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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa
mais prevalente na populagdo, com maior incidéncia nos idosos. Além
dos sinais motores da DP como tremor, rigidez, bradicinesia e
instabilidade postural, existe um amplo espectro de sintomas ndo
motores associados a esta doenca. A fadiga corresponde a um dos
sintomas ndo-motores que aparece com maior frequéncia e que
influéncia de forma negativa na qualidade de vida destes pacientes,
principalmente por estar relacionada a um estilo de vida sedentério e a
uma maior dificuldade de realizar atividade fisica. Neste cenério, o
presente estudo teve como objetivo investigar 0s mecanismos
moleculares relacionados ao desenvolvimento da fadiga num modelo
experimental da DP induzido pela administracdo de reserpina. Para este
fim, camundongos Suicos adultos machos realizaram atividade fisica
voluntaria em roda de correr por 14 dias, e foram tratados com injecoes
intraperitoneais de reserpina 1 mg/kg e L-DOPA/benserazida nas doses
de 25/12,5 e 100/50 mg/kg. Trinta minutos ap6s a ultima administracdo
de L-DOPA/benserazida os animais realizaram testes comportamentais
de campo aberto e catalepsia. Logo ap6s, o plasma foi coletado e o
estriado dissecado para posteriores analises das concentragdes de
neopterina, dopamina (DA) e DOPAC por cromatografia liquida de alto
desempenho, e outro grupo de animais foram perfundidos para
posteriormente dissecar 0 estriado e o quadriceps para analises de
morfologia e conteddo mitocondrial por microscopia eletrdnica de
transmissdo. Os animais expostos a atividade fisica voluntaria
percorreram no primeiro dia uma distancia de 1888+281, a qual
aumentou para 3505+345 metros/dia, ao longo do protocolo
experimental (dia 14). Os animais tratados com reserpina
caracterizaram-se pela reducdo na atividade locomotora voluntaria na
roda de correr e no teste de campo aberto. Estes animais ainda
mostraram uma reducdo no trabalho, nas concentragdes de lactato e nas
concentracdes estriatais de DA e DOPAC. Em contrapartida, 0s animais
que receberam L-DOPA/benserazida e/ou realizaram atividade fisica,
mostraram um aumento no trabalho, nas concentracdes de DA e
DOPAC, bem como, no contedo mitocondrial no musculo esquelético
e no estriado. Os animais submetidos a estes grupos experimentais
foram também desafiados fisica e metabolicamente num teste de esforco
maximo em esteira. Como esperado, 0s animais tratados com reserpina



rapidamente entraram em fadiga e exaustdo, provocando o abandono do
teste. No entanto, os animais tratados com L-DOPA/benserazida
conseguiram resistir durante a primeira metade do teste, quando 0s
animais que receberam reserpina ja tinham entrado em exaustdo. Por
outro lado, a atividade fisica teve 0 mesmo efeito que a administracao de
L-DOPA, no que se refere a redugdo da severidade cataléptica
ocasionada pela reserpina. Em conjunto, nossos experimentos
evidenciaram que a fadiga em animais induzidos a DP possa ser a
consequéncia de um envolvimento da deficiéncia dopaminérgica na
atividade locomotora, e que a atividade fisica pode potencializar os
beneficios apresentados pelo tratamento anticataléptico com L-
DOPA/benserazida.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson. Fadiga. Atividade fisica
voluntaria. L-DOPA. Dopamina.



ABSTRACT

Parkinson disease (PD) is the second most prevalent neurodegenerative
disease, with higher incidence in the elderly population. Besides the
characteristics four cardinal symptoms of PD namely, tremor, rigidity,
bradykinesia and postural instability, many non-motor symptoms are
associated with the disease. Fatigue is one of the most disabling non-
motor symptoms, with a significant impact on the quality of life in PD
patients. Fatigue is mostly associated with sedentary lifestyle and poor
capacity in performing physical activity. In this scenario, the present
study aimed to investigate the molecular mechanisms involved in the
development of fatigue in an experimental model of PD induced by the
administration of reserpine. For this purpose, adult male Swiss mice
performed running wheel for 14 days and were treated with
intraperitoneal injections of 1 mg/kg reserpine and/or 25/12,5 and
100/50 mg/kg L-DOPA/benserazide. Thirty minutes after the last L-
DOPA/ benserazide administration the animals were submitted to the
behavioral tests of open field and catalepsy. Afterwards, the plasma was
collected and the striatum dissected for further analyzes of neopterin,
dopamine (DA) and DOPAC concentrations by high performance liquid
chromatography (HPLC). Another group of animals were perfused and
the quadriceps and the striatum were dissected for subsequent
mitochondrial content and morphology analyses by using transmission
electron microscopy. On the firt day of the voluntary exercise protocol
control animals run 1888+281 meters. This distance increased
significantly by the day the end of the protocol to 3505+345 meters/day.
In contrast, animals receiving reserpine showed reduced locomotor
activity in the running wheel, as well as, and in the open field test. These
mice also exhibited reduced work, lower plasma lactate concentrations,
and diminished DA and DOPAC levels in the striatum. On the other
side, reserpine receiving animals co-treated with the combination L-
DOPA/benserazide, or submitted to voluntary physical activity showed
increased work, higher levels of plasma lactate and striatal DA and
DOPAC, and increased mitochondrial content in skeletal muscle and
striatum. The animals under these experimental treatments were also
physically and metabolically challenged to a treadmill test. As expected
the reserpine-treated animals went rapidly into fatigue and exhaustion,
abandoning the test. However, animals treated with L-
DOPA/benserazide resisted during the first 50% of the test, when



reserpine-exposed mice were already in fatigue. Furthermore, voluntary
exercise showed similar effects as the pharmacological treatment by
reducing the severity of the cataleptic score elicited by reserpine.
Altogether, our results showed that fatigue might be related to impaired
locomotor activity provoked by a compromised dopaminergic
neurotransmission, and that physical exercise might enhance the
anticataleptic effect of L-DOPA/benserazida theraphy.

Keywords: Parkinson disease. Fatigue. Running wheel. L-DOPA.
Dopamine.



Figural

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTA DE FIGURAS

Representagdo  esquematica da  organizacao
funcional e circuitos neurais nos nucleos da base
na doenca de Parkinson (DP) e a acdo da L-DOPA.
Representagdo  esquematica da  biossintese,
vesicularizagao, liberagdo, transmissao,
metabolismo e recaptacio de dopamina (DA).........
Representacdo esquematica da inibicdo do
transportador vesicular de monoaminas (VMAT2)
Pela FESEIPING. .....cveviieieieieisee e
Rodas de correr empregadas no protocolo de
atividade fisica voluntaria............cccovveinriicrnnne.
Efeito da atividade fisica voluntaria e do
tratamento farmacoldgico com L-DOPA, sobre a
rigidez muscular induzida por administracdo de
reserpina no modelo experimental da doenga de
ParkinSon.......c.ooviveiiiiner e
Efeito da administracdo de reserpina e de L-DOPA
sobre a locomogdo em animais que realizaram
atividade fisica VOIUNtAria........ccocovvevvencicinnirieen,
Efeito da administracdo de reserpina e/ou L-
DOPA, sobre o desempenho fisico em animais
submetidos a um teste de esforco maximo em
L) L SO U SRR PTPR PSPPI
Efeito da administracdo de L-DOPA sobre as
concentracOes estriatais de dopamina e DOPAC e
de neopterina plasméatica em animais que
receberam reserpina e realizaram atividade fisica...
Efeito da administracdo de reserpina e de L-DOPA
sobre o contelldo e morfologia mitocondrial em
musculo esquelético (quadriceps) de animais
submetidos a atividade fisica voluntaria em roda
08 COMTET ...ttt s
Efeito da administracdo de reserpina e de L-DOPA
sobre o conteldo e morfologia mitocondrial em
estriado de animais submetidos a atividade fisica
voluntéria em roda de COrrer.........coovevirnercrinine.

32

34

38

45

56

57

59

61

63

64






Tabela 1

Tabela 2

LISTA DE TABELAS

Critérios de diagnostico para a doenca de
Parkinson do Banco de Cérebros da Sociedade de
Parkinson do Reino Unido............cccceeveeeiieciieenenn,
Escala de gravidade dos sintomas motores na
doenca de Parkinson............ccccveveiienenneneese e

29






Esquema 1

Esquema 2

Esquema 3

LISTA DE ESQUEMAS
Representagdo ~ esquemética do  desenho
experimental empregado  no  Protocolo

Representagdo ~ esquemética do  desenho
experimental ~ empregado no  Protocolo

Representagdo  esquemética do  desenho
experimental ~ empregado no  Protocolo

47

48






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-HT — serotonina

BH4 — tetrahidrobiopterina

COMT - catecol O-metiltransferase

DA — dopamina

DAT - transportador de dopamina

DDC - dopa descarboxilase

DOPAC - &cido 3,4-diidroxifenilacético

DP — doenca de Parkinson

ERO — espécie reativa de oxigénio

FSS — Escala de Severidade da Fadiga

GPe — globo palido externo

GPi — globo palido interno

Hz — hertz

HPLC — cromatografia liquida de alto desempenho
HVA — &cido homovanilico

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
L-DOPA- L-3,4-dihidroxifenilalanina

MAOQO-B — monoamina oxidase

MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina
NF-kB — fator nuclear kB

NST — ndcleo subtaldmico

SNr — substéncia negra reticulada

SNpc — substancia negra parte compacta

TH — tirosina hidroxilase

VMAT?2 — transportador vesicular de monoaminas






11

3.1
3.2

4.1
4.2

4.3
44
45

4.6
4.7

51
52
5.3
531
53.2
5.3.3
534
5.3.5
5.3.6
54
54.1
5.5
551
552
5.6
5.7
571

SUMARIO

INTRODUGAO.........ooeioereeeeereeieeeeeeienisssseessensnnes
Formulacdo do problema de pesquisa..........cc.cccvvne..
HIPOTESE ...
OBJIETIVOS......ccoi ittt
ODbjetivo geral..........ccocovvviviieniiiiee e

Objetivos eSpecifiCoS.......cccvvvreiiiiiienieiseesc e
REFERENCIAL TEORICO.......coooeereeeerrrnnene,
A doenga de Parkinson............cccoeeireenennennicenenns
Sintomas e diagndstico clinico da doenca de
ParkinSon..........covereiiniience e
Fisiopatologia da doenca de Parkinson.......................
Tratamento da doenga de Parkinson.............ccceveene.
Modelo experimental da doenga de Parkinson: uso
B FESEIPINA....vevieieieieteeeee e
Fadiga na doenca de Parkinson...........c.cccccvveecnieenne.
Fadiga, atividade fisica e L-DOPA.........c..cccceevrveunnnen.
MATERIAIS E METODOS.........cccoviieeersirnis
Caracterizagao da pesquiSa.........cccecervevrereeeeereeennns
ANIMAIS....eoiii s
MetodolOgia. .....eeveeerierirerieee e
Inducdo experimental da DP...........ccccccvevvivivevneennn,
Tratamento com fArmacos..........cccoveervreenniccreeienen,
Protocolo de atividade fisica..........ccoevvrcvriiiiriennnn.
Protocolo experimental L...........cccoovevvevieierennsieneene,
Protocolo experimental 1l..........cccccovvvvveinininieene,
Protocolo experimental ...
Procedimentos € analises...........ccocoervreienerenernieenenns
AMOSETAS. ..o
Avaliaghes comportamentais. ...........coevrvrerireerenienes
Avaliacdo de postura cataléptica..........ccoceevrvreivennas
Teste de campo aberto.........cococevvveirreiniciineee
Teste incremental maximo em esteira rolante............
Mensuragdes bioquimicas.........cccccovvevverevciecescreenenn
Quantificacdo de L-DOPA, DA e DOPAC.................

