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RESUMO

FERREIRA, AFF. Efeitos do exercicio fisico na funcdo e biogénese
mitocondrial em modelo da doenca de Parkinson induzido por 6-
hidroxidopamina. 2020. 85f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2020.

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
comum entre os idosos. E caracterizada pela perda progressiva de neurénios
dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNc) e diminuicdo de
dopamina em areas de projecdo, como o estriado (CPu). Estudos recentes tém
demonstrado a presenca de alteracdes mitocondriais, tanto em modelos animais
guanto em pacientes com DP. As alteracdes envolvem reducdo da atividade e
da quantidade dos complexos respiratérios e a diminuicdo dos niveis de fatores
transcricionais, como PGC-1a, NRF-1 e TFAM, responsaveis pela biogénese
mitocondrial. Por outro lado, o exercicio fisico tem se mostrado uma ferramenta
importante tanto por atuar na melhora dos sintomas parkinsonianos como por
reduzir o risco do desencadeamento da doenca. Além disso, diversos estudos
em outros modelos apontam seu efeito benéfico ao estimular a biogénese e
funcdo mitocondrial. Porém, a relacdo entre exercicio fisico e alteracfes
mitocondriais na DP nédo estdo bem estabelecidas, e ndo se sabe qual a duracao
necessaria de treinamento fisico para o surgimento dos efeitos benéficos. Assim,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do exercicio em esteira, em
diferentes duracdes, sobre a expressao de proteinas mitocondriais envolvidas
na biogénese (PGC-1a, NRF-1, TFAM) e na funcdo mitocondrial através da
avaliacao do sistema de fosforilagéo oxidativa (OXPHOS). Para tal, ratos Wistar
machos foram submetidos a cirurgia estereotaxica com microinfuséo de 6-OHDA
e ao protocolo de exercicio em esteira (40 minutos, 10 m/min, 3x/semana, em
dias alternados) por uma ou quatro semanas. Apds o término do protocolo de
exercicio, foram realizados os testes comportamentais (teste de rotacdo por
apomorfina e de marcha). Os niveis de proteinas na SNc e CPu foram
mensurados por imuno-histoquimica e immunoblotting. A fungédo da atividade
dos complexos mitocondriais foi avaliada pelo ensaio da atividade enzimatica da

cadeia transportadora de elétrons. Os resultados indicaram uma alteracdo



comportamental motora dos ratos injetados com 6-OHDA, que foi revertida apés
quatro semanas de treinamento, assim como uma melhora do sistema
dopaminérgico. Com relacdo a mitocdndria, foram encontrados diferencas
apenas na SNc. Os beneficios do exercicio parecem ocorrer de maneira
progressiva ao proteger contra a reducéo de PGC-1a e NRF-1 apds uma semana
de treinamento, e impedir o comprometimento da expressédo de PGC-1a, NRF-
1, TFAM e do complexo |, além de sua atividade, ap0s quatro semanas de
exercicio em esteira. Assim, esse estudo demonstra o provavel envolvimento da
biogénese e funcdo mitocondrial entre os mecanismos pelo qual o exercicio
fisico intermitente em esteira é capaz de promover uma neuroprotecao na DP,

mesmo em fases iniciais do treinamento fisico.
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ABSTRACT

FERREIRA, AFF. Effects of physical exercise on mitochondrial biogenesis
and function on a Parkinson’s disease model induced by 6-
hydroxidopamine. 2020. 85f. Dissertation (Master's degree in Human
Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2020.

