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RESUMO

Real CC. Efeitos do exercicio fisico no modelo de Parkinson em ratos. [tese
(Doutorado em Fisiologia Humana)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2013.

As doencas neurodegenerativas representam um dos grandes desafios da
neurociéncia atual. A Doencga de Parkinson (DP), por exemplo, acomete milhdes de
individuos no mundo todo, sendo que o numero de doentes deve duplicar ao longo
dos proximos 20 anos. Assim, € natural que a DP seja alvo de intensas pesquisas no
sentido de desenvolver possiveis estratégias de tratamento e prevencédo. Diversos
estudos demonstram os efeitos benéficos proporcionados pelo exercicio fisico sobre
0 sistema nervoso central. Porém, poucos estudos correlacionam os efeitos do
exercicio fisico com a DP. Assim, o objetivo principal deste projeto foi investigar as
alteracdes histolégicas e comportamentais decorrentes da pratica de diferentes
protocolos de exercicio fisico no modelo da DP induzida por 6-OHDA (6-
hidroxidopamina) em ratos, e o papel do BDNF nos mecanismos envolvidos com as
alteracdes encontradas. Nosso estudo foi dividido em duas etapas, sendo elas,
efeito neuroprotetor do exercicio, onde o0s animais treinavam antes e depois
(EXA+EXD), ou apenas depois (EXD) da indugéo da DP; e o efeito preventivo do
exercicio, onde os animais praticaram exercicio apenas antes (EX) da inducdo da
DP, sendo os grupos controles animais sedentérios. Para analisar o efeito do BDNF,
os animais foram divididos em dois grandes grupos, sendo eles (1) aqueles que
receberam a injecdo intraestriatal de K252a (inibidor de TrkB) com o objetivo de
bloquear as ac6es do BDNF; (2) aqueles que ndo receberam o bloqueador do
receptor de BDNF. O protocolo de exercicio consistiu de treino em esteira
(3x/semana, 40 minutos por 4 semanas). ApGs o protocolo especifico para cada
grupo, realizaram-se os testes comportamentais (campo aberto e teste de rotacdo),
e posteriormente a andlise neuroquimica das regifes encefalicas de interesse,
sendo elas, substancia negra pars compacta (SNc) e estriado (CPu). Utilizaram-se
as técnicas de imuno-histoquimica, immunoblotting, fluorescéncia da dihidroetina
(DHE) e dosagem de BDNF por ELISA. Os resultados obtidos revelaram, de modo
geral, que os diferentes protocolos de exercicio intermitente foram eficazes na
melhora do sistema dopaminérgico e capazes de recuperar 0 comportamento dos
ratos injetados com 6-OHDA. Demonstramos ainda, que o beneficio promovido pelo
exercicio intermitente parece ter o envolvimento do sistema BDNF-TrkB, sugerindo
ser esse um importante sistema de prevencao e neuroprotecdo na DP.

Palavras-chave: BDNF. 6-OHDA. Doenga de Parkinson. Exercicio intermitente em
esteira. K252a. Tirosina Hidroxilase.



ABSTRACT

Real CC. Effects of exercise on a rat model of Parkinson’s disease. [Ph. D. thesis
(Human Physiology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo; 2013.

Neurodegenerative diseases represent one of the major challenges of current
neuroscience. Parkinson's Disease (PD), for example, affects millions of individuals
worldwide, and the number of patients is expected to double over the next 20 years.
It is therefore natural that the DP is the subject of intense research to develop
possible strategies for treatment and prevention. Several studies have shown the
beneficial effects by physical exercise on the central nervous system. However, few
studies have correlated the effects of exercise on PD. The aim of this study was to
investigate the effects of different protocols of intermittent treadmill exercise-induced
behavioral and histological/neurochemical changes in a rat model of unilateral PD
induced by striatal injection of 6-hydroxydopamine (6-OHDA), and the role of BDNF
in the exercise effects. Our study was divided into two stages: (1) neuroprotective
effects of exercise, where the animals trained before and after (EXA + EXD) or only
after (EXD) the PD induction; and (2) preventive effects of exercise, where the
animals exercised only before PD induction (EX). Sedentary rats were used as
control groups. To analyze the effects of BDNF, the animals were divided into two
major groups, namely (1) those who received intrastriatal injection of K252a (inhibitor
of TrkB) with the aim of blocking the actions of BDNF, (2) those who did not receive
the BDNF receptor blocker. The exercise protocol consisted of treadmill training
(3x/week, 40 minutes for 4 weeks). One month after 6-OHDA injections, the animals
were subjected to behavioral tests (open field and rotation induced by apomorphine),
and the brains were collected for immunohistochemistry, immunoblotting,
fluorescence of dihidroetina (DHE), and ELISA assays, in which we analyze changes
in the substantia nigra pars compacta (SNc) and the striatum (caudate-putamen,
CPu). The results showed, in general, that the different intermittent exercise
protocols were effective in improving of dopaminergic system and able to recover the
behavior of the animals injected with 6-OHDA. We also demonstrated that the benefit
promoted by intermittent exercise appears to have the involvement of the BDNF-
TrkB, suggesting this an important prevention and neuroprotection system in PD.

Keywords: Brain derived neurotrophic factor (BDNF). 6-OHDA. Parkinson’s disease.
Intermittent treadmill exercise. Tyrosine hydroxylase. K252a.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson acomete milhdes de individuos no mundo todo, sendo
que o numero de doentes deve duplicar ao longo dos préximos 20 anos. A
ocorréncia da doenca na maioria dos casos € de origem idiopatica, e apenas 5% dos
casos tém natureza hereditaria. Esta se manifesta numa média etaria de 55 anos,
afetando cerca de 1% da populacdo com mais de 50 anos. O indice aumenta com o
avanco da idade, atingindo 2% da populacao apds os 65 anos (Hughes et al., 1993).
E muito baixa a frequéncia em individuos com menos de 40 anos (Golbe, 1991).

As primeiras descricbes dos disturbios motores presentes na doenca de
Parkinson (DP) foram feitas por James Parkinson, em 1817, em seu trabalho “An
essay on the shaking palsy” (Blum et al., 2001; Parkinson, 1817). Cem anos depois,
determinou-se que a doenca estava relacionada a perda de neurénios na substancia
negra em sua porcdo compacta (SNc), e consequentemente da concentracdo de
dopamina (DA) na area de projecao destes neurdnios, ou seja, no estriado. A morte
neuronal de origem idiopéatica na SNc chega a 5% ao ano. Estes neurdnios séo
impregnados por neuromelanina, atribuindo-lhes uma coloragéo escura; porém, com
a morte destes, ocorre uma despigmentacdo da SNc, deixando a estrutura clara.
Associado a perda neuronal, ha a formagdo de precipitados protéicos
intracitoplasmaticos constituidos principalmente pelas proteinas sinucleina, parkina e
ubiquitina, que sdo chamados de corpusculos de Lewy (Tretiakoff, 1919).

A SNc e o estriado sdo estruturas que compdem o0s nucleos da base,
descritos detalhadamente no préximo item (Kandel et al., 2012; Mink, 1999). Esses
ndcleos estdo evolvidos na maioria dos programas motores de rotina, além de
participarem do aprendizado e da formacdo de memodrias, participando dos
movimentos voluntarios (Calne, 1994; Kandel et al., 2012; Fearnley, Lees, 1991).