25
25
27
27
27
27
27
27

29
31
35

37
39
41
43
43
44
44
44
44
45
46
47
48
49
50
50
51
51
51
52
52



572
573
5.8

58.1

7.1
7.2
7.3

7.4

7.5

7.6

10

Determinacdo da concentragdo de neopterina.............
Dosagem de Proteina........cccoveeereeieneieneneenneeeenens
Pardmetro histolOgico..........cooviiiiieriniiiisceee
Morfologia mitocondrial por microscopia eletrénica.
TRATAMENTO ESTATISTICO......cccoeveererae,
RESULTADOS........coitirieiniee e
Efeito da atividade fisica voluntéria e do tratamento
farmacolégico com L-DOPA, sobre a rigidez
muscular induzida por administracdo de reserpina.....
Efeito da administracdo de reserpina e de L-DOPA
sobre a locomog¢do em animais que realizaram
atividade fisica VOIUNtAria.........ccocoveivvenniiic e
Efeito da administracdo de reserpina e/ou L-DOPA,
sobre o desempenho fisico em animais submetidos a
um teste de esforco maximo em esteira...........c..ce.eee.
Efeito da administracdo de L-DOPA sobre as
concentracOes estriatais de dopamina e DOPAC e de
neopterina plasmatica em animais que receberam
reserpina e realizaram atividade fisica voluntaria.......
Efeito da administragdo de reserpina e de L-DOPA
sobre o contetdo e morfologia mitocondrial em
musculo  esquelético  (quadriceps) de animais
submetidos a atividade fisica voluntéria em roda de
(070 1 =] TSRS
Efeito da administracdo de reserpina e de L-DOPA
sobre o contetdo e morfologia mitocondrial em
estriado de animais submetidos & atividade fisica
voluntéria em roda de COrTer...........cooevreererecenennn.
DISCUSSAO. ...
CONCLUSAO........oomiiineeiesiee s
PERSPECTIVAS........o o
REFERENCIAS. ..o

53
53
53
53
54
55

55

55

58

60

62

62
65
68
69
70



25
1. INTRODUCAO
1.1 Formulagéo do problema de pesquisa

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa
progressiva crbnica que provoca alteracfes motoras e ndo motoras
(GOETZ, 2011). A doenga afeta aproximadamente 1% da populacdo
acima de 60 anos e é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum
(ABOU-SLEIMAN; MUQIT; WOOD, 2006; HASTINGS, 2009). A
prevaléncia mundial da DP é de 100 a 200 casos a cada 100.000
habitantes (HERLOFSON; LARSEN, 2003). Segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), estima-se que em 2050,
um quinto da populacdo mundial serd conformada por idosos (IBGE,
2010). Neste sentido, 0 aumento do nimero de pessoas com mais de 60
anos representard, da mesma forma, um claro crescimento na
prevaléncia da DP, visto que o envelhecimento é o principal fator de
risco para DP. A doenca é encontrada em todos 0s grupos étnicos, mas
com diferencas geograficas na prevaléncia (ALVES et al., 2008). Nos
Estados Unidos de 50.000 a 60.000 novos casos de DP sdo
diagnosticados a cada ano, somando-se um milhdo de pessoas que
atualmente possuem a DP (NATIONAL PARKINSON FOUNDATION,
2013). No Brasil, se estima que 3,3% da populacdo acima dos 60 anos
de idade seja acometida pela doenga (BARBOSA et al., 2006).

Devido ao carater progressivo, que usualmente acarreta
incapacidade grave ap6s 10 a 15 anos do diagnostico clinico, tem
elevado impacto social e financeiro, particularmente na populagdo mais
idosa. Estima-se que o custo anual mundial com medicamentos
antiparkinsonianos esteja em torno de 11 bilhdes de délares, sendo o
tratamento cerca de 3 a 4 vezes mais caro para pacientes na fase
avancada da doenga (GUSTAVSSON et al., 2011; LOKK et al., 2012;
OLESEN et al., 2012).

A DP se caracteriza histopatologicamente pela perda seletiva de
neurbnios dopaminérgicos da substancia negra parte compacta (SNpc)
do mesencéfalo, pela deplecdo de dopamina (DA) no estriado e por
inclusdes intracitoplasmaticas conhecidas como corpusculos de Lewy,
constituidas principalmente pelas proteinas a-sinucleina e ubiquitina
(ALVES et al., 2008; BERNHEIMER et al., 1973; SPILLANTINI et
al., 1997). As manifestacdes clinicas da DP incluem tremor, rigidez de
repouso, bradicinesia (lentiddo de movimentos) e também instabilidade
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postural. Além destas manifestacdes motoras, mais de 90% dos
pacientes também desenvolvem complicagdes ndo motoras, incluindo
prejuizo cognitivo, distirbio do sono REM (Rapid Eye Movement -
movimento rapido dos olhos), disfuncéo olfativa, constipacdo, fadiga e
depressdo (CHAUDHURI, K. R. et al., 2011; DRECHSEL; PATEL,
2008; FRIEDMAN, 2009; ZIEMSSEN; REICHMANN, 2007). Dos
sintomas ndo motores, a fadiga se destaca pela prevaléncia de
aproximadamente dois tercos, e é citada como um dos piores sintomas
por influenciar negativamente na qualidade de vida dos pacientes. Esta
caracteristica ndo motora é encontrada no inicio da doenga, geralmente
antes do diagndstico ser realizado. Na maioria dos casos a fadiga esta
associada a outros sintomas ndo motores, como depressdo e distlrbios
do sono (BOREK; AMICK; FRIEDMAN, 2006; FRIEDMAN et al.,
2007; GARBER; FRIEDMAN, 2003).

Apesar da fadiga ser caracterizada como sintoma ndo motor,
alguns fatores complicam sua compreensdo na DP, a comecar pela
defini¢do. O termo “fadiga” quando usado por médicos ou pacientes,
pode ter um significado que vai desde a depressdao mental até fraqueza
neuromuscular (LOU et al., 2001). Subjetivamente a fadiga é descrita
como uma enorme sensacdo de cansago, falta de energia ou sensacédo de
exaustdo (FRIEDMAN, 2009). A fadiga muscular, biologicamente pode
ser definida pela incapacidade de sustentar a intensidade exigida durante
0 exercicio, e é classificada em; a) central; gerada por uma falha na
transmissdo neural e b) periférica; quando ocorre um acometimento
metabdlico de vias energéticas envolvidas no processo de ressintese de
ATP durante o exercicio (CHAUDHURI, A.; BEHAN, 2004;
FABBRINI et al, 2012, RANIERI; DI LAZZARO, 2012;
ROELANDS; MEEUSEN, 2010). Questionarios realizados pelos
pacientes permanecem como base para mensurar e diagnosticar a fadiga
na DP (METTA et al.,, 2011). No entanto, pacientes com DP muitas
vezes demonstram dificuldades em descrever o que estdo sentindo ou de
classificar sua percepcdo de fadiga (FRIEDMAN, 2009). Os dados da
literatura ainda sdo muito controversos (GARBER; FRIEDMAN, 2003;
HOFF et al., 1997; STEVENS-LAPSLEY; KLUGER; SCHENKMAN,
2012; ZIV et al., 1998) e colocam em dlvida a causa para tal sintoma.
Embora este sintoma tenha uma alta prevaléncia entre os pacientes
afetados pela DP, os mecanismos fisiopatologicos da fadiga ainda
permanecem desconhecidos (CHAUDHURI, A.; BEHAN, 2000;
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FABBRINI et al.,, 2012; FRIEDMAN, 2009; LOU; BENICE; et al.,
2003; WINWARD et al., 2012).

2. HIPOTESE

A partir do problema levantado foi possivel formular a seguinte
hipotese:

H1: A deficiéncia dopaminérgica que caracteriza individuos com
DP e a desregulacédo da atividade do sistema dopaminérgico é a causa do
desenvolvimento da fadiga nos pacientes afetados pela DP.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos moleculares responsaveis do
desenvolvimento da fadiga em modelo experimental da DP.

3.2 Obijetivos especificos

Investigar a i) modulacdo do sistema dopaminérgico; ii) resposta
metabdlica e motora; e iii) ativacdo do sistema imune, em camundongos
tratados com reserpina, um modelo experimental da DP, e depois
submetidos a um protocolo de atividade fisica voluntaria, e/ou a um
tratamento farmacol6gico com o precursor da dopamina, 0 aminoacido
levodopa (L-DOPA) e benserazida, para inibir a conversao periférica de
dopamina.

4. REFERENCIAL TEORICO
4.1 A doenca de Parkinson

A DP foi descrita pela primeira vez como uma sindrome
neurolégica pelo médico inglés James Parkinson em 1817, no livro
intitulado “An Essay on the Shaking Palsy” (Ensaio sobre a Paralisia
Agitante), correspondendo esta & primeira descricdo mundial da DP. No
inicio do século XX, gracas aos estudos do neurologista francés Jean
Charcot, os conhecimentos clinicos da doenca tomaram maior impulso.
Uma importante contribuicdo de Charcot no estudo da DP foi a
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diferenciacdo dos distarbios desta doenca de outras alteragbes do
movimento, como a esclerose multipla e a conclusdo de que a
bradicinesia é independente da rigidez e da presenca de tremores
(BURCH; SHEERIN, 2005; GOETZ, 2011).

A DP ¢é uma doenca neuroldgica progressiva e neurodegenerativa,
e atualmente ainda incuravel. Embora muito tenha se avangado sobre o
entendimento da DP, a etiologia da mesma ainda permanece sem ser
definida, e a expectativa de vida de pacientes afetados pela doenca €
reduzida (ALVES et al., 2008).

A DP é a doenca neurodegenerativa mais comum depois da
doenca de Alzheimer (DE LAU; BRETELER, 2006). O inicio da
doenca geralmente acontece a partir dos 60 anos de idade, e raramente
antes dos 50 anos. Aproximadamente 1-2% da populac¢do acima de 60
anos sofre de DP. Este valor aumenta para 3 a 5% em pessoas acima de
85 anos de idade (ALVES et al., 2008; DE LAU; BRETELER, 2006).

Por ser uma doenca que acomete principalmente o individuo
idoso, € comum encontrar maior nimero de casos de DP em paises
desenvolvidos, onde a estimativa de vida é maior. Nos Estados Unidos
de 50.000 a 60.000 novos casos de DP sdo diagnosticados a cada ano,
somando-se um milhdo de pessoas que atualmente possuem a DP e
classificando a doenca como a 142 causa de morte no pais (NATIONAL
PARKINSON FOUNDATION, 2013). Na Europa, estudos indicam uma
prevaléncia de 100 a 200 casos por 100.000 habitantes (ALVES et al.,
2008).

