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RESUMO

O objetivo desse estudo foi analisar os efeitos de diferentes protocolos
de exercicio fisico sobre parametros comportamentais € neuroquimicos
em um modelo experimental de doenca de Parkinson (DP), induzido por
6-OHDA. No primeiro experimento os ratos foram randomicamente
divididos em 4 grupos (n=8): Sham, DP, TR (sham + treinado), e
TR+DP (treinado + DP) e nos dois experimentos seguintes em 6 grupos
(n=12): Sham, TF (treinamento de for¢a), TE (treinamento de
esteira),DP, TF + DP e TE + DP. O treinamento fisico foi realizado
durante 8 semanas e a DP foi induzida pela administracdo de 6-OHDA
24 horas ap0s a Ultima sessdo de exercicio. Sete dias ap06s a lesdo, 0s
animais foram submetidos a testes comportamentais (teste rotacional,
campo aberto e nado forcado) sofreram eutanasia por decapitagdo. O
estriado e o0 hipocampo foram cirurgicamente removidos e processados
em tampdo especifico para analise por Wester blot da tirosina-
hidroxilase (TH), fator neutréfico derivado do encéfalo (BDNF), a-
sinuclefna, reticulo sarcoplasméatico Ca®*-ATPase (SERCA II),
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPX), fator neutréfico derivado do encéfalo imaturo (pr6-BDNF),
receptores tirosina quinase (TrkB), fator nuclear kappa B (NF-kB) e
Sirtuina 1 (Sirtl) ou para o dano oxidativos em lipideos (TBARS) e
proteinas (grupos carbonilas). Niveis de citocinas pré-inflamatdrias
(TNF-a, IL-1pB, IL-17, INF-y ¢ TGF-B1), atividade do complexo I e
producdo de NO (nitrato/nitrito) também foram mensurados. No
primeiro estudo, os grupos DP e TR+DP mostraram uma assimetria
rotacional e uma reducgdo significativa do nivel de TH, BDNF, alfa-
sinucleina, SOD, CAT, e GPX, bem como um aumento no contetdo de
TBARS e grupos carbonilas, tal como observado no grupo DP. O nivel
TH néo foi significativamente alterado, mas o grupo TR+DP elevou os
niveis de BNDF, SERCA II, SOD e CAT e diminuiu o dano oxidativo
em lipideos e proteinas. No segundo estudo, os animais com DP
apesentaram uma alteracdo no comportamento tipo depressivo e
assimetria rotacional, e quando submetidos aos treinamentos de esteira e
forga, estes pardmetros foram diminuidos além de aumentar os niveis de
pr6-BDNF, BDNF e TrkB, no estriado e hipocampo de camundongos.
Adicionalmente, uma melhora significativa na atividade do complexo I,
SIRT-1 e niveis de TH foram observados nos animais expostos aos
diferentes modelos de treinamento fisico, bem como, uma reducdo nos
niveis de NF-kB e TNF-a, IL-1B, IL-17, INF-y e TGF-B1 no estriado e
hipocampo de camundongos apds a administracao de 6-






OHDA.Tomados em conjunto, os resultados obtidos sugerem que 0
treinamento fisico, independente dos modelos utilizados, mas sob as
condicdes de intensidade, volume e duracdo estabelecidos nesse estudo,
exerce um efeito neuroprotetor no hipocampo e estriado de roedores
expostos a um modelo experimental de DP. Possivelmente esses
resultados, decorrem da capacidade que o treinamento fisico demonstrou
em modular o estado redox cerebral e preservar o contetdo de proteinas
neurotréficas com  consequente  modulacdo dos  parametros
inflamatdrios, as quais sdo importantes para a manutencdo da fungéo
cerebral normal.

Palavras-chave: estresse oxidativo; fun¢do mitocondrial; inflamag&o;
exercicio fisico; 6-hidroxidopamina e Doenca de Parkinson.






ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the effects of different protocols of
physical exercise on behavioral and neurochemical parameters in an
experimental model of Parkinson's disease (PD) induced by 6-OHDA.
In the first study the animals were randomly divided into four groups (n
= 8): Sham, DP, TR (sham + trained) and DP + TR (trained + SD) and
the two following studies in six groups (n = 12) : Sham, ST (strength
training), TT (treadmill training), DP, ST + PD and TR + PD. Physical
training was carried out for 8 weeks and 24 hours after the last exercise
session the PD was induced by the administration of 6-OHDA. Seven
days after the exposure to 6-OHDA, the animals performed behavioral
tests (rotational test, open field and forced swim tests) and euthanized
by decapitation. The striatum and hippocampus were surgically removed
and processed in a specific buffer for analysis by West Blot of tyrosine
hydroxylase (TH), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a-
synuclein, sarcoplasmic reticulum Ca2 + ATPase (SERCA ),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX), pro-brain-derived neurotrophic factor (pro-BDNF), tyrosine
kinase B (TrkB) receptors, nuclear factor kappa B (NF-kB) and 1 -
Sirtuin (Sirtl) or to the oxidative damage in lipids (TBARS) and
proteins (carbonyl groups). Levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-
o, IL-1B, IL-17, INF-y and TGF-B1), complex I activity NO production
(nitrite / nitrate)were also measured. In the first study, PD and TPD
groups showed a rotational asymmetry and a significant decrease in the
level of TH, BDNF, alpha-synuclein, SOD, CAT, and GPX, as well as
an increased content of TBARS and carbonyl, as seen in PD group. The
TH level was not significantly changed, but the TPD group showed
raised levels of BDNF, SERCA Il, SOD and CAT and decreased
oxidative damage to lipids and proteins. In the second study, animals
with PD showed a change in depressive behavior and rotational
asymmetry, and when exposed to treadmill and strength training these
parameters were decreased,furthermorethe levels of pro-BDNF, BDNF
and TrkBin striatum and hippocampus of mice were increased.
Additionally, a significant improvement in the complex I, SIRT-1 and
TH activity levels were observed in animals exposed to different models
of physical training as well as a reduced levels of NF-kB and TNF-a,
IL-1B, IL 17, INF-y and TGF-f in the striatum and hippocampus of mice
after the administration of 6-OHDA. Taken together, the results suggest
that physical training, regardless of the models used, but under the
conditions of intensity, volume and duration used in this study, exerts a






neuroprotective effect in hippocampus and striatum of rodents exposed
to an experimental model of PD. These results reflect the ability of
physical training to modulate the redox state of brain and preserve the
content of neurotrophic protein with modulation of inflammatory
parameters, which are important for the maintenance of normal brain
function.

Keywords: oxidative stress; mitochondrial function; inflammation;
exercise; 6-hydroxydopamine and Parkinson's disease.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa
progressiva lenta e irreversivel, com prevaléncia estimada em 1 a 3 % na
populagcdo mundial com idade acima de 55 anos (Emborg, 2004; Gandhi
e Wood, 2005; Protter et al., 2012). E a segunda doenga degenerativa
mais prevalente no mundo apds a doenca de Alzheimer (Olanow e
Tatton, 1999; Fahn e Sulzer, 2004; Lau e Breteler, 2006).

Em 1817, a doenca foi descrita pela primeira vez, como uma
sindrome neuroldgica, pelo médico inglés James Parkinson, que
publicou “An Essay on the Shaking Palsy” (Ensaio sobre a paralisia
agitante) (Dauer e Przedborski, 2003; Trimmer et al., 2009), no qual
descreveu as caracteristicas clinicas de seis pessoas. Os sinais clinicos
caracteristicos observados foram tremor em repouso, rigidez do tonus
muscular, acinesia, bradicinesia e disturbios do reflexo postural, com
instabilidades posturais (Tajiri et al., 2010). Anos mais tarde, no século
XX, o neurologista francés Jean Charcot, descreveu melhor a DP, gracas
aos seus estudos e aos conhecimentos clinicos da doenca. Além dos
sintomas motores, 0s pacientes afetados pela DP também podem
manifestar sintomas ndo motores, antecedem 0s sintomas motores, como
alteracdo cognitiva, da memoria, do sistema nervoso autdnomo (SNA),
alteracBes do sono e depressao (Fotiou et al., 2009; Sevillano-Garcia e
Manso-Calderén, 2010). Em alguns casos, a sintomatologia da doenca
pode existir de maneira unilateral, com inicio nas primeiras fases da
doenca, podendo predominar e perdurar por muito tempo no seu
transcorrer, chegando até a 20 ou 30 anos, apds o diagnostico (Qureshi
et al., 2012). A principal caracteristica neuropatolégica da DP é a perda
de neurbnios dopaminérgicos, localizados na substancia nigra do
mesencéfalo e por inclusdes intracitoplasmaticas destes neurbnios
conhecidos como corpos ou corpusculos de Lewy, apartir da agregacédo
anormal de proteinas como a-sinucleina e ubiquitina (Emborg et al.,
2004; Gandhi e Wood, 2005; Protter et al., 2012). Na DP a via
nigroestriatal esté atribuida ao déficit na quantidade de dopamina (DA)
no encéfalo (Gandhi e Wood, 2005), sendo constituida por neur6nios,
associado a corpos celulares localizados na substancia nigra parte
compacta (SNpc) e projetam seus axonios para o caudado-putadmen, ou
corpo do estriado (Rousseaux et al., 2012) (Figura 1). Estes neurbnios
tém como fungdo a producdo de DA, como neurotransmissor, a qual
exerce uma fungdo inibidora importante no controle central dos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fotiou%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19414041
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sevillano-Garc%C3%ADa%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20205149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sevillano-Garc%C3%ADa%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20205149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Manso-Calder%C3%B3n%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20205149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qureshi%20SU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23197499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qureshi%20SU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23197499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rousseaux%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23019375
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movimentos (Yamanouchi e Nagura, 1997; Dauer e Przedorski, 2003).
O comprometimento desse processo altera 0s movimentos automaticos,
assim como a regulacdo do ténus e da postura (Dauer e Przedorski,

2003; Gandhi e Wood, 2005; Da Cunha et al., 2008).
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Figura 1 - Representagdo da via nigroestriatal, paciente saudavel (A) e paciente

com a doenca de Parkinson (B). (C) Representacdes das

inclustes
citoplasmaticas (corplsculos de Lewy) (Adaptacdo conforme Dauer e
Przedorski, 2003).

Adicionalmente, a diminuicdo de neurdnios dopaminérgicos da
via nigroestriatal conduz para uma grande perda nos niveis de DA no
estriado (Dauer e Przedborski, 2003; Da Cunha et al., 2008), gerando o
aparecimento sintomatico caracteristico da DP. Analises bioquimicas
demonstram que os sintomas manifestam-se quando ha uma diminui¢do

substancial de DA, em torno de 50% ou mais (Debeir et al., 2005;
Haleagrahara et al., 2011).
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1.2 NEUROFISIOLOGIA

O comprometimento do sistema extrapiramidal altera os
movimentos automaticos, assim como a regulacéo do ténus e da postura
e em consequéncia ha presenca de movimentos involuntarios,
espontaneos e com alteragdes no tbnus observado através de distlrbios
clinicos como tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural
(Arruda e Menezes, 2003). Estudos clinicos iniciais de um distdrbio
motor, originalmente denominado “paralisia trémula” por James
Parkinson em 1817, foram relacionados a degeneracdo de neurdnios em
uma regido dos ganglios basais denominada substancia nigra pars
compacta (SNpc). Alteragbes desse nlcleo estdo associadas aos
sintomas motores complexos, caracterizados por lentiddo ou falta de
movimento (Rousseaux et al., 2012).

Alteracfes celulares em outras regides dos ganglios basais
resultam em sintomas motores muito diferentes, como 0s movimentos
descontrolados da doenga de Huntington (Olanow e Tatton, 1999;
Arruda e Meneses, 2003).

Os ganglios da base consistem em cinco ndcleos subcorticais
gue se estendem ao telencéfalo, ao diencéfalo e ao mesencéfalo.
Diferentes terminologias tém sido utilizadas para o grupo de ndcleos
gue constituem os ganglios basais, mas, comumente eles tém sido
descritos como nicleo caudado, putdmem, globo palido, nicleo
subtalamico e substancia nigra (Rousseaux et al., 2012).

A substancia nigra é constituida por uma camada grande de
células situadas dorsalmente ao pedinculo cerebral. Ela também ¢é
composta por dois grupos celulares. A parte compacta é a mais dorsal
das duas e apresenta a maioria das células que produzem o
neurotransmissor DA. Uma substancia pigmentada denominada
melanina, a qual é derivada da DA, faz com que o tecido tenha um
aspecto escuro e ¢ responsavel pelo nome “substincia nigra”. A parte
reticulada é palida e juntamente ao globo palido interno forma a
principal via de saida de informacdo dos ganglios da base.
Funcionalmente, esses dois nucleos podem ser considerados uma
estrutura conhecida como nucleos de saida (Dauer e Przedborski, 2003;
Trimmer et al., 2009; Rousseaux et al., 2012).

A DA possui diversos efeitos mediados por subfamilias de
receptores dopaminérgicos, principalmente, D1 e D2. A distribuicéo
neuroanatébmica de cada tipo de receptor dopaminérgico é variavel, o
que sugere fungdes especificas para cada um deles. A questdo
fisiolégica critica nos diferentes modelos de funcionamento dos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rousseaux%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23019375
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ganglios da base fundamenta-se no aspecto da segregacdo ou co-
localizacdo dos receptores D1 e D2 (Dauer e Przedborski, 2003). Se 0s
receptores sdo segregados, a DA pode, diferencialmente, regular as vias
diretas e indiretas pela estimulagdo concomitante dos respectivos
receptores D1 e D2. Os receptores do tipo D1 sdo geralmente
encontrados em regiGes pds-sinapticas. Os receptores D2 séo
responsaveis por desempenhar um papel importante na codificacdo da
funcdo motora no estriado, sendo encontrados em regides pds-sinapticas
e pré-sinapticas (Dauer e Przedborski, 2003; Caiazzo, 2011). Existem
varias evidéncias que suportam a idéia segregativa de receptores, mas o
mecanismo de acdo a nivel celular desses receptores mostra um
processo  complexo, incluindo o envolvimento de outros
neurotransmissores (Arruda e Meneses, 2003; Trimmer et al., 2009;
Rousseaux et al., 2012). A sintese de DA consiste na conversdo do
aminoacido tirosina em L-DOPA pela agdo da enzima tirosina
hidroxilase (TH), na presenca do cofator obrigatério tetrahidrobiopterina
(BH4), sequida da acdo da descarboxilase de aminoacidos aromaticos
para posteriormente ser convertida a DA e armazenada em vesiculas
sinapticas (Fahn e Sulzer, 2004; Trimmer et al., 2009; Rousseaux et al.,
2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caiazzo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21725324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rousseaux%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23019375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rousseaux%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23019375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rousseaux%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23019375
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Figura 2 - Representacédo da sintese de dopamina e noradrenalina. Fonte:

http://www.hu.uel.br/index.php?pagina=129&pai=5>
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1.3 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

Segundo dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) de 2011, a proporcado de idosos no Brasil
teve um crescimento generalizado nos dltimos dez anos. O percentual de
pessoas com mais de 60 anos aumentou de 8,6%, em 2000, para 10,8%
em 2010. Representando aproximadamente 15 milhdes de habitantes e
nos proximos 20 anos, 0 nimero de idosos no Brasil podera ultrapassar
a marca dos 30 milhdes e devera representar quase 13% da populagdo ao
final deste periodo. O aumento do nimero de pessoas com mais de 60
anos vai refletir também o crescimento da quantidade de idosos com a
DP, uma vez que a idade est4 diretamente relacionada com as doengas
neurodegenerativas, em especial Parkinson e Alzheimer (Protter et al.,
2012).

A DP atinge todos os grupos étnicos independentemente de
classes socio-econdmicas. Segundo o Ministério da Saude de 2011,
estima-se uma prevaléncia mundial de 100 a 200 casos por 100.000
habitantes. Embora a prevaléncia da DP no Brasil ndo seja conhecida,
dados da Associacdo Brasileira de Parkinson (ABP) (2011), indicam que
no pais aproximadamente 2% da populacdo brasileira sdo acometidos
pela doenca.