Assim, a DP é definida como uma doenca neurodegenerativa cronica
progressiva que promove distirbios motores extrapiramidais, tais como bradicinesia
(lentiddo dos movimentos voluntarios ou dificuldades em iniciar 0s movimentos) ou
acinesia (falta de movimentos), tremores de repouso, rigidez muscular, alteracdes da

marcha e instabilidade postural com quedas frequentes e falta de expresséao facial
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(Agid, 1991; Kandel et al., 2012; Smith, Zigmond, 2003). Os sintomas da doenca s6
aparecem apo6s reducdo de 40-60% dos neurdnios nigrais e dos niveis
dopaminérgicos no estriado (Obeso et al., 2000).

Além dos sintomas motores, outro fator envolvido na DP que foi negligenciado
por muitos anos € a presenca de alteracdes cognitivas (Kandel et al., 2012). Os
sintomas cognitivos acometem cerca de 60% das pessoas com DP (revisado por
Chaudhuri et al., 2006). As alteracdes podem ser lentiddo dos pensamentos, demora
em responder perguntas, desconexao com o ambiente (auséncia), falta de iniciativa,
alucinagbes, panico e deméncia, além de quadro depressivo em cerca de 40% dos
pacientes (revisado por Chaudhuri et al., 2006; Cummings, 1992). A deméncia
associada a DP é muito comum, com prevaléncia estimada por alguns estudos
variando entre 20% e 40% (Cummings, 1988) e prevaléncia acumulada podendo
chegar a 80%, de acordo com os resultados do estudo de Aarsland et al. (2003).
Vale ressalvar que a média da idade da populacdo examinada neste estudo foi
superior a 70 anos, o que pode ter contribuido para prevaléncia tdo alta. Barbosa et
al. (1987) demonstraram prevaléncia de deméncia associada a DP de 18,7% em
estudo realizado no Brasil. As alteracdes cognitivas podem comprometer
consideravelmente a qualidade de vida do doente e até mesmo de seus cuidadores.
Em fases iniciais € necessaria a aplicacdo de testes especificos para deteccao do
declinio mental. O termo deméncia associada a DP refere-se a deméncia que se
desenvolve pelo menos 12 meses apos a instalacdo das alteracbes motoras.
Quando a deméncia desenvolve-se nos primeiros 12 meses de evolucéo da doenca,
preenche-se o critério para o diagndstico de deméncia de corpos de Lewy (McKeith
et al., 2005).
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1.2 Nucleos da base

Os nucleos da base formam um circuito extremamente organizado, onde
diferentes regibes podem ser ativadas para funcdes e circunstancias especificas.
Esses nucleos participam do controle do movimento, pertencendo ao sistema motor
extrapiramidal, assim como da aprendizagem associativa, planejamento, memaria
de trabalho ou de curto prazo e respostas emocionais, sendo o circuito motor o mais
compreendido (Kandel et al., 2012; revisado por Obeso et al., 2008). Este sistema
tem um papel critico no planejamento, aprendizado e execugcdo de novas
habilidades motoras e movimentos automaticos (Doyon et al., 2009).

O circuito € composto essencialmente por quatro nucleos, sendo eles,
estriado (nucleo accumbens, caudado e putamen (CPu), globo palido (interno (GPi)
e externo (GPe)), substancia negra (pars compacta (SNc) e pars reticulada (SNr)) e
nacleo subtalamico (NST). Eles ndo se comunicam diretamente com a medula
espinal, mas recebem projecdes do cortex, talamo e regibes do tronco encefalico,
realizam as corre¢des necessarias do movimento e enviam sinais de volta ao cortex
através do tdlamo ou nucleo pedunculo-pontino (Kandel et al., 2012).

No modelo descrito por Alexander e Crutcher (1990), o estriado é considerado
o principal nucleo do circuito por ser o responsavel por receber aferéncias
glutamatérgicas (Calabresi et al., 1998; Kita, 1996) topograficamente organizadas de
todas as regibes corticais, (através do circuito corticoestriatal) (Goldman, Nauta,
1977), aferéncias excitatérias dos nucleos intratalamicos, projecdes dopaminérgicas
da SNc e aferéncias serotonérgicas dos nucleos da rafe. O estriado € o componente
com maior diversidade de neurotransmissores nos nucleos da base, com cerca de
40 tipos (Graybiel, Ragsdale, 1983), e assim representa um complexo circuito
neuroquimico. Com a chegada de aferéncias glutamatérgicas ocorrem sinapses
excitatorias com neurdnios GABAeérgicos espinhosos médios, responsaveis por
originar as duas vias eferentes do estriado, sendo uma direta (GABA/substancia P) e
outra indireta (GABA/encefalina). As eferéncias do estriado permitem a esse nucleo
comunicar-se com o GPi e SNr, através das quais toda a informacdo processada
nos nucleos da base € enviada a medula, através do nucleo pedunculo-pontino ou

ao tdlamo e deste de volta a regido cortical de origem (Noback et al., 1999).
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Porém, a ativacdo da via direta ou indireta pelo estriado é definida pelas
projecBes dopaminérgicas provenientes da SNc. Os neurfnios espinhosos médios
estriatais que se projetam para 0s nucleos de saida expressam os dois tipos de
receptor dopaminérgicos, D1 e D2, em populacdes diversas, e a ativacdo de cada
um deles pelo sistema dopaminérgico que ira determinar qual a via a ser ativada.
Assim, o sistema dopaminérgico, ao estimular receptores diferentes, € capaz de
modular e filtrar as entradas glutamatérgicas no estriado (revisado por Obeso et al.,
2008). Quando a dopamina atua nos neurdnios que expressam o receptor D1 ocorre
ativacdo da via direta, e ao atuar nos que expressam o receptor D2 a ativacao é da
via indireta. Com a ativacao da via direta ocorre inibicdo dos neurénios gabaérgicos
do GPi e SN, e assim ocorre desinibicdo talamica, ou seja, ativacao da al¢a talamo-
cortical responsavel em facilitar o movimento. Ja a ativacdo da via indireta promove
inibicdo do GPe, e consequentemente desinibicdo do NST, pois este € inibido por
neurdnios gabaérgicos do GPe. O NST, por sua vez, possui neurdnios
glutamatérgicos responsaveis por ativar a atividade inibitéria do GPi, promovendo
assim inibicdo dos neurbnios dos nudcleos-alvos, ou seja, inibicdo da alca talamo-
cortical responséavel em inibir o movimento (Kandel et al., 2012; Obeso et al., 2008).
Logo, notamos que o controle da atividade dos nucleos da base esta diretamente
relacionado a expressao diferencial dos receptores D1 e D2 responsaveis em ativar
as diferentes vias, e assim, promover respostas distintas nos nucleos talamicos
ventrolateral e centro-mediano (Blandini et al., 2000; Obeso et al., 2000). A presenca
de niveis aumentados de DA no estriado tende a ativar neurénios que expressam D1
na via direta, enquanto inibe os neurénios da via indireta que expressam D2 (Kandel
et al.,, 2012) Desta maneira, fica evidente a importancia do sistema dopaminérgico
no funcionamento adequado dos ndcleos da base (Figura 1).

