente, 3 = continua, mas interrompida
por distracdo sensorial, e 4 = continua, grave e ininterrupta. O nimero de
rotacbes e o deslocamento foram avaliados em cilindros individuais
(@ 19cm, 22 cm de altura, Figura 17, pagina 40) através da plataforma
ANY-maze™. A amantadina (40 mg/kg, i.p.) foi usada como controle
antidiscinético e administrada 100 min antes da avaliagéo das discinesias.
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3.5.6. Hipotermia induzida pelo MPTP

Existem diversas evidéncias demonstrando a diminuicdo da
temperatura corporal ap6s o tratamento sistémico com MPTP em roedores
(Eaker, Bixler et al., 1987; Miller e O'Callaghan, 1994; Freyaldenhoven, Ali et al.,
1995). O papel desta hipotermia é controverso, mas parece estar envolvido
com mecanismos de neuroprote¢do (Zhao, Richardson et al., 1996; Moy, Albers
etal., 1998). Neste trabalho, a temperatura retal de camundongos sedentarios
e exercitados foi medida 30 min, 1, 2, 4, 6, 12 e 24 h ap6s a administracao
intranasal de MPTP (experimento 2). Ap6s o tratamento, 0s animais foram
alojados coletivamente em gaiolas, em uma sala com temperatura
controlada 23°C e ciclo claro-escuro de 12 h. A temperatura corporal foi
mensurada por uma sonda para camundongos (& 4,2 mm) introduzida 1-
2 c¢cm no reto dos animais, conectada a um termémetro (modelo Thermistor
#8402-00, Cole-Parmer, Vernon Hills IL, EUA, Figura 17, pagina 40) com
acuracia de 0,1°C.

3.6. Experimentos bioquimicos
3.6.1. Imunodeteccao de proteinas

As neurotoxinas MPTP e 6-OHDA causam neurodegeneracdo
dopaminérgica nos nucleos da base que pode ser mensurada pela deteccéo
dos niveis de TH no estriado e mesencéfalo através de IHQ e western
blotting (Burns, Chiueh et al., 1983; Langston, Ballard et al., 1983; Gerlach e
Riederer, 1996; Schwarting e Huston, 1996).

3.6.1.1. Imuno-histoquimica (IHQ) para tirosina hidroxilase (TH)

Este método foi utilizado para avaliar a hipdtese
neuroprotetora do exercicio fisico, ap6s quatro semanas (experimento 1) do
tratamento intra-estriatal com 6-OHDA. Os animais foram perfundidos com
PBS (0,1 M NaH,PO,-H,0, 0,1 M NaH,PO,*1,H,0, 0,1 M NaCl, pH 7,4)
seguido de paraformolaldeido 4%; e os cérebros foram crio-protegidos em
sacarose 30%, e em seguida o estriado e mesencéfalo foram cortados em
secBes coronais de 20 um. Para todos 0s passos seguintes, o tampdo A
(PBS 0,1 M, Triton X-100 0,15%) foi utilizado para diluicdo das solucdes.
Na ordem seguinte, as secOes free-floating foram incubadas em: (i)
H,0, 0,3% (30 min) para inibi¢do da atividade da peroxidase enddgena, (ii)
soro de cabra 5% (30 min) para bloqueio das reagdes inespecificas, e
anticorpo primério anti-TH 1:1.000 (IgG, monoclonal para camundongo,
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Diasorin #22941, Sallugia, Italia) (48 h, 4°C), (iv) anticorpo secundario
1:250 (1 h) (IgG, Vector Labs, Burlingame CA, EUA), (v) complexo
Biotina-Avidina 1:125 (1 h) (Vectastain® ABC Kit, Vector Labs,
Burlingame CA, EUA). Entre cada etapa, as secOes foram lavadas em
tampdo A (3 x 5 min, temperatura ambiente). As se¢bes foram entdo (vi)
lavadas em tampdo TB0,25M (tampdo Tris1 M, Ph7,4) (3 x5 min,
temperatura ambiente), (vii) incubadas em uma solucdo DAB
(3,3'tetrahidrocloreto de diaminobenzidina) em tamp&o TB 0,1 M, e (viii)
reveladas com H,0, 1.5 DAB durante 1-2 min. Todas as incubacdes e
lavagens foram realizadas em agitadores do tipo Kline. Finalmente, as
secBes foram montadas em laminas gelatinizadas (24 x 60 mm), e
desidratadas em banhos consecutivos (30 s) de etanol 30%, 70%, 95% (2 X)
e 100% (2 x) e xilenol 100% (3 x).

As laminas foram montadas em uma plataforma para
quantificacdo de secBes histolégicas (Mercator Pro 7.5, Explora Nova, La
Rochelle, Franca) conectadas a um microscépio (Nikon Eclipse E600) para
(i) registro fotografico do estriado (objetiva 2,5 x), (ii) mapear a SN [nucleo
A9 (German e Manaye, 1993)] (objetiva 2,5x), e (iii) contar as células
marcadas com TH (objetiva 40 x). A densidade 6ptica média do TH no
estriado (n = 10 se¢Bes/animal) foi analisada na plataforma ImageJ (1.44p,
National Institute of Health, EUA). Para a SN, foi contado o numero de
celulas positivas para TH na regido A9 (n =10 se¢des/animal), definido
pelo nimero total de somas TH-imunorreativos com ou sem ndcleo visivel
(German, Nelson et al., 1996).

3.6.1.2. Western blotting

Este método foi utilizado para avaliar a hipdtese
neuroprotetora do exercicio fisico, ap6s 3 semanas (experimento 2) do
tratamento intranasal com MPTP.

Este método foi utilizado para avaliar a hipdtese
neuroprotetora do exercicio fisico, apds 3 semanas (experimento 2) do
tratamento intranasal com MPTP. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, e os estriados dissecados, pesados e
homogeneizados mecanicamente (1:10 v:v) em tampédo Tris-base 50 mM,
EDTA 1 mM (acido etileno-diamino-tetracético), 100 mM NaF,
NasVO,;2 mM (ortovanadato de sodio), Triton X-100 1%, glicerol 10%,
pH 7, e coquetel inibidor de proteinas (PMSF, Leupeptina 0,1 mM,
Aprotinina, Pepstatina). Os lisados foram centrifugados (13.000 rpm G,
20 min, 4°C) para eliminar restos celulares e os sobrenadantes foram
diluidos 2/1 (v/v) em tampdo Tris-100 MM, EDTA 4 mM, SDS 8%,
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glicerol 20%, p-mercaptoetanol 8%, pH 6,8. As proteinas totais das
amostras estriatais foram dosadas pelo método de Lowry modificado
(Peterson, 1977). As amostras (40 ug de proteina total/corrida) foram
separadas por SDS-PAGE 10% (1,2 mA/cm? 15h), onde as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose. Depois, as membranas
foram bloqueadas (1 h) com leite desnatado 5% em TBS-T (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, pH 7,5), e posteriormente incubadas com
anticorpos primarios (Tabela 6) diluidos em TBS-T contendo BSA 2,5%.
Apobs as incubagbes com 0s anticorpos primarios, as membranas foram
lavadas com TBS-T (3 x 5 min) e incubadas por 1 h em temperatura
ambiente com anticorpos secundarios especificos (ligados a peroxidase)
com diluicdo 1:4.000. Para deteccdo dos complexos imunes, as membranas
foram lavadas trés vezes (5 min) com TBS-T e duas vezes com TBS, sendo
que as bandas correspondentes as respectivas proteinas foram reveladas
através de kit ECL (quimiluminescéncia) conforme as recomendacfes do
fabricante. A densidade Optica das bandas foi quantificada utilizando a
plataforma ImageJ (1.44p, National Institute of Health, EUA, baixado de
http://rsbweb.nih.gov/).

Tabela 6. Anticorpos primarios utilizados no presente estudo.

. Empresa . Orige

Anticorpo #c6digo Tipo m
Anti-cFos Merck #PC38 Poli- Coelho  1:200 ~55

clonal

. Santa Cruz Mono- Camun .
Anti-cdks #6247 clonal -dongo 1:200  ~35
Anti-Receptor  Santa Cruz Mono- Camun 1:200 48-
D, #5303 clonal -dongo ) 51
Anti-DARPP-  Cell Signaling  Poli- .
32 #2302 clonal Coelho 1:1.000 ~32
Anti-Phospho- T .
DARPP-32 g;goi'gna“”g Eloolrllal Coelho 1:1.000 ~32
(thr34)
Anti-Phospho- T .
DARPP-32 gzeé'oi'gna"”g Eloolrllal Coelho 1:1.000 ~32
(thr75)

. Santa Cruz Poli- .
Anti-TH #7847 clonal Cabra 1:200 ~60

Abreviages: cdk5 — quinase 5 dependente de ciclina. 5. D — diluicdo. DARPP-32 —

fosfoproteina regulada por DA e AMPc de 32 KDa, D,R — receptor D, para DA. TH —
tirosina hidroxilase.


http://rsbweb.nih.gov/
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Os reagentes acrilamida, bis-acrilamida, B-mercaptoetanol,
nitrocelulose Hybond™, dodecil sulfato de s6dio (SDS), e Tris sdo da grade
analitica de nosso laboratério. Os anticorpos secundarios, ECL (enhanced
chemiluminescence) e reagentes de deteccdo foram obtidos a partir da GE
Healthcare e Santa Cruz Biotechnology®.

3.6.2. Cromatografia Liquida de Alta Pressdao (HPLC)

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que 0s
niveis estriatais de DA e de seus metabdlitos ndo-conjugados, o acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) e o acido homovanilico (HVA) diminuem
apos a administracdo intranasal de MPTP em roedores (Prediger, Batista et
al., 2006; Prediger, Aguiar et al., 2010). O HPLC foi realizado para avaliar 0s
efeitos neuroprotetores do exercicio fisico, trés semanas apds o tratamento
intranasal com MPTP (Figura 11, pagina 32). Foi utilizado o HPLC de fase
reversa acoplado a detector eletroquimico (HPLC-ED; Shimadzu Modelo
6A) com uma coluna cromatografica (150 x 4,6 mm) (Shimpak — ODS C
18), em fase reserva com pareamento idnico, segundo protocolo
previamente descrito por Felicio et al. (1996), para medir os niveis de DA,
DOPAC e HVA no bulbo olfatério e estriado dos animais. Os tecidos
cerebrais foram homogeneizados por sonicagdo durante 2-3 min em uma
cuba de gelo seco, com solucédo de acido perclérico 0,1 M contendo 0,02%
de Na,S;0s, EDTA dissédico e uma concentragdo conhecida de 3,4-
dihidroxibenzilamina (DHBA), utilizado como padréo para as dosagens de
monoaminas. A fase moével para o HPLC utilizada consistiu em um sistema
isocratico formado por tampédo citrato 0,02 M, metanol 92/8 (v/v),
0,12 nM EDTA sddico e 0,0556% de acido 1-heptanosulfénico (HSA), pH
3. A fase mavel foi filtrada em um sistema a vacuo, desareada por 15 min
em um degaseificador a hélio antes de ser instalada no HPLC, que circulou
em fluxo 1 ml/min durante 12 h (overnight) para equilibrio da coluna. O
detector foi mantido com um potencial de 0,8 V no eletrodo de trabalho.
Para referéncia, foram utilizadas concentragdes padrdo de 1 nM de DA,
DOPAC e HVA diluidos em &cido cloridrico 0,1 M contendo 0,02% de
Na,S,0s. No momento da analise, os padrbes foram diluidos 2.500 a 10.000
vezes em acido perclérico 0,1 M. Ao menos dois padrdes foram injetados
no HPLC-ED diariamente, antes e ao final das dosagens dos homogenatos.
A primitiva da curva dos padrdes foi usada para quantificar as amostras. Os
valores obtidos foram expressos em ng/g de tecido Umido (Felicio et al.,
1996).
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3.6.3. Atividades enzimaticas
3.6.3.1. Citrato sintase (CS, EC 2.3.3.1)

O aumento da respiracdo e numero de mitocondrias no
musculo esquelético de animais apds o treinamento fisico é algo bem
estabelecido na literatura (Arcos, Sohal et al., 1968; Kraus, Kirsten et al., 1969;
Barnard, Edgerton et al., 1970) e padronizado em nosso laboratério (Aguiar,
Speck et al., 2008; Aguiar, Boemer et al., 2010; Aguiar e Prediger, 2010). Esta
respiracdo mitocondrial pode ser expressa pela atividade da citrato sintase
(CS), a enzima marca-passo do ciclo de Krebs (tricarboxilico ou do acido
citrico) da matriz mitocondrial (Kuznetsov, Strobl et al., 2002; Renner,
Amberger et al., 2003). Para o controle do exercicio fisico, os musculos
quadriceps femoris de ambas as patas traseiras dos animais sedentarios e
exercitados foram removidos 48 h apds a Gltima sessdo de exercicio de cada
experimento (Figuras 8, 11 e 13), para analise das atividades da enzima
citrato sintase e NADH (Nicotinamida adenina dinucleotideo)
desidrogenase (ou complexo I) em mitocondrias isoladas deste tecido.

Os tecidos muscular e cerebral foram dissecados e
rapidamente processados a fresco (sem passar por congelamento) para o
isolamento das mitocdndrias (Latini, Rodriguez et al., 2005; Aguiar, Boemer et
al., 2010). As amostras (pool de 3 animais) foram homogeneizadas 1:20 em
tampao fosfato 50 mM (0,3 M de sacarose, 5 MM de MOPS, EGTA 1 mM,
albumina de soro bovino 0,1%, pH 7,4), e posteriormente centrifugadas
(3.000 G, 10 min, 4°C). O sobrenadante passou por nova centrifugacdo
(15.000 G, 10 min, 4°C), e a fragdo mitocondrial foi resuspendida em
700 pl do tampao fosfato 50 mM (Latini, Rodriguez et al., 2005). Neste
momento, o contelido proteico da fracdo mitocondrial diluida 1:10 foi
determinado pelo método de Lowry (1951) usando albumina bovina como
padrdo. Deste modo, foram obtidas amostras de mitocdndrias isoladas de
tecido nervoso e musculoesquelético.

Para mensuracdo da atividade da CS, as mitocondrias
musculares (5 mg/ml) foram pré-incubadas (10 min, 30°C) em tampéo
respiracdo (DTNB 0,1 mM, Triton X-100 0,25%, oxalacetato 0,5 mM, e
Acetil CoA 0,31mM). A atividade da CS foi obtida pelo coeficiente de
extingdo do DTNB em 420 nm (30°C, pH 8,1, £ = 13,6 mM™ x cm™). As
atividades dos complexos do sistema respiratorio foram calculadas como
nmol/min/mg de proteina.
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3.6.3.2. NADH desidrogenase (Complexo I, EC 1.6.5.3)

O conjunto telencéfalo/diencéfalo foi dissecado para avaliacédo
(i) dos efeitos do exercicio fisico na fungdo mitocondrial do SNC, e da (ii)
atividade do complexo | mitocondrial frente a inibidores, no caso o MPP™ e
a rotenona (experimento 2). Para andlise da inibicdo da atividade do
complexo | mitocondrial, as mitocéndrias cerebrais (2 mg/ml proteina)
foram incubadas durante 0, 10, 30, 60 e 90 min com rotenona (5 uM) ou
MPP* (0,02; 0,5 e 2,5mM) em tampdo respiracio (DTNB 0,1 mM,
Triton X-100 0,25%. A atividade do complexo I mitocondrial (NADH
desidrogenase) foi obtida pelo coeficiente de redugdo do ferricianeto
dependente de NADH em 420 nm (30°C, e =1 mM™ x cm™) (Cassina e
Radi, 1996). As atividades dos complexos do sistema respiratorio foram
calculadas como nmol/min/mg de proteina.