Embora a etiologia da DP ainda permaneca pouco
compreendida, muitos fatores tém sido associados a predisposicdo e a
manifestacdo da doenca. A reducéo dos neurdnios dopaminérgicos pode
estar associada a diferentes mecanismos, incluindo estresse oxidativo,
excitoxicidade, distirbio homeostatico do célcio, inflamacédo, fatores
genéticos, apoptose, fatores ambientais e agregacéo de proteinas (Dauer
e Przedborski, 2003; Emborg et al., 2004; Vargin et al., 2012). Outra
possibilidade para a causa da doenca esta relacionada ao fator genético.
Genes como parkina, podem estar envolvidos com o aparecimento da
doenca (Protter et al., 2012).

Alguns estudos tém destacado o papel de fatores ambientais no
desenvolvimento da DP, como por exemplo, a exposicdo cronica a
alguns tipos de herbicidas e pesticidas (Fall et al., 1999; Vanacore et al.,
2002). A rotenona e paraquate sdo exemplos de pesticidas e herbicidas,
0s quais possuem penetracdo livre através da membrana celular em
neurbnios dopaminérgicos, inibindo o Complexo |, da cadeia
respiratoria, gerando espécies reativas de oxigénio (ERO). Sua principal
acao é o desacoplamento da fosforilacdo oxidativa e também o colapso
do potencial da membrana mitocondrial, resultando na reducdo das
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concentragBes de Adenosina trifosfato (ATP), induzindo a apoptose
celular (Veech et al., 2000; Esteves et al., 2008).

Embora, o processo neurodegenerativo da DP ndo esteja
totamente esclarecido, muitos estudos sugerem que a doenca seja
desencadeada por um ou mais fatores, como producdo excessiva de
radiacais livres (RL), toxinas ambientais, envelhecimento cerebral,
disfungdo mitocondrial, predisposicdo genética e neuroinflamagéo
(Olanow et al., 1998; Alexi et al., 2000; Peng et al., 2005; Lau e
Breteler, 2006; Abdin e Sarhan, 2011). Outro mecanismo
fisiopatoldgico na DP parece ser a deplecdo nos niveis de DA na SNpc,
ndo diretamente relacionada & perda dos neurdnios da via nigroestriatal,
mas a associada com a degeneracdo da prdpria via nigroestriatal
dependente dos corplsculos de Lewy, os quais sdo marcadores
patolégicos da DP (Yoon et al., 2007; Tajiri et al., 2010). Estudos
mostram que a degeneracdo na via nigroestriatal esta associada com a
diminuicdo de DA em regiGes do cérebro como cértex pré-frontal, as
quais recebem projecGes dopaminérgicas da area tegmental ventral
(Yoon et al., 2007; Tajiri et al., 2010).

1.4 DEPRESSAO NA DOENCA DE PARKINSON

A depressdo tem sido apontada como um dos fatores
responsaveis para uma reducdo na qualidade de vida dos pacientes,
assim como, na piora das fungfes cognitivas e motoras na DP, tendo um
grande impacto no progndstico da doenga (Kish, 2003; Rojo et al., 2003;
Weintraub, 2011). Sua prevaléncia em pacientes com a DP ocorre em
torno de 25% a 40%, incluindo estagios iniciais e finais da doenga
(Silberman et al., 2004; Poewe et al., 2007).

Além da neurodegeneracdo e perda de transmissdo
dopaminérgica, outros sistemas de neurotransmissores  estdo
significativamente prejudicados na DP, incluindo sistemas de
transmissdo noradrenérgicos e serotonérgicos (Chan-palay e Asan,
1989; Kish, 2003). Juntamente com a perda severa de neurdnios
dopaminérgicos, e os danos a sistemas glutamatérgicos contribuem para
a depressdo e déficits cognitivos, que sdo observadas em mais de 50%
dos pacientes com DP (Ravina et al., 2007; Martinez- Martin e Damian,
2010; Goldman e Litvan, 2011; Smith et al., 2012). Efeitos inibitorios
locais garantem o retorno da homeostase, porém, um estressor pode
romper este sistema de feedback, alterando os niveis estriatais e do fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), responsavel pelo


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584908006631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abdin%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21889550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abdin%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21889550
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crescimento e diferenciagdo de novos neurdnios e suas conexdes (Aan
Het Rot et al., 2009).

A depressdo na DP também pode ser resultado de um estagio
avangado da doenca degenerativa, associado a uma disfuncdo entre o
sistema  catecolaminérgico  (dopamina e noradrenalina) e
serotoninérgico, sendo um indicativo de um quadro avancado da
depressdo (Goldman e Litvan, 2011; Smith et al., 2012). Estudos
mostram que a baixa atividade serotoninérgica, pode ser um fator de
risco para o desenvolvimento da DP (Kish, 2003; Goldman e Litvan,
2011). A serotonina tem como fung&o, inibigdo da liberacdo de DA no
estriado, sendo assim, a redu¢do da atividade da serotonina pode ser um
mecanismo compensador para a reducdo da atividade de DA na DP.
Contudo, a reducdo de serotonina pode levar a um quadro depressivo,
predispondo também a maior vulnerabilidade dos pacientes com DP
sofrerem um transtorno depressivo. Embora complexa, a depressao e a
DP, sdo transtornos que apresentam fatores de risco interferindo para o
desenvolvimento de ambas (Kish, 2003).

O tratamento farmacolégico da DP é complexo, e 0s pacientes
sdo tratados, com o objetivo principal de controlar os sintomas (Worth,
2013). A levodopa, a qual é convertida em DA no cérebro, é o farmaco
mais eficaz na DP reduzindo o tremor, rigidez e lentiddo, e melhorando
o controle muscular, equilibrio e marcha. No entanto, ndo é possivel
parar a degeneracdo subjacente, apenas com o tratamento, amenizar 0s
sintomas que sdo resultados de danos aos neurbnios também ndo-
dopaminérgicos (Minagar et al., 1999; Coelho e Ferreira, 2012; Hirsch,
2012; Starkstein et al., 2012).

1.5 DISFUNCAO MITOCONDRIAL E A DOENCA DE PARKINSON

Nos Gltimos anos, varios estudos experimentais e revisdes tém
sido realizados mostrando o papel da disfuncdo mitocondrial na DP
(Fischer et al., 1985; Fornai et al., 2005; Keeny et al., 2006; Schapira et
al., 2006; Aguiar et al., 2008; Kerr et al., 2010; Winklhofer e Haass,
2010) e essas alteragdes parecem refletir na produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), contribuindo para a senescéncia cerebral e
neurodegeneracdo (Navarro e Boveris, 2007 e 2010; Winklhofer e
Haass, 2010).

Como as mitocdndrias séo as maiores fontes de ATP e de ERO
(espécies reativas de oxigénio) em neur6nios, elas possuem um papel
importante na DP (Navarro e Boveris, 2010). Vérias proteinas
mitocondriais exercem efeitos de protecdo contra a morte neuronal


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=17339843#bib84
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induzida por calcio (Ca*") incluindo proteinas pré e antiapoptéticas que
modificam a permeabilidade da membrana mitocondrial e proteinas
antioxidantes e desaclopadores que reduzem a producdo de ERO na
mitocéndria (Chan, 2006; Hoppins et al., 2007; Knott e Bossy-Wetzel,
2008; Kerr et al., 2010; Aleixo et al., 2012).

As especulagdes de que anormalidades mitocondriais estariam
relacionadas com a etiopatogenia da DP surgiram apds a definicdo da
existéncia de reducdo da atividade do complexo | mitocondrial;
Nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH); quinona oxirredutase,
bem como o aumento da inibicdo do complexo a-cetoglutarato
desidrogenase (Knott e Bossy-Wetzel, 2008; Aleixo et al., 2012). Essa
disfungdo mitocondrial foi reforcada pelos estudos de parkinsonismo
induzido pela exposicdo a 6-OHDA, com evidéncia da presenca de
inibicdo seletiva do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial na
SNpc do mesencéfalo, contribuindo para uma lesdo e consequente morte
neuronal (Schapira, 1999; Fornai et al., 2005).

Especificamente sobre a inibicdo do complexo I, duas
consequéncias tornam-se evidentes: a deplecdo do ATP, que
consequentemente prejudica os processos celulares dependentes de
ATP, e a geragdo excessiva de ERO culminando em estresse oxidativo
(Aguiar et al., 2008).

1.6 ESTRESSE OXIDATIVO E A DOENCA DE PARKINSON

Para Moreira et al (2004), o dano oxidativo a macromoléculas
biolégicas é o ponto marcante da maioria das doencas
neurodegenerativas como a DP. Dados da literatura apontam o
envolvimento da homeostase de Ca?* na disfuncdo mitocondrial e na
producdo de radicais livres (RL), provocando alteracdes relevantes na
funcdo cerebral e conseqlientemente, no desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (Przedborski et al., 2003; Vila et al., 2003; Aguiar et
al., 2007).

Embora os mecanismos moleculares da DP ainda ndo estejam
totalmente compreendidos, varios estudos sugerem que as alteragdes do
metabolismo celular, como reducdo da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial (Mandemakers et al., 2007; Mounsey e Teismann, 2011;
Pacelli et al., 2011; Wen et al., 2011) e a geracdo de radiacais livres
(RL) (Zhou et al., 2008; Baillet et al., 2010; Surendran e Rajasankar,
2010) desempenham um importante papel na patogénese da DP, pois 0
cérebro possui um grande potencial oxidativo pelo alto consumo de
oxigénio (Halliwell e Gutteridge, 2007). No entanto, a capacidade do
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cérebro é limitada em suportar o estresse oxidativo, pois 0 mesmo
possui elevadas quantidades de acidos graxos poliinsaturados, 0s quais
sdo facilmente oxidados por RL, actimulo de Fe®* e baixos niveis de
antioxidantes, enzimas e substratos (Jenner, 2003), 0 que sugere a
necessidade de intervengbes que poderiam prevenir ou diminuir a
geracdo dos danos oxidativos pela DP.

O estresse oxidativo tem sido constantemente associado com o
desenvolvimento da DP devido as elevadas condigdes oxidativas que
predomina nos neurénios dopaminérgicos (Whitton et al., 2007). Como
em qualquer outro tecido o estresse oxidativo no sistema nervoso central
(SNC) depende do equilibrio entre a producdo das ERO, espécies
reativas de nitrogénio (ERN) e o sistema de defesa antioxidante. As
ERO (incluindo os radicais superéxido - O, - hidroxila - OH' e peréxido
de hidrogénio - H,O,) e as ERN (incluindo o perdxinitrito - ONOQO', que
¢ a ERN com maior potencial reativo sdo as principais causas do
estresse oxidativo no SNC (Halliwell e Guteridge, 2007). Os danos
oxidativos gerados por esse desequilibrio prejudicam a funcéo celular,
especificamente por atacar lipidios, proteinas e acidos nucléicos
(Halliwell e Guteridge, 2007).

Todos 0s organismos aerébicos sdo suscetiveis a acdo das ERO
produzidas pela mitocondria durante a respiragdo ou em outros eventos
celulares (Calabrese et al., 2007). A quantidade de ERO produzida é
aproximadamente 2-5% do total do oxigénio consumido durante a
respiracdo (Halliwell e Guteridge, 2007).

Vérias vias podem estar associadas com a formagdo das ERO,
podendo haver uma relagdo direta com a reacdo de Fenton ou por via
indireta envolvendo a ativacdo de enzimas como fosfolipases e 6xido
nitrico sintase (NOS) (Calabrese et al., 2007). Foram encontrados, niveis
reduzidos de glutationa (GSH), que constitui o principal sistema redox
de controle do estresse oxidativo, em amostras de SNpc de pacientes
post mortem com a DP (Maetzler et al., 2011). Embora seja evidente a
diferenca entre as estruturas cerebrais, a SNpc é altamente suscetivel ao
estresse oxidativo por conter uma elevada populacdo de neurénios
dopaminérgicos que produz quantidades significativas de ERO (Gandhi
e Wood, 2005). Adicionalmente, tem sido sugerido que o estresse
oxidativo leva a ativacdo de caspases e consequente apoptose na DP
(Friedlander et al., 2003), como também pode levar ou potencializar
reacdes inflamatdrias crénicas causando modificagbes em varias
biomoléculas. Klein e Ackerman (2003) observaram que neurdnios
dopaminérgicos na SNpc de cérebros de pacientes com DP exibiram
marcadores de estresse oxidativo, como peroxidacao lipidica, oxidacdo
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de proteina e de &cidos nucléicos e alteracfes no sistema de defesa
antioxidante.

A presenca de niveis aumentados de ERO promove uma
neurodegeneracdo seletiva na DP. Uma das explicagbes é a auto-
oxidacdo da DA (Miyazaki et al., 2006; Tsang e Chung, 2009). No
interior das células, a DA pode ser degradada pela monoamino oxidase
A (MAO-A), ou sofrer auto-oxidacdo. A metabolizacdo da DA pela
MAO-A produz o &cido dihidroxifenilacético (DOPAC) e o perdxido de
hidrogénio (H,0,) consumindo agua (H,O) e oxigénio (O,). Ja a sua
auto-oxidacao intracelular, gera H,0O, e DA-quinona que pode levar a
modificacdo das proteinas diretamente (Hald e Lotharius, 2005; Tsang e
Chung, 2009). O H,0,, na presenca de Fe”*, através da reacdo de
Fenton, pode ser convertido em radical hidroxila (OH"), os quais sdo
altamente reativos e podem reagir com praticamente qualquer
macromolécula celular. O desequilibrio energético relacionado pode
levar ao rompimento de vesiculas que armazenam a DA, aumentando
sua concentragdo no citosol e ocasionando danos as macromoléculas
(Dauer e Przedborski, 2003). Além disso, as ERO e ERN estdo
envolvidas em processos apoptdéticos e em mecanismos de
excitotoxicidade (Dauer e Przedborski, 2003; Miyazaki et al., 2006).

A cadeia transportadora de elétrons, em particular o complexo |
e I, é a principal fonte de formacdo de ERO (Dauer e Przedborski,
2003; Miyazaki et al., 2006). A baixa producdo de ATP e a alta razdo de
Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido e oxidado (NADH/NAD")
na matriz, por exemplo, sdo condictes que favorecem a formacéo de O~
no complexo | da mitocéndria (Winklhofer e Haass, 2010). De acordo
com Halliwell e Guteridge (2007), a produgéo de O, nesse complexo é
significativamente aumentada durante o transporte reverso de elétrons
gue ocorre quando o fornecimento de elétrons a partir do succinato
(aumentado durante o exercicio e em condicdes de hipoxia), do glicerol-
3-fosfato ou da oxidagdo de acidos graxos, por reduzir a ubiguinona
para ubiquinol, direcionando os elétrons para o complexo I. Nessas
condicbes a NAD" é reduzida para NADH e o ubiquinol é oxidado para
ubiquinona (Dauer e Przedborski, 2003; Miyazaki et al., 2006).

1.7 NEUROINFLAMAGAO NA DOENCA DE PARKINSON

A Neuroinflamagcdo desempenha um importante papel na
neurodegeneracdo de neurdnios nigrostriatais (Bolin et al., 2002; Di
Filipe et al., 2010). Estudos demonstraram que a inflamacdo esta
associada a ativagdo microglial, na substancia nigra, e a baixa regulacéo
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do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (McGeer et al.,
1988; Rowe et al., 1998; Johnston et al., 2008; Brothers, et al., 2013). A
microglia é constituida pelas células residentes imunocompetentes do
SNC e tem a funcdo de monitorar o cérebro contra patégenos e lesdes.
Isto sugere que a patogénese subjacente envolve uma complexa resposta
na via nigroestriatal, e que o sistema imune inato desempenha um papel
significativo (Mcgeer et al., 2003; Lane et al., 2008; Johnston et al.,
2008). A neuroinflamacdo € regulada por muitas moléculas de
sinalizacdo, incluindo citocinas (Esposito et al., 2007; Tansey et al.,
2007), as quais desempenham um papel no desenvolvimento normal do
cérebro, assim como no processo imuno-patoldgico apds a lesdo e
neurodegeneracdo (Manthripragada et al., 2011). Quando ativadas,
segregam uma matriz complexa de mediadores adicionais, citocinas,
guimiocinas, enzimas proteoliticas, ERO e proteinas, que podem exercer
efeito tdxico sobre o sistema dopaminérgico (Mcgeer et al., 2003; Lane
et al., 2008).