Os corpos celulares de neurdnios do sistema dopaminérgico estdo agrupados
em trés regides especificas, sendo elas, SNc (A9), em maior quantidade, na area
tegumentar ventral (VTA — A10) e area retrorubral (A8). Os neurbnios da SNc séo
responsaveis, principalmente, pela modulacéo da excitabilidade dos nucleos da base
através das projecdes nigroestriatais e 0s neurbnios da VTA estdo mais
relacionados a mecanismos de recompensa, pProcessos cognitivos e
comportamentos motivados através de circuitos limbicos e proje¢cfes para o estriado,
sendo responsaveis por comportamentos motivados (Lima, 2010; revisado por
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Obeso et al., 2008). A area retrorubral foi descrita pela primeira vez por Dahlstrom e
Fuxe (1964) como dopaminérgica, porém suas funcdes e as separacdes entre as
areas A8, A9 e A10 ndo sao muito claras.

Os neurdnios da via nigroestriatal apresentam, normalmente, baixa frequéncia
de atividade, responsével pela liberacdo continua de DA no estriado. Por outro lado,
em situagbes de antecipagdo do movimento nota-se um aumento sincronizado da
frequéncia da atividade neuronal. Assim, a fase em que o sistema dopaminérgico se
encontra ira determinar a ativacédo de receptores D1 (via direta) ou D2 (via indireta)

(revisado por Obeso et al., 2008).

Figura 1 - Circuitos dos nucleos da base.
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As setas vermelhas representam a via direta do estriado e as pretas a via indireta. Note que
a via direta promove desinibicdo do talamo, enquanto a indireta promove inibicao.
Abreviaturas no texto.

Fonte: Modificado de Alexander e Crutcher (1990).

Por outro lado, a morte dos neurbnios dopaminérgicos da SNc promove o
déficit de DA no sistema e assim reducdo da ativagdo da via direta e hiperatividade
da via indireta, resultando em reducdo do movimento. Com a maior ativacédo da via
indireta ocorre aumento na atividade neuronal do GPi e SNr, levando a uma inibicao
excessiva dos sistemas motores talamo-corticais. A inibicdo excessiva do tadlamo
ocorre devido a reduzida ativagdo dos receptores dopaminérgicos, devido a

deficiéncia de DA, logo, ocorre diminuicdo da inibicdo dos neurdnios da via indireta,
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e assim aumento da inibicdo do GPe, resultando em desinibicdo do NST, e
diminuicdo da atividade da via direta. Assim, com a excitacédo pelo NST e diminui¢cédo
da inibicdo pela via direta, a atividade de saida dos nucleos da base (GPi e SNr)
aumenta, gerando entdo excessiva inibicdo dos sistemas motores, sendo diminuida
a resposta cortical para a medula espinal (revisado por Obeso et al.,, 2008;
Alexander, Crutcher, 1990) (Figura 2). Esta hiperativacdo dos nacleos GPi e NST
pode ser confirmada em estudos experimentais com macacos submetidos ao
modelo da DP por MPTP. Apos a inducdo da DP os pesquisadores realizaram a
lesdo destes nudcleos, o que promoveu uma diminuicdo dos sintomas motores
apresentados por estes animais. ApGs anos de pesquisas, este método passou a ser
utilizado na clinica médica para melhora dos sintomas motores de pacientes em

estagios avancados da DP (revisado por Obeso et al., 2008).

Figura 2 - Circuitos dos nucleos da base na DP.
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As setas vermelhas representam a via direta do estriado e as pretas a via indireta. Note que
as linhas tracejadas representam 0s circuitos que estdo comprometidos na DP e as linhas
mais grossas 0s circuitos que se encontram com a atividade exarcebada. Note que o
resultado final ser& uma inibicdo excessiva do talamo e assim ha prejuizo do movimento
motor. Abreviaturas no texto.

Fonte: Modificado de Alexander e Crutcher (1990).
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1.3 Agentes Neurotoxicos

Algumas substancias sdo empregadas em estudos animais por possuirem
diversas propriedades, capazes de produzir a mesma lesdo seletiva de neurdnios
dopaminérgicos da SNc, acompanhada de sintomas semelhantes ao parkinsonismo,
permitindo assim o desenvolvimento de modelos animais desta doenca. Entre estas
substancias estdo: 1) as analogas da DA como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), que
estd presente no encéfalo de pacientes com DP (Jellinger et al., 1995); 2)
contaminantes da heroina sintética - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP);
3) herbicidas e pesticidas como a rotenona, paraquat e maneb; 4) metais como
manganés; 5) Lipopolissacarideo (LPS). Todos os modelos animais demonstram
ativacdo de microglia na SN apds a injecdo local e um paralelismo entre a
progressdo da lesdo e a ativagdo da microglia (Purisai et al., 2007; Smeyne et al.,
2005).

A 6-OHDA foi o primeiro agente neurotoxico utilizado no modelo de
Parkinson, sendo uma droga seletiva para células catecolaminérgicas (Ungerstedt,
1968), produzindo um modelo que gera ampla resposta inflamatéria (Blandini et al.,
2008). Originalmente, a 6-OHDA foi isolada por Senoh e Witkop (1959a,b), e seus
efeitos biologicos foram demonstrados pela primeira vez em 1963, por Porter e
colaboradores (1963). Seus estudos demonstraram que a 6-OHDA era muito
eficiente na diminuicdo de noradrenalina em nervos simpaticos (Porter et al., 1963,
1965). Em experimentos com cultura de células, é comum associa-la a droga
inibidora de alta afinidade da recaptacdo de noradrenalina, a desipramina, para
tornar o efeito seletivo as células dopaminérgicas (Deumens et al.,, 2002), porém
esta associacdo ndo é capaz de prevenir citotoxicidade (revisado por Blum et al.,
2001). Por outro lado, estudos in vivo em que se injeta a droga diretamente no
estriado ndo utilizam inibidores (Henning et al., 2008; Lee et al., 1996),
possivelmente pelo fato de alguns estudos demonstrarem morte de neurdnios
noradrenérgicos no locus ceruleus postmortem de humanos (Zarow et al., 2003),
podendo este ser o fator responsavel pela discinesia encontrada nestes pacientes
(Srinivasan, Schmidt, 2004).

