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Resumo

Modelos animais sdo usados para investigar fendbmenos subjacentes a
patogénese da doenca de Parkinson (DP), assim como os efeitos de diversas
intervencdes terapéuticas no inicio e progressdo da DP, sejam elas
neuroprotetoras ou de reabilitacdo. Os objetivos deste estudo foram (i)
investigar se o exercicio fisico prévio a lesdo da substancia negra pars
compacta (SNpc) pode impedir a morte neuronal dopaminérgica, (ii) melhorar
sinais motores iniciais no modelo experimental da DP, (iii) verificar a expresséo
do Fator Neurotréfico Derivado da Glia (GDNF) e Fator Neurotréfico Derivado
do Cérebro (BDNF) e (iv) reacdo astrocitica na fase inicial apés lesédo. Ratos
Wistar machos foram exercitados sobre esteira motorizada em intensidade
moderada, diariamente, por trés semanas, antes da injecdo de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) na SNpc direita. Foram avaliadas a sobrevivéncia
de neurdnios dopaminérgicos, a densidade de astrocitos na porcdo ventral do
mesencéfalo, o padrdo de marcha, o equilibrio, a coordenacdo motora e a
locomocgédo espontédnea. Foram dosados, por ELISA, os niveis de GDNF e
BDNF na porcdo ventral do mesencéfalo e striatum em dois momentos: uma
hora e trés dias apés lesdo, em ratos jovens e também em ratos adultos. O
exercicio prévio impediu a instabilidade postural dinAmica durante a marcha e
reduziu a dificuldade nos movimentos coordenados contra a gravidade. Ainda,
induziu maior expressao inicial de GDNF e BDNF estriatais em animais jovens
e adultos, mas ndo impediu a morte dos neurénios dopaminérgicos. Sugere-se
gue o exercicio fisico prévio, ajustado para desempenho fisico individual, seja
estratégia potencialmente util para melhorar o comportamento motor e a
resposta do sistema nervoso central, com provavel participagdo do GDNF e
BDNF, no modelo experimental da DP.

Palavras-chave: 6-OHDA, exercicio fisico, comportamento motor, GDNF,

BDNF, doenca de Parkinson, neuroprotecao.



Abstract

Animal models are used to investigate the phenomena underlying the
pathogenesis of Parkinson's disease (PD) and the effects of neuroprotective or
restorative therapeutic interventions on its onset and progression. We aimed to
investigate whether previous treadmill exercise can protect against neuronal
death in PD rat model, if it can induce astrocytes” reaction. We also aimed to
verify if previous treadmill exercise can improve the early motor symptoms of
Parkinson disease and if these benefits are due to Glial cell-line Derived
Neurotrophic Factor (GDNF) and Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
early after injury. Male Wistar rats were submitted to daily moderate-intensity
exercise on a motorized treadmill for three weeks before the injection of 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) in right substantia nigra pars compacta. We
evaluated dopaminergic neuron survival, density of astrocytes in ventral
midbrain, gait pattern, balance and spontaneous locomotion. In addition, GDNF
and BDNF levels in ventral midbrain and striatum were quantified by ELISA at
two moments: one hour and three days after injury, in young and also in adult
rats. Preinjury moderate-intensity exercise prevented dynamic postural gait
impairment and reduced the difficulty in coordinated movements against gravity.
It also induced early expression of striatal GDNF and BDNF, but did not prevent
dopaminergic neuron death. In conclusion, we suggested that preinjury physical
exercise, adjusted to individual performance, is a potentially useful strategy to
improve brain response and motor behavior, probably through GDNF and

BDNF expression in 6-OHDA rat model of Parkinson disease.

Keywords: 6-OHDA, preinjury physical exercise, rats, motor behavior, GDNF,
BDNF, Parkinson’s disease, neuroprotection.



1. INTRODUCAO e JUSTIFICATIVA




1.1 Doencade Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda desordem neurodegenerativa
mais comum na populacdo mundial depois da doenca de Alzheimer, sendo
caracterizada pelo carater progressivo dos sinais e sintomas e pela natureza
idiopatica em 90% dos casos (de Lau, 2006). A DP foi descrita primeiramente
por James Parkinson em 1817 em seu trabalho intitulado “An Essay on the
Shaking Palsy”, neste relato, o autor descreveu os quadros clinicos de seis
pacientes cujos sinais abrangeram “movimentos involuntarios, tremores nos
membros em repouso (...); com a propensédo a inclinar o tronco para frente e
passar de um passo de caminhada para um passo de corrida; a sensibilidade e
intelecto ndo sdo afetados” (Parkinson, 1817, republicado em 2002).

Os sinais cardinais utilizados no diagnéstico da DP envolvem
bradicinesia ou lentiddo de movimento, tremor em repouso e rigidez muscular e
instabilidade postural (Lang e Lozano, 1998 a, b). Alteragcbes na marcha séo
igualmente frequentes em pacientes com a DP, incluindo sinais de reducédo da
velocidade da marcha e do tamanho do passo (Morris et al., 2005; Jankovic,
2008). Além de sintomas motores, a DP cursa com indicativos ndo motores,
como anosmia, constipacao intestinal, nocturia, hipotensao ortostéatica (Chen et
al., 2010), alteracbes no humor e na funcédo cognitiva (Kummer e Teixeira,
2009).

A incidéncia da DP varia amplamente no mundo, abrangendo entre 1.5 a
22 por 100.000 casos (Wirdefeldt et al., 2011). Considerando paises
industrializados, a DP geralmente atinge 0.3% da populacdo total e
aproximadamente 1% da populacdo cuja faixa etaria encontra-se acima de 60
anos de idade (Nussbaum et al.,, 2003; Chen, 2010); portanto, os valores
devem ser ajustados de acordo com a faixa etaria da populacdo em estudo
(Muangpaisan et al., 2011). A DP no Brasil afeta 3.3% dos individuos acima de
64 anos de idade (Barbosa et al., 2006).

Como esperado para uma desordem crdnica e com piora progressiva, a
DP possui impacto significativo na realizagdo das atividades de vida diaria e na
gualidade de vida dos pacientes (Gage et al., 2003) e dos familiares ou
cuidadores (Martinez-Martin et al., 2008). A progressdo inexoravel dos

sintomas leva também a reducéo da expectativa de vida do paciente (D'Amelio



et al., 2006). Além disso, Bach e colaboradores (2011) estimam que 0s custos
advindos do tratamento da DP s&o altos e diretamente proporcionais ao estagio
em que a doenca se encontra. Esses autores ressaltam, ainda, que
comorbidades como a deméncia e depressdo na DP sao insuficientemente
aventados, e estdo diretamente relacionados a piora da qualidade de vida dos
pacientes.

A DP é caracterizada histopatologicamente pela morte de neurdnios
dopaminérgicos localizados principalmente na substancia negra do
mesencéfalo pars compacta (SNpc) (Takahashi e Wakabayashi, 2001). Tal
perda neuronal leva a reducdo do conteudo de dopamina em sua principal
eferéncia, o striatum, o qual é constituido pelos nucleos caudado e putamen
(Jaidar et al., 2010). Estima-se que a disfuncdo dopaminérgica que resulta no
conjunto de sinais envolve, em alguns casos, perda de até 70% de neurdnios
dopaminérgicos em algumas areas da SNpc no momento do diagndstico
(Fearnley e Lees, 1991). Ainda, 0s neurbnios remanescentes apresentam
inclusdes citoplasméaticas originadas por acumulo da proteina a-sinucleina,
proteina neuronal que sob condi¢cBes normais € encontrada principalmente em
terminais pré-sinapticos e atua na regulacdo da exocitose de vesiculas
sinapticas por promover estabilidade entre os membros do complexo SNARE
(Vekrellis et al.,, 2011). A a-sinucleina é componente dos corpos de Lewy
(Dunning et al., 2011), inclusdes citoplasmaticas que estdo presentes em locais
onde ha perda neuronal excessiva devida a DP (Gibb et al., 1998).

A etiologia da DP ainda ndo € bem esclarecida, mas provavelmente
envolve fatores genéticos e ambientais. A disfuncdo mitocondrial fornece uma
explicacdo genética e fisiopatologica para doencgas neurodegenerativas como a
DP (Coskun et al., 2011). Outros autores corroboram a hipétese genética da
DP, indicando que mutagcfes pontuais no gene da proteina a-sinucleina
causam a DP autossémica dominante (Halliday e McCann, 2008). Outros casos
de DP familiar revelaram mutacdes no gene DJ-1 (Maraganore et al., 2004) e
nos genes PINK1 e PTEN (Gosal et al., 2006). Mutagdes no gene synphilin tém
sido descritas em pacientes com PD esporadica (Marx et al., 2003).

A despeito da etiologia, a disfuncdo dopaminérgica € a principal

caracteristica fisiopatologica da DP. Essa disfuncdo envolve a via nigro-



estriatal, componente do circuito motor dos nucleos da base (Blandini et al.,
2000). Anatomicamente, os nucleos da base abrangem o nucleo caudado, o
putamen, o globo palido, o corpo amigdaldide e o claustrum, a substancia
inominada, o nucleo accumbens e o tubérculo olfatério. Funcionalmente, pode-
se acrescentar aos componentes anatdbmicos dos ndcleos da base a
substancia negra do mesencéfalo pars compacta e pars reticulata, o ndcleo
subtalamico e o nucleo tegmentar peduncular pontino (Levy et al., 1997). Cinco
circuitos compdem a comunicacgao entre o cortex cerebral, centros subcorticais
e 0s nucleos da base. Entretanto, enfatizaremos somente o circuito motor,
constituido por vias neurais que conectam o cortex pré-motor, striatum e
demais nucleos da base a substancia negra e ao coOrtex motor primario,
fundamentais para o planejamento, regulacdo e execucdo de movimentos
voluntarios automaticos (Parent et al., 2000).

Segundo Albin e colaboradores (1989) e Smith e colaboradores (1998),
0 circuito motor dos nucleos da base possui duas vias de acdo: a via direta,
excitatoria, e a via indireta, inibitoria. A via direta tem inicio no cortex cerebral,
especificamente em areas motoras primaria, suplementar, pré-motora e
somestésica, que se projetam para o striatum, substancia negra pars reticulata
e em seguida para porcao interna do globo palido, cujas eferéncias terminam
nos nucleos ventral anterior, lateral e centro-mediano do tadlamo e dai os
impulsos nervosos sao direcionados para area motora primaria do cortex
cerebral. A via direta provoca a perda da inibicao talamica e maior excitacdao do
cOrtex motor. A via indireta apresenta ainda a participacdo da porcédo externa
do globo palido e do nucleo subtalamico. O resultado da ativacdo da via
indireta € a reducédo da atividade motora cortical. Em situacdes fisiologicas, as
eferéncias dopaminérgicas provenientes da substancia negra do mesencéfalo
para o striatum facilitam a neurotransmissédo ao longo da via direta e inibem a
propagacéo dos impulsos nervosos da via indireta.

Estes dois efeitos antagbnicos e complementares realizados pela
ativacdo das vias direta e indireta sdao mediados pelos receptores
dopaminérgicos do tipo D1 e do tipo D2, respectivamente (Fig. 1) (Albin et al,
1989; Smith et al., 1998).
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Figura 1: Principais conexf8es do sistema motor dos nucleos da base e seus
neurotransmissores. GPe: globo palido externo; GPi: globo pélido interno; SNc: substancia
negra pars compacta; SNr: substancia negra pars reticulata; PPN: nlcleo tegmentar peduncular
pontino; D1: receptor dopaminérgico do tipo D1; D2: receptor dopaminérgico do tipo D2. Fonte:
Modificada de Lent, 2010.

A DP altera o planejamento motor, produzindo quadros hipocinéticos,
devido a atividade ndo regulada entre as vias direta e indireta. A deficiéncia
dopaminérgica no striatum devida a morte dos neurbnios na SNpc,
caracteristica marcante da DP, provoca desinibicdo GABAérgica dos neurbnios
na origem da via indireta, o que gera acentuada hipoatividade do globo palido
externo, seguido pela desinibicdo do nucleo subtalamico. A bradicinesia e
acinesia observadas na DP, portanto, resultam do aumento da inibicdo
GABAérgica sobre os neurbnios dos grupos ventral anterior, lateral e centro-
mediano do talamo, por excesso de input excitatorio oriundo do nucleo
subtalamico sobre o globo palido interno e substancia negra pars reticulata. A
atividade da via indireta, na DP, ndo é contrabalanceada pela via direta, ambas
comprometidas pela disfuncdo dopaminérgica (Albin et al., 1989; Smith et al.,
1998) (Fig. 2).



Cortex .
cerebral +_"
v

Striatum

Viaindireta |
Via direta |

|
¥ SNc
Nucleo

subtalamico

e

| Gpi, SNr e PPN

Neurotransmissores excitatorios Neurotransmissores inibitorios

— p Dopamina = p Dopamina
— Glutamato ——> GABA

Figura 2: Alteracdo das principais conexdes do sistema motor dos nlcleos da base em
disturbios hipocinéticos como a doencga de Parkinson. GPe: globo palido externo; GPi: globo
palido interno; SNc: substancia negra pars compacta; SNr: substancia negra pars reticulata;
PPN: ndcleo tegmentar peduncular pontino; D1: receptor dopaminérgico do tipo D1; D2:
receptor dopaminérgico do tipo D2. Fonte: Modificada de Lent, 2010.

Considerando o comprometimento da via nigroestriatal por morte dos
neurbnios dopaminérgicos, o tratamento classico da DP tem sido
fundamentalmente sintomaético, direcionado para o controle dos sinais motores
por meio de maior oferta dopaminérgica através da administracdo oral de
levodopa (L-dopa) (Lindahl, 2011). A levodopa permanece como a melhor
terapia medicamentosa para DP, uma vez que ela melhora dramaticamente a
morbidade dos pacientes com a DP. Varias reacfes adversas, entretanto,
podem ser observadas com a cronicidade do seu uso, como discinesias,
fenbmenos on-off, estes, devidos a curta meia-vida da levodopa no plasma
sanguineo, caracterizados por flutuacdes na concentracdo da droga no plasma,
e consequente exacerbacao dos sinais parkinsonianos (Contin e Martinelli,
2010). Sintomas psiquiatricos como agitacdo, alucinacdes visuais, psicoses,
parandia, hipersexualidade, entre outros também podem ser observados com o
uso crénico de levodopa (Ahlskog, 2011).

Abordagens invasivas para o tratamento da DP podem também ser

utilizadas, como estimulacao profunda dos nucleos da base, como a do nucleo



subtalamico (Harries et al., 2011), do ndcleo ventral anterior do tdlamo ou da
perna posterior da capsula interna (Franzini et al.,, 2011). Harries e
colaboradores (2011) relataram que em pacientes com a DP em estagio
avancado, a estimulacdo bilateral profunda do nucleo subtalamico provocou
melhora funcional dos pacientes, detectada pela Escala Unificada da Doenca
de Parkinson — Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS). Esta
escala avalia prejuizos intelectuais, de humor, motivacionais, na realizacao das
atividades de vida diaria, na atividade motora, complicacbes da terapia
medicamentosa, entre outros. Foram observadas ainda, melhora no registro
eletrofisiolégico neuronal e reducdo das comorbidades, como discinesias e
flutuagbes do tonus muscular e da quantidade de medicamentos ingeridos. As
limitacbes desta terapéutica baseiam-se no grande numero de critérios de
exclusdo para uso da técnica, como a presenca de prejuizos cognitivos,
distarbios comportamentais ou doencga psiquiatrica grave; contra-indicacfes
gerais para neurocirurgias, coagulopatias; existéncia de tratamento
imunosupressor; contra-indicacées neurorradioldgicas como atrofia cerebral
grave, lesdo axonal difusa; contra-indicagbes cirargica gerais (Limousin e
Martinez-Torres, 2008).

Nos ultimos anos, a pratica de exercicios fisicos também tem sido
investigada como medida terapéutica na tentativa de se amenizar os efeitos
adversos do tratamento farmacologico dos pacientes com DP, tendo como
mecanismo basico seus efeitos neuroprotetores (Herman et al., 2007; Fisher et
al., 2008; Sage e Almeida, 2009). Para validacdo desta abordagem, modelos
experimentais da DP tém sido utilizados para investigar fenbmenos celulares e
moleculares subjacentes aos efeitos dessas intervencdes e suas relacdes com

a patogénese da DP.