Os estudos relatam niveis elevados de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como interferon-gama (IFN-y), interleucina-1 beta
(IL-1p), interleucina-17 (IL-17) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
assim como o fator de transformacdo de crescimento-1 beta (TGF-p1)
expressos por células gliais, na regido nigrostratial de pacientes com DP
(McGeer et al., 1988; Liberatore et al., 1999; Wu et al., 2003; Sawada et
al., 2006; Brodacki et al., 2008; Tansey et al., 2008; Li et al., 2009). A
presenca destes mediadores pro-inflamatdrias contribui para o aumento
da ativacdo da microglia. De acordo com Orr et al. (2002), citocinas
associadas aos fatores liberados por células dopaminérgicas parecem
ampliar e sustentar a neuroinflamagdo, como também, as respostas
imunes que conduzem a destruicdo irreversivel dos neurbnios
dopaminérgicos do SNC. Adicionalmente as citocinas derivadas da
ativacdo microglial podem ser potencialmente téxicas ao se ligarem nos
seus receptores neuronais, e também podem induzir enzimas microgliais
como a mieloperoxidase (MPO), Ciclo-oxigenase-2 (COX-2), o6xido
nitrico sintase (iNOS) e NADPH oxidase, potencializando o mecanismo
de oxidagdo de biomoléculas. Portanto, a redugdo da atividade destas
enzimas, em modelos animais de DP reduz a perda neuronal, bem como
o0s sinais e sintomas da doenca (Hirsch e Hunot, 2009; Witte et al.,
2010).

Outro fator a ser considerado na neuroinflamagdo na DP é a
neurotoxicidade e ativacdo do fator nuclear Kb (NF-kB), o qual medeia
processos inflamatérios, estando envolvidos no estresse oxidativo
cerebral (Lane et al., 2008).
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1.8 EXERCICIO FiSICO NA DOENGA DE PARKINSON

As intervencdes terapéuticas de rotina, especialmente as a¢des
farmacoldgicas, tém contribuido significativamente para o tratamento
das doencas neurodegenetarivas, contudo apresentam limitacGes.
Acredita-se que o exercicio fisico regular exerca um efeito positivo
sobre a resposta neuroquimica (Carvey et al., 2006; Aguiar et al., 2007;
Tuon et al., 2012), comportamental (Petzinger et al., 2007),
mitocondrial (Bloomer et al., 2008; Elokda et al., 2010) e inflamatdria
(Miller et al, 2012; Tan, 2012). Entretanto, dependendo da frequéncia,
duracdo e intensidade, o0 exercicio tanto pode aumentar a producdo de
ERO e levar a danos oxidativos, como também, em intensidades leves e
moderadas, pode melhorar a capacidade de defesa antioxidante do
organismo (Da cunha et al., 2007; Tuon et al., 2010). Adicionalmente,
diversos outros parametros neuroquimicos respondem
diferenciadamente conforme a especificidade do exercicio.

Deste modo, o exercicio fisico de intensidade leve a moderada
surge como estratégia neuroprotetora (Tuon et al., 2012). Evidéncias
cientificas sustentam os beneficios ao metabolismo oxidativo em éareas
cerebrais de roedores submetidos ao exercicio de intensidade leve a
moderada (Radék et al., 1995; Somani et al., 1996; Carvey et al., 2006;
Aguiar et al., 2007), e oposto quando submetidos ao exercicio intenso
(Aguiar et al.,, 2008). O treinamento fisico moderado aprimora o
aprendizado e a memoria (Radak et al., 2001), como também a
coordenacdo motora (Petzinger et al., 2007). No que se refere aos
marcadores neuroquimicos, 0 treinamento reduz os niveis de
lipoperoxidagdo e carbonilacdo de proteinas no estriado, cerebelo,
hipocampo e cortex cerebral (Radak et al., 2001; Ogonovszky et al.,
2005; Jolitha et al., 2006, Aguiar et al., 2007; Tuon et al., 2012) e
aumenta os niveis de DA no estriado (Tillerson et al., 2003; Petzinger et
al., 2007), assim como diminui a atividade do transportador de
dopamina (DAT) aumenta a expressdo de receptores dopaminérgicos-
D2 (Fisher et al., 2004).

Estudos demonstraram que o exercicio fisico melhora a funcéo
cognitiva, neuroquimica e mitocondrial em modelos experimentais
(Bloomer et al., 2008; Elokda et al., 2010; Tuon et al., 2010; Aguiar et
al., 2011; Lin et al., 2012; Pietrelli et al., 2012; Dutra et al., no prelo),
além de ter efeito neuroprotetor (Tajiri et al., 2010; Funk et al., 2011).
Contudo, os mecanismos responsaveis por estes efeitos neuroprotetores
sdo pouco compreendidos e ndo tem sido amplamente investigados.
Tajiri et al, (2010) mostrou que o exercicio exerce efeitos
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neuroprotetores no sistema dopaminérgico e aumenta a migracdo
neuronal, pelo menos em parte, através da modulagdo do
microambiente, incluindo a regulacdo de BDNF e o fator neurotréfico
derivado de células gliais (GDNF), aumento da neurogénese e
diferenciacdo celular. No entanto, nenhum estudo foi realizado para
mostrar o efeito neuroprotetor do exercicio em parametros de estresse
oxidativo em modelos experimentais de DP.

O exercicio moderado desencadeia respostas regulatorias que
retardam, pelo menos em parte, o declinio mitocondrial do cérebro,
assim como, o aumento do estresse oxidativo e diminuicdo das
atividades enzimaticas mitocondriais (Navarro et al., 2004; Arcoverde et
al., 2008; Goodwin et al., 2008; Lautenschlager et al., 2008; Dibble et
al., 2009; Weintraub e Morgan, 2011; Tuon et al., 2012). O treinamento
de resisténcia envolve uma série de adaptacdes geralmente levando a
regulacdo positiva de mecanismos de protecdo de tecido (Somani e
Husain, 1996; Goto et al., 2007). Estas adaptac¢Ges incluem o aumento
da biogénese mitocondrial e reducdo inflamatéria com aumento
concomitante no sistema antioxidante, o que leva a um controle mais
eficaz da producdo de RL. Contudo, as mitocondrias sdo organelas
essenciais envolvidas na adaptacdo bioenergética dos neurdnios,
aumento da atividade neuronal e plasticidade sinaptica em resposta ao
exercicio (Dietrich et al., 2008).

1.9 MODELO ANIMAL DE DOENCA DE PARKINSON INDUZIDO
POR 6-OHDA

Modelos experimentais de DP sdo de grande importancia,
contribuindo para o avango do conhecimento cientifico, refletindo as
caracteristicas da doenca, simulando alterac6es histolégicas, patologicas
e bioquimicas, assim como proporcionando a busca de novas estratégias
de protecdo dos neur6nios dopaminérgicos (Ungerstedt 1968; Decressac
etal., 2012). Como a DP ndo se manifesta espontaneamente em animais,
0s sinais e sintomas sdo observados quando da utilizacdo de agentes
neurotoxicos, como a 6-OHDA, MPTP ou a rotenona (Schwarting et al.,
1996).

A 6-OHDA foi a primeira neurotoxina descoberta para a
indugdo de morte seletiva de células catecolaminérgicas, ha cerca de 30
anos (Decressac et al., 2012). Desde entdo, € utilizada em modelos de
DP em vérias espécies de animais (Choe et al., 2012), por possuir alta
afinidade pelos transportadores catecolaminérgicos da membrana
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plasmatica, como o DAT, e o transportador de norepinefrina (Lindgren
et al., 2012). A interacdo com as catecolaminas podem causar danos
tanto nos neurbnios dopaminérgicos, quanto nos neurdnios
noradrenérgicos, do SNC e periférico (Da Cunha et al., 2008; Galindo et
al., 2012).

Uma vez administrada no cérebro, a 6-OHDA produz espécies
citotdxicas através de mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos (Choi
et al., 1999; Lindgren et al., 2012), dentre eles a sua auto-oxidacéo,
gerando o H,0,, ERO e quinonas que agridem os grupos nucleéfilos
endocelulares e levam a oxidagdo da DA pela MAO formando H,0O,,
induzindo a producdo de ERO adicionais (Blum et al., 2001). Estudos
mostram que a 6-OHDA pode agir diretamente na mitocdndria inibindo
o complexo 1, contribuindo para um ambiente celular propicio a
producdo de ERO e consequentemente ao estresse oxidativo (Choe et
al., 2012; Galindo et al., 2012; Tuon et al., 2012).

A injecdo de 6-OHDA é comumente associada a administracéo
de bloqueadores do transportador de noradrenalina (NA), como a
desipramina, com o objetivo de reduzir a captacdo desta neurotoxina por
neurbnios noradrenérgicos e aumentar a seletividade para neur6nios
dopaminérgicos. A Figura 3 mostra 0s mecanismos de toxicidade da 6-
OHDA e a acdo da desipramina, um inibidor de recaptacdo de NA
(Kwon et al., 2010).
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Figura 3: Mecanismos de neurotoxidade induzido por 6-OHDA. DAT -
transportador de DA; EROS - espécies reativas de oxigénio; NAT -
transportador de NA (Simola et al., 2007).

A injecdo de 6-OHDA no corpo do estriado produz uma
degeneracao retrograda lenta do sistema nigroestriatal (Lee et al., 1996),
mimetizando a progressdo da DP e viabilizando a investigacdo de
tratamentos neuroprotetores (Georgievska et al., 2002). A 6-OHDA é
incapaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica (Choe et al., 2012;
Galindo et al., 2012; Tuon et al., 2012), devendo ser injetada
diretamente através de cirurgia estereotaxica no estriado, na SNpc ou no
feixe prosencefalico medial (FPM). Ap6s 24 horas da sua administragdo,
inicia-se a morte neuronal, chegando em niveis maximos de reducédo de
DA estriatal entre 3 a 4 dias apds a lesdo (Galindo et al., 2012). O
evento acontece associado a uma reducdo de recaptagdo de
catecolaminas, de neurbnios imunorreativos para a enzima tirosina
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hidroxilase (TH) e diminuicdo nos niveis de metabdlitos das
catecolaminas (Choe et al., 2012).

A inducdo unilateral da DP diretamente na SNpc com a 6-
OHDA leva a morte seletiva de neurdnios dopaminérgicos (Kwon et al.,
2010). Os animais acometidos com a lesdo apresentam um
comportamento motor assimétrico, fazendo com que o proprio animal
seja controle dele mesmo, ou seja, mostra um modelo
hemiparkinsoniano (Da Cunha et al., 2008). Quando sdo submetidos a
algum agonista dopaminérgico, como a L-Dopa e apomorfina, utilizado
neste trabalho, os neurbnios dopaminérgicos agem estimulando a
liberacdo da DA, gerando uma discreta assimetria no corpo e um
comportamento rotatorio contralateral a lesdo, podendo ser quantificado
no teste do rotarémetro (Da Cunha et al., 2008). A administracdo de
apomorfina, como utilizado nos estudos (Figura 4), gera movimento de
rotagdo contralateral, logo apds sua aplicagdo, comprovando a
destruicdo da SNpc na inducdo da supersensibilizacdo pds-sinaptica que
ocorre nos receptores dopaminérgicos do estriado ipsilateral
(Schwarting et al., 1996; Kwon et al., 2010; Galindo et al., 2012).

Figura 4: Representacdo do camundongo com lesdo na SNpc por 6-OHDA, sob
injecdo de Apomorfina exibe rotagdo contralateral a lesdo (Da Cunha et al.,
2008).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de diferentes protocolos de exercicio fisico
sobre pardmetros comportamentais e neuroquimicos em um modelo
experimental de doenga de Parkinson, induzido por 6-OHDA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre os niveis de
enzimas antioxidantes em estriado de animais submetidos ac modelo de
DP induzido pela 6-OHDA,;

. Avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre de danos
oxidativos em estriado de animais submetidos ao modelo de DP
induzido pela 6-OHDA;

. Avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre as neurotrofinas
em estriado de animais submetidos ao modelo de DP induzido pela 6-
OHDA;

. Avaliar os efeitos do treinamento de forga e o treinamento
aerobio em esteira sobre o comportamento de camundongos submetidos
ao modelo de DP induzido pela 6-OHDA,;

. Avaliar os efeitos do treinamento de forca e o treinamento
aerobio em esteira sobre os niveis de neurotrofinas no estriado e
hipocampo de camundongos submetidos ao modelo de DP induzido pela
6-OHDA,;

) Avaliar os efeitos do treinamento de forga e o treinamento
aerobio em esteira sobre o a funcdo mitocondrial no estriado e
hipocampo de camundongos submetidos ao modelo de DP induzido pela
6-OHDA,;

. Avaliar os efeitos do treinamento de forca e o treinamento
aerobio em esteira sobre os mediadores inflamatérios no estriado e
hipocampo de camundongos submetidos ao modelo de DP induzido pela
6-OHDA.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica do Exercicio e no Laboratério de Neurociéncias da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Todos o0s
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
diretrizes brasileiras para uso de animais com propdsitos cientificos e
didaticos (Lei 11.794; DOU 27/05/13; MCTI n° 7). Este projeto foi
executado apos aprovacio pela Comissio de Etica em Uso de Animais
da Universidade do Extremo Sul Catarinense (CEUA) sob o protocolo
nimero 113/2011.

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

1° Semana 8° Semana 1° dia 7° dia

Treinamento DP Teste Rotarémetro
Eutanasia

Figura 5: Desenho experimental do primeiro experimento.

1 7 67 68 75 76
Dias |} 1 1 1 1 1
Atividades H — H 1
\_T_I'- J J
Adaptagio DissecagBo de
Treinamento de h&|s1r|:doe
A pocampo
corrida, forga ou sem Infusso de 6-OHDA
treinamento estriatal
Teste de nado forgado
e campo aberto

Teste de rotardmetro

Figura 6: Desenho experimental do segundo e terceiro experimento.

3.2 EXPERIMENTO 1

3.2.1 Amostras: Trinta e seis ratos machos da linhagem Wistar, com 2
meses de idade, pesando 250-300 g. Os ratos foram obtidos do biotério
da Unesc e foram acondicionados em 5 animais por caixa, com ciclo
claro - escuro de 12 horas (07:00 - 19:00) (Claro das 7:00 - 19:00) e
comida e 4gua ad libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 +
1° C. Os animais foram randomicamente divididos em 4 grupos (n=8):
Grupo Sham (animal sem treinamento + cirurgia estereotaxica + salina),
Grupo sem treinamento + DP (animal treinado + cirurgia estereotaxica +
6-OHDA), Grupo Treinado (animal treinado + cirurgia estereotaxica +
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salina), Grupo Treinado + DP (animal treinado + cirurgia estereotaxica
+ 6-OHDA).

3.2.2 Protocolo de treinamento: Todos os animais foram ambientados
em uma esteira ergométrica, com nove canais (10 m.min, sem
inclinacdo, 10 min.dia*) durante uma semana, com o objetivo de reduzir
0 estresse no ambiente novo. Os ratos ndo receberam nenhum estimulo
para correr. Apos este periodo, 0s animais treinados que tiveram uma
boa resposta durante a adaptacéo do treinamento, foram selecionados a
um programa de treinamento de corrida com niveis progressivos de
intensidade (13-17 m min™, sem inclinacdo) durante 3 a 4 dias por
semana, durante 8 semanas, por um periodo total de 60 dias. Cada
treinamento foi de 50 min, com um um intervalo de 48 h entre os
treinamentos. Os animais que ndo treinaram foram apenas expostos a
esteira nas mesmas condigdes de treinamento, porém sem a pratica do
exercicio.

3.2.3 Procedimentos cirdrgicos: A inducdo do modelo animal da
doenca de Parkinson foi realizada 24 horas ap6s a Gltima sessdo de
treinamento. Os animais foram inicialmente pesados, seguido da
administracdo da desipramina (25 mg/kg), um antidepressivo triciclico,
gue inibe a recaptagdo de noradrenalina.