A injecdo de 6-OHDA na porc¢do centro-lateral do caudado-putamen (CPu) é o

modelo que mais se aproxima do quadro encontrado em humanos (Tillerson et al.,
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2002), principalmente se a lesdo for bilateral (Deumens et al., 2002); porém, é
costumeiro fazer-se a lesédo unilateral do sistema nigro-estriatal, de forma a
aproveitar o lado ndo lesado do mesmo animal como controle dos efeitos da leséo, o
gue € muito utilizado em modelos com ratos (Blandini et al., 2007; Grigor'ian, Bazian,
2007; Schwarting, Huston, 1996). A perda dos neurdnios ocorre logo apos a injecao,
principalmente em injecdes na SNc e no feixe prosencefélico medial (Kondo et al.,
2004). A injecao no feixe prosencefalico medial (FPM) parece ser a mais agressiva e
gerar quadros mais semelhantes as fases mais avancadas da doenca (revisado por
Deumens et al., 2002). J4 a injecdo intra-estriatal parece ser a menos agressiva e de
evolucdo lenta, sendo a mais utilizada em modelos com estratégias terapéuticas
(Blandini et al., 2008). A lesédo pode ser induzida em ratos ou camundongos (Beal,
2001; Dauer, Przedborski, 2003). Assim a progressdo da doenca depende do
modelo utilizado. Apos injecdo local, esta neurotoxina € captada pelas células e
promove a producdo de radicais livres e disfuncbes mitocondriais. Ocorre assim
inibicio dos complexos | e IV da cadeia respiratoria mitocondrial, e
consequentemente estresse oxidativo, melhor explicado adiante (revisado por Blum
et al., 2001). Como resultado final ocorre a morte neuronal devido a ativacdo de
mecanismos apoptéticos dependentes de caspase 3 (Tanaka et al., 2006). A
liberacdo de espécies reativas de oxigénio leva a formacdo de quinonas que reagem
com grupamentos nucleofilicos. A lesdo assim produzida ndo gera corpusculos de
Lewy, tipicos do tecido nervoso de pacientes parkinsonianos. Para examinar o0s
déficits funcionais causados pela doenca realizam-se testes comportamentais com
0S animais, para verificar assimetria rotacional e outras disfungbes motoras e
sensoriais (Blandini et al., 2008; Henderson et al., 2003).

O estresse oxidativo causado pela entrada de 6-OHDA na célula envolve
aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs); estas por sua vez, induzem
excitotoxicidade secundaria, pois elevam os niveis de calcio livre, que, por sua vez,
aumenta os niveis de oxido nitrico (NO) intracelular (revisado Blum et al., 2001). A
analise de tecidos cerebrais postmortem de pacientes com doencas
neurodegenerativas revela alteracées na homeostase intracelular de calcio (revisado
por Mattson, 2007). Outro fator que favorece o aumento de radicais livres na
degeneracdo encontrada na DP é a ativacdo de microglia responsavel por produzir
NO, citocinas e dinucleétido adenina nicotinamida adenina fosfato (NADPH)-oxidase
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(Blum et al., 2001; Phani et al., 2012). Estudos demonstraram aumento da enzima
sintetizadora de NO do tipo induzivel (iNOS) no encéfalo de pacientes com DP,
enzima que pode estar envolvida em respostas neuroinflamatérias (revisado por
Blum et al., 2001). Além da ativacdo microglial (Wojtera et al., 2005), notamos uma
resposta astroglial que também estd envolvida com os processos inflamatérios das
doencas neurodegenerativas (revisado por Eng et al., 2000; Maragakis, Rothstein,
2006). Assim, estudar os marcadores que se encontram reativos na DP pode ser de
extrema importancia no desenvolvimento do tratamento, prevencdo e progressao

das doencas neurodegenerativas.

1.4 Marcadores de neuroinflamacao

Neste item descreve-se alguns dos mecanismos que estdo envolvidos na
resposta inflamatoria encontrada na DP, tanto em modelos animais quanto em
humanos, sendo eles EROs, ativacao microglial e astroglial, e aumento da enzima
sintetizadora de NO do tipo induzivel (iNOS).

1.4.1 Espécies reativas de oxigénio

As EROs s@o essenciais na manutencdo da homeostase celular. Em
condic@es fisioldgicas as células mantém o equilibrio de 6xido-reducédo (redox) por
meio da geracao e eliminacdo de EROs. A homeostase redox € crucial para que
diversas funcdes celulares ocorram de maneira adequada, tais como ativagao
enzimatica, sintese de DNA, regulagdo do ciclo celular e até mesmo apoptose
(Kamata, Hirata, 1999). O delicado equilibrio entre a geracdo de EROs e a sua
decomposicdo € mantido por mecanismos complexos e a disfuncdo destes
mecanismos pode levar a alteracées no equilibrio redox celular. Um aumento na
producdo de EROs ou uma diminuicdo na capacidade de decomposicado devido a
estimulos metabdlicos enddgenos e/ou exdégenos podem interromper a homeostase
redox, levando a um aumento nos niveis de EROs intracelulares ou até mesmo
estresse oxidativo (Valko et al., 2007). Em 1985, Sies e Cadenas definiram estresse
oxidativo como um desequilibrio celular no qual os oxidantes predominariam sobre

os antioxidantes. Ou seja, quando a producdo de EROs excedesse a capacidade
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dos sistemas de defesa antioxidantes, teriamos o estresse oxidativo (Poon et al.,
2004; Scandalios, 2002).

Algumas linhas de investigacdo procuram elucidar o papel do estresse
oxidativo nos distarbios neurodegenerativos, visto que, nestas circunstancias,
observa-se o aumento da formacéo de EROs (Floyd, 1999; Lee et al., 2009; Phani et
al., 2012), por varios mecanismos, como 0 aumento nos niveis de ferro (catalizador
da reacéo de sintese de EROSs), a reducao nos niveis de antioxidantes (revisado por
Blum et al., 2001) e a ativacdo da NADPH-oxidase, entre outros. Este complexo
enzimatico, ao ser ativado, € capaz de produzir uma grande quantidade de radicais
superoxido, favorecendo assim, o estresse oxidativo (Phani et al., 2012; Qian et al.,
2010). A analise do tecido cerebral postmortem de pacientes com doencas
neurodegenerativas como a DP e o mal de Alzheimer revelam claramente o excesso
de producéo de EROs nas regides cerebrais mais afetadas pela doenca (Dexter et
al., 1989; Hensley et al., 1998). Nota-se um aumento nos niveis de superoxido
dismutase e diminuicdo nos niveis de glutationa na SNc, e este desequilibrio leva a
geracdo do estresse oxidativo (Smith, Zigmond, 2003). Em alguns casos, evidéncias
apontam para o envolvimento de EROs na propagacédo do dano celular causado
pela  neuropatologia, levando ao prejuizo oxidativo irreversivel dos lipidios,
proteinas, DNA e ativacdo de processos de apoptose (Valko et al., 2007).

Recentemente, alguns estudos tém elucidado o papel do estresse oxidativo no
desequilibrio da homeostase do calcio, tornando o neurdnio mais sensivel a
excitotoxicidade e apoptose. Niveis elevados de EROs induzem excitotoxicidade
secundéaria, pois elevam os niveis de célcio livre, que, por sua vez, aumenta 0s
niveis de 6xido nitrico (NO) intracelular (revisado por Blum et al., 2001). A analise de
tecidos cerebrais postmortem de pacientes com doencgas neurodegenerativas revela
alteracdes na homeostase intracelular de calcio (revisado por Mattson, 2007). Outro
fator que favorece o aumento de radicais livres na degeneracdo encontrada na DP é
a ativagdo de microglia responsavel por produzir NO, citocinas e NADPH-oxidase
(Phani et al., 2012; Qian et al.,, 2010). Tendo em vista os danos causados pelo
estresse oxidativo, alguns estudos tém focado meios de intervir mecanismos que
causam a morte celular. Fujita e colaboradores (2009) demonstraram como possivel
forma de prevencdo da DP a adicdo de fator antioxidante, hidrogénio, na agua de
beber de camundongos submetidos ao modelo da DP por MPTP. Neste estudo, os
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animais que beberam agua saturada de hidrogénio apresentaram menor perda de
neurbnios TH-positivos. Associado a diminuicdo da perda neuronal, houve
diminuicdo da fluorescéncia por dihidroetidina (DHE), um indicador de estresse
oxidativo. Logo, este estudo mostrou que a perda de neurbnios dopaminérgicos
pode estar relacionada ao desequilibrio entre fatores oxidantes e antioxidantes no
sistema nervoso central (SNC).