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative
disorder among elderly. It is characterized by a progressive loss of dopaminergic
neurons in substantia nigra pars compacta (SNc) and a decreased of dopamine
on its projection areas such as striatum (CPu). Recent studies have shown the
presence of mitochondrial alterations, both in animal models and in patients with
PD. Alterations involves reduced activity and quantity of respiratory complexes
and decreased levels of the transcription factors responsible for mitochondrial
biogenesis, such as PGC-1a, NRF-1 and TFAM. On the other hand, physical
exercise has proved to be an important tool as it can improve parkinsonian
symptoms and reduce the risk of getting the disease. In addition, several studies
point to its beneficial effect of stimulating biogenesis and mitochondrial function.
However, the relationship between exercise and mitochondrial alterations in PD
is not well established, neither which is the duration of physical exercise capable
of promote beneficial effects. In this sense, the objective of this work was to
evaluate the effect of different durations of treadmill exercise in the expression of
mitochondrial proteins involved in mitochondrial biogenesis (PGC-1a, NRF-1,
TFAM) and function trough the oxidative phosphorylation system (OXPHOS).
Male Wistar rats underwent stereotactic surgery with 6-OHDA microinfusion and
treadmill exercise protocol (40 minutes, 10 m/min, 3 x/week, one day and
another) for one or four weeks. After the end of the protocol, behavioral tests
(apomorphine rotation and gait test) were performed. Protein levels in SNc and
CPu were measured by immunohistochemistry and immunoblotting.
Mitochondrial respiratory function was assessed by the enzymatic activity assay
of the electron transport chain. Results indicate a motor behavioral change in rats
injected with 6-OHDA that was reversed after four weeks of training, as well as
an improvement in the dopaminergic system. Regarding mitochondria, alterations

were found only in SNc. Beneficial exercise effects appears to act progressively



by protecting against the reduction of PGC-1a and NRF-1, after one week of
training, and preventing an impaired expression of PGC-1a, NRF-1, TFAM and
complex |, and also its activity, after four weeks of treadmill exercise. Thus, this
study demonstrates the possible involvement of mitochondrial biogenesis and
function among the mechanisms by which an intermittent physical exercise is
capable of promote neuroprotection in PD, even in early phases of physical

exercise.

Keywords: Parkinson’s disease. Physical exercise. Mitochondrial biogenesis.
Mitochondrial respiratory chain. Complex | activity.



1 INTRODUCAO

1.1 Doenga de Parkinson

A expectativa de vida da populacdo mundial tem se tornado cada vez
maior, acompanhada, consequentemente, por um aumento no numero de
pessoas idosas. Em 2015, 12,3% da populacdo mundial era composta por
pessoas com mais de sessenta anos de idade, e essa propor¢cédo é estimada
para 16,5% em 2030 e para 21,5% em 2050 (UNDESA, 2019). Logo, esse
cenario se torna preocupante, visto que o envelhecimento estd associado a
diversas doencas crdnicas e debilitantes, como diabetes, cancer, doencas
cardiacas e neurodegenerativas, tal como a doenca de Parkinson (FONTANA,
2009; GUSDON et al., 2017).

A DP é uma doenca crbnica progressiva, sendo a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum entre os idosos, logo depois da doenca de
Alzheimer (PRINGSHEIM et al., 2014). E caracterizada por déficits das funcdes
motoras que levam ao aparecimento de sintomas como bradicinesia (lentidéo de
movimento ou dificuldade em inicia-lo), acinesia (auséncia de movimento),
tremor de repouso, rigidez muscular, instabilidade postural e disfuncées na
marcha. Ha& também sintomas ndo motores, como hiposmia (perda parcial do
olfato), mudancas de personalidade, distirbios de sono, dor muscular e
neuropatica central, depressao, alucinagées, delirio e deméncia. Os sintomas
nao motores geralmente surgem antes dos sintomas motores, e sS40 na maioria
das vezes negligenciados, o que dificulta o diagndéstico precoce da doenca, e
consequentemente o prognastico clinico (WHO, 2006).

Com relagéo a prevaléncia, a DP afeta entre 1 e 2 individuos a cada 1000
habitantes, sendo que o aparecimento da doenca antes dos 40 anos de idade se
restringe a menos de 5% dos casos. Com a progressao da idade, ocorre um
acréscimo no numero de casos da doencga, acometendo 1% da populagcdo em
torno de 60 anos e 4% acima de 80 anos (PRINGSHEIM et al., 2014). Causas
genéticas envolvem apenas 5-10% dos casos, sendo, portanto, mais comum a
forma esporadica da doencga (TYSNES; STORSTEIN, 2017). Estima-se que o

custo anual da DP por paciente na cidade de Sao Paulo seja cerca de dezoito



mil reais, 0 que a torna um fator preocupante para a saude publica (BOVOLENTA
et al., 2017).

A fisiopatologia da DP é caracterizada pela perda progressiva de
neurénios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNc), um dos
componentes dos nucleos da base. Neurdnios dessa regido se projetam para o
estriado (nucleos caudado e putamen) (CPu) pelo trato nigroestriatal, ocorrendo,
consequentemente, uma reducdo nos niveis de dopamina nessa estrutura
(WHO, 2006; DEXTER; JENNER, 2013). Os nucleos da base participam,
principalmente, da circuitaria de controle motor. Entretanto, somente quando
cerca de 40-60% dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra foram
degenerados os sintomas motores aparecem e a DP é diagnosticada
(GIGUERE; BURKE NANNI; TRUDEAU, 2018).