1.2 Modelo experimental da doenca de Parkinson: administragdo

unilateral de 6-hidroxidopamina na SNpc

Modelos experimentais sdo imprescindiveis para estudo dos
mecanismos da patogenia, aspectos histolégicos e bioquimicos das doencas
humanas, e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas (Betarbet et

al., 2002). O uso de um modelo experimental, entretanto, ndo fornece todas as



informacdes necessarias para todos os estudos, e cada um tem uma série de
vantagens e desvantagens. Para estudo de algumas doencas, modelos que
empregam neurotoxinas tém sido amplamente utilizados, assim como modelos
genéticos (Chadchankar et al.,, 2011). Modelos experimentais da DP que
utilizam neurotoxinas almejam elucidar mecanismos fisiopatoldgicos da
degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc. Dentre as neurotoxinas
amplamente utilizadas em ratos encontra-se a 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

A 6-OHDA €& uma neurotoxina catecolaminérgica estruturalmente
analoga a dopamina e a noradrenalina, utilizada por mais de 50 anos na
producdo de modelos experimentais da DP (Ungerstedt, 1968, Ciucci et al.,
2011, Lei et al., 2011) e que produz lesdo neuronal pela producéo de radicais
livres (Chang et al, 1999). A 6-OHDA ndo atravessa a barreira
hematoencefalica e, portanto deve ser injetada diretamente em possiveis alvos
no sistema nervoso central, como a SNpc, o feixe prosencefalico medial ou o
striatum (Blum et al., 2001). Quando o objetivo € promover uma deplecéo
dopaminérgica mais seletiva, a SNpc deve ser o alvo da administracdo da 6-
OHDA (Deumens et al.,, 2002). O mecanismo de toxicidade da 6-OHDA
abrange diversas reac¢des bioquimicas, como rapida auto-oxidacdo, levando a
geracdo de radicais hidroxilas e peréxido de hidrogénio. O elétron ndo pareado
torna os radicais livres altamente reativos, podendo iniciar rea¢des prejudiciais
aos substratos de sobrevivéncia e manutencéo das células neuronais (Bowling
e Beal, 1995; Ebadi et al., 1996), com consequente déficit no funcionamento
mitocondrial. A 6-OHDA exerce potente efeito inibitério sobre enzimas
mitocondriais, especificamente a cadeia do complexo | e IV (Blum et al., 2001).
Devido aos déficits metabdlicos gerados pelo bloqueio dessas enzimas, 0s
neurdnios ndo podem exercer normalmente suas funcdes fisiologicas e morrem
(Glinka et al., 1996). O &acido desoxirribonucléico (DNA) mitocondrial €&
especialmente susceptivel ao dano oxidativo, provavelmente pela baixa
capacidade de promover reparo frente a lesées, ou mesmo pela proximidade a
cadeia transportadora de elétrons (Misiak et al., 2010). A molécula da 6-OHDA
€ transportada ao interior do corpo celular e aos prolongamentos dos neurdnios
dopaminérgicos e também noradrenérgicos, causando degeneracdo dos
terminais nervosos. Afeta também o soma neuronal, principalmente quando

administrada em regides de aglomerados de corpos de neurbnios dentro do



7

sistema nervoso central, como é o caso da SNpc (Glinka et al.,, 1997). Em
ratos, uma Uunica injecdo de 6-OHDA é suficiente para induzir deplegéo
dopaminérgica unilateral em aproximadamente 95% dos neurbénios da SNpc
(Bjorklund et al., 1997) e -causar morte significativa de neurdnios
dopaminérgicos na SNpc em apenas 12 horas, seguindo-se a desnervacao
estriatal entre um e sete dias (Jéon et al., 1995; Blandini et al., 2007).

Além da esperada lesdo neuronal e perda do conteudo dopaminérgico,
modelos experimentais fornecem importantes informacfes acerca das
alteracbes comportamentais. A administracdo unilateral de 6-OHDA na SNpc
de ratos, como modelo experimental da DP, leva a alteragBes motoras de facil
analise, seja por exame de rotac¢des induzidas por drogas como a apormorfina
ou através da aplicacdo de testes para avaliacdo da atividade motora (lancu et
al., 2005). A selecéo dos testes comportamentais motores deve ser eficiente,
de forma que, por meio destes, seja possivel identificar alteracdes, ainda que
discretas, nos niveis dopaminérgicos em poucos dias, semanas ou mesmo
meses apos a lesdo. A avaliagdo do comportamento motor de ratos pode
envolver a analise da habilidade das patas anteriores, coordenacdo motora e
equilibrio (Meredith et al., 2006). As alteracbes observadas nos modelos
animais da DP podem ser correlacionadas com a sintomatologia observada em
humanos parkinsonianos. Assim como em humanos, a deficiéncia
dopaminérgica na SNpc de ratos desencadeia quadro de hipocinesia por perda
da modulacdo do striatum sobre o globo pélido, que tera uma maior acéo
inibitéria sobre o talamo (Ciucci et al., 2008).

Durante o exame dos déficits funcionais gerados pela deficiéncia
dopaminérgica unilateral em roedores ap0s a administracdo de 6-OHDA, séo
aplicados testes para avaliacdo de ratos hemiparkinsonianos, seja por
administracdo da 6-OHDA ou outras toxinas, como a 1l-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina (MPTP): analise da atividade motora no campo aberto (Open
field test), na trave de equilibrio (Beam balance test), teste em grades
horizontais ou verticais (Horizontal / vertical grid test) (Kim et al., 2010), e o
teste de impressao de patas (Foot print test) (Fernagut et al., 2002; Metz et al.,
2005).

Ratos submetidos a injecdo unilateral de 6-OHDA exibem disturbios

caracteristicos de marcha, como desvio do centro de gravidade e centro de



massa para o lado do corpo nédo afetado durante a locomocéo, propulsao e giro
(Miklyaeva et al., 1995; Muir & Whishaw, 1999). Fernagut e colaboradores
(2002) indicaram que a marcha de camundongos submetidos a trés diferentes
protocolos experimentais de deplecdo dopaminérgica que ndo a 6-OHDA
apresentou reducdo no comprimento do passo e da passada, diretamente
proporcional & magnitude da morte celular na SNpc ou na porcéo ventro-lateral
do striatum. Nesta mesma direcao, Metz e colaboradores (2005), indicaram que
a andlise da marcha por impressdo da pata comprovou alteracdes
caracteristicas nas passadas de ratos hemiparkinsonianos por administracao
de 6-OHDA. Enquanto animais controle apresentavam passadas de tamanho
consistente, animais submetidos a leséo unilateral por 6-OHDA demonstraram
sinais de arraste das patas, com passadas significativamente mais curtas.
Estes autores concluiram que o modelo experimental utilizando ratos
submetidos a 6-OHDA pode ser uma ferramenta valida para o estudo de
distarbios da marcha de pacientes com DP.

Em relacdo a acinesia e bradicinesia observada na DP, Allbutt e
colaboradores (2007) demonstraram que ratos hemiparkinsonianos, apds a
injecdo de 6-OHDA, apresentaram aumento do tempo total gasto para
caminhar sobre uma trave de equilibrio quando comparados a animais ndo
lesados, indicando que a deplecdo dopaminérgica no striatum resultou em
atraso no inicio do movimento e também reducdo na velocidade do mesmo.
Kim e colaboradores (2010) modificaram um teste motor na grade horizontal
para um aparato vertical, que requer, além de forca neuromuscular e
coordenacdao motora, a acdo contra a gravidade. Os resultados deste estudo
indicam que os animais submetidos a inje¢cdo de MPTP apresentaram aumento
no tempo total para descer do aparato, assim como no tempo para girar,
indicando dificuldade na coordenacdo motora e bradicinesia. Potashkin e
colaboradores (2010) afirmam gue, no modelo classico de lesdo unilateral da
SNpc por injecdo Unica de 6-OHDA no feixe prosencefdlico medial, séo
necesséarias duas semanas, a partir da injecdo, para inducdo da deplegéo
dopaminérgica total e portanto, da producéo de disfungcdes motoras detectaveis
por testes comportamentais. Pelo exposto, conclui-se que a 6-OHDA injetada
diretamente sobre a SNpc pode ser utilizada como modelo experimental da DP,

uma vez que ela reproduz a perda de neurdnios dopaminérgicos e produz



alteracdo motora passivel de intervencéao, possibilitando o estudo de estruturas
e mecanismos comprometidos pela deplecdo dopaminérgica (Deumens et al.,
2000).

A funcdo motora abrange sistemas complexos de redes neurais
originadas no cortex cerebral, e que terminam nos muasculos estriados
esqueléticos. A participacdo de areas motoras e sensitivas do cortex cerebral,
dos nucleos subcorticais, do cerebelo e do tronco encefélico produz uma rede
de sinalizacdo eletroquimica para a coordenacdo dos movimentos voluntarios.
Para se alcancar funcionamento destas vias e consequentemente se obter
melhora da funcdo motora normal, a pratica de exercicios fisicos por individuos
parkinsonianos tem sido importante estratégia, considerando seu efeito
potencializador da plasticidade neuronal (Siegel e Chauhan 2000; Herman et
al., 2007; Knaepen et al., 2010; Zoladz et al., 2011).

1.3 O papel dos fatores neurotroficos e exercicios fisicos na

neuroprotecao

A preservacgédo da fungé@o neuronal tem sido estudada intensamente nas
Ultimas décadas e pode envolver mecanismos de plasticidade neuronal por
meio de fatores neurotréficos (Gomez-Pinilla et al., 2002 Griesbach et al., 2009;
Aron e Klein, 2011). Fatores neurotréficos constituem grupo de polipeptideos
que atuam sobre a diferenciagcdo, desenvolvimento, manutencdo, e
sobrevivéncia dos componentes do sistema nervoso central e periférico
(Thoenen et al.,1987). Sdo capazes também de aprimorar a aprendizagem e
proteger neurdnios contra diversos insultos (Griesbach et al., 2008; Mattson,
2008).

O estudo da sobrevivéncia neuronal relacionada aos fatores
neurotréficos remete a trabalhos realizados por Rita Levi-Montalcini e Vitor
Hamburger, que identificaram um polipeptideo, denominado posteriormente de
Fator de Crescimento Neural (Nerve Growth Factor - NGF) (Levi-Montalcini,
1987; Thoenen et al., 1987), que juntamente ao Fator Neurotréfico Derivado do
Cérebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor — BDNF), a neurotrofina 3 (NT-3),
neurotrofina 4/5 (NT-4/5), neurotrofina 6 (NT-6) e neurotrofina 7 (NT-7)
compreendem a familia das neurotrofinas (Skaper, 2008). As neurotrofinas



possuem alta similaridade na sequéncia de seus aminoacidos e exercem suas
funcbes sobre células-alvo por meio de ligagbes com receptores
transmembrana especificos da familia dos receptores tirosina cinase (Trk). O
NGF interage com o receptor TrkA; o BDNF liga-se ao receptor TrkB ao qual se
liga também a NT-4/5. Ja a NT-3 interage, principalmente, com o receptor
TrkC. As neurotrofinas se ligam, também, com igual afinidade, ao receptor de
baixa afinidade ou baixa especificidade, o p75"™" (p75 neurotrophins receptor
ou p75) (Hennigan et al., 2007).

O BDNF foi isolado, a partir de neurbnios de porco, por Barde e
colaboradores (1982). O BDNF e seus receptores TrkB e p75 apresentam
distribuicdo difusa no sistema nervoso central de mamiferos em
desenvolvimento e adultos. Apds sua ligacdo com o receptor TrkB, ha ativacao
de vias de sinalizagcdo da proteina cinase ativada por mitdgeno (Mitogen-
Activated Protein Kinase - MAPK) e proteina cinase regulada
extracelularmente (Extracellular signal-Regulated protein Kinase - ERK) e da
cinase fosfoinositide 3 (phosphoinositide 3-kinase - PI3K), importantes para a
sobrevivéncia neuronal, morfogénese e plasticidade (Numakawa et al., 2010).

Em diversas condicbes experimentais, os mecanismos fisiolégicos
envolvidos na neuroprotecdo de doencas neurodegenerativas tém sido
abordados através de estudos que incluem o BDNF (Aoi et al., 2000). Estes
trabalhos envolvem a administracdo intracerebral deste fator neurotréfico
(Winkler et al., 1996; Bjorklund et al., 1997; Cass e Manning, 1999), assim
como a avaliacdo de sua producéo enddégena (Trejo et al., 2001; Ang et al.,
2003; Berchtold et al., 2005). Nesta mesma direcdo, Aliaga et al. (2000)
relatam, em modelos experimentais, que o BDNF exerce efeito neuroprotetor
sobre neurdnios dopaminérgicos nigro-estriatais expostos a 6-OHDA, e estes
dados séo confirmados por Bezard e colaboradores (2003).

Knott e colaboradores (2002), em estudos post mortem feitos em SNC
de humanos parkinsonianos, demonstraram maior imunomarcagao para BDNF
em astrocitos e microgliocitos em areas adjacentes a substéncia negra do
mesencéfalo, indicando assim, a tentativa da glia local em exercer funcéo
neuroprotetora. A neuroplasticidade pode ocorrer atraves de mecanismos como
presenca de microglia reativa (Madinier et al., 2009) e podem incluir a
participacdo de astrécitos ativados (Henning et al., 2008) e fatores



neurotroficos endégenos agindo sobre neurdnios e células da glia (Kidd, 2009).
Madiner e colaboradores (2009) demonstraram que o0s hiveis de BDNF
encontraram-se aumentados quatro e 24 horas apés lesdo isquémica no
cérebro de ratos, mas ndo quando analisados apds oito dias. Embora a
participacdo de neurbnios na neuroplasticidade seja bem estudada, a
participacdo de células da glia ainda é pouco abordada recentemente (Henning
et al., 2008; Loncarevi¢-Vasilikovi¢ et al., 2009; Pfrieger, 2010). Entretanto, é
conhecido que astrécitos se tornam reativos 65 dias apos injecdo unilateral de
6-OHDA no striatum de ratos adultos, apresentando aumento do corpo celular
astrocitico e maior numero de prolongamentos (Henning et al., 2008), e que,
além das neurotrofinas, atuam sobre o sistema nervoso fatores neurotréficos
gue pertencem a familia do Fator Neurotréfico derivado da Glia (Glial cell line
Derived Neurotrophic Factor — GDNF). Estes pertencem a superfamilia do
Fator de Crescimento Transformante B (Transforming Growth Factor B - TGF-(8)
e sdo o GDNF, a Neurturina (NTN), a Persefina (PSP) e a Artemina (ART).
Todos esses fatores se ligam ao mesmo receptor tirosina cinase, 0 receptor
Ret. A atuacdo do GDNF, NTN, PSP e ART sobre o receptor Ret se da por
meio dos receptores a da familia do GDNF (GDNF family receptor a - GFR a),
que funcionam como co-receptores (Kramer, 2007). O GDNF liga-se
preferencialmente ao GFR a1, a NTN ao GFR a2, a ART ao GFR a3 e a PSP
ao GFR o4 (Airaksinen et al., 1999).

O GDNF foi isolado de células B49 de ratos, provenientes da linhagem
de células da glia e foi originalmente identificado como importante fator de
sobrevivéncia para neurbnios dopaminérgicos (Lin et al., 1993). Ademais,
GDNF, NTN e ART promovem a sobrevivéncia e regulam a diferenciacdo de
neurbnios do sistema nervoso periférico, incluindo células neuronais
simpaticas, parassimpéticas, sensoriais e neurfnios entéricos (Saarma e
Sariola, 1999). Por sua agado sobre o sistema motor, o GDNF tem sido
estudado em modelos experimentais de doengas neurodegenerativas, como a
DP (Miyazaki et al., 2001). Além dessas afec¢Oes predominantemente motoras,
o GDNF estéa relacionado a deméncia e deficiéncia cognitiva (Winkler et al.,
1996; Airaksinen et al., 1999; Rosenblad et al., 2003).

Connor e Dragunow (1998) hipotetizaram que a DP resultaria da

auséncia de fatores neurotréficos atuando sobre neurénios dopaminérgicos.



Estudos in vivo e in vitro demonstram que o GDNF é capaz de exercer efeitos
neuroprotetores importantes sobre neurbnios dopaminérgicos de roedores
(Bjorklund et al., 1997; Aoi et al., 2000), prevenindo a morte destes neurdnios
induzida por agentes neurotoxicos (Cass e Manning, 1999; Kirik et al., 2000;
Cass et al., 2002).

Kearns e colaboradores (1997) demonstraram que o GDNF melhora a
func@o dopaminérgica de ratos jovens submetidos a lesédo unilateral por injecao
da neurotoxina catecolaminérgica 6-OHDA, confirmando papel importante do
GDNF na neuroprotecdo contra esta droga. Em estudos in vitro, Stahl e
colaboradores (2011) submeteram fatias de mesencéfalo ventral de ratos a
neurotoxina 6-OHDA e ao tratamento com GDNF e BDNF, de forma isolada ou
em combinacdo. A administracdo dos fatores neurotréficos deu-se de trés
formas: prévia a 6-OHDA, concomitante ou posterior a 6-OHDA. De qualquer
forma, a presenca de GDNF e/ou BDNF foi capaz de impedir a reducéo do
ndmero de neurbnios tirosina hidroxilase (TH)-positivos da SNpc. A
sobrevivéncia celular foi particularmente manifestada em culturas previamente
tratadas com BDNF.

Eslamboli et al., (2005) relataram que a exposicdo ao GDNF é capaz de
promover protecdo estrutural e funcional dos neurbnios dopaminérgicos na
SNpc e de seus terminais axonais no striatum. Utilizando-se vetores
recombinantes para expressao de GDNF em baixos niveis, foram observados,
apos a lesédo por 6-OHDA, expressdo mais acentuada de TH no mesencéfalo,
utiizada como medida para verificar a sobrevivéncia dos neurdnios
dopaminérgicos dos animais, indicando protecdo de aproximadamente 85%
dos neurénios contra a 6-OHDA.

Na mesma direcdo, Smith e Cass (2007) relataram a importancia do
GDNF como potencial agente neuroprotetor contra a degeneracdo da
substancia negra e striatum apos 6-OHDA em modelo experimental in vivo da
DP. Neste estudo, GDNF foi administrado a ratos por via intraparenquimatosa
previamente a lesdo. Os resultados indicaram que houve menor dano por
estresse oxidativo dos neurdnios dos ratos expostos ao GDNF, aléem de menor
perda do conteudo dopaminérgico nestas mesmas areas.

Estimulos ambientais e lesdes sdo fatores que produzem modificacdes

no sistema nervoso central (Yoon et al., 2007; Caleo et al., 2009; Tajiri et al.,



2010). Essas modificacdes envolvem processos de neuroplasticidade que
ocorrem através de mecanismos diversos e podem incluir a participacdo de
fatores neurotroficos enddgenos, brotamento axonal colateral e consequente
aumento da densidade de fibras nervosas (Caleo et al., 2009) e melhora
funcional apés leséo (Yoon et al., 2007). O exercicio fisico constitui pratica ndo
invasiva para alcancar a neuroprotecdo em modelos experimentais da DP, com
0 objetivo de se aprimorar a resposta ao tratamento medicamentoso (Archer et
al, 2010; Fredriksson et al., 2011).

Faherty e colaboradores (2005) demonstraram que a exposicdo a
ambiente enriquecido, em situa¢des que envolvem exercicios fisicos e desafios
motores, cognitivos e sociais, é capaz de aumentar os niveis de GDNF na
SNpc e impedir a morte neuronal causada por neurotoxina que mimetiza a DP
em camundongos. Ciucci et al. (2008) corroboram estes resultados, indicando
que a atividade fisica pode promover beneficios funcionais nos animais
submetidos & neurotoxina 6-OHDA, e que a ndo utilizagdo de um segmento
corporeo funcionalmente prejudicado pode agravar a morte neuronal.