Sob efeito da anestesia (xilazina, 67 mg/kg, i.p e cetamina, 33
mg/kg, i.p), a tricotomia na cabega dos animas foi realizada. Os animais
foram posicionados em um estereotaxico (Insight instrumentos -
Riberdo Preto, SP, Brasil). Apo6s assepsia local com alcool iodado
(70%), uma incisdo na pele na linha média foi feita com a perfuracdo
posterior do cranio. A administracdo de 6-OHDA (20 pg em 4 pl
resultando em uma solucdo de 5 pg/pl dissolvido em solugéo salina a
0,9 % contendo 0,2 mg/ml de &cido ascorbico, Sigma, St. Louis, MO,
EUA) foi realizada no estriado direito com uma micro-seringa de
Hamilton 30 gauge de 10 pl, e incorporado em uma bomba de infusdo
(Harvard Apparatus, EUA) utilizando as seguintes coordenadas: anterior
(5,0 mm do bregma), médio- lateral (2,1 mm a partir da linha média), e
dorso-ventral (-7,7 milimetros do cranio) adaptado por Paxinos e
Watson (2004). A taxa de injecdo foi de 1 pl/min. Apds a injecdo, a
seringa foi mantida no mesmo local, durante 5 min antes de ser
lentamente removida, para evitar refluxo. Apés o procedimento
cirurgico, os animais receberam uma dose Unica de Butorfanol (100 kg,
i.p.) como analgesia e sofreram eutanasia 7 dias ap6s a administragéo de
6-OHDA.
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3.3 EXPERIMENTO 2¢e 3

3.3.1 Amostras: Setenta e dois camundongos machos da linhagem
C57BL, com 2 meses de idade, pesando 20-30 g. Os camundongos
foram obtidos do biotério da Unesc e foram acondicionados em 5
animais por caixa, com ciclo claro - escuro de 12 horas (07:00 - 19:00)
(Claro das 7:00 - 19:00) e comida e agua ad libitum. O ambiente foi
mantido & temperatura de 23 + 1° C. Os animais foram divididos
randomicamente em 6 grupos (n=12): Grupo Sham (animal sem
treinamento + cirurgia estereotaxica + salina), Grupo Treinamento com
forca (cirurgia estereotaxica + salina), Grupo Treinamento em esteira
(cirurgia estereotaxica + salina) Grupo DP (animal sem treinamento +
cirurgia estereotaxica + 6-OHDA), Grupo Treinamento com forga + DP
(cirurgia estereotaxica + 6-OHDA), Grupo Treinamento em esteira + DP
(cirurgia estereotaxica + 6-OHDA).

3.3.2 Protocolos de treinamento:

Treinamento em Esteira: Ver descricdo no item anterior 3.2.1, no
experimento 1.

Treinamento de forca: O treinamento foi realizado de acordo com
Hornberger e Farrar (2004), utilizando um aparato, com 1 metro de
altura, contendo 20 degraus, com 2 centimetros de espessamento entre
0s mesmos, e 85° de inclinagdo. Os animais foram inicialmente
ambientados por 3 dias consecutivos. Quarenta e oito horas apo6s a
familiarizacdo, o treinamento de resisténcia foi iniciado utilizando tubos
com pesos presos a cauda. Os camundongos foram posicionados na base
do aparelho e motivados a subir a escada por 3 séries de 8 a 12
repeticbes com 1 minuto de descanso entre as repeticBes e 2 minutos
entre as séries. O peso inicial foi de 50%, aumentando gradualmente ao
longo das 8 semanas de treinamento (1° e 2° semanas, 50%; 3° e 4°
semanas, 60%; 5° e 6° semanas, 80%; 7° e 8° semanas, 100%). As
sessOes de treinamento foram conduzidas 3 ou 4 vezes por semana.
Cada sessdo teve uma duracdo de 40-50 minutos, com um intervalo de
48 horas entre as sessbes. Os camundongos foram estimulados
manualmente para fornecer motivagéo para subir quando necessario.

3.3.3 Procedimentos cirurgicos: Os procedimentos para a indugdo do
modelo experimental da DP, por 6-OHDA, foram os mesmos ja
descritos no item anterior 3.2.2 (experimento 1), com as seguintes
mudancas:
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O anestésico utilizado neste experimento, foi o Equitesin 3
ml/kg (i.p.) (1 g de tiopental, 4,25 g de hidrato de cloral, 42,8 ml de
propileno glicol, 11,5 ml de élcool 90%, 45,7 ml de agua destilada e
2,13 g sulfato de magnésio), agindo na prevencéo da morte de neurbnios
dopaminérgico, para a realizacdo da cirurgia estereotaxica.

Os animais lesionados com 6-OHDA (8ug em 4 ulL igual a 2
ug/uL dissolvido em solucdo salina a 0,9 % contendo 0,2 mg/ml de
acido ascorbico, Sigma, St. Louis, MO, EUA), receberam uma inje¢do
unilateral no corpo do estriado direito, conforme o procedimento por
Branchi et ai. (2010). Para a cirurgia foram utilizadas as seguintes
coordenadas estereotaxicas, apartir do bregma: AP = 1 centimetro; ML
= + 1,7 centimetro; DV = -2,9 mm, de acordo com as coordenadas
estereotaxicas de Paxinos e Franklin (2000), utilizando uma micro-
seringa de Hamilton 30 gauge de 10 pl, e incorporado em uma bomba
de infusdo (Bl Visdo 2000), a uma taxa de inje¢do de 0,5uL/min durante
8 min. Apo6s a injecdo, a seringa foi mantida no local por 3 minutos
antes de ser removida lentamente (1 mm/min), para evitar refluxo. Os
animais do grupo controle (Sham) receberam o mesmo volume de
veiculo utilizando um procedimento idéntico. Os animais foram
sacrificados 7 dias ap6s a inducdo de 6-OHDA. Apbs o procedimento
cirtrgico, foi administrado nos animais Butorfanol (1 ml por dose Unica
de 100 kg, i.p.) como agente analgésico.

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.1 Teste do Rotardmetro: Uma semana apés a cirurgia, 0s animais
receberam uma injecdo de 1 mg/kg de apomorfina (s.c). Imediatamente
apos a injecdo, os animais foram colocados individualmente em um
recipiente cilindrico de plastico, medindo 28 cm de diametro e 25 cm de
altura, onde foi contado o nimero de voltas para ambos os lados, lado
lesionado (ipsolateral) e o lado oposto (contralateral). O nimero de
voltas em torno do seu préprio eixo foi contado ao longo de um periodo
de 1 h (voltas/h) de acordo (Ungerstedt e Arbuthnott, 1970).

3.4.2 Teste de Campo-Aberto (Open Field- OFT): O comportamento
da atividade exploratoria e locomotora dos camundongos foi avaliada no
OFT (Kaster et al, 2005; Salehi-Sadaghiani et al, 2012). O aparelho
consistia em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 centimetros.
O piso da arena foi dividido em 12 quadrados iguais. O animal foi
suavemente colocado no lado direito do campo aberto e foram
autorizados a explorar livremente a éarea durante 6 minutos. Trés



57

parametros foram obtidos ao longo deste ensaio: locomocao (nimero de
cruzamentos de um retangulo para o outro); exploratéria (nimero de
vezes que 0s animais estavam apoiados em suas patas traseiras) e 0
tempo de imobilidade (nimero de segundos em que o animal ficou
parado, durante o teste). Ap6s cada teste, o aparelho higienizado com
uma solugéo de etanol a 10%. A luz no interior do aparelho foi mantida
no minimo para evitar comportamentos relacionados a ansiedade.

3.4.3 Teste de nado forcado: Imediatamente apds o teste de campo
aberto, os camundongos foram colocados individualmente em um
recipiente cilindrico aberto, contendo 19 cm de agua a 25 + 1°C, 10 cm
de didmetro e altura de 25 cm. Os camundongos foram submetidos a
natacdo durante 6 minutos. Cada camundongo foi considerado imével
na agua quando deixou de nadar e permaneceu em movimento flutuante,
fazendo com que apenas 0s movimentos necessarios eram mantidos com
sua cabeca para fora da agua. A duracdo da imobilidade foi registrada
durante os 4 Gltimos minutos do teste (Porsolt et al., 1977; Ghasemi et
al., 2009).

3.5 PROCEDIMENTO DE EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS

Imediatamente apds os testes comportamentais, 0s animais
foram mortos por decapitagdo, e o estriado e o hipocampo foram
removidos cirurgicamente e processados. A amostra foi homogeneizado
em tampéo especifico e usada para analises de proteina intracelular por
western blot. A amostra foi homogeneizada em tampdo contendo 1%
Triton 100, Tris 100 mM (pH 7,4), pirofosfato de sédio a 100 mM,
EDTA 100 mM, vanadato de sédio a 10 mM, PMSF 2 mM e aprotinina
0,1 mg/mL a 4 ° C. O homogeneizado foi entdo centrifugado a 3.000 g
durante 40 min. O sobrenadante foi utilizado para determinar a
concentracdo de proteinas, o extrato total e o tecido restante foi
armazenado em freezer - 70°C para posteriores analises.

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

3.6.1 Andlises de proteinas por western blot: As proteinas foram
desnaturadas em tampé&o de amostra de Laemmli (1970), contendo DTT
100 mM. Apéds isto, 0,2 mg de extratos protéicos obtidos a partir de cada
tecido foram separadas por SDS-PAGE, transferidos para membranas de
nitrocelulose e colocados a hibridar com anticorpos anti-tirosina-
hidroxilase (TH), anti- fator neutr6fico derivado do encéfalo (BDNF),
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anti-o-sinucleina, anti-reticulo sarcoplasmatico Ca®* - ATPase (SERCA
Il), anti-superdxido dismutase (SOD), anti-catalase (CAT), e anti-
glutationa peroxidase (GPX), anti-pré fator neutdfico derivado do
cérebro (pr6-BDNF), anti-fator de crescimento neurotréfico de tirosina
cinase (TrkB), anti-fator nuclear kappa B (NF-kB) e anti-Sirtuina 1
(Sirtl) de anticorpos. Os anticorpos foram fornecidos por Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). A detec¢do quimioluminescente
foi realizada usando anticorpos secundarios conjugados com peroxidase.
A visualizagdo das bandas de proteinas foi realizada por exposi¢do das
membranas com filme de RX. As autoradiografias das membranas
foram levadas para a visualizagdo das bandas de proteina. Os resultados
das manchas s&o apresentados com direito de comparacfes das bandas
nas autorradiografias e foram quantificadas por densitometria utilizando
0 software Scion Image. B-actina e¢ oa-tubulina sdo utilizados como
proteinas de carga para a técnica de Western blot.

3.6.2 Marcadores de danos oxidativos: Os danos oxidativos em
lipidios foram realizados usando o método desenvolvido por Draper e
Hadley (1990). Uma porcéo do estriado foi misturado com 1 ml de acido
tricloroacético a 10 % e 1 ml de 0,67 % de &cido tiobarbitirico;
subsequentemente, estes foram aquecidos em banho maria por 15 min.
Substancias reativas ao aquecimento do &cido tiobarbitirico foram
determinados a 532 nm, e os resultados foram expressos em TBARS
nmol/mg de proteina. Os danos oxidativos em proteinas foram
determinados de acordo com Levine e colaboradores (1990). O
conteldo modificado de proteinas foi mensurado pela formacdo de
grupos carbonilas derivados pela reacdo gerada pela 24
dinitrofenilhidrazina (DNPH). Estes derivados foram extraidos
seqliencialmente com 10 % (v/v) de acido tricloroacético, seguido por
lavagem com etanol/acetato de etila, 1:1 (v/v), e re-extracdo com 10 %
de &cido tricloroacético. O precipitado resultante foi dissolvido em uréia
6M. A diferenca na absorbancia entre DNPH e HCI foi observada a 370
nm. Os resultados foram expressos como nmol de carbonila por mg de
proteina.

3.6.3 Determinacao dos niveis de citocinas: As amostras do estriado e
hipocampo foram homogeneizados em tampdo de fosfato contendo
0,05% de Tween 20, fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,1 mM, cloreto de
benzetonio 0,1 mM, EDTA a 10 mM e 20 Ul aprotinina. O
homogeneizado foi centrifugado a 3000 x g for 10 minutos e o0s
sobrenadantes foram armazenados a -70°C para posteriores analises. O
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fator de necrose tumoral (TNF-o), interleucina-1 beta (IL-1B),
interleucina-17 (IL-17), interferon gama (INF-y) e os niveis do fator de
transformacdo de crescimento 1-beta (TGF-B1) foram avaliados com
enzimas ligadas ao ensaio imunoabsorventes (ELISA), usando Kits de
R&D Systems, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.6.4 Determinacdo da atividade enzimatica do complexo I: A
atividade do complexo | foi determinada de acordo com Cassina e Radi
(1996), e é baseada na atividade da NADH desidrogenase pela taxa de
NADH-dependente da redugdo do ferricianeto a 420 nm. A atividade do
complexo | foi medida antes da adicdo de rotenona (20g/mL) e a
absorbancia foi acompanhada durante outros 5 minutos. A atividade do
complexo | foi determinada como atividade sensivel a rotenona
expressas em nmol/min/mg proteina.

3.6.5 Determinacéo de nitrato/nitrito (NOx): Como indice indireto da
producdo de NO, foi determinado espectrofotometricamente a formacéo
de nitrito (NO,). As amostras foram incubadas com o reagente de Griess
(1% de sulfanilamida em 0,1 mol/L de HCI e 0,1% de N-(1-naftil)
etilenodiamina, dicloridrato) a temperatura ambiente durante 10 min.
Em seguida, a absorbancia foi medida a 540 nm usando um leitor de
microplacas. O teor de nitrito foi calculada com base numa curva padréo
construida com NaNO, (Chae et al., 2004).

3.6.6 Determinacdo de proteinas totais: O teor de proteina foi
determinado usando albumina bovina do soro como padrdo (Lowry et
al., 1951). O conteudo total de proteina foi mensurado utilizando o
reagente folin-fenol (reagente fosfomolibdico-fosfotlingstico) foi
adicionado para ligar a proteina. O reagente ligado foi lentamente
reduzido e alterado de amarelo para azul. A absorbanvia de 750 nm foi
utilizado.
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3.7 ANALISES ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média e erro padrdo da média
(média £ EPM). As varidveis comportamentais foram analisadas quanto
a normalidade da distribuicdo usando o teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade de variancia foi avaliada entre 0s grupos por meio do
teste de Levene. As diferencas entre os grupos experimentais foram
determinados por meio da anélise de varidncia (ANOVA), seguida pelo
teste post-hoc de Tukey. O nivel de significancia estabelecido foi de
95% (p <0,05). O software utilizado para a analise dos dados foi o
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 16.0 para
Windows.
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4 RESULTADOS

O presente estudo avaliou o efeito do treinamento fisico sobre
parametros comportamentais € marcadores neuroquimicos de estresse
oxidativo, inflamacéo, fun¢do mitocondrial no estriado e hipocampo de
ratos e camundongos, submetidos a um modelo animal de doenca de
Parkinson induzido por 6-OHDA. Modelos de treinamento fisico
promovem mudanc¢as comportamentais e neuroguimicas semelhantes no
estriado e hipocampo de animais, sugerindo um mecanismo de
neuroprotecéo.

Os resultados estdo descritos, conforme a ordem dos
experimentos 1, 2 e 3.

