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RESUMO

O envelhecimento da populacdo mundial e o consequente aumento da incidéncia e
prevaléncia de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson,
empresta relevancia aos estudos que visam conhecer os mecanismos subjacentes a
essa doenca. Na doenca de Parkinson ha morte de neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra do mesencéfalo gerando sintomas motores e nao motores.
Investigou-se o efeito neuroprotetor de treinamento fisico prévio em esteira realizado
por 30 dias consecutivos em intensidade moderada em ratos Holtzman machos
submetidos ao modelo de infusédo intranasal de MPTP, neurotoxina especifica para
esses neurbnios. Os resultados mostram que o treinamento aerdbico melhorou a
aptidao fisica observada pelo aumento de velocidade e distancia desenvolvidas.
Ademais, o treinamento em esteira aumentou a curiosidade exploratéria em campo
aberto, evidenciada pelo aumento de niumero de quadrantes cruzados, velocidade
média, e numero e tempo de rearing. Também observamos aumento nos niveis de
BDNF no mesencéfalo ventral e diminuicdo dos niveis de TNF-a e IL-10 no estriado.
Ja a lesado induzida por MPTP diminui a curiosidade exploratéria em campo aberto —
expresso pela diminuicdo do niumero de quadrantes cruzados, velocidade maxima
alcancada, tempo ativo, nimero e tempo de rearings, numero de grooming, aumento
do tempo de freezing a partir de 21 dias pds-infusdo. Além disso, o tratamento como
MPTP gera alteracbes estruturais - morte de neurdnios dopaminérgicos, alteracao
de astrocitos e do complexo gliovascular em mesencéfalo ventral -, bem como
elevagdao dos niveis estriatais de BDNF e diminuicdo de GDNF e TNF-a em
mesencéfalo ventral. Os animais submetidos ao treinamento aerdbico prévio e ao
MPTP nao apresentaram déficit locomotor, mas sim um aumento de curiosidade
exploratéria 31 dias pés-infusdo. Assim, conclui-se que o modelo de infusdo
intranasal de MPTP gera alteracbes comportamentais, estruturais e bioquimicas no
sistema nigroestriatal e que o treinamento aerébico em esteira atenuou o

desenvolvimento do parkinsonismo.

Palavras chave: doenga de Parkinson, MPTP, intranasal, treinamento em esteira,

fatores neurotréficos, citocinas, campo aberto.
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ABSTRACT

The ageing of global population and the increase in incidence and prevalence of
neurodegenerative diseases such as Parkinson's disease, highlight the importance of
studies that aim to understand the underlying mechanisms of this disease. In e
Parkinson’s disease there is dopaminergic neurons death especially in the substantia
nigra midbrain generating motors and no motors symptoms. In this study we
investigated whether previous aerobic training on a treadmill for 30 consecutive days
at a moderate intensity and individualized speed could have neuroprotective effects
in male Holtzman rats under an MPTP experimental model through intranasal
infusion, neurotoxin specific to those neurons. The results show that physical
exercise could improve physical fitness observed by increased speed and distance
travelled. Besides, treadmill exercise was able to raise open field exploratory activity
evidenced by increase in number of quadrants crossed, speed average, rearing
number and duration. We also observed increased BDNF levels in the ventral
midbrain, and decreases TNF-a and IL-10 levels in striatum. Furthermore, the lesion
induced by MPTP decreases open field exploratory curiosity, reducing the number of
quadrants crossed, maximum speed, active time, rearings number and duration,
number of grooming, and increases the freezing time from 21 days post-infusion on.
MPTP generates structural changes such as death of dopaminergic neurons,
astrocytes and gliovascular unit alterations in the ventral midbrain, as well as striatal
BDNF elevation, GDNF and TNF -a decreasing in ventral midbrain. The animals
subjected to aerobic exercise showed no locomotor deficits, but an increase of
exploratory curiosity 31 days post-infusion. Thus, we think that intranasal infusion of
MPTP produces behavioral, structural and biochemical changes in nigrostriatal
system and aerobic exercise treadmill can prevent / attenuate the development of

parkinsonism.

Keywords: Parkinson's disease, MPTP, intranasal, treadmill exercise, neurotrophic

factors, cytokines, open field.
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1 Introducao e Justificativa

1.1 Dados Epidemiolégicos da Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum em
humanos (OMS, 2008) sendo precedida apenas pela doenca de Alzheimer. Segundo
a OMS (2008), a doenca de Parkinson atinge 2% dos individuos com idade superior
a 65 anos, mas esta prevaléncia pode estar subestimada e de fato estaria entre 10 a
13% desta populacdo (Muangpaisan et al., 2011). A doenca de Parkinson apresenta
distribuicdo homogénea entre grupos étnicos e classes socioeconémicas (Dorsey et
al., 2007) e maior propensdo ao acometimento de individuos do sexo masculino
(Baumann, 2012; Leibson et al., 2006; Wooten et al., 2004). Com relacdao a
mortalidade, apds o diagnéstico da doenca, a expectativa de morte praticamente
dobra quando comparada a populagdo base (Marras & Lang, 2008) e acredita-se
que em 2040 a doenca de Parkinson sera a segunda causa de morte mais comum,
superando casos de neoplasia maligna (OMS, 2004a).

No Brasil ndo existem dados epidemiol6gicos sobre a doenca de Parkinson
disponiveis em agéncias oficiais. Estima-se que corresponde a aproximadamente
70% das sindromes parkinsonianas, caracterizadas por desordem de movimentos
(Cardoso et al., 1998). Em estudo epidemiolégico unico no Brasil, Barbosa et al.
(2006), observaram que 3,3% da populacédo é acometida por doenca de Parkinson.
E relevante que, neste estudo, 72% dos casos diagnosticados ndo haviam sido

identificados previamente pelo sistema de saude local.

Sabendo-se que a incidéncia da doenca de Parkinson aumenta com o
envelhecimento - principal fator de risco - faz-se interessante analisar alguns dados
sobre a populacao idosa brasileira. Em nimeros oficiais, a expectativa de vida média
ao nascer é de 73 anos e, para quem ja alcangou 60 anos, é de 21,3 anos
adicionais. No Brasil, os idosos representam 9,9% da populacdo e o indice de
envelhecimento é de 37,9% (IDB, 2009). Estima-se que no ano de 2020, a
populacdo idosa podera exceder 30 milhdes de pessoas, alcancando
aproximadamente 13% da populacgéo brasileira (IBGE, 2000). A populacao brasileira
de idosos € maior no sudeste e menor no nordeste, apresenta escolaridade de

ensino fundamental incompleto, mora em domicilios proprios, sozinhos ou com até
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duas pessoas, sendo estes o conjuge e/ou o filho (a), é formada por individuos
aposentados tendo renda de dois a cinco salarios minimos, e € usuaria do sistema
publico de saude (IDB, 2009; IBGE, 2000).

O impacto da doenca de Parkinson nos sistemas de saude mundial € substancial,
alcancando o gasto estimado de US$ 11 bilhdes em 2004 (OMS, 2004b). As
despesas mais que dobram quando compara-se paciente parkinsoniano ao nao
parkinsoniano (Leibson et al., 2006). O dispéndio aumenta proporcionalmente a
evolucao da doenca (Lindgren, 2004) porque o paciente com doenca de Parkinson
apresenta 1.4 vezes mais admissdes hospitalares, 1.2 vezes internacdes mais
longas, 1.4 vezes gastos mais altos com médicos e 3 vezes gastos maiores com
medicacao (Guttman et al., 2004). Ainda ha gastos intangiveis como diminuicao da
produtividade ou aumento do absenteismo no trabalho por parentes de individuos
com doenca de Parkinson (Dowding et al., 2006). A prevencao € mesmo a alteracéao
da progresséo da doenca de Parkinson sao formas de melhorar a condi¢ao de cada
paciente e diminuir significativamente os gastos com a doenca (Lindgren, 2004).

1.2 Breve histérico sobre a Doenca de Parkinson

Em interessante revisdo, Goetz (2011) refere-se a relatos indianos e chineses
datados de 1000 A.C., assim como aos relatos de Sylvius de la Boé (1680) e
Sauvages (1768) sobre a ocorréncia de tremores de repouso e festinagdo em
pacientes, provavelmente relacionados a doenca de Parkinson. Em 1817, James
Parkinson cunhou o termo “paralisia agitante” (shaking palsy) para descrever casos
clinicos em que os pacientes apresentavam dificuldade de mobilidade associada a
tremor (Calne, 2005). Parkinson tem o mérito reconhecido de ter associado, sob
Unica nosologia, seis casos clinicos com sintomas e prognostico semelhantes
(Parkinson, 1817, republicado em 2002).

A descricdo original de James Parkinson se segue:

The first symptoms perceived are, a slight sense of
weakness, with a proneness to trembling in some
particular part; sometimes in the head, but most commonly
in one of the hands and arms. These symptoms gradually
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increase in the part first affected and less than twelve
months or more, the morbid influence is felt in some other
part [...] and suffers a similar loss of power [...] After a few
more months the patient is found to be less strict than
usual in preserving an upright posture [...] Walking
becomes a task which cannot be performed without
considerable attention. [...] But as the disease proceeds,
difficulties increase: writing can now be hardly at all
accomplished; and reading, from the tremulous motion, is
accomplished with some difficulty. In this stage, the sleep
becomes much disturbed, with slight delirium, the bowels,
demand stimulating medicines of very considerable power.
[...] (Parkinson, 1817 reprinted 2002).

Mais tarde, no século XIX, Charcot (1872) cunhou o nome “La maladie de
Parkinson”, em reconhecimento ao trabalho clinico de James Parkinson, e
descreveu outros tipos de parkinsonismos (revisdo em Teive, 1998). No final do
século XIX e inicio do XX, Charcot ja havia definido e determinado os quatro sinais
cardinais, os sintomas associados — como disartria, disfagia e alteragdes
autondmicas - e propbs o primeiro tratamento farmacol6gico para a doenca (Teive,
1998). A alteragdo da substancia negra (SN) do mesencéfalo foi proposta por
Brissau (1925) e as areas de lesao cerebral foram descritas por Greenfield e
Bosanquet em 1953 (Goetz, 2011).

1.3 Sistema dopaminérgico modulador da motricidade voluntaria

O neurotransmissor essencial para as atividades do sistema modulador da
motricidade voluntaria (via nigroestriatal) é a dopamina. No sistema nervoso central
(SNC) esse neurotransmissor também ¢é importante no sistema de recompensa e
motivacdo (via mesolimbica e mesocortical) e no sistema regulador de secrecao
hormonal do eixo hipotalamico-hipofisario. A dopamina esta relacionada, também,
com o sistema nervoso autbnomo simpatico, em uma via descendente hipotalamica
(Kandel, 2000).
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A dopamina é liberada na fenda sinaptica por exocitose ou por acao reversa de seu
transportador DAT. Uma vez liberada, a dopamina ndo sofre degradacdo na fenda
sinaptica. Sua recaptacao para o interior da terminacao dopaminérgica é feita pelo
DAT e pode ser degradada por duas enzimas: uma mitocondrial - a monoamina
oxidase (MAO) - e outra citoplasmatica - a catecol-O-metil transferase (COMT).
Como resultado da degradagéao formam-se 3,4-acido dihidroxifenilacético (DOPAC)
e acido homovanilico (HVA) (Purves et al., 2004, Saper, 2000).

Os receptores dopaminérgicos sdo metabotropicos acoplados a proteina G. Os
receptores sao divididos em duas familias: D1-subdividida em D1 e D5 (outra
denominacao possivel seria D1a e D1b, respectivamente) - e D2 — subdividido em
receptores D2, D3 e D4 e seus homodlogos -, de acordo com suas caracteristicas
bioquimicas, fisiolégicas e estruturais. Basicamente, a familia D1 faz sinapses
excitatorias — por estar acoplada a proteina G estimulatéria - e a D2 inibitérias — por
estar acoplada a proteina G inibitéria -, com funcédo de auto-feedback (Beaulieu &
Gainetdinov, 2011; Saper, 2000).

Do ponto de vista funcional, os nucleos da base abrangem o estriado - composto
pelos ndcleos caudado e putamen - globo pélido, nucleo subtalamico e substancia
negra. O estriado constitui a principal aferéncia dos nulcleos da base, recebendo
eferéncias glutamatérgicas de todas as areas do cértex cerebral, excetuando areas
auditiva e visual primarias, formando a via cértico-estriatal responsavel pelo
planejamento e intengdo de mover-se. As eferéncias glutamatérgicas do nucleo
intralaminar do talamo, dopaminérgica da parte compacta da substancia negra
(SNpc) e serotoninérgica do nucleo da rafe modulam esta via cértico-estriatal. Ja as
eferéncias dos nucleos da base estdo envolvidas em duas vias de controle da
motricidade voluntaria, a via direta e a indireta (Fig. 1). A via direta é responsavel
pela desinibicdo do tdlamo e consequente facilitagdo da iniciagdo do movimento. Ja
a via indireta é responséavel pela modulacdo dos padrées de movimento (Purves et
al., 2004).

A partir de uma eferéncia cortical glutamatérgica e adjunta a liberacdo de dopamina
pela SNpc, que age sobre receptores D1 da coluna medial de neur6nios estriatais, o
estriado ativa suas projecées gabaérgicas para o globo palido interno. O globo
palido interno entao fica inibido e deixa de exercer sua acao ténica gabaérgica sobre
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0s nucleos laterais do talamo, que tornando-se ativos, projetam suas eferéncias
glutamatérgicas para as areas motoras corticais. Assim, 0 movimento se inicia.
(Purves et al., 2004).

Via Direta Cértex Cerebral Cértex Frontal Via Indireta Cértex Cerebral Cértex Frontal
J\q}’/FéSiCO 4 g b Fasico Substancia \#/Fésm i : pFdsico
Substancia Nucleo lateral do Neera Nucleo lateral do
Estriad 8!
Negra paits Télawvin

Ndces Subtalamico

Figura 1: Organiza¢do funcional dos circuitos dos nucleos da base relacionada a motricidade

voluntaria: vias direta e indireta.

A eferéncia cortical glutamatérgica adjunta a liberacdo de dopamina pela SNpc, que
age sobre os receptores D2 da coluna medial de neurdnios estriatais, faz com que o
estriado ative suas projecoes gabaérgicas para globo pélido externo. O globo pélido
externo é entdo inibido e deixa de exercer sua fungcado ténica gabaérgica sobre o
ndcleo subtalamico. Este entdo, através de suas projecoes glutamatérgicas, ativa
novamente o globo palido externo que volta a inibir o ndcleo lateral do tdlamo, que
nao fara mais aferéncia excitatérias para as areas motoras corticais (Surmeier et al.,
2011; DeLong, 2000).

A motricidade normal depende do balanco entre as vias direta e indireta no estriado
e no globo palido. Na doenca de Parkinson, a morte dos neurénios dopaminérgicos
da SNpc induz superativacdo da via indireta e hipoativacao da via direta, tendo em
vista sua acdo como modulador da eferéncia excitatéria glutamatérgica cortical. Na
via direta, a dopamina agiria em conjunto com o glutamato excitando o estriado. Na
via indireta, agiria sobre receptores D2 e modularia o input excitatério cortical. Esta
acao sobre o estriado € que altera diretamente o input inibitério dos nucleos da base
e sua consequente agao sobre o talamo. Desta forma, ha a tendéncia de manter-se
inibido os nucleos laterais do talamo em diferentes graus e assim haver dificuldade
na iniciagdo do movimento voluntario, criando as sindromes clinicas hipocinéticas,

em que se inclui a doenga de Parkinson (Surmeier et al., 2011).
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Além do circuito motor, os nucleos da base estdo envolvidos em outros circuitos
neuronais, como o circuito pré-frontal — envolvido em processos cognitivos -, 0
circuito limbico — relacionado a comportamento e motivacao -, o circuito 6culomotor
— associado ao controle do movimento dos olhos (Surmeier et al., 2011; Purves et
al., 2004, De Long, 2000).

1.4 Etiologia da Doenca de Parkinson

O desenvolvimento da doenca de Parkinson é resultante de uma cascata
multifatorial onde interagem a susceptibilidade genética, a exposicdo a fatores
ambientais de risco e a senescéncia (Yang & Lu, 2009), influenciados pelo estilo de
vida e compleicéo fisica (Abbott et al., 2003).

De acordo com Eriksen et al. (2005), 10% dos casos dessa doenca sao de origem
genética. Hoje, 13 loci (PARK) sédo reconhecidos e identificados como relacionados
ao desenvolvimento da doencga de Parkinson. Desses, sete sdo atribuidos a formas
familiares e quatro a forma esporadica da doenca (Yang & Lu, 2009).

As mutagbes autossémicas dominantes ocorrem nos genes PARK1, PARK4, PARK5
e PARKS8. A mutacdo no gene PARK1 altera a proteina a-sinucleina que deixa de
ser soluvel e tende a se agregar de forma filamentosa, constituindo os corpos de
Lewy caracteristicos da doenca de Parkinson (Nagatsu & Sawada, 2005). O gene
PARKS5 codifica a proteina UCHL-1 (ubiquitina C-terminal hidrolase L1) que participa
de uma via proteolitica ubiquitina-dependente. Sua mutacao leva a reducao de sua
funcéo catalitica e consequente aumento de agregacao proteica (Leroy et al., 1998).
A mutacdo mais comum associada a doenca de Parkinson familiar e também a
idiopatica € a mutacdo em PARK8 que leva a alteracdo de LRRK2 (leucine-rich
repeat kinase 2). Esta proteina € uma GTPase/quinase que aparenta estar envolvida
em cascatas de sinalizacao celular relevante a neurodegeneragédo e apoptose na
doencga de Parkinson e na formacdao/manutencao de corpos de Lewy (Dauer & Ho,
2010).

As mutacbes autossOmicas recessivas mais comuns encontram-se nos genes
PARK2, PARK6 e PARKY7, e estdo relacionadas a forma juvenil de doenca de
Parkinson (Cook et al., 2003). Mutagdes em PARK2 geram alteragdo da proteina
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Parkin que é um sistema ubiquitina-proteossoma (Nagatsu & Sawada, 2005). A
mutacdo em PARK6 gera alteragdo na proteina quinase mitocondrial PINK1
(putative serine threonine kinase). Essa foi a primeira proteina mitocondrial envolvida
na patofisiologia da doenca de Parkinson. Em condicdes fisiol6gicas, parece
preservar a mitocondria em resposta ao estresse celular (Valente et al. 2004). O
gene PARKY codifica a proteina DJ-1 ligase, proteina chaperona mitocondrial,
aparente sensor de radicais livres de oxigénio (ROS) e previne agregacao de a-
sinucleina (Yang & Lu, 2009).

A grande maioria das mutacdes sao alteragdes mitocondriais, de sistemas
ubiquitina-proteossoma ou proteinas com conformacéao atipica (Nagatsu & Sawada,
2005). Estas alteracoes podem ser correlacionadas a patofisiologia da doenca de
Parkinson no que se refere ao estresse oxidativo e ao acumulo de proteinas/toxinas
que geram a neuroinflamacao. A ocorréncia de alelos predisponentes em casos de
doencga de Parkinson nao familiar pode ser o gatilho e a ligacdo entre os fatores

genéticos e ambientais (Eriksen et al., 2005).

Apl6s a descoberta do 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) por Calne e
Langston em 1983, passou-se a considerar as influéncias ambientais como fator
predisponente a doenca de Parkinson, e mais tardiamente, as neurotoxinas
ambientais foram reconhecidas como fator associado ao desenvolvimento da

doenca de Parkinson idiopatica (Spires & Hannah, 2005; Chun et al., 2001).

Ja esta evidenciada a correlagdo entre a exposicdo prolongada a herbicidas e
inseticidas - como rotenona, paraquat e organoclorados - e o desenvolvimento da
doenca de Parkinson (van der Mark et al., 2012). Estudos epidemiolégicos tem
enfaticamente apontado o trabalho em lavoura e o tempo de exposicédo a pesticidas
como fator de risco para doenca de Parkinson (Dick et al., 2007; Abbott et al., 2003),
com aumento da incidéncia nos paises onde o controle destas substancias é
deficiente (Dorsey et al., 2007). A exposicdo a metais como Aluminio, Ferro e
Manganés também tem sido discutida como fator predisponente a doenca, uma vez
que nao sao degradados no ambiente e podem se acumular no cérebro e em outros

tecidos em taxa maior que a de excre¢ao do organismo (Prediger et al., 2012).

A exposi¢cdo a neurotoxinas ambientais tem dimensdes temporal e espacial. Com

relagédo a primeira dimensao, ha que se considerar o aumento da expectativa de vida
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e também do tempo de trabalho da populagdo mundial e consequente aumento do
tempo de exposi¢do a toxinas ambientais. Ja na segunda dimensao, atenta-se para
a exposicdo a toxinas ambientais no local de trabalho, ja bem conhecida e
prevenida, e no meio ambiente de forma geral. Sabe-se que as toxinas geradas no
local de trabalho ndo estdo confinadas a ele, pois particulas produzidas no processo
da industrializacdo e urbanizacdo sdao emitidas no ar se espalham rapidamente no
ambiente, podendo alcancar distancias consideraveis. Sendo assim exposicao a
baixos niveis de toxinas de forma continua e prolongada pode ter um efeito
neurotoxico cumulativo gerando neurodegeneracédo de longa laténcia (Lucchini &

Zimmerman, 2009).