3.6.3.4. Glutationa total (GSH-t), GSH redutase (GR, EC 1.8.1.7) e
GSH peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9)

O sistema antioxidante dependente de GSH foi investigado
uma vez que respostas de hipotermia tém sido associadas a menores danos
oxidativos, principalmente em situa¢cGes de isquemia-reperfusdo (Gunn,
Battin et al., 2005; Gunn e Thoresen, 2006; Ji, Luo et al., 2007). O pico de
hipotermia nos animais tratados com MPTP (Figura 26) ocorreu apés 6 h do
tratamento, quando o estriado dos animais foi removido para avaliagdo do
contelido de GSH e da atividade das enzimas GR e GPx. O estriado foi
isolado, pesado e homogeneizado em &cido perclérico 0,5 M e centrifugado
(15.000 G, 2 min, 4°C). O sobrenadante foi separado e diluido 1:10 em
tampédo fosfato (0,1 M KPI, pH 7,4) para avaliar o conteldo GHS-t. Para
medida das atividades enzimaticas, o estriado foi homogeneizado em
tampao HEPES 20 mM (pH 7,4, 4°C), centrifugado (20.000 G, 30 min,
4°C), e armazenado a -70°C.

Para a medida do GSH-t, foi utilizado o método ciclico-
enzimatico descrito originalmente por Tietze (1969) e adaptado por
Akerboom e Sies (1981), que detecta tanto a forma oxidada (GSSG) quanto a
forma reduzida (GSH) da GSH, definido como glutationa total (GSH-t). O
reagente de Ellman, acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB), reage
espontaneamente com GSH formando o anion colorido TNB e o conjugado
incolor GS-TNB (Ellman, 1959). A GR cliva este conjugado e utiliza
NADPH como cofator, resultando em GSH e TNB, desenvolvendo mais
cor. A GSH reage novamente com DTNB reiniciando o ciclo. Caso haja
presenca de GSSG, esta é primeiramente reduzida a GSH pela acdo da
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enzima glutationa redutase (GR). As leituras foram feitas em
espectrofotdbmetro a 412 nm durante 1-4 min em tampé&o fosfato de potéssio
0,1 M (1 mM EDTA, 0,1 mM DTNB, 0,2 mM NADPH). Apo6s a adi¢do da
amostra ou do padréo, a reagdo foi iniciada pela adi¢cdo da GR 0,2 U/ml. A
concentracdo de GSH-t foi obtida pela comparacdo das absorbancias das
amostras com a absorbancia de uma curva padrdo de GSSG (0,1-
1 nmol/ml). A reacdo basal (branco), sem a presenca de GSSG ou amostra,
foi descontada da absorbancia/min obtido na presenca do padrdo ou da
amostra. O valor obtido foi multiplicado pelas dilui¢des.

A GR catalisa a reducdo da GSSG, através da oxidagdo do
NADPH, que pode ser acompanhada espectrofotometricamente em 340 nm
(e=6,220M-1cm-1) em tampdo fosfato 0,1M (1 mMEDTA,
0,2 mM NADPH, pH 7). A velocidade de consumo de NADPH, em
condigdes de saturacdo, expressa sua atividade enzimética (Carlberg e
Mannervik, 1985). O consumo inespecifico de NADPH foi mensurado por 2-
4 min a 340 nm ap6s adicdo da amostra, que foi descontado da leitura por
mais 2-4 min na presenga do substrato GSSG 1 mM. O valor obtido foi
dividido pelo coeficiente de extincdo molar do NADPH (¢ = 6,22 M™ x cm’
1) e multiplicado pelas diluicdes.

A GPx catalisa a reducdo de H,O, bem como de outros
lipoperoxidos, utilizando GSH como co-substrato para esta reacdo e
produzindo glutationa oxidada GSSG, que é reduzida a GSH pela GR com
consumo de NADPH, como visto no paragrafo anterior. A medicdo da
atividade da GPx foi realizada nas mesmas condicfes que a GR, entretanto
a amostra foi diluida em tampdo fosfato 0,1M (1 mM EDTA,
0,2 mM NADPH, pH 7) com a presenca de GSH 1 mM.

Os valores foram expressos como mUnidades/mg de proteina.
Uma Unidade corresponde a 1 mmol/min. O conteldo proteico foi
analisado pelo método de Lowry (1951).

3.6.4. Diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA)

A inibicdo da atividade do complexo | mitocondrial pelo
MPP* causa um desvio na reducio do oxigénio para a formacéo de anions
superoxido (OyY) (Figura 6, pagina 22), o precursor da maior parte das
espécies reativas de oxigénio (EROs), que é rapidamente dismutado em
H,0, pela enzima superoxido dismutase (SOD) [revisado em Aguiar e Pinho
(2010)]. Esta produgéo de ROS pode ser acompanhada pela fluorescéncia do
DCFH-DA, que detecta indiretamente a quantidade de H,O, intracelular
(Cathcart, Schwiers et al., 1983). A conversdao do DCFH-DA nao-fluorescente
ao altamente fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) ocorre em vérias
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etapas. Primeiro, 0 DCFH-DA cruza a membrana celular sendo deacetilado
no 2'7-diclorofluoresceina (DCFH) ndo-fluorescente. O DCF fica
aprisionado dentro da célula, sendo convertido no fluorescente DCF na
presenca de peroxidos (Lebel, Ischiropoulos et al., 1992).

Para avaliar o efeito do exercicio nos niveis de estresse
oxidativo e hipotermia induzido pelo MPTP intranasal (experimento 2)
(Freyaldenhoven, Ali et al., 1995; Moy, Albers et al., 1998), foi mensurada a
produgdo de EROs pelo método de LeBel (1992). O estriado foi isolado,
pesado e homogeneizado em &cido perclérico 0,5 M ap6s 6 h do tratamento
intranasal com MPTP (mesmo tempo de andlise da GSH, GR e GPXx),
depois foi centrifugado (15.000 G, 2 min, 4°C) e o sobrenadante foi
separado e diluido 1:10 em tampdo fosfato (0,1 M KPI, pH 7,4). O DCFH-
DA foi incubado 1:1 nas aliquotas de estriado durante 30 min a 37°C, e a
fluorescéncia foi medida em 480 nm (excitagdo) e 535 nm (emissdo). A
curva de calibracdo foi construida com DCF padrdo (0-10 uM) e a
concentracdo das espécies reativas foram expressos como pmol de DCF
formado/mg de proteina. O contetdo proteico foi analisado pelo método de
Lowry (1951).

3.6.5. Radiois6topos
3.6.5.1. Captacéo de DA em sinaptossomas

Os sinaptossomas sdo terminais nervosos, sendo seu contetido
vesicular e citoplasmatico, e parte de suas conexles pos-sinapticas
separadas por fracionamento e centrifugacédo seletiva (Bai e Witzmann, 2007),
utilizados no estudo da transmissdo sinaptica, pois sdo capazes de captar,
armazenar e liberar neurotransmissores (Dunkley, Jarvie et al., 2008). Um
estriado (x 15 mg) foi homogeneizado em 750 pl de sacarose 0,32 M (4°C)
e centrifugado (1.000 G, 10 min, 4°C). O sobrenadante passou por nova
centrifugacdo (30.000 G, 10 min, 4°C) para obter uma fracdo de
sinaptossomas resuspendidos em 360 pl de sacarose 0,32 M (4°C). Os
sinaptossomas foram diluidos 1:1 em 50 pl do tampdo A (4 mM Tris,
6,25 mM HEPES, 120mM NaCl, 5mM KCI, 1,2mM CaCl, 2H,0,
1,2mM MgSO, 7H,0, 56 mM glicose, 1 mM &cido ascérbico). Esta
aliquota de 100 pl foi aquecida a 37°C durante 7 min, somado a (i) 50 pl de
maleato de nomifensina 12 uM, ou controle (tampdo A), e (ii) 50 pl de
[*H]-DA 40 nM (1 mCi/ml). Em seguida, as amostras foram rapidamente
filtradas a 4°C (filtros Whatman® GF/B pré-incubados com poli-etil-
enoimina 0,05% durante 20-30 min), e lavadas 3-5 vezes em tampédo A a
4°C. Ap6s estabilizacdo, a quantidade de [*H] captada nos filtros foi lida em
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meio liquido de cintilagdo durante 7 min. A captacéo [*H]-DA foi calculada
como a diferenca entre a quantidade total de [°H]-DA captada pelos filtros e
0 componente inespecifico de captacdo na presenca de nomifensina, um
inibidor da recaptacdo de DA. A dosagem de proteina foi realizada pelo
método de Bradford (1976).

3.6.5.2. Liberacédo glutamato em fatias de estriado

Como descrito anteriormente, alteragdes na neurotransmissao
glutamatérgica cortico-estriatal tém sido implicadas no desenvolvimento
das discinesias induzidas pelo tratamento crénico com L-DOPA em roedores
(Robelet, Melon et al., 2004; Santini, Valjent et al., 2007) e primatas (Papa e
Chase, 1996; Blanchet, Konitsiotis et al., 1998). A eficicia de antagonistas
glutamatérgicos, como o MK-801 e a amantadina, no alivio destas
discinesias fortalece esta hip6tese (Papa e Chase, 1996; Blanchet, Konitsiotis et
al., 1998), embora os efeitos adversos que acompanham o0 uso da
amantadina (ex: confusdo mental e alucinagdes) representem fatores
limitantes do seu uso clinico (Parkes, 1981). Nesta tese, foi investigado o
papel do exercicio fisico na liberacdo de glutamato (Glu) no estriado de
camundongos hemiparkinsonianos discinéticos tratados com L-DOPA
durante duas semanas (Figura 13, pagina 33).

Os estriados foram dissecados e processados em fatias de
modo fresco, sem passar pelo congelamento, num procedimento modificado
de Oliveira (2002). Os estriados foram incubados em tampao resfriado (4°C)
Krebs-Ringer bicarbonato [(KRB) 122 mM NaCl, 3mM KCI, 1,2 mM
MgSQ,, 1,3 mM CaCl,, 0,4 mM KH,PO,4, 25 MM NaHCO; e 10 mM D-
glucose] gaseificado com carbogénio (O, 95%, CO, 5%) em pH 7,4. As
fatias foram cortadas a 0,4 mm (Mcllwain™ Tissue Chopper) em tampao
KRB a 4°C. Depois, as fatias foram incubadas durante 30 min em tampéao
KRB a 37°C, depois em solugdo salina balanceada de Hank [(HBSS)
1,29 mM CaCl,, 136,9mM NaCl, 536 mM KCI, 0,65 mM MgSO,,
0,27 mM Na;HPO,4, 1,1 mM KH,PO4, € 5 mM HEPES], e finalmente foi
adicionado Glu (10 mM) por 15 min. A captagdo [°H]-Glu foi avaliada pela
adicdo de 0,33uCi/ml L-[’H]-Glu com 100 mM de Glu nao-marcado
durante 7 min. As fatias foram lavadas (3 x 1 ml HBSS), incubadas em
HBSS durante 15 min, e o sobrenadante foi coletado para mensuragéo da
quantidade de L-[*H]-Glu liberada no meio durante incubagéo (overnight).
Depois, as membranas das fatias foram permeabilizadas com NaOH 0,1% e
SDS0,01% para determinacdo dos niveis intracelulares de L-[*H]-Glu
(Tavares, Tasca et al., 2002). Os niveis intracelulares e extracelulares de L-
[’H]-Glu foram lidos em meio liquido de cintilacdo. A liberacdo do
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glutamato foi calculada como percentagem do glutamato total. A dosagem
de proteina foi realizada pelo método de Lowry (1951).

3.7. Analise estatistica

A plataforma utilizada para a analise estatistica foi o programa
STATISTICA versdo 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, EUA). De modo geral,
os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM). A
exce¢do foi 0o nimero de quedas no teste basal do rota-rod (Figura 20A,
pagina 60) e a severidade da catalepsia (Figura 30C, pagina 72) que foram
expressos como mediana + intervalo interquartil. A distribuicdo das
posturas catalépticas (Figura 30B, pagina 72) foi expressa em % de animais
do grupo. A comparagdo entre as médias foi realizada com o teste t de
Student, e a interacdo entre os fatores em estudo (exercicio e tratamento) foi
realizada através da andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, ou para
medidas repetidas quando necessario. Nestes casos, o teste post-hoc foi o de
Newman-Keuls (duas vias) e Bonferroni (repeticdo). A comparacdo das
medianas foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pela analise
post-hoc de Dunns. A variacdo conjunta da temperatura e dos niveis de
H,O, e GSH foram analisados pelo teste de covaridncia (ANCOVA). A
comparagdo da distribuicdo amostral foi realizada pelo teste do chi-
quadrado (°). O nivel de significancia aceito foi de P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. O exercicio de corrida aumenta a atividade muscular mitocondrial
em camundongos

A Figura 18A ilustra a progressdo do programa de corrida em
esteira ergométrica — velocidade e distancia — implementada aos
camundongos nos experimentos 1 e 2. A andlise de variancia (ANOVA)
com medidas repetidas demonstrou que os valores agudos do lactato
sanguineo aumentaram significativamente em relacdo aos niveis de repouso
(Fe.45=46,3, P<0,05, Figura 18A). Além disso, a intensidade da corrida
manteve-se na faixa moderada durante todo o programa de treinamento
(Figura 18A). Ao final das seis semanas de exercicio, as atividades das
enzimas citrato sintase e NADH desidrogenase (ou complexo 1) das
mitocondrias do musculo dos animais exercitados foi significativamente
maior em comparagdo ao grupo sedentario (citrato sintase tgos.10=3,37;
NADH desidrogenase tgs:10=3,17; P<0,05; Figura 18B). Isto sugere que o
programa de corrida utilizado aumentou a atividade glicolitica e oxidativa
muscular dos camundongos, corroborando descri¢des prévias da literatura
(Navarro, Gomez et al., 2004; Al-Jarrah, Pothakos et al., 2007; Aguiar, Boemer
et al., 2010).
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Figura 18. O protocolo de exercicio e as modificacdes atléticas induzidas pela corrida em
esteira nos camundongos. Os niveis séricos de lactato sanguineo (A) mantiveram-se dentro da
faixa de intensidade moderada durante a corrida, e atividade muscular mitocondrial (B) aumentou
apoés 6 semanas. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. **P<0,05 vs.
Repouso (ANOVA com medidas repetidas seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni). *P<0,5 vs.
Sed (teste t de Student). Exe — Exercicio; NADH — Nicotinamida adenina dinucleotideo; Sed —
Sedentario.