4.1 EXPERIMENTO 1

4.1.1 Teste de rotardmetro: uma assimetria rotacional foi observada
nos animais do grupo Sham (11,8 + 1,4 voltas/h) e dos grupos TR (8,5 +
3,8 voltas/h), enquanto os animais do grupo submetidos a injecdo de 6-
OHDA exibiram uma assimetria rotacional significativa (DP = 102,2 +
14,3 voltas/h; TR+DP = 51,35 + 6,38 volta’/h) em relagdo ao grupo
Sham. No entanto, uma diminui¢&o significativa no nimero de rotagdes
foi observada no grupo exercicio (169,72 + 30,4 voltas/h) em relacéo ao
grupo DP (Figura 7).
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Figura 7. Efeitos do treinamento fisico sobre os valores do teste de rotarémetro
(figura 7A) em animais expostos a 6-OHDA. Os resultados foram expressos
como média + EPM (n=8). A diferenca significativa utilizando a relagcdo do
grupo sham e TR (*) e em relagdo a DP (#) foi de p <0,05. Sham = destreinado
+ sham-operado, DP = destreinado + DP, TR = treinado + sham-operado, e
TR+DP = treinado + DP.
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4.1.2 Niveis de TH, BDNF, a-sinucleina e SERCA IlI: Os niveis da
TH no estriado é apresentada na Figura 8A. O Grupo DP exibiu 55% de
reducdo nos niveis de TH em relacdo ao grupo Sham, mas esta reducao
ndo foi significativa nos animais expostos apenas ao exercicio. No
entanto, o grupo TR + DP exibiu 59 %, um nivel maior, comparado com
0 grupo DP. Como mostrado na Figura 8B, os valores encontrados nos
niveis de BDNF foram relativamente semelhantes aos niveis de TH. O
nivel de BDNF no grupo DP foi de 35 % menor do que no grupo Sham,
enquanto que 0s animais expostos apenas ao exercicio ndo apresentaram
diferenca significativa. No entanto, o grupo TR + DP mostrou um nivel
elevado, de 33 %, em comparacdo com o grupo DP. Os niveis de a-
sinucleina e SERCA 1l sdo mostrados nas Figuras 8C e 8D. No grupo
DP, a o-sinucleina aumentou 85 % e a SERCA Il reduziu 48%,
enquanto que na presenca do exercicio, estes valores retornaram aos
niveis proximos ao controle.
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Figura 8. Efeitos do treinamento fisico sobre a atividade e expressdo da TH
(figura 8A), BDNF (figura 8B), a-sinucleina (figura 8C), e SERCA Il (figura
8D) no estriado de animais expostos a 6-OHDA. Os niveis de proteinas foram
expressos na forma de percentagem em relacdo ao grupo sham (n=3). A
diferenca significativa utilizando a relagdo do grupo sham e TR (*) e em relagdo
a DP (#) foi de p <0,05. Sham = destreinado + sham-operado, DP = destreinado
+ DP, TR = treinado + sham-operado, e TR+DP = treinado + DP.

4.1.3 Danos oxidativos: Os resultados de TBARS e o conteddo dos
grupos carbonilas estdo apresentados nas Figuras 9A e 9B,
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respectivamente. Ambos os marcadores foram aumentados no estriado
de animais submetidos a administracdo de 6-OHDA (TBARS = 0,67 +
0,04 nmol/mg de proteina e grupos carbonilas = 0,68 + 0,07 nmol/mg de
proteina) em relacdo ao grupo controle (TBARS = 0,42 + 0,03 nmol/mg
de proteina e carbonil = 0,30 £ 0,04 nmol/mg de proteina). Os efeitos do
exercicio foram semelhantes em ambos os grupos. O grupo TR + DP
exibiu um nivel menor de TBARS (0,56 + 0,04 nmol/mg de proteina)
grupos carbonilas (0,27 £ 0,09 nmol/MG proteina) do que o grupo DP
(TBARS= 0,67 £ 0,04 nmol/mg de proteina e de carbonila= 0,68 + 0,07
nmol/mg de proteina).
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Figura 9. Efeitos do treinamento fisico sobre a atividade do TBARS (figura
9A) e niveis dos grupos carbonilas (figura 9B) no estriado de animais expostos
a 6-OHDA, foram expressos como média = EPM (n=8). Os resultados foram
expressos em nmol/mg de proteina. A diferenca significativa utilizando a
relacdo do grupo Sham e TR (*) e, em relacdo a DP (#) foi de p <0,05. Sham =
destreinado + sham-operado, DP = destreinado + DP, TR = treinado + sham-
operado, e TR+DP = treinado + DP.

4.1.4 Enzimas antioxidantes: A figura 10 mostra os niveis de enzimas
antioxidantes no estriado. Os animais submetidos a administracdo de 6-
OHDA exibiram um nivel mais baixo de SOD (71%) em relacdo ao
grupo Sham, enquanto o grupo TR + DP exibiu um aumento
significativo (82%) em compara¢do com o grupo DP (Figura 10A).
Como mostrado na Figura 10B, os valores encontrados nos niveis de
CAT foram relativamente semelhantes aos niveis de SOD. O grupo DP
mostrou reducdo de 42 %, nos niveis de CAT em relagdo ao grupo
Sham, enquanto o grupo TR + DP mostrou um nivel de 44% maior em
comparagdo com o grupo DP. O nivel de GPX néo apresentou qualquer
alteracdo significativa entre os grupos (Figura 10C).
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Figura 10. Efeitos do treinamento fisico sobre os niveis da SOD (figura 10A),
CAT (figura 10B), e GPX (figura 10C) no estriado de animais expostos a 6-
OHDA, os niveis de proteina foram expressos com um percentual em relagdo ao
grupo sham (n=3). A diferenca significativa utilizando a relagéo do grupo sham
e TR (*) e, em relagdo a DP (#) era de p <0,05. Sham = destreinado + sham-
operado, DP = destreinado + DP, TR = treinado + sham-operado, e TR+DP =
treinado + DP.

4.2 EXPERIMENTO 2e 3

4.2.1 Testes comportamentais: Uma diminuicdo significativa no
numero de rotagBes foi observada no grupo TF + DP (169,72 + 30,4
voltas/h) e no grupo TE + DP (8,5 + 3,8 voltas/h) em comparagdo com o
grupo da DP, apesar de ndo haver diferenca significativa entre os dois
modelos de exercicio (Figura 11A). O grupo Sham (11.8 + 1.4 voltas/
h), os grupos TF (8,5 + 3,8 voltas/h), e TE (8,5 £ 3,8 voltas/h)
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apresentaram menor assimetria rotacional em compara¢do com animais
expostos a 6-OHDA (DP = 102,2 + 14,3 voltas/h; TF + DP = 51,35 +
6,38 voltas/h; TE + DP = 52,39 + 7,97 voltas/h). No teste de nado
forcado, ndo houve diferencas significativas entre os grupos treinados e
Sham observados (média de tempo de imobilidade: 245,71 + 7.93s). A
andlise estatistica mostrou um aumento do tempo de imobilidade dos
camundongos submetidos a administracdo de 6-OHDA (126,25 +
14,21s), em comparacdo com o grupo Sham, e exercicios de forga e
corrida (72,62 + 5.13s e 75,60 + 2.25s respectivamente) (Figura 11B).
Além disto, no OFT, ndo houve diferenca significativa na atividade
locomotora dos animais (Figura 11C, 11D).
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Figura 11. Efeitos de dois protocolos de treinamento fisico no teste do
rotardmetro (figura 11A), teste de nado forcado (figura 11B) e a atividade
locomotora no campo aberto (11C e 11D) nos animais submetidos ao modelo
experimental de Parkinson induzido por 6-OHDA. Os valores sdo expressos
como média + EPM (n=12). * P <0,05 comparado com o grupo Sham, # p <0,05
em relacdo ao grupo com DP. Sham = destreinado + sham-operado; TF =
treinamento de forga + operado; TE = treinamento de esteira + operado; DP =
destreinado + 6-OHDA; TF + DP = treinamento de forca + 6-OHDA; TE + DP
= treinamento de esteira + 6-OHDA.
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4.2.2 Niveis de pré-BDNF, BDNF e TrkB: Um decréscimo
significativo nos niveis de pro-BDNF no estriado (-48,67%) e no
hipocampo (-46,24%) foi detectado no grupo da DP em comparagdo
com o0 grupo Sham. Quando os animais foram ao TF + DP (estriado =
31,47%; hipocampo = 34%) e TE + DP (estriado = 35,67%; hipocampo
= 11%) os grupos mostraram um aumento significativo nos parametros
em relagdo ao grupo DP (Figura 12A, B). Os valores mostram que 0s
niveis de BDNF sdo relativamente similares aos niveis de pr6-BDNF.
Os niveis de BDNF, tanto no estriado e hipocampo foram diminuidos
nos grupos DP (estriado= -41,69%; hipocampo= -23,54%) em
comparagdo com o grupo sham, enquanto que os valores na TF + DP
(estriado = 23,54%; grupos hipocampo = 46%) e TE + DP (hipocampo
= 30,43%) foram aumentados em relacdo ao grupo DP (Figura 12C e
D). Para TrkB, os resultados mostraram que os niveis de TrkB no
estriado foram reduzidos em todos 0s grupos em rela¢do ao grupo Sham
(TF = -24,58%, TE = -23,86%, DP = -41,40%, TF+DP = -56,15%,
TE+DP = -64%), mas para 0s animais expostos ao exercicio, essa
reducdo também foi observada quando comparado com o grupo DP (TF
+ DP = -25,18%, TE + DP = -38,57%) (Figura 12E). Os niveis de TrkB
no hipocampo também foram reduzidos no TF (-38,17%), TE (-43,84%)
e DP (-47,95%) comparados com o grupo sham, e quando os animais
foram submetidos aos dois protocolos de treinamento fisico, os niveis de
TrkB aumentaram significativamente nos grupos TF + DP (38,11%) e
TE + DP (63,15%) em comparacdo com o grupo DP (Figura 12F).
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Figura 12. Efeito de dois protocolos de treinamento fisico sobre os niveis de
pro-BDNF (figura 12A e 12B), BDNF (figura 12C e 12D), TrkB (figura 12E e
12F) no estriado e hipocampo de animais expostos a 6-OHDA. Os valores sdo
expressos como média £ EPM (n=3). * P <0,05 ou ** p <0,01 comparado com
0 grupo sham, # p <0,05 em relacdo ao grupo de DP. Sham = destreinado +
sham-operado; TF = treinamento de forca + operado; TE = treinamento de
esteira + operado; DP = destreinado + 6-OHDA; TF + DP = treinamento de
forca + 6-OHDA; TE + DP = treinamento de esteira + 6-OHDA.
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4.2.3 Niveis de TH: Nos niveis de TH, foi observada uma diminuicéo
nos grupos DP, quando comparado com o grupo Sham. No estriado, o
grupo TF + DP apresentou um aumento em comparagdo com 0 grupo
DP, e no hipocampo, foi observado no grupo TE + DP um aumento em
comparacao com o grupo DP (Figura 13A, 13B).
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Figura 13. Efeito de dois protocolos de treinamento fisico sobre os niveis de
TH (figura 13A e 13B) no estriado e hipocampo de animais expostos a 6-
OHDA. Os valores sdo expressos como média + EPM (n=3). * P <0,05 ou ** p
<0,01 comparado com o grupo sham, # p <0,05 em relagdo ao grupo de DP.
Sham = destreinado + sham-operado; TF = treinamento de forca + operado; TE
= treinamento de esteira + operado; DP = destreinado + 6-OHDA; TF + DP =
treinamento de forga + 6-OHDA; TE + DP = treinamento de esteira + 6-OHDA.

4.2.4 Niveis de SIRT-1 e Complexo I: Quanto aos niveis de SIRT-1 no
estriado e hipocampo foram observados uma diminuigdo nos grupos DP
em comparagdo com o grupo Sham, enquanto que 0s niveis no estriado,
no grupo TE + 6-OHDA tiveram um aumento em compara¢do com o
grupo DP (Figura 14A, 14B). No hipocampo foi observado um aumento
dos niveis de SIRT-1 nos grupos TF + DP e TE + DP em comparagédo
com o grupo DP. Em relago a a atividade do complexo I, houve uma
diminuicdo significativa no grupo DP em relagdo ao grupo Sham. No
entanto, quando os animais foram submetidos ao protocolo de
treinamento fisico, atividade do complexo | foram significativamente
aumentados nos grupos TF + DP no estriado e hipocampo (Figura 14C,
14D).
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Figura 14. Efeitos de dois protocolos de treinamento fisico sobre os niveis de
SIRT-1 (figura 14A e 14B) e Complexo | (figura 14C e 14D) no estriado e
hipocampo de animais expostos a 6-OHDA. Os valores sdo expressos como
média + EPM (n=3). * P <0,05 ou ** p <0,01 comparado com o grupo sham, #
p <0,05 em relagéo ao grupo de DP. Sham = destreinado + sham-operado; TF =
treinamento de forga + operado; TE = treinamento de esteira + operado; DP =
destreinado + 6-OHDA,; TF + DP = treinamento de forca + 6-OHDA; TE + DP
= treinamento de esteira + 6-OHDA.

4.2.5 Niveis de TNF-a, NFK-b e IFN-y: Os niveis das citocinas pro-
inflamatdrias, se mostraram elevadas em ambos protocolos de
treinamento fisico. Nenhuma diferenca significativa foi observada nos
niveis de TNF-o no estriado em comparagdo com o grupo sham (Figura
15A). Ja os niveis de TNF-o no hipocampo, tiveram um aumento
significativo no grupo DP em comparagdo com o grupo sham, e quando
0s animais foram submetidos a ambos treinamentos fisicos, nos grupos
TF + DP e TE + DP mostraram uma diminuicao significativa nos niveis
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com relacdo ao grupo DP (Figura 15B). Niveis de NF-kB no estriado e
hipocampo foram ambos aumentados nos grupos DP em comparagdo
com o grupo sham, enquanto que os niveis no estriado, nos grupos TF +
DP e TE + DP, tiveram uma diminuicédo significativa em comparagéo ao
grupo DP (Figura 15C). No hipocampo, houve uma diminuicdo
significativa no grupo TF + DP em comparac¢do com o grupo DP (Figura
15D). Niveis de IFN-y no estriado e hipocampo foram aumentados nos
grupos DP em comparacdo com o grupo sham, no entanto, valores
originais no estriado e hipocampo de ambos os grupos TF + DP e TE +
DP tiveram uma diminuicdo em relacdo ao grupo DP (Figura 15E e
15F).



72

Estriado Hipocampo

g 404 £
T 3
g g 400 S
E w §
B ] I

£ E
» 20 ]

o - o
5 5 200
L L
g 104 g 100

@ Q9
o o
3 3
2 o0 2 0
z z

Sham OP  TFeDP TE+DP TF+DP  TE+DP

C D

g 2 z

R R

5 -

$3 £3589

o % ° &

= ]

s gH 3

3 15,

=2 2

Sham orP TF+DP TE+DP Sham oP TF+DP TE+DP

18:B- actina [-..- W] 5:p-actina [—.—— —_— —— —

m
n

8
3 8 & 8

-
o

.ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

DP  TF+DP TE+DP

Nivel de IFN - y [pg/mg de proteina)

Nivel de IFN - y [pg/mg de proteina)

fﬁﬂﬂﬂﬁﬂ

Sham opP TF+DP TE+DP

Figura 15. Efeitos de dois protocolos de treinamento fisicos sobre os niveis de
TNF-a (figura 15A e 15B), NF-Kb (figura 15C e 15D) e IFN-y (figura 15E e
15F) no estriado e hipocampo de animais expostos a 6-OHDA. Os valores sdo
expressos como média + EPM (n=3). * P <0,05 ou ** p <0,01 comparado com
0 grupo sham, # p <0,05 em relacdo ao grupo de DP. Sham = destreinado +
sham-operado; TF = treinamento de forca + operado; TE = treinamento de
esteira + operado; DP = destreinado + 6-OHDA; TF + DP = treinamento de
forca + 6-OHDA; TE + DP = treinamento de esteira + 6-OHDA.
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4.2.6 Niveis de IL-17, IL-1p, TGF-p1 e NO: Em relacdo a IL-17 e IL-
1B, os valores mostraram niveis relativamente similares. Os resultados
mostraram que 0s niveis de IL-17, foi aumentada apenas no grupo DP
em relacdo ao grupo sham, no estriado. N&o houve diferenca
significativa em ambos os grupos quando submetidos aos modelos de
treinamento fisico comparados ao grupo DP (Figura 16A). No entanto,
os resultados ndo mostraram diferenca significativa nos niveis de 1L-17
no hipocampo (Figura 16B). Niveis de IL-1p, tanto em estriado quanto
no hipocampo, foram aumentados nos grupos DP em comparagdo com o
grupo sham. Quando submetidos ao treinamento fisico, os niveis de IL-
1B tiveram uma diminuigdo significativa nos grupos TF + DP e TE + DP
em comparagdo com o grupo DP no hipocampo (Figura 16C e 16D). Em
relacdo ao TGF-B1, os resultados ndo mostraram diferenca estastistica
no estriado (Figura 16E). No hipocampo, os niveis de TGF-B1 foram
aumentados no grupo expostos a 6-OHDA, no grupo DP em
comparacdo ao grupo sham. Quando os animais foram expostos ao
treinamento fisico, os niveis de TGF-B1 foram significamente reduzidos
no grupo TF + DP em comparacao ao grupo DP (Figura 16F). Os niveis
de NO, tanto no estriado e hipocampo, foram aumentados nos grupos
DP em comparagdo com o grupo sham. Quando submetidos ao
treinamento fisico, nos grupos TF + DP e TE + DP, estes valores, tanto
no estriado e hipocampo, tiveram uma diminuicdo significativa em
relacdo ao grupo DP (Figura 16G e 16H).