Estudos que busquem compreender melhor a patogénese e a progressao
da DP séo fundamentais. Nesse sentido, foram desenvolvidos diversos modelos
animais da doenca, os quais mimetizam algumas alteracbes e sintomas
observados em humanos. Os modelos com toxina sdo capazes de induzir a
morte dos neurénios dopaminérgicos observada na patologia, e tém sido muito
utilizados. Dentre essas toxinas estdo o 1-metil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina
(MPTP), o paraquat, a rotenona e a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (SIMOLA;
MORELLI; CARTA, 2007; GHATAK et al., 2018).

O modelo de indugéo da DP pela 6-OHDA foi utilizado pela primeira vez
em 1968 (UNGERSTEDT, 1968), e desde entdo tem sido um dos modelos mais
empregados para o estudo dessa patologia (SIMOLA; MORELLI; CARTA, 2007).
Tendo em vista que a toxina ndo atravessa a barreira hematoencefélica é
necessario administra-la por meio de uma injecao intracerebral. A neurotoxina €
analoga a dopamina e tem afinidade pelo seu transportador, desse modo €&
levada para o interior de neurdnios dopaminérgicos onde é oxidada a peroxido
de hidrogénio (H202) e paraquinona (GHATAK et al., 2018). Apds a oxidacéao,
ocorre inibicdo do complexo respiratério mitocondrial | resultando na producao
de radicais livres. Estas reacfes contribuem para um quadro de estresse
oxidativo que, por fim, induz a morte neuronal (KONNOVA; SWANBERG, 2018).

A inducdo do modelo em roedores geralmente € feita por uma injegédo
unilateral da toxina no estriado, visto que a bilateral pode aumentar a mortalidade

dos animais e quando administrada diretamente na substancia negra a morte



neuronal é acelerada e severa. Logo, a injecdo unilateral no estriado caracteriza
um modelo de progresséao lenta da neurodegeneracédo, sendo mais préxima do
observado em humanos com a DP, onde ha um predominio na degeneracao do
hemisfério cerebral correspondente ao lado contralateral em que se tem inicio
os sintomas clinicos (KONNOVA; SWANBERG, 2018). E importante ressaltar
gue a 6-OHDA tem seu pico de acao entre o terceiro e 0 sétimo dia apos sua
administracdo, sendo que depois de um més o processo de morte neuronal ja
ocorreu, ou seja, a quantidade de neurénios se mantém estavel apos a acdo da
6-OHDA (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008; GARCIA; REAL; BRITTO, 2017).
Deste modo, com esse modelo podemos avaliar estagios mais precoces da
doenca, o0 que se torna Gtil quando se pretende estudar algum tipo de intervencao
terapéutica (HOU et al., 2017).

1.2 Fungéo e Biogénese Mitocondrial

Mitocondrias s&o organelas essenciais para a funcdo celular,
principalmente por serem capazes de fornecer a energia necessaria, por meio
da sintese de ATP, para que todos os processos celulares fisiolégicos ocorram
(VAN DER BLIEK; SEDENSKY; MORGAN, 2017). Além disso, essa organela
também exerce outras funcdes, dentre elas a regulacdo da homeostase do
calcio, dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de processos
apoptoéticos (OTERA; MIHARA, 2012; HEKIMI; WANG; NOE, 2016; ROMERO-
GARCIA; PRADO-GARCIA, 2019).

A estrutura mitocondrial € composta por um sistema de membranas
duplas, uma externa (HOOD et al., 2015) e uma interna (MMI), entre as quais
estda 0 espaco intermembranar. Na MMI estdo inseridos cinco complexos
enzimaticos, dos quais os quatro primeiros (I-1V) fazem parte da cadeia
transportadora de elétrons (CTE), e o ultimo deles é responsavel pela producéo
de ATP (Complexo V ou ATP sintase). Dentro da MMI esta a matriz mitocondrial,
local onde os processos do ciclo de Krebs, também chamado de ciclo do acido
citrico, ocorrem (TILOKANI et al., 2018).