A interferéncia da dieta no desenvolvimento da doenca de Parkinson é controversa.
Evidéncias indicam que a ingestao de flavonéides (Gao et al., 2012), dieta rica em
vegetais, legumes, cogumelos, frutas, algas, peixes (Okubo et al., 2012) e consumo
de cafeina (Liu et al., 2012) estao correlacionados ao decréscimo na predisposicao a
doenca de Parkinson. Ja a elevagédo da predisposicao esta associada ao consumo
de carboidratos e gorduras polinsaturadas (Abbott et al., 2003), a obesidade, uma
vez que ambas estdo relacionadas a diminuicado de receptores de dopamina no
sistema nigroestriatal em humanos (Wang et al., 2011) e aumento da vulnerabilidade
a neurotoxinas por reducao dos niveis de dopamina e tirosina hidroxilase no estriado
(Sriram et al., 2002).

1.5 Manifestacoes clinicas da Doenc¢a de Parkinson

O quadro clinico da doenca de Parkinson é caracterizado por alteragcdes motoras e
nao motoras, sendo que o seu diagndstico ainda é essencialmente sintomatol6gico,
mas, definitivamente, este se faz apenas por exame post-mortem pela constatagéo
de morte de neurdnios dopaminérgicos da SNpc e presenca dos corpos de Lewy
(Eriksen et al., 2005). Os principais sinais motores da doenga de Parkinson, tidos
como cardinais, sdo quatro: bradicinesia, instabilidade postural, tremor de repouso e
rigidez muscular (Jankovic, 2008).

Dentre os sintomas motores, a bradicinesia € o mais tipico dos distarbios de

movimento, atingindo 80% dos parkinsonianos (Jankovic, 2008). E um fenémeno
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complexo caracterizado pela diminuicdo da velocidade do movimento voluntario e
implica na dificuldade de realizar tarefas sequenciais, repetitivas e simultdneas
(Morris & lansek,1997). A instabilidade postural resulta da perda dos reflexos
posturais (Jankovic, 2008) e, consequentemente, da perda da habilidade em manter
o centro de massa corporal sobre a base de suporte durante atividades que
envolvam transferéncias de peso ou reacao a perturbacdes externas (Adkin et al.,
2003). A instabilidade postural é a causa mais comum de quedas, atrelada a outros
sintomas da doenca de Parkinson como hipotensdo ortostatica, alteracdes
sensoriais de integracdo visual, vestibular e proprioceptiva (Marchese et al., 2003) e
contribui significativamente para o aumento da morbimortalidade dos pacientes
(Martinolli et al., 2011). O tremor de repouso é o primeiro sintoma aparente e o que
diferencia a fase inicial da doenca de Parkinson de outras sindromes
extrapiramidais. Normalmente é unilateral, atingindo principalmente extremidades e
desaparece durante o movimento intencional e sono (Benninger et al., 2009;
Jankovic, 2008). A rigidez muscular é definida como o aumento da resisténcia
muscular a amplitude de movimento passivo de uma articulacdo (Bartolic et al.,
2005).

As alteracdes de locomogao, sinais primarios da doenga de Parkinson (King &
Horak, 2009; Kwakkel et al., 2007), sdo agravadas pelo envelhecimento, imobilidade
e desuso muscular (Giladi, 2009). A locomocéao é afetada por alteragcdes musculo
esquelética como fraqueza, perda de massa muscular e éssea, diminuicdo da
flexibilidade muscular e amplitude de movimento articular, podendo chegar a
instalacao de deformidades, bem como deficiéncias cardiopulmonares (Yu et al.,
2006).

A doenca de Parkinson esta associada a um espectro mais amplo de manifestacoes
clinicas para além dos disturbios motores (Marras & Lang, 2008). Esses sintomas
incluem distarbios de sono, alteragées gastrointestinais como constipacao (Gao et
al., 2011), alteragbes autondmicas tais como hipotensdo ortostatica, e alteragdes
sensoriais, cognitivas e psiquiatricas (Shi et al., 2010; Marras & Lang, 2008). As
alteracoes olfatérias — geradas pela degeneracdo no bulbo e no nudcleo olfatorio
anterior - parecem ser o primeiro sintoma nao motor evidente (Braak et al., 2003).
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A presenca desses sintomas ndo motores indica acometimento de regiées cerebrais
distintas da SNpc e suas projecdes. As alteragdes intranigrais sdo sempre
acompanhadas de degeneracdo em regides como nucleos dos nervos vago e
glossofaringeo, zona reticular intermediaria, nucleos da rafe, complexo ceruleus-
subceruleus, diversos nucleos do tadlamo, amigdala, bulbo olfatério e neocoértex
(Braak & Braak, 2000; Braak et al., 2003).

Admite-se que as alteragdes que levam aos sintomas motores assim como aos nao
motores ndo ocorrem aleatoriamente, mas seguem uma sequéncia topografica preé-
determinada, possibilitando o estadiamento da doenga de Parkinson em seis fases.
Os estagios 1 e 2 caracterizam-se por alteragdes olfatorias, disfuncdes regulatorias
autondmicas e acometimento de estruturas baixas do mesencéfalo. Os estagios 3 e
4 abrangem alteracées motoras propriamente ditas e degeneracdo dos nucleos da
base. Por sua vez, nos estagios 5 e 6 ha declinio das faculdades intelectuais,
memoria e cognicdo com comprometimento do lobo temporal, estruturas limbicas,
regibes associativas e I6bulo pré-frontal (Braak et al., 2003). A hipétese de
disseminagao ao longo de regides cerebrais traz consigo a ideia do inicio da doenca
ser pontual e local, ndo aleatéria. Os sintomas ndo motores parecem preceder os
motores e podem caracterizar estagios pré-clinicos desta doenca. Por isso, sao
clinicamente importantes e oferecem possibilidades de rastreio da evolugdo da
doenca. Assim, os fatores de risco desencadeadores da doenca de Parkinson
podem ser comuns, previsiveis e passiveis de identificacdo com biomarcadores
(Hardy, 2010).

1.6 Alteracoes histopatoldgicas e moleculares na doenca de Parkinson

Classicamente, sao reconhecidas como caracteristicas histopatoldégicas da doenca
de Parkinson a destruicdo dos neurbnios dopaminérgicos do sistema nigroestriatal,
em especial a camada ventrolateral da SNpc (Calne, 2005) e a area tegumentar
ventral (ATV) do mesencéfalo (Jackson-Lewis et al, 1995), a presenca de
agregados fibrilares proteicos denominados corpos de Lewy (Wakabayashi et al.,
2012) e glia reativa (Gao & Hong, 2008). Sabe-se que os sintomas motores surgem
quando ha perda de 60-70% das células dopaminérgicas tirosina hidroxilase-
positivas da SNpc (Przedborski et al., 2000) e cerca de 80% das estriatais (Riederer
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& Wuketich, 1976). A morte do neurdnio dopaminérgico em doenca de Parkinson se
da por disfungcdo mitocondrial, estresse oxidativo, excitotoxicidade glutamatérgica
por desinibicdo do nucleo subtalamico, apoptose, anormalidade na degradacao de
proteinas seja pelo sistema proteossoma ou chaperona (Obeso et al, 2010)
Atualmente, alguns autores propéem que as alteracdes histopatolégicas podem
iniciar-se 20 anos antes dos sintomas motores; a fase pré-clinica, desse modo,
poderia abranger alteracdes autondmicas ou psiquiatricas (revisao em Savica et al.,
2010).

1.6.1  Células da Glia e Doenca de Parkinson

Glia é o termo que designa o grupamento de células ndo neuronais residentes no
SNC. E constituida de trés tipos celulares principais: o astrdcito, a micréglia e o
oligodendrdcito (Jessen, 2004). Como nao existem evidéncias claras da participacao
de oligodendrécitos na doengca de Parkinson (McGeer & McGeer, 2008), seréao

abordados os astrocitos e a microglia.

Os astrécitos sao o tipo celular mais numeroso do SNC (Gao et al., 2008) podendo
representar até 90% da massa cerebral (Gee & Keller, 2005). Os astrécitos
desempenham diversas funcées no SNC, como suporte fisico e nutricional ao
neurbnio, tamponamento do espaco extracelular contra excesso de K' e de
neurotransmissores, secre¢cdo de fatores neurotréficos, formagdo da barreira
hematoenceféalica (BHE), regulacado imune intrinseca (Gao et al., 2008; Gee & Keller,
2005) e modulacdo da atividade neuronal (Hinkerohe et al., 2005). Os astrécitos
fibrosos possuem um formato estrelado com prolongamentos extensos e delgados
gue termina em sua maioria em contato com o endotélio vascular, formando os pés
vasculares. Este contato astrocito-endotélio integra a unidade morfofuncional da
BHE, o complexo gliovascular que protege o SNC de perturbagdes periféricas
(Jessen, 2004) e atribui as células residentes ndo neuronais o papel imune, uma vez
que em condicbes normais a BHE nao permite a passagem de células imunes
periféricas. O astrécito parece atuar como célula apresentadora de antigeno, pois ja
foi evidenciada a expressao de MHC Il e moléculas de adesdo como a de adesao
intercelular (ICAM) (Gee & Keller, 2005).
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Em situagdo de neuroinflamagdo, os astrécitos tornam-se ativados e alteram sua
morfologia. Essas células podem se reorganizar em torno do sitio da les&o formando
uma espécie de barreira para regeneracao, culminando na formacao de cicatriz glial
(Jessen, 2004) e produzem diversas citocinas pré-inflamatérias com destaque para
TNF-a e IFN-y (Barcia et al., 2011). A permeabilidade da BHE pode ser alterada
nessa condi¢do, pois o astrocito agindo sobre o endotélio permite a passagem de
células T circulantes para o parénquima cerebral (Gee & Keller, 2005). Os astrocitos
também secretam diversas substancias que contribuem para sustentar a
neuroinflamacao como metaloproteases (MMP) e 6xido nitrico (NO) (Jessen, 2004),
bem como para sua resolucéo ao secretar fatores neurotréficos - o de crescimento
de fibroblasto, o de crescimento neural (NGF), neurotrofina -3 (NT-3) (Gee & Keller,
2005).

A micréglia sdo células de origem mesodérmica e monocitica, de natureza reativa e
capacidade fagocitaria que estao distribuidas por todo cérebro, representando 10%
das células da glia, (McGeer & McGeer, 2004). Quando ocorre algum processo de
injuria, essas células sdo ativadas alterando suas caracteristicas, migrando,
fagocitando e agregando-se em torno do sitio da lesdo (McGeer & McGeer, 2008). A
neuroinflamacado transitéria € uma resposta natural e consequente a injdria ou
infecgdo, visando a preservacao e viabilidade do tecido cerebral (Wyss-Coray &
Mucke, 2002; Tansey et al., 2007).

O estado da microglia varia de repouso a hiperativacao e esta sob controle estrito de
diversas proteinas regulatorias (Michelucci et al.,, 2009). A ativacao classica seria
iniciada por TNF-a e IFN-y - que poderiam ser os fatores chave para tal ativacao (He
et al., 2002; Mosser, 2003) -, e por agregacao de a-sinucleina, o mais potente
ativador da micrdglia conhecido (Klegeris et al., 2008; Zang et al., 2005). Ativacao
alternativa poderia ser iniciada pela administragcdo de interleucina-4 (IL-4),
glicocorticéides, NO (Le et al., 2001; Jenner, 2003; Ryu, 2002) ou por produtos da
cascata classica do complemento (McGeer & McGeer, 2008). A ativacdo da
micréglia resulta em aumento do fluxo sanguineo ao redor do tecido lesado,
transportando  mediadores  inflamatérios como  citocinas,  quimiocinas,
prostaglandinas (Anrather et al., 2006), ROS (Koutsilieri et al., 2002; Jenner, 2003),
fatores pro-apoptéticos e MMP (Mosser, 2003). Em estado hiperativo ha elevacao
significativa da expressado de moléculas de ativagdo/adesao na superficie celular da
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micréglia (Gao & Hong, 2008) com CD45, MHC | e Il, aumento da sintese e liberacao
de fatores pro-inflamatérios e pré-oxidantes, (Anrather et al., 2006) que levariam a
danos e morte dos neurbnios dopaminérgicos adjacentes (Gao et al., 2003; Wu et
al., 2003), e isto torna a micréglia um tipo de populagdo mononuclear fagocitaria

bastante atipica com gradacdes de ativagao (Perry et al., 2007).

A micréglia também apresenta ativacdo anti-inflamatéria e acdo neuroprotetora
(Mosser, 2003). Para isso, secreta quimiocinas que atraem leucdcitos, citocinas anti-
inflamatérias, e alguns componentes de matriz extracelular que promovem a
proliferacdo celular, angiogénese e reconstrucdo da prépria matriz,
consequentemente o reparo da injuria (Mosser, 2003). Secreta também fatores de
neurotroficos como NGF, NT-3 e fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
(Baquet et al., 2005; Peterson & Nutt, 2008).

1.6.2 Unidade neurovascular e barreira hematoencefalica

A BHE é uma interface seletiva e dinamica de multicomponentes que intermedia ou
restringe o acesso de outros constituintes do organismo e do ambiente que trafegam
pelo sistema circulatério ao liquor e ao SNC. Sua funcao € manter a homeostase do
SNC e estabelecer um ambiente constante e favoravel a fisiologia intracerebral,
respondendo tanto aos sinais circulatérios quanto aos do parénquima cerebral,
fazendo, assim, um cross-talk entre o SNC e o sistema circulatério. A BHE é
composta pelas unidades neurovasculares formadas por células endoteliais da
cérebrovasculatura e sua membrana basal, pericitos e astrocitos adjuvados por
micréglia e neurénios (Grammas et al., 2011; Carvey et al., 2009 e 2005).

Reqides cerebrais periventriculares — eminéncia hipotaldamica medial, hipdfise, plexo
coriéide, area postrema e bulbo olfatério - possuem BHE menos restritiva. Nestas
areas os capilares sao fenestrados, com poros circulares de 40-60 nm cobertos por
finos diafragmas de membrana plasmatica, células endoteliais com pequena
quantidade de juncdes e de baixa atividade pinocitica. Funcionalmente, estas
regides necessitam ser integrados e suas secrecdes distribuidos rapidamente a todo
organismo, justificando a permissividade da BHE. Esta representa,
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aproximadamente, 1% da area da BHE e pode constituir uma regido vulneravel as
toxinas ambientais (Carvey et al., 2009).

Em situacdo de desestabilizacadto da BHE, ocorre edema perivascular,
desprendimento dos pés vasculares dos astrécitos e alteragdo da conformacao das
células endoteliais, bem como alteragdo na sinalizacao célula-célula. Alteracdes nas
funcdes da BHE ocorrem por inflamacao sistémica ou cerebral e em resposta ao
estresse térmico, neuroquimico e emocional, estdo implicadas no desenvolvimento e
instalacao de diversas doencas no SNC, inclusive doenc¢a de Parkinson com a morte

de neurdnios dopaminérgicos.

Em individuos parkinsonianos, os capilares tém sua forma alterada e perdem o
contato normal com o neurbnio (Grammas et al., 2011). Kortekaas et al. (2005)
foram os primeiros a observar quebra na BHE em doenca de Parkinson. Através de
tomografia, observaram acumulo de um medicamento ndo permeével a BHE nas
areas dopaminérgicas de pacientes parkinsonianos, indicando a forte correlacdo da
disfuncdo da BHE com a etiologia e/ou o agravamento do quadro doenga de
Parkinson e corroborando com a hip6tese do desencadeamento da doenca a partir
de insultos ambientais. Ja foi demonstrada a desestabilizacdo da BHE em modelos
experimentais de doenca de Parkinson induzido por MPTP intraperitoneal em
camundongos (Chen et al., 2008; Zhao et al., 2007) e por 6-hidroxi-dopamina (6-
OHDA) intranigral em ratos (Carvey et al., 2005). E sabido que, em camundongos, o
tratamento com MPTP desestabiliza a BHE, gera neuroinflamagéo que contribui para
0 aumento da permeabilidade endotelial, aumenta a expressdo da MMP-9 diminui os
niveis das proteinas das juncdes ocludentes (Chen et al., 2008).

O avancar da idade também parece alterar a estabilidade da BHE. Em modelos
experimentais, foi visto diminuicdo do numero de juncbes ocludentes, maior
propensdo ao dano e lentiddo na recuperacdo da BHE (Carvey et al., 2009). E
importante salientar que existe uma miriade de estados funcionais para BHE e nao

apenas o dicotdmico integro e rompido (Carvey et al., 2009).
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1.6.3 Neurodegeneracao e Neuroinflamacao na Doenca de Parkinson

Doencas neurodegenerativas caracterizam-se pelo processo crénico e progressivo
de perda neuronal em areas do SNC com consequentes déficits em funcdes
cerebrais. O mecanismo subjacente a neurodegeneracdo ainda nao esta
esclarecido, mas discute-se, de modo crescente, a participacdo da neuroinflamacéao
incontrolada (Teismann et al., 2003), incluindo-se a microgliose como caracteristica
histopatolégica importante (Gao & Hong, 2008).

O cérebro pode desencadear e sustentar uma resposta imune inata que resultaria
em dano as células locais (McGeer & McGeer, 2004). Ocorrem interacbes de
neurdnios lesados e micrdglia ativada num ciclo que se auto propaga, causando
inflamacéao incontrolada e prolongada que forcaria a progressao tanto da doenca de
Parkinson quanto de outras condigcdes neurodegenerativas (Chen et al., 2008). A
questdo crucial € como a lesdo neuronal ocorre e como é transformada em
neuroinflamagdo sustentada, transpondo o limiar de tolerdncia do SNC. A
intensidade do insulto, o tempo de persisténcia, a vulnerabilidade individual, a co-
ocorréncia de situacdes agravantes afetam a reacéo do sistema imune no SNC (Gao
& Hong, 2008).

Em relacdao a doenca de Parkinson, Mogi et al. (1994), em estudo post-mortem,
mostraram niveis elevados de IL-1j3, IL-6, Fator de Crescimento Transformante alfa
(TGF-a), e Fator de Crescimento Epidérmico no estriado de individuos com doenca
de Parkinson quando comparados a pacientes nao parkinsonianos. Também, Mogi
et al. (2000, 1996a e 1996b) mostraram aumento da expressao de caspases 1 e 3,
receptor p55 de TNF-a, Fas e Bcl-2 somente na SN de parkinsonianos. Os niveis de
algumas citocinas (IL-1B, IL-2, IL-4) e de TGF-a sao mais elevados no liquor isolado
de ventriculo cerebral de pacientes com doenga de Parkinson juvenil, enquanto, IL-2
e IL-6 estdo mais elevados no liquor de pacientes com doengca de Parkinson
esporadica (Mogi et al., 1996c). Brodacki et al. (2008) detectaram elevados niveis
circulantes de IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a e IFN-y em pacientes com doenca de
Parkinson. Scalzo et al. (2009 e 2010) mostraram niveis séricos elevados de TNF-a

e IL-6 em pacientes com doenca de Parkinson.

Em modelo animal de parkinsonismo, Barcia et al. (2011) mostraram, em macacos e

camundongos, que o IFN-y tem papel crucial na ativacdo da micréglia da SNpc, em
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periodo que precede a morte neuronal. Esta citocina pode agir sobre a propria
micrdglia, onde € produzida, ou sobre astrécitos, sendo responsavel pelas
alteracées morfolégicas que caracterizam o estado ativado destas células. IFN-y e
TNF-a, que parece agir sobre a glia secundariamente, atuam sinergicamente na
ativacao da glia, bem como na perpetuacao deste estado hiperativo durante anos.
Os niveis séricos dessas duas citocinas sao mantidos elevados durante todo o curso
da manifestacdo da doenca de Parkinson em macacos, em comparacdao com os de

outras citocinas.

Esse processo neuroinflamatério estaria associado a producdo de outras
substancias neurotéxicas como ROS e espécies reativas de nitrogénio, resultantes
de disfuncado mitocondrial, principalmente dos complexos | e lll da membrana interna
(Smeyne & Jakson-Lewis, 2005; Teismann et al., 2003; Giasson et al., 2000). A
disfuncao mitocondrial é percebida, em estudos post-mortem de pacientes com
doenca de Parkinson, pela deplecdao de ATP e alteracdo da NADPH (fosfato de
nicotidamida dinucleotideo reduzido) na SN e estriado (Nagatsu & Sawada, 2005).
Essa enzima é alvo comum em modelos quimicos de parkinsonismo (McGeer &
McGeer, 2004). A deplecao de ATP celular aumenta a geracdo de ROS, altera as
concentracdes de Ca* e leva a fissdo da mitocondria, consequente liberacdo de
citocromo C, ativacdo de caspases e translocacado nuclear de Bax (Chan et al.,
2010). O estresse oxidativo pode ser exacerbado pela crescente disfuncéo
mitocondrial, gerando radicais livres e ativando a microglia observada em casos de

doenca de Parkinson idiopatica (Chun, 2001).