J& no experimento 3, utilizando o exercicio voluntario em
rodas de correr, 0s camundongos correram no primeiro dia
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aproximadamente 270 m a uma velocidade média de 8,4 m/min. Ao final de
2 semanas de livre acesso as rodas de correr, a ANOVA com medidas
repetidas e a andlise post-hoc de Bonferroni revelaram que a distancia
didria de corrida quadruplicou (Fi3104=108,0 P<0,05, Figura 19A),
enquanto a velocidade média duplicou (Fi3104=87,1, P<0,05, Figura 19B), e
a méxima triplicou (Fy3104=99,2, P<0,05, Figura 19B) os valores iniciais de
exercicio. Esta utilizacdo progressiva das rodas de correr pelos
camundongos esta de acordo com relatos prévios da literatura (Van Praag,
Kempermann et al., 1999; Allen, Harrison et al., 2001). Estas duas semanas de
exercicio também aumentaram significativamente a razdo entre as
atividades das enzimas NADH desidrogenase (ou complexo 1) e citrato
sintase no grupo exercicio em relacdo ao grupo controle sedentario
(to,05:16=2,3, P<0,05, Figura 19C). Isto sugere que os protocolos de exercicio
utilizados, tanto nas rodas de correr quanto na esteira ergométrica,
aumentaram a biogénese mitocondrial muscular dos camundongos,
corroborando relatos prévios da literatura (Waters, Rotevatn et al., 2004; Ikeda,
Kawamoto et al., 2006).
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Figura 19. As distancias e velocidades de corridas diarias realizadas pelos camundongos
hemiparkinsonianos tratados com L-DOPA nas rodas de correr voluntarias. A distancia de
corrida (A), e as velocidades médias e maximas (B) aumentaram exponencialmente desde o
primeiro dia de treinamento. O exercicio possivelmente aumentou o nimero de mitocéndrias nos
musculos dos camundongos, indicado pelo aumento da razdo entre a NADH desidrogenase (ou
complexo 1) e a citrato sintase no grupo exercicio (C). Os valores estdo expressos em média + erro
padrdo da média. *P<0,05 vs. Dia 1 (ANOVA com medidas repetidas seguido pelo teste post-hoc
de Bonferroni) **P<0,5 vs. Sed (teste t de Student). CS — citrato sintase; Exe — exercicio; NADH —
Nicotinamida adenina dinucleotideo; Sed — sedentario.
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4.2. O exercicio previne 0s prejuizos motores induzidos pela
administracéo intra-estriatal de 6-OHDA em camundongos

A Figura 20 mostra os efeitos do exercicio fisico e da
administragdo intra-estriatal de 6-OHDA no desempenho dos animais nas
tarefas do rota-rod e do cilindro. Ap6és uma semana da lesdo com 6-OHDA,
o0 teste de Kruskal-Wallis indicou a auséncia de diferencas significativas
entre 0s grupos no desempenho basal ao rota-rod, tanto no cilindro estatico
(Hs 40=1,8, P=0,6, Figura 20A) quanto na rotacéo fixa de 5 RPM (H33,=2,1,
P=0,52, Figura 20A). Na terceira e quarta semanas ap0s a cirurgia, a
ANOVA com medidas repetidas indicou que todos 0s grupos apresentaram
laténcias significativamente maiores de queda (Fzq0=47,1, P<0,05, Figura
20B), devido ao aumento das velocidades de rotacdo correspondentes ao
momento da queda. Entretanto, os animais sedentarios lesionados com 6-
OHDA apresentaram um prejuizo no desempenho no teste do rota-rod,
observado pela reducdo nas laténcias gerais de quedas (F3,=11,2, P<0,05,
Figura 20C). O exercicio também apresentou efeito per se, mas na direcdo
oposta a lesdo com 6-OHDA, revelado pelo aumento da coordenacéo
motora através de maiores laténcias de queda (Fy3,=11,9, P<0,05, Figura
20C).

Em relagcdo a tarefa do cilindro, a ANOVA com medidas
repetidas e a comparagdo post-hoc de Bonferroni demonstrou que os
animais exercitados evoluiram de um modo estatisticamente mais brando
para um quadro de assimetria funcional nas patas dianteiras ap6s a lesdo
com 6-OHDA (sedentarios 60-80% e exercicio 20-30%, F,16=11,9, P<0,05,
Figura 20D). De modo semelhante ao observado no teste do rota-rod, os
resultados obtidos na tarefa do cilindro indicam que o exercicio protege
parcialmente os camundongos contra prejuizos motores induzidos pela
administragdo intra-estriatal de 6-OHDA.

4.3. O exercicio atenua as rotacdes induzidas por R(-)-apomorfina em
camundongos tratados com 6-OHDA pela via intra-estriatal

No teste das rotagbes induzidas por R(-)-apomorfina, a
ANOVA para medidas repetidas indicou uma clara assimetria apds a lesdo
com 6-OHDA no ndmero e dire¢do das rotagdes dos animais (Fy,=217,6,
P<0,05, Figura 21A), algo que estd bem caracterizado na literatura
(Schwarting e Huston, 1996; Bensadoun, Deglon et al., 2000). Entretanto,
enquanto a analise post-hoc de Bonferroni demonstrou uma clara evolucéao
do comportamento rotacional [desafiados com R(-)-apomorfina] nos
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animais sedentarios, 0 que ndo ocorreu nos animais exercitados lesionados
com 6-OHDA (F; 124=3,5, P<0,05, Figura 21A).
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Figura 20. Os efeitos do exercicio e do tratamento intra-estriatal com 6-OHDA no
desempenho motor de camundongos avaliados nos testes do rota-rod e do cilindro. Os animais
sedentarios apresentaram um marcado prejuizo motor em ambas as tarefas apds a administragdo
intra-estriatal de 6-OHDA. Os animais lesionados com 6-OHDA previamente exercitados
apresentaram menores prejuizos nas tarefas do rota-rod (B-C) e do cilindro (D) do que seus
controles sedentarios. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. *P<0,05 vs.
Dia 1 ou basal. # P<0,5 vs. Sed-6-OHDA (medidas repetidas de ANOVA, teste post-hoc de
Bonferroni). e P<0,05 vs. tratamento 6-OHDA ou exercicio. (ANOVA com medidas repetidas
seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni). Exe — exercicio; Sed — sedentario.

Além disso, o nimero de rotagGes foi estatisticamente menor
nos animais exercitados ap6s trés e quatro semanas da lesdo com 6-OHDA
(Figura 21A). A Figura 21B apresenta com detalhes a resposta
farmacocinética dos animais ao desafio com a R(-)-apomorfina apds 4
semanas da lesdo com 6-OHDA (F7,10=2,07, P<0,05, Figura 21B). O teste
post-hoc de Bonferroni revelou que o nimero de rotag@es anti-horarias foi
significativamente maior nos animais sedentérios tratados com 6-OHDA
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apés 5 min do desafio com R(-)-apomorfina quando comparado a
habituacdo ou ao seu controle cirurgico (Figura 21B). Esta resposta ocorreu
somente ap6s 10 min da administracdo de R(-)-apomorfina nos animais
exercitados (Figura 21B). Além disso, o comportamento dos animais
exercitados foi estatisticamente menor nos primeiros 10 min do desafio com
a R(-)-apomorfina em relagdo ao seu controle sedentario tratado com 6-
OHDA.
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Figura 21. Os efeitos do exercicio sobre as rotagdes induzidas por R(-)-apomorfina em
camundongos hemiparkinsonianos. O nimero de rotagdes em camundongos hemiparkinsonianos
induzido pela R(-)-apomorfina aumentou significativamente ao longo do tempo nos animais
sedentarios, mas ndo nos exercitados (A). Na linha do tempo, os animais exercitados apresentam
menor sensibilidade a R(-)-apomorfina do que os sedentarios (B). Os valores estdo expressos em
média + erro padrdo da média. * P<0,05 vs. primeira avaliagdo;# P<0,5 vs. Sed-6-OHDA; e "
P<0,05 vs. rotagdo horaria (ANOVA com medidas repetidas seguido do teste post-hoc de
Bonferroni). Exe — exercicio; IC — intervalo de confianca; Sed — sedentério; 6-OHDA — 6-
hidroxidopamina.

4.4. O exercicio previne a degeneracdo da via dopaminérgica nigro-
estriatal induzida pela administracdo intra-estriatal de 6-OHDA

A Figura 22A-H ilustra os resultados da analise imuno-
histoquimica. Apds 4 semanas da cirurgia estereotaxica, a 6-OHDA
diminuiu estatisticamente a densidade Optica para marcagdo da enzima TH
no estriado direito (lesionado) em relagdo ao lado contralateral, nos animais
sedentarios (tos:10=9,7, P<0,05, Figura 22A) e exercitados (togs:10=2,01,
P<0,05, Figura 22A). A ANOVA revelou um efeito significante para a
interacdo entre os fatores em estudo (exercicio vs. tratamento F;4,=30,2,
P<0,05, Figura 22A), e a andlise post-hoc de Newman-Keuls confirmou a
existéncia de danos causados pela administracdo de 6-OHDA em relacdo
aos animais que receberam o veiculo (Figuras 22B-D). Entretanto, este
dano foi significativamente menor nos animais exercitados que nos
sedentérios.
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Em relacdo ao nimero de células marcadas positivamente para
a enzima TH na SNpc dos animais, o perfil de lesdo foi semelhante ao
observado no estriado. O tratamento 6-OHDA diminuiu o ndmero de
células TH+ nos animais sedentarios (vs. contralateral tg0s.13=7,4, P<0,05,
Figura 22E) e exercitados (vs. contralateral tq0s513=10,7, P<0,05, Figura
22E). A ANOVA revelou um efeito significativo da interacdo entre o
exercicio e o tratamento com 6-OHDA (F; 6=3,7, P<0,05, Figura 22E), e a
andlise post-hoc de Newman-Keuls confirmou os danos em relacdo aos
animais que receberam veiculo (Figuras F-H). Entretanto, o dano causado
pela 6-OHDA foi significativamente menor nos animais exercitados do que
nos animais sedentarios.
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Figura 22. Os efeitos do exercicio sobre a neurodegeneracdo nigro-estriatal induzida pela
administracdo intra-estriatal de 6-OHDA em camundongos. O exercicio protege contra 0s
danos induzidos pela 6-OHDA no estriado, indicado por uma maior marcacdo para TH (A), e
apresenta uma tendéncia neuroprotetora em relagdo a substantia nigra (E). Os valores estdo
expressos em média * erro padrao da média. * P<0,05 vs. sed-veiculo e # P<0,5 vs. Sed-6-OHDA
(ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). ~ P<0,05 vs. contralateral (teste t de
Student). Exe — exercicio; IC - intervalo de confianca; Sed — sedentario; 6-OHDA — 6-
hidroxidopamina. TH — tirosina hidroxilase.

Deste modo, os resultados apresentados nas Ultimas duas
secBes sugerem que o exercicio fisico é capaz de desacelerar a evolucdo do
Parkinsonismo induzido pela 6-OHDA [Figura 20 (péagina 59) e 21],
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indicado pela atenuagdo dos prejuizos motores (Figura 20, pagina 56), e
menor degeneracdo dopaminérgica da via nigro-estriatal (Figura 22).

4.5. O exercicio ndo previne as alteragdes olfatérias induzidas pela
administracdo intranasal de MPTP

Os animais tratados com veiculo, sedentarios (vs. 50%
to,05:10=4,3, P<0,05) e exercitados (vs. 50% t; 0s.9=7,5, P<0,05, Figura 23A),
foram capazes de discriminar entre 0s dois ambientes no teste de
discriminagdo olfatoria, apresentando preferéncia pelo ambiente familiar
(Figura 23A). Entretanto, a ANOVA revelou que o fator tratamento
apresentou efeito significativo para a discriminacdo olfatéria (F;37=9,9,
P<0,05, Figura 23A), sendo que os animais tratados com MPTP pela via
intranasal (independente do fator exercicio) ndo foram capazes de
discriminar os dois ambientes. A Figura 23B ilustra o padrdo de ocupacgéo
dos grupos no teste de discriminacéo olfatoria, e mostra claramente a maior
permanéncia dos animais tratados com veiculo no ambiente familiar,
enquanto os animais tratados com MPTP ocuparam os dois ambientes sem
preferéncia.

A o B C D
|~ 100- [395% IC sed-sal 400+ 4
t & *%
o
] = ? —_ *%k
£ % E RS 8 w 3 3001 —e| &
g SIS . L 3
‘G 604 5 2 E
2 H &0 8 200 S 24
g 40 & N ol 2 2
2 | £
2 5 3108 (68 = S 1001 %1-
ki sal MPTP  Sal MPTP =
2 Sed Exe 04 04
B T 23 2 T E TR
ik PiEs it
= | | sal MPTP
Sed Exe Sed Exe

Figura 23. Os efeitos do exercicio sobre o prejuizo olfatério e danos no bulbo olfatério
induzidos pela administracdo intranasal de MPTP em camundongos. Os animais tratados com
a solucéo controle foram aptos em discriminar os dois ambientes, indicado pelo maior indice de
reconhecimento (A) e pela maior taxa de ocupacdo do ambiente familiar (B). Entretanto, o
tratamento intranasal com MPTP prejudicou esta funcéo, e os animais exploraram de maneira
semelhante os dois ambientes (A, B). Trés semanas apés o tratamento com MPTP, os niveis de DA
no bulbo olfatério sdo menores nos animais tratados (C), assim como o turnover dopaminérgico
esta elevado (D). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. * P<0,05 vs. 50%
(teste t de Student). e P<0,5 para fator tratamento e ** P<0,05 vs. sed-sal (ANOVA seguido do teste
post-hoc de Newman-Keuls). DA — dopamina; DOPAC — acido diidrofenilacético; Exe — exercicio;
HVA - &cido homovanilico; IC — intervalo de confianca; Sed — sedentério.

Além disso, a ANOVA revelou uma diminuicéo significativa
nos niveis de DA (Fy3=12,1, P<0,05, Figura 23C), e um aumento
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significativo do turnover dopaminérgico (F;29=4,1, P<0,05, Figura 23D) no
bulbo olfatério de camundongos ap6s o tratamento intranasal com MPTP.
Estes efeitos do MPTP ja haviam sido descritos anteriormente (Prediger,
Aguiar et al., 2010), e o protocolo de exercicio utilizado ndo foi eficaz em
alterar os prejuizos olfatérios induzidos pelo tratamento MPTP utilizado.

4.6. O exercicio previne os prejuizos nas memarias implicitas induzidos
pela administracdo intranasal de MPTP

Nas tarefas de aprendizagem e memoria, a ANOVA para
medidas repetidas demonstrou que todos os grupos foram capazes de
aprender a versdo operacional do labirinto aquatico de Morris, uma vez que
0 teste post-hoc de Bonferroni demonstrou diminuicdo nas laténcias para
achar a plataforma submersa ao longo das sessdes de treinamento
(F306=15,6, P<0,05, Figura 24A). Entretanto, a Figura 24B mostra que o
desempenho geral nesta tarefa foi significativamente prejudicado pelo
MPTP (Fy3,=12,9, P<0,05) e melhorado pelo exercicio (F;3,=4,1, P<0,05).
Os controles visual (F;,0=0,55, P=0,46, Figura 24A direito) e motor
(plataforma submersa F;20=0,8, P=0,36; plataforma visivel F;2=0,8,
P=0,37, Figura 24C) desta tarefa ndo foram alterados por nenhum dos
fatores (exercicio e tratamento) em estudo. A Figura 24D ilustra o padréo
de ocupagdo dos diferentes grupos durante o desempenho da tarefa do
labirinto aquético, sendo possivel observar a maior eficiéncia de nado dos
animais tratados com salina (sedentarios e exercitados), enquanto o0s
animais tratados com MPTP apresentam alto padrdo de tigmotaxia (i.e.,
nado na periferia proximo as bordas do tanque), sendo esta menor nos
animais exercitados.