Pela atividade do ciclo de Krebs elétrons sdo formados e coenzimas
(NADH e FADH) séo requeridas para transporta-los até a CTE acoplada ao

sistema de fosforilacdo oxidativa (OXPHOS). Esses elétrons fluem pelos quatro



complexos (I-1V) através de uma série de reacdes de reducdo e oxidagao, sendo
o ultimo complexo responsavel pela transferéncia dos elétrons para o aceptor
final, uma molécula de oxigénio, formando entdo agua. Nesse processo séo
bombeados protons H* para o espaco intermembranar, criando um gradiente
eletroquimico que é utilizado pela ATP sintase para fosforilar uma molécula de
ADP, resultando na formacédo de ATP (PROCACCIO et al., 2014; VAN DER
BLIEK; SEDENSKY; MORGAN, 2017).

A sequéncia de eventos que vai desde a oxidagéo das coenzimas NADH
e FADH até a fosforilacdo do ADP para a sintese do ATP, com a participacdo
dos cinco complexos da enzimaticos mitocondriais (I, I, I, IV e V), recebe o
nome de respiracdo celular (WILSON, 2017). Apds esse processo, a célula
passa a dispor de energia que serd utilizada em diversas de suas atividades.

Quando um elétron é transferido para o oxigénio de modo precoce pelos
complexos | ou lll, ocorre a formacéo de anion superéxido (Oz2’). Essa molécula
contém um elétron desemparelhado, e por isso se torna instavel e tende a
interagir com outras moléculas na tentativa de se estabilizar. Para reduzir essa
instabilidade a enzima superéxido desmutase (SOD) converte 0 Oz2- em H20:.
Por sua vez, H202 também pode ser transformado no radical hidroxila (*OH), o
qual apresenta maior reatividade (MAILLOUX, 2015). Todas essas moléculas
sao altamente reativas, e por isso sdo chamadas de EROs. Quando a producéo
de EROs excede a capacidade antioxidante da célula um quadro de estresse
oxidativo se instala, no qual os EROs podem interagir com proteinas, lipideos e
DNA, causando diversos danos celulares (ANDREYEV et al., 2015).

Diante desse quadro oxidativo, a manutencdo da integridade das
mitocondrias se mostra importante. Para tal, novas proteinas precisam ser
sintetizadas e esse processo ocorre tanto no nucleo celular quanto na prépria
organela, que utiliza seu DNA mitocondrial (DNAmt) para produzir 13 proteinas,
22 tRNAs e 2 RNAs (DEBALSI; HOFF; COPELAND, 2017). As novas proteinas
sdo integradas as mitocondrias pré-existentes e, associado ao processo de
fissdo mitocondrial, resulta na manutencdo da densidade e conteudo
mitocondrial e na formacdo de novas organelas. Esse processo corresponde a
biogénese mitocondrial, e €é regulado por varios fatores transcricionais
(PROCACCIO et al., 2014).



Dentre os fatores transcricionais mencionados, o co-ativador 1 alfa do
receptor ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1a) € considerado o
regulador central da biogénese mitocondrial, por coordenar a transcricdo e
expressdo de importantes proteinas pelo DNA nuclear (DNAn) e mitocondrial
(SCARPULLA, 2008). PGC-1a regula a expressao e a ativagcao do fator
respiratorio nuclear 1 (NRF-1), que, por sua vez, atua em genes nucleares que
codificam as subunidades da CTE. Juntos, PGC-1a e NRF-1 ativam a expresséo
do fator transcricional mitocondrial (TFAM), que atuara no proprio material
genético mitocondrial, levando a sintese de proteinas que compdem as
subunidades da cadeia respiratoria (HOOD et al., 2015; PALIKARAS et al.,
2017).

A atividade de PGC-1a também pode ser modulada por alguns fatores,
dentre eles se destacam a acao de sirtuinas (SIRT) e da proteina kinase ativada
por AMP (AMPK). As SIRT, em humanos, compdem uma familia de proteinas
constituida por sete tipos (SIRT1-7), os quais regulam inUmeros processos,
COmo a expressao génica, metabolismo celular, apoptose, reparo do DNA, ciclo
celular, entre outros (GRABOWSKA; SIKORA; BIELAK-ZMIJEWSKA, 2017).
Ademais, também atuam diretamente ativando PGC-1a ao removerem um grupo
acetil da molécula (JODEIRI FARSHBAF et al., 2016). J4 o AMPK é uma proteina
sensivel as alteragfes nos niveis de AMP/ATP, e assim regula a homeostase
energética bem como estimula a acdo de PGC-1a através de sua fosforilagdo
(JODEIRI FARSHBAF et al., 2016; KIM et al., 2016).