Molteni et al. (2002), estudando a neuroprotecdo desencadeada por
exercicios fisicos realizados por ratos apés injdria tecidual, demonstraram que
0 aumento da expressdo de fatores neurotroficos como NGF e BDNF apos a
pratica de exercicio fisico altera a plasticidade neuronal, atuando nas
terminacbes pré e pos-sinapticas. Este estudo demonstrou que 0s genes
supra-regulados pela atividade fisica sdo membros da maquinaria especifica
para o trafego de vesiculas sinapticas ou séo parte de vias intracelulares como
segundos mensageiros, cuja ativacdo afeta a funcéo sinéptica.

Na terminacdo pré-sinaptica, os exercicios fisicos atuam sobre o BDNF
e sobre proteinas imprescindiveis para a transmissdo sinaptica, como a
sinapsina e sinaptofisina, modulando assim, a liberagdo de neurotransmissores
(Matsumoto et al.,, 2006). O efeito dos exercicios fisicos na terminacao pos-
singptica pode ativar a cascata de sinalizacdo MAP cinase. Quando ativada,
esta enzima pode agir sobre fatores de transcricdo nucleares, como CREB,
também supra-regulado pelos exercicios fisicos (Molteni et al. 2002). Grande
parte dos genes abordado nesse estudo foi afetada pela pratica de exercicios
fisicos voluntarios e esta diretamente relacionada ao BDNF, reforcando a idéia

de que esta neurotrofina possui papel crucial nos mecanismos pelo qual o



exercicio fisico promove a plasticidade neural. Ainda, a expressao do receptor
do BDNF, TrkB, também é aumentada pela atividade fisica.

Vaynman e colaboradores (2006) demonstraram que o exercicio fisico
promove aumento da expressao de sinapsina 1 e sinaptofisina, mas nao da
sintaxina. Estes autores demonstraram também que o bloqueio da acdo do
BDNF sobre neurbnios hipocampais gera reducdo na expressao destas
mesmas proteinas. Na mesma direcdo, Ying et al., (2005) mostraram que
exercicios fisicos praticados por ratos apés lesdo por hemiseccdo da medula
espinhal restabelecem niveis de BDNF e influenciam a plasticidade sinaptica,
por aumentar os niveis de sinapsina 1 e da proteina CREB que se liga ao
mediador quimico intracelular AMPc (3, 5’,-cicloadenosina-monofosfato —
AMPc). Estudos prévios ja haviam demonstrado que os exercicios fisicos por si
s6 aumentam a expressdao de BDNF e NT-3 na medula espinhal de ratos
higidos (Gomez-Pinilla et al., 2002).

Exercicios fisicos voluntarios realizados em rodas por ratos submetidos
a traumatismo cranioencefélico estdo diretamente relacionados ao aumento
dos niveis de BDNF no hipocampo e a melhora cognitiva em testes
comportamentais (Griesbach et al., 2009). Apesar de outros fatores
neurotréficos atuarem sobre a plasticidade neuronal, 0 aumento nos niveis de
BDNF e de moléculas associadas ao seu mecanismo de ac¢éo, tem sido foco de
grande interesse nos estudos relacionados a plasticidade neuronal associada a
pratica de exercicios fisicos (Vaynman e Gomez-Pinilla, 2005).

Carro e colaboradores (2001) demonstraram que 0 exercicio fisico ndo
somente atenua o impacto de lesdo excitotéxica sobre neurdnios da formacéo
hipocampal de camundongos adultos como também impede a progressédo do
processo neurodegenerativo instalado pela injecdo intraperitonial de &cido
domodico. Estes mesmos autores, utilizando outro modelo experimental
(camundongos com neurodegeneragdo hereditaria das células de Purkinje do
cerebelo), demonstraram que a pratica de exercicios fisicos durante a idade
jovem restabelece o nimero dessas células no cértex cerebelar.

Camundongos jovens, com trés semanas de idade, expostos ao
ambiente enriquecido, por dois meses, periodo apos o qual sdo considerados
adultos, apresentaram maior expressdo de genes relacionados a

neuroplasticidade e a diversas funcbes como proliferacdo e diferenciacao



celular, diferenciacdo, sinalizacdo intracelular e transcricdo. Dentre esses
genes que foram mapeados no striatum de camundongos jovens, encontram-
se PKC lambda e MAP3K e outros (Thiriet et al., 2008). MAP3K parece estar
envolvida no desenvolvimento do sistema nervoso central em camundongos
(Hirai et al., 2005) e também no crescimento axonal e migracdo neuronal (Hirai
et al., 2006). Dentre os genes estudados por Thiriet e colaboradores (2008),
PKC lambda foi escolhido pela participagdo em diversos processos de
sinalizacao intracelulares, incluindo a plasticidade sinaptica.

Dados de Yoon e colaboradores (2007) demonstram que ratos
submetidos ao exercicio fisico em esteira por 14 dias consecutivos apos lesédo
da SNpc pela 6-OHDA apresentaram niveis mais elevados de fatores
neurotréficos como o BDNF e GDNF. Tajiri e colaboradores (2010) relataram
recentemente o efeito do exercicio forcado em esteira por quatro semanas
apos lesdo por 6-OHDA sobre os niveis de GDNF no striatum de ratos. Os
niveis de GDNF apresentaram-se aumentados em analise por western-blotting
guando comparados a animais sedentarios e ndo lesados. Estes autores
demonstraram também que ratos submetidos ao exercicio em esteira apés a
lesdo por 6-OHDA apresentam menor numero de rotagBes induzidas por
apomorfina, melhor desempenho no teste comportamental do cilindro, reducao
significativa da morte neuronal e maior proliferacdo e migracdo de células
progenitoras de neurbnios, quando comparados a animais sedentarios. Estes
autores sugerem, portanto, que o exercicio fisico em esteira pode apresentar-
se como uma estratégia terapéutica para condicfes de lesdo da substancia
negra do mesencéfalo.

Desta forma, o esclarecimento da possivel neuroprotecdo por meio de
exercicio fisico e de fatores neurotréficos pode ser importante na abordagem
de patologias neurodegenerativas.

Pela literatura revista, observamos que os modelos experimentais da
doenca de Parkinson sdo Uteis para investigar a influéncia do exercicio fisico,
dos fatores neurotréficos e de células da glia como mediadores de
neuroplasticidade no sistema nervoso central. Observa-se que, apesar dos
dados da literatura sugerirem que o exercicio fisico realizado posteriormente a
lesdo da SNpc pode melhorar sintomas motores e preservar as terminagdes

dopaminérgicas estriatais, ainda ndo se esclareceu se a intensidade deste



exercicio é adequada aos animais e se 0 exercicio fisico prévio € capaz de

promover protecéo contra a 6-OHDA.

em:

As questdes iniciais para o desenvolvimento deste trabalho consistiram

Ratos submetidos ao modelo experimental da DP sdo beneficiados
pela exposi¢cdo a um programa prévio de exercicio fisico moderado
durante trés semanas?

Ratos exercitados apresentam sinais precoces de degeneragao
dopaminérgica, trés dias apds a lesdo, como ratos sedentarios?
Parametros histolégicos como a taxa de sobrevivéncia de neurdnios
TH-positivos e densidade de astrécitos GFAP-positivos sao
influenciados pelo exercicio fisico prévio a lesao?

Pardmetros comportamentais como a marcha, equilibrio,
coordenacdo motora e movimentos exploratérios espontdneos séo
diferentemente afetados em animais sedentarios ou exercitados?
Parametros bioguimicos como a dosagem de niveis protéicos de
GDNF e BDNF séao diferentemente afetados em animais sedentarios
ou exercitados?

Ha diferenca nos niveis destes fatores neurotroficos entre ratos

jovens e adultos nestas condi¢cdes experimentais?



2. OBJETIVOS




2.1  Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito neuroprotetor
do exercicio fisico prévio em esteira sobre a resposta inicial a lesdo da

substancia negra por 6-OHDA.

2.2  Objetivos especificos

« Avaliar o efeito do exercicio fisico prévio em esteira sobre o
comportamento motor de ratos jovens submetidos a lesdo da
substancia negra do mesencéfalo por 6-OHDA, trés dias apos a
leséo.

« Avaliar o efeito do exercicio fisico prévio em esteira sobre a
sobrevivéncia de neurbnios dopaminérgicos trés dias apds a
administragao de 6-OHDA em ratos jovens.

« Avaliar o efeito do exercicio fisico prévio em esteira sobre a
densidade de astrécitos na porcédo ventral do mesencéfalo ratos
jovens submetidos ou ndo a administracao de 6-OHDA.

« Avaliar o efeito do exercicio fisico prévio em esteira sobre a
producdo de GDNF e de BDNF na porcéo ventral do mesencéfalo
e striatum de ratos jovens e também em adultos submetidos ou

ndo a administracdo de 6-OHDA.



3.METODOS




3.1 Animais

Foram utilizados 102 ratos Wistar, machos, provenientes do Centro de
Bioterismo (CEBIO), do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Ao serem adquiridos, os animais tinham 21
dias de idade e permaneceram no biotério de experimentacdo do
Departamento de Morfologia do ICB/UFMG, tendo sido deslocados ao
laboratorio para os procedimentos previstos no estudos e para eutanasia, de
acordo o cronograma experimental apresentado na figura 3. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA 06/2006).

Lesiopor6-0HDA
Testes comportamentais
Eutanasia(1h / 3 dias)
IHG /ELISA

Testes comportamentais

34

10 sem

4sem 5 sem & Serm. T sem

Arnbiertagio zo Leliratagio Aualizgio do Exerciciofisica
bictério desempenhafisico

Fig.3: Cronograma experimental dos ratos (n=102). 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. IHQ: Técnicas
de imunohistoquimica. ELISA: “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”.

Os animais foram mantidos em estantes climatizadas (Alesco, Monte
Mor, Sao Paulo, Brasil) a 22 + 1°C, em gaiolas plasticas, recebendo racéo
comercial (Nuvilab, Canguiri Colombo, Parana, Brasil) e agua a vontade. Em
cada gaiola mantiveram-se, em média, quatro animais. Todos os animais foram
submetidos a rotina do biotério, em ciclo claro/escuro de 12 horas, em que as

luzes eram acesas as 7:00 e desligadas as 19:00.

3.2 Aclimatacéo a corrida em esteira

Apés periodo de ambientacdo ao biotério, 0os animais, com cinco

semanas de idade, foram aclimatados ao ambiente de atividade locomotora,



sendo expostos, por cinco dias consecutivos, ao aparato da esteira elétrica
composta por cinco pistas individuais (Gaustec Magnetismo, Nova Lima, Minas
Gerais, Brasil) (Fig. 4).

Fig. 4. Esteira utilizada para aclimatacéo, avaliacdo e exercicio fisico dos ratos — ver texto para
maiores detalhes. Fonte: arquivo pessoal.

Cada animal era mantido na esteira, ainda desligada, com inclinacdo da
pista a 15°, durante cinco minutos. Decorrido este tempo, a esteira era ligada e
a velocidade aumentada gradualmente por cinco segundos até atingir 10
metros por minuto (m/min). Os ratos foram, entdo, estimulados pela grade de
estimulacao elétrica (choque com intensidade de 0.1mA) a locomover-se sobre
a pista durante mais cinco minutos, ao final dos quais eram devolvidos as

respectivas gaiolas.

3.3 Avaliacdo do desempenho fisico

Animais jovens (com seis semanas de idade) foram submetidos a
avaliacdo individual do desempenho fisico, na mesma esteira elétrica ja
descrita, segundo protocolo proposto pelo laboratério de Endocrinologia e
Metabolismo, sob supervisdo do prof. Candido Celso Coimbra, do
departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB/UFMG (adaptado de Hussain et
al., 2001) e descrito a sequir.

A avaliacdo do desempenho fisico foi constituida de trés sessdes de
exercicios realizadas em dias alternados. De forma similar a fase de
aclimatacdo, inicialmente os ratos foram expostos ao aparato da esteira,
elétrica com velocidade nula por cinco minutos e, decorrido este periodo, a

velocidade da esteira foi aumentada gradualmente por cinco segundos até



atingir a velocidade de 10 m/min. A partir deste momento, a cada trés minutos,
a velocidade foi aumentada em um metro por minuto, até a fadiga. Considerou-
se como fatigado, o animal que permanecia imével sobre a grade de
estimulacdo elétrica durante dez segundos consecutivos ou durante dois
segundos, por no minimo trés vezes, em um periodo de 60 segundos. Nestas
situacdes, o animal era retirado da esteira, sendo registrado o tempo total de
permanéncia em atividade, assim como a velocidade maxima em que o animal
correu.

A cada trés minutos, o trabalho realizado pelo animal em um dia de
avaliacdo foi estimado (Balthazar et al., 2009), de acordo com a seguinte

formula:

W = p.t.v.senéd

Onde, W = trabalho em joules; p = peso corporal em Kg; t = tempo em
minutos; v = velocidade em m/min; send = seno da inclinagdo da esteira em
graus (15°).

O trabalho total do animal foi calculado pela média aritmética dos trés
dias de avaliagéo.

Sendo assim, a velocidade encontrada no momento, correspondente a
50-60% da média do trabalho total foi selecionada para ser utilizada durante o
exercicio fisico prévio a lesdo da SNpc ou administracdo de veiculo. A
avaliacdo do desempenho fisico possibilitou estabelecer os parametros de
exercicio fisico moderado para cada animal, individualmente. Os animais que
permaneceram imoéveis sobre a grade de estimulacdo elétrica durante dez
segundos consecutivos ou durante dois segundos, por no minimo trés vezes,
em um periodo de 60 segundos constituiram o grupo de animais sedentérios. O
grupo de animais sedentarios também incluiu animais que se deslocaram na

esteira, mas que nao foram submetidos ao exercicio fisico.
3.4 Exercicio fisico
O exercicio fisico, de intensidade moderada, consistiu em corrida na

esteira elétrica, por 30 minutos, com inclinagdo de 15° em sete dias

consecutivos durante trés semanas. Para caracterizacdo do exercicio fisico de



intensidade moderada, a velocidade correspondente a 50-60% da média do
trabalho total foi utilizada no exercicio fisico dos ratos, especifica para cada
animal (Brooks & White, 1978; Hussain et al., 2001).

3.5 Grupos experimentais

Apés as trés semanas de exercicio fisico em esteira, realizado por parte
dos animais, constituiram-se 0s seguintes grupos experimentais como explica a
tabela 1:
Tabela 1: DistribuicAo em grupos experimentais dos ratos Wistar sedentarios
(SED) ou exercitados (EX) em esteira com intensidade modera, previamente a
injecdo intranigral de 6-OHDA ou de seu veiculo (SHAM), e entdo submetidos a

eutanasia uma hora ou trés dias apos leséo.

Tempo apds a lesdo
Grupos Procedimentos experimentais (Eutanasia)

experimentais 1 hora 3 dias
SED Ratos sedentarios ndo submetidos a qualquer procedimento cirdrgico n=5 n=12
SED SHAM Ratos sedentéarios submetidos ao veiculo da 6-OHDA n=5 n=12
SED 6-OHDA Ratos sedentarios submetidos a lesdo da SNpc por 6-OHDA n=5 n=12
EX Ratos exercitados e ndo submetidos a qualquer procedimento cirdrgico n=5 n=12
EX SHAM Ratos exercitados submetidos ao veiculo da 6-OHDA n=5 n=12
EX 6-OHDA Ratos exercitados submetidos a leséo da SNpc por 6-OHDA n=5 n=12
TOTAL n =30 n=72

3.6  Analise comportamental

Os ratos foram submetidos aos testes comportamentais em dois
momentos: durante a uUltima semana de exercicio fisico, previamente a lesdo
por 6-OHDA e trés dias ap0s a injecao da 6-OHDA. Ratos sedentérios foram
avaliados nos mesmos dias que ratos exercitados.

Todos os ratos foram habituados ao experimentador por cinco minutos
imediatamente antes do teste. A realizacdo de cada teste em cada animal, com
excecdo do teste da impressdo de pata, foi registrada por meio de camera
digital Sony Cibershot, 7.2 megapixels, cuja filmagem era analisada
posteriormente para avaliagdo do desempenho motor dos animais. Cada teste

e seus respectivos aparatos estéo descritos a seguir.



3.6.1 Teste de impressao da pata (Foot print test)

Ratos EX, EX SHAM e EX 6-OHDA foram submetidos ao teste de
impressao de patas no ultimo dia de exercicio fisico, logo apds a realizacao
deste (dia 1). Ratos SED, SED SHAM e SED 6-OHDA foram testados no
mesmo dia em que os ratos exercitados. O teste foi repetido trés dias apos a
lesdo da substancia negra do mesencéfalo por 6-OHDA (SED 6-OHDA e EX 6-
OHDA) ou administracdo de seu veiculo (SED SHAM e EX SHAM) (dia 2).
Ratos ndo submetidos a qualquer procedimento cirdrgico (SED e EX) foram
avaliados nos mesmos dias que os demais animais.

Os animais tiveram suas patas dianteiras tingidas com tinta comercial
nao toxica (guache, Faber Castel, Sdo Carlos, S&o Paulo) e foram colocados
para caminhar em um corredor de madeira cujo chdo estava coberto por papel
milimetrado (40 cm x 12 cm) e que terminava numa caixa de madeira escura
(Fig. 5) (Fernagut et al., 2002; Metz et al., 2005).

Figura 5: Vista geral do aparato utilizado para o teste de impresséao da pata — ver texto para
maiores detalhes. Fonte: arquivo pessoal.