No condicionamento das respostas de medo pareadas ao som
ou ao contexto, a ANOVA para medidas repetidas demonstrou que todos 0s
grupos foram capazes de aprender satisfatoriamente estas duas tarefas, sem
nenhuma diferenca estatistica entre os fatores em estudo: exercicio vs.
MPTP [(som F46=179, P<0,05, Figura 25A esquerda) e (contexto
F,54=6,7, P<0,05, Figura 25A esquerda)]. No teste de evocacdo realizado
apoés 24 h, as respostas de congelamento ndo diferiram entre 0s grupos
quando os choques foram pareados ao contexto [(exercicio: F;,7=0,0,
P=0,96); (tratamento: F;,7=0,1, P=0,66); (interacdo: F4;=0,0 P=0,99)
(Figura 25B)], mas foram estatisticamente diferentes quando os choques
foram pareados ao som [(tratamento:F;3,=107, P<0,05); (exercicio:
Fi131=4,9, P<0,05); (interagdo: F,3,=2,8, P<0,05)] (Figura 25A). Em
conjunto, estes resultados sugerem que 0 exercicio atenua 0s prejuizos
cognitivos induzidos pela administragdo intranasal de MPTP.
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Figura 24. Os efeitos do exercicio sobre os prejuizos na memoéria operacional de
camundongos induzidos pela administragdo intranasal de MPTP avaliados no labirinto
aquatico. Os animais de todos 0s grupos apresentaram um bom aprendizado no labirinto aquéatico
(A esquerda), sem apresentar nenhum viés visual (A direita) ou motor (C). Na andlise do
desempenho geral (B), observou-se que o tratamento intranasal com MPTP prejudicou, enquanto
que o exercicio melhorou, o desempenho dos animais neste paradigma comportamental. O gréfico
de ocupagdo (D) corrobora os resultados do labirinto aquatico, através do padrdo espacial de nado
dos animais. Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média. * P<0,05 vs. Primeira
avaliacdo, ** P<0,05 vs. sal, e # P<0,05 vs. sed-MPTP (ANOVA com medidas repetidas seguido do
teste post-hoc de Bonferroni). eP<0,5 vs. MPTP ou Exe (ANOVA, teste post-hoc de Newman-
Keuls). Exe — exercicio; IC — intervalo de confianca; Sed — sedentario.

4.7. O exercicio atenua a disfuncdo mitocondrial induzida pelo MPP”,
mas ndo protege contra a neurodegeneracdo dopaminérgica induzida
pela administracéo intranasal de MPTP

Corroborando resultados prévios do nosso grupo (Prediger,
Aguiar et al., 2010), o tratamento intranasal com MPTP (65 mg/kg) diminui a
densidade da marcacdo para TH no estriado, assim como o nimero de
neurdnios positivos para TH na SNpc (Figura 26A). Para avaliar os efeitos
do exercicio nestes danos, nés avaliamos o contetdo estriatal da enzima
TH, de DA e de seus metabdlitos. A ANOVA indicou um efeito
significativo para o tratamento com MPTP nos niveis estriatais de TH
(F1.1,=16,8, P<0,05, Figura 26B) e DA (F; =116, P<0,05, Figura 26C). Em
relacdo ao turnover dopaminérgico (Figura 26D), a ANOVA indicou efeitos
significantes para os fatores tratamento (F;,9=35,0, P<0,05), exercicio
(F120=7,4, P<0,05) e para a interacdo entre os dois fatores (F.9=4,6,
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P<0,05). A anélise post-hoc de Newman-Keuls confirmou que o MPTP
reduziu os niveis de TH e DA no estriado (Figura 26B-C) como observado
anteriormente (Prediger, Aguiar et al., 2010), assim como aumentou 0 Seu
turnover (Figura 26D). O exercicio diminuiu o turnover dopaminérgico no
estriado dos dois grupos de animais exercitados (salina e MPTP, Figura
26D). Quanto a captacdo de DA, ndo foram encontradas diferencas
significativas nos sinaptossomas isolados do estriado de animais sedentarios
ou exercitados (o s=0,07, P=0,9, Figura 26E).
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Figura 25. Os efeitos do exercicio sobre os prejuizos na memoria de procedimento de
camundongos induzidos pela administracdo intranasal de MPTP avaliados pelo medo
condicionado ao som. Na tarefa do medo pareado, 0 MPTP prejudicou a evocagdo desta memoria
quando pareado ao som (A), mas ndo ao contexto (B). Este prejuizo é menos severo nos animais
exercitados (A). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. * P<0,05 vs.
Primeira avaliagdo, ** P<0,05 vs. sal, e # P<0,05 vs. sed-MPTP (ANOVA com medidas repetidas
seguido do teste post-hoc de Bonferroni). Exe — exercicio; IC — intervalo de confianca; Sed —
sedentario.

Quanto & funcdo mitocondrial, o exercicio fisico aumentou
significantemente a atividade do complexo | das mitocéndrias isoladas do
tecido cerebral (tyos.13=7,8, P<0,05, Figura 27A esquerda), enquanto a
atividade da citrato sintase ndo sofreu modificacdo (tos.13=0,3, P=0,7,
Figura 27A direita). Entretanto, a taxa entre estes dois marcadores de
funcdo mitocondrial foi significativamente aumentada pelo exercicio fisico
(to,05:12=37,9, P<0,05, Figura 27B), sugerindo um aumento da biogénese
mitocondrial (Waters, Rotevatn et al., 2004; lkeda, Kawamoto et al., 2006). A
inibicdo do complexo | das mitocéndrias isoladas pela incuba¢do com
rotenona (5 MM t0,05;15:3,9, P<0,05) e MPP* (0,5 mM t0'05;16:2,1, P<0,05)
foi significantemente menor no grupo exercicio em relagcdo ao seu grupo
controle sedentario. Entretanto o exercicio ndo foi capaz de prevenir a
inibicdo causada pela maior concentracdo de MPP* (2,5 mM to,05:16=0,3,
P=0,7) (Figura 27C).
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Figura 26. O exercicio ndo protege a degeneragéo nigro-estriatal induzida pela administracéo
intranasal de MPTP em camundongos. O MPTP causou redugdo na marcagdo para tirosina
hidroxilase (TH) no estriado (A-D) e SNpc (B). O exercicio ndo preveniu esta reducdo na marcagdo
para TH, mas diminui o turnover dopaminérgico estriatal (C). Os valores estdo expressos em média
+ erro padrdo da média. *P<0,5 vs. controle e *P<0,05 vs. fator exercicio [teste t de Student (F-G)
ou ANOVA seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls (B, C e H)]. CS - citrato sintase; DO —
densidade oOptica; DOPAC - 4&cido dihidroxifenilacético; Exe — Exercicio; HVA - 4cido
homovanilico; Sed — Sedentario; SNpc — substantia nigra pars compacta. Figura A (imunos do
estriado e SNpc) retirada de Prediger et al. (2010), uso permitido pela Springer Publishing Co.
(licenga n° 2704191063384).

4.8. O exercicio aumenta a hipotermia induzida pelo MPTP: possivel
relagdo com sua atividade antioxidante

As respostas hipertérmicas ao exercicio agudo sdo conhecidas
de longa data (Hart e Heroux, 1955; Morgan, Kao et al., 1955). No modelo de
exercicio utilizado nesta tese, a ANOVA com medidas repetidas
demonstrou que a resposta hipertérmica aguda ao exercicio (Fz17=27,
P<0,05, Figura 28A) se extingue em aproximadamente 2 h apds o término
da corrida (F;24=4, P<0,05, Figura 28A). Quanto ao tratamento intranasal
com MPTP, os animais apresentaram uma resposta aguda de hipotermia
(F7.154=2,8, P<0,05, Figura 28B), como descrito anteriormente para outras
doses e vias de administracdo desta toxina (Freyaldenhoven, Ali et al., 1995;
Rojo, Montero et al., 2006). De modo emblematico, esta resposta hipotérmica
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ao MPTP foi significativamente maior nos animais exercitados, apés 4 e 6 h
da administracdo intranasal de MPTP, de acordo com a analise post-hoc de
Bonferroni (F317,=27, P<0,05, Figura 28B).
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Figura 27. Avaliacdo da inibicdo da atividade do complexo | induzida por rotenona e
MPP* em mitocondrias isoladas do cérebro de camundongos exercitados. O exercicio
aumentou a atividade do complexo | mitocondrial cerebral (A), provavelmente através de
biogénese mitocondrial (B). Além disso, o exercicio diminuiu a inibicdo do complexo |
induzida pela rotenona e MPP* (C). Os valores estio expressos em média + erro padrdo da
média. *P<0,5 vs. controle e [teste t de Student (A e B) ou ANOVA seguido do teste post-hoc
de Newman-Keuls (C)]. CS — citrato sintase; Exe — Exercicio; Sed — Sedentario.

Seis h ap6s o tratamento com MPTP, a ANOVA indicou um
efeito significante para o fator exercicio (Fy¢,=4,6, P>0,05, Figura 29D) e a
sua interagdo com o tratamento (F,6,=6,5, P>0,05, Figura 29D) na
atividade estriatal da enzima GPx. A analise post-hoc de Newman-Keuls
demonstrou uma menor atividade desta enzima no estriado dos animais
sedentérios tratados com MPTP, e maior atividade nos animais exercitados.
No mesmo tempo de andlise, foi observada um aumento na producdo
estriatal de H,O,. A ANOVA indicou um efeito significante para a
interacdo entre os fatores tratamento vs. exercicio (Fy6;=13,7, P<0,05,
Figura 29A), e o teste post-hoc de Newman-Keuls demonstrou menor
producéo de H,0, no estriado dos animais exercitados. Em adi¢do, o MPTP
aumentou significativamente a fluorescéncia pra DCFH-DA nos animais
sedentarios, sendo este parametro reduzido significativamente nos animais
exercitados (F; 6=26,6, P<0,05, Figura 29A).
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Figura 28. Os efeitos do exercicio agudo e da administracéo intranasal de MPTP sobre a
temperatura retal de camundongos. O exercicio agudo aumentou temporariamente a
temperatura corporal de animais (A). Entretanto, 4-6 h ap6s o tratamento intranasal com
MPTP, os animais exercitados apresentaram maiores respostas de hipotermia do que seus
controles sedentarios (B). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. *
P<0,05 vs. 12 medida, “P<0,05 vs. sed-MPTP (ANOVA seguido do teste post-hoc de
Bonferroni). Exe — exercicio; IC — intervalo de confianga; Sed — sedentario.

Ap6s 6 h do tratamento com MPTP, a ANOVA demonstrou
um efeito significante para o fator tratamento (Fy36=10,2, P<0,05, Figura
29C) quanto ao contelGdo de glutationa reduzida (GSH) estriatal. Em
relacdo a atividade da enzima GR estriatal, a ANOVA revelou uma
interacdo entre os fatores exercicio e tratamento (Fy6=18,1, P<0,05, Figura
29B), e a comparagdo post-hoc de Newman-Keuls indicou um aumento
significativo na atividade da GR no grupo exercitado tratado com MPTP
em relacdo ao seu controle sedentério.

Além disso, a andlise de covariancia (ANCOVA) demonstrou
que a hipotermia induzida pelo MPTP foi dependente dos efeitos do
exercicio na (i) producdo de H,O, (Fy13=10,7, P<0,05), medido pelo
DCFH-DA estriatal, e (ii) conteudo estriatal de GSH (F;13=6,1, P<0,05).
Estes resultados demonstram que contetido de GSH e a producédo de H,0,
no estriado, em animais previamente exercitados e/ou tratados com MPTP,
sdo varidveis importantes na modulacdo das respostas de hipotermia em
camundongos.
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Figura 29. Os efeitos do exercicio sobre a atividade antioxidante dependente de
glutationa no estriado dos camundongos ap6s 6 h do tratamento intranasal com MPTP.
O exercicio aumentou as defesas antioxidantes no estriado dos camundongos (B e D) que foi
acompanhada pela reducéo na producéo de perdxidos nesta estrutura (A). Os niveis de GSH
sdo reduzidos ap6s o tratamento com MPTP (C). Os valores estdo expressos em média + erro
padrdo da média. * P<0,05 vs. Controle, eP<0,5 vs. fator exercicio ou MPTP, #P<0,05 vs.
sed-MPTP (ANOVA seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls). DCFH -
diclorofluorosceina; Exe — exercicio; GPx — glutationa peroxidase; GR — glutationa redutase;
gsh — glutationa; H,O, — perdxido de hidrogénio; IC — intervalo de confianca; NADPH —
fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo; Sed — sedentério.

4,9. O exercicio previne a super-sensibilidade dos receptores
dopaminérgicos do tipo D, apds a administracéo intranasal de MPTP

A ANOVA para valores repetidos e o teste post-hoc de
Newman-Keuls confirmaram que o tratamento com R(-)-apomorfina (0,2
mg/Kkg, s.c.), um agonista misto dos receptores D, e D, para DA, aumentou
significativamente o comportamento de escalada em todos os animais em
relacdo ao periodo de habituagdo (F;5,=162,6, P<0,05, Figura 30A).
Entretanto, o tratamento intranasal com MPTP aumentou de maneira
significativa este comportamento (F;s,=231,1, P<0,05, Figura 30A), como
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descrito anteriormente em outros modelos de Parkinsonismo induzidos pela
administracdo sistémica de MPTP (Sundstrom, Fredriksson et al., 1990;
Spooren, Vassout et al., 1998).

No desafio com o antagonista preferencial dos receptores D,
para DA haloperidol (0,32 mg.kg, i.p.), o teste do Qui-quadrado (x°)
demonstrou que a frequéncia da postura cataléptica a esta dose foi
significativamente diferente entre os grupos (y300s=11,5, P<0,05, Figura
30B). Em relacdo ao tratamento intranasal com MPTP, a frequéncia de
catalepsia foi significativamente maior nos sedentarios (1.0,05=5,5, P<0,05),
mas ndo nos exercitados (x1.00s=0,9, P<0,05), quando comparados aos seus
respectivos controles tratados com salina (Figura 30B). Quando avaliado a
severidade da catalepsia apenas nos animais que a desenvolveram (Figura
30C), o teste de Kruskal-Wallis acusou diferenga significativa entre os
grupos (Hss=3,7, P<0,05, Figura 30B), e 0 exame post-hoc de Dunns
revelou que os escores de catalepsia foram significativamente maiores nos
animais sedentarios tratados com MPTP do que em seus respectivos
controles. Isto ndo ocorreu nos animais exercitados tratados com MPTP,
gue apresentaram catalepsias menos severas que seus controles sedentarios
(Figura 30B).