Diante de todas essas funcdes mitocondriais essenciais para a
sobrevivéncia celular, alteracdes nesta organela podem levar a danos
intracelulares que, por conseguinte, desencadeiam modifica¢des teciduais e/ou
organicas, afetando o funcionamento adequado dos diversos sistemas
fisiologicos. Tém sido reportadas alteracées mitocondriais em vérias patologias,
como no glaucoma, na diabetes, no cancer e nas doencas neurodegenerativas
(CHATURVEDI; FLINT BEAL, 2013; JODEIRI FARSHBAF et al., 2016). Uma
menor producdo de ATP, distirbios na biogénese e mitofagia, alteracbes na
morfologia e na atividade dos complexos respiratérios sdo exemplos de
alteracdes encontradas (MORTIBOYS et al., 2018).

A associacao entre danos mitocondriais e a DP foi primeiramente relatada

no estudo de Langston e colaboradores (1983). Neste estudo individuos que



fizeram uso de droga injetavel contaminada com MPTP, um blogueador do
complexo | mitocondrial que é um subproduto da sintese de heroina,
apresentaram sintomas caracteristicos de pacientes com DP (LANGSTON et al.,
1983). Anos depois, no estudo de Schapira et al. (1990), déficits no complexo |
mitocondrial foram confirmados em amostras post-mortem na substancia negra
de pacientes diagnosticados com DP (SCHAPIRA et al., 1990).

Desde entdo, inUmeras pesquisas foram realizadas na tentativa de
compreender melhor essa relacdo, tanto utilizando humanos quanto modelos
animais (GRUNEWALD; KUMAR; SUE, 2019). Alteracdes na biogénese
mitocondrial foram evidenciadas em estudos realizados com a substancia negra
de humanos post-mortem, tais como expresséao reduzida de PGC-1a (ZHENG et
al., 2010) e baixos niveis proteicos de TFAM (GRUNEWALD et al., 2016).
Ademais, a diminuicdo no numero dos complexos | e Il também foi observada
(GRUNEWALD et al., 2016). Em modelo animal knockout para PGC-1a foi
observada uma maior susceptibilidade de neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra ao estresse oxidativo (ST-PIERRE et al., 2006) e a morte
celular, além de elevada vulnerabilidade a perda de dopamina no estriado
(JJANG et al.,, 2016). Uma reducdo da atividade dos complexos | e IV foi
observada em ratos submetidos ao modelo de 6-OHDA (KUTER et al., 2016).

Tendo em vista a presenca de alteracdes na funcdo mitocondrial na DP,
abordagens que interferem em vias e fungdes desta organela, tanto por meio da
utilizacdo de farmacos ou da manipulacdo genética, passaram a ser alvo de
pesquisas e tem-se mostrado uma linha bastante promissora (MACDONALD et
al., 2018). Estudos demonstraram que a superexpressdo de PGC-1a em
neurénios dopaminérgicos gerou um efeito neuroprotetor em modelo animal
(MUDO et al., 2012) e in vitro da DP (ESCHBACH; VON EINEM; MULLER; et
al., 2015). Além disso, trabalho realizado com ratos envelhecidos demonstrou
que a superexpressdo de TFAM aumentou a taxa respiratéria mitocondrial e
reduziu o estresse oxidativo no tecido cerebral (THOMAS et al., 2012).

Com relacao as intervencodes farmacologicas, a ativacao de PGC-1a por
MitoQ, um suplemento alimentar antioxidante, preveniu morte de neurdnios
dopaminérgicos em modelo animal com 6-OHDA (XI et al., 2018). O uso de
resveratrol, ativador de SIRT1, melhorou sintomas motores e patoldégicos em

modelo MPTP (GUO et al., 2016) e reduziu disfuncdo mitocondrial e apoptose



celular induzida por rotenona em cultura celular (WANG et al., 2018). Por fim, o
uso de AICAR, ativador de AMPK, reduziu danos patolégicos em modelo in vitro
(ESCHBACH; VON EINEM; MULLER; et al., 2015).