Além disso, existe a formacdo de proteinas anormalmente estruturadas,
principalmente a-sinucleina, e disfuncédo no sistema ubiquitina-proteossoma (Jenner,
2003). Todas estas alteracdées com faléncia da compensacgéao devida desencadeiam
a apoptose no estriado de individuos doenca de Parkinson (Nagatsu & Sawada,
2005).

Tradicionalmente, o SNC é considerado imunologicamente privilegiado por sua
capacidade inflamatéria limitada, pequena infiltracdo de vasos linfaticos e presenca
da BHE. Logo, uma reagédo imune local no SNC n&o envolveria células do sistema
imune periférico e somente células residentes - que seriam responsaveis pela

producédo de citocinas inflamatérias e modificacao para perfil fagocitico (McGeer &
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McGeer, 2004). Atualmente, o SNC é considerado imunologicamente especializado
(Gao & Hong, 2008), pois ha relatos da participacdo de linfécitos periféricos em
insultos crénicos do SNC, indicando um cross-talk entre resposta imune inata e
adaptativa em condicbes neurodegenerativas (Nitsch et al., 2004). Esta relacdo pode
ser evidenciada pela mudanca de fenotipo da micrdglia desencadeada pela
inflamacéo sistémica com seus fatores carreados pela circulagcao e/ ou interagindo

diretamente com as células endoteliais da BHE (Perry et al., 2007).

Percebe-se que o microambiente no SNC principalmente na SN se modifica durante
0 processo patolégico da doenca de Parkinson. E estas alteragcdes ndao envolvem
apenas as células da glia, mas também as células imunes periféricas e células
endoteliais (Hirsch et al., 2005).

A Figura 2 sintetiza os possiveis fatores intrinsecos e extrinsecos envolvidos no

desenvolvimento e progressao da doenga de Parkinson.
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Figura 2: Possiveis interrelagdes dos fatores envolvidos no desenvolvimento/progressao da Doenga
de Parkinson (retirado de Gao & Hong, 2008).
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1.7 Modelos experimentais de doenca de Parkinson

Existem diversos modelos experimentais de parkinsonismo, dentre eles os modelos
de indugao por farmacos, os modelos baseados nas caracteristicas histopatoldgicas
da doenca de Parkinson, os modelos genéticos em organismos multicelulares e

modelos induzidos por pesticidas e por neurotoxinas.

Dentre os modelos de indugéo por farmacos destaca-se a reserpina. Este modelo é
utilizado majoritariamente para investigacao de tratamentos farmacolédgicos. Tem por
vantagens a semelhanca bioquimica com a doenca de Parkinson e a geracao de
acinesia e rigidez. Entretanto, apresenta a desvantagem de inibir o transportador
vesicular de monoamina, causando deplecao de outras aminas além da dopamina.
Ademais, ndo gera morte dopaminérgica nigral e deve ser administrada por via
intracerebral (Duty & Jenner, 2011). O modelo de administracao intranigral de LPS —
lipopolisacarideo - reproduz os eventos inflamatérios relacionados a doenca de
Parkinson e leva a morte neuronal dopaminérgica por estresse nitrativo e citocinas
pré-inflamatérias. A desvantagem € a administracdo intracerebral e o
desenvolvimento sintomatico unilateral. Os modelos genéticos ainda sao um desafio.
Em camundongos, Drosophila megalomaster, Caenorhabditis elegans e Dario rario
ainda nao reproduzem a sintomatologia do parkinsonismo e de fato contribuem mais
para as discussdes sobre a patogénese da doenca de Parkinson (Duty & Jenner,
2011).

Ja& o modelo de neurotoxina mais amplamente utilizado é a administracdo
intracerebral de 6-OHDA. Este modelo permite tracar estratégias terapéuticas e
neuroprotetoras, além de possibilitar a observacao das consequéncias da morte
neuronal dopaminérgica em curto periodo de tempo. Apresenta perfil bioquimico,
neuroinflamatério e morte neuronal nigroestriatal por estresse oxidativo e disfungao
mitocondrial semelhante a doenca de Parkinson. As desvantagens deste modelo séo
a lesao restrita a area de injecdo da droga, nao formacao de corpos de Lewy e a
administracao intracerebral ser unilateral — a administracéo bilateral gera disfagia e
dificulta a manutencdo do animal. Assim, apesar do fendtipo robusto, o
acometimento motor € unilateral e, portanto, ndo se assemelha a sintomatologia da

doenca de Parkinson.
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Os modelos induzidos por pesticidas apresentam duas drogas em destaque
rotenona e paraquat. A rotenona é altamente lipofilica, favorecendo administracdes
sistémicas, gera morte neuronal dopaminérgica por estresse oxidativo, disfuncao
mitocondrial e inibicdo proteossdmica além de provocar intenso perfil inflamatério.
Também favorece a formacdo de corpos de Lewy, diminui atividade locomotora e
responde favoravelmente a diferentes farmacos utilizados no tratamento de
parkinsonismo, sendo melhor enquadrada na definicho de modelo para
neuroprotecdo. Em contrapartida, tem alta toxicidade sistémica solicitando
administracdes repetidas em baixas doses e necessita de um grande numero de
animais devido ao grande percentual que pode ser resistente a acao da rotenona. Ja
o paraquat gera perfil inflamatério leve, morte de neurbnios dopaminérgicos por
estresse oxidativo e alteracbes comportamentais sem grande alteracdo do conteudo
estriatal de dopamina. Além disso, esta associado a elevada taxa de mortalidade em
roedores por disfuncéo respiratoria e perda de peso (Bové & Perier, 2012).

1.7.1 Modelo experimental de doenca de Parkinson por administracao de 1-
Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina hidroclorido — MPTP

O 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina hidroclorido (MPTP) ¢é analogo de
meperidina, um subproduto da sintese quimica da heroina, com potentes efeitos
similares aos dessa droga (Langston et al., 1999). Relatos da neurotoxicidade deste
composto e sua utilizacdo como ferramenta de pesquisa tornou-se predominante no
inicio da década de 1980, apds a identificagcdo de usuarios de heroina no norte da
Califérnia que apresentavam-se nas salas de emergéncia com sintomas
semelhantes aos da doenca de Parkinson (Langston, 1985). O MPTP é um dos
raros casos em que a toxina foi descoberta em humanos e depois desenvolvida em
modelo animal (Smeyne & Jackson-Lewis, 2005). O MPTP é um bom modelo de
inducado de parkinsonismo por produzir morte significativa e irreversivel de neurénios
dopaminérgicos, de forma seletiva e especifica (Przedborski et al., 2000), e por
mimetizar os sintomas motores e alteracdes histopatoldégicas em humanos e outros
primatas, gatos e roedores (Barcia et al., 2011, Faherty et al., 2005; Cook et al.,
2003; Chun et al., 2001; Langston, 1985). A dessemelhanca se da pela auséncia de
formacao de corpos de Lewy (Nagatsu et al., 2002).
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O MPTP atravessa livremente a BHE por ser altamente lipofilico (Nagatsu et al.,
2002; Chun et al., 2001), é captado pelas células endoteliais e da glia, em especial
astrécitos, por meio de transportadores de monoamina e glutamato (Hazell &
Norenberg, 1997) e convertido a MPDP* (N-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinio) pela
enzima monoamina oxidase B - MAO-B (Przedborski et al., 2000). Em seguida, é
liberado no espago extracelular, provavelmente se oxida espontaneamente e,
desprotonado, torna-se a neurotoxina ativa, o MPP* (1-metil-4-fenilpiridinio)
(Nagatsu et al., 2002). O MPP* diminui a recaptacado de glutamato por astrécitos,
neurotransmissor sabidamente neurotéxico (Hazell & Noremberg, 1997) e estimula o
aumento dos niveis de TNF-a, IL-1 e IL-6 (Teismann et al., 2003), que por sua vez
incita a producdo de NO pela enzima o6xido nitrico sintase induzivel que é
anormalmente superexpressa no cérebro de parkinsonianos (Hunot et al., 1999).
Uma vez no espaco extracelular, a neurotoxina é rapidamente capturada pelo DAT
(Bezard et al., 1999; Gainetdinov et al., 1997) nos neurdnios dopaminérgicos, com
maior afinidade de captacdo pelas terminacées nervosas da regido nigroestriatal
(Nagatsu et al. 2002; Del Zompo et al. 1993) e menor pela area tegumentar ventral
(Jackson-Lewis et al, 1995). No neurbnio, pode seguir trés vias distintas: ser
carreado por transportadores de monoaminas e acumulado em vesiculas
citoplasmaticas (Del Zompo et al., 1993), acumular-se ativamente nas mitocéndrias
ou permanecer no citoplasma e interagir com as enzimas residentes (Przedborski et
al., 2000). Quando acumulado em vesiculas dopaminérgicas, forca a permanéncia
da prépria dopamina no citoplasma que pode se auto oxidar gerando ROS (Lotharius
& O’Malley, 2000). Este sequestro vesicular pode ser considerado como um
mecanismo protetor numa tentativa de diminuir os efeitos deletérios da neurotoxina

(Smeyne & Jackson-Lewis, 2005).

Na mitocéndria, o MPP™ entra por difusdo e pode se acumular em sua membrana
interna bloqueando os complexos | - NADH: ubiquinona oxidoredutase - (Fonck &
Baudry, 2003), Il e IV - ubiquinol: ferrocitocromo C oxidoredutase e citocromo C
oxidase - (Suzuki et al.,, 1992) e, por conseguinte, inibindo a respiracao celular e
reduzindo os niveis de ATP. Esta perda de energia, entre outros efeitos, gera ROS,
radicais hidroxila e NO que podem interagir e formar peroxinitrito (Przedborski & Vila
2003; Przedborski et al., 2000; Ischiropoulos & Al-Mehdi, 1995) além de elevar os

niveis intracelulares de Ca*® a niveis citotoxicos. A inibicdo do complexo | também
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resulta na abertura dos poros de permeabilidade transitéria da mitocdndria
permitindo a passagem de citocromo C, importante indutor de apoptose (Nagatsu et
al., 2002). Esta elevagao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pode causar
danos em proteinas e no DNA de neurdnios dopaminérgicos (Przedborski et al.,
2000). Também, ativa a cascata de morte celular radicais livre dependente,
caracterizando a fase tardia da toxicidade do MPTP, onde o aumento do ROS
aumenta a expressdo de Bax/Bcl-2 e ativa JNK 1/2 MAP quinase, que fosforila
fatores de transcricdo como c-Jun (componente do fator de apoptose-1), p53 e NF-
kb, que ativam caspase-1, 3 e 8, que por sua vez clivam Ciclina dependente de
quinase 11 levando a apoptose (Przedborski et al., 2004b; Chun et al., 2001). O
mecanismo patogénico do MPTP envolve interacdo entre os neurdnios e o
microambiente ndao-neuronal (Smeyne & Jackson-Lewis, 2005) e parece ser um ciclo
de disfuncao mitocondrial, estresse oxidativo, faléncia energética e excitotoxidade
(Chun et al., 2001; Przedborski et al., 2000).

Por via intraperitoneal, o MPTP inicia a neurodegeneracdo na SNpc 12 horas ap6s
sua administragdo, com pico de morte neuronal entre 24 e 48 horas e atinge platd 4
dias pés intervencao (Jackson-Lewis et al., 1995). Por via intranasal, foi visto que o
MPTP inicia ativacdo no bulbo olfatério de JNK quinase 30 minutos apés a
administracao, leva a ativacao de caspase 3 (Prediger et al., 2009) e ha inibicdo do
complexo | mitocondrial estriatal 6 horas ap6s a infusao (Moreira et al., 2010), e este
processo se perpetua por, pelo menos, 20 dias (Prediger et al., 2010 e 2009). In
vitro, a degeneracdo dopaminérgica € detectada nas primeiras 24 horas do
tratamento com MPTP e, neste periodo, ndo ha ativacdo evidente da micréglia,
indicando que a morte neuronal precede a ativacdo desta célula. Isto é corroborado
pelo fato da indugcdo de citocinas na micréglia sé ocorrer em resposta a morte
neuronal (Gao et al., 2003).

Os neurbnios dopaminérgicos da SNpc parecem ser particularmente vulneraveis a
acao do estresse oxidativo extracelular de origem microglial, uma vez que este gera
lesbes subletais em outros grupamentos celulares desta regido sendo letal apenas
para os neurdnios dopaminérgicos, aparentemente, j& comprometidos de alguma
maneira (Wu et al., 2002). Vulnerabilidade diferencial ao MPTP pode ser
correlacionada aos niveis de expressao de DAT (Bezard et al., 1999).
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Atualmente existem diversos modelos experimentais de inducado de parkinsonismo,
porém carece-se de um modelo que mimetize a progressao da doenca em seus
sintomas, suas alteracées celulares e sua resposta a medicacdo. O modelo de
infusao intranasal de MPTP se torna interessante por utilizar administracao Unica da
droga, gerar lesdes em regides semelhantes a doenga de Parkinson em humanos,
por satisfazer a esses critérios de evolugcao ao apresentar acometimento gradual das
estruturas cerebrais, e por ndo se circunscrever a lesdo exclusiva da SNpc. Além
disso, a via olfatéria € uma hipodtese pertinente, haja vista as caracteristicas
anatdmicas, histologicas e fisioldgicas do epitélio olfatério, a fraca BHE onde se
insere este nervo, a forte incidéncia de doenca de Parkinson relacionada a agentes
ambientais e a perda de identificacdo e discriminacdo olfatéria como sintoma pré-
clinico na doenca de Parkinson, e também de outras doencas neurodegenerativas
como Alzheimer (revisto em Fusari & Molina, 2009a e 2009b).

Blood vessel

Figura 3: llustragdo esquematica da via de entrada do MPTP e possiveis mecanismos moleculares

envolvidos na morte neuronal induzida por esta droga (retirado de Prediger et al., 2012 e 2010).

1.8 Exercicio Fisico

O exercicio fisico & definido como atividade fisica planejada e estruturada cujo
objetivo € melhorar um ou mais aspectos da aptidao fisica (ACSM, 2003). Em
humanos é sabidamente um fator de protecdo e diminuicdo/controle de diferentes
fatores de risco para uma gama de doencgas cardiovasculares, osteomusculares,
endocrinas, metabdlicas e neurodegenerativas (ACSM, 2003). Diversos ensaios
clinicos sugerem que o exercicio fisico é benéfico para a saude fisica em geral e
funcdo cognitiva, principalmente em idades mais avangadas (Cotman & Bertchtold,
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2002). E observada correlacdo positiva entre condigdo cardiovascular exercicio
aerébico dependente e volume encefalico (Colcombe et al, 2003) bem como
aumento do volume cerebral em areas comumente acometidas pela senescéncia
(Colcombe et al., 2006).

Em individuos parkinsonianos, o exercicio aerdbico & uma intervencao frequente em
diversos estudos clinicos randomizados que demonstram melhora consistente na
capacidade funcional do individuo parkinsoniano em mudltiplos niveis, como
funcionalidade, aptidao fisica, forca, equilibrio, velocidade de marcha (revisdo em
Goodwin et al., 2008), atividades de vida diaria, desempenho motor, iniciacdo de
movimento, deambulagao, funcdes executivas, cognicdo e qualidade de vida (Cruise
et al., 2011). Estudos epidemiolégicos apontam que a manutencdo de exercicio
moderado e vigoroso ao longo da vida esta associada a diminuicdo da propenséo ao
desenvolvimento de doenca de Parkinson (Chen et al., 2005; Tsai et al., 2002). A
manutencdo de exercicio fisico no colégio, universidade e na idade entre 30 e 40
anos diminui o risco de desenvolvimento de doenca de Parkinson em homens (Chen
et al., 2005). O exercicio fisico € um fator neuroprotetor para outras condicoes
neurodegenerativas como deméncia e Alzheimer em individuos idosos (Laurin et al.,
2001). Tillerson e colaboradores (2002) discutem a hipotese de que o decréscimo
da atividade fisica no paciente parkinsoniano ndo seja apenas um sintoma, mas
também um fator que pode agravar a neurodegeneracao.

O exercicio fisico em esteira tem sido incluido nos programas de tratamento de
individuos doenca de Parkinson tradicionais para aumentar sua carga aerébica. Ja
esta descrito na literatura que exercicio em esteira melhora o desempenho motor e
em atividades de vida diaria (Miyai et al, 2000), melhora a capacidade de
deambulacao (Skidmore et al., 2008 a e b), por aumentar a velocidade de marcha e
o comprimento do passo (Fisher et al., 2008), diminui a bradicinesia, por melhorar a
condicdo muscular e os padroes de movimento (Bergen et al., 2002), diminui a
fadiga e melhora a qualidade de vida dos parkinsonianos (Canning et al., 2012).

Em modelos animais de parkinsonismo, ja esta descrito que o exercicio fisico em
esteira afeta o estriado elevando seus niveis de GDNF e BDNF (Tajiri et al., 2010),
diminuindo a expressdao de DAT (Petzinger et al., 2007) - o que diminui a
concentracado citoplasmatica de dopamina e previne assim sua oxidagao (Chen et

al., 2005) -, e aumenta o numero de receptores D2 (Vuckovick et al., 2010). Também
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pode gerar alteragbes adaptativas nos nucleos da base e modulatérias dos
neurdnios glutamatérgicos no estriado (Petzinger et al., 2007).

Em animais lesados neuroquimicamente, pode ter efeito restaurador sobre a lesdo
de MPTP (Pothakos et al.,, 2009) e 6-OHDA (Tajiri et al., 2010) evidenciado pela
melhora no comportamento motor e alteracao da expressao de proteina glial fibrilar
acida estriatal (Dutra et al., 2012). Este efeito neuroprotetor também ocorre na ATV
em animais lesados por MPTP (Ahmad et al., 2009). Também ja foi demonstrado
que roedores parkinsonianos em treinamento aerdbico em esteira desenvolvem
tolerancia ao exercicio obtendo melhora de parametros fisicos e adaptagdes dos
sistemas auton6mico, metabdlico, muscular e cardiovascular com diminuicdo da
frequéncia cardiaca de repouso, normalidade em eletrocardiograma, maior consumo
de O, hipertrofia de ventriculo esquerdo (Al-Jarrah et al., 2007) aumento da
densidade vascular cerebral (Al-Jarrah et al, 2010) e melhora do equilibrio e
performance motora (Petzinger et al., 2007).

Porém, o mecanismo que explica os efeitos do exercicio fisico nos neur6nios
dopaminérgicos nao esta completamente esclarecido (Al-Jarrah et al., 2010). Alguns
estudos correlacionam o efeito do exercicio com o aumento dos niveis de agentes
anti-inflamatérias circulantes ou fatores neurotroficos, melhora da oxigenacao
cerebral (Dishman et al, 2006), melhora na fungdo mitocondrial (Lau et al., 2011) —
atenuando a liberagéo de citocromo C - e elevacao dos niveis de p53 (Patki & Lau,
2011).

Neste estudo optou-se pelo exercicio forcado em esteira com inclinagdo de 5° com
estimulacdo ndo nociva tendo em vista os argumentos acima apresentados e por
permitir o controle de parametros como volume e intensidade de treinamento, e
assim poder homogeneizar o grupo exercitado. Optou-se por utilizar uma inclinacao
de 5° na esteira para adequar o treinamento a biomecanica e cinematica do animal.
Os roedores tém constituicbes musculares distintas nas patas posteriores e
anteriores. As patas posteriores sao constituidas para permitir propulsao e suporte
de carga, e assim sdo mais longas que as anteriores, com musculatura robusta e
postura fletida e estdo conectadas ao tronco por fortes ligamentos fibromusculares,
além de se localizarem préximas ao centro de gravidade do corpo do animal. Sendo

assim, uma leve inclinagao favorece a biomecanica da propulsdo, a estabilidade -
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por aproximar o centro de gravidade da base de suporte — e a cinematica do
movimento de marcha (Shmidt, 2008; Couto et al., 2008; Fischer et al., 2002).
Também é sabido que ha uma relacdo entre a inclinacdo do plano, a velocidade
empregada, a carga de trabalho e o recrutamento muscular de membros posteriores
(Hodson-Tole & Wakeling, 2010; Kaya et al., 2003).