74

Estriado Hipocampo

A 30 820
- x
H }s 15
E E 10
£
I 10 g s
3 :
i i

o o

Sham TF TE orP TF+DP TE+DP Sham T TE or TF+DP TE«DP

c D

20 —. 25
T I
LT I
k] =
= g 18
-E 1.0 ‘E
= = 1.0
= =
3 °° 3 os
I I
£ o0 Z o

TF+DP TE+DP oP TF+DP TE+DP

3
-

15

fﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

TF+DP TE+DP

-
o
-
o

o

Nivel de TGF-B1 (pg/mg de proteina) ™
Nivel deTGF-f1 [pg/mg de proteina)

a

o

Tﬂﬂﬂﬂﬂ

TF+DP TE+DP

T
IS

o

S

-

Nivel de NO, [pg/mg deproteina)

.mﬁﬁﬁﬁﬁ

Sham DP TF+DP TE+DP

Jﬂﬁﬁ‘ﬁﬁ

Sham DP TF+DP TE+DP

Nivel de NO, (ug/mg de proteina)
s

Figura 16. Efeito de dois protocolos de treinamento fisico sobre os niveis de
IL-17 (figura 16A e 16B) IL-1p (figura 16C e 16D), TGF-B1 (figura 16E e
16F) e NO (figura 16 G e 16H) no estriado e hipocampo de animais expostos a
6-OHDA. Os valores sdo expressos como média £+ EPM (n=12). * P <0,05
comparado com o grupo sham, # p <0,05 em relagdo ao grupo de DP. Sham =
destreinado + sham-operado; TF = treinamento de forca + operado; TE =
treinamento de esteira + operado; DP = destreinado + 6-OHDA; TF + DP =
treinamento de forga + 6-OHDA; TE + DP = treinamento de esteira + 6-OHDA.
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5 DISCUSSAO

5.1 Treinamento fisico exerce efeitos neuroprotetores na regulagéo
de fatores neuroquimicos sobre a DP

Vérios estudos recentes tém relatado que o exercicio fisico
atenua anormalidades comportamentais e neuroquimica em ratos
tratados com 6-OHDA (Tillerson et al., 2003; Yoon et al., 2007; Tajiri
et al., 2010). O presente trabalho demonstrou claramente que o exercicio
fisico exerce um efeito protetor contra o estresse oxidativo cerebral, bem
como, modula, significativamente a atividade da TH, da a-sinucleina e
do conteudo de BNDF e SERCA 11 no estriado de ratos com a DP.

O teste de rotardbmetro é um pardmetro Util para avaliar os
desequilibrios da dopamina no modelo experimental hemi-
parkinsoniano. Os resultados obtidos mostram um aumento no nimero
de voltas dos animais com a DP, mas com a exposicdo prévia ao
exercicio, 0s animais apresentaram rotacGes semelhantes ao grupo
controle. Resultados similares foram relatados por outros estudos (Yoon
et al, 2007;. Jin et al., 2008), e 0s autores sugeriram que esta resposta ao
exercicio reflete um efeito protetor sobre os neurénios dopaminérgicos
do corpo estriado de ratos, em particular na producgdo de dopamina. Este
resultado ¢ reforcado pela resposta positiva nos niveis de TH observado
no grupo exercicio. A TH é a enzima responsavel por catalisar a
conversdo de L-tirosina para dihidroxifenilalanina, uma precursora da
dopamina. De acordo com Furukawa et al. (2004), a deficiéncia da TH
estd associado com o desenvolvimento da DP, e isto pode ser
inicialmente limitada por uma distonia do membro unilateral ou
assimetria, tremor postural, afetando a coordenagdo motora e fungédo
cerebral. Os resultados mostram que o treinamento fisico protege o
estriado contra os efeitos da 6-OHDA nos niveis de TH e corrobora
outros estudos recentes que usaram o exercicio fisico como forma de
tratamento, embora tanto o volume e intensidade do treinamento nesses
estudos foram diferentes. Yoon e colaboradores (2007) mostraram que a
exposicdo de ratos ao treinamento em esteira durante 30 minutos, uma
vez por dia, durante 14 dias consecutivos e apds a administracdo de 6-
OHDA foi suficiente para aumentar os niveis de TH. Em outro estudo,
Tajiri e colegas (2010) também usaram o treinamento em esteira e
corrida durante 30 minutos, uma vez por dia, durante 4 semanas, 0 que
mostrou preservacgdo significativa de fibras TH-positivas no estriado e
em neur6nios da SNpc. Ambos os estudos sugerem que o treinamento
fisico proporciona uma resposta terapéutica para o tratamento da DP,
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enquanto o presente estudo sugeriu que o treinamento fisico exerce
efeitos preventivos sobre a DP.

O aumento nos niveis de a- sinucleina e a diminuicdo dos niveis
de SERCA Il em animais com a DP foram significativamente alterados
pelo exercicio. A a-sinucleina é uma proteina que tem especial
relevancia para a compreensdo da DP uma vez que a formacdo
intracelular de agregagdo da a-sinucleina contribui para a toxicidade do
cérebro (Gao et al., 2007). E possivel que a diminuic&o dos niveis de TH
podem também estar associados com o aumento observado nos nivel de
a-sinucleina, devido a facilidade de interagdo com a TH, reduzindo
assim a sua fosforilagdo (Peng et al., 2005). A agregagdo anormal da a-
sinuclefna pode levar a uma desregulacio de Ca®*, provavelmente
através da reducdo de SERCA Il, como observado no presente estudo, o
que aumenta do Ca”* citosdlico, a producdo de ERO e a ativacdo de
proteases dependentes de calcio. A calpaina, uma importante protease
que ativa o Ca **, pode clivar a a-sinucleina, produzindo estruturas mais
suscetiveis a agregacdo, o que favorece a formacdo de protofibrilas
(Danzer et al., 2007). Este fenomeno leva a uma sobrecarga de Ca?*,
mudanca de transicdo e de permeabilidade mitocondrial e concomitante
morte celular neuronal (Dufty et al., 2007.; Oakley et al., 2007). O
mecanismo pelo qual o exercicio fisico interage com a a-sinucleina e
SERCA 1l ndo é completamente compreendido. No entanto, o estresse
oxidativo tem sido relacionado com os niveis de a-sinucleina (Cookson,
2009), bem como, a reducdo de SERCA |l pela glutatilagdo
(Vangheluwe et al., 2005). Assim, é possivel que os efeitos do exercicio
sejam indiretas, onde a reducdo dos niveis de estresse oxidativo
contribui para a manutengdo dos niveis baixos de a-sinucleina agregada
e SERCAII.

Existe uma consistente literatura indicando que os programas de
treinamento envolvendo exercicios de leve e a moderada intensidade,
regulam a expressdo e os niveis de neuroproteinas, como o BDNF, em
diferentes areas do cérebro de roedores, tais como o hipocampo
(Berchtold et al., 2005; Ploughman et al., 2007; Aguiar et al., 2011) e
estriado (Engesser-Cesar et al., 2007; Aguiar et al., 2008). No entanto,
os efeitos neuroprotetores do exercicio contra a reducdo de fatores
neurotréficos induzidos por 6-OHDA tem sido pouco investigado. Os
resultados dos niveis de BDNF séo semelhantes aos resultados da TH,
isto €, os animais expostos a inje¢do 6-OHDA mostraram um nivel mais
baixo de BDNF, mas quando expostos ao exercicio, os niveis de BDNF
se mantiveram iguais aos niveis de controle. Estes resultados podem
ajudar na compreenséo dos efeitos preventivos do exercicio fisico sobre
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o0 nivel de TH, pois, de acordo com Fukuchi e colaboradores (2010), a
transcricdo do gene TH é positivamente regulada pelo BDNF. Usando 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina para induzir a DP nos animais,
Lau e colaboradores (2011) examinaram as consequéncias neuroldgicas,
comportamentais e fisiolégicas do exercicio de endurance. A longo
prazo, os resultados reforgam nossos resultados, indicando que o
exercicio aumenta os niveis de BDNF nigroestriatal, producéo neuronal
e protecdo mitocondrial nos ratos parkinsonianos cronicos com
neurodegeneracao.

Os niveis de BDNF sdo altamente influenciados por mudanca
no estado cerebral redox (Siamilis et al., 2009). Um desequilibrio na
producdo ou na remogdo de ERO pode causar estresse oxidativo e
reduzir os niveis de BDNF e TH. De acordo com Wu e colaboradores
(2004), os mecanismos pelos quais 0 estresse oxidativo reduz estas
proteinas sdo complexos, e varios fatores podem estar envolvidos na
diminuicéo da atividade da proteina-1 e CREB, e deplecédo de energia e,
em seguida, o comprometimento da fungdo de NMDA. E possivel que a
reducdo do estresse oxidativo, restaure o estado redox e isso pode
resultar na manutencdo da funcdo dos receptores NMDA (Lu et al.,
2001; Bustos et al., 2009), aumentando os niveis de BDNF e TH
(Fukuchi et al., 2010).

O cérebro é considerado altamente sensivel ao dano oxidativo,
pois possui niveis elevados de fosfolipidios e acidos graxos
poliinsaturados livres, os quais sdo altamente suscetiveis a oxidantes,
além de possuir um alto consumo de oxigénio e baixos niveis de
enzimas antioxidantes (Jenner, 2003). Adicionalmente, certas regides,
como o estriado, tém altos niveis de ferro, os quais facilitam a produgéo
de ERO (Sian-Hulsmann et al., 2011). Por outro lado, vérias formas
terapéuticas tém sido utilizadas para reduzir o estresse oxidativo no
cérebro. O exercicio fisico ¢ conhecido por aumentar os niveis do
sistema antioxidante cerebral e regular os niveis do dano oxidativo (Um
et al., 2008.; Aguiar et al., 2008 , 2010, 2011; Tuon et al., 2010), mas
esta resposta depende do tipo de exercicio utilizado. Aguiar e
colaboradores (2010, 2011) relataram que o exercicio de alta intensidade
pode aumentar o dano oxidativo no cérebro, mas o exercicio de baixa
intensidade promove neuroprotecdo. Os resultados mostram um efeito
preventivo do exercicio sobre danos oxidativos cerebrais em lipidios e
proteinas, possivelmente devido a um aumento dos niveis das enzimas
antioxidantes (Halliwell e Gutteridge, 2007). Portanto, a manutencédo da
funcgéo cerebral depende do equilibrio entre os sistemas antioxidantes e
pré-oxidantes (Zhou et al., 2008). Os resultados do conteido da SOD e
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CAT, no presente estudo, mostram que, 0S animais expostos ao
exercicio apresentam niveis semelhantes em relagdo ao grupo controle,
embora os niveis de GPX ndo foram alterados pela injecdo de 6-OHDA
como foram pela inducdo do exercicio fisico. E possivel que este fato
decorra da baixa densidade de células contendo GPX, nos neur6nios
estriatais, 0s quais também deixam o cérebro mais susceptivel ao dano
oxidativo.

Em resumo, os resultados sugerem que o exercicio fisico exerce
um efeito protetor no modelo animal de DP induzido por 6-OHDA, uma
vez que ele modula o estado redox cerebral e preserva o contedo de
proteinas, importantes para a funcéo cerebral fisioldgica.

5.2 Treinamento fisico previne comportamento tipo depressivo e
diminui o fator neurotrofico derivado do cérebro em animais
submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA

A depressdo é um transtorno psiquiatrico frequentemente
associado a DP, e se caracteriza como um sintoma secundario a
progressdo da neurodegenera¢do. Embora ambos os transtornos tenham
etiologias distintas, a DP pode estar associada a depressdo (Mc Donald
et al., 2003). O estriado e 0 hipocampo séo duas estruturas cerebrais que
demonstram alteragdes neuroquimicas induzidas por ambos o0s
transtornos (Martinez- Martin e Damido, 2010), mas também respondem
positivamente aos efeitos neuroprotetores do exercicio (Aguiar et al.,
2008; Marais et al., 2009; Tuon et al., 2010; Ke et al., 2011; Tuon et al.,
2012).

Vérios estudos recentes tém demonstrado que o exercicio fisico
atenua transtornos cognitivos e comportamentais, bem como
anormalidades neurobiolégicas, em ratos expostos a 6-OHDA
(Reijnders et al., 2008; Tajiri et al., 2010; Vai et al., 2014; Landers et
al., 2013). No entanto, o efeito do exercicio sobre o cérebro esta
diretamente associado as caracteristicas do exercicio, incluindo a
intensidade, freqliéncia, duracdo e tipo de exercicio (Aguiar et al.,
2007).

Mudancas comportamentais na DP, depressdo e outros
disturbios neuroldgicos foram demonstrados em diversos estudos e
diferentes modelos experimentais (Teo et al, 2014; Uemura et al., 2013).
No entanto, 0 mecanismo exato da depressdo induzida por 6-OHDA
ainda esta sujeito a investigacdo. Alguns estudos (Aarsland et al., 2011;
Santiago et al., 2014) encontraram 0s mecanismos que sustentam a
depressao na DP, relacionadas as mudangas nos niveis de
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neurotransmissores (norepinefrina, DA e 5-HT), que estdo associados
com regulacdo do humor. O entendimento atual é que, uma vez dentro
dos neurbnios dopaminérgicos, a 6-OHDA inicia a degeneracdo
diminuindo esses neurotransmissores (Carvalho et al., 2013). Além
disso, a 6-OHDA acumula-se no citosol e sofre rapida auto-oxidacéo.
Isto promove uma alta taxa de formagdo de ERO, principalmente,
peroxido de hidrogénio, que estd diretamente associado com a
depressdo, devido a sua capacidade de oxidar neurotransmissores, bem
como neurotrofinas (Maes et al., 2011).

Embora ndo haja uma correlacdo direta entre depressdo e
deficiéncia motora, Cummings (1992) e Reijnders et al. (2008)
sugeriram que os sintomas associados a DP, em particular os sintomas
motores, tais como a acinesia, podem obscurecer o diagnostico da
depressdo, apatia ou ansiedade. Assim, o diagndstico e o tratamento da
depressdo parecem evidentes e necessarios para o tratamento da DP. Os
resultados obtidos no teste de nado forcado mostraram que a
administragdo de 6-OHDA induziu aumento do tempo de imobilidade, e
a exposi¢do dos animais ao treinamento de corrida e forga, promoveu
reversdo deste efeito.

Em geral, os efeitos do exercicio para reduzir os efeitos tipo
depressivos estdo associados a uma resposta neuroquimica positiva ao
treinamento fisico, observado no presente estudo. Marais et al. (2009) e
Liu et al. (2013) também observaram reducdo do comportamento tipo
depressivo usando um modelo de exercicio alternativo, e os autores
sugerem que o mecanismo pelo qual o comportamento tipo depressivo
foi revertido com o exercicio, pode ter sido mediado através do aumento
dos niveis de neurotrofinas no estriado e hipocampo. Isso levaria a um
aumento da neuroplasticidade (neurogénese, ramificacdo axonal, génese
dendritica e sinaptogénese) e prevencdo da morte neuronal. Este
processo pode ser um fator central na fisiopatologia da depressdo (Masi
e Brovedani, 2011) e esta possivelmente associada a DP.