Apesar dos diversos estudos ja publicados, a etiologia da DP ainda se
mostra bastante complexa, envolvendo diferentes sintomas e modificagdes
fisiologicas e moleculares. Com isso, torna-se dificil o estabelecimento de uma
intervencao eficaz capaz de amenizar todas essas manifestacdes e impedir o
avanco da doenca (SVEINBJORNSDOTTIR, 2016). Atualmente, o tratamento
mais utilizado € com o farmaco levodopa (L-DOPA), molécula precursora da
dopamina. Seu uso melhora a transmissao dopaminérgica no estriado e, desse
modo, ameniza os sintomas motores (LEWITT, 2015). Entretanto, efeitos
adversos da droga sdo descritos apds seu uso crbnico. Dentre eles estédo
complica¢cBes motoras, principalmente as discinesias caracteristicas (discinesia
induzida por L-DOPA) (TRAN et al., 2018) e ndo-motoras, como disturbios
psiquiatricos, disfuncdes autondmicas e dor (AQUINO; FOX, 2015). O uso
prolongado do farmaco é a principal causa do aparecimento desses sintomas,
mas existem outros fatores de predisposi¢cdo, como a gravidade e duracao da
doenca, a idade do paciente e fatores genéticos (TRAN et al., 2018).

Por conseguinte, diversas pesquisas buscam encontrar terapias
alternativas que atuem reduzindo ou retardando os sintomas da DP. Dentre elas,
o exercicio fisico tem sido foco de estudos pela sua capacidade de melhorar a
qualidade de vida, o bem estar (KAUSHAL et al., 2019) e a cognicdo (WANG et
al., 2019), de reduzir o risco de quedas (SHERRINGTON et al., 2019) e de
prevenir a perda de mobilidade (PERROTIN et al., 2019) em idosos. Ademais,
guando nos referimos aos efeitos dessa terapia especificamente na DP, observa-
se que individuos praticantes de exercicio fisico apresentaram menor risco de
desenvolver a doenca (XU et al., 2010) e, ainda, que a prética de treinamento
fisico resulta em melhora da sintomatologia (KWOK; CHOI; CHAN, 2016).

1.3 Exercicio Fisico

Na pratica clinica, as recomendac¢des para 0s pacientes diagnosticados

com a DP indicam a prética do exercicio fisico para aqueles que se encontram



nas fases iniciais e intermediarias da doenca, nas quais os pacientes ainda séo
capazes de se exercitar. Um dos motivos deve-se ao fato de que os estagios
mais tardios da DP requerem uma abordagem mais intensiva a fim de alcancar
algum tipo de melhora sintomética para o individuo (GALLO; GARBER, 2011;
OLIVEIRA DE CARVALHO et al., 2018). Além disso, existem estudos que
indicam a impossibilidade de uma protecdo ou recuperacdo do sistema
dopaminérgico em estados tardios da DP, pois nessa fase a neurodegeneracao
se encontra em um estagio muito avangado, com total ou quase auséncia de
neurotransmissao dopaminérgica, impossibilitando as a¢des neuroprotetoras do
exercicio fisico (HOU et al., 2017). Nesse sentido, o exercicio fisico iniciado
antes do comprometimento total dos neurénios dopaminérgicos possibilita acdes
de mecanismos compensatérios, protetores e até restauradores do sistema
dopaminérgico. Ademais, para investigacdo dos efeitos protetores do exercicio
o0 mesmo deve ser iniciado antes ou logo depois da lesdo dopaminérgica.

Os efeitos do exercicio podem ser representados por uma curva em U
invertido, na qual o primeiro ponto representa a inatividade/sedentarismo, fator
de risco para varias doencas como obesidade, diabetes, doencas cardiacas e
coronarias (MERGHANI; MALHOTRA; SHARMA, 2016), e o ultimo ponto, a
extremidade direita da curva, representa o exercicio intenso/extenuante, capaz
de trazer diversos efeitos negativos. Nesse sentido, um exercicio leve-moderado
seria 0 mais adequado, e este seria representado pelo ponto de inflexado da curva
(GRADARI et al., 2016). Diversos estudos relatam essa dualidade entre as
intensidades do exercicio. Um treinamento de baixa-moderada intensidade é
capaz de estimular respostas anti-inflamatorias, porém altas intensidades podem
resultar em elevados niveis de EROs, gerando um quadro de estresse oxidativo,
o qual se torna prejudicial ao cérebro (CAMILETTI-MOIRON et al., 2013).
Hormonios estimulados pelo exercicio, como os glicocorticoides, também podem
estar relacionados a essa dualidade. Exercicio leve-moderado resulta em baixos
niveis de glicocorticoides que, por sua vez, tem efeitos positivos no hipocampo
ao favorecer vias de sobrevivéncia e suporte neuronal, enquanto que os altos
niveis hormonais, induzidos por exercicio de alta intensidade, desencadeiam
efeitos deletérios no hipocampo (MCEWEN, 2012).