1.4.2 Sintese de 6xido nitrico

O oxido nitrico (NO) participa de diversas funcfes do SNC, incluindo inducgéo
e manutencdo da plasticidadde sinaptica, liberacdo de neurotransmissores e
remocdo de agentes patogénicos (Chen et al., 2004; Dawson et al., 1992). Em
situacdes patoldgicas, tais como doencas neurodegenerativas, podemos encontrar
uma grande concentracdo de NO capaz de causar respostas toxicas na célula. A
neurotoxicidade estd associada a formacdo de peroxinitrito, devido a reacdo que
ocorre entre o radical livre superoxido com o NO (Kavya et al., 2006). Estudos
demonstraram aumento da enzima sintetizadora de NO do tipo induzivel (iNOS) no
encéfalo de pacientes com DP, enzima que pode estar envolvida em respostas
neuroinflamatérias (revisado por Blum et al., 2001).

A sintese de NO ocorre por acdo de umaenzima, a Oxido nitrico
sintetase (NOS), sobre o aminoacido L-arginina, o que produz NO e L-citrulina,
necessitando da presenca de dois cofatores, o oxigénioe o NADPH. O NO é
produzido por uma ampla variedade de tipos celulares que incluem células epiteliais,
nervosas, endoteliais e inflamatérias. Existem trés formas de NOS, sendo elas
a endotelial (eNOS), presentes na membrana de vasos sanguineos, responsaveis
pela regulagéo da funcéo vascular; a neuronal (nNOS), presente em neurdnios e em
células endoteliais e estimulada mediante insultos ao SNC; e por ultimo, a enzima
que pode ser produzida em diferentes tipos celulares, tem sua transcricdo e
producdo ativada devido situacdes patoldgicas, conhecida por forma induzivel
(INOS), ausente ou em pouca quantidade em condicdes fisioldgicas (Conti et al.,
2007; Knott, Bossy-Wetzel, 2009). Estudos analisaram a expresséo de iNOS na DP
e revelaram associagdo entre 0 acréscimo da enzima com O processo

neurodegenerativo na SNc (Hunot et al., 1996; Iravani et al., 2002). Por outro lado,
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estudos com modelos da DP (MPTP e 6-OHDA) revelaram protecao dos neurbnios
dopaminérgicos apds bloqueio ndo seletivo de NOS (Barthwal et al., 2001) ou
especifico de iINOS (Broom et al., 2011), bloqueio da enzima inflamatoria NADPH
oxidase (revisado por Koppula et al., 2012), e em animais knockout para genes de
INOS (Dehmer et al., 2000). Esses dados, apdiam a ideia da participacdo dessas
enzimas nos processos neuroinflamatorios das doengas neurodegenerativas. Por
conseguinte, a gestdo adequada ou inibicdo de EROs gerados por essas enzimas
podem representar um alvo terapéutico para reduzir a degeneracdo neuronal

observada em DP (revisado por Koppula et al., 2012).

1.4.3 Proliferac&o microglial

As células microgliais, subtipo de células da glia, foram descritas pela primeira
vez em 1880 com o desenvolvimento da técnica de Nissl. Em meados de 1920, Pio
del Rio Hortega , um estudante de Santiago Ramon y Cajal, passou a chama-la de
microglia. Estas células sdo células diferenciadas do sistema imune residentes no
SNC, ou seja, durante o periodo embrionario monécitos produzidos no sistema
sanguineo migram ao cérebro e diferenciam-se naquelas células. Assim, a microglia
€ uma variacdo do macrogafo e possui um alto poder fagocitario responsavel pelo
remodelamento e maturacdo cerebral, pois auxilia na limpeza de células em
apoptose ou mortas (Wojtera et al., 2005).

No encéfalo maduro, em condi¢cbes fisiolégicas, as células encontram-se
pequenas com numerosos prolongamentos ao seu redor, estando em sua forma
inativa. Por outro lado, estas células sdo muito sensiveis e pequenas mudangas no
microambiente promovem a sensibilizagdo destas. Ao serem sensibilizadas elas
passam a sua forma ativa, assumindo um formato ameboide (Wojtera et al., 2005). A
ativacdo celular promove sintese de substancias pro-inflamatorias (citocinas),
sinalizadores inflamatorios, tais como NO, ou ainda fatores relacionados com a
sobrevivéncia da célula, como o fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) (Wojtera
et al., 2005). Um dos marcadores utilizados para estudos da microglia € o OX42 ou
CD-11-b/c. Este marcador apresenta ligacdo especifica para o receptor C3bi,

encontrado em mondécitos, macréfagos e microglia (BD550299); assim, o anticorpo é
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capaz de reconhecer tanto a forma inativa quanto a forma ativa da célula (Marinova-
Mutafchieva et al., 2009).

A microglia funciona como um sensor de eventos patolégicos no SNC,
estando envolvida nas diversas doencas neurodegenerativas. Em 1988, houve o
primeiro relato de proliferagcdo microglial na SNc e CPu de pacientes com DP
(McGeer et al., 1988" apud Wojtera et al., 2005), e posteriormente, em encéfalos de
humanos contaminados por MPTP (Langston et al., 1999). Estas descricbes
impulsionaram diversos estudos em animais e em humanos para analisar o
envolvimento da microglia com a degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos na
DP. Em 1998, houve o primeiro relato da proliferacdo microglial na SNc e CPu apos
a injecdo de LPS diretamente na SNc, um modelo animal que causa rapida
degeneracéo das células (Castano et al., 1998), sendo descrito posteriormente em
outros modelos, como por exemplo, de MPTP (Kurkowska-Jastrzebska et al.,
1999a,b; Sugama et al., 2003) e de 6-OHDA (Marinova-Mutafchieva et al., 2009;
Rodriguez-Pallares et al., 2007).

Sabe-se que ocorre interacdo entre microglia e o desenvolvimento da DP,
tendo em vista que a ativagdo microglial precede a perda de neurbnios
dopaminérgicos tanto em humanos (Forno et al., 1996° apud Marinova-Mutafchieva
et al., 2009; Ouchi et al., 2005) quanto em modelos animais (Cichetti et al., 2002;
Marinova-Mutafchieva et al., 2009). Porém, os mecanismos ndo sédo bem definidos.