O numero de passos, o comprimento da passada, o comprimento do
passo e a largura do passo (Fig. 6) foram os parametros mensurados
manualmente e analisados. Entende-se por passo (Fig. 6a) a distancia entre a
impressao da pata direita e a impressdo da pata esquerda. A passada (Fig. 6b)
foi determinada pela medida da distancia entre a impressao de uma pata
(direita ou esquerda) e a proxima impressao da pata ipsilateral. O comprimento
do passo e da passada sdo medidas parciais, indicativas da velocidade e
estabilidade durante a marcha. Finalmente, por largura do passo (Fig. 6c)



define-se a distancia entre a impressao das patas direita e esquerda dentro do
mesmo passo. A largura do passo é medida indicativa da base de suporte e do
centro de gravidade durante a marcha, assim como da estabilidade postural
dindmica. A figura 7 é representativa do teste da impressdo das patas
dianteiras realizado em animal jovem sedentario, ndo submetido a qualquer
procedimento cirargico (SED).

6 7
E D ‘e
‘. .' S g.l(:gj
i :Jl
o0 o
.. ...... ...... -
v
- a
Y | .
H 31 (e-D)
Y ey e
... E \;‘
(YN ‘b i i
w i
.--'! !.---j % 23(3=9)
» A
i ';%a
.. c 1

e
@
i

e}

=2

> u

Fig. 6: Medidas analisadas no teste de impressdao Fig. 7: Figura representativa da
da pata. E: lado esquerdo. D: lado direito. impressdo das patas dianteiras de
a: passo. b: passada. c: largura do passo. Fonte: animal jovem (SED). Fonte: arquivo
arquivo pessoal pessoal.

As médias dos valores obtidos para o comprimento do passo,
comprimento da passada e para largura do passo foram comparadas atravées

de anélise intra e intergrupos.

3.6.2 Teste natrave de equilibrio (Beam balance test)



Ratos EX, EX SHAM e EX 6-OHDA foram submetidos ao teste na trave
de equilibrio em trés tentativas consecutivas na Ultima semana de exercicio
fisico, logo apds a realizacéo deste. As duas primeiras tentativas constituiram a
fase de adaptacdo e aprendizagem. A terceira compds a avaliagdo prévia a
leséo e foi denominada dia 1. Ratos SED, SED SHAM e SED 6-OHDA foram
testados no mesmo dia em que os ratos exercitados. O teste foi repetido trés
dias apés a lesdo da substancia negra do mesencéfalo por 6-OHDA (SED 6-
OHDA e EX 6-OHDA) ou administracdo de seu veiculo (SED SHAM e EX
SHAM) (dia 2). Ratos ndo submetidos a qualquer procedimento cirtrgico (SED
e EX) foram avaliados nos mesmos dias que os demais animais.

O aparato da trave de equilibrio consistiu em uma placa de madeira
(31.5 cm x 1.8 cm) (Fig. 8), elevada a 80 cm do ch&o por suportes também de
madeira. Cada animal foi colocado individualmente sobre a trave de equilibrio
por 60 segundos (tempo de permanéncia ou laténcia). Em caso de queda ou se
o animal descesse do equipamento, a laténcia era registrada (Fugimoto et al.,
2004; Kharatishvili et al., 2009). Com o objetivo de amortecer possivel queda

do animal, uma caixa contendo maravalha foi colocada abaixo do equipamento.

Figura 8: Vista geral do aparato utilizado para o teste na trave de equilibrio — ver texto para
maiores detalhes. Fonte: arquivo pessoal.

As médias dos valores obtidos para laténcia foram comparadas através

de analise intra e intergrupos.
3.6.3 Teste na grade vertical (Vertical grid test)
Ratos EX, EX SHAM e EX 6-OHDA foram submetidos ao teste na grade

vertical em duas tentativas consecutivas na uUltima semana de exercicio fisico,

logo apdés a realizagdo deste. A primeira tentativa constituiu a fase de



adaptacao e aprendizagem. A segunda compds a avaliacdo prévia a leséo e foi
denominada dia 1. Ratos SED, SED SHAM e SED 6-OHDA foram testados no
mesmo dia em que os ratos exercitados. O teste foi repetido trés dias apos a
lesdo da substancia negra do mesencéfalo por 6-OHDA (SED 6-OHDA e EX 6-
OHDA) ou administragdo de seu veiculo (SED SHAM e EX SHAM) (dia 2).
Ratos ndo submetidos a qualquer procedimento cirargico (SED e EX) foram
avaliados nos mesmos dias que os demais animais.

O aparato para o teste da grade vertical consistiu em um equipamento
de madeira de 15 x 60 x 5 cm, com uma tela de arame com malha de 0.8 x 0.8
cm, adaptado de Kim et al. (2010). Para estabilidade, a parte inferior do aparato

possui uma extensdo de 12 cm para frente e para tras (Fig. 9).

Figura 9: Vista geral do aparato utilizado para o teste na grade vertical — ver texto para maiores
detalhes. Fonte: arquivo pessoal.

Durante o procedimento experimental, o rato foi cuidadosamente
posicionado com a cabeca dirigida para cima, a cinco centimetros do topo,
permitindo-lhe o movimento de virar e descer. Os parametros analisados foram
0 tempo gasto para girar da posicdo inicial para a posi¢cdo de descida, tempo
gasto para descer e tempo total de teste, desde a colocagdo do animal no
aparato até sua chegada a base. Este teste oferece o componente de
movimento do animal contra e a favor a gravidade, exigindo maior controle,
coordenacao motora e equilibrio dindmico. O objetivo deste teste foi verificar a
capacidade do rato em descer da grade com o focinho direcionado para baixo,

em menor tempo possivel, sem deslizes ou quedas.



As médias dos valores registrados de tempo gasto para girar da posi¢ao
inicial para a posicdo de descida, tempo gasto para descer e tempo total de

teste foram comparadas através de andlise intra e intergrupos.

3.6.4 Teste no campo aberto (Open field test)

Ratos EX, EX SHAM e EX 6-OHDA foram submetidos ao teste no
campo aberto no ultimo dia de exercicio fisico, logo apds a realizacdo deste
(dia 1). Ratos SED, SED SHAM e SED 6-OHDA foram testados no mesmo dia
em que os ratos exercitados. O teste foi repetido trés dias apos a lesdo da
substancia negra do mesenceéfalo por 6-OHDA (SED 6-OHDA e EX 6-OHDA)
ou administracdo de seu veiculo (SED SHAM e EX SHAM) (dia 2). Ratos nao
submetidos a qualquer procedimento cirtrgico (SED e EX) foram avaliados nos
mesmos dias que os demais animais.

O aparato de campo aberto consistiu em uma caixa de madeira (60 x 60
x 30 cm) sem tampa, em cujo interior os animais foram mantidos por cinco

minutos (Fig. 10).

Figura 10: Vista geral do aparato utilizado para o teste no campo aberto — ver texto para
maiores detalhes. Fonte: arquivo pessoal.

O piso da caixa foi virtualmente dividido em quatro quadrantes. Os
animais foram sempre colocados no quadrante superior esquerdo. Os
paradmetros analisados foram o numero de quadrantes visitados, o numero de
rearing, posicao caracterizada pelo apoio somente das patas traseiras e o
tempo gasto em grooming, ritual de limpeza da cabeca, vibrissas, tronco,

genitais e rabo (Fornaguera et al., 2001).



As médias dos valores obtidos para numero de quadrantes visitados,
namero de rearing e tempo gasto em grooming foram comparadas através de

andlise intra e intergrupos.

3.7 Inducéo de lesdo aguda da substancia negra pars compacta
(SNpc)

Conforme indicado pela tabela 1, parte dos ratos, exercitados ou néo,
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para injecdo de 6-OHDA, ou de seu
veiculo, na substancia negra do mesencéfalo pars compacta, do lado direito,
como descrito em trabalho prévio deste grupo (Hoffert, L., 2007).

Os animais foram anestesiados com 2.2.2-tribromoetanol (25mg/100 g
de peso corporal) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A localizacdo da
substancia negra do mesencéfalo, lado direito, foi estimada com bregma e
lambda horizontais e com as coordenadas estereotaxicas adaptadas de
Paxinos e Watson (2005): anteroposterior (AP) -5.2 mm, médio-lateral (ML) -2.2
mm, dorsoventral (DV) -8.6 mm, a partir do bregma. Para a injecao
intraparenquimatosa de 6-OHDA ou de seu veiculo, utilizou-se agulha (13 x 0.3
mm ou 30 Gauge) (BD, Franklin Lakes, NJ, EUA), conectada a uma seringa de
10 pl (Hamilton Microliter Gastight Syringer, Reno, NV, EUA) por meio de um
tubo de polietileno (Intramedic Poliethilene Tubes, Clay Adams, BD, Franklin
Lakes, NJ, EUA). A solucgéo estéril de 6-OHDA (Sigma Aldrich LLC, St. Louis,
MO, EUA), na concentragdo de 2.5 mg/ml contendo NaCl 0.9% e &cido
ascorbico a 0.02% foi utilizada imediatamente ap0s seu preparo. Injetou-se
volume de 4 pl por animal, com auxilio de bomba injetora manual, a velocidade
de 0.5 pl/min, durante 8 minutos. A agulha permaneceu posicionada por dois
minutos adicionais apés a injecdo, para permitir a difusdo completa de toda
solugéo.

Finalizado o procedimento, e apds sutura da pele, os animais
permaneceram em gaiolas individuais até a recuperacdo do estado induzido
pela anestesia. O procedimento cirdrgico de cada animal ndo excedeu 60
minutos. Os animais permaneceram no biotério de experimentacdo do

Departamento de Morfologia por trés dias ou foram levados para sala de



eutanasia para colheita de material uma hora ap6s administracdo intranigral de
6-OHDA.

3.8 Eutanasia

Trés dias ap6s a administracdo de 6-OHDA ou de seu veiculo, animais
de cada um dos referidos grupos experimentais foram anestesiados por injecao
intraperitoneal de 2.2.2-tribromoetanol (25mg/100 g de peso corporal) (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e entdo submetidos a eutanasia. Os animais cujo
material coletado visava analise imunohistoquimica foram fixados por perfusédo
intracardiaca, utilizando-se paraformaldeido 4% em solucédo de tampéao fosfato,
0.1M, pH 7.2. Os animais cujo material coletado objetivava a dosagem de
fatores neurotréficos ndo foram submetidos a fixacdo. A eutanasia de animais
que nao foram submetidos a fixacdo se deu por decapitacdo apOs anestesia.
Procedeu-se a retirada do encéfalo do cranio. Amostras dos lados direito e
esquerdo da por¢ao ventral do mesencéfalo e do striatum foram coletadas. No
caso de amostras frescas, as mesmas foram dissecadas, imediatamente
congeladas em gelo seco e estocadas a -70°C até processamento pela técnica
de ELISA. No caso de amostras fixadas, foram coletados cortes coronais de
aproximadamente 0.5 cm de espessura, abrangendo a regido desejada, porcao
ventral do mesencéfalo (bregma -4.8 mm to -5.3 mm), os quais foram imersos
por trés dias na mesma solucédo fixadora de paraformaldeido 4% em solucdo
de tampé&o fosfato, 0.1M, pH 7.2 e processados para inclusédo em parafina.

3.9 Identificacédo imunohistoquimica de neurénios
dopaminérgicos (tirosina hidroxilase — TH - positivos) e astrocitos
(Proteina Acidica Fibrilar Glial - GFAP- positivos) na substancia negra do

mesencéfalo

Seccdes frontais de 5um de espessura foram obtidas em micrétomo,
sendo que a primeira seccdo obtida foi corada com Azul de Toluidina para
localizagdo precisa da area histologica a ser analisada. As secgdes

subsequentes foram submetidas a processo de imunomarcacéo para TH ou



para GFAP. Resumidamente, para bloqueio prévio de peroxidase enddgena,
utilizou-se solucao aquosa de peréxido de hidrogénio a 0.6 % e metanol a 10%.
Para impedir a ligagdo entre avidina e biotina endogena, foi utilizado o kit de
bloqueio Vector (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Para bloqueio de
ligacdo inespecifica do anticorpo foi utilizado soro normal de cabra a 10% em
PBS. As secc¢bes foram, entdo, incubadas com anticorpo primario monoclonal
anti-tirosina hidroxilase (Roche, Alemanha) ou com anticorpo policlonal anti-
GFAP (Santa Cruz Biotechnology, California, EUA), ambos diluidos na
proporcao de 1:100, em tampéao PBS, por aproximadamente 12 horas, seguido
por incubacdo com anticorpo anti-espécie biotinilado, na proporcao de 1:100
em PBS, por uma hora. A imunoreatividade foi visualizada utilizando-se
complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
EUA) e revelacdo enzimatica por imersdo das seccbes em solucdo aquosa de
3.3’-diaminobenzidina a 0.05 %, contendo 0.01% de H,O, (Sigma Aldrich LLC,
St. Louis, MO, EUA). Todo o procedimento foi realizado em camara umida.

Os neurbnios TH-positivos com nucleos visiveis no plano de corte foram
contados por area de substancia negra do mesencéfalo pars compacta do lado
direito e do lado esquerdo em cada animal, em todos 0S grupos experimentais.
A taxa de sobrevivéncia dos neur6nios foi calculada em porcentagem relativa a
densidade de células TH-positivas no lado lesado (direito) dividido pela
densidade de células TH-positivas no lado intacto (esquerdo), de acordo com
Yoon et al. (2007).

Para contagem de astrocitos GFAP positivos foi calculada a area de
imunoreatividade (caracterizada como densidade de marcacdo) em uma area
total de 196 x 10* um? da porcao ventral do mesencéfalo, do lado direito e do
lado esquerdo em cada animal em todos os grupos experimentais. A densidade
dos astrécitos foi calculada como a densidade de marcacéo positiva no lado
direito dividido pela densidade de marcacgao positiva no lado esquerdo.

As imagens foram obtidas no microscopio Axioplan-2 (Zeiss, Jena,
Alemanha) e analisadas pelo software AxionVision (versdo 4.7, Zeiss, Jena,

Alemanha).



3.10 Dosagens dos niveis teciduais de fatores neurotroficos

Para a andlise dos niveis de fatores neurotroficos na por¢cdo ventral do
mesencéfalo e striatum, além dos animais indicados pela tabela 1, foram
utilizados 60 animais adultos, com 24 semanas de idade, submetidos ou néo a
exercicio fisico prévio com intensidade moderada, em esteira, por trés
semanas e submetidos, ou ndo a lesdo por 6-OHDA. Os grupos experimentais
dos animais adultos seguiram o protocolo experimental dos animais jovens,
porém, cinco animais foram utilizados em cada subgrupo experimental.

Para dosagem de fatores neurotréficos, utilizou-se tecido congelado
fresco. Amostras de tecido da porcéo ventral do mesencéfalo e striatum dos
animais jovens e adultos, sacrificados uma hora ou trés dias apos a
administracdo de 6-OHDA, foram homogeneizadas e tratadas de acordo com
Bennett et al. (1999), como se segue. As amostras foram imersas em 600 pl de
tampéo de lise, contendo inibidores enzimaticos, preparado no dia e mantido
no gelo (TRIS-HCI 20 mM — pH 8, NaCl 137 mM, NP40 1%, Glicerol 10%,
Aprotinina A 1mM, Pepstatina A 1uM, EDTA 10 mM, E-64 10 uM, Vanadato de
sédio 0.5 mM). As amostras foram trituradas em sonicador ultra-sénico
(Ultrasonic Processor) por dez segundos, mantendo-se o recipiente em gelo
para evitar o aquecimento da amostra. Apos este procedimento, as amostras
foram centrifugadas (centrifuga Jouan) a 14.000 rpm, por 20 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram coletados e novamente estocados a —70° C, até o uso
para dosagem de fatores neurotréficos e quantificagcdo da proteina total
tecidual.

Para a quantificacdo de fatores neurotréficos utilizou-se o método de
ELISA (“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”), tipo sanduiche, usando kits e
protocolos da R & D Systems Inc. (Minneapolis, MN, EUA) para ambos o0s
fatores neurotroficos (BDNF e GDNF). A quantificacdo de proteina total nos
tecidos foi realizada através do método colorimétrico de Bradford (1976). A
concentracdo de BDNF e de GDNF no tecido foi expressa em pg do fator por
mg de proteina total.

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpo de captura na

concentracéo de 5.6 ul/ml, diluido em PBS estéril, por uma noite, a temperatura



ambiente. As placas foram lavadas com PBS contendo 0.05% Tween 20 e
incubadas com solucdo de bloqueio (PBS/BSA 1%) de sitios inespecificos,
durante uma hora em temperatura ambiente. As placas foram novamente
lavadas e procedeu-se a adicdo das amostras de tecidos, em duplicata,
previamente homogeneizadas e diluidas de forma a trazer os niveis de GDNF
ou BDNF para valores constantes na curva padréo do sistema. Em cada placa,
fez-se curva padrdo da proteina quantificada, de acordo com o protocolo
estabelecido. Pocos sem a adicdo de amostras, contendo somente tampao
diluente, foram também processados, para controle da técnica. As amostras
permaneceram no processo de incubacdo por duas horas, em temperatura
ambiente. Apds lavagem, as placas foram incubadas por duas horas em
temperatura ambiente, com o0 anticorpo de deteccdo biotinilado, na
concentracdo de 5.6 pl/ml, dissolvido em PBS/BSA 1% e, a seguir, com
estreptavidina conjugada a peroxidase (5 ul/ml), durante 20 minutos, no escuro.
A revelacao foi realizada pela adicdo de substrato para a peroxidase, durante
20 minutos. A reacéo foi interrompida pela adicdo de H,SO,4 2N e a leitura dos
resultados foi realizada no leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices,
LLC, EUA), com comprimento de onda de 450 nm. Os valores obtidos foram
analisados pelo programa SOFTmax Pro versao 3.1.1.

Para quantificacdo de proteina total nos sobrenadantes das amostras,
as mesmas foram diluidas e distribuidas em placas de 96 pocos e a elas foi
acrescentada solucao de Azul Cromassie G-250, preparada conforme protocolo
citado (Bradford, 1976). As amostras foram acrescentadas em duplicatas e
permaneceram no processo de incubacédo por 10 a 15 minutos, em temperatura
ambiente, protegidas da luminosidade. A leitura dos resultados foi realizada no
leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices, LLC, EUA), com
comprimento de onda de 600 nm. Os valores obtidos foram analisados pelo
programa SOFTmax Pro versdo 3.1.1. Em cada placa, fez-se uma curva de
calibracdo com BSA e pocos sem a adicdo de amostras também foram

analisados para controle de leitura inespecifica.