Para esclarecer estes achados, os animais foram desafiados
com uma dose sub-efetiva do agonista de receptores D, e D3 para DA
(-)-quinpirole (10 ug/kg, i.p., Figura 30E-F), uma analise possivel devido a
auséncia de diferencas dos niveis de locomocédo neste modelo experimental
(F130=0,59, P=0,44, Figura 30D), como descrito anteriormente para este
modelo de Parkinsonismo (Prediger, Aguiar et al., 2010). O teste ANOVA
revelou uma interacdo significativa entre os fatores exercicio e tratamento
nas alteragbes de locomocdo induzidas pelo (-)-quinpirole (Fy30=5,6,
P<0,05, Figura 30F). A analise post-hoc de Newman-Keuls demonstrou um
aumento na locomog¢do nos animais sedentarios tratados com MPTP ap6s
tratamento com (-)-quinpirole, como previamente descrito na literatura em
outros modelos de Parkinsonismo (Gnanalingham, Erol et al., 1995; Treseder,
Smith et al., 2000; Archer, Palomo et al., 2003). Entretanto, 0 mesmo fenémeno
ndo foi observado nos animais previamente exercitados.
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Figura 30. Os efeitos do exercicio sobre os desafios farmacoldgicos com R(-)-apomorfina,
haloperidol e (-)-quinpirole nos camundongos tratados com MPTP intranasal. Os animais
tratados com MPTP apresentaram um aumento pronunciado no comportamento de escalada quando
tratados com R(-)-apomorfina (0,2 mg/kg, s.c.), sendo que esta resposta ndo é afetada pelo exercicio
(A). Na catalepsia induzida pelo haloperidol (0,32 mg/kg, i.p.), 0 exercicio diminuiu a frequéncia
(B) e a severidade (C) da catalepsia nos animais tratados com MPTP. Os animais sedentarios
tratados com MPTP também responderam a uma dose subefetiva (E) do agonista (-)-quinpirole (F).
E a densidade dos receptores D, para DA no estriado diminuiu nos animais sedentarios apés o
tratamento com MPTP, mas ndo nos animais exercitados (G). Os valores estdo expressos em média
+ erro padrdo da média (A, D-G), % do grupo (B), e mediana + intervalo interquartil (C). * P<0,05
vs. Controle ou veiculo; e P<0,5 fator exercicio; e # P<0,05 vs. sed-MPTP (ANOVA seguido do
teste post-hoc de Newman-Keuls). ** P<0,05 vs sed-sal e ¢ P<0,05 vs sed-MPTP (Qui-quadrado)
*** P<(,05 vs sed-sal e # # P<0,05 vs. sed MPTP (Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de
Dunns). Exe — exercicio; IC — intervalo de confianca; Sed — sedentario. TH — tirosina hidroxilase.

Quanto a densidade dos receptores D, para DA no estriado
destes animais, a ANOVA revelou uma interacdo significativa entre os
fatores Exercicio vs. tratamento (Fy15=5,7, P<0,05). Na anlise post-hoc de
Newman-Keuls indicou uma diminui¢do da densidade destes receptores no
estriado dos animais sedentarios tratados com MPTP, mas ndo nos animais
exercitados. Quando relacionado a densidade deste receptor ao conteido da
enzima TH (Figura 30G), a ANOVA identificou diferencas significativas
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quanto ao fator tratamento (F;:s=13,2, P<0,05, Figura 30G) e a sua
interacdo com o exercicio fisico (Fy16=4,8, P<0,05, Figura 30G). A analise
post-hoc de Newman-Keuls revelou aumento na proporgdo dos receptores
D, no estriado dos animais tratados com MPTP, sendo esta relagéo o dobro
nos animais exercitados (Figura 30G). Estes resultados sugerem que 0s
camundongos tratados com MPTP desenvolvem maior sensibilidade aos
farmacos dopaminérgicos com alvo nos receptores D, para DA enquanto o
exercicio previne estas respostas.

4.10. O tratamento crbnico com L-DOPA reduz a assimetria motora nos
camundongos hemiparkinsonianos

Quatro semanas apds a administracdo intra-estriatal de 6-
OHDA no experimento 3 verificou-se uma reducdo de aproximadamente
70% no conteddo de TH no estriado lesionado (direito) (to0s:s=3,1, P<0,05,
Figura 31A), que causou um aumento significativo na assimetria ao desafio
com R(-)-apomorfina (tes8=6,3, P<0,05, Figura 31B) e na tarefa do
cilindro (F,26=3,7, P<0,05, Figura 31C). A anélise post-hoc de Newman-
Keuls indicou que o tratamento com L-DOPA (25 mg/kg, i.p.) durante 2
semanas foi capaz de diminuir a assimetria na tarefa do cilindro,
independente do estado atlético do animal (F;26=3,7, P<0,05, Figura 31C).
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Figura 31. Os prejuizos motores causados pela administracéo intra-estriatal de 6-OHDA sé&o
atenuados pela L-DOPA. A 6-OHDA induziu neurodegeneracdo (A) e assimetria nos animais
(B,C), que foi parcialmente revertido pela L-DOPA (C). Os valores estdo expressos em média + erro
padrdo da média. **P<0,5 vs. controle (teste t de Student) e *P<0,05 vs. basal ou #P<0,05 vs. 4
semanas (ANOVA com medidas repetidas seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls). DO —
densidade optica, Exe — Exercicio; Sed — Sedentario.
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4.11. O exercicio fisico atenua as discinesias e as alteracfes na
transmissdo glutamatérgica e sinalizagcdo intracelular induzidas pelo
tratamento crénico com L-DOPA em camundongos hemiparkinsonianos

A ANOVA para medidas repetidas demonstrou que 0s
camundongos hemiparkinsonianos desenvolveram discinesias de patas,
axiais e oro-linguais (F;4s=27,8, P<0,05, Figura 32A) e de locomocéo
(Fs66=5,1, P<0,05, Figura 32B) ap6s 14 dias de tratamento repetido com L-
DOPA (25 mg/kg, i.p.) e benserazida (12,5 mg/kg, i.p.), conforme descrito
anteriormente na literatura (Lundblad, Picconi et al., 2004; Pavon, Martin et al.,
2006). A analise post-hoc de Newman-Keuls demonstrou que a severidade
destas discinesias foi significativamente menor nos animais com livre
acesso as rodas de correr (Figuras 32A e B). Os movimentos anormais
observados puderam ser associados as discinesias induzidas pela L-DOPA,
uma vez que a amantadina (40 mg/kg, i.p.), um farmaco utilizado
clinicamente no tratamento das discinesias (Lundblad, Usiello et al., 2005;
Ding, Restrepo et al., 2007), diminuiu estes comportamentos (F;2,=26,4,
P<0,05, Figura 32E). O controle motor das tarefas, realizados pela analise
dos escores de levantamentos (to0s.1.=1,2, P=0,27, Figura 32C) e de auto-
limpeza (to05:1,=0,46, P=0,64, Figura 32C), assim como os valores totais de
locomocéo (F;,16=0,26, P=0,76, Figura 32D), ndo demonstraram diferengas
estatisticas entre animais sedentarios e exercitados.

Além disso, as discinesias induzidas pela L-DOPA foram
acompanhadas de aumento da liberacdo de Glu (sed vs. 100% tg05.0=11,7,
exe vs. 100% to0s.11=4,9, P<0,05 Figura 33A) e da fosforilagdo do sitio
Thr75 (sed vs. 100% tg054=3,9, exe vs. 100% ty0s4=4,1, P<0,05, Figura
33B esquerda) no estriado lesionado com 6-OHDA(direito), quando
comparados ao estriado controle ndo lesionado (esquerdo, 100%).
Entretanto, o exercicio diminuiu significantemente a liberacdo de Glu
(to,05:20=5,9, P<0,05, Figura 33A) e a fosforilagio da DARPP-32-Thr75
(to,05:6=3,3, P<0,05, Figura 33A direito) no estriado lesionado quando
comparado aos controles sedentarios.
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Figura 32. Os efeitos do exercicio nas discinesias induzidas pela L-DOPA em camundongos
hemiparkinsonianos. O tratamento com L-DOPA durante 14 dias induziu discinesias de patas,
axiais e orofaciais (A) e de locomocéo (B), que foram atenuadas pelo exercicio e o tratamento com
amantadina (A e B). O controle farmacoldgico (E) e motor (C e D) ndo indicaram diferengas entre
0s animais sedentarios e exercitados. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média.
*P<0,05 vs. basal 10 min e # P<0,5 vs. Sed (** P<0,05 vs. veiculo (ANOVA seguido do teste post-
hoc de Newman-Keuls). Exe — exercicio; Sed — sedentario.

Além disso, os animais sedentarios (e discinéticos)
apresentaram um aumento na fosforilacdo da DARPP-32-Thr34 (vs. 100%
to,05:4=6,5, P<0,05, Figura 33B esquerdo) e dos niveis de cFos (vs. 100%
to,05:4=7,7, P<0,05, Figura 33C) no estriado lesionado quando comparado ao
estriado controle (esquerdo, 100%). De modo interessante, os animais
exercitados ndo apresentaram estas alteracbes [(DARPP-32-Thr34: vs.
100% t0'05;4=0,8, P=0,45, Figura 33C), (VS. 100% cFos: t0’05;4=2,4, P=0,07,
Figura 33C)], sendo que os niveis de fosforilagdo da DARPP-32-Thr34
(to,05:6=4,5, P<0,05, Figura 33B esquerdo) e de cFos (tess=7,1, P<0,05,
Figura 33D) no estriado lesionado destes animais foram significativamente
menores que 0s de seus controles sedentarios
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Figura 33. Os efeitos do exercicio sobre as alteragfes na neurotransmissdo glutamatérgica e
sinalizagdo intracelular induzidas pelo tratamento cronico com L-DOPA em camundongos
hemiparkinsonianos. O tratamento durante 14 dias com L-DOPA em camundongos lesionados
unilateralmente com 6-OHDA promove um aumento na liberagéo de glutamato (A), dos niveis de
cFos (C) e cdk5 (D), e da fosforilagdo dos sitios Thr34 e 75 da DARPP-32 (B) no estriado
lesionado. Estas modificacGes foram atenuadas pelo exercicio. Os valores estdo expressos em
média = erro padrdo da média. *P<0,5 vs. 100% e *P<0,05 vs. Sed (teste t de Student). DARPP-32 —
fosfoproteina regulada por DA e AMPc de 32 KDa; Exe — Exercicio; Glu — glutamato; Sed —
Sedentario.
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5. DISCUSSAO

As principais hipéteses desta tese foram baseadas em recentes
evidéncias demonstrando a capacidade do exercicio fisico em promover
neuroplasticidade e neuroprotecdo em animais de laboratdrio. Neste
trabalho, estas caracteristicas foram investigadas em modelos experimentais
de Parkinsonismo induzidos pelas neurotoxinas 6-OHDA e MPTP em
camundongos, e as consequentes disfungGes motoras e ndo-motoras, super-
sensibilidade de receptores dopaminérgicos, e discinesias induzidas pelo
tratamento crénico com L-DOPA. Os resultados do presente estudo indicam
gue 0s prejuizos cognitivos e motores (mas ndo os sintomas olfatdrios)
verificados nos modelos de Parkinsonismo utilizados foram atenuados
quando os animais foram previamente submetidos a programas de exercicio
fisico. De modo inédito, os resultados obtidos neste estudo demonstram o
potencial protetor do exercicio fisico contra o desenvolvimento das
discinesias induzidas pelo tratamento crénico com L-DOPA que podem ser
de grande relevancia clinica, obviamente caso confirmados em estudos em
humanos. Estes efeitos benéficos do exercicio nos modelos experimentais
investigados parecem estar associados tanto a uma protecdo da degeneracdo
da via dopaminérgica nigro-estriatal, quanto a mecanismos de
neuroplasticidade sinaptica (ex: liberacdo de Glu e sensibilidade de
receptores dopaminérgicos) e intracelular [ex: mitocondrial e via cdk5-
DARPP-32-thr(75)].

E importante ser destacado que os resultados encontrados
reforcam a validade dos modelos experimentais de Parkinsonismo
utilizados nesta tese, uma vez que 0S animais apresentaram varias
caracteristicas comportamentais e neuroquimicas semelhantes aquelas
observadas em pacientes com a DP, como a (i) neurodegeneracao
dopaminérgica da via nigro-estriatal, (ii) prejuizos sensoriais, cognitivos e
motores (Becker, Muller et al., 2002; Chaudhuri, Healy et al., 2006; Fujimoto,
2009), e (iii) boa resposta a L-DOPA (Cotzias, 1968; Muenter e Tyce, 1971;
Hornykiewicz, 2002), a agonistas dopaminérgicos (no caso o
(-)-quinpirole) (Lieberman, Gopinathan et al., 1983; Jenner, 1995), e até mesmo
ao proprio exercicio fisico (Tabela 3, pagina 19). No mesmo sentido, os
ergbmetros escolhidos neste trabalho — esteira e rodas de correr — para
modelar experimentalmente o exercicio causaram modificacOes atléticas
semelhantes aquelas descritas na literatura, como aumento progressivo da
quantidade de exercicio e adaptagcGes mitocondriais musculares (Barnard,
Edgerton et al., 1970; Van Praag, Kempermann et al., 1999; Allen, Harrison et al.,
2001; Navarro, Gomez et al., 2004; Ikeda, Kawamoto et al., 2006; Al-Jarrah,
Pothakos et al., 2007; Aguiar, Boemer et al., 2010).
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Por muitos anos, a crenga na prevencdo e/ou desaceleracdo da
DP estimulou a recomendacdo de exercicios fisicos para os pacientes
parkinsonianos. Hoje, a literatura cientifica ja estabeleceu o seu uso como
uma abordagem paliativa e segura para pacientes com DP (ver Tabela 3,
pagina 19), assim como em muitas outras condi¢des envolvendo lesbes do
SNC, como a esclerose lateral amiotrofica, a doenca de Huntington, e o
acidente vascular cerebral (Mattson, 2000; Smith e Zigmond, 2003). Além
disso, apesar dos problemas metodoldgicos envolvendo estudos
epidemioldgicos sobre os efeitos do exercicio, trabalhos recentes
demonstraram de maneira consistente a diminui¢do do risco para o
desenvolvimento da DP em pessoas com histdria pregressa de exercicio
regular (Chen, Zhang et al., 2005; Logroscino, Sesso et al., 2006; Xu, Park et al.,
2010).