Segundo o American College of Sports Medicine (ACSM), para gerar aptidao fisica
em adultos saudaveis deve-se realizar exercicio do tipo aerdbico por, no minimo, 30
a 36 dias, com intensidade moderada a alta (64 a 73% da frequéncia cardiaca
maxima ou 46 a 63% da captacdo maxima de oxigénio - VO.max) com duracao de
30 a 60 min, frequéncia igual ou maior que 5 vezes por semana, gerando um volume
de no minimo 150 min/semana e 500 -1000 MET/semana (ACSM, 2003). Em
modelos animais, os parametros do treinamento aerdbico em esteira variam
grandemente. Foi observado melhora da aptiddo fisica apdés 4 semanas de
treinamento (Al-Jarrah et al., 2007) e diversos estudos utilizaram este tempo total de
intervencao (Dutra et al., 2012; Tajiri et al., 2010; Petzinger et al., 2007; Fisher et al.,
2004). A intensidade, traduzida em velocidade, varia de 11 m.min" (Tajiri et al.,
2010) a 23 m.min™" (Fisher et al., 2004). A frequéncia varia de 1 (Dutra et al., 2012;
Lau et al., 2011; Tajiri et al., 2010; Ahmad et al., 2009; Pothakos et al., 2009;
Vuckovick et al., 2010; Al-darrah et al., 2007; Petzinger et al., 2007) a 2 vezes por
dia (Fisher et al., 2004) distribuidos em 5 (Dutra et al., 2012; Lau et al., 2011; Taijiri et
al., 2010; Ahmad et al., 2009; Pothakos et al., 2009; Vuckovick et al., 2010; Al-Jarrah
et al. 2007; Petzinger et al., 2007; Fisher et al., 2004) ha 7 dias por semana, com
duracao de 30 min (Tajiri et al., 2010) a 60 min (Dutra et al., 2012; Petzinger et al.,
2007; Fisher et al., 2004) E, majoritariamente, se inicia apds lesdo nigroestriatal,
variando de 24 horas (Tajiri et al., 2010) ha 5 dias (Petzinger et al., 2007; Fisher et
al., 2004) p6s-intervencao.

O exercicio individualizado é recomendando por considerar a diversidade de
condicOes fisicas, fisiologicas e habitos de vida presentes em uma populagéo e
assim sua diversidade de repostas ao exercicio, além de prevenir lesbes e

sobrecarga dos sistemas musculoesquelético e cardiovascular (Haskell et al., 2009).

O exercicio aerdbico prévio ja esta evidenciado em estudos epidemiolégicos como

possivel fator neuroprotetor para diversas doencas inclusive doenca de Parkinson.
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Em modelos animais, foi observado efeito benéfico do exercicio prévio em condi¢coes
cardiovasculares (revisto em Frasier et al., 2011), acidente vascular encefalico
(revisto em Dornbos & Ding, 2012; Zhang et al., 2011), senescéncia de leucocitos
circulantes (Werner et al., 2009), depressao (Liu & Zhou, 2012) e diabetes tipo |
(Hung et al., 2008).

1.9 Fatores Neurotroficos
1.9.1 GDNF

O GDNF (glial derived neurotrophic factor) foi descoberto em 1993 por Lin e
colaboradores em cultura de células B49 do mesencéfalo de ratos, como uma
substéncia de baixa afinidade por astrocitos e alta afinidade por neurdnios
dopaminérgicos promovendo sua sobrevivéncia, ramificacdo e aumento do corpo
celular, sendo, portanto considerado um fator neurotréfico dopaminérgico (Lin et al.,
1993). O GDNF é basicamente produzido por neurdnios, mas em situacao de injuria
pode ser produzido por células gliais. Pertence a subfamilia GFLs — GDNF family
ligands (Lin et al., 1993) integrada também pelos fatores Neuturin, Artemis e
Persephin (Baloh et al., 2000).

Os receptores especificos da subfamilia GFLs sao os co-receptores GFRa (GDNF
Family receptor a nas isoformas de 1-4) que se ligam ao RET (REarranged during
Transfection - receptor tyrosine kinase) formando o complexo heterohexamérico
GDLs-GFRa—RET (Parkash & Goldmann, 2009). Estes co-receptores estao
ancorados a membrana celular por glicosil-fosfatidil-insitol agrupados ou ndo em
rafts de membrana (Poteryaev et al., 1999). O GDNF se liga especificamente a
isoforma GFRa1 e esporadicamente interage com as isoformas GFRa2 e GFRa3
(Airaksinen & Saarma, 2002). O GFLs interage com seu co-receptor, causando sua
dimerizacao, isto ativa RET que se auto-fosforila e recruta proteinas de sinalizacao
intracelular (Airaksinen et al., 1999). Dependendo da localizacdo do GFRa — dentro
ou fora do raft, ocorrera ativagdo em cis ou trans do RET, respectivamente. Em
ativagao cis o GFRa no raft est4 fracamente ligado ao RET. Quando o GFLs ativa o
GFRa ocorre sua dimerizacdo que recruta RET para os rafts de membrana, que

também se dimerizam e se auto-fosforilam, levando a ativagdo da via Ras/MAPK.
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(Paratcha et al., 2001). Em ativacao trans, o complexo GFRa-GFLs recruta o RET e
pode leva-lo ou ndo a um raft. O RET se auto-fosforila e inicia a via de sinalizacao
intracelular ativando as vias dependentes de PI3K e Akt. (Paratcha et al., 2001). A
sinalizacdo dependente de RET pode ativar também a via de sinalizagdo PLC
(fosfolipase C) (Airaksinen & Saarma, 2002).

O GDNF afeta o desenvolvimento e sobrevivéncia de diferentes populacdes de
neurénios.  Sistemicamente, estd expresso em neurbnios  simpaticos,
parassimpaticos, entéricos, sensoriais somatico e motoneurbnios (Airaksinen &
Saarma, 2002). No SNC estd expresso principalmente em neurénios
dopaminérgicos do mesencéfalo, no estriado principalmente na spiny medium
neurons - que é o input dopaminérgico da SN (Oo et al., 2009) -, nucleo accumbens,
talamo, coértex e hipocampo (Saavedra et al., 2008). Apresenta baixos niveis de
expressdao em SN e ATV, porém a proteina é encontrada nestas areas (Barroso-
Chinea et al., 2005).

Em neurbnios dopaminérgicos, 0 GDNF é essencial para sua sobrevivéncia (Pascual
et al., 2008), promove hipertrofia e arborizacdo dopaminérgica estriatal (Perez et al.,
2008; Hudson et al., 1995), eleva os niveis de dopamina (Hebert et al, 1996)
promove a sobrevivéncia € novo crescimento de neurbnios dopaminérgicos em
cérebros adultos de ratos pés-MPTP (Hou et al., 1996) e 6-OHDA (Tomac et al.,
1995). Pode regular a excitabilidade neuronal e liberacdo de dopamina, participando
assim da sinaptogénese e plasticidade sinaptica dopaminérgica (Bjerken et al.,
2007). Por sua vez, a dopamina pode regular a expressdao do GDNF in vitro (Bozzi &
Borelli, 1999) e in vivo e (Guo et al., 2002). Este efeito também pode ser visto pela
acao de glutamato, serotonina e adenosina in vitro (Saavedra et al., 2008). Outros
fatores que podem estimular a producdo de GDNF sdo o aumento do Ca*?
intracelular, expressao de IL-1pB, IL-6, TNF-a, TNF-B. (Saavedra et al., 2008).

Exercicio fisico aumenta a expressao de GDNF nigroestriatal e esta relacionada com
neuroprotecdo dopaminérgica e melhora da funcado motora em modelos indugao de
doenca de Parkinson por MPTP (Faherty et al., 2005; Tillerson et al., 2002; Fisher et
al., 2004) e 6-OHDA (Cohen et al., 2003).
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1.9.2 BDNF

O BDNF (brain derived neurotrophic fator) foi descoberto por Barde e colaboradores
em 1982 que isolou de cérebro de porco um fator semelhante ao NGF, porém
distinto funcional e imunologicamente, competente em manter neurénios sensoriais
de galinha (Barde et al., 1982). Pertence a familia das neurotrofinas que conta com
os membros NGF, NT-3 e NT-4/5 (McDonald & Chao, 1995). E sintetizada na forma
precursora pré-pro-BDNF, clivada para forma pré-BDNF por enzimas citoplasmaticas
e acumulado em vesiculas densas, que podem ser liberadas por via regulada
independente de Ca*™®, constitutiva em condi¢cées basais ou sofrer transporte
retrogrado (Deutch & Roberts, 2008). O pr6-BDNF pode ser secretado e tornar-se
ativo no espaco extracelular pela acdo de metaloproteases e plasminas ou
permanecer como molécula precursora ativando o receptor p75 (Lu et al., 2005).
Pode atuar de forma autocrina ou paracrina (Howells et al., 2000).

Os receptores da familia das neurotrofinas sdo os homodimeros Trk (Tropomyosine
related quinase) nas isoformas A-C pertencente a superfamilia dos receptores
tirosina-quinases. Os receptores TrkB sdo especificos para BDNF, podendo haver
cross-talk deste receptor com NT-3 e NT-4/5. A forma madura da neurotrofina ativa
a via de sinalizagdo intracelular mediada por MAPK, PLC e PI3K. Quando a
autofosforilagdo ocorre no residuo tirosina 785 é recrutado e ativado PLC, que
hidrolisa fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato em diacilglicerol e inositol-trifosfato (IP3).
Diacilglicerol ativa proteina quinase C e IP3 é responsavel pela liberagao de Ca*? dos
estoques intracelulares (Reichardt, 2006). Este mecanismo pode estar envolvido na
plasticidade sinaptica (Yoshi & Constatine-Paton, 2008). Quando a fosforilacao
ocorre no residuo tirosina 515 ou 490 onde ha recrutamento de Shc que termina por
recrutar Ras que por sua vez ativa MAPK/ERK1/2 e p38 ou transloca Akt e culmina
com NF-kb, favorecendo membros da familia Bcl-2 (Datta et al., 1997; Aloyz et al.,
1998). PISK pode ativar via independente de Ras através de Shc—-Grb2 (Src
homologous and collagen-like protein - Proteina 2 ligada a receptor de fator de
crescimento) ou Isoflavina redutase (Reichardt, 2006). A primeira via parece regular
a sintese de proteinas necessaria a plasticidade sinaptica, sustentar a arborizacao
dendritica, promover a sobrevivéncia neuronal durante o desenvolvimento e manter
suas fung¢des de suporte durante a vida adulta (Kaplan et al., 2000). A segunda via

regula o trafico de proteinas sinapticas (Reichardt, 2006). Ativacdo das vias de
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sinalizacdo desencadeada pela ligacdo do BDNF favorecem o desenvolvimento,

crescimento e sobrevivéncia neuronal.

Também existe o complexo receptor p75/sortilina pertencente a superfamilia dos
receptores TNF-a. E ativado inespecificamente por todas as neurotrofinas, tanto na
forma madura quanto na forma precursora, e relacionado com inibicdo do
crescimento axonal e mielinizagao por células de Schwann e oligodendrécitos, bem
como morte celular programada. Quando ativado, inicia a cascata de sinalizagdo Jun
kinase (JNK) que resulta na inducao da expressao de Fas ligante, ativacao de p53 e
consequente Bax. (Reichardt, 2006). A expressdao de p75 esta praticamente
confinada a prosencéfalo colinérgico e restritas areas corticais no cérebro adulto
(Nagaraha et al., 2011).

O BDNF esta expresso em diversas regidées do SNC como medula, SN, amigdala,
hipotalamo, cerebelo e hipocampo (Zhou et al. 2004) também mdusculo liso,
neurdnios sensoriais e retina (Hayman et al., 1991). Em neurdnios dopaminérgicos,
o BDNF é responsavel pelo desenvolvimento da SN e pela sobrevivéncia destes
neurdnios in vitro (Hyman et al., 1999) e sua expressao esta reduzida em neurbnios
dopaminérgicos do sistema nigroestriatal em pacientes parkinsonianos (Howells et
al., 2000). Em modelo animal, o tratamento com BDNF previne a perda de neurdnios
em lesdes neuroquimicas com 6-OHDA (Levivier et al., 1995) e MPTP (Frim et al.,

1994) e gera reinervacao estriatal (Tsukahara et al., 1995).

A elevacao do BDNF é robusta e parece ter um papel crucial como mediador dos
beneficios do exercicio em longo prazo (Cotman & Bertchold, 2002). O exercicio
fisico eleva a expressdao de diversas moléculas associadas a acdo do BDNF
(Gomez-Pinilla et al., 2002). A propria contracdo muscular ativa € pode modular os
niveis de RNA mensageiro de BDNF no musculo e, por transporte retrogrado, nos
motoneurénios na medula, indicando uma participagdo do BDNF na
neuroplasticidade no sistema neuromuscular (Gomez-Pinilla et al., 2002). Também
foi visto melhora nos parametros motores em animais exercitados correlacionado ao
aumento de BDNF (Lau et al., 2011).
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Figura 4: Vias de sinalizagcdo de BDNF e GDNF.
(retirado de Ghitza et al., 2010).

Diante do que foi apresentado, as doencas neurodegenerativas, como a doencga de
Parkinson, constituem um desafio, pelo seu impacto social, sua sintomatologia
progressiva e incapacitante e o tratamento paliativo. Torna-se relevante entender as
correlacées bioquimicas, estruturais e comportamentais em modelo experimental
dessa doenca. Nao menos importante é a avaliagdo de intervencdo capaz de
prevenir o aparecimento ou atenuar a progressao da doenca de Parkinson, como o
treinamento fisico prévio. Tal investigacdo pode contribuir para ampliacido do
conhecimento de agentes neurotéxicos e neuroprotetores e suas interrelacdes

concernentes, mas nao circunscritos, a doenga de Parkinson.
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2  Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar se o treinamento aerdbico prévio a inducdo de parkinsonismo influéncia
parametros comportamentais, ultraestruturais e nos niveis de citocinas e fatores
neurotréficos no sistema nigroestriatal de ratos submetidos a infusdo intranasal de
MPTP.

2.2 Objetivos especificos
Sao0 nossos objetivos especificos, avaliar:

i. os efeitos do treinamento aerdbico em esteira e infusdo intranasal de MPTP

sobre parametros comportamentais;

ii. as alteragcbes ultraestruturais em mesencéfalo ventral apés administracéo
intranasal do MPTP;

iii. os niveis de GDNF, BDNF, TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-10 em mesencéfalo em
resposta a infusdo de MPTP e ao treinamento fisico;
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais

Utilizaram-se 72 ratos Holtzman machos fornecidos pelo Centro de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG com idade de seis semanas e peso
corporal inicial na faixa de 117-155 g. Em seguida, foram mantidos no Biotério de
experimentagdo do Departamento de Morfologia/ICB-UFMG por todo periodo
experimental. Onde permaneceram em gaiolas plasticas (41 x 31 x 16 cm), quatro
animais por gaiola, no interior de estantes climatizadas (Alesco, Brasil), mantidas em
temperatura de 21-23°C, com ciclos de iluminacdo de 12hs e com racao Nuvilab
(Nuvital Nutrientes S/A, Brasil) e agua e ad libitum. O manejo, uso e procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFMG sob o protocolo 24/2011. Quando os animais atingiram a idade de 10

semanas, foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:

i. Grupo EM: submetidos, sequencialmente, a: avaliacdo de
desempenho aerdbico por esforco progressivo; treinamento fisico em

esteira; infusao intranasal de MPTP (n=18);
i. Grupo SM: submetido a infusao intranasal de MPTP (n=18);

ii. Grupo ES: submetidos, sequencialmente, a: avaliacdo de
desempenho aerbbico por esforco progressivo; treinamento fisico em

esteira submetido a infusdo intranasal de salina (n=18);

iv.  Grupo SS: controle, submetido a infusdo intranasal de salina (n=18).

3.2 Aclimatacao a esteira e avaliacao de desempenho aerobico por esforco
progressivo

Nos dez dias que precederam o inicio do treinamento em esteira, os animais dos
grupos EM e ES foram expostos a esteira durante cinco dias consecutivos, para
aclimatagdo ao ambiente. Utilizou-se esteira motorizada elétrica (Gaustec
Magnetismo, Brasil) de 70 cm x 60 cm x 15 cm, em inclinagdo constante de 5°e com
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cinco baias escuras. Cada baia esta ligada a uma grade metdlica que pode receber
disparos elétricos de 0,8 Hz de frequéncia, de acordo com controle do operador.

Esse periodo de aclimatacdo diaria a esteira era dividido em duas etapas. Na
primeira, os animais eram colocados, por 5 minutos, em baias individuais com a
esteira parada e o estimulo elétrico ligado. Na segunda etapa, a velocidade da
esteira era gradualmente aumentada de 0 até 10 m.min™" ao longo do sexto minuto,
e esta velocidade era mantida até o décimo minuto, quando a esteira era desligada e

0s animais retornados as suas gaiolas.

b

Ap6s o periodo de aclimatacdo, os animais foram submetidos a avaliacdo de
desempenho aerdbico por esforco progressivo durante trés dias alternados. Essa
avaliacao foi realizada conforme preconizado pelo Laboratério de Endocrinologia e
Metabolismo do ICB/UFMG (Balthazar et al., 2009 e 2010; Leite et al., 2009). No
primeiro minuto da avaliacédo, a velocidade era aumentada progressivamente de 0 a
10 m.min” e mantida até o final do terceiro minuto. A seguir, a velocidade era
aumentada em 1 m.min™ a cada 3 min até que o animal apresentasse sinais de
fadiga. Neste trabalho, considerou-se como fatigado o animal que permanecia por
tempo superior a 10 segundos sobre o estimulo elétrico ou realizava trés episodios
de retorno ao gradil elétrico por tempo superior a 2 segundos no mesmo minuto. A
velocidade maxima alcancada ao longo dos trés dias de teste foi utilizada para
calcular o esfor¢co submaximo, definido como o valor correspondente a 60% daquela
velocidade.

3.3 Treinamento em esteira

O treinamento fisico for¢cado foi realizado na mesma esteira utilizada para
aclimatacdo e avaliacdo de desempenho. O regime de treinamento aerdbico foi
realizado durante 30 dias consecutivos, por 30 minutos, com periodo de
aquecimento e desaquecimento. A velocidade da esteira correspondeu a 60% do
valor da velocidade submaxima alcancada durante a avaliacdo de desempenho de
cada animal. Essa velocidade caracterizou treinamento de intensidade moderada.
Todos os animais submetidos a avaliacdo de desempenho foram previamente
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climatizados. Os grupos sedentarios permaneceram no biotério de experimentacéo

durante todo o periodo experimental.

3.4 Teste comportamental em campo aberto

O teste em campo aberto (open field) € uma medida comum de comportamento
exploratério e atividade geral em roedores, em que a qualidade e a quantidade da
atividade podem ser avaliadas (Gould et al., 2009). Roedores, quando colocados no
centro de uma arena desconhecida sem pistas olfatérias, visuais ou auditivas,
normalmente se direcionam para a borda e exploram todo o ambiente mantendo-se
proximos a parede. Com o tempo, o animal habitua-se ao novo ambiente e sua
ansiedade diminui, fazendo-o se aventurar cada vez mais em direcdo as partes
centrais do campo antes de retornar para as bordas. A exploracdo deste perfil
comportamental € a base do campo aberto (Brooks & Dunnet, 2009). Em estudos de
parkinsonismo € amplamente utilizado para mensurar o impacto da intervencao
lesiva (Chao et al., 2012; Barbieiro et al., 2011; Prediger et al., 2011 e 2006; Smith et
al., 2011; Aguiar et al., 2009; Luchtman et al., 2009; Pothakos et al., 2009; Winner et
al., 2009; Rojo et al., 2006).

O aparato consiste em uma caixa quadrada de madeira opaca medindo 60 cm x 60
cm x 30 cm, dividida em centro, borda e quadrantes; limpa com alcool 70° (Chao et
al., 2012; Luchtman et al. 2009) e livre de vestigios previamente a cada teste. Todos
os testes foram filmados com uma camera digital (Sony cyber-shot w510, Japao)
localizada acima do aparato. Foi utilizado sempre o mesmo ambiente, com nivel de
ruido e iluminagdo adequados. Os testes foram realizados sempre pelo mesmo
examinador, no mesmo periodo do dia e na mesma ordem de animais, nunca

precedidos por qualquer alteracdo do microambiente do animal.

O teste consiste em colocar individualmente cada animal sempre no mesmo
quadrante da caixa limpa (Anandhan et al., 2012; Barbiero et al., 2011; Nascimento
et al., 2011), filmar por 7 minutos seu comportamento exploratério sem a presenca
do experimentador, e, ao final do teste, retorna-lo a uma gaiola diferente da

originéria.



54

Os animais utilizados para realizacdo dos testes comportamentais foram somente os
dos grupos que permaneceram no experimento até 42 dias. Esse teste foi realizado
no dia prévio a aclimatacdo do animal a esteira (T0), no trigésimo dia de exercicio
em esteira (T1), e 21 (T2), 31 (T3) e 41 (T4) dias ap6s a infuséo intranasal de MPTP
ou salina. Esse teste também foi realizado nos grupos de animais sedentarios de
mesma idade nos periodos citados acima.

Para a avaliacdo do teste de campo aberto selecionou-se doze variaveis, das
inUmeras possiveis oferecidas pelo software Any Maze, que melhor se relacionavam
com dois dos sinais cardinais da doenca de Parkinson, bradicinesia e instabilidade
postural. Analisou-se a distancia percorrida, o nimero de quadrantes cruzados, as
velocidade maxima e minima, o tempo ativo (tempo total em que o animal realizou
qualquer tipo de movimento), o tempo de freezing (periodo de imobilidade superior a
250 ms), numero, duracao e laténcia de rearing (atividade de exploracao vertical),
namero, duracao e laténcia de grooming (comportamento estereotipado relacionado
a higiene). A variavel mais amplamente utilizada € nimero de quadrantes cruzados,
mas com o advento de softwares de analise, emergem diversas possibilidades e
cada vez mais vem se analisando parametros como distancia, velocidade, rearing e

grooming.