O BDNF tem sido reconhecido como um regulador, com papel
chave, no desenvolvimento da sinapse e plasticidade e tem, portanto,
atraido o interesse na compreensdo de vérias doencas
neurodegenerativas e psiquiatricas. Especificamente, estudos pré-
clinicos mostraram correlagbes entre 0s comportamentos tipo
depressivos, como induzida pelo estresse, e diminuicdo dos niveis de
BDNF no hipocampo, bem como o tratamento com antidepressivos,
favorece a expressdo de BDNF (Martinowich et al., 2007). Resultados
semelhantes foram mostrados na DP (Rangasamy et al., 2010). Em
modelos experimentais, os niveis de BDNF e outras neurotrofinas estdo
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diminuidos ap6s a exposicdo a toxinas tais como MTPT no estriado
(Tripanichkul et al., 2010) e no hipocampo (Lesemann et al., 2012) e 6-
OHDA, em camundongos e ratos (Marais et al., 2009; Tuon et al.,
2012). Contudo, o exercicio leva a regulacdo positiva dos fatores
neurotréficos em regides do SNC, que regulam a sobrevivéncia
neuronal, diferenciacdo e plasticidade sindptica (Aguiar et al., 2011;
Tuon et al., 2012).

Considerando a reversdo dos baixos niveis de BDNF induzidos
pela 6-OHDA, os dois modelos de treinamento mostraram ser eficazes
no aumento dos niveis de pro-BDNF e TrkB no hipocampo e o estriado.
O BDNF é inicialmente sintetizado por um precursor (pré-BDNF),
depois € clivado para produzir o BDNF maduro (mBDNF). O pro-
BDNF interage preferencialmente com o receptor pan-neurotrofina p75
(p75NTR), enquanto mBDNF liga-se seletivamente ao receptor tirosina
quinase B (TrkB). Este receptor tirosina quinase, controla uma cascata
de sinalizacdo intracelular, promovendo a sobrevivéncia celular (Je et
al., 2012). Por outro lado, os efeitos pro-apoptoses do pro-BDNF tem
sido sugerido ou demonstrado em varios estudos (Lu et al., 2005; Teng
et al., 2005; Woo et al., 2005; Hoshimizu et al., 2009) por meio da
identificacdo das pré-neurotrofinas como ligantes enddgenos para
inducdo de morte, que sdo secretadas e iniciam a morte celular
programada, através da ativagdo de p75NTR. Hoshimizu e
colaboradores (2009) sugerem que a clivagem do pré-BDNF é um passo
crucial para a regulacdo negativa de agdes neurotréficas no cérebro,
porém pouco se sabe sobre a fung¢do do pr6-BDNF, quando comparado
com 0s numerosos relatos sobre os mecanismos de agdo do BDNF
maduro (MBDNF) (Lu et al., 2005). Além disso, a presenca ou auséncia
de sortilina em uma célula, uma proteina transmembranar do tipo |,
determina ou ndo as funcbes p75NTR como um receptor de morte
celular (Teng et al., 2005). Investiga-se, se os efeitos do pro-BDNF séo
mais susceptiveis a serem associados com a maturagdo do BDNF e
também com os efeitos pré-apoptéticos. Os resultados do presente
estudo demonstraram mudangas positivas nos padrdes comportamentais
que sdo possivelmente dependentes da a¢do desta neurotrofina (Drzyzga
et al., 2009). Assim, na presenca de morte celular por apoptose, é
estimulado por niveis significativos de pr6-BDNF, as consequéncias
sobre 0s parametros avaliados também seriam representados
negativamente nos dados comportamentais. Portanto, em estudos
futuros, seria importante estabelecer, em que circunstancias na DP, tem
acdo de sobrevivéncia pré-neurotrofica ou efeitos de apoptose.
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A neurotrofina BDNF e o receptor de neurotrofina TrkB,
mostraram niveis reduzidos no cérebro dos animais expostos a 6-
OHDA, mas a reducdo do pr6-BDNF e BDNF foram significativamente
menores nos animais previamente submetidos ao treinamento fisico. De
acordo com Costa e colaboradores (2012), ratos submetidos ao
treinamento de corrida em uma intensidade moderada, mostrando
aumento nos niveis de BDNF induzidos pelo exercicio podem estar
contribuindo para a baixa regulacdo dos receptores TrkB, resultando na
disfungdo de TrkB ou nos seus componentes da via de sinalizagdo (Chen
e Weber, 2004; Tsai et al., 2004). Além disso, os resultados podem ser
associados com o funcionamento de neurotrofinas especificas no
cérebro. Por exemplo, a ativacdo de TrkB desempenha um papel crucial
na fase inicial da potenciacéo de longo-prazo em processos depressivos,
via ativacdo de p75NTR (Woo et al., 2005; Martinowich et al., 2007).

Em conclusdo, uma melhoria no estado neuroquimico, pode
estar relacionada com uma melhor forga muscular e capacidade fisica
induzida por ambos os modelos de treinamento fisico, bem como por
atenuar a progressao da DP. Sendo assim, acredita-se que a intensidade
do esforco envolvido é o fator mais importante a ser considerado na
prescricdo de exercicio e deve ser investigado em estudos futuros.

5.3 Treinamento fisico regula pardmetros da funcéo mitocondrial e
mecanismo de neuroinflamagdo em animais submetidos ao modelo
de DP induzido por 6-OHDA

O estudo foi desenhado para investigar os efeitos de dois
diferentes protocolos de treinamento fisico (treinamento aerdbio em
esteira e treinamento de forca), sobre marcadores da funcéo
mitocondrial e mecanismos regulatérios da neuroinflamac&o no estriado
e hipocampo de camundongos submetidos a um modelo animal de DP
induzido por 6-OHDA. O estriado e 0 hipocampo sdo duas estruturas
cerebrais que respondem positivamente aos efeitos neuroprotetores do
exercicio, particularmente sobre a funcdo mitocondrial, estresse
oxidativo e inflamacdo cerebral (Aguiar et al., 2008; Marais et al., 2009,
Tuon et al., 2010; Ke et al, 2011; Tuon et al., 2012)

A eficiéncia do modelo utilizado foi determinada a partir dos
niveis de TH (hipocampo e estriado) e do teste rotacional. Ambos
marcadores tém sido utilizados como indicadores de neurodegeneracéo
induzido por 6-OHDA (Mokry, 1995; Haavik e Toska de 1998; Cunha
et al., 2008; Barbieiro et al., 2014). Similarmente aos resultados obtidos
no experimento |, a reducdo no nimero de voltas realizadas pelos ratos
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com DP no teste de rotarbmetro e consequente resposta positiva ao
treinamento fisico também foram observadas em camundongos. Da
mesma forma, sob as mesmas condi¢Ges experimentais, a deficiéncia de
TH no estriado de ratos expostos a 6-OHDA, observadas no
experimento 1, apresentaram resultados similares no estriado e
hipocampo de camundongos. Contudo, ambas as estruturas
apresentaram niveis préximos ao controle quando os animais foram
previamente submetidos aos programas de treinamento em esteira e de
forga. Resultados similares tém sido observados em outros estudos que
utilizaram volumes de treinamentos variados, mas intensidades similares
(Yoon et al., 2007; Jin et al., 2008; Tajiri et al., 2010). Tomados em
conjunto, estes estudos sugerem que o treinamento fisico, independente
do modelo utilizado, contribui para a prevencéo e tratamento da DP em
modelos experimentais. Diversos fatores sdo descritos pelos estudos
como os principais mediadores que promovem neuroprote¢do a partir do
exercicio fisico na DP, dentre os quais as alteracdes dos fatores
neurotroficos parecem ser mais evidentes (Aguiar et al., 2008; Radak et
al.,2008; Tajiri et al., 2010). Entretanto, de acordo com Ciucci et al.
(2008) mecanismos subjacentes induzidos pelo treinamento fisico e
observados em modelos experimentais, o que inclui uma melhora
funcional dos neurbnios que sobrevivem a exposicdo de 6-OHDA e
ativagdo da neurogénese enddgena, sdo também responséaveis pelos
indices de neuroprotecao.

Adicionalmente, outros fatores da regulacdo neuronal também
tém contribuido para os resultados neuroprotetores do treinamento fisico
observados na DP dentre os quais a funcdo mitocondrial e na regulacdo
de proteinas envolvidas na neuroinflamacdo serdo destacadas nesse
estudo.

Diversos estudos experimentais tem mostrado o papel da
disfuncdo mitocondrial na DP, particularmente resultante da redugdo na
atividade do complexo | mitocondrial (Blandini e Armentero, 2013),
bem como, alterando o contetdo e atividade de proteinas do estado
redox celular (Ramadori et al., 2008; Wareski et al., 2009, Bayod et al.,
2011). Os resultados do presente trabalho mostraram uma diminui¢do na
atividade do complexo | e no conteldo da SIRT-1 nos animais com a
DP com significativa elevacdo desses niveis, tanto no hipocampo,
guanto no estriado, quando previamente expostos a ambos os modelos
de treinamento. O complexo | € um importante componente da Cadeia
Transportadora de Elétrons e se constitui por um conjunto de moléculas
funcionais com a capacidade de translocar prétons através da membrana
interna a partir da relagio NAD'/NADH para promover a sintese
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oxidativa de ATP (Acin-Perez et al., 2008). O comprometimento desse
complexo é evidenciado em modelos experimentais com 6-OHDA
(Blandini e Armentero, 2013) o que torna as células dependentes de
ATP mais vulneraveis a apoptose e contribui para a producdo de ERO,
gue em conjunto, levam a morte e a disfuncdo das células durante o
processo de desenvolvimento da DP (Henchcliffe e Beal, 2008). Os
efeitos do exercicio sobre os complexos da cadeia respiratoria cerebral,
em particular sobre o complexo I, resultam possivelmente das mudancas
em proteinas regulatorias da fungdo mitocondrial. A SIRT-1, por
exemplo, é uma proteina que regula processos metabdlicos em
diferentes tecidos e tem sido associada a mecanismos de neuroprotecéo
(Quin et al., 2006; Ramadori et al., 2008) por estar envolvida no
processo regulatorio dependente da NAD'/NADH a partir da
desacetilacdo de outras proteinas, como HSF1, do inglés
Heatshockfactorprotein 1 (Donmenz et al., 2012), NF-kB (Yeung et al.,
2004, Yang et al., 2010) e PGC-1a, do inglés Peroxisomeproliferator-
activated receptor gammacoactivator 1-alpha (Sack e Finkel, 2012), que
alteram o estado redox cerebral e adicionalmente, reduzem a agregacao
de alfa-sinucleina (Donmenz et al., 2012). Portanto, mudangas no
complexo | observados em nosso estudo podem contribuir para uma
reducdo na relacdo de NAD*/NADH e, por conseguinte, elevar de forma
compensatoria e regulatoria os niveis de SIRT-1, a partir de estimulos
enddgenos ou pelo treinamento fisico, provavelmente dependente da
ativacdo da PGC1-alfa (Wareski et al., 2009, Ji et al., 2010, Sack e
Finkel, 2012).

A neuroinflamagdo possui significativa importancia na
patogénese da DP (Hirch et al., 2012) tendo o NF-kB um papel
regulatério importante nesse processo (Mogi et al., 2007). O NF-xB ¢é
encontrado no nucleo dos neurdnios, células gliais e em diversas regides
da SNpc que controla a expressdo de varios genes envolvidos na
inflamac&o e na resposta imune do cérebro (Mattson e Meffert, 2006).
Terapias que visam inibir a expressdo de NF-kB pode ser bem sucedida
em prevenir ou retardar a progressao da DP. Entretanto, os fatores que
determinam se a ativagdo do NF-xB ¢ benéfico ou prejudicial aos
neurbnios na DP sdo ainda inconclusivos. Isso porque estudos com
modelos animais com DP sugerem também um papel neuroprotetor do
NF-«xB dado sua capacidade de regular genes envolvidos na produgdo de
radicais livres e na funcdo mitocondrial. Por exemplo, o tratamento de
ratos com um inibidor da NF-xB, aumenta a vulnerabilidade das células
dopaminérgicas a presenca de 6-OHDA (Park et al., 2004). Por outro
lado, a ativagdo de NF-kB, em desordens neurodegenerativas também
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tém sido implicados na morte de neurénios em condi¢cdes de elevado
estresse oxidativo e capacidade metabdlica reduzida (Mattson e Meffert,
2006; Peterson e Flood, 2012).

Os resultados observados no presente estudo mostram que o
hipocampo e estriado de animais expostos a 6-OHDA apresentaram
niveis elevados de NF-kB com redugdo significativa quando os animais
foram previamente submetidos tanto ao treinamento em esteira quanto
ao treinamento de forca. Portanto, considerando nesse estudo a ativagdo
do NF-xB como um mediador das respostas neuroinflamatdrias
induzidas por 6-OHDA, a reducdo dos niveis observados nos grupos
com treinamento fisico sugere um mecanismo de neuroprotecdo
regulado pelo NF-xB. Um dos possiveis mecanismos que pode
promover essa regulacdo a partir NF-xB pode estar associado com o
aumento nos niveis de SIRT-1, também observados no presente estudo.
Yeung et al. (2004) e Yang et al., (2012) citam que SIRT-1 pode
desacetilar p65 NF-kB levando a supressdo consequente de interleucinas
pré-inflamatorias. Outros estudos também tém demonstrado efeito
inibitério da inflamacdo mediado pela SIRT-1. Por exemplo, Chen e
colaboradores (2005) demonstraram que a superexpressao de SIRT-1 ou
ativacdo pelo resveratrol promove desacetilacdo da p65 bem como a
supressdo da ativacao transcricional pelo NF-kB, resultando na protecdo
contra toxicidade neuronal. Esse processo possivelmente justifica as
respostas obtidas nos niveis de proteinas pré-inflamatérias observadas
nesse estudo, dado que 0 NF-kB controla a expressdo de varias citocinas
pré-inflamatorias.

Similarmente aos resultados obtidos no presente estudo, os
elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, TNF-a, IL-
14, IL-17 e TGF-B tém sido também associadas com a DP (Garcia-
Esparcia et al., 2014) e induzem danos neuronais através de uma
variedade de mecanismos, incluindo a producéo de ERO (Koprich et al.,
2008). De acordo com Orr e colaboradores (2002), essas citocinas junto
com fatores liberados por células dopaminérgicas parecem ampliar e
sustentar a neuroinflamacdo, como também, as respostas imunes que
conduzem a destruicdo irreversivel dos neurdnios dopaminérgicos do
SNC. Sob condicdes fisioldgicas, estas citocinas sdo expressas em niveis
baixos no hipocampo e estriado, mas podem ser induzidas a elevados
niveis por estimulos resultantes da neurodegeneracdo resultando numa
complexa cascata de eventos neurotdxicos levando a propagacdo das
reacdes inflamatdrias (Zhao et al., 2007; Koprich et al., 2008).

Além do NF-kB, a produgdo aumentada de 6xido nitrico pode
ser um outro provavel mecanismo responsavel pelos elevados niveis de
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citocinas pré-inflamatérias no hipocampo e estriado dos animais com
DP. Essa observacdo se deve ao fato de que células gliais podem gerar
oxido nitrico em niveis neurotoxicos em fun¢do dos elevados niveis de
IFN-y (Chao et al., 1992; Barcia et al., 2011), que ao ser liberado pela
microglia induz a expressdo de CD-23 (Hunot et al., 1999; Cztonkowska
et al., 2002). A CD-23 é uma glicoproteina que quando ativada promove
a producdo de Oxido nitrico sintase (Dugas et al., 2001) com
concomitante producdo de nitratos que podem mediar a sintese de
citocinas. Desta forma, os efeitos do exercicio sobre os mediadores
inflamatdrios poderiam estar diretamente associados a regulagdo na
sintese do dxido nitrico, contribuindo para reducdo de proteinas pro-
infamatdrias. Estudos prévios tém mostrado que o treinamento fisico em
esteira reduz os niveis de 6xido nitrico sintase neuronal e induzivel em
modelos experimentais de DP em estriado e hipocampo por reduzir a
atividade da microglia (Sung et al., 2012; Al-Jarrah et al., 2013).
Portanto, tomados em conjunto, esses resultados podem justificar, pelo
menos em parte, as implicagbes positivas dos modelos de treinamento
fisico utilizados nesse estudo sobre a patogenicidade cerebral da DP
induzida por 6-OHDA.