3.11 Confeccao dos gréaficos e analise estatistica

Para andlise estatistica e confec¢cdo dos graficos utilizou-se o programa
GraphPad Prism versédo 4.00 (GraphPad Software Incorporated).

Para todas as variaveis, aplicou-se primeiramente o teste de normalidade
Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo normal das amostras. Apés a
confirmagédo de que os dados eram paramétricos, aplicou-se o teste teste t
pareado para grupos dependentes ou teste t ndo pareado para grupos
independentes (de acordo com o valor do coeficiente de variacdo). O valor de

significancia foi estabelecido em 5%.



4. RESULTADOS




4.1 Desempenho fisico de ratos durante a avaliacdo em esteira

A avaliagdo do desempenho fisico foi realizada na sexta semana de vida
dos animais jovens, enquanto os animais adultos foram avaliados durante sua
252 semana de idade.

Os animais jovens permaneceram em movimento sobre a esteira
durante 14 minutos e 26 segundos, em média, alcancando a velocidade
maxima média de 15 m/min. Nesta velocidade, os ratos frequentemente
apresentaram passos de corrida. Na avaliacdo do desempenho fisico de
animais adultos, estes estiveram em deslocamento por 4 minutos, em média, e
apresentaram velocidade maxima média de 10 m/min.

Ao se calcular a velocidade da corrida em esteira dos animais jovens e
adultos, correspondente a 50-60% do trabalho méaximo realizado, obteve-se a
distribuicdo percentual e freqiéncia acumulada para cada velocidade em que
0s animais foram exercitados, apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo percentual de ratos jovens e adultos de acordo com a velocidade da

corrida em esteira, calculada a partir da avaliacdo do desempenho fisico.

Velocidade de | Ratos jovens Frequéncia Ratos adultos Frequéncia
corrida (m/min.) acumulada acumulada
(%) (%) (%) (%)
0 50 50 53 53
10 - - 47 100
11 30 80 -
14 15 95 -
15 5 100 -
Total 100 100

Este resultado indica, por meio da analise da frequéncia acumulada, que
animais jovens demonstraram desempenho variado quando comparados aos
animais adultos. Enquanto ratos jovens foram submetidos a corrida na esteira
em velocidades entre 11 e 15 m/min., os ratos adultos se exercitaram a 10

m/min., de acordo com a avaliacéo individual do desempenho fisico.



Os animais adultos foram utilizados somente para analise de fatores
neurotréficos na porcéo ventral do mesencéfalo e striatum, uma hora ou trés
dias apos a administracdo de 6-OHDA ou veiculo.

Vale ressaltar novamente que os animais do grupo SED (sedentério) ou
EX (exercitado) ndo foram submetidos a qualquer procedimento cirdrgico,
enquanto animais SED SHAM e EX SHAM foram submetidos ao veiculo da 6-
OHDA e ratos SED 6-OHDA e EX 6-OHDA foram submetidos a lesdo da SNpc

pela neurotoxina catecolaminérgica 6-OHDA.

4.2 Parametros comportamentais motores sao influenciados pelo

exercicio fisico prévio a lesdo por 6-OHDA em ratos jovens

4.2.1 Teste de impresséo de pata (Footprint test): exercicio fisico prévio
a lesdo reduz a instabilidade postural dindmica induzida pela leséo por 6-OHDA

de ratos jovens durante o teste de impressao de pata

A analise de marcha dos ratos teve por objetivo verificar o padréo de
caminhada por meio da visualizacdo das impressdes das patas dianteiras e
baseou-se no numero de passos, no comprimento da passada e no
comprimento e largura do passo. As avaliagdes foram realizadas em dois dias
de teste: o dia 1, ou teste do comportamento prévio a lesdo e o dia 2, ou
momento poés-lesdo, o qual aconteceu trés dias apdés a administracdo de 6-
OHDA.

Os ratos SED, SED SHAM e SED 6-OHDA néo apresentaram diferenca
significativa no nimero de passos, comprimento do passo e comprimento da
passada (Fig. 11).

Os animais sedentarios submetidos a lesdo por 6-OHDA (SED 6-
OHDA), entretanto, demonstraram instabilidade postural dinamica evidenciada
por maior largura do passo no dia 2 quando comparados ao resultado pré-leséo
(dia 1) e quando comparados aos demais animais do grupo sedentario no dia 2
(SED e SED SHAM) (Fig. 11D). Ratos SED 6-OHDA ainda apresentaram maior
base de suporte quando comparados a animais EX 6-OHDA (Fig. 11D vs. fig.
12D).



Por outro lado, animais EX, EX SHAM ou EX 6-OHDA nao apresentaram
diferenca significativa no nimero de passos, no comprimento da passada, no
comprimento do passo e nem na largura do passo (Fig. 12).

Estes resultados indicam que trés semanas de exercicio em esteira
previamente a lesdo por 6-OHDA foram capazes de impedir a instabilidade
postural dinamica durante a marcha, demonstrada por alargamento da base de
suporte (aumento da largura do passo), vista em animais sedentéarios. Este fato
possivelmente é devido a pratica de exercicio fisico em esteira que, na
velocidade usada, os ratos frequentemente apresentaram passos de corrida e
nesta situacao, a base de suporte encontra-se reduzida.

Os valores amostrais (n), médias e erros médios padréo (EMP) da (s)
variavel (is) descrita (s) encontram-se nos anexos | a IV, paginas 128 a 131.



Figura 11. Les&o por 6-OHDA gera instabilidade postural dindmica durante a marcha de ratos
sedentarios. Animais sedentarios submetidos a 6-OHDA (dia 2) apresentam passos mais largos
do que apresentavam antes da lesao (dia 1) e também mais largos que animais nao lesados.
(A) Numero de passos dados sobre papel milimetrado no corredor de 40 cm de comprimento.
(B) Comprimento da passada. (C) Comprimento do passo. (D) Largura do passo. D: direito. E:
esquerdo. Os valores representam as médias (+EMP). Andlise estatistica: Teste t de Student. *
= p < 0.05 (vs. dia 1 — analise intragrupo, vs. dia 2 — animais — SED, SED SHAM e EX 6-
OHDA).
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Figura 12. Exercicio prévio em esteira impede instabilidade postural dindmica durante a marcha
de ratos. Animais exercitados submetidos a 6-OHDA (dia 2) apresentam a mesma largura de
passos do que apresentavam antes da lesdo (dia 1) e também de igual largura que animais
nao lesados. (A) Nimero de passos dados sobre papel milimetrado no corredor de 40 cm de
comprimento. (B) Comprimento da passada. (C) Comprimento do passo. (D) Largura do passo.
D: direito. E: esquerdo. Os valores representam as médias (tEMP). Analise estatistica: Teste t
de Student.

Figura 12:
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4.2.2 Teste na trave de equilibrio (Beam balance test): a lesdo nao

altera o equilibrio estético e dindmico de ratos exercitados

A anadlise do desempenho dos ratos na trave de equilibrio baseou-se no
tempo de permanéncia ou laténcia sobre o aparato de teste, avaliado em dois
dias. O objetivo deste teste foi o de verificar a permanéncia dos animais em
equilibrio estatico ou dindmico durante 60 segundos sobre uma base de
suporte reduzida.

O dia 1 indicou resultados pré-lesdo. Animais nao lesados (SED e EX)
foram avaliados também uma 22 vez. O dia 2, somente nos grupos SED 6-
OHDA e EX 6-OHDA, caracterizou-se como momento poés-lesdo, e
correspondeu ao terceiro dia apos a administracdo de 6-OHDA.

N&o houve diferenca significativa na laténcia sobre o aparato da trave de
equilibrio nos grupos de animais SED (ndo submetidos a qualquer
procedimento cirdrgico), SED SHAM (submetidos ao veiculo da 6-OHDA), ou
SED 6-OHDA (submetidos a 6-OHDA) (Fig. 13A).

A figura 13B indica que animais dos grupos EX, EX SHAM e EX 6-
OHDA também nédo apresentaram diferenca significativa nos resultados entre
dia 1 e 2 (Fig. 13B).

Quando se avaliou apenas o dia 2, ndo houve diferenca significativa
entre todos os grupos, porém, houve uma tendéncia no grupo EX 6-OHDA em
permanecer um tempo maior sobre o aparato de teste (Fig. 13C).

Os valores amostrais (n), médias e erros médios padrédo (EMP) da (s)
variavel (is) descrita (s) encontram-se no anexo V, pagina 132.



Figura 13. Desempenho de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou ndo a leséo por
6-OHDA ou seu veiculo na trave de equilibrio. Laténcia ndo é modificada pela leséo por
exercicio prévio ou exposicdo a 6-OHDA. (A) Laténcia (tempo de permanéncia no total de 60
segundos) de ratos sedentérios (SED). (B) Laténcia de ratos exercitados (EX). (C) Laténcia de
ratos sedentdrios ou exercitados, submetidos ou ndo a lesdo por 6-OHDA no dia 2. Os valores

representam as médias (xEMP). Andlise estatistica: Teste t de Student.
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4.2.3 Teste na grade vertical (Vertical grid test): ratos sedentarios
submetidos a lesdo por 6-OHDA despenderam mais tempo durante o teste
guando comparados a ratos previamente exercitados e lesados

O equilibrio dindmico também foi avaliado na grade vertical, pois este
teste adicionou o componente de movimento do animal contra a gravidade,
exigindo maior controle e coordenagdo motora. O objetivo deste teste foi
verificar a capacidade do rato em girar da posi¢ao inicial, com o focinho
direcionado para cima, para a posicdo de descida, com o focinho direcionado
para baixo e descer do aparato, em menor tempo possivel, sem deslizes ou
quedas.

A analise do desempenho dos ratos na grade vertical baseou-se nos
seguintes parametros: tempo para girar no aparato, o tempo gasto para descer
e 0 somatorio destes dois fatores, o tempo total despendido no teste. O teste
foi avaliado em dois dias. O dia 1 indicou resultados pré-lesdo. Animais ndo
lesados (SED e EX) foram avaliados também uma 22 vez. O dia 2, somente
nos grupos SED 6-OHDA e EX 6-OHDA, caracterizou-se como momento pos-
leséo, e correspondeu ao terceiro dia ap6s a administracdo de 6-OHDA.

O teste na grade vertical demonstrou diferencas no comportamento
motor dos animais sedentérios (Fig. 14) e dos ratos exercitados (Fig. 15).

Nos animais SED, SED SHAM e SED 6-OHDA néo houve diferenca
significativa no tempo para girar. Pode-se observar que apds a inje¢ao por 6-
OHDA, os ratos do grupo SED 6-OHDA apresentaram tendéncia em gastar
mais tempo para descer. Estes animais, SED 6-OHDA apresentaram maior
tempo total ap6s a lesédo (dia 2) quando comparados ao comportamento pré-
leséo (dias 1), indicando instabilidade postural.

A andlise comportamental na grade vertical dos animais exercitados
demonstrou que eles foram capazes de manter o tempo gasto para girar,
descer e o tempo total despendido na realizacdo do teste, indicando que o
exercicio fisico prévio foi capaz de prevenir a dificuldade motora em realizar o
teste que exigiu for¢ca e coordenacado motora contra gravidade.

Comparando-se o comportamento na grade vertical no dia 2, os animais
sedentarios submetidos a 6-OHDA (SED 6-OHDA) gastaram mais tempo total

durante o teste quando comparados aos ratos EX 6-OHDA (Fig. 16).



Os valores amostrais (n), médias e erros médios padrdo (EMP) da (s)

variavel (is) descrita (s) encontram-se nos anexos VI a VIII, paginas 133 a 135.



Figura 14. Desempenho de ratos jovens sedentarios no teste na grade vertical. Ratos
sedentarios submetidos a 6-OHDA gastam mais tempo total para realizar o teste do que
animais nao lesados (A) Tempo para girar. (B) Tempo para descer. (C) Tempo total. Os valores
representam as médias (*EMP). Analise estatistica: Teste t de Student. * = p < 0.05 (vs. dia 1 —

andlise intragrupo).
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Figura 15. Desempenho de ratos jovens exercitados no teste na grade vertical. Ratos
exercitados ndo exibem dificuldade nos movimentos coordenados contra a gravidade,
demonstrada pelo aumento do tempo total gasto no teste. (A) Tempo para girar. (B) Tempo

para descer. (C) Tempo total. Os valores representam as médias (xEMP). Andlise estatistica:

Teste t de Student.
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Figura 16. Desempenho na grade vertical de ratos jovens submetidos a lesédo por 6-OHDA,
sedentarios ou previamente exercitados. Ratos sedentarios e lesados (SED 6-OHDA) gastam
mais tempo para terminar o teste quando comparados a ratos exercitados e lesados (EX 6-

OHDA). Tempo total para realizar o teste. Os valores representam as médias (zEMP). Analise
estatistica: Teste t de Student. * = p < 0.05 (vs. EX 6-OHDA).
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4.2.4 Teste no campo aberto (Open field test): exercicio prévio a lesédo
por 6-OHDA ndo modifica comportamento motor exploratorio e movimentacao

espontanea

A analise do comportamento exploratério e da movimentagcao
espontanea foi avaliada no teste no campo aberto durante cinco minutos em
dois dias de teste, o dia 1, ou analise pré-lesdo e o dia 2, que se caracterizou
como avaliacao pos-lesdo e que ocorreu trés dias apos a injecao de 6-OHDA.

Os parametros analisados foram o numero de quadrantes visitados, 0
namero de vezes em que o0 animal se apoiou somente nas patas traseiras
(rearing) e o tempo gasto em rituais de higiene da cabeca e vibrissas e corpo
(grooming).

N&o houve diferenca significativa nos parametros avaliados em todos os
grupos de animais SED, SED SHAM e SED 6-OHDA (Fig. 17), assim como nos
ratos EX, EX SHAM e EX 6-OHDA (Fig. 18).

Os valores amostrais (n), médias e erros médios padrdo (EMP) da (s)

variavel (is) descrita (s) encontram-se nos anexos I1X a Xl, paginas 136 a 138.



Figura 17. Desempenho motor exploratério e movimentagao espontanea de ratos sedentarios
no teste no campo aberto. Independentemente de serem exercitados ou ndo e submetidos a
lesdo ou ndo, ndo houve alteracao nas respostas durante o teste no campo aberto. (A) Nimero
de quadrantes visitados em 5 minutos. (B) Numero de rearing (nUmero de vezes em que 0
animal se apoiou somente nas patas traseiras). (C) Tempo gasto em grooming. (rituais de
higiene da cabeca, vibrissas, tronco, genitais e rabo). Os valores representam as médias
(xEMP). Andlise estatistica: Teste t de Student.
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Figura 18: Desempenho motor exploratério e movimentagao espontanea de ratos sedentarios
no teste no campo aberto. Independentemente de serem exercitados ou ndo e submetidos a
lesdo ou ndo, ndo houve alteracao nas respostas durante o teste no campo aberto. (A) Nimero
de quadrantes visitados em 5 minutos. (B) Numero de rearing (nUmero de vezes em que 0
animal se apoiou somente nas patas traseiras). (C) Tempo gasto em grooming. (rituais de
higiene da cabega e vibrissas). Os valores representam as médias (+EMP). Analise estatistica:

Teste t de Student.
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4.3 Exercicio prévio em esteira ndo impede a morte dos

neurdnios dopaminérgicos da substancia negra do mesencéfalo

A técnica imunohistoquimica para identificacdo de neurbnios
dopaminérgicos TH-positivos na SNpc evidenciou intensa marcac¢ao dos corpos
e prolongamentos neuronais em ambos os lados, esquerdo e direito, na SNpc
dos animais do grupo SED (ndo submetidos a qualquer procedimento cirargico)
(Fig. 19A, B), SED SHAM (submetidos ao veiculo da 6-OHDA) (Fig. 19C,D)
assim como nos animais EX (Fig. 19G, H) e EX SHAM (Fig. 191, J).

Trés dias apos a lesdo por 6-OHDA, a analise imunohistoquimica e
andlise quantitativa, por meio de contagem neuronal dos neurdnios TH-
positivos na SNpc dos animais, revelaram que, independentemente de serem
sedentarios (SED 6-OHDA) (Fig. 19E, F) ou exercitados (EX 6-OHDA) (Fig.
19K, L), a injecdo de 6-OHDA promoveu intensa reducdo da imunomarcacao
dos neurdnios TH-positivos somente na SNpc direita, local da injecao (Fig. 19F,
L).

Quando se comparou a densidade neuronal entre os lados direitos da
SNpc de ratos SED 6-OHDA e EX 6-OHDA, nao houve diferenca significativa
entre estes resultados (Fig. 20).

Os valores amostrais (n), médias e erros médios padrédo (EMP) da (s)
variavel (is) descrita (s) encontram-se no anexo Xll, pagina 139.