No segmento experimental, dois pequenos trabalhos haviam
investigado a hipGtese neuroprotetora do exercicio, ambos com limitacdes
experimentais. O primeiro deles apresenta sérios problemas metodologicos,
sugerindo os efeitos protetores das rodas de correr em ratos com o feixe
prosencefalico medial lesionado pela injecdo de 6-OHDA (Mabandla,
Kellaway et al., 2004). Nosso grupo desenvolveu o segundo trabalho (Aguiar,
Araujo et al., 2009), em ratos tratados sistemicamente com diferentes doses
de reserpina, para modelar prejuizos motores (reserpina 5 mg/kg, s.c.) e ndo
motores (reserpina 1 mg/kg, s.c.). Estudos anteriores haviam demonstrado
que uma Unica injecdo destas doses de reserpina (5 ou 1 mg/kg) reduzia os
niveis extracelulares de DA para, respectivamente, 4% e 10% dos niveis
controle, apds 24 h do tratamento (Boulton, Juorio et al., 1977; Kannari, Tanaka
et al., 2000). Estes resultados sugerem que o exercicio pode prevenir o
desenvolvimento de prejuizos funcionais associados & deplecdo de DA.
Embora o uso de reserpina como um modelo experimental da DP apresente
boa validade de semelhanca e preditiva, ela ndo induz a degeneracdo da via
dopaminérgica nigro-estriatal, ao contrario das neurotoxinas 6-OHDA e
MPTP. No trabalho atual, a densidade da marcacdo para TH foi
drasticamente reduzida no estriado dos animais tratados com 6-OHDA ou
MPTP. Além disso, foi possivel verificar a diminuicdo do nimero de
neurbnios marcados positivamente para esta enzima na SNpc dos
camundongos que tiveram o estriado lesionado com 6-OHDA, e a
diminuicdo da quantidade de DA no estriado dos animais tratados com
MPTP intranasal.

Os prejuizos motores e cognitivos avaliados neste trabalho
reforcaram os achados da neurodegeneracdo da via nigro-estriatal apos o
tratamento com as neurotoxinas 6-OHDA e MPTP. Os nlcleos da base sdo
descritos de longa data como um centro motor, devido a antigas evidéncias
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post-mortem sobre disturbios envolvendo movimentos involuntarios, desde
hipocinéticos até hipercinéticos, na lesdo desta regido (Vogt, 1911; Wilson,
1912; 1914; Villablanca e Marcus, 1975). O rota-rod é um teste utilizado
amplamente para a avaliacdo experimental da funcdo motora de roedores
(Kitabatake, Hikida et al., 2003; Jiang, Wan et al., 2004; Petzinger, Walsh et al.,
2007). O prejuizo no desempenho no rota-rod havia sido descrito em ratos
com leséo unilateral do feixe prosenceféalico medial induzido pela 6-OHDA
(Padovan-Neto, Echeverry et al., 2009), e também em outros modelos de
Parkinsonismo, como a reserpina (Aguiar, Araujo et al., 2009), a rotenona
(Swarnkar, Singh et al., 2010), 0 paraquat (Kang, Gil et al., 2010), e 0 MPTP
(Jiang, Wan et al., 2004; Hong, Wang et al., 2007; Moon, Kim et al., 2009). J& 0
efeito per se do exercicio fisico na melhora do desempenho nesta tarefa,
representa uma importante propriedade do exercicio na melhoria do
controle e coordenacdo dos movimentos, devido a alteragdes neuroplésticas
para 0 melhor processamento espaco-temporal (Latash e Anson, 2006;
Bonacci, Chapman et al., 2009).

Os resultados atuais sugerem que os camundongos treinaram a
uma intensidade submaxima (ou moderada), pois o VO, manteve-se
constante frente ao aumento semanal da sobrecarga de exercicio,
manipulado pelo tempo ou pela velocidade de corrida. Por outro lado, os
beneficios cognitivos e motores do exercicio sdo observados em situagdes
de prejuizos destas fungdes (Cotman e Berchtold, 2002; Aguiar e Prediger,
2010), como no envelhecimento (Samorajski, Rolsten et al., 1987; Navarro,
Gomez et al., 2004) ou em doencas neuroldgicas (Petajan, Gappmaier et al.,
1996; Aguiar, Tuon et al., 2008). Os resultados atuais corroboram a literatura
existente nesta area, pois a lesdo com 6-OHDA prejudicou a coordenacao
motora dos animais, enquanto o exercicio aumentou o desempenho geral
destes no rota-rod.

Entretanto, ndo foi possivel observar diferencas especificas
entre 0s animais sedentérios e exercitados lesionados com 6-OHDA. Isto
foi observado em outra tarefa comportamental: a tarefa do cilindro. Nesta
tarefa, a assimetria induzida pela leséo com 6-OHDA foi menor nos
animais previamente exercitados, nos dois pontos de corte avaliados (2 e 4
semanas apos a lesdo). Trabalhos prévios haviam descrito efeitos similares
do exercicio, mas como estratégia restauradora, no mesmo modelo
experimental de Parkinsonismo (Yoon, Shin et al., 2007; Tajiri, Yasuhara et al.,
2010). Em conjunto, os resultados obtidos nos testes do rota-rod e do
cilindro sugerem fortemente que 0 exercicio é capaz de atenuar o
desenvolvimento dos prejuizos motores e da neurodegeneracdo da via
nigro-estriatal induzidos pela administragdo intra-estriatal de 6-OHDA, uma
das hipoteses originais deste trabalho. Além disso, estes resultados
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reforcam a neuroplasticidade induzida pelo exercicio aos nucleos da base,
algo que ainda é objeto de pouca investigacdo até 0 momento.

Embora os nlcleos da base de mamiferos tenham sido
amplamente associados ao comportamento motor, atualmente é sabido que
estes nucleos (principalmente o estriado dorsal) participam da modulacdo
de processos cognitivos (Packard e Knowlton, 2002; Da Cunha, Wietzikoski et
al., 2009). Anatomicamente, estas estruturas subcorticais estdo envolvidas
principalmente em uma alca cdrtex = ndcleos da base - talamo > cortex,
cujo maior eixo é composto sequencialmente pelo estriado, globo palido,
SN, e ndcleo ventral talamico (Parent e Hazrati, 1995). Devido a sua
privilegiada relacdo com o cortex, neurdnios de diferentes regides corticais
convergem para o estriado, e estas associa¢fes formam unidades funcionais
que codificam diferentes partes do corpo, objetos, locais e representacfes
simbolicas (Da Cunha, Wietzikoski et al., 2009), mediando processos de
aprendizagem e memoria em que estimulos-respostas, associa¢fes ou
habitos sdo adquiridos de forma gradual (Packard e Knowlton, 2002; Da
Cunha, Wietzikoski et al., 2009). Evidéncias clinicas em pacientes com
doengas neurodegenerativas envolvendo esta circuitaria, como a DP
(Stebbins, Gabrieli et al., 1999), bem como estudos experimentais (Da Cunha,
Angelucci et al., 2002; Prediger, Batista et al., 2006; Tadaiesky, Dombrowski et al.,
2008; Prediger, Aguiar et al., 2011) e de neuroimagem funcional (Dagher, Owen
et al., 2001; Lewis, Dove et al., 2003), fortalecem o papel dos nlcleos da base
na modulacdo de processos cognitivos.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa e outros autores
demonstraram prejuizos de memorias implicitas em roedores ap6s o
tratamento com MPTP no labirinto aquatico de Morris, uma tarefa
dependente do circuito fronto-estriatal (Miyoshi, Wietzikoski et al., 2002;
Pothakos, Kurz et al., 2009; Prediger, Aguiar et al., 2010; Prediger, Aguiar et al.,
2011). No trabalho atual, nés confirmamos estes prejuizos no mesmo
paradigma comportamental. De maneira inédita, observamos que o0s
animais previamente exercitados apresentaram melhor desempenho geral na
versdo de procedimento do labirinto aquatico, mesmo quando tratados com
MPTP pela via intranasal. Recentemente, foi descrito pelo nosso grupo que
0 desempenho nesta tarefa estava prejudicado em camundongos apos
exercicio intenso durante dois meses em esteira (Aguiar, Boemer et al., 2010).
Estes resultados sugerem que o dominio cognitivo dos ndcleos da base
também responde plasticamente ao exercicio fisico, de modo otimizado no
exercicio de intensidade moderada, semelhante ao sugerido recentemente
por Chaddock (2010). Em adicdo, nds submetemos os animais a uma tarefa
cognitiva de estimulo-associagdo, 0 medo pareado ao som que sabidamente
é dependente do estriado (Ferreira, Moreira et al., 2003; Ferreira, Shammah-
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Lagnado et al., 2008). Os danos estriatais induzido pelo MPTP prejudicaram
a evocacado das respostas de medo associadas ao som. Quanto ao exercicio,
Falls et al., (2010) demonstraram previamente melhor aprendizado nesta
mesma tarefa em camundongos exercitados durante duas semanas em rodas
de correr, sem nenhum efeito na evocacdo apds 24 h. No presente estudo, o
treinamento com esteira durante 6 semanas ndo apresentou nenhum efeito
per se no condicionamento e teste dos animais, mas atenuou o0s prejuizos na
evocacao das respostas de medo induzidos pelo tratamento intranasal com
MPTP. Em conjunto, estes resultados reforcam o papel do exercicio na
protecdo contra prejuizos cognitivos observados apds lesdo estriatal
induzida pelo tratamento intranasal com MPTP.

Quanto a hipdtese neuroprotetora do exercicio aos danos
causados pelos tratamentos com 6-OHDA ou MPTP, o0s resultados atuais
refletiram os achados contrastantes existentes na literatura sobre os efeitos
do exercicio fisico em modelos experimentais de Parkinsonismo (Tabela 7,
Apéndice I). Quando a 6-OHDA ¢ escolhida como modelo experimental de
Parkinsonismo, os resultados atuais demonstram que a neurodegeneracéao
nigro-estriatal € menor nos animais exercitados. Isto também foi observado
em trabalhos prévios quando o exercicio foi utilizado como estratégia
restauradora (isto é ap6s a lesdo com 6-OHDA) (Tillerson, Caudle et al., 2003;
Poulton e Muir, 2005; Yoon, Shin et al., 2007; Tajiri, Yasuhara et al., 2010).
Entretanto, apesar da atenuacdo dos prejuizos cognitivos observados nos
animais exercitados tratados com MPTP intranasal, estes beneficios ndo
foram associados a uma protecdo da lesdo estriatal neste modelo de
Parkinsonismo. De modo semelhante, a capacidade do exercicio fisico em
melhorar os prejuizos motores em camundongo tratados sistemicamente
com MPTP também ndo esta associada a respostas neuroprotetoras na via
dopaminérgica nigro-estriatal (Fisher, Petzinger et al., 2004; Al-Jarrah, Pothakos
et al., 2007; Petzinger, Walsh et al., 2007; Vuckovic, Wood et al., 2008; Al-Jarrah,
Jamous et al., 2010; Gerecke, Jiao et al., 2010; Gorton, Vuckovic et al., 2010; Lau,
Patki et al., 2011; Smith, Goldberg et al., 2011). A auséncia de efeitos do
exercicio no prejuizo de discriminacdo olfatoria dos animais tratados com
MPTP intranasal, um marcador precoce de fases pré-clinicas da DP (Becker,
Muller et al., 2002; Jankovic, 2008; Prediger, Rial et al., 2009; Prediger, Aguiar et
al., 2011), reforcam a auséncia de neuroprotecdo induzida pelo exercicio
frente a esta neurotoxina.

Os efeitos do exercicio em modelos de disfuncdo mitocondrial
do SNC ainda s&o objeto de pouca investigacdo, mas de muita especulagdo
na direcdo neuroprotetora do exercicio (Boveris e Navarro, 2008; Kaliman,
Parrizas et al., 2011), fundamentados principalmente na capacidade
antioxidante do exercicio no tecido cerebral (Dishman, Berthoud et al., 2006;
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Aguiar e Pinho, 2010). Os neurdnios sdo células extremamente ativas que
requerem uma produgdo constante de energia para realizar suas fungdes
altamente especializadas. Neste sentido, as mitocondrias sdo vitais para a
manutencdo da homeostase e integridade neuronal, sendo que o estresse
oxidativo e a disfuncdo mitocondrial no SNC estdo fortemente implicados a
processos de envelhecimento e neurodegeneragdo (Dawson e Dawson, 2003;
Thal, Del Tredici et al., 2004). Recentemente, Lau et al., (2011) observaram que
o estado Ill respiratério?’ foi preservado no estriado de camundongos
exercitados apds lesdo moderada com MPTP sistémico, seguido de menor
prejuizo a produgdo de ATP. Os resultados atuais aumentam a informacao
disponivel a este respeito, demonstrando um aumento da atividade do
complexo | mitocondrial no SNC apds o exercicio fisico, seguido por uma
provavel biogénese mitocondrial. Hipoteticamente, este resultado poderia
intervir como um dos possiveis mecanismos neuroprotetores do exercicio
em modelos experimentais de disfuncBes mitocondriais (ex.: o
Parkinsonismo), pois como visto na Introducéo, a inibigdo do complexo |
mitocondrial € um marcador patolégico da DP. Gereck et al., (2010) ja
haviam observado que o exercicio aumentava a expressdo de proteinas
deste complexo mitocondrial. De modo pioneiro, os resultados atuais
demonstram que o exercicio pode prevenir a inibi¢do ex vivo do complexo |
de mitocéndrias isoladas e tratadas com inibidores deste complexo, como
MPP" e a rotenona, que agem no mesmo sitio de ligagdo do complexo
NADH desidrogenase (ou complexo 1) na membrana mitocondrial interna
(Krueger, Singer et al., 1990; Ward, 2003). O exercicio teve sucesso em reduzir
pela metade a inibicdo da atividade do complexo | causada pela
concentracdo intermediaria de MPP* (0,5 mM). Entretanto, quando esta
inibicdo atingiu niveis criticos, 80,3 + 2,3% com a rotenona (5 uM) e 76 *
2,1% com o MPP" (2,5 mM), o exercicio reduziu de maneira modesta (mas
ainda significativa) os efeitos da rotenona (15,1+2,5%), mas ndo do MPP*
(0,7£0,4%). A producdo de radicais livres, principalmente EROs, aumenta
exponencialmente quando os complexos | e Il s&o inibidos (Turrens e
Boveris, 1980; Turrens, 1997). Em altas concentrac@es, as EROs e os radicais
derivados sdo danosos aos organismos vivos e danificam os principais
constituintes celulares (Droge, 2002). Por esta razdo, a inibicdo do complexo

2 A cadeia transportadora de elétrons (I-1V) da crista mitocondrial usa substratos da glicolise
(NADH) e ciclo de Krebs (FADH,) para formar um potencial de membrana mitocondrial (A¥m),
essencial para a fosforilagdo oxidativa no complexo V. Experimentalmente, a fosforilacéo oxidativa
é estimulada ao maximo com a adi¢do de ADP, conhecida como estado Il respiratério. Nos estados
Il (adicdo de substratos, formacdo do A¥m) e IV (esgotamento de ADP, ATP méaximo), a
respiragdo é minima.
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| é extremamente perigosa, pois as EROs formadas sdo liberadas
diretamente dentro da matriz mitocondrial (Chen, Vazquez et al., 2003).
Trabalhos prévios do nosso grupo observaram inibicdo do complexo |
mitocondrial no bulbo olfatério e cértex pré-frontal de camundongos e ratos
tratados intranasalmente com MPTP (Moreira, Rial et al., 2010; Prediger,
Aguiar et al., 2011). Isto ocorreu ap6s 6 h do tratamento intranasal em ratos,
mesmo periodo relacionado ao pico de estresse oxidativo observado em
diferentes estruturas encefalicas ap6s o tratamento intranasal com MPTP
(Franco, Prediger et al., 2007).