No momento do diagndstico clinico da DP, quatro sinais motores
se destacam a avaliacdo neuroldgica: tremor, rigidez, bradicinesia e
instabilidade postural (DE LAU; BRETELER, 2006). Esse fatores,
associados a progressdo natural da doenca, bem como, a outras
comorbidades, contribuem significativamente para uma piora na
qualidade de vida dos paciente e de seus cuidadores. Ainda, estes
possuem impacto negativo nas atividades da vida diéria e no trabalho
dos pacientes com DP, com implicacdes nas taxas de morbidade e
mortalidade (ALVES et al., 2008).

Devido a natureza progressiva da DP, que usualmente acarreta
incapacidade grave apds 10 a 15 anos de doenca, tem elevado impacto
social e financeiro, particularmente na populagcdo mais idosa e 0s custos
aumentam com a gravidade da doenca (DODEL et al., 1998;
SIDEROWF; HOLLOWAY; STERN, 2000). No Reino Unido foram
estimados custos anuais em cerca de 954.880.000 Euros com pacientes
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com DP (FINDLEY et al., 2003). Da mesma forma, em uma pesquisa
sueca o custo total anual da doenca foi estimado em 13.800 Euros por
pessoa. Devido ao crescimento populacional o gasto econdémico na DP é
esperado aumentar ainda mais no futuro (ALVES et al., 2008).

4.2 Sintomas e diagnéstico clinico da doenca de Parkinson

Existe uma grande heterogeneidade quanto a evolugédo da doenca,
a gravidade e a progressdo dos sintomas (LEES; HARDY; REVESZ,
2009). Os sintomas da DP estdo relacionados com as caracteristicas
motoras, que incluem: tremor em repouso (4-6 Hz), dificuldade em
iniciar 0 movimento (acinesia), reducdo da velocidade do movimento
(bradicinesia), passos assimétricos no tamanho e na velocidade
(hipocinesia), rigidez muscular, alteracfes de equilibrio e instabilidade
postural (ANTONINI et al., 1998; BERARDELLI et al., 2001;
MARSDEN, 1994). No entanto, os pacientes diagnosticados com DP
também apresentam manifestagdes ndo motoras que incluem depressao,
fadiga, disturbios do sono REM, constipagdo, alucinacdes e deméncia,
as que impactam negativamente sobre a qualidade de vida (BOREK et
al., 2006; CHAUDHURI, K. R.; NAIDU, 2008; CHAUDHURI, K. R.
etal., 2011; METTA etal., 2011).

O diagnostico da DP baseia-se em critérios baseados na
sintomatologia dos pacientes, que foram estabelecidos pelo Banco de
Cérebros da Sociedade de Parkinson do Reino Unido (HUGHES et al.,
1992). Os critérios podem ser divididos em trés grupos, aqueles
necessarios para o diagndstico, os de suporte positivo para diagnostico
da DP e os excludente de DP (Tabela 1).

Tabela 1 — Critérios de diagnéstico para a Doenca de Parkinson do
Banco de Cérebros da Sociedade de Parkinson do Reino Unido

Critérios necessarios para diagnéstico de DP

- bradicinesia (deve estar presente junto com pelo menos um dos
seguintes sintomas abaixo)

- rigidez muscular

- tremor de repouso (4-6Hz) avaliado clinicamente

- instabilidade postural ndo causada por distlrbios visuais, vestibulares,
cerebelares ou proprioceptivos

Critérios negativos (excludentes) para DP
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- historia de acidente vascular cerebral

- historia de trauma craniano grave

- historia definida de encefalite

- crises oculogiricas

- tratamento prévio com neurolépticos

- remissdo espontanea dos sintomas

- quadro clinico estritamente unilateral apos trés anos
- paralisia supranuclear do olhar

- sinais cerebelares

- sinais autondmicos precoces

- deméncia precoce

- sinal de Babinski

- presenca de tumor cerebral ou hidrocefalia comunicante
- resposta negativa a altas doses de L-DOPA

- exposicdo a metilfeniltetraperidinio

Critérios de suporte positivo para o diagndstico de DP (trés ou mais
destes sintomas sdo necessarios para o diagnostico)

- inicio unilateral

- presenca de tremor de repouso

- doenga progressiva

- persisténcia da assimetria dos sintomas

- boa resposta a L-DOPA

- presenga de discinesias induzidas por L-DOPA

- resposta a L-DOPA por cinco anos ou mais

- evolugdo clinica de dez anos ou mais

Ainda, a doenca pode ser classificada em cinco estagios, de
acordo com a severidade dos sintomas motores, e vdo de alteracfes
motoras unilaterais até confinamento na cadeira de rodas ou leito
(Tabela 2) (HOEHN; YAHR, 1967).

Tabela 2- Escala de gravidade dos sintomas motores na Doenca de
Parkinson

Estagio 1 — doenca unilateral;
Estagio 1,5 — doenca axial e unilateral;
Estagio 2 — doenca bilateral leve. Sem prejuizo do equilibrio;
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Estdgio 2,5 — doenga bilateral, com recuperagdo do “teste de tracdo”;
Estadgio 3 — doenca bilateral leve a moderada. Instabilidade postural.
Fisicamente independente;

Estdgio 4 — deficiéncia severa, mas ainda capaz de caminhar ou de ficar
de pé sem assisténcia;

Estadgio 5 — confinado a cadeira de rodas ou ao leito. Necessita de
assisténcia.

Como apontado nas Tabelas 1 e 2, o principal recurso para o
diagndstico da DP é a avaliagdo clinica, que consiste na observacdo
detalhada e no acompanhamento do paciente, baseando-se na
informacédo da progressdo dos sinais, sintomas e do perfil clinico. Varios
dos sintomas da DP acima descritos, também estdo presentes durante o
envelhecimento, fato que determina que a DP frequentemente seja
diagnosticada tardiamente. No entanto, um diagnéstico definitivo da DP
requer uma confirmagdo post-mortem.

4.3 Fisiopatologia da doenca de Parkinson

A DP se caracteriza histopatologicamente pela perda seletiva de
neurénios dopaminérgicos da SNpc do mesencéfalo e por inclusdes
intracitoplasmaticas conhecidas como corpusculos de Lewy, as que sdo
constituidas principalmente pelas proteinas a-sinucleina e ubiquitina
(ALVES et al., 2008; BERNHEIMER et al., 1973; SPILLANTINI et
al., 1997). Os corpusculos de Lewy sdo inclusbes intracelulares de
origem proteica que se acumulam em neurbnios em processo de
degeneracao, especialmente nos neurdnios dopaminérgicos da SNpc.

A fisiopatologia da DP estd associada a disfuncdo dos sistemas
neurotransmissores, principalmente por uma reducdo nas concentragdes
de DA no corpo estriado (BURCH; SHEERIN, 2005).
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Cortex frontal

Cértex frontal

Figura 1. Representacdo esquematica da organizagéo funcional e circuitos
neurais nos nucleos da base na doenca de Parkinson (DP) e a agdo da L-
DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina). a. Interconexdes nos ndcleos da base em
um estado normal. Os neurdnios dopaminérgicos criam um caminho direto entre
substancia negra (SN) e estriado, que representa a entrada de informacdo dos
nucleos da base (1). A conexdo do estriado ao globo palido externo (GPe) e
depois ndcleo subtalamico (NST) é chamada de via indireta (2). A ligagdo do
estriado ao globo palido interno (GPi) e SN representa a via direta (3). O GPi e
SN séo os nucleos de saida da informagéo, que se projeta para o tdlamo e de 14
para o cortex (4). A via direta resulta em um aumento na atividade do cdrtex e a
via indireta resulta em diminuigdo da atividade do cértex. b. Interconexdes nos
nicleos da base na DP. Ocorre morte de neurdnios dopaminérgicos na SN a
qual provoca uma reducéo do sinal da via direta e diminui as concentracGes de
dopamina (DA) no estriado, ocorrendo redugdo dos movimentos voluntarios. c.
O tratamento com L-DOPA age reconstituindo as concentragdes de DA no
estriado. A DA facilita a via direta e inibe a via indireta. Recuperacdo dos
movimentos voluntarios. Adaptado de JENNER (2008).

As manifestacbes motoras da DP podem ser explicadas de
maneira simplificada pelo processo de degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais com consequente redugdo de DA
estriatal e desenvolvimento de alteragdes motoras (LANG, 2009; LEES
et al., 2009). Neste cenario, sabe-se que 0s nlcleos da base, constituidos
por substancia negra (SN), estriado, globo pélido externo (GPe) e
interno (GPi) e nucleo subtalamico (NST), sdo descritos de longa data
como um centro motor, devido a antigas evidéncias post-mortem sobre
distarbios envolvendo movimentos involuntarios, desde hipocinéticos
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até hipercinéticos, e alteracdes patoldgicas desses nlcleos estdo
associadas a alteracGes motoras complexas, como tremor de repouso e
lentiddo dos movimentos voluntérios (Figura 1) (BURCH; SHEERIN,
2005; JENNER, 2008; VILLABLANCA; MARCUS, 1975).

Os neurdnios dopaminérgicos da SNpc sintetizam o
neurotrasmissor DA e uma ativacdo destes neurdnios leva a intensa
liberacdo de DA para o estriado, que da origem a duas saidas principais
responsaveis pelo controle motor: a via direta, que facilita a atividade
motora e a via indireta que inibe a atividade motora (CHEN; FURMAN;
GNEGY, 2010; FOLEY; FLESHNER, 2008; GOETZ, 2011). A
sinalizacdo dopaminérgica ocorre em duas familias de receptores
trasmembrana: D1le D2, classificados de acordo com sua influéncia nas
concentracdes de AMP ciclico. A familia D1 compreende os subtipos
D1 e D5, enquanto a familia D2 compreende os subtipos D2, D3 e DA4.
Os receptores do tipo D1 sdo geralmente encontrados em regides pos-
sinapticas. Os receptores D2 sdo responsaveis por desempenhar um
papel importante na codificagdo da funcdo motora no estriado, sendo
encontrados em regides pds-sinapticos e pré-sinapticos (BEAULIEU;
GAINETDINOV, 2011; VUCKOVIC et al., 2010).

A sintese de DA consiste na conversao do aminoacido tirosina em
L-DOPA pela agdo da enzima tirosina hidroxilase (TH), na presencga do
cofator obrigatério tetrahidrobiopterina (BH4), seguida da acdo da
descarboxilase de aminodcidos arométicos para posteriormente ser
convertida a DA e armazenada em vesiculas sinapticas (STAAL;
MOSHAROQOV; SULZER, 2004). A vesicularizacdo da DA ocorre
através de transporte ativo mediado pelo transportador vesicular de
monoaminas (VMAT?2) associado a uma bomba de prétons, engquanto
que a captacdo da DA extracelular, ocorre através do transportador
plasmatico de DA (DAT; Figura 2) (CHEN et al., 2010).
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Figura 2. Representacdo esquematica da biossintese, vesicularizacao,
liberacéo, transmissdo, metabolismo e recaptacdo de dopamina (DA). A
sintese do neurotransmissor inicia a partir da transformacéo da tirosina em L-
DOPA (levodopa) pela acdo da tirosina hidroxilase (TH), seguida da acdo da
dopa descarboxilase (DDC), para produzir DA. O transporte vesicular de DA é
realizado através do transportador vesicular de monoaminas (VMAT2), e a
captacdo da DA extracelular, pelo transportador de DA plasmatico (DAT). A
captagdo pos-sinaptica e glial da DA € realizada pelos transportadores de
norepinefrina (NET) e de cétions organicos (OCT2), respectivamente. A DA ¢
catabolizada em &cido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) pela enzima
mitocondrial monoamina oxidase-B (MAO-B), e em 3-metiltirosina (3-MT) e
acido homovanilico (HVA) pela enzima catecol O-metiltransferase (COMT).
Os receptores D1 e D2 medeiam a transmissdo dopaminérgica. Adaptado de
YOUDIM; EDMONDSON; TIPTON (2006).