Figura 19. Fotografias representativas da substancia negra do mesencéfalo pars compacta
(SNpc) submetidas a imunomarcacédo especifica para TH. (A-F): Ratos jovens sedentarios
(SED). (G-L): Ratos jovens exercitados (EX). Ratos SED (A, B), SED SHAM (C, D), EX (G, H) e
EX SHAM (I, J) apresentaram intensa imunomarcacao dos corpos e prolongamentos neuronais
bilateramente na SNpc. Trés dias apés a injecdo de 6-OHDA, a imunomarca¢do dos corpos e
prolongamentos neuronais foi drasticamente reduzida somente no lado direito dos animais SED
6-OHDA (F) e EX 6-OHDA (L) submetidos a lesdo por 6-OHDA. Seta: corpo neuronal. Cabeca

de seta: prolongamento neuronal. *; vaso sanguineo.
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Figura 20. Exercicio prévio em esteira ndo foi capaz de prevenir a morte dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra do mesencéfalo. A densidade dos neurdnios TH-positivos
em ratos sedentdrios e exercitados, lesados ou ndo. A andlise imunohistoquimica foi realizada
trés dias ap0s a injecdo de 6-OHDA foi calculada ap6s anélise quantitativa por contagem dos
corpos neuronais. Os valores representam as médias (:tEMP). Andlise estatistica: Teste t de
Student.* p<0,05.
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4.4  Exercicio fisico prévio em esteira ou lesdo da SNpc né&o
modificou a densidade de astrécitos na porgcdo ventral do

mesencéfalo

A técnica imunohistoquimica e analise quantitativa dos astrocitos GFAP-
positivos na porcao ventral do mesencéfalo revelaram que ndo houve diferenca
entre 0s grupos de animais apoés a lesdo por 6-OHDA, sejam eles sedentéarios
ou exercitados, submetidos ou ndo a injecdo de 6-OHDA (Fig. 21 e 22). A
observagcdo da densidade de astrocitos GFAP-positivos na por¢do ventral do
mesencéfalo revelou tendéncia a maior nimero destas células por area em
animais EX e EX 6-OHDA quando comparados aos SED e SED 6-OHDA.

Os valores amostrais (n), médias e erros médios padrédo (EMP) da (s)

variavel (is) descrita (s) encontram-se no anexo Xlll, pagina 139.



Figura 21. Fotografias representativas da porcao ventral do mesencéfalo submetida a
imunomarcacdo especifica para Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP). (A-F): Ratos jovens
sedentarios (SED). (G-L): Ratos jovens exercitados (EX). Ndo houve diferenca na densidade de
imunomarcacao para GFAP entre os ratos SED (nado lesados) (A, B), SED SHAM (C, D), ou EX
(ndo lesados) (G, H), EX SHAM (I, J), e animais submetidos a 6-OHDA, sedentarios (E, F) e

exercitados (K, L).
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Figura 22. Exercicio prévio em esteira ou lesdo ndo foi capaz de modificar a densidade de
astrocitos GFAP-positivos na porcao ventral do mesencéfalo. A densidade de células GFAP-
positivas foi analisada em amostras da por¢cédo ventral do mesencéfalo de ratos sedentérios e
exercitados submetidos ou nédo a injecdo de 6-OHDA. As amostras foram coletadas trés dias
apos injecao de 6-OHDA. Os valores representam as médias (xEMP). Andlise estatistica: Teste

t de Student.
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4.5 Dosagem dos niveis teciduais de fatores neurotroficos

45.1 Efeito do exercicio fisico prévio em esteira sobre 0s niveis
de GDNF na porcao ventral do mesencéfalo e striatum de ratos

jovens

Uma hora ap6s a administragcdo de 6-OHDA n&o houve alteracdo dos
niveis de GDNF na porgédo ventral do mesencéfalo de ratos jovens sedentarios
(SED 6-OHDA 1h) quando comparados aos animais ndo submetidos a
qualquer procedimento cirurgico (SED) ou a aqueles submetidos ao veiculo da
droga (SED SHAM 1h) (Fig. 23A).

Trés dias apos a injecao, a 6-OHDA gerou em ratos jovens sedentarios
(SED 6-OHDA 3d) reducéo bilateral dos niveis de GDNF na porcéo ventral do
mesencéfalo quando comparados aos animais SED e SED SHAM 3d (Fig.
23A).

O exercicio fisico (EX) por si s6 ndo modificou os niveis de GDNF na
porcdo ventral do mesencéfalo de ratos jovens, mas impediu a queda dos
mesmos uma hora ou trés dias apés a lesdo da SNpc direita (Fig. 23B).

No striatum de ratos jovens SED 6-OHDA 1h, a lesdo da SNpc direita
por 6-OHDA ocasionou aumento dos niveis de GDNF bilateralmente uma hora
apos a lesdo, enquanto trés dias apos a lesdo estes niveis retornaram aos
valores apresentados por animais SED (Fig. 23C).

No striatum de ratos jovens previamente exercitados e submetidos a
administracdo de 6-OHDA houve elevacédo bilateral dos niveis de GDNF uma
hora (EX 6-OHDA 1h) e trés dias (EX 6-OHDA 3d) ap6s a lesdo quando
comparados a animais SED. Animais EX SHAM 1 h também apresentaram
aumento dos niveis deste fator neurotrofico, mas trés dias depois, eles ja
haviam retornado a valores controles (Fig. 23D).

Os valores amostrais (n), médias e erros médios padrdo (EMP) da (s)
variavel (is) descrita (s) encontram-se nos anexos XIV e XV, paginas 140 e
141.



Figura 23: Efeito do exercicio fisico em esteira previamente a lesdo por 6-OHDA sobre os
niveis de GDNF na por¢éo ventral do mesencéfalo (A e B) e striatum (C e D) de ratos jovens.
Os niveis de GDNF foram expressos em pg GDNF/mg proteina total. Os valores representam
as médias (tEMP). Andlise estatistica: Teste t de Student.* = p< 0,05 vs. mesmo lado do grupo

SED (sedentario ndo submetido a qualquer procedimento cirlirgico).



Figura 23:

A

pg GDNF/mg proteina total pg GDNF/mg proteina total

pg GDNF/mg proteina total

pg GDNF/mg proteina total

ik [ Porgéo ventral do mesencéfalo esquerdo
20004 I Porgao ventral do mesencéfalo direito
T
1500+
T T
T
1000+
*
*
500+
0
SED SED SHAM 1h SED SHAM 3d SED 6-OHDA 1h SED 6-OHDA 3d
Ratos jovens
2500+ = .
[ Porgao ventral do mesencéfalo esquerdo
20004 R Porcéo ventral do mesencéfalo direito
1500+ T
10004 —— uE T T
500
0
EX EX SHAM 1h EX SHAM 3d EX 6-OHDA 1h EX 6-OHDA 3d
Ratos jovens
2500- .
1 Striatum esquerdo
20004 N Striatum direito
*
15004 I
1000+ T
"Il - i
0
SED SED SHAM 1h SED SHAM 3d SED 6-OHDA 1h SED 6-OHDA 3d
Ratos jovens
[ Striatum esquerdo
1000~ * I Striatum direito
l .
750 * . .
1 .
5001 —=
T
2501 I
0
EX EX SHAM 1h EX SHAM 3d EX 6-OHDA 1h EX 8-OHDA 3d

Ratos jovens



4.5.2 Efeito do exercicio fisico prévio em esteira sobre o0s niveis de
GDNF na porcao ventral do mesencéfalo e striatum de ratos

adultos

Em ratos adultos, a lesdo por 6-OHDA reduziu os niveis de GDNF na
porcdo ventral do mesencéfalo bilateralmente, tanto uma hora (SED 6-OHDA
1h) quanto trés dias (SED 6-OHDA 3d) ap6s a administracdo de 6-OHDA. Em
ratos exercitados ndo houve esta reducao.

Novamente, o exercicio por si s6 nao foi capaz de modificar os niveis de
GDNF na porc¢éo ventral do mesencéfalo de ratos adultos.

N&o houve diferenca entre os animais SED, SED SHAM 1h e SED
SHAM 3d (Fig 24C).

No striatum dos ratos adultos, ndo houve diferenca significativa dos
niveis de GDNF quando se comparou os grupos de animais SED, SED SHAM
1h, SED SHAM 3d, SED 6-OHDA 1 h e SED 6-OHDA 3d (Fig. 24C).

Ratos adultos previamente exercitados e submetidos a 6-OHDA
apresentaram niveis mais elevados de GDNF no striatum esquerdo, uma hora
e trés dias apds a lesdo da SNpc, principal eferéncia motora da SNpc (Fig
24D).

N&o houve diferenca significativa entre animais EX, EX SHAM 1h e EX
SHAM 3d.

O exercicio por si s6 (EX) ndo modificou os niveis deste fator no striatum
de ratos adultos quando comparados a animais SED (Fig. 24D).

Os valores amostrais (n), médias e erros médios padrdo (EMP) da (s)
variavel (is) descrita (s) encontram-se nos anexos XVI e XVIl, paginas 142 e
143.



Figura 24: Efeito do exercicio fisico em esteira previamente a lesdo por 6-OHDA sobre os
niveis de GDNF na porg¢éo ventral do mesencéfalo (A e B) e striatum (C e D) de ratos adultos.
Os niveis de GDNF foram expressos em pg GDNF/mg proteina total. Os valores representam
as médias (xEMP). Analise estatistica: Teste t de Student.* = p< 0,05 vs. mesmo lado do grupo

SED (sedentéario ndo submetido a qualquer procedimento cirlrgico).
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4.5.3 Efeito do exercicio fisico prévio em esteira sobre os niveis de
BDNF na porcdo ventral do mesencéfalo e striatum de ratos

jovens

Uma hora apos a leséo (SED 6-OHDA 1h), houve reducao dos niveis de
BDNF na porcéao ventral do mesencéfalo bilateralmente quando comparados
aos niveis de ratos SED (sedentarios e ndo submetidos a qualquer
procedimento cirdrgico). Trés dias apos a lesdo (SED 6-OHDA 3d) os niveis de
BDNF na porcao ventral do mesencéfalo direito retornaram aos valores
semelhantes aos vistos nos animais SED. Animais SED SHAM 1h também
apresentaram reducdo dos niveis de BDNF quando comparados a animais
SED, mas trés dias ap6s a administracdo do veiculo da droga, estes valores
retornaram a valores controles (Fig. 25A).

Ratos exercitados apresentaram também uma reducdo bilateral dos
niveis de BDNF na porc¢éo ventral do mesencéfalo uma hora apés a lesao (EX
6-OHDA 1 h) quando comparados a ratos EX (previamente exercitados, mas
ndo submetidos a qualquer procedimento cirdrgico). Trés dias apés lesdo, 0s
niveis de BDNF na porcdo ventral do mesencéfalo direito retornaram aos
valores semelhantes aos vistos nos animais néo lesados e exercitados (EX).

No striatum de animais jovens sedentarios, ndo houve diferenca nos
niveis de BDNF quando se comparou os grupos SED, SED SHAM 1h, SED
SHAM 3d, SED 6-OHDA 1h e SED 6-OHDA 3d. Analisando-se animais
exercitados foi observado aumento de BDNF em ambos os lados na porcao
ventral do mesencéfalo trés dias apods lesdo (EX 6-OHDA 3d) (Fig. 25B).

Os valores amostrais (n), médias e erros médios padrao (EMP) da (s)
variavel (is) descrita (s) encontram-se nos anexos XVIII e XIV, paginas 144 e
145.



Figura 25: Efeito do exercicio fisico em esteira previamente a lesdo por 6-OHDA sobre os
niveis de BDNF na por¢éo ventral do mesencéfalo (A e B) e striatum (C e D) de ratos jovens.
Os niveis de BDNF foram expressos em pg BDNF/mg proteina total. Os valores representam
as médias (tEMP). Andlise estatistica: Teste t de Student.* = p< 0,05 vs. mesmo lado do grupo
SED (sedentarios ndo submetido a qualquer procedimento cirdrgico) ou EX (exercitados ndo
submetido a qualquer procedimento cirdrigico).
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4.5.4 Efeito do exercicio fisico prévio em esteira sobre os niveis de

BDNF na porgéo ventral do mesencéfalo de ratos adultos

Uma hora ap6s a lesé@o por 6-OHDA, animais adultos sedentarios (SED
6-OHDA 1h), apresentaram reducao bilateral dos niveis de BDNF na porcéao
ventral do mesencéfalo. Ratos submetidos a administracdo do veiculo da 6-
OHDA uma hora (SED SHAM 1h) ou trés dias (SED SHAM 3d) também
apresentaram esta reducdo. Trés dias apds a lesao, ratos SED 6-OHDA 3d
demonstraram retorno dos niveis desta neurotrofina aos valores controles
(SED).

Este padrédo de resultados foi observado também em animais
exercitados (EX 6-OHDA 1h e EX 6-OHDA 3d), mas nestes, animais EX SHAM
1 h e EX SHAM 3d apresentaram valores iguais aos controles (EX).

Quando se comparou os animais SED e EX verificou-se que o exercicio
por si s6 reduziu os niveis de BDNF na porcao ventral do mesencéfalo de ratos
adultos.

No que se refere ao striatum, ratos adultos SED, SED SHAM 1h, SED
SHAM 3d, SED 6-OHDA 1h e SED 6-OHDA 3d apresentaram valores similares
de BDNF.

Em ratos exercitados, a lesdo da SNpc direita gerou aumento bilateral
do BDNF no striatum, tanto uma hora (EX 6-OHDA 1h) quanto trés dias apos a
lesdo (EX 6-OHDA 3d) (Fig. 26D). Animais EX SHAM 1h e EX SHAM 3d
também apresentaram este aumento.

Os valores amostrais (n), médias e erros médios padrao (EMP) da (s)
variavel (is) descrita (S) encontram-se nos anexos XX e XXI, paginas 146 e
147.



Figura 26: Efeito do exercicio fisico em esteira previamente a lesdo por 6-OHDA sobre os
niveis de BDNF na por¢éo ventral do mesencéfalo (A e B) e striatum (C e D) de ratos adultos.
Os niveis de GDNF foram expressos em pg GDNF/mg proteina total. Os valores representam
as médias (tEMP). Andlise estatistica: Teste t de Student.* = p< 0,05 vs. mesmo lado do grupo

SED (sedentéarios ndo submetidos a qualquer procedimento cirrgico).
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5. DISCUSSAO




Este trabalho teve como objetivo investigar se a pratica de exercicio
fisico em esteira previamente a administracdo de 6-OHDA interfere na resposta
inicial da substancia negra do mesencéfalo e striatum frente a lesdo. Para isso,
ratos Wistar machos jovens foram submetidos a exercicio fisico de intensidade
moderada, ajustada individualmente de acordo com a capacidade aerobica de
cada animal. O exercicio foi realizado diariamente por trés semanas, e em
seguida procedeu-se a lesdo da substancia negra do mesencéfalo pars
compacta direita por injecdo de 6-OHDA. Trés dias apoés a lesao, foi avaliado o
desempenho motor nos seguintes testes comportamentais: teste da impresséo
da pata, teste na trave de equilibrio e na grade vertical, assim como no campo
aberto. Ainda, trés dias apos a lesdo, foram analisados a taxa de sobrevivéncia
de neurbnios TH-positivos na SNpc e a densidade de astrécitos GFAP-
positivos na por¢cao ventral do mesencéfalo. Os niveis de GDNF e BDNF na
porgdo ventral do mesencéfalo e no striatum de ratos jovens e também de ratos
adultos foram analisados uma hora e trés dias apos a lesdo por 6-OHDA.
Nossos resultados revelaram que, no momento analisado, o exercicio fisico
prévio impediu a instabilidade postural dindmica durante a marcha, a lentidéo
durante movimento coordenado contra a gravidade, induziu a expresséo inicial
de GDNF e BDNF no striatum, mas n&o preveniu a morte dos neurbnios
dopaminérgicos na SNpc.

Estudos clinicos e em modelos animais, utilizando protocolos diversos
para investigar a influéncia do exercicio fisico sobre a plasticidade do sistema
nervoso central (Cotman e Berchtold, 2002; Vayman e Gomez-Pinilla, 2005) e
sobre a neuroprotecédo contra desordens degenerativas (Goodwin et al., 2008,
Honea et al., 2009) tém sido descritos em revisdes da literatura. Grande parte
dos trabalhos investiga o exercicio fisico em esteira posterior a lesdo (Yoon et
al., 2007; Tajiri et al.,, 2010; Lau et al., 2011; Dutra et al., 2012) e poucos
abordam exercicio fisico prévio a lesdo dopaminérgica (Zigmond et al., 2009).
Nesse aspecto, torna-se importante abordar o exercicio fisico prévio como
procedimento capaz de alterar a plasticidade neural desencadeada por uma
lesdo e promover alteragcbes do microambiente neuronal, resultando em

modificacdes de caracteristicas estruturais e funcionais.



A prescricdo do exercicio fisico pode ser distinta entre estudos:
enquanto alguns autores utilizam exercicios fisicos voluntérios na investigacao
de mecanismos neurobiolégicos da neuroprotecdo (Mabandla et al., 2004;
Zigmond et al., 2009; Fredriksson et al., 2011), nosso estudo utilizou exercicio
moderado, forcado em esteira, prescrito de acordo com a capacidade aerébica
individual dos animais. O exercicio fisico em esteira permite o controle de
parametros como frequéncia, intensidade e duracdo, enquanto a pratica de
exercicio voluntario ndo (Pietrelli et al., 2012).

Apesar de o exercicio fisico em esteira ja ser utilizado em estudos em
modelos animais de patologias neurodegenerativas (Tillerson et al., 2003; Yoon
et al., 2007; Hoveida et al., 2011), destaca-se que poucos consideram o
desempenho e capacidade aerdbica intrinseca e individual dos ratos
submetidos ao exercicio fisico em esteira (Kim et al., 2002; Lacerda et al.,
2009; Rodrigues et al., 2010; Burghardt et al., 2011), relacionada com as
diferentes aptiddées em relacdo a corrida inerentes aos animais (Waters et al.,
2008; Grooves-Chapman et al., 2011). A capacidade aerdbica e muscular para
0 exercicio varia entre ratos (Henderson et al. 2002) e também em humanos
(Pringle et al., 2003). Nosso estudo confirmou a diferengca no desempenho
fisico aerdbico durante a avaliacdo em esteira entre ratos jovens e adultos,
portanto, a avaliacdo prévia do desempenho fisico € aconselhavel para
estabelecer valores de referéncia antes de se iniciar um programa de exercicio,
0 gque ajudara nas recomendacfes do exercicio, ndo somente para ratos (Copp
et al., 2009), mas também para seres humanos (Meyer, 1999). A avaliacdo de
desempenho individual torna-se importante principalmente entre animais
jovens, considerando que 0s mesmos apresentaram desempenho variado, o
gue gerou a divisdo em grupos e aplicacao de velocidades diferentes para que
todos corressem com a mesma intensidade, neste caso, moderada.