Um dos mecanismos sugeridos para a interagcdo entre microglia e o
desenvolvimento da DP é a grande quantidade de microglia presente na SNc. Esta
riqueza de células, mediante qualquer alteracdo do microambiente, é capaz de gerar
intensa ativacdo microglial e consequentemente sintese de substancias inflamatérias
(Kim et al., 2000; McGeer, McGeer, 2004); em contrapartida, 0s neurdnios
dopaminérgicos possuem uma capacidade antioxidante limitada, o que pode
favorecer defeitos das fungbes mitocondriais mediante a ativagdo microglial, e
consequentemente a morte neuronal (Greenamyre, Hastings, 2004).

Estudo com tomografia por emissao de pdésitrons (PET) em ratos submetidos

ao modelo com injecao intra-estriatal de 6-OHDA revelaram aumento da reatividade

1 McGeer PL, ltagaki S, Boyes BE, McGeer EG. Reactive microglia are positive for HLA-DR in the
substantia nigra of Parkinson’s and Alzheimer’s disease brains. Neurology. 1988;38:1285-91.
% Forno LS. Neuropathology of Parkinson’s disease. J Neuropathol Exp Neurol. 1996;55:259-72.
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para [*!C] (R) — PK11195, um marcador de microglia ativada, seguido por diminuicdo
da reatividade para [*'C] CFT, um marcador de transportador de dopamina (DAT),
além de diminuicdo da expressdo de TH e aumento da expressao de OX42 em
analises de imuno-histoquimica (Cichetti et al., 2002). Estudo clinico, semelhante ao
anterior, com pacientes com DP corrobora os dados com animais, ou seja, antes de
ocorrer diminuicdo da ligacdo de DAT ao radioativo, hA uma hiperativacdo de
microglia, reforcando a ideia da participacdo microglial na progressao da DP (Ouchi
et al., 2005). Outro indicio da participacdo microglial na morte de neurbnios
dopaminérgicos na DP foi obtido no modelo animal com 6-OHDA. Este estudo
relatou que antes de haver diminuicdo da expressdo de TH, hd uma intensa
proliferacdo de marcadores microgliais, tais como, OX-42, OX-6, CD-68, sugerindo,
assim, uma resposta diretamente proporcional entre a ativacdo glial e a perda
neuronal (Marinova-Mutafchieva et al., 2009).

Vale ressaltar que nem sempre a ativacdo microglial é deletéria, pois este
mecanismo é muito importante nos processos fagocitarios para remocéo de restos
celulares (Glezer et al., 2006; Neumann, 2006; Sriram et al., 2006). Logo, seria de
grande relevancia o desenvolvimento de intervengdes capazes de diminuir a

ativacao microglial, e consequentemente, efeitos neuroprotetores do SNC.

1.4.4 Astrécitos

Os astrocitos sdo outros subtipos de células gliais, classificadas como células
macrogliais do SNC, sendo também conhecidas por astroglia. As funcdes destas
células séo diversas e alvos de descricdes muito recentes, sendo algumas delas o
suporte metabdlico, formacéo da barreira hemato-encefalica e da estrutura cerebral,
modulacdo da transmissao sinaptica, potencializacdo de longo prazo, reparacéo do
sistema nervoso, entre outras que vém sendo descritas e estudadas. Em nosso
estudo, a funcdo de interesse que sera descrita adiante é a envolvida com a
reparacao do sistema nervoso (revisado por Eng et al., 2000).

Um marcador muito utilizado para analise astroglial apos lesdes, doencgas e
desenvolvimento do SNC € a proteina acidica fibrilar glial (GFAP). A GFAP foi
descrita pela primeira vez por Larry Eng e colaboradores (1971) ao analisar material
de pacientes com esclerose multipla. O GFAP pertence a familia de proteinas do
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citoesqueleto, sendo o principal filamento de tamanho intermediério presente em
astrocitos maduros. Esta proteina é importante na modulagdo da mobilidade e da
forma do astrocito, e € expressa em todo o SN, principalmente apds lesdes
encefalicas.

Estudos “in vivo” e “in vitro” demonstraram aumento da ativacao astroglial em
diferentes modelos animais, tais como encefalomielite alérgica experimental (EAE —
modelo de esclerose multipla), modelos de epilepsia (cainato), e modelos da DP (6-
hidroxidopamina, 1-metil-4-fenil-1, 2,3,6-tetrahdropyridine (MPTP). Nestes modelos,
0s astrocitos tornam-se reativos e respondem de maneira tipica, fendmeno
conhecido por astrogliose. A astrogliose € caracterizada por rapida sintese de
filamentos de GFAP préximo ao local da lesdo. Assim, o GFAP é um biomarcador
sensivel e precoce da neurotoxicidade (revisado por Eng et al., 2000).

Apesar de animais knockouts serem viaveis, estudos demonstraram que
estes ratos apresentam hipersensibilidade a lesdes na medula espinal e uma
reducdo na estabilidade citoarquitetdnica do astrécito. Estudo com o modelo de
esclerose multipla demonstrou que animais GFAP-/- apresentaram pior quadro
clinico em relacdo aos animais selvagens, apesar da remielizacdo axonal ocorrer
nos animais knock-outs (Liedtke te al., 1998).

O aumento de GFAP nos astrécitos ocorre gradualmente ao longo da vida
adulta. Porém, mudancas astrocitarias, tais como proliferacédo intensa e rapida em
regides anatbmicas especificas, parece estar envolvida com doencas
neurodegenerativas, por exemplo, esclerose lateral amiotréfica (ELA), doenca de
Huntington, DP e DA (Calne, 1994). Assim, a intensidade da sintese de GFAP
parece estar envolvida no controle clinico da doenga apods a ativacdo astroglial,
sugerindo a participacdo deste filamento nos processo de neuroprotecédo e
recuperacdo do SN apos danos encefalicos (Dutra et al., 2012).

Estudos com o modelo da DP induzido por 6-OHDA demonstraram que a
diminuicao da expressao de GFAP pode estar relacionada com a melhora motora de
animais treinados em esteira (Dutra et al.,, 2012) e com o efeito neuroprotetor
encontrado apdés o tratamento com NK1 (um antagonista do receptor de substancia
P, sendo a substancia P um importante mediador da neuroinflamagéo) (Thornton,

Vink, 2012). Assim, existem evidéncias da participacdo dos astrécitos em doencas
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neurodegenerativas, porém 0s mecanismos envolvidos ainda sao pouco

compreendidos.

1.5 Exercicio fisico

O exercicio fisico é um comportamento relativamente simples e muito
praticado pelos humanos, capaz de ativar cascatas moleculares e celulares
responsaveis pelo suporte e manutencdo da plasticidade cerebral (Cotman,
Berchtold, 2002) e inversamente relacionado com doencas neurodegenerativas.
Portanto, tem sido foco de diversos estudos, tanto com animais quanto em
humanos, que visam descrever beneficios ao sistema nervoso. Alguns efeitos ja
foram descritos, tais como melhora no aprendizado, na memoria e na plasticidade
neural (Lambert et al., 2005; Molteni et al., 2004a; Vaynman et al., 2004). Observou-
se também um efeito protetor do exercicio no sistema nervoso, atenuando o declinio
mental decorrente do envelhecimento (Kronenberg et al., 2006; Mattson, 2000;
Sumic et al.,, 2007), aumentando a resisténcia a lesdes (Chen et al.,, 2007) e
facilitando a recuperacao funcional pds-leséo (Lacerda et al., 2007; Mattson, 2000).
Estudos sugerem diminuicdo do risco de desenvolver a DP (Chen et al., 2005;
Logroscino et al., 2006; Wu et al., 2011), ou ainda, um efeito neuroprotetor sobre os
neurdnios dopaminérgicos com a pratica do exercicio (Lau et al., 2011; Petzinger et
al., 2007; Tajiri et al., 2010; Yoon et al., 2007). Ha ainda trabalhos que demonstram
proliferacédo celular e neurogénese no giro denteado do hipocampo em protocolos de
exercicio (Kempermann et al., 1998, 1997; van Praag et al., 2008, 1999).