Neste mesmo sentido, no presente trabalho foi observado um
aumento pronunciado na producdo de H,O, no estriado dos animais
sedentarios 6 h ap6s o tratamento intranasal com MPTP. Como descrito
acima, este tempo provavelvente representa o pico de estresse oxidativo
apos o tratamento intranasal com MPTP (Franco, Prediger et al., 2007;
Moreira, Rial et al., 2010; Prediger, Aguiar et al., 2011). O estresse oxidativo
estriatal induzido pelo MPTP intranasal foi associado a uma marcada
diminuicdo na temperatura corporal dos animais tratados. Portanto, o
tratamento intranasal com MPTP induz disfungdo mitocondrial e estresse
oxidativo acompanhado pela tipica resposta aguda e reversivel de
hipotermia observada anteriormente ap6s a administracdo sistémica desta
toxina (Freyaldenhoven, Ali et al., 1995; Moy, Albers et al., 1998). De maneira
interessante, estas respostas de hipotermia induzida pelo tratamento
intranasal com MPTP foram potencializadas nos animais exercitados. O
papel da hipotermia em situacfes de neurotoxicidade ainda ndo esté claro,
mas algumas evidéncias demonstram que a diminuicdo da temperatura
corporal pode ser protetora em varios modelos de lesdo neuronal, inclusive
no estriado, principalmente em situacbes de isquemia-reperfusdéo com
excitotoxicidade glutamatérgica (Moy, Albers et al., 1998; Tymianski, Sattler et
al., 1998; Yu, Zhou et al., 2011). Os resultados do presente estudo monstraram
também que a temperatura corporal variou conjuntamente a producdo de
H,0, a ao consumo de GSH no estriado, apds 6 h do tratamento intranasal
com MPTP. Como esperado, o tratamento MPTP consumiu GSH, e o0s
animais exercitados apresentaram maior defesa antioxidante e menor
produgdo de perdxidos. Os efeitos antioxidantes do exercicio no SNC
comegaram a ser descritos na ultima década (Liu, Yeo et al., 2000; Mattson,
2000). Recentemente, Lau et al, (2011) observaram menores danos
oxidativos no estriado de camundongos exercitados ap6s tratamento i.p.
com MPTP. Isto reforga o provavel papel antioxidante do exercicio no
estriado, embora existam ainda poucos trabalhos investigando este
fenémeno (Somani e Husain, 1997; Aguiar, Tuon et al., 2008; Teixeira, Muller et
al., 2011). O resultados do trabalho atual demonstram ainda um aumento da
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atividade da enzima GPx no estriado de animais exercitados tratados com
MPTP.

A “limpeza” de EROs e per6xidos do estriado e a hipotermia
representam respostas promissoras do exercicio como um agente
antiparkinsoniano. Entretanto, apesar da menor disfuncdo mitocondrial
induzida pelo MPTP (in vivo), e pelo MPP™ e rotenona (ex vivo) observada
nos animais exercitados, 0s resultados atuais demonstram que estas
modifica¢Bes induzidas pelo exercicio ndo foram suficientes para promover
neuroprote¢do frente ao tratamento intranasal com MPTP, uma vez que a
reducdo do conteddo estriatal de TH e DA nao foram modificadas pelo
exercicio fisico. Alguns fatores metodoldgicos podem estar associados a
estes achados. Por exemplo, a interrupcdo do exercicio durante as trés
semanas que separaram a administracdo intranasal de MPTP e a avaliacdo
das alteracGes estriatais (ver Figura 11, pagina 32) pode ter sido responsavel
pela auséncia de efeitos neuroprotetores.

Uma outra possibilidade para explicar os beneficios
funcionais do exercicio na auséncia de neuroprotecdo seria a inducdo de
neuroplasticidade dos neurbnios remanescentes, bem como de outros
componentes da circuitaria cortical <> nucleos da base. Os resultados atuais
demonstram que 0 exercicio preveniu o desenvolvimento dos prejuizos
cognitivos (memorias operacional e implicita) induzidos pelo MPTP, apesar
de ndo prevenir a deple¢do estriatal de DA apds o tratamento com esta
toxina (|79,4+1,6% nos sedentarios e |81,9+1,7% nos exercitados). Alguns
trabalhos sugerem que lesBes superiores a 60% dos neurdnios
dopaminérgicos estriatais sejam praticamente impossiveis de sofrerem
reversdo (Finkelstein, Stanic et al., 2000). Neste sentido, Lau et al., (2011)
demonstraram resultados promissores quanto a capacidade do exercio em
restaurar parcialmente uma degeneragdo de =50% da via nigro-estriatal
induzida pelo tratamento sisttmico com MPTP em camundongos. Assim,
pode ser expeculado que, caso acontecam, os beneficios do exercicio sobre
0s sintomas motores e ndo motores em estigios mais avancados da DP
provavelmente ocorrerdo via plasticidade sindptica da via dopaminérgica
nigro-estriatal, assim como de outros neurotransmissores envolvidos, como
0 Glu.

Neste sentido, Petzinger et al., (2007) demonstraram que 0
exercicio é capaz de restaurar os prejuizos motores induzidos pelo MPTP,
sem todavia modificar os danos estriatais, mas diminuindo o turnover
dopaminérgico estriatal de camundongos tratados sistemicamente com
MPTP. Os resultados atuais demonstram que o MPTP aumentou o turnover
dopaminérgico estriatal, como demonstrado previamente por outros autores
em modelos genéticos (Sossi, De La Fuente-Fernandez et al., 2010; Akundi,
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Huang et al., 2011; Anwar, Peters et al., 2011) e ambientais (Schneider, 1990;
Sundstrom, Fredriksson et al., 1990; Mu, He et al., 2011) da DP. Entretanto, 0s
presentes dados demonstram um efeito per se do exercicio na diminuicdo
do turnover dopaminérgico estriatal, sendo este mantido nos animais
tratados com MPTP. De acordo com os resultados do presente estudo,
relatos prévios da literatura demonstram que a diminuicdo do turnover
dopaminérgico parece ndo afetar a neurotoxicidade do MPTP (Stenstrom,
Sundstrom et al., 1989; Muralikrishnan, Samantaray et al., 2003). A DA é
metabolizada em HVA e em DOPAC pelas enzimas MAO-B (Heikkila,
Manzino et al., 1984; Langston, Irwin et al., 1984) e COMT (Sundberg, Scheinin
et al., 1993; Lyytinen, Kaakkola et al., 2002), e em neuromelanina através de
auto-oxidacao (Fahn e Cohen, 1992; Shen e Dryhurst, 1996), com a produgdo de
EROs. A diminuicdo do turnover dopaminérgico constitui uma das
estratégias neuroprotetoras mais promissoras para a DP, podendo ser obtida
através do uso de inibidores da MAO-B (Heikkila, Manzino et al., 1984;
Langston, lrwin et al., 1984; Chrisp, Mammen et al., 1991) e da COMT
(Sundberg, Scheinin et al., 1993; Lyytinen, Kaakkola et al., 2002; Schrag, 2005).
Além disso, alguns trabalhos demonstraram que beneficios motores foram
acompanhados do aumento da liberagdo vesicular de DA no estriado de
animais exercitados tratados com MPTP, e menor taxa de deple¢do de DA
no estriado dorsal (Petzinger, Walsh et al., 2007). Em conjunto aos dados da
literatura, os resultados atuais sugerem uma maior eficiéncia sinaptica da
neurotransmissdo dopaminérgica nos animais exercitados, indicada pela
maior disponibilidade de DA somado & menor reciclagem deste
neurotransmissor. No estriado, estes ajustes da deficiéncia sindptica de DA
desempenham um papel importante para manutencdo e normalizacdo da
plasticidade sinéptica estriatal, como a potenciagdo ou depressdo de longa
duracdo (LTP e a LTD) (Calabresi, Maj, Pisani et al., 1992; Smith, Musleh et al.,
2001; Akopian e Walsh, 2007).

Além disso, o papel do exercicio na auto-oxidacdo da DA nédo
pode ser descartado, sendo que os resultados atuais mostram um claro efeito
antioxidante do exercicio frente ao tratamento intranasal com MPTP. Por
outro lado, no modelo da administracdo intra-estriatal de 6-OHDA
verificou-se um efeito neuroprotetor do exercicio. A 6-OHDA difere da DA
pela velocidade de auto-oxidagdo 200 vezes maior e consequente formagéo
de radicais livres e semiquinonas (Soto-Otero, Mendez-Alvarez et al., 2000).
Portanto, o controle desta oxidacdo pode representar um dos mecanismos
de neuroprotegdo (Soto-Otero, Mendez-Alvarez et al., 2002). Assim, 0 aumento
das defesas antioxidantes no estriado representa um forte candidato para os
beneficios comportamentais do exercicio em modelos experimentais de
Parkinsonismo.



82

Outra linha de investigacdo deste trabalho foi a modulagéo das
respostas dos receptores dopaminérgicos frente ao exercicio fisico seguido
do tratamento com 6-OHDA e MPTP. Apds longa exposi¢do a antagonistas
dopaminérgicos ou lesdo de neurbnios dopaminérgicos na SNpc, oS
receptores D, para DA da via nigro-estriatal exibem alteragdes adaptativas,
como o aumento da densidade e/ou do nimero de sitios de ligagdo (Doudet,
Holden et al., 2000; Chefer, Kimes et al., 2008). Paradoxalmente, o exercicio
fisico apresenta efeito similar no estriado (Gilliam, Spirduso et al., 1984;
Macrae, Spirduso et al., 1987). Na neurodegeneracao, estas modificacfes estdo
diretamente associadas a super-sensibilidade comportamental a agonistas
ou antagonistas dopaminérgicos. Em modelos assimétricos, como a lesdo
unilateral da via nigro-estriatal, desafios farmacoldgicos causam um tipico
comportamento rotacional, como ao desafio com agonistas dopaminérgicos
(ex.: R(-)-apomorfina) ou D-anfetamina. Este comportamento rotacional
apresenta duas caracteristicas fundamentais: 1) assimetria, de orientacéo
contralateral ao lado lesionado para agonistas, e 2) frequéncia diretamente
dependente da intensidade da lesdo (Alexander, Crutcher et al., 1990). Em
modelos simétricos de Parkinsonismo induzidos através do tratamento
sistémico com neurotoxinas (Spooren, Vassout et al., 1998; Shiozaki, Ichikawa
et al., 1999; Mihara, Mihara et al., 2007; Pothakos, Kurz et al., 2009), ou em
modelos genéticos (Abeliovich, Schmitz et al., 2000; Itier, Ibanez et al., 2003),
0s animais séo desafiados com farmacos dopaminérgicos para avaliacdo de
modificacGes na quantidade e intensidade de movimentos estereotipados,
comportamento de escalada, posturas ou locomocdo, que também
dependem da intensidade da les&o da via nigro-estriatal.

Os resultados obtidos no desafio com R(-)-apomorfina (0,6
mg/kg. s.c.) sugerem que a 6-OHDA induziu um estado de
hemiparkinsonismo nos animais, que ndo evoluiu nos camundongos
exercitados. Apds trés e quatro semanas da lesdo com 6-OHDA, foi
observada uma evolucdo do Parkinsonismo seletivamente no grupo
sedentério. Isto ocorreu de modo simultdneo a menor assimetria na tarefa
do cilindro, e maior coordenagdo motora na tarefa do rota-rod em animais
exercitados. Todos esses beneficios motores do exercicio fisico foram
acompanhados de neuroprotecdo, indicado pela maior quantidade de corpos
celulares e terminais nervosos marcados positivamente para TH na SNpc e
estriado, respectivamente. Estas evidéncias neuroprotetoras do exercicio no
hemiparkinsonismo induzido pela 6-OHDA s&o pioneiras, e ainda reforgam
a hipétese de que esta propriedade do exercicio depende de caracteristicas
metodologicas como a neurotoxina utilizada, pois a linhagem de
camundongos foi a mesma utilizada nos experimentos com MPTP, assim
como o programa de exercicio na esteira também foi a mesmo, e com niveis
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semelhantes de lesdo dopaminérgica [|TH estriado (% controle); 6-OHDA:
sed = 50£1,7%, exe = 5+4,5%; MPTP: sed = 63,1+6,6%, exe = 66,8+7,3%)].

No tratamento sisttmico com MPTP, a super-sensibilidade
farmacol@gica (Shiozaki, Ichikawa et al., 1999; Mihara, Mihara et al., 2007) foi
avaliada em comportamentos e posturas estereotipadas. Os resultados
demonstraram que os animais exercitados, apesar de apresentarem o mesmo
nivel de neurodegeneragdo dopaminérgica que os controles sedentarios,
apresentaram menor sensibilidade aos farmacos dopaminérgicos. Uma vez
que o efeito neuroprotetor do exercicio permanece controverso, 0s
beneficios comportamentais observados com o exercicio foram
provavelmente causados pela diferente sensibilizacdo ou densidade de
receptores dopaminérgicos ap0s a inducdo do Parkinsonismo experimental.
Os animais sedentarios tratados com MPTP apresentaram maior
comportamento de escalada induzido pela R(-)-apomorfina (0,2 mg/kg),
assim como maior frequéncia de posturas catalépticas ap6s o tratamento
com haloperidol (0,32 mg/kg), inclusive com maior severidade de
catalepsia, e apresentaram um aumento na locomocao apds a administracao
de uma dose subefetiva de (-)-quinpirole (10 pg/kg). Com a excec¢do do
comportamento de escalada a R(-)-apomorfina, o exercicio preveniu todos
estes comportamentos associados a super-sensibilidade de receptores D,
para DA.

A excecdo da R(-)-apomorfina, um agonista ndo-seletivo dos
receptores D; e D, para DA, o haloperidol e (-)-quinpirole tém alta
seletividade para os receptores D,. Entretanto, o haloperidol age somente na
isoforma mais longa deste receptor, o D(long) ou D,L%, exclusivamente
pos-sinaptico. E a deplecdo génica da forma D,L inibe os comportamentos
estereotipados induzidos por farmacos dopaminérgicos (Fetsko, Xu et al.,
2003), a exemplo do observado nos animais exercitados. Os resultados
atuais revelam a importancia da plasticidade dos receptores D, para DA,
provavelmente pds-sinapticos, a experiéncia com exercicio fisico. Estes
achados refletem a mesma realidade do tratamento clinico atual para a DP,
geralmente focados na ativacdo dos receptor D, para DA (Lieberman,
Gopinathan et al., 1983; Archer, Palomo et al., 2003). Desde a década de 70,
agonistas dopaminérgicos para os receptores D, para DA sdo usados
amplamente na DP (Lieberman, Gopinathan et al., 1983; Seeman e Vantol,
1994), pois causam uma melhora motora significativa, provavelmente

%% A variante D,L (Acesso GenBank NP_000786) apresenta 29 aminoécidos extras na regido ICL3%
da 32 alga intraceluar. Além disso, a isoforma D,L predomina no cérebro de camundongos
selvagens (90%) (Neve, Neve et al., 1991; Wang, Xu et al., 2000).
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devido ao aumento da sensibilidade destes receptores associado ao processo
neurodegenerativo (Lahoste, Yu et al., 1993; Marshall, Cole et al., 1993). De
modo semelhante, os animais sedentarios tratados com (-)-quinpirole
apresentaram aumento de locomocgdo, que ndo foi observada nos animais
exercitados. Enquanto o haloperidol, conhecido por induzir uma estado de
Parkinsonismo farmacolégico em pacientes psiquiatricos (Corsini, Del
Zompo et al., 1978; Moleman, Janzen et al., 1986), apresentou grande efeito
cataléptico nos animais sedentarios tratados com MTPT, novamente os
animais exercitados ndo apresentaram este efeito. Quando avaliado a
quantidade de receptores D, para DA no estriado dos animais, foi detectado
que o MPTP aumentou a densidade destes receptores, anteriormente
descrito na literatura como um tipico mecanismo compensatorio ainda em
fases precoces da DP (Bezard, Gross et al., 2003). Entretanto, este aumento
foi aproximadamente duas vezes maior nos animais exercitados que nos
sedentarios, sugerindo um aumento das respostas pré-clinicas de
compensacdo induzido pelo exercicio fisico. Varios trabalhos anteriores
demonstraram que o exercicio aumenta a expressdo dos receptores D, para
DA no estriado de animais naive (isto é, ndo-lesionados) (Gilliam, Spirduso et
al., 1984; Macrae, Spirduso et al., 1987; Foley, Greenwood et al., 2006; Foley e
Fleshner, 2008) e tratados sistemicamente com MPTP (Fisher, Petzinger et al.,
2004; Vucckovic, Li et al., 2010), com claro impacto na plasticidade sinaptica
nestes animais, e melhora dos prejuizos motores induzidos pelo MPTP.