Todos os videos foram analisados pelo mesmo examinador, sem conhecimento do
grupo a que pertencia o animal, através do software Any Maze (Stoelting Company,
EUA) cedido gentilmente pelo laboratério de neuropsicofarmacologia ICB/UFMG. Em
cada um dos videos desprezou-se 0s primeiros e os Ultimos 10 segundos de

gravacao.

3.5 Infusao intranasal de MPTP

O MPTP (Sigma-Aldrich, EUA) foi diluido em solucdo salina estéril, em capela de
fluxo laminar, na concentragao final de 20 mg/ml. Aliquotas de 100 pl (0,02 mg/ul)
foram acondicionadas em tubos tipo Eppendorf estéreis e estocadas em freezer
-20 °C.

Antes do procedimento de infusdo intranasal, os animais foram levemente

anestesiados com solugéo 2,2,2-tribromoetanol a 2,5% em solucdo salina (Sigma-
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Aldrich, EUA) administrado por via intraperitoneal, no volume de 1 ml/100 g de peso
corporal. Para infusdo intranasal de MPTP, seguiu-se o procedimento adotado por
Prediger et al. (2010, Moreira et al, 2010) (Fig. 5). O volume de 50 pl da solucéao
estoque de MPTP foi infundido em cada narina através de uma canula de polietileno
PE-50 (Scientific Commodities Inc., EUA) conectada a microseringa Hamilton de 50
ul em bomba de infusdo (Cole Parmer 74900, EUA), na taxa de 12,5 ul/min durante
4 minutos. Desse modo, cada animal recebeu a dose de 8 mg/Kg em volume final de
100 pl. Apds infusdo, os animais foram mantidos sobre manta aquecida na
temperatura de 46 °C até a recuperacao da anestesia.

Durante a administracdo de MPTP, os experimentadores utilizaram equipamento de
protecdo individual composto de mascara hemifacial modelo 6200 (3M, Brasil),
macacdo modelo MACO001 (Biosorbents Absorventes Industriais, Brasil) e luvas.
Apos o término da sessao de infusdo de MPTP, o ambiente foi adequadamente
higienizado com hipoclorito de sédio a 4% e o material descartado de modo
apropriado, de acordo com as recomendacgdes da Sigma-Aldrich e com a revisdo de
seguranca e uso de MPTP de Przedborski et al. (2001).

- — =

1= moam G
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Figura 5: Representacdo esquematica da infusédo intranasal (retirado de Prediger et
al., 2010).

3.6 Eutanasia

Os animais foram eutanasiados por dose letal do anestésico tribromoetanol (Sigma-
Aldrich, EUA) a 2,5% em solugédo salina no 42 dia pés-infusdo - para ver reagdes
agudas ao MPTP e ao treinamento aerbbico - e 42° dia apds a infusdo — para
observar os efeitos da droga ainda nao avaliados pelo grupo da UFSC. Foram
coletados fragmentos de duas regides cerebrais - mesencéfalo ventral e estriado.
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Esses fragmentos foram processados conforme descrito a seguir para cada uma das

técnicas de analise.

3.7 Dosagem de fatores neurotroficos e citocinas (ELISA - enzyme-linked

immunosorbent assay)

Os fragmentos frescos foram pesados e congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -70° C. Em seguida, foram homogeneizados em tampao de
lise (TRIS-HCI 20 mM, NaCl 137 mM, NP40 1%, Glicerol 10%, Pepstatina A 1uM,
EDTA 10 mM, E-64 10 uM, Vanadato de sédio 0,5 mM) pelo ultrasonic Processor
(Sonic Systems, EUA), centrifugadas (Jouan BR4i, Thermo Fisher Scientific Inc,
EUA) a 14.000 RPM, por 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes resultantes foram
aliquotados em tubos tipo Eppendorf e armazenados novamente a -70 °C.

Os niveis de proteinas foram obtidos pelo método ELISA sanduiche para
quantificacao de fatores neurotréficos GDNF e BDNF e citocinas IL-6, IL-10, IL-1B e
TNF-a. Para ELISA de BDNF, IL-1B8 e TNF-a foi utilizado o kit R&D Systems (EUA).
As amostras de estriado e mesencéfalo ventral para dosagem de BDNF foram
diluidas 1:1 em solugéao de 1% BSA (Albumina bovina sérica) (Sigma-Aldrich, EUA)
em PBS (Tampéao fosfato de sédio) filtrado, as demais amostras ndao sofreram
diluicao. Para ELISA de GDNF foi utilizado o kit Promega (EUA). As amostras de
estriado foram diluidas 1:2 em solucao fornecida pelo kit em agua deionizada. Para
ELISA de IL-6 e IL-10 foram utilizados o kit BD Biosciences (EUA) e amostras nao
sofreram diluicdo. Os procedimentos foram realizados de acordo com o
recomendado pelos fabricantes dos kits.

A quantificagdo de proteina total foi realizada de acordo com o método Bradford
(1976) de colorimetria. Utilizou-se leitor de microplacas VersaMax (Molecular
Devices, EUA), com comprimento de onda de 450 nm. Os valores obtidos foram
analisados pelo programa SOFTmax Pro versao 3.1.1 (Molecular Devices, EUA).
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3.8 Microscopia Eletronica de Transmissao

Os animais foram perfundidos por via intracardiaca com solugdo salina 0,9%
heparinizada seguida por solucdo de Karnovsky modificada (paraformaldeido a 4% e
glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2 a 7,4). Os fragmentos
foram imersos na mesma solucédo fixadora por 24 horas. Todas as amostras foram
encaminhadas ao Centro de Microscopia da UFMG para serem processadas para
observacdo em microscopia eletrdnica de transmissdao. Seccbes ultrafinas foram

analisadas no microscopio eletrénico de transmissao Tecnai G2-12 Spirit.

3.9 Analise estatistica

Utilizou-se o programa estatistico Graphpad Prism 5 (GraphPad Software Inc., EUA)
para Windows. Previamente as analises, realizou-se o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e Gibb’s outliers. De acordo com a distribuicdo Gaussiana,
aplicaram-se para amostras de dois grupos pareados os testes de Wilcoxon, se nao
paramétricas, ou teste T pareado, se paramétricas. Para amostras de dois grupos
nao pareados utilizou-se o teste de Mann-Whitney, caso nao paramétricas ou teste T
nao pareado, caso paramétricas. Para andlise intragrupo utilizou-se teste de
Friedman e post-hoc Dunns ou repeated measures of one-way ANOVA quando as
amostras eram pareadas e Kruskal Wallis ou one-way ANOVA e post-hoc Tukey
quando nao. Para analise intergrupos utilizou-se teste de Two-way ANOVA,
repeated measures of Two-way ANOVA e post-hoc Bonferroni ou teste T quando
tomados dois a dois havendo mudanca de apenas uma variavel categérica. Os
dados sao apresentados em média e desvio padrao e nivel de significancia adotado
foi de p<0,05.

3.10 Delineamento experimental

Os quadros a seguir representam a sequéncia de tratamentos a que cada um dos
quatro grupos experimentais foi submetido.
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4 Resultados

4.1 Peso corporal dos animais ao longo do periodo experimental

Os animais de todos os grupos, de acordo como teste repeated measures one-way
ANOVA, apresentaram aumento de peso semelhante quando comparados os dois
periodos, inicial (EM: 159,34 + 33,28 g; ES: 164,31 + 59,75 g; SM: 166,46 + 46,16 Q;
SS: 162,34 £ 69,96 g) e o dia da infusdo (EM: 309,06 + 48,52 g; ES: 307,63 * 59,66
g; SM: 303,18 + 37,34 g; SS: 312,52 + 35,82 g). Nos grupos eutanasiados aos 4 dias
pds-infusdo ndo se observou diferenca no peso corporal dos animais entre o dia da
infusdo e o dia da eutanasia (EM 277,76 £ 91,59 g; ES: 317,94 £ 60,72 g; SM:
302,08 + 35,87 g; SS: 295,67 + 43,09 g). J&4 0os grupos de animais que foram
eutanasiados 42 dias poés-infusdo apresentaram aumento de peso quando
comparados o0 peso no dia da infusdo ao peso final (EM 397,90 + 22,83 g; ES:
373,39 + 21,86 g; SM: 382,74 + 37,90 g; SS: 388,96 + 41,18 g) (Fig. 6). Nem o

treinamento fisico ou o tratamento com MPTP influenciaram o peso dos animais.

3 peso inicial

[0 peso diada
infuséo

E& peso final
grupo 4 dias

Bl peso final
grupo 42 dias

Figura 6: Peso corporal médio (g) dos animais exercitados (E) e sedentarios (S) durante
o periodo experimental. *p<0,0001; peso dia da infusdo x peso inicial e peso final 42 dias de

cada grupo. #p<0,0001 ; peso final 4 dias x peso inicial de cada grupo. n=72.

4.2 Parametros relativos ao treinamento fisico em esteira

Na primeira avaliagdo de desempenho, realizada em trés dias alternados no inicio
do periodo experimental, os animais atingiram a velocidade de 11 - 4m.min™'e média
(Vmédia) de 24,62 + 5,89 m.min™". Apés essa avaliagdo de desempenho, os animais
correram durante 14 dias em velocidade correspondente a 60% da maior velocidade
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submaxima alcancada. Tendo em vista o desempenho de cada um dos animais, a
velocidade de corrida variou de 10 - 20 m.min™". Assim, o grupo exercitado correu na
Vimédia de 16,19 + 2,55 m.min"' durante 14 dias e, nesse periodo, percorreu

distancia média de 485,70 m.dia™.

Na reavaliagdo de desempenho realizada no 15° dia de treinamento, observou-se
aumento da velocidade atingida em relacdo a primeira avaliacao de desempenho,
pelo teste de repeated measures one-way ANOVA (Fig. 7). Os animais atingiram
velocidade de 15 - 36 m.min™' (Vmédia: 28,23 + 4,50 m.min"). Tendo em vista o
desempenho de cada um dos animais nessa segunda avaliacao, a velocidade de
corrida no segundo periodo de 15 dias variou de 11 - 22 m.min". A velocidade média
de corrida elevou-se para Vomédia 17,4 + 2,26 m.min™', sendo significativamente
diferente da velocidade média inicial, pelo teste T pareado (Fig. 8). A distancia
percorrida pelos animais atingiu o valor médio de 522 m.dia”. Esses dados mostram
gue os animais submetidos ao treinamento em esteira apresentaram, ja aos 14 dias

de execucao, melhora desse parametro fisico.
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Figura 7: Avaliacado de desempenho Figura 8: Velocidade média nos dois

aerobico submaximo. Velocidade submaxima periodos de treinamento em esteira.

média alcangada nos trés dias de avaliagéo de
desempenho aerébico (D1, D2 e D3) prévio ao
periodo de treinamento e na reavaliagdo
realizada no 15° dia (R) de treinamento em
esteira. *p<0,0001 (R x D1, D2 e D3). n= 32.

Velocidade média em esteira nos 14 primeiros
dias de corrida (Vq) e apds reavaliagdo de

desempenho aerébico (Vo). *p=0,007. n= 32.
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4.3 Avaliacao de comportamento motor pelo teste de campo aberto de
animais sedentarios e exercitados por 30 dias em esteira

No 40° dia de periodo experimental (T1), equivalente aos periodos de aclimatacéo (5
dias), avaliacdo de desempenho (3 dias alternados) e treinamento em esteira (30
dias), o grupo de animais sedentarios apresentou declinio nos valores referentes a
dois dos parametros analisados (Fig. 9 e 10): numero de quadrantes cruzados (TO:
214 + 44 53; T1: 88,5 + 52,89) e numero de rearings (T0: 26,71 £ 9,16; T1: 12,49 +
7,87), por teste T pareado.

Nesse mesmo periodo T1, em teste T pareado, o grupo de animais exercitados
apresentou elevacao nos valores de trés dos doze parametros avaliados, em relacao
a T0 (Fig. 10, 11 e 12): tempo ativo (TO: 54,68 + 33,16 s; T1: 77,43 £ 29,39 s),
namero de rearings (T0: 15,68 = 8,35; T1: 28,7 + 14,89) e tempo de rearings (TO:
22,3 £ 16,75 s; T1: 51,69 + 30,41 s). Por sua vez, a laténcia para realizacdo do
primeiro rearing foi menor (T0: 18,92 £ 15,78 s; T1: 10,68 + 8,48 s) (Fig. 13). Esses
dados sugerem que o animal apds treinamento em esteira apresenta maior atividade

em exploracao vertical do ambiente.

Comparando-se os dois periodos (TO e T1), em relagdo ao niumero de quadrantes
cruzados observou-se declinio entre TO e T1 em ambos os grupos (exercitados TO:
216,91 + 66,84; T1: 173,40 = 71,40; sedentario TO: 214,00 + 44,53; T1: 88,50 +
52,89) em teste T pareado. A comparacao do niumero de quadrantes cruzados nos
dois grupos de animais, em TO e T1, indica um decréscimo mais acentuado no grupo
sedentério (exercitados: decréscimo de 21 %, sedentarios: decréscimo de 79%) (Fig.
9).

A comparacgao entre 0os grupos exercitado e sedentario, em T1, mostrou diferencas
em quatro dos doze parametros sob efeito exclusivo da intervencao no teste two-
way ANOVA. Houve aumento do numero de quadrantes cruzados (sedentario: 88,50
+ 52,89; exercitado: 173,40 + 71,40) (F1705 = 21; p = 0,0003) (Fig. 9). Observou-se,
também, aumento do numero de rearings (sedentarios: 12,50 + 7,87; exercitados:
28,70 £ 14,89) (F1520=19,39; p = 0,0002) (Fig. 10) e do tempo de rearing (sedentario:
24,62 + 12,12 s; exercitado: 51,63 + 30,41 s) (Fs73= 9,26; p = 0,006) (Fig. 12). A
velocidade média mostrou-se maior no grupo exercitado (sedentarios: 0,029 + 0,021
m.min '; exercitados: 0,062 + 0,038 m.min ') (Fs7s= 6,76; p = 0,03) (Fig. 14).
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Os parametros de distancia percorrida, velocidade maxima, tempo de freezing,
namero, tempo e laténcia de grooming nao apresentaram diferenca estatistica em

nenhuma das comparagdes feitas (Fig. 15, 16, 17, 18, 19 e 20).

Nossos resultados indicam que o treinamento em esteira por 30 dias resulta em
aumento da capacidade de locomocao e da curiosidade exploratéria (exploratory

drive) nos planos horizontal e vertical.

4.4 Niveis de fatores neurotréficos no sistema nigroestriatal em resposta ao

treinamento em esteira

Os niveis dos fatores neurotréficos GDNF e BDNF no mesencéfalo ventral e estriado
foram avaliados em dois pontos do periodo experimental, aos 4 e aos 42 dias apos
infusdo intranasal de salina em animais exercitados e sedentarios, pelo teste two-
way ANOVA.

4.4.1 Niveis de GDNF

Os animais exercitados submetidos a infusdo intranasal de salina mostraram que o
treinamento em esteira por 30 dias ndo alterou os niveis estriatais de GDNF, uma
vez que, aos 4 dias, os exercitados/salina apresentaram niveis semelhantes aos dos
sedentérios/salina (ES4: 1.069 + 867 ng/mg; SS4: 736 £ 175 ng/mg).

Aos 42 dias, o grupo exercitado mostraram valores menores que aos 4 dias (ES42:
230 + 20 ng/mg; ES4: 1.069 = 867 ng/mq) (Fse3 = 23,62; p=0,04). Ja os grupos
sedentarios mostraram niveis semelhantes aos 42 e aos 4 dias apos infusdo (SS42:
900 + 286 ng/mg; SS4: 736 + 175 ng/mq). Por isso discute-se a possibilidade de
haver uma sujeicdo da sintese e metabolismo de GDNF a execucéo continua do

exercicio fisico.

Neste trabalho, ndo analisamos os niveis de GDNF no mesencéfalo ventral porque
as amostras coletadas nao foram suficientes para realizar dosagem por ELISA.
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Figura 21: Niveis de GDNF em estriado de ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42 dias
apos infusdo intranasal de salina. “p<0,05; (ES4 x ES42). n=4-6.

4.4.2 Niveis de BDNF

No estriado, os animais exercitados e sedentarios mostraram semelhantes niveis de
BDNF aos 4 (SS4: 108 + 124 ng/mg; ES4: 324 + 273 ng/mg;) e aos 42 dias (SS42:
179 + 131 ng/mg; ES42: 76 + 17 ng/mg) apds infusdo, indicando que nao ha acao do

treinamento em esteira sobre os niveis deste fator neurotréfico nas datas avaliadas.

[o2]
[=]
?

[+2]
[=]
e

400

Lall

4 d'ias 42 dias
El Sedentario [ Exercitado

ng BDNF/mg de proteina total

o

Figura 22: Niveis de BDNF em estriado de ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42
dias apds infusao intranasal de salina. p>0,05. n=4-6.

Em relacdo ao mesencéfalo ventral, aos 4 dias, os animais exercitados salina (ES4:
63 + 40 ng/mg) apresentaram niveis maiores de BDNF que os sedentarios salina de
mesma idade (SS4: 7.5 * 4.6 ng/mg). Essa diferenca se repete aos 42 dias (ES42:
80 + 76 ng/mg; SS42: 19 = 15 ng/mg), indicando que ha apenas impacto da

intervencao e nao do tempo ou a interagao entre eles (Fog 6=45,57; p=0,002).
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Figura 23: Niveis de BDNF em mesencéfalo ventral de ratos exercitados e sedentarios aos
4 e 42 dias apos infusao intranasal de salina . “p<0,05; (ES4 x SS4; ES42 x SS42). n=3-5.

4.5 Niveis de citocinas no sistema nigroestriatal em resposta ao treinamento

em esteira

4.5.1 Niveis de TNF-a

Aos 4 dias, os animais do grupo exercitado (ES4: 272 + 22 ng/mg) apresentaram
niveis estriatais de TNF-a menores que o grupos de animais sedentarios (SS4: 640
+ 209 ng/mgq). Essa diferenga se manteve aos 42 dias (ES42: 344 + 74 ng/mg; SS42:
1107 = 399 ng/mgq), sob efeito exclusivo da intervengéao (F1135=52,39, p<0,0001).
Logo, o treinamento fisico diminuiu os niveis de TNF-a no estriado em curto e médio

prazo.
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Figura 24: Niveis de TNF-a em estriado de ratos exercitados e sedentarios aos 4 e
42 dias apos infusao intranasal de salina. *p<0,001; (ES4 x SS4; ES42 x SS42). n=4.
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O treinamento fisico ndo alterou os niveis de TNF-a no mesencéfalo ventral aos 4 ou
aos 42 dias (SS4: 284 + 67 ng/mg; ES4: 305 = 190 ng/mg; SS42: 468 + 106 ng/mg;
ES42: 256 + 84 ng/mg), porém ha indicativo de efeito da intervengao (F743=11,67,
p<0,03).
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Figura 25: Niveis de TNF-a em mesencéfalo ventral de ratos exercitados e sedentarios
aos 4 e 42 dias apos infusao intranasal de salina. p>0,05. n=4.

4.5.2 Niveis de Interleucina 1B

Aos 4 dias, 0s grupos apresentaram niveis semelhantes de IL-1B. Aos 42 dias, 0
grupo ES42 (ES42: 24 + 4 ng/mg) apresentou niveis menores que o0 grupo SS42
(SS42: 66 + 23 ng/mg) (Fss7=25,24; p<0,02). Ja comparando os dois periodos
avaliados, observa-se elevacgao dos niveis de IL-1p entre SS4 e SS42 (SS4: 19 + 8
ng/mg; SS42: 66 + 23 ng/mg) (Fss21 = 35,06, p<0,001), ndo observado entre os
animais exercitados (ES4: 16 + 2 ng/ml; ES42: 24 + 4 ng/mg), indicando que possa

haver uma modulagao dos niveis desta citocina pelo treinamento fisico.
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Figura 26: Niveis de IL-1B em estriado de ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42 dias
apos infusao intranasal de salina. *p<0,01; (SS42 x ES42). #p<0,001; (SS4 x SS42). n=4.
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Em relacdo ao mesencéfalo ventral, ndo foi encontrada diferenca entre os grupos
em qualquer dos periodos experimentais avaliados (SS4: 8 = 3 ng/mg; ES4: 5 £ 2
ng/mg; SS42: 32 + 25 ng/mg; ES42: 21 £ 7 ng/mg), embora haja efeito do tempo
(Fs07=41,51, p<0,02).
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Figura 27: Niveis de IL-1B em mesencéfalo ventral de ratos exercitados e sedentarios aos
4 e 42 dias ap0s infusao intranasal de salina. p>0,05. n=3-4.