O exercicio fisico de intensidade moderada em esteira foi utilizado no
presente estudo de acordo com orientagdes clinicas preconizadas para
melhorar o funcionamento cerebral (Hillman et al., 2008). Sabe-se que
exercicios fisicos intensos ou exaustivos prejudicam a fungcdo cognitiva em
ratos (Rosa et al., 2007) e aumentam o estresse oxidativo em humanos quando
comparados ao exercicio de intensidade moderada (Wang e Huang, 2005). A

expressdo de fatores neurotréficos como o BDNF no hipocampo de ratos



higidos é dependente da velocidade na qual o animal € exercitado. Animais
exercitados em intensidade baixa apresentam maiores niveis de BDNF quando
comparados a animais exercitados em intensidade moderada ou alta (Lou et
al., 2008). Além disso, o exercicio fisico intenso promoveu disfuncéo
mitocondrial devido & reducéo dos niveis de BDNF no cortex frontal (Aguiar et
al., 2008) e striatum (Aguiar et al., 2010) de camundongos. O exercicio fisico
moderado e agudo, minimamente estressante, é capaz de induzir a expressao
de BDNF no hipocampo de ratos, indicando que o exercicio fisico moderado
pode gerar beneficios ao funcionamento do sistema nervoso central quando
comparado a maiores intensidades (Soya et al., 2007).

Outro ponto diferencial deste trabalho relaciona-se ao periodo em que o
exercicio fisico em esteira foi realizado. Diversos estudos expdem 0s animais
ao exercicio apoés a leséo (Tillerson et al., 2003; Poulton e Muir; 2005; Yoon et
al., 2007), abordando os efeitos reabilitadores da pratica aerdbica diaria. Nao
h& estudos relatando, entretanto, o papel do exercicio fisico em esteira, prévio
a lesdo, como forma de prevencédo ou atenuacao de sinais motores em modelo
experimental na fase inicial da DP. Nesta direcédo, ja foi descrito em seres
humanos que a pratica de exercicio fisico consiste em fator protetor contra a
DP de inicio precoce (Tsai et al., 2002).

A maior parte dos estudos aborda os déficits motores e alteracbes
morfolégicas presentes no modelo experimental da DP em analises tardias,
aproximadamente duas semanas ap60s a administracdo de 6-OHDA. E neste
momento em que a maior parte dos prejuizos comportamentais motores esta
aparente e é quando o déficit dopaminérgico atinge 60 a 80% do contetdo total
no striatum (Lee et al., 1996). O presente estudo abordou a reacao inicial da
SNpc e striatum frente ao exercicio fisico diario e lesdo, investigando a
expressdo de fatores neurotroficos apds o dano tecidual, como uma das
respostas compensatérias no inicio da lesdo causada pela 6-OHDA.
Mecanismos compensatérios que envolvem expressédo diferencial de fatores
neurotréficos podem ocorrer durante o periodo pré-sintomatico no modelo
experimental da DP, sendo considerados, em parte, como um dos fatores
envolvidos em adiar o aparecimento de sinais motores (Aliaga et al., 2000;
Bustos et al., 2009). Desta forma, a compreensdo destes mecanismos

compensatorios, como a producdo de fatores neurotréficos e resposta dos



astrocitos podem ser Uteis para o desenvolvimento de intervengdes preventivas
e reabilitadoras das disfuncdes motoras observadas na DP.

A andlise de marcha € um teste simples da estabilidade postural
dindmica que pode ser aplicado em estudos com animais (Metz et al., 2005;
Brooks e Dunnett, 2009). A expressao evidente dos déficits comportamentais
de ratos submetidos a lesdo dopaminérgica por 6-OHDA s&o vistos geralmente
a partir de duas semanas apés a leséo, entretanto, o prejuizo motor pode ser
detectado em uma semana (Grealish et al., 2008) ou quatro dias (Hsieh et al.,
2011) apos a lesdo. Neste estudo, a avaliacdo da marcha de ratos sedentarios,
realizada somente trés dias apos a lesdo por 6-OHDA demonstrou aumento da
largura do passo ou alargamento da base de suporte ao caminhar, indicando
instabilidade postural dindmica. Por outro lado, ratos previamente exercitados
nao demonstraram alargamento da base de suporte trés dias apos a lesao,
sugerindo que estes animais encontram-se protegidos contra déficits iniciais na
marcha causados pela lesdo dopaminérgica por 6-OHDA. Nossos dados
corroboram os resultados ja descritos por outros autores. Chuang e
colaboradores (2010) avaliaram a marcha de ratos adultos submetidos a
injecao unilateral de 6-OHDA na via nigroestriatal e demonstraram que houve
aumento da base de suporte de animais hemiparkinsonianos, além de reducédo
da pressdo de contato das patas e da velocidade da caminhada. Ainda,
Fernagut e colaboradores (2002) indicaram que apés a administracdo de MPTP
em camundongos, houve reducdo do comprimento do passo e esta medida
estaria diretamente relacionada a magnitude da perda de neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra do mesencéfalo ou no striatum. Metz e
colaboradores (2005) corroboram esses dados, ressaltando que a deplecao
unilateral dopaminérgica gera diminuicdo do comprimento do passo e que este
padrdo locomotor foi acompanhado da atividade prolongada nos musculos
flexores do tornozelo ipsilaterais a lesao, assim como atividade prolongada nos
musculos extensores do tornozelo contralaterais a lesdo. O exercicio fisico
realizado apds a lesdo é capaz de melhorar os déficits comportamentais
motores induzidos por 6-OHDA em ratos (Tillerson et al., 2003; Poulton e Muir,
2005).

Em humanos portadores da DP, o treinamento fisico em esteira

motorizada é capaz de melhorar a velocidade de caminhada, na instabilidade



postural e reducdo do medo de quedas, todos analisados por questionarios
especificos, como Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS), Escala
de Equilibrio de Berg, indice dinamico da marcha e Falls Efficacy Scale (FES)
(Cakit et al., 2007). Estes resultados foram corroborados por outros (Protas et
al., 2005; Herman et al., 2007). Durante sessbes de Fisioterapia, pacientes
portadores da DP envolvem-se em atividades que utilizam pistas visuais,
auditivas (Rochester et al., 2005) e exercicio fisico em esteira motorizada, com
intensidade ajustada para o desempenho do individuo, com ou sem suporte
parcial de peso. Frazzitta e colaboradores (2009) relataram o exercicio fisico
em esteira motorizada foi mais eficaz em minimizar déficits de marcha quando
comparado ao tratamento sem o uso da esteira, por esta impor ritmo externo e
focar a atencédo na marcha.

O presente estudo demonstrou que trés dias apos a lesédo por 6-OHDA
ndo ha déficits motores na marcha de ratos exercitados quando comparados a
animais sedentérios e esse resultado pode ser justificado pela hipétese de que
0 exercicio fisico prévio em esteira motorizada por trés semanas pode imprimir
determinado ritmo de marcha na memodria procedural ou implicita dos ratos.
Abbruzzese e colaboradores (2009) indicaram que o exercicio fisico aprimora a
memoria implicita de seres humanos portadores da DP. Em nosso estudo,
durante o exercicio fisico em esteira 0s ratos frequentemente apresentaram
passos de corrida na velocidade usada, e nesta situacdo, sabe-se que a base
de suporte encontra-se reduzida, assim como o tempo gasto na fase de duplo
apoio (Biewener, 2006). Com a exposi¢cao diaria ao exercicio fisico em esteira
motorizada, pode ser aceitavel que os circuitos neurais dos nucleos da base,
envolvidos na iniciacdo e movimentos automaticos, tenham apresentado maior
ativacao e reforco sinaptico, refletido pela melhor estabilidade dindmica durante
a marcha dos ratos exercitados. Estudos de Grillner et al., (2008) e Grillner,
(2006) indicam que a repeticdo de movimentos durante a locomocgéo reforga a
estrutura sinaptica de neurénios dos nicleos da base.

Além da impressdo da pata na analise de marcha, o presente estudo
investigou o equilibrio estatico e dinamico de ratos jovens na trave de
equilibrio, que consiste em uma analise comportamental que exige
coordenacdo motora e equilibrios estatico e dinamico (Kharatishvili et al.,

2009). Nossos resultados indicaram que, na fase inicial do modelo



experimental da DP, ou seja, trés dias apos a lesdo por 6-OHDA, ratos
sedentarios e exercitados ainda ndo apresentam déficits motores que
pudessem ser detectaveis através de teste na trave de equilibrio. A laténcia
sobre o aparato de teste ndo se modifica com a experiéncia (Allbutt et al.,
2007). Durante o periodo de aprendizagem, ratos controle (ndo lesados por 6-
OHDA) néo apresentaram diferenca na laténcia ou tempo total de permanéncia
sobre a trave de equilibrio. Nossos resultados corroboram estes dados,
indicando que ratos sedentarios higidos ndo demonstraram modificacdo do
comportamento motor durante os trés dias de aprendizagem. Observando os
ratos exercitados, entretanto, nosso estudo indicou que no primeiro dia eles
exibiram comportamento exploratério mais frequente, e consequentemente, um
maior numero de ratos desceu ou caiu do aparato de teste. Ja no segundo dia,
eles foram capazes de aprender a ficar no aparato por mais tempo, e este
comportamento permaneceu mesmo apos a lesdo da SNpc direita por 6-
OHDA.

Recentemente, Kim e colaboradores (2010) desenvolveram um novo
teste de coordenacdo motora e equilibrio dinamico contra a acao a gravidade.
Neste teste, o animal é colocado em uma grade vertical e deve sair da posicao
inicial com o focinho direcionado para cima, para posicdo de descida. Além
disso, os animais devem descer do aparato, em um menor tempo possivel,
sem gquedas ou deslizes. O teste avalia parametros como tempo para girar,
tempo para descer e tempo total gasto no aparato de teste, que nada mais € do
que a soma dos outros dois parametros. Estes autores avaliaram o
desempenho de camundongos higidos e submetidos ao modelo experimental
da DP. Os resultados indicaram que animais parkinsonianos despenderam
mais tempo para girar e durante todo o teste, como era esperado. NOsSsos
dados corroboram estes resultados, indicando que animais sedentarios
hemiparkinsonianos gastaram mais tempo para concluir o teste quando
comparados ao comportamento prévio a lesdo. Além disso, o presente estudo
apresentou, de maneira inédita, que animais previamente exercitados
mantiveram a mesma performance nos parametros analisados pré e pos lesao,
indicando que o exercicio prévio foi capaz de impedir a dificuldade motora em

realizar o teste.



Em relac&o ao teste no campo aberto, nossos resultados indicaram que
ndo houve diferenca significativa nos parametros de numero de quadrantes
visitados, numero de rearing, e tempo gasto em grooming entre ratos
sedentarios e exercitados, indicando que o exercicio fisico prévio a lesdo néo
foi capaz de modificar o comportamento motor exploratério e a locomocéo
espontanea, assim como a lesao por 6-OHDA, no periodo analisado. Ressalta-
se que apds a desnevacdo da via dopaminérgica nigral sobre os neurdnios
estriatais, pode ser necessaria a administracdo de agonistas dopaminérgicos
como a apomorfina para que o0s animais exibam aumento na atividade
locomotora (Schwarting e Carey, 1998) e diferenca no numero de quadrantes
visitados em determinado periodo de tempo.

O comportamento de grooming € um comportamento inato que envolve
cuidado proprio presente em diversas espécies (Fentress, 1977; Spruijt et al.,
1992), sendo uma parte importante do comportamento em roedores (Berridge
and Whishaw, 1992). Este ritual complexo geralmente ocorre na direcao cefalo-
caudal e abrange varios estagios como lamber as patas, movimentos de lavar a
cabeca, lamber os pélos, rabo e limpeza da regido genital (Berridge and
Aldridge, 2000 a, b). Estudos experimentais em roedores indicam que o
grooming participa na adaptacéo ao estresse, caracterizando uma forma como
estes animais lidam com agentes estressores (Kametani, 1988; Schulz-Klaus,
2009). Ratos jovens submetidos a lesdo da SNpc por 6-OHDA néo
apresentaram diferenca no comportamento de grooming desde o primeiro ao
sétimo dia apdés a lesdo (Fornaguera e Schwarting, 1999) e também nos
comportamentos de grooming e rearing e de atividade locomotora espontanea,
observados de um dia a 30 dias ap0s o tratamento com 6-OHDA (Fornaguera e
Schwarting, 2002). Ainda, Alam e colaboradores (2004) indicaram que trés
semanas apos a administracdo de rotenona, ndo houve diferenca no nimero
de rearing em ratos adultos.

A analise da densidade de neurbnios dopaminérgicos em um periodo
inicial apos a injecdo de 6-OHDA em dose Unica, na substancia negra, levou a
significativa morte neuronal nessa regido cerebral. Ainda, a morte neuronal
ocorreu independentemente da pratica de exercicio prévio, pelo menos nos
parametros utilizados em nosso experimento. Apesar da pratica diaria de

exercicio fisico moderado em esteira, adaptado para a capacidade aerébica



individual, durante trés semanas, a taxa de morte neuronal foi similar nos
animais exercitados e sedentérios expostos a 6-OHDA.

No presente estudo, o exercicio fisico ndo foi capaz de impedir a morte
neuronal. Em relacédo a neuroprotecao, os dados da literatura sdo controversos.
Nossos dados corroboram alguns resultados anteriores, mas nao outros.
Howells e colaboradores (2005) verificaram que, em ratos adultos exercitados
voluntariamente em rodas por uma semana antes da lesdo do feixe
prosencefalico medial por 6-OHDA, ndo ha preservacdo do numero de
neurénios TH-positivos na SNpc. Segundo O’Dell e colaboradores (2007) ha
morte de neurénios TH-positivos apds a administracéo unilateral de 6-OHDA na
via nigroestriatal em ratos exercitados em rodas e esta redugdo do numero de
neurénios TH-imunoreativos na SNpc 25 dias apds a injecdo € similar a
observada em ratos sedentarios 25 dias apos a lesdo por 6-OHDA. Yoon e
colaboradores (2007), por sua vez, utilizaram a esteira para o exercicio fisico
de ratos com intensidade leve, mas nédo ajustada ao desempenho individual. O
exercicio, porém, foi feito durante 14 dias ap6s a administracdo de 6-OHDA no
striatum. Estes autores indicaram que houve preservagcdo de neuronios TH-
positivos na SNpc de ratos exercitados quando comparados aos sedentarios.
Ja Mabandla e colaboradores (2004), indicaram que a exposi¢cdo ao exercicio
voluntario em roda por 14 dias previamente ao mesmo tipo de lesado foi capaz
de prevenir a perda dopaminérgica e também o déficit na utilizacdo da pata
dianteira, desencadeada pela lesdo dopaminérgica unilateral. Ainda, outros
estudos relataram que o uso forcado de membros, seja por meio da terapia de
contencdo ou restricdo do membro ndo afetado ou em esteira motorizada
levaram a aparente protecdo de fibras neuronais dopaminérgicas, assim como
melhoraram déficits motores (Tillerson et al., 2002; Cohen et al., 2003).
Tillerson e colaboradores (2002) relataram que o uso forcado do membro
afetado devido a imobilizacdo do membro ndo afetado na primeira semana
apos a injecdo de 6-OHDA, preveniu o uso preferencial do membro néo
acometido durante exploragfes verticais e reduziu o nimero de rotacdes
contralaterais induzidas por apomorfina.

A partir da analise de estudos prévios, observa-se que a sobrevivéncia
de neurdnios dopaminérgicos apos lesdo com 6-OHDA mostra-se bastante

variada, em fungéo de diversos fatores, incluindo o local de injecdo da droga, o



periodo de analise da sobrevivéncia neuronal apos lesédo, além do tipo, periodo
e extensdo do exercicio aplicado. A diferenca entre resultados ja descritos e 0
nosso pode ser devida ao local de aplicagdo da 6-OHDA, uma vez que a
administracdo desta neurotoxina diretamente sobre 0s corpos neuronais
dopaminérgicos causou, em nosso estudo, trés dias apos a lesdo, intensa
reducdo da densidade de neurdnios TH-positivos. A administragdo da 6-OHDA
no striatum pode permitir deplecdo parcial dos neurdnios dopaminérgicos e
assim, a possibilidade de maior sobrevivéncia neuronal na SNpc.

Nosso estudo ndo observou alteracdo no numero de astrdcitos na
porcdo ventral do mesencéfalo de ratos trés dias apds lesdo dopaminérgica,
independentemente dos animais serem sedentarios ou exercitados. Uma
analise de um maior numero de animais, ou em momento posterior e até
mesmo no striatum é importante para esclarecermos este resultado.

De maneira interessante, Anastasia e colaboradores (2009)
demonstraram que a exposicdo continua a ambiente enriquecido prévia e
posteriormente a injecdo de 6-OHDA aumentou a densidade de astrocitos
GFAP-positivos no striatum e reduziu o prejuizo motor observado em ratos
alojados em ambiente padrdo. O periodo analisado por estes autores foi de
quatro dias apds a administracdo da droga no feixe prosencefélico medial. O
local de administracdo da 6-OHDA parece ser importante para a resposta dos
astrocitos locais frente a lesdo. E reconhecido que os astrocitos se tornem
reativos apos injuria do sistema nervoso central (McGeer e McGeer, 2008). A
resposta astrocitica é detectada apenas tardiamente, trés semanas apds a
injecdo estriatal de 6-OHDA e, tipicamente, a reacdo destas células da glia
consiste em hipertrofia dos processos celulares e supra-regulagcdo da GFAP
(Gomide et al., 2005). Os astricitos reativos provavelmente participam de
processos enddgenos reparadores ou protetores dos neurbnios TH-positivos
nigrais, desencadeados apdés a exposicdo a 6-OHDA intraestriatal,
possivelmente envolvendo a producdo de GDNF na substancia negra (Ericson
et al., 2005).