Ainda com relacdo aos diferentes exercicios varias pesquisas tentam

entender qual seria o melhor tipo de treinamento. Muitos estudos relatam



beneficios para treinamentos aerdbico, anaerdbicos, de resisténcia, intervalado,
de alta intensidade, entre outros. Porém, para o sistema nervoso central o tipo
de exercicio aerdbico parece promover mais efeitos positivos. No estudo de
Nokia et al. (2016), ratos submetidos a trés diferentes tipos de treinamento
(aerdbico, resisténcia e intervalado de alta intensidade) mostraram que o
exercicio aerébico foi capaz de promover melhores efeitos no cérebro desses
animais por estimular a neurogénese do hipocampal (NOKIA et al., 2016).

Por fim, quanto aos tipos de exercicio aerdbicos utilizados em pesquisa
animal dois sdo os mais comuns, sendo eles: o forcado e o voluntario. O
exercicio voluntario geralmente é feito com a instalacdo de uma roda giratéria na
gaiola dos animais, 0s quais tem livre acesso ao objeto. Nesse tipo de exercicio
a intensidade e a frequéncia de atividade sao dependentes da vontade do animal
(OLIVEIRA; DESLANDES; SANTOS, 2015). Enquanto o exercicio forcado, como
a esteira ergométrica, a intensidade, duracédo e frequéncia do exercicio séo
controladas pelo pesquisador. Assim, o0 exercicio forcado facilita o
monitoramento dos animais pelo pesquisador e permite avaliar diferentes
protocolos ao alterar duragéo, inclinacdo da esteira, velocidade e cronicidade do
exercicio (ARIDA et al., 2011). Além disso, existem diferencas entre os efeitos
dos treinamentos, como exemplo tem-se que o exercicio forcado € capaz de
induzir uma maior neurogénese do hipocampo do que o exercicio voluntéario
(LEASURE; JONES, 2008).

Apos definido o tipo e intensidade do exercicio mais apropriados para
cada estudo, os pesquisadores buscam entender os mecanismos pelos quais o
exercicio fisico é capaz de promover beneficios, e para o presente trabalho
merecem destaque os estudos que relatam efeitos do exercicio na DP. Para tal
muitas pesquisas utilizam modelos animais, visto a facilidade de manipulacao e
possibilidade de analisar o que acontece com o0 sistema nervoso. Estudos em
modelos da DP indicam que o exercicio fisico aumenta a expressao de
receptores de dopamina (VUCKOVIC et al., 2010), evita a neurodegeneracao
por reduzir o estresse oxidativo (DA COSTA et al., 2017), estimula o fator
neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), que atua na diferenciacéo celular,
plasticidade sinaptica e sobrevivéncia neuronal, no estriado (HSUEH et al.,
2018), e previne o aumento do quadro inflamatdrio no estriado e na substancia
negra (REAL; GARCIA; BRITTO, 2017).



Ainda, o exercicio fisico parece estimular a capacidade oxidativa
mitocondrial por atuar na funcédo e morfologia dessa organela (TANAKA et al.,
2019). Estudo com ratos envelhecidos submetidos a nado for¢cado por 12
semanas demonstrou aumento da expressao de PGC-1a, SIRT e AMPK no
musculo (HUANG et al., 2016). Em humanos, elevados niveis de mRNA para
PGC-1a e niveis proteicos de TFAM também foram relatados no musculo de
individuos submetidos a exercicio de alta intensidade (FIORENZA et al., 2018).
O aumento da expressao proteica de SIRT1 e PGC-1q, da atividade de AMPK e
do complexo IV, e a elevacdo dos genes que codificam NRF-1, TFAM,
complexos |-V foi observada no muasculo de camundongos exercitados (LIU;
CHANG, 2018).