Estudos com modelos animais da DP tém mostrado diversos processos
plasticos, desencadeados pelo exercicio fisico, envolvidos com mecanismos de
neuroprotecdo, tais como melhora da angiogénese (Al-Jarrah et al., 2010),
incremento de respostas anti-inflamatoérias (Cadet et al., 2003) e decréscimo das
inflamatorias (Wu et al., 2011), melhora das func¢des mitocondriais (Lau et al., 2011),
aumento da neurogénese no CPu (Tajiri et al., 2010) e na SNc (Steiner et al., 2006),
diminuicdo de danos oxidativos (revisado por Radak et al., 2008; Radak et al., 2001)
e de mecanismos que ativam a neurodegeneracdo, como a proliferacao astroglial
(Dutra et al., 2012). Essas respostas plasticas parecem estar diretamente

relacionadas as melhoras nos déficits neuroquimicos, cognitivos e motores (Cohen
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et al., 2003; Lau et al., 2011; O’Dell et al., 2008; Petzinger et al., 2007; Sutoo et al.,
2003; Tajiri et al., 2010; Yoon et al., 2007; Wu et al., 2011).

O efeito neuroprotetor do exercicio em modelos da DP foi relatado em ratos
submetidos ao movimento forcado do membro anterior 7 dias antes da injecao
(Cohen et al., 2003), em ratos treinados em esteira (Lau et al., 2011; Petzinger et al.,
2007; Tajiri et al., 2010; Tillerson et al., 2003; Yoon et al., 2007; Wu et al., 2011) e
submetidos a protocolos de exercicio voluntario em roda (O'Dell et al., 2007),
diminuindo os déficits neuroquimicos, aumentando a producdo de tirosina-
hidroxilase e do DAT, além da melhora do comportamento motor.

O exercicio intenso em esteira demonstrou, em camundongos submetidos ao
modelo com MPTP, aumento na liberacdo de DA no CPu e melhora da performance
motora no rotarod. Possivelmente, estas melhoras devem-se ao aumento nos niveis
de TH e do DAT, apesar de nao haver alteragdes no RNA mensageiro (Petzinger et
al., 2007). O exercicio de intensidade leve, por 14 dias consecutivos em esteira,
também foi capaz de promover efeitos no modelo induzido por injecao intra-estriatal
de 6-OHDA; notou-se diminuicdo nos déficits de TH e do comportamento rotacional
induzido por injecdo de apormorfina (Yoon et al., 2007). Por outro lado, o exercicio
voluntario em roda, 2 ¥2 semanas antes e 4 semanas depois da injecao intracerebral
de 6-OHDA, demonstrou melhora motora dos animais sem que houvesse respostas
neuroprotetoras, ou seja, houve diminuicdo da expressao de DAT e TH semelhantes
aos animais sedentarios (O Dell et al., 2007).

Em adicdo aos relatos da melhora neuroquimica e comportamental,
promovidos pelo exercicio, alguns estudos tém investigado a participacdo de fatores
neuroinflamatdérios responsaveis por ativar mecanismos neurodegenerativos, tais
como ativacao microglial, ativacao astroglial, aumento da sintese de NO e EROs.

Estudos que correlacionam a ativagdo microglial com a DP e o exercicio fisico
sdo controversos. Um deles demonstrou que o exercicio em esteira ndo afeta a
ativacdo microglial no modelo da DP induzida por LPS, mas promove prote¢céo das
células dopaminérgicas (Wu et al., 2011). Por outro lado, um estudo com o modelo
de MPTP revelou diminuicédo da proliferagéo microglial, assim como da expresséo de
INOS ap0s 4 semanas de treino em esteira (Sung et al., 2012). Porém, vale ressaltar
gue o protocolo com LPS promoveu uma resposta inflamatdria rapida e sistémica,

podendo nédo reproduzir idealmente a situagao na DP.
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Além da diminuicdo da ativacdo microglial, o exercicio também é capaz de
diminuir a ativacdo astroglial, em modelo com 6-OHDA, apds 1 hora de treino em
esteira, por 4 semanas, 5x/semana. A diminuicdo na proliferacdo de astrécitos
parece estar envolvida na melhora motora dos animais, tendo em vista que nao
houve mudancas na expressdo de TH quando comparados 0s animais sedentérios
com os treinados (Dutra et al., 2012).

Ha também mudancas na producédo de EROS apdés o exercicio, importante no
controle de estresse oxidativo promovido pelas doencas neurodegenerativas
(revisado por Radak et al., 2008; Radak et al., 2001). Porém, os dados s&o
controversos; o treino intenso de ratos saudaveis em esteira 1 hora/dia, por 8
semanas, 5x/semana, é capaz de aumentar marcadores de EROs (Radak et al.,
2013), parecendo esta ser uma resposta adaptativa aguda que estimula a sintese de
enzimas antioxidantes e reparagao tecidual, pois ndo se observam lesdes no SNC
apos aquele aumento (Radak et al., 2002, 2001). Por outro lado, o exercicio
moderado diminui a geracdo de EROs, como observado no hipocampo de ratos
idosos (Marosi et al., 2012) e em modelos de epilepsia (Kim et al., 2011). O exercicio
parece ser capaz de alterar o estado antioxidativo e redox do encéfalo (Somani et
al., 1996, 1995), sendo capaz de diminuir 0 estresse oxidativo e assim diminuir a
incidéncia de doencas neurodegenerativas (Holloszy, Kohrt, 1995). Apesar das
evidéncias da participacdo de EROs no desenvolvimento da DP e os efeitos do
exercicio fisico sobre a sua producdo, ndo existem estudos que relacionem
diretamente os efeitos do exercicio fisico sobre a geracdo de EROs na DP.

Além das descricdes em modelos animais, estudos clinicos relatam que a
etiologia da DP esta relacionada ao estilo de vida das pessoas, sendo mais
propicias a desenvolver doencas neurodegenerativas as pessoas sedentarias (Chen
et al., 2005; Elbaz, Moison, 2008; Olanow, Tatton, 1999). Em pacientes que ja
apresentam os quadros clinicos da DP ha uma melhora na qualidade de vida, na
deambulacéo (Herman et al., 2007), na coordenacao motora (Fischer et al., 2008),
equilibrio (Toole et al., 2000), no tremor e na forca de preensdo (revisado por
Goodwin et al., 2008; Palmer et al., 1986) apds o exercicio fisico. Com a melhora
motora ha uma diminuicdo das quedas nos pacientes (Goodwin et al.,, 2011) e

diminuicao da taxa de mortalidade (Kuroda et al., 1990, 1992).
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Um estudo com pacientes em estagios iniciais da DP relatou, apos 24
sessbes de exercicio em esteira, normalizacdo da excitabilidade coértico-motora e
melhora no desempenho funcional. A melhora funcional parece estar relacionada
com o aumento na velocidade da marcha, alargamento da passada e aumento na
mobilidade do quadril e tornozelo, responsaveis pela melhor distribuicdo de peso
corporal durante as tarefas de sentar e levantar (Fisher et al., 2008).