Vale salientar que em ratos exercitados, trés dias apds a lesdo houve
maior expresséo de GDNF e BDNF no striatum. Neste momento apoés a leséo,
ratos exercitados apresentaram melhor desempenho nos testes

comportamentais como o0 da impressao da pata, na grade vertical quando



comparados a animais sedentarios, portanto os mecanismos subjacentes a
melhora resposta motora podem refletir a atuagcdo de mecanismos end6genos
baseados no aumento da producdo de fatores neurotréficos como GDNF e
BDNF na SNpc e sua eferéncia, o striatum. A expresséao diferencial de GDNF e
BDNF em ratos exercitados pode constituir o mecanismo compensatorio inicial
possivelmente responsavel pela melhor resposta motora nos testes analisados.

Existem poucos trabalhos que relatam a pratica de exercicio fisico
previamente a lesdo dopaminérgica que mimetiza a DP. Um deles foi realizado
por Cohen e colaboradores (2003), que relataram prejuizos comportamentais
motores e neuroquimicos gerados pela 6-OHDA, e estes foram minimizados
pela terapia do uso forgcado previamente a leséo. Estes autores ainda indicaram
que apOs esta terapia, houve aumento dos niveis de GDNF no striatum,
correspondendo a maior utilizacdo do membro.

A existéncia de mecanismos compensatorios apés lesao parcial da via
nigroestriatal aponta para modificacbes neuroquimicas geradas no striatum
para manutencdo da homeostase dopaminérgica que, de forma néo linear,
correlaciona-se a déficits comportamentais. Os mecanismos compensatorios
podem envolver fatores como propriedades intrinsecas dos neurbnios
dopaminérgicos envolvidos diretamente na plasticidade neural (Bezard et al.,
2003).

A associacao entre exercicio fisico e producao de fatores neurotroficos é
bem demonstrada tanto em humanos como em modelos experimentais.
Fatores neurotroficos sdo considerados os melhores candidatos na mediacdo
entre os exercicios fisicos e os seus efeitos sobre a plasticidade neural
(Cotman e Berchtold, 2002; Vaynman et al., 2006). O aumento dos niveis de
BDNF no hipocampo de ratos higidos foi observado em animais exercitados
por cinco dias em rodas de corrida voluntaria quando comparados aos
sedentarios (Cotman e Berchtold, 2002). Nesta mesma direcdo, existe uma
supra-regulacdo de BDNF no hipocampo, cortex cerebral e cerebelo, mesmo
com poucos dias de pratica de exercicio fisico, desde dois a sete dias de
corrida voluntaria em rodas Neeper et al., 1996). Ploughman e colaboradores
(2007) indicaram que imediatamente apo0s o exercicio forcado em esteira em
intensidade moderada, os niveis de BDNF no hipocampo de ratos exercitados

se encontraram elevados quando comparados a ratos sedentarios.



Recentemente, Tajiri et al. (2010) demonstraram que ratos exercitados em
esteira apos a lesdo por 6-OHDA apresentaram aumento dos niveis de BDNF e
também GDNF bilateralmente no striatum quando comparados a animais
sedentarios. Nesse estudo, os efeitos reabilitadores do exercicio fisico em
esteira no modelo experimental da DP foram também observados no
comportamento motor, no teste do cilindro e no teste de rotagcéo induzida por
apomorfina.

Fatores neurotroficos como o GDNF e o BDNF sao amplamente
reconhecidos como 0os mecanismos enddgenos pelos quais o exercicio fisico
atua sobre a neuroprotecdo do sistema nervoso central (Cotman e Berchtold,
2002; Hennigan et al., 2007). A expressdo de ambos os fatores, GDNF e
BDNF, encontra-se significativamente reduzida em pacientes portadores da
DP, inferindo-se que a neurodegeracdo observada na DP é parcialmente
devida a plasticidade neural negativa, associada a reducdo do contetdo de
fatores neurotroficos (Howells et al., 2000; Chauhan et al., 2001). Em modelos
experimentais, a recuperacdo neuronal apos a adminstracdo de 6-OHDA é
aparentemente relacionada ao aumento dos niveis estriatais de GDNF e BDNF
(Cohen et al., 2003; Tajiri et al., 2010).

Nossos resultados demonstraram a reacao encefélica frente ao insulto
neurotéxico pode ser observada tdo cedo quanto uma hora ou trés dias apos a
leséo, e apresentou-se diferente em ratos sedentarios e exercitados e também
em ratos jovens e adultos. Apesar de o impacto do exercicio fisico sobre os
fatores neurotréficos ser bem documentada na literatura cientifica, estudos
sobre o efeito do exercicio fisico diario em esteira com intensidade moderada,
ajustada de acordo com a capacidade aerdbica individual, realizado
previamente a lesdo da SNpc por 6-OHDA nédo foram aventados. Apos lesdo
aguda da SNpc, como demonstrado no presente estudo, 0s niveis endégenos
de GDNF e BDNF na porcdo ventral do mesencéfalo e striatum de ratos
sedentarios ou exercitados, jovens e adultos foram analisados.

Trés semanas de exercicio fisico em esteira per se ndo aumentaram 0s
niveis de GDNF e de BDNF na porgdo ventral do mesencéfalo e striatum de
ratos jovens e nem de ratos adultos.

Apos a lesdo com 6-OHDA, ratos sedentarios de ambas as faixas etarias

apresentam reducdo dos niveis de GDNF na porgdo ventral do mesencéfalo



tanto uma hora como trés dias apos a lesdo. Em contrapartida, animais tanto
jovens como adultos, submetidos a lesdo, mas previamente exercitados,
apresentam niveis de GDNF similares aos animais apenas exercitados, tanto
uma hora como trés dias apos lesdo. Ou seja, 0 exercicio parece minimizar o
efeito da 6-OHDA sobre a producdo de GDNF e BDNF, na porcdo ventral do
mesencéfalo e striatum. Os beneficios causados pelo exercicio fisico por meio
do GDNF devem envolver a interacdo deste fator neurotréfico com o seu
receptor, iniciando entéo, a ativacao intracelular da ERK que produz alteractes
citoplasmaticas nos neurdénios dopaminérgicos (Smith e Zigmond, 2003). E
possivel que a sinalizacdo intracelular por meio da ligacdo do GDNF ao seu
receptor seja ativada apos os niveis proteicos de GDNF terem retornado aos
valores basais.

No striatum, a idade jovem parece favorecer a resposta frente a leséo,
considerando os niveis de GDNF: ratos jovens sedentarios lesados apresentam
niveis mais elevados de GDNF bilateralmente uma hora apés a lesdo quando
comparados a animais jovens sedentarios ndo lesados, a ratos jovens
sedentarios lesados e analisados ap6s trés dias e também quando comparados
a animais adultos. Animais jovens previamente exercitados, quando lesados,
apresentam elevacdao bilateral dos niveis de GDNF, enquanto adultos, somente
no lado oposto a leséo.

Yurek e Fletcher-Turner (2001), descreveram gue ratos jovens higidos
apresentam niveis mais elevados de GDNF na porc¢éo ventral do mesencéfalo
e striatum quando comparados a ratos idosos também higidos. Além disso,
estes autores demonstraram que duas semanas ap6s a administracdo de 6-
OHDA no feixe prosencefalico medial, ratos jovens apresentaram niveis mais
elevados de GDNF tanto na porcdo ventral do mesencéfalo quanto striatum
quando comparados a animais idosos hemiparkinsonianos. Fox e
colaboradores (2001) relataram que o GDNF pode proteger os neurdnios
dopaminérgicos contra os efeitos deletérios da 6-OHDA de ratos jovens e
idosos, entretanto, a prote¢do € menor nestes ultimos.

Faherty e colaboradores (2005) demonstraram que a exposicdo ao
ambiente enriquecido, numa combinacdo entre exercicio fisico e interacao
social, previamente a lesado, foi capaz de proteger neurdnios dopaminérgicos

de camundongos adultos no modelo da DP utilizando MPTP. Segundo estes



mesmos autores a neuroprotecdo dopaminérgica foi mediada pelo aumento
nos niveis de GDNF e também nos niveis de BDNF na substancia negra do
mesencéfalo de animais alojados em ambiente enriquecido previamente a
lesdo. O presente estudo corrobora estes dados, demonstrando que em ratos
jovens exercitados o0s niveis de GDNF no striatum encontravam-se
aumentados quando comparados a animais nao lesados uma hora ou trés dias
apés a lesdo. Interessantemente, os niveis de GDNF na porgéo ventral do
mesencéfalo de animais jovens e adultos exercitados e lesados, uma hora ou
trés dias apos a lesédo, ndo apresentaram a diminuicdo observada em animais
jovens e adultos sedentéarios lesados. No striatum, os animais jovens e adultos
exercitados e lesados apresentaram aumento dos niveis de GDNF uma hora e
também trés dias apds a lesdo. Sugerimos que maiores niveis de GDNF no
striatum de animais jovens e adultos exercitados e lesados poderia influenciar,
via transporte retrogrado, os niveis de GDNF na porgéo ventral do mesencéfalo
destes ratos, uma vez que nao se observou a queda destes niveis uma hora ou
trés dias apos a lesdo em ratos jovens e adultos exercitados.

O GDNF constitui importante fator de protecdo neuronal contra a 6-
OHDA em modelo experimental da DP, quando administrado previamente a 6-
OHDA. O GDNF pode ser transportado por via retrograda para a SNpc, uma
vez que o striatum € uma eferéncia dos neurdnios dopaminérgicos presentes
na SNpc (Tomac et al., 1995; Giehl et al., 1998) ou em via anterégrada e
retrograda bilateral (Siegel e Chauhan, 2001), o que poderia ter minimizado
eventual diminuicdo dos fatores neurotréficos desencadeada pela lesédo e
mantendo 0s niveis como 0s apenas exercitados, sem diminuir como ocorreu
nos sedentarios. O aumento dos niveis de GDNF no striatum poderia contribuir
para posterior recuperacao dos neurdnios dopaminérgicos na SNpc, uma vez
gue o GDNF quando administrado no striatum de ratos estimula o brotamento
axonal colateral de neurdnios da SNpc e a reinervagdo dos neurbnios estriatais
de acordo com Rosenblad, 1998. A protecdo de neurbnios dopaminérgicos da
SNpc foi observada quando o GDNF foi administrado na SNpc seis horas, e
nao uma, antes da neurotoxina (Kearns et al.,, 1997) e este efeito protetor
parece nao depender da idade do animal (Fox et al., 2001). Safi e
colaboradores (2011) verificaram in vitro que niveis aumentados de GDNF s&o

criticos para a protecdo dos neurbnios dopaminérgicos contra a morte celular



gerada pelo modelo experimental da DP. Estes autores utilizaram astrécitos
para produzir maiores quantidades de GDNF, mas observaram, entretanto, que
altos niveis de GDNF ndo promoveram sobrevivéncia celular adicional apds
exposicao a 6-OHDA. O mecanismo neuroprotetor exercido pelo GDNF nao é
totalmente esclarecido, mas pode envolver o aumento da atividade da ERK,
PI3K e MAPK em diferentes tipos celulares (Ugarte et al., 2003).

Nosso estudo indicou que as altera¢cdes nos niveis de GDNF na porcao
ventral do mesencéfalo de ratos jovens ocorreram em ambos os hemisférios
cerebrais. J4 no striatum de ratos adultos exercitados, as alteragbes foram
contralaterais a lesdo. Alteracdes bilaterais dos niveis dopaminérgicos (Pierucci
et al., 2009), na atividade neuronal (Breit et al., 2009) e no transporte axonal,
restrito aos trés dias apos a leséo por 6-OHDA (Soria et al. 2011).

Além do GDNF, os niveis de BDNF na porcéo ventral do mesencéfalo e
striatum de animais jovens e adultos, submetidos ou ndo ao exercicio fisico
previamente a lesdo por 6-OHDA apresentaram alteracdes que podem
contribuir para esclarecer os mecanismos envolvidos na modulacdo da
resposta encefalica a lesdo por 6-OHDA. Uma hora apés a lesdo por 6-OHDA,
ratos jovens e adultos sedentarios e ratos jovens e adultos exercitados
apresentaram reducédo dos niveis de BDNF na porcao ventral do mesencéfalo,
bilateralmente. Sinais de lesdo como reducéo bilateral dos niveis de BDNF
podem estar relacionados ao processo edematoso gerado pela morte dos
neurbnios dopaminérgicos e podem acontecer devido a conexdes
interhemisféricas no encéfalo de ratos (Soria et al., 2011). Trés dias apls a
lesdo por 6-OHDA, nos animais jovens sedentarios e exercitados os niveis de
BDNF na porcdo ventral do mesencéfalo direito retornaram aos valores pré-
lesdo. Quando analisamos o0s niveis de BDNF na porcdo ventral do
mesencéfalo de animais jovens e adultos sedentarios e exercitados, trés dias
apos a lesdo, estes apresentaram 0s mesmos valores em comparacdo aos
niveis pré-lesao.

Ratos jovens sedentérios apresentaram aumento dos niveis de BDNF
somente no lado direito do striatum trés dias apés a lesdo e ndo com uma hora,
guando estes niveis ainda permaneceram similares a animais ndo lesados.
Ratos adultos sedentarios ndo apresentaram modificacdo dos niveis de BDNF

a condicdo experimental de lesdo, seja uma hora ou trés dias ap0s a leséo.



Ratos jovens exercitados apresentaram aumento dos niveis de BDNF no
striatum bilateramente trés dias apds a lesdo e ndo com uma hora, enquanto
animais adultos exercitados apresentaram niveis mais elevados de BDNF no
striatum uma hora e trés dias apos a leséo.

O exercicio fisico em esteira é capaz de induzir maior producédo de
fatores neurotroficos como o BDNF no striatum de ratos (Chang et al., 2009) e
GDNF (Tajiri et al., 2010), além de induzir maior expressdo de GFAP em
astrocitos no striatum de ratos submetidos a lesdo por 6-OHDA (Dutra et al.,
2012). O exercicio fisico é capaz de promover a ativacdo de vias intracelulares
do BDNF e este é o provavel mecanismo pelo qual se da a neuroprotecéo
(Molteni et al., 2002). A pratica de exercicio fisico em esteira por trés semanas,
previamente a oclusdo da artéria cerebral média é capaz de proteger o cértex
cerebral de ratos adultos contra o evento isquémico (Liebelt et al., 2010),
reduzindo a apoptose neuronal e este efeito € mediado pela ativacdo da via de
sinalizacdo ERK 1 e 2 (Chaudhry et al., 2010). Entre as vias de sinalizacéo
encontram-se a via PI3K-Akt, com importante papel na sobrevivéncia celular
(Wumann e Pirola, 1998). A ligacdo entre o BDNF e o seu receptor TrkB ativa a
via de sinalizacao intracelular PI3K-Akt e por meio desta via, o exercicio fisico
afeta células nervosas e aumenta sua capacidade de defesa contra estimulos
deletérios. Ainda, os efeitos benéficos do exercicio fisico ndo incluem
alteracdes na resposta inflamatéria, e sim ativacao das vias de sinalizacao do
BDNF, tornando-se assim, uma estratégia preventiva e de baixo custo contra a
DP (Wu et al., 2011). O BDNF, quando injetado no striatum é transportado de
maneira retrograda até a SNpc (Mufson et al., 1994), onde fornece protecdo
aos neurdnios dopaminérgicos submetidos a neurotoxina 6-OHDA (Stahl et al.,
2011).

5.1 Perspectivas geradas a partir deste trabalho

a) Considerando que o exercicio fisico possa contribuir para
mecanismos neuroprotetores na DP, a utilizacdo de modelo
experimental com protocolo de exercicio fisico moderado prévio a lesao
por 6-OHDA possibilita a investigagcao de aspectos adicionais da lesao,

em ratos jovens e adultos e, ainda, em outros periodos apdés lesao: Entre



eles, citamos: Parametros adicionais de comportamento sensério-motor.
Na trave de equilibrio, poderdo ser analisados, o nimero de giros e
escorregdes, postura preferencial do rabo e utilizacdo deste como auxilio
na base de suporte. No teste do campo aberto podera ser verificado o
comportamento rotatério espontaneo e o uso preferencial da pata
dianteira ndo acometida, além de avaliacdo detalhada do padrédo
adotado durante o grooming.

b) Taxa de desnervagcdo das fibras dopaminérgicas no striatum.
Densidade de células da glia, ndo somente de astrocitos, mas também
de microgliécitos, em diferentes regides encefalicas, como striatum,
cortex motor e cerebelo, além da substancia negra.

C) Niveis de BDNF e GDNF no soro e outras regifes encefélicas,
como coOrtex motor primario, hipocampo e cerebelo.

d) Participacdo de células da glia e neurdnios na producédo de GDNF
e BDNF, através de ensaios imunocitoquimicos.

e) Niveis de citocinas inflamatdrias (entre elas IL-10, IL-6, TNF-a) no
soro em outras regides encefalicas, como cértex motor primario,

hipocampo e cerebelo.



6.CONCLUSOES




A partir dos resultados obtidos no estudo com ratos Wistar submetidos a

trés semanas de exercicio fisico de intensidade moderada e diario em esteira

previamente a lesdo da substancia negra do mesencéfalo por 6-

hidroxidopamina, podemos concluir que:

1.

4.

O exercicio fisico prévio a lesédo de intensidade moderada, por trés
semanas, apesar de ndo prevenir a morte neurdnios dopaminérgicos
submetidos a administracao intranigral unilateral de 6-OHDA, possibilita
minimizar os prejuizos motores iniciais observados na DP experimental;
O efeito positivo do exercicio fisico moderado sobre o comportamento
motor pode ser, em parte, devido ao aumento da expressao de GDNF e
BDNF na porcao ventral do mesencéfalo e no striatum, o que contribuiria
para um microambiente mais resistente a leséo.

O aumento dos niveis de GDNF e BDNF no periodo inicial pés-
lesdo ndo parecem ser devidas ao aumento do numero de astrécitos na
SNpr, mas possivelmente em outras areas, como o striatum.

A resposta a lesdo em jovens e adultos submetidos a exercicio prévio
pode ser diferente, uma vez que a expressdao de GDNF e BDNF difere
nas duas idades estudadas.
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