As alteracdes foram encontradas ndo somente no tecido muscular, mas
também no cérebro de diversos modelos animais. Animais submetidos a
treinamento por oito semanas apresentaram um aumento da expressao proteica
de PGC-1a (E; BURNS; SWERDLOW, 2014), e da expressao génica de PGC-
1a e SIRT1 (STEINER et al., 2011). Um treinamento mais curto, de trés
semanas, também demostrou aumento da atividade do completo | e da taxa
respiratoria mitocondrial em diversas regifes cerebrais de ratos idosos
(GUSDON et al., 2017).

1.4 Exercicio e mitocondrias na DP

Com relacdo a DP sdo poucos os estudos que investigaram a atuacao do
exercicio nas mitocéndrias. Algumas pesquisas mencionam os beneficios do
treinamento em esteira na manutengcdo da expressdo de proteinas
transportadoras mitocondriais (KOO; CHO; LEE, 2017), restauracao da taxa de
respiracdo mitocondrial e dos niveis de ATP (LAU et al., 2011), restauracéo dos
niveis de TFAM e NRF-1 e da expressédo dos complexos Il e V (JANG et al.,
2018) no modelo MPTP, recuperagéo dos niveis proteicos dos complexos I-IV
(CHUANG et al., 2017) e aumento dos niveis de SIRT1 (TUON et al., 2015) no
modelo 6-OHDA. Entretanto, a maioria desses trabalhos fizeram uso de
treinamentos intensos (velocidades: ex. 12 e 15m/min) (LAU et al., 2011,
CHUANG et al., 2017; JANG et al., 2018), prolongados (duracao: ex. 50 e 60
minutos) (TUON et al.,, 2015; KOO; CHO; LEE, 2017; JANG et al.,, 2018),



continuos (treinamentos todos os dias e até duas vezes ao dia) e duradouros
(ex. 6, 8, 12 e 18 semanas) (LAU et al., 2011; TUON et al., 2015; KOO; CHO;
LEE, 2017; JANG et al., 2018). Nesse sentido faltam estudos que avaliem
protocolos de exercicio intermitente de intensidade leve a moderada, o que
estaria mais préximo da populagéo, especialmente daqueles individuos de idade
mais avancada.

Sob este aspecto, sdo indispensaveis estudos para melhor compreensao
da relagdo entre exercicio fisico e a funcdo e biogénese mitocondrial na DP,
facilitando o direcionamento de novos alvos farmacoldgicos, o que possibilita o
desenvolvimento de novos tratamentos e terapias, além de estratégias de
prevencdo, diagnostico e monitoramento da doenca. Ademais, € importante
também identificar quais as duracdes de protocolo resultam em beneficios,
auxiliando no estabelecimento de guias praticos para a populagéo. Vale salientar
que é fundamental a identificacéo de efeitos positivos em treinamentos de menor
duracéo e intensidade, uma vez que se tornam mais realisticos com o cotidiano
do paciente, o que acaba por encoraja-los a préatica (KAUSHAL et al., 2019).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado os mecanismos envolvidos na DP
e os efeitos do exercicio fisico nessa patologia. Resultados anteriores
confirmaram os beneficios do treinamento em esteira no modelo animal com a
neurotoxina 6-OHDA (REAL et al., 2013; GARCIA; REAL; BRITTO, 2017; REAL,;
GARCIA; BRITTO, 2017; BINDA et al.,, 2019). Assim, esse trabalho busca
contribuir com o conhecimento até entdo adquirido ao investigar os possiveis
efeitos protetores do exercicio em esteira, em duas diferentes duracdes de
protocolo, no modelo animal unilateral da DP induzido por 6-OHDA e, também,
avaliar se esses efeitos podem estar relacionados com a melhora da funcéo e

biogénese mitocondrial.



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que um protocolo
intermitente de exercicio € capaz de proteger contra as altera¢cées do sistema
dopaminérgico, comportamento motor, biogénese mitocondrial e complexo |
encontradas em modelo animal da DP induzido por 6-OHDA. Nossos dados
também demonstraram que o0 protocolo do exercicio fisico previne
progressivamente o comprometimento da funcdo e da biogénese mitocondrial,
podendo esse ser um possivel mecanismo envolvido nos efeitos neuroprotetores

dessa terapia na DP.
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