4.5.3 Niveis de Interleucina 6

Aos 4 dias, todos os grupos apresentam niveis semelhantes de IL-6 no estriado
(SS4: 640 + 353 ng/mg; ES4: 444 + 304 ng/mg). Aos 42 dias, 0 grupo sedentario
salina (SS42: 2064 + 705 ng/mg) expressou niveis de IL-6 superiores ao grupo
exercitado da mesma data (ES42: 353 = 88 ng/mg), considerando os efeitos da
intervencao (F23,01=31,26, p=0,003), o tempo (F1244=22,07, p=0,012) e a interagao
entre eles (F1571=27,87, p=0,007). O treinamento fisico parece ndo exercer efeito

sobre os niveis de |IL-6 no estriado.
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Figura 28: Niveis de IL-6 em estriado de ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42
dias apds infusao intranasal de salina. *p<0,0001; (SS42 x ES42). n=4.
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Aos 4 e aos 42 dias, todos 0s grupos apresentaram niveis semelhantes de IL-6 no
mesencéfalo ventral, porém € notavel os efeitos do tempo (F762=28,33, p=0,033) e
do tratamento (Fe 12=24,27, p=0,04). Além disso, o0 grupo ES apresentou elevagao
dos niveis de IL-6 entre os periodos experimentais (ES4: 233 + 175 ng/mg; ES42:
557 £ 105 ng/mg) numa proporcao de 239% enquanto os nivel de IL-6 no grupo SS
(SS4: 539 + 374 ng/mg; SS42: 801 + 82 ng/mg) se elevaram numa propor¢cao de

148% , sugerindo uma modulacao dos niveis dessa citocina pelo treinamento fisico.
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Figura 29: Niveis de IL-6 em mesencéfalo ventral de ratos exercitados e sedentarios
aos 4 e 42 dias apos infusao intranasal de salina. p>0,05 n=4.

4.5.4 Niveis de Interleucina 10

O treinamento fisico parece exercer efeito depressor nos niveis de IL-10 quando se
compara o grupo exercitado ao grupo sedentario aos 4 (ES4: 185 + 2 ng/mg; SS4:
420 + 298 ng/mg) e aos 42 dias (SS42: 241 £ 63 ng/mg; ES42: 75 £ 19 ng/mg),
(Fo.08=29,33, p<0,02).
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Figura 30: Niveis de IL-10 em estriado de ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42
dias apds infusao intranasal de salina. *p<0,05; (SS4 X ES4 e SS42 x ES42). n=4-5.

4.6 Efeito da infusao intranasal de MPTP sobre o comportamento motor em
campo aberto de animais sedentarios e exercitados em esteira apdés a
infusao de MPTP ou salina

Os grupos sedentario salina (SS), sedentario MPTP (SM), exercitado salina (ES) e
exercitado MPTP (EM) foram avaliados em campo aberto, no periodo prévio a
infusédo (T1) e 21 (T2), 31 (T3) e 41 (T4) dias apds a infusdo intranasal de MPTP ou

salina.

Em relacdo a distancia percorrida (Fig. 31), os animais exercitados em esteira,
submetidos ou ndo a infusdo intranasal de MPTP, apresentaram valores
semelhantes aos de animais sedentarios submetidos ou ndo ao MPTP em todos os
periodos com excecado de T4. Neste ponto, os exercitados (ES T4: 27,65 + 10,81 m;
EM T4: 26,28 + 7,11 m) apresentaram maior desempenho que os sedentarios (SS
T4:17,83 £ 9,87 m; SM T4: 20,84 + 10,35 m), pelo teste de Kruskal-Wallis e post-
hoc de Dunns.

Em relacdo ao numero de quadrantes cruzados, pelo teste two-way ANOVA e post-
hoc de Bonferroni, sob influéncia da intervencéao (F»44=38,8, p=0,0004), o grupo EM
(EM T3: 209,4 = 59.82) mostrou melhor desempenho que o grupo SM (SM T3: 137,3
+ 59,97) (Fig. 32) em T3. O grupo EM apresenta uma elevagdo em T3 quando
comparado a T2 (EM T2: 142,9 £ 51,88; EM T3: 209,4 + 59,82), pelo teste repeated

measures one-way ANOVA, ndo observada em nenhum outro grupo.
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Os resultados acima levantam a questdo se houve uma interacdo dos efeitos
metabdlicos causados pelo treinamento com os gerados pelo MPTP, ou se a droga
interage de forma desigual nos dois tipos de intervengao prévia. O grupo exercitado
nao mostrou efeitos do MPTP sobre esse parametro em qualquer dos tempos

avaliados.

A velocidade maxima (Fig. 33) mostrou-se aumentada no grupo ES quando se
compara T1 e T4 (ES T1: 0,484 + 0,169 m.min"; T4: 0,787 + 0,297 m.min") e
diminuida no grupo SS quando se compara T3 e T4 (SS T3: 0,734 + 0,284 m.min™;
SS T4: 0,456 + 1,791 m.min™'), pelo teste repeated measures one-way ANOVA e
post-hoc Tukey. A condicdo motora dos animais exercitados permanece diferente
dos animais sedentarios por até 42 dias. Esse fato € corroborado pela diferenca
estatistica na data T4 entre SS (SS T4: 0,456 + 1,791 m.min"') e ES (ES T4: 0,787 +
0,297 m.min™"), pelo teste two-way ANOVA e post-hoc de Bonferroni por influéncia
da interagdo tempo e tratamento (Fz7s= 12,10 p=0,03). Em relacdo ao efeito do
MPTP, no tempo T2, o grupo SM (SM T2: 0,497 + 0,135 m.min™") apresenta menor
velocidade quando comparado ao seu controle SS (SS T2: 0,732 + 0,229 m.min™),
pelo teste repeated measures one-way ANOVA e post-hoc Tukey, sugerindo uma

acao pontual do MPTP.

Comparando-se o tempo ativo dos grupos avaliados (Fig. 34), perceberam-se o0s
efeitos do MPTP na diminuicdo progressiva da atividade dos animais sedentarios
(SM T1: 63,76 £ 21,07 s; SM T3: 43,92 + 14,52 s) e sua estabilizacdo de T3 para T4
(SM T2: 48,09 £ 39,72 s), pelo teste repeated measures one-way ANOVA e post-hoc
Tukey. Esse declinio nao foi observado no grupo sedentario salina (SS) em qualquer
dos tempos analisados. No entanto, pelo teste two way ANOVA, post-hoc Bonferroni
e influéncia do tratamento (F44s= 6,18, p=0,004), o grupo exercitado submetido a
infusdo com MPTP (EM), ndo apresentou declinio nos valores desse parametro ao
longo do periodo. De fato, em T3, esse grupo apresentou maiores valores de tempo
ativo em relacdo aos outros periodos e em relagdo aos sedentarios MPTP. Isto
sugere que o MPTP tem efeito sobre o tempo ativo dos animais sedentarios e
interage de modo diferente com os exercitados. Essa interacdo entre treinamento
fisico e MPTP é sustentada pelo aumento do tempo ativo do grupo EM em T3 (EM
T3: 74,88 + 29,84 s) comparado ao SM. Da mesma forma, seu controle ES em T3
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apresenta uma queda no tempo ativo quando comparado a ES T1 (ES T1: 76,13 %
25,35 s), pelo teste de Friedman e post-hoc de Dunns.

O tempo de freezing (Fig. 35), pelo teste two-way ANOVA e post-hoc de Bonferroni e
sob influéncia do tratamento (F1153= 14,52; p=0,0001), mostrou-se menor no grupo
de animais exercitados salina em T2 (ES T2: 47,85 + 18,53 s; SS T2: 97,01 £ 69,18
s;) e T3 (ES T3: 56,15 + 20,01 s; SS T3: 116,8 + 89,88 s), em relagdo ao grupo
sedentario salina correspondente. Em relacédo aos efeitos do MPTP, observa-se que
animais sedentarios apresentam maior tempo de freezing que os exercitados em T3
(SMT3:85,99 +24,49s; EMT3:39,83+£11,98s)eem T4 (SM T4: 119,28 £ 85,19 s;
EM T4: 58,27 + 19,54 s). Esses dados sugerem que o treinamento fisico diminui o
tempo de freezing no grupo salina e interfere com a resposta ao MPTP. E
interessante notar que no grupo EM, pelo teste de Friedman e post-hoc de Dunns,
ha decréscimo da média de T3 (EM T3: 39,83 + 11,98 s) em relacédo a T2; (EM T2:
53,56 + 20,65 s) e T4 (EM T4: 58,27 £ 19,54 s), sendo, portanto, a terceira variavel
que se modifica no tempo T3 para este grupo. Essa diminuicdo do tempo de freezing
corrobora 0 aumento do tempo ativo e do numero de quadrantes cruzados
encontrado para este grupo, indicando uma interacdo diferente do MPTP com
animais exercitados e relevando esta data de 31 dias p6s-infusao.

Considerando numero de rearings (Fig. 36), o grupo de animais exercitados, pelo
teste repeated measures one-way ANOVA e post-hoc Tukey, apresentou
decréscimo entre T1 e T4 (T1: 29,25 = 14,53; T4: 19,08 = 9,65), sugerindo que,
neste quesito, os efeitos do treinamento fisico prévio nao perduram até 41 dias. Os
animais sedentarios apresentam valores semelhantes ao longo do periodo
experimental. A comparacao entre sedentarios e exercitados, pelo teste two-way
ANOVA, post-hoc Bonferroni e influéncia do tratamento (Fs73= 28,83; p=0,0002),
mostra diferenca apenas em T2 (ES T2: 25,17 + 6,60; SS T2: 12,21 £ 6,86). Além
disso, 0os grupos de animais exercitados mostraram maiores valores que 0s
sedentarios, apoés infusdo de MPTP, em T2 (SM: 13,25 £ 9,3; EM T2: 25,14 + 9,04),
em T3 (EM: 27,54 £ 12,09; SM: 10,18 £ 4,51) e em T4 (EM T4: 22,40 £ 9,11; SM T4:
11,00 = 7,71). Essa diferenca se acentua em T3.

Ainda analisando a exploracao vertical no parametro tempo de rearing (Fig. 37) pelo
teste two-way ANOVA, post-hoc de Bonferroni e influéncia do tratamento (Fis5s9=
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18,79; p=0,0001), o grupo de animais exercitados salina apresentou maiores valores
que os sedentarios salina apenas em T1 (ES: 48,70 + 26,87 s; SS: 27,88 £ 14,68 s).
Apés infusdao de MPTP, o grupo de animais exercitados mostrou valores maiores
que os sedentariosem T2, T3 e T4 (EM T2: 47,07 £24,99 s; SM T2: 22,72 + 12,63 s;
EM T3: 51,34 £ 28,05 s; SM T3: 16,14 £ 11,10 s; EM T4: 43,66 = 21,07 s; SM T4:
20,01 + 16,53 s). O grupo SM apresentou diminuicdo no tempo de rearing quando
comparado T3 e T2, pelo teste repeated measures one-way ANOVA, (SM T2: 22,72
+ 12,63 s; SM T3: 16,14 £ 11,10 s). Por fim, cabe ressaltar que, novamente, ha
aumento na atividade locomotora do grupo EM em T3.

Concluindo a analise comportamental, analisaremos agora o numero de groomings
(Fig. 38) e laténcia para realizagcdo de sua primeira execucao (Fig. 39). Ha um
decréscimo do numero de groomings no grupo SM quando comparam-se 0s tempos
T1 (SM T1: 10,00 + 6,208) e T4 (SM T4: 4,875 + 5,139), pelo teste de Friedman e
post-hoc de Dunns, concomitante ao aumento da laténcia nas mesmas datas (SM
T1:56,14 + 39,56 s; SM T4: 180,0 = 160,1 s), pelo teste repeated measures one-way
ANOVA, fato ndo observado em seus controles. A laténcia de SM em T4 é maior
que todos os outros grupos na mesma data (SS T4: 117,5 £+ 84,98 s; ES T4: 96,01 +
63,12 s; EM T4: 86,53 + 50,39 s), pelo teste two-way ANOVA e post-hoc de
Bonferroni sob influéncia do tempo (F474=6,84; p=0,0033).

Os parametros que nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa foram
velocidade média (Fig. 40), laténcia ao primeiro rearing (Fig. 41) e tempo de
grooming (Fig. 42).
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Figura 31: Distancia percorrida de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou nao a
infusao de MPTP. *p=0,04 (SS x ES em T4, SM x EM em T4). n=6-9.
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Figura 32: Numero de quadrantes cruzados por animais sedentarios ou exercitados
submetidos ou nio a infusdo de MPTP. *p<0,05 (SM x EM em T3). #p=0,03 (grupo EM T2 x T3).
n=6-9.
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Figura 33: Velocidade maxima de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou nao a
infusao de MPTP. *p<0,05 (SS x SM em T2 e SS x ES T4). #p<0,03 (grupo ES T1 x T4, grupo SS T3
x T4). n=6-9.
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Figura 34: Tempo ativo de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou ndo a infusao de
MPTP. *p<0,01 (EM x SS e SM em T3). #p<0,02 (grupo ES T1 x T3; SM T1 x T3). n=6-9.
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Figura 35: Tempo de freezing de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou nao a
infusdo de MPTP. *p<0,05 (SS x ES em T2, EM x SM em T3, SM x ES e EM x em T4). *p=0,008
(grupo EM em T3 X T2 e T4). n=6-9.
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Figura 36: Numero de rearings de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou nao a
infusdao de MPTP. *p<0,01 (SS x ES e EM em T2; SM x ES e EM em T2, SM x EM em T3 e T4).
*0=0,04 (grupo ES T1 x T4). n=6-9.
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Figura 37: Tempo de rearing de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou ndo a
infusdo de MPTP. *p<0,05 (ES x SS e SM em T1, SS x EM em T2, SM x EM em T3, SM x EM em
T4). *p=0,009 (grupo SM em T3 x T2). n=6-9.
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Figura 38: Numero de groomings de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou nao a
infusdo de MPTP. *p=0,01 (grupo SM T1 x T4). n=6-9.
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Figura 39: Laténcia ao primeiro grooming de animais sedentarios ou exercitados submetidos
ou nao a infusdo de MPTP. *p<0,05 (SM x SS, CS e CM em T4). p=0,03 (grupo SM em T4 x T1).

n=6-9.
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Figura 40: Velocidade média de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou nao a
infusao de MPTP. Comparacao entre os tempos SS: p=0,2; ES: p=0,5; SM: p=0,9; EM: p=0,6.

Comparagéo entre os grupos: p>0,05. n=6-9.
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Figura 41: Laténcia ao primeiro rearing de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou

nao a infusao de MPTP. Comparacgéo entre os tempos SS: p=0,5; ES: p=0,4; SM: p=0,5; EM: p=0,6.

Comparacao entre os grupos: p>0,05. n=6-9.
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Figura 42: Tempo de grooming de animais sedentarios ou exercitados submetidos ou nao a
infusao de MPTP. Comparagdo entre os tempos SS: p=0,4; ES: p=0,6; SM: p=0,1; EM: p=0,8.

Comparagéo entre os grupos: p>0,05. n=6-9.
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4.7 Efeitos da infusao intranasal de MPTP sobre neurénios dopaminérgicos

do mesencéfalo ventral

A analise ultraestrutural do mesencéfalo ventral foi realizada apenas nos grupos de
animais sedentarios, submetidos ou nao a infusdao de MPTP, com o objetivo de
verificar a ocorréncia de degeneracao neuronal. Os resultados mostraram alteracoes
aos 42 dias p6s-infusdao de MPTP (Fig. 43 e 44). A regiao do mesencéfalo ventral de
animais submetidos a infusdo de salina apresentou neurdénios com aspecto
caracteristico, em especial corpusculos de Nissl e complexo de Golgi evidentes (Fig.
43A) e nucléolo proeminente. Observaram-se, no complexo gliovascular, capilares
continuos com zénulas de oclusao, citoplasma de pericitos e pés terminais de
astrécitos (Fig. 43B e C). A neurbpila mostrou-se bem preservada com
prolongamentos de diferentes diametros (fig. 43D).

Ja nos animais tratados com MPTP, observaram-se sinais de degeneracédo de
neurdnios, tais como dilatacdo do envelope nuclear e de reticulo endoplasmatico,
vacuolizacdo e aumento da densidade citoplasmatica (Fig. 44B e D), desagregacéao
de cristas mitocondriais, desfragmentagcdo de complexo de Golgi e do reticulo
endoplasmatico. Em alguns neurdnios, 0 processo de degeneracao parecia estar em
fase inicial (Fig. 44C), em outros, em fase adiantada (Fig. 44B e D), confluindo para
a formacao de grandes estruturas disformes e densas. Com relacao aos astrocitos,
observaram-se vacuolos citoplasmaticos aumento de filamentos citoplasmaticos,
provavelmente intermediarios, e dilatacdo de pés terminais no complexo gliovascular

(fig. 44E e F). Nao se observou alteragao nas células endoteliais.



Figura 43: Ultraestrutura de mesencéfalo ventral de animais sedentarios aos 4 dias

apos infusao de salina. Imagens representativas de neurénio (A e C), neurépila e complexo
gliovascular (B,C e D). Seta: Golgi; cabeca de seta: reticulo endoplasmatico granular; Z:
z6nula de oclusao em endotélio; *: pericito; Ap: pé terminal de astrécito; Np: neurdpila.
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Figura 44: Ultraestrutura de mesencéfalo ventral de animais sedentarios aos 42 dias

apos infusao de MPTP. Imagens representativas de complexo gliovascular (A e E), neurénio
em degeneragdo (B,C e D) e astrocitos e seus prolongamentos (E e F). Seta: acumulo de
filamentos intermediarios em astrdcito; Ap: pé terminal de astrécito dilatado; #: cisternas

dilatas em citoplasma neuronal; C: desagregacdo de cromatina em neurénio;

mitocondrias alteradas.
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4.8 Niveis de fatores neurotréficos no sistema nigroestriatal

Os niveis dos fatores neurotroficos GDNF e BDNF no mesencéfalo ventral e estriado
foram avaliados em dois pontos do periodo experimental, aos 4 e aos 42 dias apos
infusdo intranasal de MPTP e seus respectivos controles e comparados pelo teste
two-way ANOVA e post-hoc Bonferroni.

4.8.1 Niveis de GDNF

Os grupos de animais exercitados e sedentarios submetidos a infusédo intranasal de
MPTP (SM4: 485 * 88 ng/mg; EM4: 365 + 51 ng/mg), apresentaram decréscimo de
GDNF aos 4 dias pos-infusdo quando comparados aos seus controles salina (SS4:
736 + 175 ng/mg; ES4: 1.069 + 868 ng/mg). Esses dados mostram que
exclusivamente a infusdo intranasal de MPTP altera, em curto prazo, os niveis
estriatais de GDNF e que o treinamento fisico em esteira ndo impede essa queda
(efeito do tratamento: sedentarios: Fsz17= 54,55; p= 0,0005; exercitados: Fg3s=
22,49; p= 0,03).
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Figura 45: Niveis de GDNF em estriado de ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42 dias
apos infusao intranasal de MPTP ou salina. Sedentario: *p<0,0001; (SS4 x SM4; SS42 x
SM42). Exercitado: *p<0,05; (ES4 x EM4; ES42 x EM42); *p<0,05; (ES4 x ES42). n=5.

4.8.2 Niveis de BDNF

Aos 4 dias, os animais sedentarios e exercitados salina exibiram niveis estriatais de
BDNF (SS4: 108 + 124 ng/mg; ES4: 324 + 273 ng/mg) menores que 0S animais
sedentarios submetidos a infusdo intranasal de MPTP (SM4: 911 + 267 ng/mg; EM4:
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633 + 117 ng/mg) (efeito do tratamento: sedentérios: Fos76= 26,12; p= 0,002;
exercitados: Fo4 g4= 24,64; p= 0,002). Esse resultado sugere que a infusdo de MPTP

eleva os niveis de BDNF no estriado, no inicio do periodo experimental.

Os niveis estriatais de BDNF nos animais submetidos a infusdo de MPTP, sejam
sedentarios ou exercitados, declinaram ao longo do periodo experimental,
mostrando-se menores aos 42 dias (SM42: 123 + 53 ng/mg; EM42: 77 + 15 ng/mg;)
que aos 4 dias (SM4: 911 £ 267 ng/mg; EM4: 633 + 118 ng/mg;) (efeito do tempo:
Sedentario: Fi763= 24,41; p= 0,005; Exercitado: Fo464= 55,20; p= 0,002). Ao final do

periodo experimental, todos os grupos apresentaram valores semelhantes de BDNF

no estriado.
Sedentario Exercitado
5 15007 = 800- .
] °
g * g
£ £ 600~
£ 1000- 2
s s
2 2 4001 T
(=] (2]
E 5001 £
z L 200-
2 L= ™ : —
o
? , - 2, .
4 dias 42 dias 4 d'ias 42 (':Iias
3 Salina m VPTP 3 Salina E MPTP

Figura 46: Niveis de BDNF no estriado em ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42
dias apds infusdo intranasal de MPTP ou salina. Sedentario: *p<0,001; (SS4 x SM4);
*0<0,01; (SM4 x SM42). Exercitado: *p<0,05; (ES4 x EM4); *p<0,01; (EM4 x EM42). n=4-5

Em relacdo ao mesencéfalo ventral, aos 4 dias e 42 dias, 0os grupos de animais
submetidos a infusdo intranasal de MPTP, exercitados e sedentarios (SM4: 9 £ 5
ng/mg; EM4: 41 + 45 ng/mg; SM42: 36 + 41 ng/mg; EM42: 53 = 53 ng/mg),
apresentaram niveis semelhantes de BDNF aos dos respectivos grupos salina (SS4:
8 £ 7 ng/mg; ES4: 63 £ 40 ng/mg; SS42: 19 + 15 ng/mg, ES42: 80 £ 76 ng/mg).
Também nao foi encontrada diferenca quando comparados os grupos nos dois

periodos avaliados.
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Figura 47: Niveis de BDNF em mesencéfalo ventral de ratos exercitados e sedentarios aos

4 e 42 dias apos infusao intranasal de MPTP ou salina. p>0,05. n=3-5.