Numerosas evidéncias demostraram que a disfuncdo
mitocondrial, estresse oxidativo, agregacdo de proteinas, apoptose,
neuroinflamacdo e excitotoxicidade glutamatérgica parecem estar
envolvidas na patogenia da doenca (MATTSON, 2000; RODRIGUEZ;
OBESO; OLANOW, 1998; SCHAPIRA et al., 1989; TANSEY;
MCCOY; FRANK-CANNON, 2007; TSANG; CHUNG, 2009). A
relagdo direta entre disfuncdo mitocondrial e DP veio a partir da
descricdo da deficiéncia do complexo | na SNpc em autopsias de cortex
frontal em pacientes com DP (SCHAPIRA, 2008; SCHAPIRA et al.,
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1989). Sabe-se que a deficiéncia ou inibicdo parcial do complexo |
resulta em aumento da producdo mitocondrial das espécies reativas de
oxigénio (ERO), aumento no estresse oxidativo e danos celulares
irreversiveis (para revisdo ver LATINI et al. (2012). Esta deficiéncia
mitocondrial parece ndo ser exclusivamente cerebral, visto que todos os
afetados apresentam inibicdo deste complexo mitocondrial em plaquetas
de sangue periférico (GU et al., 1998; MYTILINEOU et al., 1994;
SCHAPIRA et al., 1989).

Outros mecanismos de neurotoxicidade envolvidos na patogenia
da DP envolvem estimulos imunolégicos com capacidade de ativar
células imunocompetentes. A estimulacdo do sistema imune regula

positivamente a ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB), um fator de
transcricdo que promove processos inflamatorios e de estresse oxidativo.
Neste contexto, a ativacdo de células imunocompetentes induz a
formacdo de interferon-y, potente citocina que consequentemente
estimula a ativacdo de macrofagos. Esta ativacdo do sistema imune pode
ser monitorada pela formacdo de neopterina, uma pteridina derivada do
GTP (WIDNER; LEBLHUBER; FUCHS, 2002). Pacientes afetados
pela DP apresentam altas concentracGes de neopterina em fluidos
bioldgicos (WIDNER et al., 2002), bem como, infiltracdo de linfocitos
em tecido cerebral postmortem (BROCHARD et al., 2009).

4.4 Tratamento da doenca de Parkinson

A natureza progressiva da DP e suas manifestacdes clinicas
(motoras e ndo-motoras), associadas a efeitos colaterais precoces e
tardios da intervencdo terapéutica, tornam o tratamento da doenca um
desafio muito complexo. O grau de resposta a terapia farmacoldgica
decresce em paralelo com a progressao da doenca e apari¢do de novos
sintomas (MORRISH et al., 1998). Ainda, a escolha do medicamento
mais adequado devera levar em consideracdo fatores como estagio da
doenca, sintomatologia presente, ocorréncia de efeitos colaterais, idade
do paciente, medicamentos em uso e seu custo.

Na década de 60, apos a identificacdo de alteracBes patoldgicas e
bioguimicas no cérebro de pacientes com DP, surgiu o primeiro
tratamento com sucesso, abrindo caminho para o desenvolvimento de
novas terapias mais efetivas. A introducdo de L-DOPA representou o
maior avango terapéutico na DP, produzindo beneficios clinicos para
praticamente todos os pacientes e reduzindo a mortalidade por esta
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doenca (LANG, 2009; OLANOW,; STERN; SETHI, 2009). Além de
aumentar a expectativa de vida, a terapia com L-DOPA esta disponivel a
um baixo custo, e é geralmente bem tolerada (GAINES; HINSON,
2012).

O tratamento farmacoldgico com L-DOPA tem a capacidade,
depois de ser absorvido pelo trato gastrintestinal, de permear a barreira
hematoencefalica, ser captado pelo transportador de aminoacido
aromatico e transformado em DA no terminal neuronal (Figura 2). A
farmacocinética da L-DOPA descreve uma meia vida plasmatica de
aproximadamente duas horas. Apenas 1-3% de uma dose de L-DOPA
oral chega efetivamente ao cérebro, o restante é metabolizado
perifericamente. Desta forma, é necessaria a administragdo conjunta de
inibidores da enzima dopa-descarboxilase (DDC) que promove a
descarboxilagdo da DA, por exemplo, benserazida ou carbidopa (HUOT
et al.,, 2012; KALINDERI et al., 2011; RAVENSTUN et al., 2012).
Estes inibidores ndo atravessam a barreira hematoencefalica,
aumentando a conversdo central de L-DOPA. A excregdo urindria da L-
DOPA aparece sob a forma dos metabdlitos HVA e DOPAC, oito horas
apo6s a administracdo de uma dose oral. Embora a L-DOPA seja o
medicamento de eleicdo para o tratamento da DP, a administragdo
crbnica do farmaco é frequentemente associada com o desenvolvimento
de flutuagBes motoras e discinesias, que atingem aproximadamente 50%
dos pacientes (normalmente apds 3-5 anos) (KALINDERI et al., 2011;
LINAZASORO, 2005).“Flutuagdes motoras” se referem a respostas
motoras flutuantes a administracdo da L-DOPA, com encurtamento da
duracéo de seu efeito (fendmeno do wearing off) e interrupcéo subita de
sua ac¢do, levando a uma situagdo “resposta-falta de resposta” (fendmeno
on-off) ao medicamento (KOLLER, 2002).

Existem outros modos de intervencdo farmacolégica como com
agonistas dopaminérgicos para os receptores tipo D2 (bromocriptina e
pramipexol), inibidores da enzima monoamina oxidase-B (MAOQO-B)
(selegilina e rasagilina), inibidores da enzima catecol-O-metiltransferase
(tolcapone e entacapone), anticolinérgicos (biperideno, triexifenidil e
benztropina) e antiglutamatérgicos (amantadina) que também séo
utilizados de acordo com o paciente e a progressao da doenca.

Quando o paciente apresenta um comprometimento funcional
significativo e ndo responde mais & nenhuma terapia farmacoldgica, a
alternativa esta representada pelo tratamento cirtrgico. Este tratamento
pode ser dividido em duas categorias: técnicas que envolvem a lesdo de
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uma determinada area cerebral, por exemplo, a talamotomia indicada no
tremor, ou a palidotomia estereotatica no tratamento de discinesias
induzidas por L-DOPA,; e a estimulacdo cerebral profunda (deep brain
stimulation), a qual é realizada mediante a introducdo de um eletrodo no
cérebro que fornece uma corrente elétrica continua sem causar lesao.
Esta Gltima é considerada uma técnica mais segura por permitir uma
suspensdo do tratamento farmacolégico (LIMOUSIN et al., 1998;
VOON et al., 2005).

Comparado ao tratamento com L-DOPA os tratamentos
cirlrgicos proporcionam um curso mais estavel de resposta, com menos
flutuagGes motoras e discinesias, e permite a reducdo das concentracGes
do medicamento, 0 que em consequéncia reduz outras complicacdes, e
aumenta a qualidade de vida. Entretanto, o tratamento cirdrgico é
retardado o maximo possivel devido ao fato de que todos os
procedimentos cirlrgicos estdo sujeitos ao desenvolvimento de
complicacdes, as quais incluem hemorragia, convulsdes, déficits
motores, deterioracdo cognitiva e, até mesmo, a morte (BRONSTEIN;
DESALLES; DELONG, 1999; LANG etal., 1997).

4.5 Modelo experimental da doenga de Parkinson: uso de reserpina

A reserpina é um alcaloide isolado das raizes da planta Rauwolfia
serpentina. Antigamente era prescrita no tratamento da hipertensao por
agir no sistema nervoso simpatico pela deplecdo das concentracfes de
noradrenalina nos nervos simpaticos, causando vasodilatacdo e
diminuicdo da frequéncia cardiaca. Sua utilizacdo clinica foi suspensa,
pois 0 uso cronico causava um estado de depressdo em seres humanos.
A reserpina foi utilizada incialmente por Carlsson e colaboradores
(CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957) que observaram
prejuizos motores em coelhos, os quais podiam ser revertidos pela
administragdo de L-DOPA. Essa observacdo foi o ponto de partida para
o entendimento do papel da DA no SNC, principalmente nos nicleos da
base, e sua relacdo com DP e esquizofrenia (CARLSSON et al., 1957;
DUTY; JENNER, 2011). A reserpina simula alguns sintomas motores
da DP como bradicinesia, rigidez muscular e tremor de repouso, além de
prejuizos cognitivos como prejuizo de memdrias implicitas e
operacionais, deméncia e depressdo (DUVOISIN; MARSDEN, 1974;
LEE et al.,, 2012; MAXIA et al., 2012; SHIOZAKI et al., 1999;
SILVA et al., 2002). A reserpina é um agonista irreversivel do VMAT2,
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impedindo o armazenamento vesicular de DA. Assim a DA permanece
no citoplasma, sendo rapidamente oxidada pela MAO-B, o0 que causa a
deplecdo de monoaminas em tecidos neuroldgicos, incluindo
noradrenalina, serotonina (5-HT), e DA (DUTY; JENNER, 2011). Desta
forma, a reducdo nas concentracdes centrais de DA induzida por
reserpina prejudica a neurotrasmissdo dopaminérgica (Figura 3).

TIROSINA

L-DOPA
®
DOPAMINA

Figura 3. Representacdo esquemdtica da inibicdo do transportador
vesicular de monoaminas (VMAT2) pela reserpina. O transporte vesicular de
dopamina (DA) é realizado através do VMAT2, e a captagdo da DA
extracelular, pelo transportador de DA plasmético (DAT). A reserpina inibe o
VMAT?2 e blogueia 0 armazenamento de DA nas vesiculas sindpticas. A DA
que estard livre no citoplasma sera oxiada pela monoamina oxidase-B (MAO-
B). Os receptores D1 e D2 medeiam a transmissdo dopaminérgica.

Embora o modelo de reserpina simule os principais componentes
da bioquimica da DP e provoque bradicinesia e rigidez, clinicas da DP,
ndo existe degeneragdo de células dopaminérgicas da SNpc. No entanto,
animais tratados com reserpina provaram ser muito (teis para predizer a
eficacia de farmacos envolvidos na restituicdo da sinalizacdo
dopaminérgica (DUTY; JENNER, 2011; CASTRO et al, 2006; DUTRA
et al, 2002; ). Do ponto de vista experimental, baixas doses de reserpina
(0,1-1,0 mg/kg) modelam prejuizos cognitivos e olfatérios em roedores,
enquanto doses mais elevadas (5 mg/kg) causam prejuizos motores
(AGUIAR, A. S, JR. et al.,, 2009; PREDIGER, R.D. et al., 2004;
PREDIGER, R. D.; DA CUNHA; TAKAHASHI, 2005). No entanto, a
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dose repetida de 1 mg/kg também mostrou ser capaz de causar prejuizos
motores (CASTRO, J. P. et al., 2006; DUTRA et al., 2002).