Os resultados atuais demonstram que o exercicio potencializa
adaptacdes sinépticas pela maior possibilidade de ativacdo de receptores D,
para DA nos animais exercitados devido a maior densidade estriatal, e a
diminuicdlo do turnover dopaminérgico no estriado. Estudos
eletrofisiol6gicos demonstraram que as caracteristicas farmacoldgicas e
fisiolégicas da excitabilidade cortico-estriatal ndo sdo afetadas pela
neurodegeneracdo, mas as respostas de LTP e LTD desaparecem (Calabresi,
Maj, Mercuri et al., 1992; Calabresi, Maj, Pisani et al., 1992). A auséncia de LTD
no estriado de roedores denervados pode ser atribuido a insuficiente
ativacdo de receptores dopaminérgicos nestas formas de plasticidade
sindptica, que pode ser restaurada pela aplicacdo de DA exdgena (Centonze,
Picconi et al., 2001). Quanto a LTP, a auséncia desta ap6s denervagdo
dopaminérgica crénica ndo é apenas causada pela deplecédo estriatal de DA
(Centonze, Picconi et al., 2001), pois o estimulo farmacoldgico de receptores
receptores D; efou D, para DA neste caso sdo ineficazes. No estriado,
estudos morfoldgicos demostraram importantes mudancas estruturais apos
neurodegeneracdo com impacto a LTP, em particular, a reducdo do nimero,
forma e tamanho das espinhas dendriticas. Em outras &reas cerebrais, foi
demonstrado que as alteracBes de platicidade sinaptica de longo prazo
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associadas a neuroplasticidade funcional ocorrem justamente nas espinhas
dendriticas (Smith, Villalba et al., 2009; Villalba, Lee et al., 2009). Atualmente,
a perda desta espinhas dendriticas é reconhecida como uma caracteristica
patolégica chave do Parkinsonismo (Villalba, Lee et al., 2009). O tratamento
sisttmico com MPTP reduz estas espinhas dendriticas estriatais, enquanto
as remanescentes tornan-se muito excitadas (Vanleeuwen, Petzinger et al.,
2010), como sugerem o0s resultados atuais obtidos com os desafios
farmacoldgicos nos animais tratados com MPTP intranasal. A morfologia
dendritica depende da sinalizacdo de fatores neurotroficos, algo
sabidamente influenciado pela experiéncia com exercicio nos animais
(Cotman e Berchtold, 2002; Gomez-Pinilla, Ying et al., 2002; Marais, Stein et al.,
2009), inclusive no estriado (Aguiar, Speck et al., 2008; Lau, Patki et al., 2011).
Deste modo, os resultados atuais e a literatura parecem convergir no
aumento da plasticidade sinaptica estriatal de animais exercitados quando
expostos a modelos de Parkinsonismo.

Uma outra forma de neuroplasticidade é observada apds o
tratamento crénico com L-DOPA: as discinesias motoras, caracterizadas por
uma forma aberrante de plasticidade sinaptica somada a degeneragéo da via
dopaminérgica nigro-estriatal. Uma vez desenvolvidas, estas discinesias sao
muito dificeis de desaparecerem, mesmo com a interrup¢do do tratamento
com a L-DOPA ou a introducdo de outros agentes dopaminérgicos (Cenci,
2007). Apesar de conhecidos ha quase 50 anos, os mecanismos das
discinesias induzidas pela L-DOPA ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.
Algumas evidéncias sugerem uma incapacidade do estriado de animais
discinéticos na reversdo das respostas estriatais de LTP, acompanhada por
alta fosforilacdo do sitio Thr34 da proteina DARPP-32 (Picconi, Centonze et
al., 2003). Outras alteracBes estriatais que tem sido implicadas no
desenvolvimento das discinesias sdo o0 aumento de expressdo do gene cFos
(Andersson, Hilbertson et al., 1999) e da liberacdo de DA por neurbnios
serotoninérgicos (Carta, Carlsson et al., 2007).

Este trabalho teve sucesso na inducdo de discinesias pelo
tratamento durante duas semanas consecutivas com L-DOPA em
camundongos hemiparkinsonianos. Ao mesmo tempo, foi possivel observar
que os animais discinéticos apresentavam algumas alteragdes estriatais
previamente descritas na literatura, como aumento da liberacdo de
glutamato, da fosforilacdo da DARPP-32 e dos niveis de cFos (Andersson,
Hilbertson et al., 1999; Santini, Valjent et al., 2007; Calabresi, Di Filippo et al.,
2010). Novas estratégias anti-discinéticas tém sido propostas nos Gltimos
anos com boas respostas pré-clinica, e alguns composto se encontram na
fase de avaliagdo clinica, como os antagonistas A,a adenosinérgicos,
agonistas 5-HT, serotoninérgicos, antagonistas mGIlu5 e NMDA
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glutamatérgicos, e antagonistas o, adrenérgicos (Buck e Ferger, 2010;
Calabresi, Di Filippo et al., 2010). Clinicamente, o Unico farmaco anti-
discinético disponivel é a amantadina, um antagonista dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, entretanto o seu uso é limitado pelo grande
numero de efeitos adversos (ex: confusdo mental e alucinagdes) (Luginger,
Wenning et al., 2000). Os resultados desta tese demonstram pela primeira vez
as propriedades anti-discinéticas do exercicio. Além disso, 0 exercicio
também diminuiu as anormalidades da neurotransmissdo glutamatérgica e
sinalizagdo intracelular induzidas pelo tratamento crénico com L-DOPA. As
propriedades do exercicio na diminuicdo da excitabilidade cortico-estriatal
ja eram conhecidas para o Parkinsonismo (Petzinger, Fisher et al., 2010;
Vanleeuwen, Petzinger et al., 2010), mas nao para animais discinéticos apés
tratamento com L-DOPA.

Recentemente, Guan et al., (2010) observaram um aumento das
discinesias induzida pela L-DOPA ap0s tentativa de inibir o excesso de
fosforilacdo da proteina DARPP-32 através da inibicdo da proteina cdk5 em
camundongos. Neste trabalho, o exercicio diminuiu o contetdo estriatal de
cdk5 nos animais que apresentaram menores niveis de discinesia (neste
caso, exercitados), um resultado contrastante com o de Guan et al., (2010).
Uma possivel explicacdo para estas diferencas € que como o exercicio foi
iniciado simultaneamente ao tratamento com L-DOPA, pode-se especular
gue o exercicio preveniu parcialmente o desenvolvimento das discinesias,
ao contrario de reverter as discinesias. Este resultado é promissor, pois
como discutido anteriormente, a abordagem clinica das discinesias quando
ja instaladas é de dificil controle.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente tratalho demonstram o potencial do
exercicio fisico como um agente modificador da DP e das discinesias
induzidas por L-DOPA. Estas modificacBes contemplam objetivos modernos
para a abordagem da doenga, como o alivio dos sintomas cognitivos, ainda
um desafio a terapia farmacolégica ou cirlrgica. Entretando, a
neuroprote¢do permanece controversa, embora os resultados sugiram que o
exercicio possa retardar a evolucdo sintomatica do Parkinsonismo, mais um
objetivo moderno para novos agentes antiparkinsonianos. Ademais, 0
exercicio promoveu um aumento na plasticidade estriatal em animais
submetidos aos modelos da administracdo intra-estriatal de 6-OHDA e
intranasal de MPTP, o que parece contribuiur para os efeitos anti-
discinéticos desta intervencdo ambiental ao tratamento crénico com L-
DOPA.
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Tabela 7. Estudos investigando os efeitos do exercicio fisico em modelos experimentais de Parkinsonismo.

Modelo de Par

4 x MPTP 20 mg/kg ip. em camundongos C57BL/6.
Department of Neurology, University of Southern
California, Los Angeles, EUA (Fisher, Petzinger ef al..
2004; Petzinger, Walsh ef al.. 2007: Gorton. Vuckovic ef
al., 2010; Vanleeuwen, Petzinger ef al., 2010: Vuecckovie,
Li et al.. 2010)

Esteira apos MPTP, 6
semanas

Comportamento. (i) Coordenacéo motora (rota-rod): efeito per se do exercicio
com > comportamental (veiculo e MPTP). MPTP sem efeito. (ii) Esconder
esferas (marble burving): MPTP ¢ ansiogénico, sem efeito do exercicio. (iii)
Labirinto em cruz elevado: sem efeito do MPTP ou exercicio. (iv) Preferéncia
por sacarose: sem efeito do MPTP ou exercicio. (v) Suspensao pela cauda: sem
efeito do MPTP ou exercicio.

Estriado. (vi) HPLC: exercicio sem efeito deplecao DA, DOPAC e HVA
induzida pelo MPTP. (vii) WB e IHQ: exercicio aumenta lesdo proteinas TH e
DAT induzida pelo MPTP. Exercicio aumenta expressdo Da;R (vi) Voltametria:
efeito per se do exercicio na < taxa decaimento DA (veiculo e MPTP). (viii)
Ensaios com radioisétopos: MPTP aumenta afinidade Da;R, exercicio sem
efeito. (ix) Eletrofisiologia: exercicio diminui condutancia do AMPAR (>
expressao e fosforilagdo subunidade Glu2 AMPAR).

SNpe. (x) IHQ: exercicio sem efeito na lesdo aos neurénios TH+.

| s01pugdy

4 x MPTP 20 mg/kg ip. em camundongos C57BL/6
(Gerecke, Jiao ef al., 2010)

Rodas de correr: 4, 8 ou
12 semanas antes do
MPTP

SNpe. IHQ: a partir de 8 semanas de exercicio. protecio parcial contra morte
TH. HPLC: sem efeito do exercicio na deplecdo DA, DOPAC e HVA.

10 x MPTP 15 mg/kg s.c. + probenecid 250 mg/kg i.p.
em camundongos C537BL/6 (Lau, Patki ef al., 2011)

Esteira apos MPTP, 12
semanas

Comportamento. Barra suspensa: exercicio reverte prejuizo motor.

SNpe. IHQ: reversdo parcial lesdo neurénios TH+. Neurotrofinas: aumento
niveis BDNF no grupo exe-MPTP. sem efeito GDNF.

Estriado. WB: reversio parcial lesio TH ¢ DAT. HPLC: sem efeito do
exercicio na deplegcao DA. Estudo mitocondrial: MPTP prejudica consumo O,
e producdo ATP nos estados III e IV mitocondrial, com reversdo parcial pelo
exercicio. Neurotrofinas: aumento niveis BDNF e GDNF no grupo exe-MPTP.
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Continuacio da Tabela 7

Modelo de Parkinsonismo

10 x MPTP 25 mg/kg s.c. + probenecid 250 mg/kg i.p.

em camundongos C57BL/6 (Al-Tarrah. Jamous et al.,
2010)

Modelo de Exercicio

Esteira apos MPTP, 4
semanas

Achados
Ergometria. Teste fisico. exercicio aumentou VO:max nos grupos veiculo e
MPTP. Compertamento. Desafio D-anfetamina: locomogéo menor nos
animais tratados com MPTP, sem efeito do exercicio. Estriado e SNpe.
WB: sem efeito do exercicio na lesio TH. HPLC: sem efeito do exercicio na
deplegdo DA e DOPAC

7 x MPTP 30 mg/kg i.p. em camundongos C57BL/6
(Smuth, Goldberg er al.. 2011)

Esteira apos MPTP, 3

semanas

Comportamento .Caixa de atividade: exercicio ¢ lesdo sem efeito.
Estriado. THQ: exercicio sem efeito na lesio TH e DAT.

1 x 10pg 6-OHDA feixe prosencefilico medial em
ratos Fisher

2 x MPTP 15 mg/kg s.c. em camundongos CS7BL/G
(Tillerson, Caudle er al.. 2003)

Esteira apos 6-
OHDA/MPTP. 4 semanas

Comportamento. Marcha: exercicio diminui assimetria e acinesia induzida
pelo 6-OHDA nos ratos. Estriade. HPLC ¢ WB: exercicio diminui deplecio
DA, DOPAC e HVA e lesdo TH. VMAT2 e DAT em ratos e canmundongos.

1 x 10pg 6-OHDA feixe prosencefalico medial em
ratos Long-Evans (Mabandla, Kellaway ot al., 2004)

Rodas de correr apds 6-
OHDA., 2 semanas

Comportamento. Desafio R(-)-apomorfina: exercicio diminui rotagdes nos
ratos lesionados.

2 x 10pg 6-OHDA feixe prosencefilico medial em
ratos Long-Evans (Poulton e Muir, 2005)

1 x 10pg 6-OHDA estriado em ratos Sprague-Dawley
(Yoon. Shin et af., 2007: Tajiri, Yasuhara et al., 2010)

Esteira apos 6-OHDA, 4
semanas

Comportamento. Desafio R(-)-apomorfina: exercicio diminui rotagdes nos
ratos lesionados. Estriado. HPLC: exercicio diminui deplecio DA e
DOPAC.

Comportamento. Desafio R(-)-apomorfina: exercicio diminui rotacées nos
ratos lesionados. Cilindro: exercicio diminui a assimetria induzida pela
lesdo. Estriado. THQ: menor lesdo TH. WB: maior quantidade BDNF ¢

GDNF no grupoe exe-6-OHDA. SNpe. IHQ: menor lesdio TH.

Abreviagdes. DA — dopamina: DAT - transportador de dopamina: DOPAC — acido diidrofenilacético; HPLC — cromatografia liquida de alto desempenho; HVA - acide homovanilico; THQ —imunoistoguimica; ip. —
intraperitoneal: MPTP — 1-metil-4-fenil-1.2.3.6-tetraidropiridina; s.c. — subcutineo; TH — tirosina hidroxilase; VMAT2 - transportador vesicular de monoaminas; WB — western blot; 6-OHDA - 6-hidroxidopamina
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