4.9 Niveis de citocinas no sistema nigroestriatal

4.9.1 Niveis de TNF-a

Aos 4 e 42 dias, todos os grupos apresentaram niveis semelhantes de TNF-a em
estriado (SM4: 578 £ 169 ng/mg; ES4: 271 + 22 ng/mg; EM4: 331 £ 79 ng/mg; SM42:
603 = 300 ng/mg; ES42: 344 + 74 ng/mg; EM42: 411 £ 213 ng/mg), excetuando o
grupo SS42 (SS4: 640 = 209 ng/mg; SS42: 1107 + 399 ng/mq) (efeito do tempo:
F20,98= 22,04; p=0,003). Logo, o MPTP parece nao ter interferido nos niveis estriatais

de TNF-a nos periodos avaliados.
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Figura 48: Niveis de TNF-a no estriado em ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42
dias apods infusdo intranasal de MPTP ou salina. Sedentario: *p<0,05 (SS42 x SM42).
Exercitado: p>0,05. n=3-5.
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Em relacdo ao mesencéfalo ventral, aos 4 e 42 dias, os animais sedentarios
submetidos a infusdo de MPTP (SM4: 155 + 29 ng/mg; SM42: 192 + 84 ng/mgQ)
apresentaram niveis menores de TNF-a quando comparados a seu controle salina
(SS4: 284 + 67 ng/mg; SS42: 468 + 106 ng/mg) (efeito da interacéo do tratamento e
do tempo: Fages= 57,15; p= 0,001). Além disso, o grupo sedentario salina aos 42
dias mostraram niveis elevados de TNF-a quando comparados a0 mesmo grupo no
40 dia (efeito do tempo: Fg 1= 20,78; p= 0,02). Por sua vez, os niveis de TNF-a no
grupo exercitado foram semelhantes aos 4 e 42 dias (ES4: 305 + 190 ng/mg; EM4:
154 + 75 ng/mg; ES42: 256 + 84 ng/mg; EM42 148 £ 118 ng/mg).
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Figura 49: Niveis de TNF-a em mesencéfalo ventral de ratos exercitados e sedentarios
aos 4 e 42 dias apos infusao intranasal de MPTP ou salina. Sedentario: *p<0,05 (SS4 x
SM4; SS42 x SM42); *p<0,05 (SS4 x SS42). Exercitado: p>0,05. n=3-5.

4.9.2 Niveis de Interleucina 1B

Aos 4 dias, todos 0s grupos apresentaram niveis semelhantes de IL-13. O grupo
sedentario salina mostrou niveis elevados quando comparado 4 aos 42 dias (SS4 19
* 9 ng/ml, SS42: 66 + 23 ng/ml) (efeito do tempo: Fog51= 50,28; p= 0,0018). Aos 42
dias, o grupo exercitado salina apresentou niveis de IL-18 maiores que 0 mesmo
grupo aos 4 dias (ES42: 24 + 4 ng/mg; ES4 16 £ 2 ng/ml) (efeito do tempo:F4o=
41,75; p=0,01) e também que o grupo exercitado MPTP aos 42 dias (EM42: 11 £ 3

ng/mgq) (efeito da interacdo tempo e tratamento:Fyq 45 = 41,75; p=0,003).
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Figura 50: Niveis de IL-18 no estriado em ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42 dias
apos infusao intranasal de MPTP ou salina. Sedentario: #p<0,01; (SS4 x SS42). Exercitado:
*p<0,001 (ES42 x EM42); *p<0,05 (ES4 x ES42). n=4-5.

Em relacdo ao mesencéfalo ventral, ndo foi observado diferencas entre os grupos
sedentarios em qualquer dos periodos experimentais avaliados. No grupo
exercitado, os animais salina aos 42 dias apresentaram niveis maiores de IL-13 do
que 0 mesmo grupo aos 4 dias (ES4: 5 + 1 ng/mg; ES42: 21 + 7 ng/mg) (efeito da
interacao tempo e tratamento: F7¢= 26,01; p=0,005) e também do grupo MPTP aos
42 dias (EM42: 6 = 3 ng/mg) (efeito da interagdo tempo e tratamento: Fsp 73= 32,73;
p=0,003). Indicando que possa haver uma modulagédo dos niveis desta citocina pelo

treinamento fisico.
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Figura 51: Niveis de IL-1B em mesencéfalo ventral de ratos exercitados e sedentarios aos
4 e 42 dias apos infusao intranasal de MPTP ou salina. Sedentario: p>0,05. Exercitado:
*0<0,01; (ES4 x ES42); *p<0,001 (ES4 x ES42). n=3-4.
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4.9.3 Niveis de Interleucina 6

Aos 4 dias, todos os grupos apresentam niveis semelhantes de IL-6 no estriado
(SS4: 640 + 353 ng/mg; SM4: 643 £ 181 ng/mg; ES4: 444 + 304 ng/mg; EM4: 419 *
136 ng/mg). Aos 42 dias, o grupo sedentario salina (SS42: 2064 + 705 ng/mgQ)
expressou niveis de IL-6 superiores ao do grupo sedentario MPTP (SM42: 553 + 198
ng/mg) e também maiores que SS4 (efeito da interacdo tempo e tratamento: Fqg 3s5=
27,57; p= 0,01). Os animais exercitados apresentaram niveis semelhantes aos 42
dias (ES42: 353 £ 88 ng/mg; EM42: 323 £ 195 ng/mg). Os resultados mostram que a

infusao intranasal de MPTP parece nao alterar os niveis de IL-6 de forma aguda ou

cronica.
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Figura 52: Niveis de IL-6 no estriado em ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42 dias
apos infusao intranasal de MPTP ou salina. Sedentarios: *p<0,01; (SS42 x SM42); #p<0,01 ;
(SS4 x SS42). Exercitados: p>0,05. n=4-5.

Aos 4 e aos 42 dias, todos 0s grupos apresentaram niveis semelhantes de IL-6 no
mesencéfalo ventral. Somente o grupo ES apresentou elevacado dos niveis de IL-6
entre os periodos experimentais (ES4: 234 + 175 ng/mg; ES42: 557 + 105 ng/mg),
sugerindo uma modulacao dos niveis dessa citocina pelo treinamento fisico (efeito
do tempo: Fg 15= 45,24; p= 0,02).
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Figura 53: Niveis de IL-6 em mesencéfalo ventral de ratos exercitados e sedentarios
aos 4 e 42 dias ap6s infusdo intranasal de MPTP ou salina. Exercitado: “p<0,05; (ES4 x
ES42). n=4-5.

4.9.4 Niveis de Interleucina 10

Aos 4 dias, o MPTP parece nao ter efeito sobre niveis de IL-10 pois os animais que
receberam a infusdo de MPTP (EM4 e SM4) nao distinguiram-se de seus controles
(ES4 e SS4). Aos 42 dias todos 0s grupos, exceto o sedentéario salina, apresentaram
niveis menores do que aos 4 dias (SM4: 294 +129 ng/ml; SM42: 66 + 45 ng/ml)
(efeito do tempo: Fg74= 26,05; p=0,01), (EM4: 152 £ 39 ng/ml; EM42: 90 £12 ng/ml;
ES4: 185 £ 19 ng/ml; ES42: 75 + 19 ng/ml) (efeito do tempo: Frez2= 76,99;
p=0,0001).
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Figura 54: Niveis de IL-10 no estriado de ratos exercitados e sedentarios aos 4 e 42 dias
apos infusdo intranasal de MPTP ou salina. Sedentario: p<0,05; (SM4 x SM42). Exercitado:
*0<0,01; (ES4 x ES42, EM4 x EM42). n=4-5.
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5 Discussao e Conclusao

5.1 Treinamento fisico em esteira e alteracoes comportamentais

Buscou-se, neste trabalho, avaliar os efeitos do treinamento fisico em esteira sobre
o desempenho motor e comportamento em campo aberto de ratos jovens. Os
resultados do presente estudo mostraram que o treinamento fisico em esteira pelo
periodo de 30 dias, - em sessodes diarias de 30 min, frequéncia de 7 vezes/semana e
intensidade moderada - melhorou a aptidao fisica dos animais, mensurada pelos
parametros de velocidade maxima alcancada, velocidade média desenvolvida e
distancia percorrida. O periodo e o volume de exercicio (minutos/semana) utilizados
neste trabalho ja se mostraramm efetivos em melhorar a aptidao fisica dos animais
treinados, em estudo de Al-Jarrah et al. (2007), traduzida em diminuicdo da
frequéncia cardiaca de repouso, diminuicdo do consumo de oxigénio e producao de
CO,, aumento da massa de ventriculo esquerdo e aumento da enzima citrato sintase

muscular.

Neste estudo a avaliagdo do desempenho aerdbico submaximo revelou uma grande
variacdo entre as velocidades alcancadas (11 a 36 m.min™'), indicando a existéncia
de animais com aptiddes fisicas tao diversas que nao seria possivel agrupa-los sob
Unica velocidade. Essa variacdo de capacidade aerdbica entre roedores ja foi
identificada por Henderson et al. (2002), que a consideram como uma interagao de
fatores genéticos pré-existentes, fatores genéticos de resposta adaptativa e fatores
ambientais. Sendo assim, alteracbes genéticas e/ou ambientais influenciam a
capacidade aerdbica do animal. Logo, mostrou-se conveniente avaliar a capacidade
aerdbica de cada animal e o método de avaliacdo de desempenho adotado neste
trabalho adequou a intensidade do exercicio a aptidao fisica do animal. A avaliacao
de desempenho aerdbico submaximo é interessante por adequar a carga do
treinamento a aptidao fisica intrinseca, além de garantir a constancia da intensidade
do esforco por todo periodo de treinamento (ACSM, 2003). Os testes de aptidao
fisica tém como objetivo conhecimento da situagdo basal do individuo,
acompanhamento da evolugcdo, adequacao da atividade, estabelecimento de metas
e estratificacdo do risco a saude. A aptidao fisica € mensurada através do

endurance cardiorrespiratorio, endurance e forca muscular, composi¢ao corporal e
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flexibilidade (ACSM, 2003). J4 em modelos de exercicio aerdbico em animais, a
pratica de realizar testes de aptidao fisica para conhecimento da capacidade
aerobica é corrente (Koch et al., 2011; Minami et al., 2007; Henderson et al., 2002),
bem como a de selecdo de um grupo exercitado homogéneo de acordo com a
velocidade imposta (Rachetti et al.,, 2013; Lau et al., 2011; Pothakos et al., 2009;
Aguiar et al., 2009 e 2007; Al-Jarrah et al., 2007; Fisher et al., 2004). Porém, nao ha,
necessariamente, a preocupacdo em correlacionar o teste de estratificacdo de
capacidade aerdbica com a intensidade do exercicio realizado. A importancia dessa
correlacdo tem sido discutida recentemente por pesquisadores da UFRS
(Nascimento et al., 2011; Senna et al., 2011; Mello et al., 2008), USP (Rodrigues et
al., 2007; Melo et al., 2003) e UFMG (Balthazar et al.,, 2010 e 2009; Leite et al.,
2009).

Cabe ressaltar a importancia da reavaliagdo de desempenho aerdbico para
manutencao de intensidade do treinamento proporcional a modificacdo da aptidao
fisica do animal. Neste estudo, a reavaliacdo no 15° dia de treinamento em esteira
mostrou-se necessdaria para adequar o ritmo de progressdao ao estagio inicial de
condicionamento destes animais. Ja foi observado mudanca na velocidade
desenvolvida por camundongos treinados em esteira a partir do 12° dia de
treinamento, refletida em aumento da velocidade média e distancia percorrida, além
de mudancga na capacidade aerdbica do animal (Fisher et al. 2004). A relevancia da
manutencao da intensidade € suportada pela melhora de parametros fisicos ser
proporcional a intensidade do exercicio (Kemi et al., 2005) e também pelo fato de
exercicio em esteira de baixa intensidade nao alterar parametros fisicos, emocionais
ou de locomocéo (Cordova et al., 2013). E interessante notar a proposicdo de Koch
et al. (2011) que correlaciona capacidade aerdbica e longevidade em ratos,
observacgdo ja relatada em humanos (Blair et al., 1989).

Sob a éptica de alteracdo de comportamento, e sob nosso conhecimento, alguns
dos resultados obtidos no teste de campo aberto séo inéditos, no que se refere aos
parametros de velocidade maxima, tempo de rearing, tempo de grooming, laténcia
para realizacao do primeiro rearing e do primeiro grooming. Os animais treinados
comparados aos sedentarios apresentaram melhor desempenho em numero de

quadrantes cruzados, velocidade média, nimero e tempo de rearing. Estes
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resultados indicam que o treinamento fisico influencia a curiosidade exploratéria em

roedores.

E sabido que o treinamento aerdbico altera o metabolismo energético do musculo
esquelético (aumenta estoques de glicogénio, acelera a cinética do lactato e
aumenta a densidade mitocondrial), aumenta o numero proporcional de fibras
musculares tipo | (chamadas fibras de contragdo lenta relacionadas a resisténcia
muscular), aumenta a densidade de capilares (Coffey & Hawley, 2007) e gera um
remodelamento da juncdo neuromuscular (Deschenes et al., 2011). Além disso, a
corrida de ratos em plano inclinado aumenta o custo metabdlico da atividade e
implica em maior participacdo de musculatura extensora em contragdo concéntrica
(Armstrong & Taylor, 1993). Assim, o individuo apresenta melhora no controle motor,
nas poténcia e resisténcia musculares, traduzidas nos animais do presente estudo

por aumento da velocidade média e numero de quadrantes cruzados.

A andlise do numero e tempo de rearing também se relaciona com aquelas
alteracées musculo esqueléticas e também tangencia a postura e o padrdo de
marcha de pequenos mamiferos terrestres, como os roedores. O padrao de marcha
desses mamiferos € chamado de comportamento pantografico, em que ocorrem
movimentos conjuntos da articulacao tarso-metatarsica com membro posterior e da
escapula com membro anterior contralateral, e consequente movimento rotacional
da coluna vertebral no plano sagital (Fischer et al., 2002). Assim, a corrida em
esteira num plano inclinado favorece o fortalecimento da musculatura do tronco,
musculatura primariamente relacionada a suporte de peso € manutencéo da postura,
mas secundariamente trabalhada pela caracteristica diagonal da marcha de
roedores e pela maior solicitacdo da atuagcdo de membros anteriores no plano
inclinado. O U0nico estudo que percebeu aumento do numero de rearings,
semelhante ao encontrado neste estudo, é o de Fulk et al. (2004). Cabe ressaltar
que o treinamento fisico desse trabalho, assim como o do presente estudo, foi
realizado com inclinagdo da esteira em 5° os demais artigos ndo utilizaram
inclinagao na esteira (Cordova et al., 2013; Kim et al., 2011; Nascimento et al., 2011;
Aguiar et al., 2009; Mello et al., 2008; Dishman et al., 1997 e 1988). Sendo assim,
realizar o exercicio fisico em esteira inclinada provavelmente favorece o
fortalecimento da musculatura do tronco de roedores e altera seu comportamento de

exploracao vertical.
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Os estudos que relacionam o exercicio de ratos em esteira com o teste de campo
aberto ndo viram alteracdo nos parametros avaliados (Cordova et al., 2013; Kim et
al., 2011; Nascimento et al., 2011; Aguiar et al., 2009; Mello et al., 2008; Burghardt
et al., 2004; Dishman et al., 1997 e 1988). Isto pode ser explicado pela diversidade
de protocolos de corrida adotados, da idade dos animais utilizados, do periodo de
exercicio se iniciar apos intervencao lesiva, das comparagdes experimentais entre
grupos néo contemplarem o grupo controle e o grupo exclusivamente exercitado -
quase ndo ha este grupo nos delineamentos experimentais vistos -, da técnica
utilizada para realizacdo do teste de campo aberto e da impossibilidade de avaliar
tantos parametros devido ao recente advento do software de analise (o préprio

fabricante acusa artigos a partir de 2006).

No acompanhamento longitudinal dos animais exercitado por até 41 dias ap6s o
término do treinamento fisico ainda perceberam-se seus efeitos sobre atividade
locomotora exploratéria. Quando comparados animais exercitados e sedentéarios (ES
x SS) de mesma idade, houve aumento no parametro niumero de rearings até 21
dias e aumento nos parametros de distancia percorrida e velocidade maxima
alcancada até 41 dias apds o término do treinamento. Isto pode indicar que o
treinamento em esteira atua e altera de formas diferentes e por tempos diferentes a
musculatura de tronco e de membros em roedores. Ressalta-se que nao foi
encontrado, na literatura, acompanhamento longitudinal (follow-up) apés término do
periodo de treinamento fisico que contemplasse analise de comportamento em

roedores.

5.2 Influéncia do treinamento fisico sobre os niveis de fatores neurotroficos

Os resultados do presente estudo apontam que o treinamento aerdbico, nos
parametros executados, ndo elevou os niveis estriatais de GDNF, mensurado 4 dias
apds o seu término. Os niveis de GDNF em mesencéfalo ventral ndo foram
mensurados. Este dado ndo é confirmado pela literatura que encontrou aumento do
nivel estriatal de GDNF em regime crénico de 18 semanas de treinamento em
esteira (Lau et al. 2011), regimes de exercicio em esteira de 4 semanas de baixa
intensidade (Tajiri et al., 2010) ou utilizando exercicio voluntario (Zigmond et al.,
2009; Faherty et al.,, 2005). Quando comparou-se 0s grupos nos dois periodos
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experimentais (4 e 42 dias), os animais exercitados salina apresentaram decréscimo
do nivel estriatal de GDNF, ndo observado nos sedentarios salina. Isso levanta a
questao de que exista uma sujeicao da sintese e metabolismo de GDNF a execucéao
continua do exercicio fisico. Zigmond et al. (2012 e 2009) discutem a hipdtese que o
aumento de fatores neurotroficos em animais exercitados ocorre pelo “médio
estresse celular” gerado pelo préprio exercicio. Os dados apresentados sugerem
que o aumento e manutencao dos niveis de GDNF dependem da constancia de
execucao do exercicio, da modalidade escolhida e do periodo de exercicio aerdbico

realizado.

Sobre os niveis de BDNF em resposta ao treinamento fisico, os resultados do
presente estudo demonstraram aumento do nivel de BDNF em mesencéfalo ventral
e nao em estriado, aos 4 e aos 42 dias. Lau et al. (2011) e van Hoomissen et al.
(2003) também observaram aumento em mesencéfalo ventral do nivel de BDNF em
resposta ao treinamento crénico e agudo, respectivamente. Assim como o0s
resultados do presente estudo, Windenfalk ef al. (1999) ndo observaram declinio dos
niveis de BDNF em médio prazo, apds término do treinamento fisico. Deste modo,
conclui-se que o treinamento aerdbico nos parametros realizados eleva e mantém os
niveis de BDNF em mesencéfalo ventral. O BDNF ¢é critico para sobrevivéncia de
neurénios dopaminérgicos e para protegcdo destes neurdbnios mediante injuria
neurotoxica por MPTP (Gerecke et al., 2012). Também sao atribuidos ao BDNF os

efeitos benéficos do exercicio fisico em longo prazo (Cotman & Bertchold, 2002).

5.3 Influéncia do treinamento fisico sobre os niveis de citocinas

O presente estudo investigou os niveis de TNF-aq, IL-1B, IL-6 e IL-10 em resposta ao

treinamento fisico em esteira e a infusdo de MPTP.

Com relacao ao treinamento fisico, os resultados deste estudo apontam decréscimo
dos niveis estriatais IL-10 aos 4 e 42 dias, de TNF-a aos 4 e 42 dias e de IL-1B e IL-
6 aos 42 dias.

Os achados da literatura sao diversos. Na literatura esta relatado tanto diminuicao
dos niveis de IL-10 no nudcleo paraventricular (Agarwal et al. 2011) como ao aumento
dos niveis de IL-10 em cértex cerebral (Mota et al., 2012) de ratos em resposta ao
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exercicio moderado em esteira. Ja com relagdo ao TNF-a foi encontrado acentuado
decréscimo de TNF-a em hipocampo de camundongos em resposta ao exercicio
voluntario (Pervaiz e Hoffman-Goetz, 2011), mas outros estudos ndo observaram
alteracao desta citocina (Mota et al., 2012; Agarwal et al. 2011; Nichol et al., 2008;
Colbert et al., 2001). Os niveis de IL-6 apresentaram aumento em hipocampo de
camundongos em resposta ao exercicio voluntario (Pervaiz e Hoffman-Goetz, 2011)
e outros estudos ndo observaram alteracdo (Mota et al., 2012; Chennaoui et al.,
2008; Colbert et al., 2001). Um estudo encontrou diminuigdo de IL-13 hipocampo
(Chennaoui et al, 2008), outros nao perceberam diferenca em nucleo
paraventricular (Agarwal et al., 2011), no coértex cerebral (Mota et al., 2012, Colbert
et al., 2001) e no proprio hipocampo (Nichol et al., 2008). Apesar da diversidade de
dados encontrada, os resultados do presente estudo estdo corroborados pela

literatura.