4.6 Fadiga na doenca de Parkinson

A fadiga apresenta diferentes defini¢des, dependendo do contexto
em que aparece. De uma forma geral a fadiga pode ser definida como
uma enorme sensacdo de cansaco, falta de energia ou sensacdo de
exaustdo (ALVES et al., 2008; ARCHER; FREDRIKSSON;
JOHANSSON, 2011; CHAUDHURI, A.; BEHAN, 2004;
FRIEDMAN, 2009; GARBER; FRIEDMAN, 2003). A fadiga se
destaca por ter uma prevaléncia de aproximadamente dois tergos em
pacientes com DP, e é citada como um dos piores sintomas por
influenciar negativamente na qualidade de vida dos pacientes
(GARBER; FRIEDMAN, 2003). Nos Estados Unidos, a fadiga tem sido
também o sintoma ndo motor mais frequentemente citado por pacientes
com DP como fator para desisténcia no trabalho (FRIEDMAN, 2009).

Esta caracteristica se destaca no inicio da DP, geralmente antes
do diagnostico ser realizado. Em estagios mais avancados da DP, a taxa
de prevaléncia varia entre 40-56%, a frequéncia da fadiga se eleva
(75%), principalmente durante o estado desligado, ou off (sem
medicacao) (ALVES et al., 2008; ZIV et al., 1998).

Raramente a fadiga surge isoladamente, sendo geralmente
simultdnea a depressdo e alteragBes no sono, logo, muitos autores
também a caracterizam como um sintoma ndo motor (BOREK et al.,
2006; CHAUDHURI, A.; BEHAN, 2004; FRIEDMAN et al., 2007;
GARBER; FRIEDMAN, 2003). Esta queixa € universal, e a fadiga
também ¢é reportada em outras doencas progressivas como cancer,
esclerose mudltipla, acidente vascular cerebral, doenca pulmonar
obstrutiva crénica, entre outras (CHAUDHURI, A.; BEHAN, 2004;
FRIEDMAN, 2009; KLUGER; KRUPP; ENOKA, 2013).

A percepcdo de fadiga é subjetiva, ndo existe definicdo exata por
causa da sobreposicdo entre nocdo de cansago e 0s sintomas
clinicamente relevantes de fadiga. Para uso clinico, a fadiga é definida
como dificuldade na iniciacdo ou sustentacdo das atividades voluntarias.
Para entender a fadiga, podemos considerar o esfor¢o voluntario como
uma variavel controlada que é afetada por muitos sistemas de controle.
A atividade fisica voluntaria é dependente do fluxo de impulsos
Nervosos nos principais sistemas sensoriais e motores.
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A fadiga periférica (sintoma motor) é um termo apropriado para
distarbios do musculo e jungdo neuromuscular. A redugdo na forca
motora no musculo fadigado pode ser definida pela incapacidade de
sustentar a intensidade exigida durante o exercicio (RANIERI; DI
LAZZARO, 2012). No entanto, a sensacdo subjetiva de fadiga é
essencialmente percebida a nivel de sistema nervoso central (SNC)
(fadiga central caracterizada como sintoma ndo-motor) (LOU, 2009). A
fadiga central, no entanto, ndo é simplesmente um sentimento de
exaustdo fisica, ela também tem um importante componente cognitivo.
Em alguns pacientes, este componente é geralmente o aspecto mais
perturbador de seu sintoma, porque eles encontram-se limitados em sua
capacidade de sustentar a concentracdo e suportar tarefas mentais
(CHAUDHURI, A.; BEHAN, 2004; FRIEDMAN; ABRANTES;
SWEET, 2011; RANIERI; DI LAZZARO, 2012; ROELANDS;
MEEUSEN, 2010).

Ao contrdrio da fadiga periférica em que ocorre um
acometimento metabdlico de vias energéticas envolvidas no processo de
ressintese de ATP durante o exercicio, o processo fisiopatolégico da
fadiga central, a que parece prevalecer na DP e outras doengas como,
esclerose maltipla e sindrome de fadiga crénica, ainda ndo esta muito
bem definido (CHAUDHURI, A.; BEHAN, 2004). No entanto,
Chaudhuri e Behan (2000) relatam que fadiga é um sintoma de doencas
gue afetam os nlcleos da base e interrompem a ligacéo entre cértex pré-
frontal e tAlamo.

Apesar da importancia da fadiga, por sua alta prevaléncia ou
pelas consequéncias que ocasionam na vida dos pacientes, esta nem
sempre é reconhecida pelos profissionais de salde. Este fato por ser em
decorréncia do entendimento incompleto da base fisioldgica da fadiga, o
desconhecimento de ferramentas para sua avaliacdo, e/ou a limitacdo de
seu tratamento (CHAUDHURI, A.; BEHAN, 2004). Vulgarmente,
muitos também entendem que a fadiga ocorre apenas em situagdes de
esforco fisico, como o esporte ou trabalho vigoroso, ou em situagdes
muito morbidas, como pessoas muito doentes. Hoje, ja se conhecem
inimeros instrumentos de divulgacdo mundial para a avaliagcdo da
fadiga, sendo a Escala de Severidade da Fadiga (Fatigue Severity Scale -
FSS) a mais utilizada (KRUPP; POLLINA, 1996; SCHWARTZ,
JANDORF; KRUPP, 1993). Dessa forma, o diagnoéstico e a avaliacdo
continua sao feitos a partir de relato do paciente e observacdo do seu
comportamento.
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4.7 Fadiga, atividade fisica e L-DOPA

As alteracbes de movimento e as disfungcBes motoras,
caracteristicas da DP, além do comprometimento do desempenho motor,
estdo associadas como responsaveis pela diminuicdo da capacidade
fisica destes pacientes (ARCHER et al., 2011; FRIEDMAN, 2009). No
entanto, esta associacao entre atividade fisica e fadiga em pacientes com
DP ainda é obscura.

Esta bem estabelecido que quantidades insuficientes de atividade
fisica, ou sedentarismo, é um importante fator de risco para obesidade,
doencas cardiovasculares, diabetes mellitus do tipo 2, entre outras
condi¢Bes cronicas (PAFFENBARGER et al., 1993). A falta de
atividade fisica também tem sido relacionada com disfun¢des no sistema
autoimune, doencas pulmonares e alteracfes musculoesqueléticas,
alguns tipos de cancer, e mais recentemente como fator de risco para
doencas neurodegenerativas (BLUMENTHAL et al., 1982; TREJO et
al., 2002; VILLAR-CHEDA et al., 2009). Podemos considerar que 0
estilo de vida sedentirio seja um dos principais riscos para o
desenvolvimento de doengas cronicas (HANDSCHIN; SPIEGELMAN,
2008). Neste cenério, grande importancia vem sendo dada a pratica de
atividade fisica em nossa sociedade, principalmente para o
desenvolvimento dos componentes da aptidao fisica voltados a saude,
incluindo aptiddo cardiorrespiratéria, forca, endurance muscular,
flexibilidade e composicdo corporal. Ainda, existem outras vantagens
propiciadas pela atividade fisica regular, que sdo a melhora na
estabilidade articular, aumento da massa Ossea, aumento das
concentracdes plasmaticas de colesterol HDL, diminuicdo da frequéncia
cardiaca de repouso, diminuicdo do risco de arteriosclerose, acidente
vascular cerebral, diminuicdo do estresse psicoldgico, entre outros
(GUINEY; MACHADO, 2013; LOPRINZI et al., 2012; PATE et al.,
1995; SHULMAN et al., 2012; STEVENSON; ROACH, 2012). Por
outro lado, estudos tem demonstrado aumento nas concentracdes de
fatores neurotroficos, tais como o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF - brain-derived neurotrophic fator), aumento da neurogénese e
diferenciacdo celular, além de aumentar o sistema de defesa antioxidante
(FRIEDMAN et al., 2007; KOBILO; VAN PRAAG, 2012; LAU etal.,
2011; SMITH; ZIGMOND, 2003; SPEELMAN et al., 2011; TUON et
al., 2012).
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Neste contexto, diversos estudos tém demonstrado os beneficios
do exercicio fisico na DP (LAU et al., 2011; LOGROSCINO et al.,
2006; PETZINGER et al., 2007; REUTER et al., 2000; XU et al.,
2010) e o namero de publicacBes acerca deste assunto vem crescendo
significativamente desde 1996 (ROSENTHAL; DORSEY, 2012). Lau e
colaboradores (2011) demonstraram que 18 semanas de exercicio fisico
protegeu contra a morte de neurbnios na SNpc, além de aumentar
significativamente a funcdo mitocondrial no estriado de animais
submetidos a0 modelo de neurotoxicidade experimental de DP induzido
pela administracdo de MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina).
Neste mesmo modelo experimental, Petzinger et al. (2007)
demonstraram uma recuperacdo parcial das concentracdes de DA no
estriado em animais submetidos a um treinamento em esteira por 28
dias. Da mesma forma, 20 dias de exercicio fisico voluntério
demonstrou melhoras cognitivas e motoras em animais tratados com
reserpina (AGUIAR, A. S., JR. et al., 2009).

Por outro lado, estudos clinicos também evidenciaram que o
exercicio fisico pode melhorar a marcha e aptiddo cardiovascular de
individuos com DP apds trés meses de treinamento (SHULMAN et al.,
2012). Nesta linha, trabalhos epidemiolédgicos tem reforcado a hipdtese
neuroprotetora do exercicio fisico frente a esta doenga (LOGROSCINO
et al., 2006; XU et al., 2010). Dessa forma, o exercicio fisico tem sido
identificado como uma alternativa preventiva e terapéutica para
minimizar os sintomas motores e ndo-motores, além de proteger contra a
morte de neurdbnios dopaminérgicos e disfuncdo motora em modelos
animais de DP (SPEELMAN et al., 2011). No entanto, a fadiga
associada com outros sintomas como depressao e alteragfes na marcha
cria uma barreira para a realizacdo de atividades fisicas e esta
diretamente relacionada a um estilo de vida sedentario, uma capacidade
para exercicio diminuida e um baixo condicionamento fisico
(AARSLAND et al., 2012; FRIEDMAN, 2009; GARBER,;
FRIEDMAN, 2003; SPEELMAN et al., 2011). No entanto, Winward e
colaboradores (2012) demonstraram recentemente que pacientes com
DP ndo apresentaram melhoras nos indices de fadiga apds realizarem
exercicio fisico semanalmente por 12 semanas. Em adi¢do, outro estudo,
ndo encontrou diferenca em pacientes com ou sem fadiga na quantidade
de atividade fisica diaria (HOFF et al., 1997). Assim, a literatura ainda é
muito controversa e estudos mais detalhados sdo necessarios.
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Em contra partida, muitas pesquisas tem investigado a associa¢do
entre exercicio fisico e a farmacocinética da L-DOPA, um dos farmacos
mais utilizados para tratar os sintomas da DP (CARTER; NUTT;
WOODWARD, 1992; LOPANE et al., 2010; REUTER et al., 2000).
Embora a maioria dos estudos ndo encontrou nenhum efeito do
exercicio sobre a eficacia da L-DOPA (GOETZ et al., 1993; REUTER
et al., 2000) uma pesquisa revela uma tendéncia a uma melhor absor¢do
da L-DOPA durante o exercicio fisico (REUTER et al., 2000). Acredita-
se que a L-DOPA possa atravessar a barreira hematoencefalica de forma
mais eficiente devido a maior pressdo sanguinea e aumento da
frequéncia cardiaca durante o exercicio fisico (MUHLACK et al., 2007).