1.5.1 Fator neurotroéfico derivado do encéfalo

E possivel que os principais responsaveis pelos efeitos neuroprotetores do
exercicio fisico, descritos acima, sejam fatores neurotréficos, tais como o fator
neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF). Esses fatores sdo essenciais na
diferenciacdo celular, sobrevivéncia neuronal, migracdo, arborizacdo dendritica,
sinaptogénese e plasticidade sindptica, agindo através dos receptores tirosina
quinase B (TrkB) (Cotman, Berchtold, 2002). A expressdo de BDNF esta diminuida
em modelos animais da DP (Lau et al., 2011; Tajiri et al., 2010; Wu et al., 2011) e
em cérebros de pacientes parkinsonianos postmortem (Howells et al., 2000). Por
outro lado, o exercicio fisico € capaz de recuperar os niveis de BDNF tanto em
modelos animais (Lau et al., 2011; Smith, Zigmond, 2003; Tajiri et al., 2010; Wu et
al., 2011) quanto em pacientes com a DP (Ahlskog, 2011).

Estudos in vitro demonstraram que o fator neurotréfico neuronal (NGF) e o
BDNF tém papel neuroprotetor mediante estimulos neurotoxicos que ativam vias de
apoptose encontradas em doencas neurodegenerativas (Nguyen et al., 2009), sendo
diminuido este efeito apos adigcdo de K252a (inibidor seletivo da transducdo de
mecanismos das neurotrofinas (Knisel, Hefti, 1992). Estudo eletrofisiolégico no
hipocampo demonstrou que a adicdo de BDNF a células em cultura promoveu a
rapida excitacdo do receptor TrKB, enquanto a adi¢cdo da proteina bloqueadora de
TrK (K252a) foi capaz de inibir a ativagao destes receptores por BDNF (Kafitz et al.,
1999). Molteni e colaboradores (2004b) demonstraram que a atividade voluntaria é
capaz de aumentar a regeneracdo axonal de neurdnios sensoriais periféricos, porém
a regeneracdo é dependente de fatores neurotroficos, pois a adicdo de K252a
promoveu diminuicdo da regeneracdo mesmo no animal treinado (Molteni et al.,
2004b).
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A possivel participacdo do BDNF nos efeitos neuroprotetores também foi
descrita em modelos da DP, tanto em estudos que aplicaram BDNF exdégeno nos
animais (Wu et al., 2011; Singh et al., 2006) quanto em protocolos de exercicio
capazes de restaurar os niveis de BDNF (Lau et al., 2011; Tajiri et al., 2010; Wu et
al., 2011). O tratamento com BDNF antes da aplicacéo intra-estriatal de 6-OHDA
demonstrou recuperacdo comportamental do sistema dopaminérgico, sugerindo um
efeito preventivo do desenvolvimento da DP (Singh et al., 2006). Estudo mais
recente com o modelo moderado crénico de DP induzido por administracdo de
MPTP em camundongos revelou que exercicio em esteira por 18 semanas (1
semana antes de injetar MPTP, 5 semanas durante a administragao e 12 semanas
apos a inducdo completa da DP), foi capaz de diminuir os déficits de neurbnios
dopaminérgicos (TH), de DA e do DAT, elevar os niveis de fatores neurotroficos no
circuito nigroestriatal (BDNF e GDNF), e melhorar a fungdo mitocondrial, protegendo,
assim, as células de danos oxidativos causados pela neurotoxina (Lau et al., 2011).
Estudo com o modelo de 6-OHDA também demonstrou efeito neuroprotetor do
exercicio em esteira. A pratica de 30 minutos de exercicio, 5x/semana por 4
semanas, foi capaz de recuperar os niveis de BDNF no estriado, mecanismo que
deve estar diretamente envolvido com a preservacdo das células TH-postivas na
SNc e dos terminais axonais no CPu, além do aumento da migragdo de células BrDu
e doublecortina-positivas para a regiao lesada do CPu (Tajiri et al., 2011).

Para confirmar o envolvimento do BDNF nesses efeitos, e ndo outros
mecanismos que podem estar envolvidos com 0 exercicio, um grupo comparou 0s
efeitos neuroprotetores promovidos pelo exercicio e pelo tratamento exégeno com
BDNF. Para isto, antes da injecao de LPS, um grupo de camundongos foi treinado
em esteira, 5x/semana por 4 semanas, e 0 outro grupo foi tratado com injecdo de
BDNF no CPu. Estes animais foram sacrificados apés 5 semanas da inducdo do
modelo da DP com LPS, e as analises histolégicas revelaram melhora na expressao
de tirosina hidroxilase, com niveis semelhantes aos encontrados em animais
exercitados (Wu et al., 2011). Por outro lado, a injecédo intracerebroventricular do
bloqueador do receptor de BDNF, K252a, em ratos treinados, antes da injecdo de
LPS, promoveu déficits na expressdo de TH (Wu et al., 2011), assim como em

camundongos knockout para TrkB (Baydyuk et al., 2011).
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Apesar dos estudos mencionados acima reforgcarem a ideia do envolvimento
do BDNF na neuroprote¢do induzida pelo exercicio, outros protocolos de estudos
Sa0 necessarios para analisar estratégias terapéuticas da DP em fases mais iniciais
da doenca. Por exemplo, a injecéo intraperitoneal de LPS promove uma resposta
inflamatoria sistémica rapida e intensa, capaz de ativar resposta microglial na SNc e
outras regides do encéfalo (Dutta et al., 2008; Wu et al., 2011), resultando em morte
severa de células TH-positivas, simulando fases mais tardias da doenca (Wu et al.,
2011).

Deve-se ressaltar que estudos clinicos revelam aumento do BDNF no soro de
pacientes com DP apds protocolos de exercicio fisico. Este fator, por sua vez, é
capaz de atravessar a barreira hemato-encefdlica e desempenhar seu papel
neuroprotetor no SNC (Ahlskog, 2011).
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CAPITULO 6- CONSIDERACOES FINAIS

Desta forma, nosso estudo, de modo geral, revelou que os 3 protocolos de
exercicio intermitente em esteira foram capazes de promover beneficios ao sistema
dopaminérgico no modelo da DP. Além disso, o sistema BDNF-TrkB parece atuar
em ambos o0s mecanismos investigados, ou seja, de neuroprotecdo e
neuroprevencao, pois ao bloquearmos este mecanismo os déficits encontrados no
modelo da DP, que sao revertidos pelo exercicio, estdo presentes.

Assim, concluimos que independentemente de quando for iniciado, o
exercicio fisico € benéfico ao sistema nervoso na DP, sendo capaz de promover

melhoras neuroquimicas na DP, e consequentemente melhoras comportamentais.
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