Em resumo, embora o hipocampo e o estriado apresentem
susceptibilidade diferenciada a 6-OHDA, particularmente IL-17 e TGF-
B, o que deve ser melhor investigado, ambas as estruturas respondem
similarmente de forma independente aos modelos de treinamento fisico
utilizados nesse estudo. Tanto o treinamento em esteira quanto o
treinamento de forga promovem neuroprotecdo possivelmente por
estimular a atividade da Sirt-1 e com isso regular tanto a funcéo
mitocondrial bem como a neuroinflamacdo pela desacetilacdo do NF-
kB. Adicionalmente, os efeitos do treinamento sobre os niveis de 6xido
nitrico também parece ser um dos mecanismos responsaveis pelo
controle da inflamacéo induzida pela 6-OHDA.
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6 CONCLUSOES

Em resumo, a redugéo da produgdo de oxidantes com aumento
do sistema enzimético de defesa antioxidante é um dos mecanismos em
gue o treinamento fisico exerceu efeitos positivos no estriado de ratos
bem como a atividade. Adicionalmente, mudangas comportamentais e
regulacdo de neurotrofinas também foram moduladas pelo treinamento
0S quais promoveram uma reducdo nos sintomas tipo depressivos
apresentados pela doenga. Por fim, ambos os modelos de treinamento,
forca e em esteira, promoveram neuroprotecdo por regular tanto a
funcdo mitocondrial bem como a neuroinflamacdo a partir da
desacetilagdo do NF-kB via Sirt-1 e redu¢do nos niveis oxido nitrico.
Tomados em conjunto, os resultados obtidos sugerem que o treinamento
fisico, independente dos modelos utilizado, mas sob as condi¢Ges de
intensidade, volume e duracgdo estabelecidas nesse estudo, exerce um
efeito neuroprotetor no hipocampo e estriado de roedores submetidos ao
modelo de DP induzido por 6-OHDA. Possivelmente, em termos gerais,
esses resultados decorrem da capacidade que o treinamento fisico
demonstrou em modular o estado redox cerebral e preservar o contelido
de proteinas neurotréficas com consequente modulacdo dos parametros
inflamatdrios, as quais sdo importantes para a manutencdo da fungéo
cerebral normal.
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	O objetivo desse estudo foi analisar os efeitos de diferentes protocolos de exercício físico sobre parâmetros comportamentais e neuroquímicos em um modelo experimental de doença de Parkinson (DP), induzido por 6-OHDA. No primeiro experimento os ratos ...
	OHDA.Tomados em conjunto, os resultados obtidos sugerem que o treinamento físico, independente dos modelos utilizados, mas sob as condições de intensidade, volume e duração estabelecidos nesse estudo, exerce um efeito neuroprotetor no hipocampo e estr...
	Figura 16. Efeitos de dois protocolos de treinamento físico sobre os níveis de IL-17, IL-1β, TGF-β1 e NO no estriado e hipocampo de animais expostos a 6-OHDA..................................................................74
	GDNF - Fator neurotrófico derivado de células gliais, (do inglês Glial cell line-derived           neurotrophic factor)
	IFN-γ - Interferon-gama
	iNOS - Óxido nítrico sintase induzível, (do inglês Inducible nitric oxide synthase)
	MHC - Complexo maior de histocompatibilidade, (do inglês  Major histocompability complex)
	PBS - Tampão fosfato-salina, (do inglês Phosphate buffered saline)
	TNF-α - Fator de necrose tumoral-alfa, do inglês Tumor necrosis factor alpha

	1 INTRODUÇÃO
	Como as mitocôndrias são as maiores fontes de ATP e de ERO (espécies reativas de oxigênio)  em neurônios, elas possuem um papel importante na DP (Navarro e Boveris, 2010). Várias proteínas mitocondriais exercem efeitos de proteção contra a morte neuro...
	As especulações de que anormalidades mitocondriais estariam relacionadas com a etiopatogenia da DP surgiram após a definição da existência de redução da atividade do complexo I mitocondrial; Nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH); quinona oxirredut...
	1.6 ESTRESSE OXIDATIVO E A DOENÇA DE PARKINSON

	Estudos demonstraram que o exercício físico melhora a função cognitiva, neuroquímica e mitocondrial em modelos experimentais (Bloomer et al., 2008; Elokda et al., 2010; Tuon et al., 2010; Aguiar et al., 2011; Lin et al., 2012; Pietrelli et al., 2012; ...
	2 OBJETIVOS
	2.1 OBJETIVO GERAL
	Avaliar o efeito de diferentes protocolos de exercício físico sobre parâmetros comportamentais e neuroquímicos em um modelo experimental de doença de Parkinson, induzido por 6-OHDA.
	2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
	Os experimentos foram realizados no Laboratório de Fisiologia e Bioquímica do Exercício e no Laboratório de Neurociências da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as diretr...
	3.6.1 Análises de proteínas por western blot: As proteínas foram desnaturadas em tampão de amostra de Laemmli (1970), contendo DTT 100 mM. Após isto, 0,2 mg de extratos protéicos obtidos a partir de cada tecido foram separadas por SDS-PAGE, transferid...
	3.6.2 Marcadores de danos oxidativos: Os danos oxidativos em lipídios foram realizados usando o método desenvolvido por Draper e Hadley (1990). Uma porção do estriado foi misturado com 1 ml de ácido tricloroacético a 10 % e 1 ml de 0,67 % de ácido tio...
	3.6.6 Determinação de proteínas totais: O teor de proteína foi determinado usando albumina bovina do soro como padrão (Lowry et al., 1951). O conteúdo total de proteína foi mensurado utilizando o reagente folin-fenol (reagente fosfomolíbdico-fosfotúng...
	Figura 7.  Efeitos do treinamento físico sobre os valores do teste de rotarômetro (figura 7A) em animais expostos a 6-OHDA. Os resultados foram expressos como média ± EPM (n=8). A diferença significativa utilizando a relação do grupo sham e TR (*) e e...

	4.1.2 Níveis de TH, BDNF, α-sinucleína e SERCA II: Os níveis da TH no estriado é apresentada na Figura 8A. O Grupo DP exibiu 55% de redução nos níveis de TH em relação ao grupo Sham, mas esta redução não foi significativa nos animais expostos apenas a...
	Figura 8. Efeitos do treinamento físico sobre a atividade e expressão da TH (figura 8A), BDNF (figura 8B), α-sinucleína (figura 8C), e SERCA II (figura 8D) no estriado de animais expostos a 6-OHDA. Os níveis de proteínas foram expressos na forma de pe...

	4.1.3 Danos oxidativos: Os resultados de TBARS e o conteúdo dos grupos carbonilas estão apresentados nas Figuras 9A e 9B, respectivamente. Ambos os marcadores foram aumentados no estriado de animais submetidos a administração de 6-OHDA (TBARS = 0,67 ±...
	Figura 9. Efeitos do treinamento físico sobre a atividade do TBARS (figura 9A) e níveis dos grupos carbonilas (figura 9B) no estriado de animais expostos a 6-OHDA, foram expressos como média ± EPM (n=8). Os resultados foram expressos em nmol/mg de pro...

	4.1.4 Enzimas antioxidantes: A figura 10 mostra os níveis de enzimas antioxidantes no estriado. Os animais submetidos a administração de 6-OHDA exibiram um nível mais baixo de SOD (71%) em relação ao grupo Sham, enquanto o grupo TR + DP exibiu um aume...
	Figura 10. Efeitos do treinamento físico sobre os níveis da SOD (figura 10A), CAT (figura 10B), e GPX (figura 10C) no estriado de animais expostos a 6-OHDA, os níveis de proteína foram expressos com um percentual em relação ao grupo sham (n=3). A dife...
	Figura 14. Efeitos de dois protocolos de treinamento físico sobre os níveis de SIRT-1 (figura 14A e 14B) e Complexo I (figura 14C e 14D) no estriado e hipocampo de animais expostos a 6-OHDA. Os valores são expressos como média ± EPM (n=3). * P <0,05 o...
	4.2.5 Níveis de TNF-α, NFK-b e IFN-γ: Os níveis das citocinas pró-inflamatórias, se mostraram elevadas em ambos protocolos de treinamento físico. Nenhuma diferença significativa foi observada nos níveis de TNF-α no estriado em comparação com o grupo s...
	Figura 15. Efeitos de dois protocolos de treinamento físicos sobre os níveis de TNF-α (figura 15A e 15B), NF-Kb (figura 15C e 15D) e IFN-γ (figura 15E e 15F) no estriado e hipocampo de animais expostos a 6-OHDA. Os valores são expressos como média ± E...
	Figura 16. Efeito de dois protocolos de treinamento físico sobre os níveis de IL-17 (figura 16A e 16B) IL-1β (figura 16C e 16D),  TGF-β1 (figura 16E e 16F)  e NO (figura 16 G e 16H)  no estriado e hipocampo de animais expostos a 6-OHDA. Os valores são...
	5 DISCUSSÃO
	5.1 Treinamento físico exerce efeitos neuroprotetores na regulação de fatores neuroquímicos sobre a DP
	Vários estudos recentes têm relatado que o exercício físico atenua anormalidades comportamentais e neuroquímica em ratos tratados com 6-OHDA (Tillerson et al., 2003; Yoon et al., 2007; Tajiri et al., 2010). O presente trabalho demonstrou claramente qu...
	O teste de rotarômetro é um parâmetro útil para avaliar os desequilíbrios da dopamina no modelo experimental hemi-parkinsoniano. Os resultados obtidos mostram um aumento no número de voltas dos animais com a DP, mas com a exposição prévia ao exercício...
	O aumento nos níveis de α- sinucleína e a diminuição dos níveis de SERCA II em animais com a DP foram significativamente alterados pelo exercício. A α-sinucleína é uma proteína que tem especial relevância para a compreensão da DP uma vez que a formaçã...
	Existe uma consistente literatura indicando que os programas de treinamento envolvendo exercícios de leve e a moderada intensidade, regulam a expressão e os níveis de neuroproteínas, como o BDNF, em diferentes áreas do cérebro de roedores, tais como o...
	Os níveis de BDNF são altamente influenciados por mudança no estado cerebral redox (Siamilis et al., 2009). Um desequilíbrio na produção ou na remoção de ERO pode causar estresse oxidativo e reduzir os níveis de BDNF e TH. De acordo com Wu e colaborad...
	O cérebro é considerado altamente sensível ao dano oxidativo, pois possui níveis elevados de fosfolipídios e ácidos graxos poliinsaturados livres, os quais são altamente suscetíveis a oxidantes, além de possuir um alto consumo de oxigênio e baixos nív...
	Em resumo, os resultados sugerem que o exercício físico exerce um efeito protetor no modelo animal de DP induzido por 6-OHDA, uma vez que ele modula o estado redox cerebral e preserva o conteúdo de proteínas, importantes para a função cerebral fisioló...
	A depressão é um transtorno psiquiátrico freqüentemente associado à DP, e se caracteriza como um sintoma secundário à progressão da neurodegeneração. Embora ambos os transtornos tenham etiologias distintas, a DP pode estar associada à depressão (Mc Do...
	Vários estudos recentes têm demonstrado que o exercício físico atenua transtornos cognitivos e comportamentais, bem como anormalidades neurobiológicas, em ratos expostos à 6-OHDA (Reijnders et al., 2008; Tajiri et al., 2010; Vai et al., 2014; Landers ...
	Mudanças comportamentais na DP, depressão e outros distúrbios neurológicos foram demonstrados em diversos estudos e diferentes modelos experimentais (Teo et al, 2014; Uemura et al., 2013). No entanto, o mecanismo exato da depressão induzida por 6-OHDA...
	Embora não haja uma correlação direta entre depressão e deficiência motora, Cummings (1992) e Reijnders et al. (2008) sugeriram que os sintomas associados à DP, em particular os sintomas motores, tais como a acinesia, podem obscurecer o diagnóstico da...
	Em geral, os efeitos do exercício para reduzir os efeitos tipo depressivos estão associados a uma resposta neuroquímica positiva ao treinamento físico, observado no presente estudo. Marais et al. (2009) e Liu et al. (2013) também observaram redução do...
	O BDNF tem sido reconhecido como um regulador, com papel chave, no desenvolvimento da sinapse e plasticidade e tem, portanto, atraído o interesse na compreensão de várias doenças neurodegenerativas e psiquiátricas. Especificamente, estudos pré-clínico...
	Considerando a reversão dos baixos níveis de BDNF induzidos pela 6-OHDA, os dois modelos de treinamento mostraram ser eficazes no aumento dos níveis de pró-BDNF e TrkB no hipocampo e o estriado. O BDNF é inicialmente sintetizado por um precursor (pró-...
	A neurotrofina BDNF e o receptor de neurotrofina TrkB, mostraram níveis reduzidos no cérebro dos animais expostos a 6-OHDA, mas a redução do pró-BDNF e BDNF foram significativamente menores nos animais previamente submetidos ao treinamento físico. De ...
	Em conclusão, uma melhoria no estado neuroquímico, pode estar relacionada com uma melhor força muscular e capacidade física induzida por ambos os modelos de treinamento físico, bem como por atenuar a progressão da DP. Sendo assim, acredita-se que a in...
	5.3 Treinamento físico regula parâmetros da função mitocondrial e mecanismo de neuroinflamação em animais submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA
	O estudo foi desenhado para investigar os efeitos de dois diferentes protocolos de treinamento físico (treinamento aeróbio em esteira e treinamento de força), sobre marcadores da função mitocondrial e mecanismos regulatórios da neuroinflamação no estr...
	A eficiência do modelo utilizado foi determinada a partir dos níveis de TH (hipocampo e estriado) e do teste rotacional. Ambos marcadores têm sido utilizados como indicadores de neurodegeneração induzido por 6-OHDA (Mokry, 1995; Haavik e Toska de 1998...
	Adicionalmente, outros fatores da regulação neuronal também têm contribuído para os resultados neuroprotetores do treinamento físico observados na DP dentre os quais a função mitocondrial e na regulação de proteínas envolvidas na neuroinflamação serão...
	Diversos estudos experimentais tem mostrado o papel da disfunção mitocondrial na DP, particularmente resultante da redução na atividade do complexo I mitocondrial (Blandini e Armentero, 2013), bem como, alterando o conteúdo e atividade de proteínas do...
	A neuroinflamação possui significativa importância na patogênese da DP (Hirch et al., 2012) tendo o NF-κB um papel regulatório importante nesse processo (Mogi et al., 2007). O NF-κB é encontrado no núcleo dos neurônios, células gliais e em diversas re...
	Os resultados observados no presente estudo mostram que o hipocampo e estriado de animais expostos à 6-OHDA apresentaram níveis elevados de NF-κB com redução significativa quando os animais foram previamente submetidos tanto ao treinamento em esteira ...
	Similarmente aos resultados obtidos no presente estudo, os elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias como IFN-(, TNF-α, IL-1β, IL-17 e TGF-β têm sido também associadas com a DP (Garcia-Esparcia et al., 2014) e induzem danos neuronais através de u...
	Além do NF-kB, a produção aumentada de óxido nítrico pode ser um outro provável mecanismo responsável pelos elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias no hipocampo e estriado dos animais com DP. Essa observação se deve ao fato de que células gliai...
	Em resumo, embora o hipocampo e o estriado apresentem susceptibilidade diferenciada à 6-OHDA, particularmente IL-17 e TGF-β, o que deve ser melhor investigado, ambas as estruturas respondem similarmente de forma independente aos modelos de treinamento...
	6 CONCLUSÕES
	Em resumo, a redução da produção de oxidantes com aumento do sistema enzimático de defesa antioxidante é um dos mecanismos em que o treinamento físico exerceu efeitos positivos no estriado de ratos bem como a atividade. Adicionalmente, mudanças compor...
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