Devido aos dados inconsistentes da literatura pouco se sabe ainda
sobre o0s possiveis mecanimos que levam a fadiga em pacientes com DP
e quais os beneficios reais do exercicio fisico e do tratamento com L-
DOPA sobre este sintoma.

Dessa forma este trabalho pretende compreender o0s
mecanismos responsaveis pela fadiga em pacientes com DP, sendo este,
0 primeiro estudo a investigar a fadiga em um modelo animal de DP.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Caracterizagdo da pesquisa

O presente estudo é caracterizado, quanto a sua natureza, como
uma pesquisa basica (THOMAS; NELSON, 2002). Em relacdo a
abordagem do problema, o estudo caracteriza-se como uma pesquisa
guantitativa. Conforme Gil (2010), a abordagem quantitativa considera
gue tudo pode ser quantificavel, o que significa traduzir em ndmeros
opinides e informacdes para classifica-las e analisa-las. Ja quanto aos
objetivos, classifica-se como pesquisa explicativa, pois visa identificar
os fatores que determinam ou contribuem para a ocorréncia de algum
fenbmeno (GIL, 2010). Do ponto de vista dos procedimentos técnicos,
classifica-se como uma pesquisa do tipo experimental a qual, segundo
Gil (2010), tem como finalidade testar hipoteses que dizem respeito a
relagdes de causa e efeito (GIL, 2010). Envolvem grupos de controle,
selecdo aleatoria e manipulacdo de varidveis independentes e de
controle.
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5.2 Animais

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no uso de Animais (PPO0760/CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), o qual por sua vez é
regido pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Foram utilizados camundongos Suigos machos adultos (45 a 50
g) obtidos do Biotério Central da UFSC e mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Bioquimica e Farmacologia, Centro de Ciéncias
Bioldgicas, UFSC, onde permaneceram sob um ciclo de claro-escuro de
12:12 horas, a uma temperatura ambiental de aproximadamente 22 + 1
°C, com acesso livre & 4gua e racdo para roedores (Nuvital, PR, Brasil).
A partir do primeiro dia de experimento os animais foram mantidos em
caixas plasticas individuais.

5.3 Metodologia
5.3.1 Inducdo experimental da DP

A DP experimental foi induzida farmacologicamente pelo
tratamento de duas doses de 1mg/kg de reserpina por via intraperitoneal
com intervalo de 48 horas (CASTRO, J. P. et al., 2006; DUTRA et al.,
2002). A reserpina foi diluida em &cido acético glacial 0,1% em solugéo
cloreto de sédio 0,9% (veiculo) e foi injetado um volume de 0,1mL por
cada 10g de massa corporal. Os animais controles receberam igual
volume de acido acético glacial 0,1% em solucdo cloreto de sédio 0,9%
(AGUIAR, A. S., JR. et al., 2009).

5.3.2 Tratamento com farmacos

As doses de L-DOPA e benserazida selecionadas foram baseadas
em dados prévios da literatura, onde 100 e 25 mg/kg de L-DOPA e 50 e
12,5 mg/kg de benserazida reestabelecem as concentragdes cerebrais de
DA, quando reduzidas pela administracdo de reserpina, além de
restaurar 0s parametros motores, como por exemplo, a atividade
locomotora (BAMFORD et al., 2004; KAUR; STARR, 1995; SINGH,;
KULKARNI, 2002). De acordo com os resultados apresentados nas
Figuras 5 a 8, as doses de escolha para os experimentos relacionados
com o estudo do desenvolvimento de fadiga na DP, foram de 100 mg/kg
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de L-DOPA combinada com 50 mg/kg de benserazida, principalmente
por restituir as concentracdes de DA estriatal e por induzir o melhor
efeito anticataléptico. Ainda, a administracdo de 25 mg/kg de L-DOPA
+ 12,5 mg/kg de benserazida ndo reverteu o efeito da administracéo de
reserpina nas concentragdes de DA (dados ndo mostrados).

Os farmacos foram diluidos em metabissulfito de sodio 0,1% em
cloreto de sodio 0,9% (veiculo) em um volume de injecdo de 0,1mL por
cada 10g de massa corporal. Os animais controles receberam igual
volume de veiculo (SINGH; KULKARNI, 2002).

5.3.3 Protocolo de atividade fisica

O protocolo de atividade fisica voluntaria utilizada neste trabalho
consistiu em 14 dias de livre acesso do animal & roda de correr. As rodas
equipadas com contadores digitais para mensurar a distancia percorrida,
a qual foi anotada diariamente para verificagdo do desempenho do
animal na roda, foram alocadas dentro das gaiolas (Figura 4 B-C). Os
animais que por algum motivo ndo correram foram transferidos para o
grupo ndo exercitado. As rodas de correr alocadas nas gaiolas dos
animais ndo exercitados (grupos controles) foram bloqueadas para evitar
0 viés de enriquecimento ambiental (Figura 4 A). Este protocolo de
atividade fisica foi utilizado nos desenhos experimentais abaixo citados
e nomeados como Protocolos | e 1.
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Figura 4. Rodas de correr empregadas no protocolo de atividade fisica
voluntaria. (A) Gaiola com roda de correr blogueada utilizada nos grupos
experimentais denominados “ndo exercitados”. (B) Gaiola com roda de correr
empregada nos grupos experimentais denominados “exercicio”. (C) Contador
de distancia percorrida pelos animais que foram submetidos ao protocolo de
atividade fisica voluntéria.
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5.3.4 Protocolo experimental |

O protocolo experimental empregado para avaliar o efeito
cataléptico da reserpina foi conformado pelos seguintes grupos
experimentais:

1) Grupo ndo exercitado + reserpina + veiculo L-DOPA/benserazida
(NER)

2) Grupo exercicio + reserpina + veiculo L-DOPA/benserazida (ER)
3) Grupo ndo exercitado + reserpina + L-DOPA 25
mg/kg/benserazida 12,5 mg/kg (NERL25)

4)  Grupo exercicio + reserpina + L-DOPA 25 mg/kg/benserazida 12,5
mg/kg (ERL25)

5) Grupo ndo exercitado + reserpina + L-DOPA 100
mg/kg/benserazida 50 mg/kg (NERL100)

6) Grupo exercicio + reserpina + L-DOPA 100 mg/kg/benserazida 50
mg/kg (ERL100)

Este protocolo experimental teve duracdo de 14 dias e iniciou
com o livre acesso dos animais as rodas de correr sem nenhum outro
tratamento adicional nos dias 1° a 10°. No 11° e 13° dias os animais
receberam uma dose de reserpina e no 14° dia eles receberam uma dose
Unica de L-DOPA/benserazida ou de seus respectivos veiculos. O
comportamento cataléptico nestes animais foi avaliado 30 e 60 minutos
apos a administracdo de L-DOPA/benserazida (Esquema 1).
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Esquema 1. Representacdo esquematica do desenho experimental
empregado no Protocolo I. Os animais tiveram livre acesso a roda de correr
durante 14 dias. A reserpina (1mg/kg) foi aplicada nos dias 11° e 13° No dia
14° foi administrada uma Unica dose de L-DOPA/benserazida (100/50 e 25/12,5
mg/kg), e apds 30 e 60 minutos foi mensurada a rigidez muscular através da
avaliagdo do comportamento cataléptico.

5.3.5 Protocolo experimental 11

Os animais foram divididos randomicamente de acordo com 0s
grupos listados abaixo. O protocolo experimental 11, que teve duracéo de
14 dias, iniciou com o livre acesso dos animais as rodas de correr sem
nenhum outro tratamento adicional durante os dias 1° ao 10°. No 11°e
13° dias, os animais receberam uma dose de reserpina (1 mg/kg), e entre
0s dias 11° e 14° receberam seis doses de L-DOPA/benserazida ou de
seus respectivos veiculos com intervalo de 12 horas. A avaliacdo
comportamental foi realizada 30 minutos apés a Gltima administracdo de
L-DOPA/benserazida, e uma hora apds os animais sofreram eutandasia
(Esquema 2).

Para o desenvolvimento do projeto os animais foram divididos
nos seguintes oito grupos experimentais:

1) Grupo controle nio exercitado + acido acético 0,1% (veiculo
reserpina) + metabissulfito de sédio 0,1% (veiculo L-
DOPA/benserazida) (NEC)

2) Grupo controle exercicio + acido acético 0,1% (veiculo reserpina)
+ metabissulfito de sodio 0,1% (veiculo L-DOPA/benserazida) (EC)

3) Grupo ndo exercitado + reserpina + veiculo L-DOPA/benserazida
(NER)
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4)  Grupo exercicio + reserpina + veiculo L-DOPA/benserazida (ER)
5) Grupo ndo exercitado + reserpina + L-DOPA 25
mg/kg/benserazida 12,5 mg/kg (NERL25)

6) Grupo exercicio + reserpina + L-DOPA 25 mg/kg/benserazida 12,5
mg/kg (ERL25)

7) Grupo ndo exercitado + reserpina + L-DOPA 100
mg/kg/benserazida 50 mg/kg (NERL100)

8) Grupo exercicio + reserpina + L-DOPA 100 mg/kg/benserazida 50
mg/kg (ERL100)
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Esquema 2. Representacdo esquematica do desenho experimental
empregado no Protocolo Il. Os animais tiveram livre acesso a roda de correr
durante 14 dias. Foram aplicadas duas doses de reserpina (1 mg/kg) e seis doses
de L-DOPA/benserazida (100/50 e 25/12,5 mg/kg) nos dias e horérios
especificados no esquema. No 14° dia foi realizada a avaliagdo comportamental
de campo aberto para mensurar a locomogao espontanea dos animais.

5.3.6 Protocolo experimental 111
O protocolo 111 foi aplicado nos seguintes grupos experimentais:

1) Grupo controle veiculo reserpina + veiculo L-DOPA/benserazida (C)

2) Grupo reserpina + veiculo L-DOPA/benserazida (R)

3) Grupo reserpina + L-DOPA 25 mg/kg/benserazida 12,5 mg/kg
(RL25)

4) Grupo reserpina + L-DOPA 100 mg/kg/benserazida 50 mg/kg
(RL100)
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Nestes animais foi avaliada a capacidade de esfor¢co maximo.
Com este intuito, os animais foram inicialmente adaptados a esteira
durante cinco dias, numa velocidade de 10 m/min, por 10min. Logo
apos o ultimo dia de adaptacdo, os animais receberam a primeira dose de
reserpina (1 mg/kg), e 48 horas ap0s, a segunda dose (ver Esquema 3).
Dois dias apds o periodo de adaptacdo os animais receberam uma Unica
dose de tratamento com LDOPA/benserazida (100/50 e 25/12,5 mg/kg)
ou de seus respectivos veiculos, e 30 minutos apds, deu-se inicio ao
teste incremental maximo que avaliou a capacidade maxima de esforco.
O periodo de adaptacdo e o teste incremental foram realizados a partir
das 18 horas, periodo que corresponde ao ciclo claro dos animais.