Comparando os periodos experimentais de 4 dias com 42 dias no grupo sedentario
submetido a salina (ES), foi observado aumento dos niveis de IL-183, IL-6 e TNF-q,
além da diminuigdo de IL-10 em estriado. Isto pode indicar um efeito moderador do
treinamento fisico sobre niveis destas citocinas mesmo com a cessacdo de sua
execucao. Agarwal et al. (2012) nao observaram alteracdo de TNF-a e IL-1B no
nacleo paraventricular de ratos apds 14 dias de descondicionamento fisico. Porém,
observaram, como no presente estudo, decréscimo dos niveis IL-10, reforcando que
a pratica regular de exercicio fisico aerébico é importante para manutencdo do
equilibrio entre citocinas anti e pré-inflamatérias (Agarwal et al., 2012). Lovatel et al.
(2013) avaliaram o efeito do exercicio fisico em esteira por duas semanas
comparando ratos de 3 meses a ratos de 20 meses através dos niveis de TNF-a, IL-
1B, IL-4, NF-kb e acetilacdo da histona H4. Os autores defendem a hipbétese de que
o envelhecimento aumenta a transcricdo de NF-kb que modula a acetilacdo de
histonas H4, que conjuntamente, aumentam a expressao daquelas citocinas. Como
resultado, obtiveram que o exercicio fisico modula as citocinas do hipocampo de rato
jovem e reverte o aumento seus niveis em ratos idosos. Em humanos, Ratel et al.
(2010) observaram reversao dos beneficios musculares e metabdlicos alcangados
pela pratica de exercicio fisico em individuos treinados por 16 semanas e

observados por mais 8 semanas na auséncia do exercicio.
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5.4 Modelo experimental de inducao de parkinsonismo por infusao intranasal
de MPTP

No presente estudo foi constatada morte neuronal, por microscopia eletrénica de
transmissao, em mesencéfalo ventral de ratos sedentarios submetidos a MPTP aos
42 dias p6s-infusao. Observou-se condensacao periférica da cromatina, dilatacdo do
envelope nuclear e reticulo endoplasmatico, vacuolizacdo e aumento da densidade
citoplasmatica, desagregacado de cristas mitocondriais e desfragmentacao reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi. Com relagdo aos astrécitos, foi observado
vacuolos citoplasmaticos, aumento de filamentos citoplasmaticos, e dilatacao de pés
terminais. Em outros estudos que utilizaram MPTP tanto in vivo quanto in vitro foram
observadas alteragdes celulares semelhantes aos encontrados no presenta estudo.
Serra et al. (2002) observaram condensacao de cromatina e feicdes apoptéticas em
neurdnio dopaminérgico e glia da SNpc a partir do sexto dia pés tratamento crénico
intraperitoneal com MPTP em camundongos. Song et al. (2004) observaram
mitocondrias esféricas edemaciadas com perda de cristas na SN de camundongos
com 11 semanas de idade e que expressam altos niveis de a-sinuncleina, tratados
com 4 doses intraperitoneais de MPTP. Bando et al. (2005) observaram em cultura
de células dopaminérgicas tratadas com MPP* edema de reticulo endoplasmatico
rugoso aumento do numero de ribossomos livres e perda de crista mitocondrial.
Dessa forma, pode-se concluir que o MPTP por infusdo intranasal gera alteracoes
ultraestruturais e morte de neurénio dopaminérgico semelhantes a de outras formas

de administracao in vivo e também tratamento in vitro.

Além da caracterizagao histolégica e neuroquimica, o grupo de Rui Prediger realizou
diversos testes comportamentais avaliando discriminagéo olfatéria, reconhecimento
social, memoria de trabalho, de processo e de referéncia, comportamento
depressivo e atividade locomotora espontdnea. Observaram diminuicdo da
discriminagao olfatéria aos 7 dias p6s-infusdo com reversao aos 21 dias pés-infusao,
maior tempo de exploracdo para reconhecimento social aos 7 dias po6s-infuséo,
alteracdo da memdéria de trabalho aos 12 dias poés-infusdo, ndo observaram
alteracées nas memdrias de processo e referéncia aos 12 dias pds-infusdo, aumento
do tempo de imobilidade em nado forcado indicando perfil depressivo aos 14 dias
pods-infusdo e diminuicdo da atividade locomotora em campo aberto e caixa de
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atividade aos 21 e 32 dias pds infusao, respectivamente (Moreira et al., 2010;
Prediger et al., 2009; Prediger et al., 2006).

No presente estudo, analisou-se apenas a atividade locomotora espontdnea em
campo aberto, uma vez que esta diretamente relacionada a outra vertente do estudo
que é o treinamento fisico em esteira. Em consonancia com os achados anteriores
(Moreira et al., 2010; Prediger et al. 2006 e 2009), no presente estudo, 0 grupo
sedentario submetido a infusdo de MPTP obteve decréscimos do numero de
quadrantes cruzados e do numero de rearings executados a partir de 21 dias pés-
infusdo, sendo significativo aos 31 dias. Também houve decréscimo do tempo de
rearing, tempo ativo, velocidade maxima, distancia percorrida, numero de
groomings, aumento do tempo de freezing e da laténcia para realizagdo do primeiro

grooming.

Ja os animais exercitados submetidos a infusdo de MPTP, no intervalo de tempo
observado, ndo mostraram decréscimo de atividade locomotora exploratéria em
relacdo aos animais salina, mas sim elevacado ao 31° dias po6s-infusao. Isto denota
que o MPTP pode interagir de forma diferente em animais treinados. Resultado
semelhante foi observado por Smith et al. (2011) que perceberam aumento da

atividade locomotora quando associa-se MPTP ao treinamento fisico.

Referindo-se ao quadro nao sintomatico do grupo EM, discute-se a relagao
treinamento fisico e estresse oxidativo. Sabe-se que o MPTP é uma proneurotoxina
que perturba, por saturacdo, o complexo | mitocondrial em neurbnios
dopaminérgicos, o que inibe a sintese e leva a deplecdo de ATP intracelular,
gerando ROS. Estes, por sua vez, ativam a transcri¢cdo de p53 e JNK, que causam a
translocacao de Bax para a membrana mitocondrial que promove a translocagao de
citocromo C e fator indutor de apoptose (AIF) para o citoplasma, sucedendo
apoptose dependente de caspase (Przedborski et al., 2004a) (Fig. 55).

E sabido que o exercicio fisico (a contracdo muscular continua) gera ROS que
desencadeia adaptacbes musculares através do desenvolvimento de sistemas
antioxidantes compensatoérios em resposta a este estresse (Gomez-Cabrera et al.,
2008) (Fig. 56). Em tecido cerebral, este fato é corroborado pelos achados de
diminuicado dos niveis de produtos de oxidagdo mitocondrial, aumento dos niveis das
enzimas antioxidantes - Mn-SOD, Cu-Zn SOD, glutationa peroxidase e catalase -,
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biogénese mitocondrial e de componentes da cadeia respiratéria, principalmente
complexos | e IV (Boveris & Navarro, 2008). Sendo assim, o exercicio aerdbico
moderado aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo, com efeito ndo circunscrito

as adaptacoes neuromusculares (Radak ef al., 2001).

Hormesis é o conceito atual que rege a relacao oxidante/antioxidante concernente a
exercicio aerébico moderado. Reflete a existéncia de uma correspondéncia de dose-
resposta a uma mesma substancia/evento que, assim, pode apresentar efeitos
deletérios ou benéficos (Calabrese & Baldwin, 2003). Sendo assim, os efeitos
bloqueadores de complexo | mitocondrial gerado por MPTP podem estar subjugados
aos sistemas compensatorios antioxidantes gerados pelo exercicio fisico moderado,
seja pela biogénese mitocondrial e de componentes da cadeia respiratéria complexo
| ou pela superexpressao de enzimas antioxidantes. Em estudos em que a lesao por
MPTP é simultanea ao exercicio fisico, foi observado recuperagédo e/ou melhora de
sinais parkinsonianos (Lau et al., 2011; Smith et al., 2011; Gorton et al., 2010;
Ahmad et al., 2009; Pothakos et al., 2009; Al-Jarrah et al., 2007; Petzinger et al.,
2007; Fisher et al., 2004; Tillerson et al., 2003). Lau et al. (2011) em modelo
sistémico crénico de administracdo de MPTP e exercicio moderado em esteira por
18 semanas, observaram aumento do conteudo estriatal de enzimas antioxidantes,
melhora da taxa respiratéria mitocondrial pela anélise de complexos Ill e IV e
aumento do nivel de ATP mitocondrial.

EXERCISE
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Figura 55: Representacao esquematica da acdo Figura 56: Representacao esquematica da
do MPTP sobre disfuncao mitocondrial resposta celular ao exercicio fisico sobre a
acarretando geracdo de ROS e ativacdo da geracdo de  substancias oxidantes e
apoptose mediada por caspase no neurdnio antioxidantes. (retirado de Gomes-Cabrera et
dopaminérgico. (retirado de Przedborski et al, al., 2008).

2001).
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O aumento da atividade locomotora do grupo de animais exercitados submetidos a
infusdfo de MPTP (EM) aos 31 dias sugere que as alteracbes
metabdlicas/moleculares do treinamento fisico interagem com as alteracdes geradas
pelo MPTP. Ja esta apresentado na literatura que o exercicio fisico atua no estriado
aumentando a densidade sinaptica glutamatérgica, diminuindo a expressao de DAT
e D1, (Fisher et al., 2004), aumentando a expressdo de D2 (Vuckovik et al., 2010,
MacRae et al., 1974). Por sua vez, o MPTP, assim como a doenca de Parkinson,
diminui os niveis dopamina, e seus metabdlitos (Petzinger et al., 2007; Prediger et
al., 2006; Hornykiewicz, 2001), bem como eleva os niveis estriatais de serotonina,
glutamato e GABA (Boulet et al., 2008), diminui a expressao de DAT, D1 e D2.

Hipotetiza-se que o treinamento fisico cause diminuicdo da expressdo de DAT, o
que leva a um aumento do tempo de disponibilidade de dopamina na fenda
sindptica, que aumenta a expressao de D2 e diminui de D1 evitando uma
hipercinesia. Porém, por agdo do MPTP, o nivel de dopamina diminui com o tempo,
assim ha uma elevagdo compensatoria de glutamato, serotonina e GABA — que se
mantém elevados até recuperacdo total da lesdo por MPTP — mantendo o
funcionamento do circuito responsavel pela motricidade voluntaria. Ha,
simultaneamente, hiperinervacao serotoninérgica em estriado (Boulet et al, 2008),
que adjunta a elevacdo de receptores D2 gera discinesia, relacdo ha muito
conhecida em doenga de Parkinson (Shin et al., 2012).

O conjunto de dados da literatura apresentado, leva-nos a propor a hipétese de que,
por volta de 30 dias, ha uma congregacao de efeitos compensatorios exacerbados e
sobrepostos que levam ha uma situacao hipercinética, nao observada nos 10 dias

prévios ou posteriores a esta data nos animais EM.

5.5 Influéncia da infusao de MPTP sobre os niveis de fatores neurotroficos

Com o modelo utilizado de infusdo intranasal de MPTP, ndo ha qualquer estudo
sobre niveis de fatores neurotroficos ou citocinas, tornando os resultados deste

trabalho inéditos.

Em relagdo aos efeitos da infusdo de MPTP, observou-se neste trabalho, que a
droga em curto prazo diminuiu os niveis estriatais de GDNF. Hidalgo-Figueroa et al.
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(2012) nao evidenciaram alteracado de GDNF 7, 14 ou 21 dias pds-injecao
subcutanea de MPTP em camundongos. Lau et al. (2011) ndo encontraram
alteracao de GDNF gerada pelo MPTP aos 84 dias pds sua décima administracao
intraperitoneal. Também, Sun et al. (2005) ndo encontraram diferenca no nivel de
GDNF entre camundongos controles e tratados com 10 doses de MPTP
intraperitoneal analisados 60 dias apds a décima administracdo. Contudo, Hirata e
Kiushi (2007) encontraram diminuicao expressiva de RET - e ndo de GFRa1 ou do
préprio GDNF - no estriado no dia seguinte a quarta administracdo subcutanea de
MPTP. Em cultura de neurbénios mesencefélicos, o tratamento com GDNF néo evitou
a lesdo por MPTP (Hou et al., 1996). Esta contradicdo entre os achados e a
literatura pode resultar da forma sistémica de administragdo de MPTP utilizada em
contraponto a administracdo local, periodo de administracdo de MPTP nos ditos
modelos crénicos, bem como ao prolongado tempo entre a administracdo da droga e
andlise de seus efeitos.

Sobre a relacdo MPTP e BDNF, nosso estudo demonstrou que o MPTP eleva os
niveis de BDNF em estriado e ndo em mesencéfalo ventral aos 4 dias p6s sua
administracdo. Lau et al. (2011) ndo observaram aumento de BDNF em estriado e
mesencéfalo ventral em resposta ao MPTP. Outro achado do presente estudo que
pode relacionar o aumento do nivel estriatal de BDNF a infusdo do MPTP é que os
animais submetidos a infusdo da droga apresentaram decréscimo do fator

neurotréfico dos 4 aos 42 dias, fato ndo observado nos animais salina.

Os animais exercitados infundidos com MPTP apresentaram resultados semelhantes
aos sedentarios com relacao aos fatores neurotréficos estudados.

Os resultados deste trabalho que mostraram elevacao estriatal do nivel de BDNF e
decréscimo do nivel de GDNF em resposta ao MPTP, dados semelhantes ndo foram
encontrados na literatura. Isto pode sugerir que a via de administracdo da droga

pode influenciar diretamente sua farmacocinética e dinamica.

Além disso, vem sendo discutida a interacdo BDNF e GDNF. Ja foi evidenciado a co-
localizagdo de expressao (Sum et al.,, 2001) e de receptores (Feng et al., 1999),
indicando que ambos os fatores podem atuar no mesmo neurénio dopaminérgico.
Sun et al. (2005) observaram expressao de BDNF, e ndo de GDNF, 4 dias apés a
lesdo com 6-OHDA; ao passo que 7 meses pos-lesdo o GDNF, e ndo o BDNF,
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estava mais fortemente correlacionado com células tirosina hidroxilase positivas.
Esta sugestdo de acao coordenada temporalmente entre BDNF e GDNF ja foi vista
na inducao de fatores de transcricdo relacionados ao desenvolvimento embrionario
de neurbnios dopaminérgico mesodiencefalicos (Peng et al., 2011) e expressao de
tirosina hidroxilase (Du et al.,1995). Esta relacdo é reforcada pelas diferentes
dindmicas de ativacdo de MAPK, sendo que BDNF, pelo seu receptor Trk-B, ativa
MAPK de forma rapida e sustentada, enquanto GDNF, pelo seu receptor RET, ativa
exclusivamente MAPK de forma lenta e transiente (Feng et al. 1999). Por
compartilharem as mesmas vias de sinalizacao intracelular (MAPK e PI3K), Stahl et
al. (2011) sugeriram que ambos os fatores neurotroficos competem pela mesma via
ativada por Trk-B ou RET, mas por BDNF apresentar uma dindmica de ativacao
mais rapida, ele utilizaria inicialmente as moléculas intracelulares da via postergando
a acao de GDNF. Assim, BDNF estaria mais relacionado a protecao e sobrevivéncia
de neurbnios dopaminérgicos em resposta a lesdo aguda, enquanto GDNF estaria
mais relacionado a plasticidade e arborizacdo dendritica destes mesmos neurdnios,

proporcionando a recuperacao da lesao.

5.6 Influéncia da infusao de MPTP sobre os niveis de citocinas

O MPTP no mesencéfalo ventral diminuiu os niveis de TNF-a nos animais
sedentarios aos 4 e 42 dias. Nao houve diferenca dos niveis de IL-1B entre os
grupos em qualquer dos periodos experimentais. IL-6 ndo se altera em qualquer
periodo avaliado. Nos animais exercitados infundidos com MPTP apresentaram
niveis menores de IL-1B em estriado e mesencéfalo ventral aos 42 dias, e nao houve
alteragao dos niveis de TNF-a e IL-6. Sobre IL-10 temos que o MPTP decresce os
niveis estriatais desta interleucina em ambos os grupos que receberam a droga aos
4 e aos 42 dias.

No modelo de infusdo intranasal de MPTP ja foi visto decréscimo da expressao de
tirosina hidroxilase no estriado 7 dias po6s-infusdo, decréscimo do nivel estriatal de
dopamina 14 dias pés-infusédo (Prediger et al., 2006) e morte neuronal a partir de 21
dias (Prediger et al., 2010 e 2006). Por outro lado, a metabolizagdo do MPTP faz
com que seus efeitos diminuam com o tempo, e em modelos de administracdo

sistémica de ja foi evidenciado recuperagdo dos sinais motores e cognitivos
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(Mounayar et al., 2007; Lau et al., 1990), ainda ndo vistos no modelo de infusdo

intranasal.

5.7 Conclusoes e perspectivas futuras

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que o treinamento aerdbico
em esteira inclinada a 5° por 30 dias, diariamente durante 30 minutos com periodo
de aquecimento e desaquecimento melhorou a aptidao fisica pelo aumento de
velocidade desenvolvida e distancia percorrida, aumentou a curiosidade exploratéria
evidenciada pelo aumento do numero de quadrantes cruzados, tempo ativo,
velocidade média, nimero e tempo de rearing, aumento dos niveis de BDNF em
mesencéfalo ventral, diminuicdo dos niveis de TNF-a e IL-10 em estriado, possivel
modulacédo de IL-1p3, IL-6 e IL-10 em estriado.

Ja a lesao induzida por MPTP gera morte neuronal dopaminérgica e alteracoes
estruturais como condensacdo de cromatina, alteracdo da superficie celular e
nuclear, vacuolizacdo e edema de mitocondria, desfragmentacao de reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi, e aumento do nimero de ribossomos livres.
Também altera astrécitos evidenciado pelo recrutamento de filamentos
possivelmente intermediarios caracteristicos de astrogliose. Além disso, diminui os
niveis de GDNF e IL-10, eleva e mantém elevados os niveis de BDNF em estriado,
diminui os niveis de TNF- a em mesencéfalo ventral e IL-1B em estriado. Em campo
aberto, diminui a curiosidade exploratéria a partir de 21 dias pés-infusdo da droga
pela diminuicdo do numero de quadrantes cruzados, velocidade maxima alcancada,
tempo ativo, numero e tempo de rearing, nUmero de groomings, aumento do tempo

de freezing e laténcia para realizagdo do primeiro grooming.

Os animais submetidos ao treinamento aerdbico prévio a infusdo de MPTP néo
apresentaram déficit locomotor avaliado em teste de campo aberto, mas sim um
aumento de curiosidade exploratéria 31 dias pds infusdo. A interacdo MPTP e
treinamento aerdbico ndo impede a queda dos niveis GDNF em estriado, diminui os
niveis de IL-10 em estriado e IL-1B em estriado e mesencéfalo ventral.
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Sendo assim, concluimos que o treinamento aerdbico prévio a inducdo de
parkinsonismo atenua alteragcbes comportamentais, ndo influéncia os niveis de
fatores neurotréficos e modula os niveis de citocinas no sistema nigroestriatal de
ratos frente a infuséo intranasal de MPTP. Também que este modelo de infusédo
intranasal de MPTP € reprodutivel e valido por mimetizar as alteracdes
histopatolégicas e comportamentais comumente observadas em modelos
experimentais de parkinsonismo. Além de se apresentar como uma alternativa ao
estudo da doenca de Parkinson por utilizar uma via de administracdo pertinente,
nao-invasiva e relacionada ao desenvolvimento dessa doenca e também permitir o
acompanhamento de sua evolucdo, aproximando-se, portanto, das condicdes reais

dos individuos parkinsonianos.

Esses resultados evocam a necessidade de avaliar e quantificar as alteracoes
ultraestruturais em diferentes momentos acompanhando a cinética de acometimento
celular em mesencéfalo ventral e estriado. Torna-se importante analisar os niveis de
citocinas e de fatores neurotréficos em outras datas, entre 4 e 42 dias, para
acompanhar a cinética de resposta ao MPTP e ao descondicionamento fisico, assim
como avaliar os niveis séricos em outras regides cerebrais de citocinas. Como
perspectivas futuras, ressalta-se, também a comparacdo de protocolos de
treinamento de curta duragdo com crdnicos, e avaliar os efeitos do imprinting

genbémico e da senescéncia em animais de diferentes idades.
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