Adaptagdo— 10 m/min %g
[

f T T T f 30 min
1 2 3 4 6

Dias Joon Vi ZOh //Zﬂh
Reserpina Reserpina L DOPA/ Teste de esforgo

Esquema 3. Representacdo esquematica do desenho experimental
empregado no Protocolo I11. Os animais foram adaptados durante cinco dias
na esteira a uma velocidade de 10m/min, durante 10 min. A reserpina (1 mg/kg)
foi aplicada nos dias 5° e 7°, e no dia 8° foi administrada uma Unica dose de L-
DOPA/benserazida (100/50 e 25/12,5 mg/kg). O teste incremental maximo em
esteira rolante foi realizado 30 minutos apds a Ultima administracdo de L-
DOPA/benserazida.

5.4 Procedimentos e analises

Tanto a experimentacdo quanto as analises bioquimicas foram
realizadas no Laboratério de Bioenergética e Estresse Oxidativo,
Departamento de Bioquimica, Centro de Ciéncias Biologicas, UFSC. Os
testes comportamentais foram realizados no Laboratério de Doencgas
Neurodegenerativas do Departamento de Farmacologia, Centro de
Ciéncias Biologicas, UFSC. As mensuracdes de lactato foram realizadas
no Laboratério de Esforgo Fisico, Centro de Desportos, UFSC. As
anélises de microscopia eletrdnica foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletrénica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
de Cordoba, UNC.
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5.4.1 Amostras

No protocolo I, os grupos experimentais NEC, NERL25 e
NERL100 foram conformados por 15 animais e os definidos como EC,
ERL25 e ERL100, foram conformados por 6 animais.

O protocolo experimental Il foi aplicado em n=10 animais por
grupo experimental para a avaliacdo do desempenho na roda de correr,
n=6 animais para o teste comportamental de campo aberto, n=5 animais
na mensuragdo dos parametros bioquimicos DA, DOPAC e neopterina.
Os resultados preliminares de microscopia eletronica estdo conformados
por n=2 animais. No protocolo Il todos os grupos experimentais foram
compostos por 15 animais.

Os animais do protocolo Il utilizados para 0s parametros
bioguimicos sofreram eutanésia no 14° dia, 60 minutos apds a ultima
administracdo da combinagdo L-DOPA e benserazida. O sangue foi
coletado e o estriado foi dissecado. As amostras foram mantidas a -86°C
até a analise. Outra parte dos animais do protocolo 11 foram anestesiados
mediante a administracdo intraperitoneal de cetamina (80mg/kg) e
xilasina (20mg/kg), e posteriormente perfundidos com cloreto de sédio
0,9%. Apds, os tecidos, estriado e quadriceps foram dissecados e
colocados em fixador Karnovsky, para a realizagdo das analises
ultraestruturais por microscopia eletronica.

5.5 AvaliacBes comportamentais

A administracdo de reserpina em roedores provoca prejuizos na
atividade motora e rigidez muscular. Para investigar os efeitos da
atividade fisica sobre estes efeitos foi empregado o teste
comportamental de campo aberto, pardmetro comportamental que
mensura a atividade locomotora espontanea dos animais (BASSO;
BEATTIE; BRESNAHAN, 1995). A rigidez muscular foi avaliada
através da postura cataléptica apenas nos animais reserpinizados.

Os animais foram transportados a sala de experimentos
climatizada para ambientacdo uma hora antes do inicio das tarefas
comportamentais, as que foram realizadas durante as 8 horas da manha.
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5.5.1 Avaliacdo de postura cataléptica

A postura cataléptica foi avaliada apds 30 min e 60 min da
administragdo Unica de L-DOPA/benserazida (100/50 e 25/12,5 mg/kg)
(ver esquema 1). Foi registrado o tempo de imobilidade das patas
dianteiras e das patas traseiras sobre uma barra horizontal (3 mm de
didmetro, 4,5 cm de altura, 10 cm de largura). A postura cataléptica foi
avaliada de acordo com o seguinte escore (SHIOZAKI et al., 1999).

Escore de catalepsia Postura cataléptica
0 <5 s em ambas as patas dianteiras e traseiras
1 das patas dianteiras durante 5 a 10 s, e das patas traseiras <
5s, ou vice-versa
2 das patas dianteiras > 10 s, e das patas traseiras <5 s
3 das patas dianteiras e traseiras durante 5 a 10 s, ou postura
cataléptica das patas dianteiras < 5 s e das patas traseiras >
10s
4 das patas dianteiras > 10 s, e traseiras durante 5a 10 s, ou
postura cataléptica de patas dianteiras 5-10 s, e traseiras >
10s
5 das patas dianteiras e traseiras > 10 s

5.5.2 Teste de campo aberto

Trinta minutos apés a Gltima administracio de L-
DOPA/benserazida (100/50 ou 25/12,5 mg/kg) os animais realizaram o
teste comportamental de campo aberto (ver Esquema 2). Este consistiu
em 15 minutos de livre exploracdo em uma arena circular. O
experimento foi registrado em video e a distancia percorrida (m) e a
veloclcl\j/lade média (m/min) foram avaliadas através da plataforma ANY -
maze .

5.6 Teste incremental maximo em esteira rolante

O teste incremental méximo na esteira foi aplicado nos grupos
experimentais do Protocolo Ill. O teste teve inicio 30 min apds a
administracdo de L-DOPA/benserazida (100/50 ou 25/12,5 mg/kg) (ver
Esquema 3). O teste iniciou com velocidade de 16 m/min, com
inclinacéo de 2% e a velocidade de 2 m/min foi incrementada a cada 3
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min, até a exaustdo (DAVIS et al., 2009; DAVIS et al., 1998). Apds
atingir a exaustdo, o animal foi retirado do teste e 25 pL de sangue
foram coletados para analise das concentragfes de lactato, através de um
pequeno corte na porcdo distal da cauda do animal, empregando para
isso um capilar heparinizado. Esta aliquota de sangue foi colocada em
tubos plésticos contendo 50 pL de fluoreto de sédio 1%, e o lactato foi
mensurado em analisador especifico YSL 2700 (YSL 2700, Yellow
Springs, CA, USA).

O trabalho foi estimado através da seguinte férmula matematica
que leva em consideracdo o peso (kg) dos animais, a aceleracdo da
gravidade (9,81 m/s?), a velocidade (m/s), tempo (min) e a inclinacéo
(%) da esteira (GREEN, 1995; NEDER; NERY, 2003):

Trabalho= (P x9,81) xVXxTxI.

O resultado foi expresso em joule. Esses animais foram utilizados
exclusivamente para este proposito, pois as coletas de sangue caudal,
somadas ao estresse de um teste maximo, poderiam influenciar no
comportamento dos animais.

5.7 Mensuracdes bioquimicas
5.7.1 Quantificacdo de L-DOPA, DA e DOPAC

As amostras de plasma e estriado foram tratadas com &cido
perclérico 0,1 M contendo 0,02% de metabissulfito de sodio e
posteriormente sonicadas e centrifugadas a 16.000 x g por 10 min a 4°C
(CASTRO, A. A. et al, 2012). Os metabolitos presentes no
sobrenadante foram quantificados por cromatografia liquida de alta
performance acoplada a deteccéo eletroquimica (HPLC; Alliance e2695,
detector Waters 2465, Waters, Milford, USA). Vinte microlitros do
sobrenadante foram injetados no sistema de HPLC. O sistema foi
constituido por coluna C18 de fase reversa (15 cm x 4,6 mme 5 um de
tamanho de particula; Synergi Hydro, California, USA), com fase movel
conformada por fosfato de sédio 90 mM, &cido citrico 50 mM, sodio 1-
heptano sulfonato 1,7 mM, &cido etilenodiaminotetracético 50 uM, 10%
de acetonitrila, pH 3,0, e fluxo de 0,25 mL/min. As concentragdes de L-
DOPA, DA e 4cido 3,4- diidroxifenilacético (DOPAC) foram calculadas
em ng/mg de proteina ou pmol/L.
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5.7.2 Determinacdo da concentracao de neopterina

As concentracdes de neopterina plasmaticas foram realizadas por
HPLC acoplada a detec¢do por fluorescéncia com comprimento de onda
de excitagdo de 350 nm e emissdo de 430 nm. As amostras foram
tratadas com um volume de &cido tricloroacético 5%, sonicadas e
centrifugadas a 16.000 x g por 15 min a 4°C. Vinte microlitros das
amostras foram injetadas no sistema constituido com fase movel
composta por acetato de sodio 50 nM, acido citrico 5 mM, EDTA 48
UM e ditioeritritol 160 uM e fluxo de 0,5. Os resultados foram
calculados em nmol/L (ORMAZABAL et al., 2005).

5.7.3 Dosagem de proteina

O contetido proteico das amostras foi mensurado empregando o
método de Lowry (LOWRY et al., 1951), utilizando albumina sérica
bovina como padréo.

5.8 Parametro histoldgico
5.8.1 Morfologia mitocondrial por microscopia eletrénica

Apbs a perfusdo dos animais com cloreto de sddio 0,9%, o
musculo esquelético quadriceps e o estriado cerebral foram removidos e
fixados imediatamente em solucdo Karnovsky conformada por
formaldeido 4%, glutaraldeido 2% e tampao cacodilato 0,1M, pH 7,3. O
material permaneceu nesta solu¢do durante quatro horas a 4°C e
posteriormente foi submetido a trés lavagens de 30 minutos em agua
destilada. Em seguida as pecas foram colocadas em tampdo cacodilato
contendo tetréxido de 6smio 1% por duas horas em um rotor em
movimento a temperatura ambiente, e foram novamente lavadas em
adgua destilada. O material foi posteriormente desidratado em
concentragBes crescentes de acetona (50 e 75% por 5min; 90% por
10min; e 3 x de 100% por 15min). Apos foi realizada uma inclusdo com
araldita e acetona 100% (1:1) e deixado por 3 horas em um rotor em
movimento a temperatura ambiente. Foi realizada uma pré-inclusdo com
araldita pura por 6 horas a temperatura ambiente e posteriormente as
pecas foram novamente incluidas em araldita e colocadas em estufa a
60°C por 48 horas (HERNANDEZ-FONSECA et al., 2009). Apos,
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foram realizados cortes semifinos (240-280 nm) para localizagdo da area
de interesse, e posteriormente foram realizados os cortes finos (90-120
nm), que foram cortados com uma navalha de diamante em um
ultramicrétomo JEOL JUM-7 (Nikon, Téquio, Japdo). Os cortes finos
foram contrastados com acetato de uranilo e citrato de plomo 1% por 1
min, para serem analisados em microscopio eletronico de transmisséo
Zeiss Leo 906 E, equipado com cémera digital Megaview Il
(Oberkochen, Alemanha) do Centro de Microscopia Eletronica da
Universidad Nacional de Cdrdoba. Para contagem do conteldo
mitocondrial foram analisados 100 campos por animal.

6. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média
(EPM), a excecdo do comportamento cataléptico que foi expresso em
mediana + intervalo interquartil, e o teste de esforco maximo que foi
expresso em percentual de animais por etapa da tarefa. A andlise dos
dados foi iniciada através da aplicagdo de procedimentos de estatistica
descritiva, incluindo medidas de tendéncia central e dispersdo. A
normalidade das diferentes variaveis continuas foi verificada por meio
do teste de Shapiro-Wilk.

A analise inferencial da estatistica foi realizada na maioria dos
desenhos experimentais, através de analise de variancia ANOVA de
uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni, quando os valores de
F foram significativos. No caso da andlise das concentracbes de
dopamina e DOPAC utilizou-se o teste t de Student para comparar 0s
animais tratados com reserpina com seus respectivos controles.

Para observar diferencas entre grupos no teste ergométrico
utilizou-se o teste de Log-rank (Mantel-Cox). A diferenca da severidade
das posturas catalépticas foi avaliada pelo teste Kruskal-Wallis, com
teste pos hoc de multiplas comparagdes de Dunn. As diferencas entre
grupos foram consideradas significativas quando P < 0,05 (IC=95%).

As andlises estatisticas e graficos foram realizados através do
programa GraphPad Prisma 5®.
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7. RESULTADOS

7.1 Efeito da atividade fisica voluntaria e do tratamento
farmacoldgico com L-DOPA, sobre a rigidez muscular induzida por
administracdo de reserpina

O efeito da atividade fisica voluntaria sobre a rigidez muscular
em camundongos que receberam reserpina é mostrado nas figuras 5A e
5B. Pode ser observado que a atividade fisica atenuou a catalepsia
induzida pela administracdo de reserpina. A figura também mostra que
ao tratamento com L-DOPA/benserazida na dose de 100/50 mg/kg
atenuou a severidade cataléptica de animais ndo exercitados que
receberam reserpina (SRL100), a qual foi avaliada 30 [F74=16,6; P <
0,05] (5A) e 60 [Fee6=22,8; P < 0,05] (5B) minutos apos a
administracdo de L-DOPA/benserazida. Ainda a figura mostra que a
atividade fisica per se ou em combinagdo com L-DOPA/benserazida 25
mg/kg (ERL25), atenuou o comportamento cataléptico induzido pela
reserpina.

7.2 Efeito da administracdo de reserpina e de L-DOPA sobre a
locomocgao em animais que realizaram atividade fisica voluntaria

A Figura 6A mostra a distancia percorrida por animais que
realizaram atividade fisica voluntaria em roda de correr, durante 14 dias.
Pode ser observado na figura, que a distancia percorrida no primeiro dia
foi de 1888+281 metros/dia, e que esta aumentou significativamente
para 3505+345 metros/dia, ao longo do protocolo experimental. Pode
ser observado também, que a apds a primeira administracdo de reserpina
houve uma diminuigéo significativa na atividade locomotora, efeito que
foi mantido até o final do tratamento (grupo ER). Ainda, a figura mostra
que a administracdo de L-DOPA/benserazida (grupos ERL25 e
ERL100) ndo teve efeito na reducdo da atividade locomotora induzida
por reserpina, apresentando também uma diminuicdo significativa
quando comparado ao grupo controle (EC) [F=11,39; P < 0,05].

As Figuras 6B e 6C mostram a locomocao espontanea e 0 nimero
de levantamentos, respectivamente, no teste comportamental de campo
aberto ao final dos 14 dias do protocolo experimental Il. De forma
similar, a administra¢do de reserpina provocou uma queda significativa
na distancia percorrida [F41=15,30; P < 0,05] e no nimero de



56

" 60 min
° 6
5 5
4
g I 0 *
2 3k 2 3
w |k i
24 -

PR

< )
SH A G Et A A e 4L i N 4A e et aadt

£ 4444444444484 844 444444444444 44444484444

2eee e

6464 4G i h e iaasieiaidiiiitaititaasts

I
Nao exercitado Exercicio

Nao exercitado  Exercicio

Figura 5: Efeito da atividade fisica voluntaria e da administragdo da
combinagdo de L-DOPA/benserazida, sobre a rigidez muscular induzida pela
administracdo de reserpina em animais que permaneceram expostos a rodas de
correr durante 14 dias. A reserpina (1 mg/kg) foi administrada
intraperitonialmente (i.p.) nos dias 11° e 13° e no dia 14° foi realizada uma
Unica administracdo i.p. de L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg ou 25/12,5
mg/kg), de acordo como descrito no Protocolo experimental I. A rigidez
muscular foi avaliada através de um escore de catalepsia, apds 30 (A) e 60
minutos (B) da ultima administracdo de L-DOPA/benserazida. Os dados
representam a mediana + intervalo interquartil de 3 experimentos (6 a 15
animais por grupo). NER: ndo exercitado reserpina (1 mg/kg); NERL25: nédo
eercitado reserpina + L-DOPA/benserazida (25/12,5 mg/kg); NERL100: néo
exercitado reserpina + L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg); ER: exercicio
reserpina (1 mg/kg); ERL25: exercicio reserpina + L-DOPA/benserazida
(25/12,5 mg/kg); ERL100: exercicio reserpina + L-DOPA/benserazida (100/50
mg/kg). ***P < 0,001 vs. NER; * P < 0,05 vs. NERL25 em painel B (ANOVA
de uma via seguida de teste post hoc de Bonferroni).



57

A 5000

— EC
@ ER
-¥- ERLDOPA25

N
o
=]
=]
1

3000
—A— ERLDOPA100

2000

q
e

Distancia (m/dia)

B Distancia C Levantamentos
100 150

100

80+

1004
60+

m/15 min
Numero/15 min

404 EL S 504 - * * # #
204
0- 04
O Q- N3 O O Q- o O O Q- » o O Q& 3 S
& K y & ¢ & ¥ o8 & X y & & & ¥y
¥ &N Q7 A A V) D N
& & @ R & @
g 1 I ! L i
Nao exercitado Exercicio ' " Nioewercitado Exercicio s

Figura 6: Efeito da administracdo de reserpina e/ou a combinagdo de L-
DOPA/benserazida sobre a atividade locomotora, em animais que realizaram
atividade fisica voluntéria em roda de correr durante 14 dias. O painel A mostra
a distancia percorria por dia na roda de correr, e 0s painéis B e C a distancia
percorrida e nimero de levantamentos no teste comportamental de campo
aberto. A reserpina (1 mg/kg) foi administrada intraperitonialmente (i.p.) nos
dias 11° e 13°, e durante os dias 11° ao 14° foram administradas seis doses i.p.
de L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg ou 25/12,5 mg/kg), de acordo como
descrito no Protocolo experimental 11. Os dados representam a média + EPM de
trés experimentos (6 a 10 animais por grupo). NEC: ndo exercitado controle;
NER: néo exercitado reserpina (1 mg/kg); NERL25: ndo exercitado reserpina +
L-DOPA/benserazida (25/12,5 mg/kg); NERL100: ndo exercitado reserpina +
L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg); EC: exercicio controle; ER: exercicio
reserpina (1 mg/kg); ERL25: exercicio reserpina + L-DOPA/benserazida
(25/12,5 mg/kg); ERL100: exercicio reserpina + L-DOPA/benserazida (100/50
mg/kg). * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. NEC. * P < 0,05, " P <
0,001 vs. EC (ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Bonferroni).
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levantamentos [F(743=5,30; P < 0,05]. No entanto, a redugdo nos
levantamentos foi parcialmente prevenida no grupo ER. O tratamento
farmacoldgico posterior com L-DOPA/benserazida (grupos NERL25,
NERL100, ERL25 e ERL100) ndo alterou o efeito induzido pela
reserpina.

7.3 Efeito da administracdo de reserpina e/ou L-DOPA, sobre o
desempenho fisico em animais submetidos a um teste de esforgo
maximo em esteira

A Figura 7A mostra o desempenho fisico dos animais submetidos
a um teste de incremental em esteira ergométrica, avaliada através da
porcentagem de sucesso de cada grupo em finalizar o teste. Pode ser
observado na figura que a administragdo de reserpina provocou uma
reducdo na capacidade fisica em completar o teste de esforco, tendo
atingido o estado de exaustdo ou fadiga muscular na velocidade de
aproximadamente 30 m/min (grupo R), enquanto os animais controles
(grupo C) permaneceram até aproximadamente 40 m/min, que
acreditamos responder a velocidade maxima imposta pelas prdprias
limitagBes biomecénicas do animal. Pode ser também observado que a
administracdo de L-DOPA/benserazida na dose de 100/50 mg/kg,
melhorou o efeito induzido pela reserpina na primeira metade do teste
(50 % de sucesso). Efeitos similares foram observados na estimativa de
trabalho [F60=70,8; P < 0,05] (Figura 7C). Ainda, pode ser observado
gue a maioria dos animais controle (grupo C) permaneceu em
aproximadamente 25% a 75% do trabalho durante todo o teste de
esforco, enquanto que a maioria dos animais que receberam reserpina
(grupo R) excepcionalmente ultrapassaram o 25% do trabalho.
Adicionalmente, a Figura 7D mostra que as concentragfes de lactato
foram significativamente menores nos animais do grupo que recebeu
exclusivamente reserpina (grupo R) [F54=2,6; P < 0,05], concordando
com a menor capacidade fisica destes animais em suportar exercicio de
alta intensidade (Figuras 7A e 7C). Finalmente, na figura pode ser
observado que a massa corporal dos animais ndo foi alterada durante o
teste (Figura 7B).
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Figura 7: Efeito da administracdo de reserpina e/ou a combinagdo de L-
DOPA/benserazida sobre o desempenho (A), massa corporal (B), trabalho (C) e
concentragdes de lactato sanguineas (D), em animais submetidos a um teste de
esforco méaximo em esteira. O desempenho foi avaliado através da porcentagem
de sucesso de cada grupo experimental (nimero de animais) em finalizar o teste
de esforgo. A reserpina (1 mg/kg) foi administrada intraperitonialmente (i.p.)
nos dias 5° e 7°, e no dia 8° foi realizada uma Unica administracdo i.p. de L-
DOPA/benserazida (100/50 mg/kg ou 25/12,5 mg/kg), de acordo como descrito
no Protocolo experimental I1l. Os dados representam a média + EPM de 2
experimentos (15 animais por grupo). C: controle; R: reserpina (1 mg/kg);
RL25: reserpina + L-DOPA/benserazida (25/12,5 mg/kg); RL100: reserpina +
L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg). Painel A: * P < 0,05 vs. C (teste de
sobrevivéncia); Painel C: * P < 0,001 vs. C; #P < 0,05 vs. R; Painel D: * P <
0,05 vs. C (ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Bonferroni).
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7.4 Efeito da administracdo de L-DOPA sobre as concentragdes
estriatais de dopamina e DOPAC e de neopterina plasmatica em
animais que receberam reserpina e realizaram atividade fisica
voluntéria

As Figuras 8A e 8B mostram o efeito da administracdo de L-
DOPA/benserazida (100/50 mg/kg) nas concentragOes estriatais de DA e
de seu metabdlico DOPAC em animais que receberam reserpina e que
realizaram atividade fisica voluntaria. Pode ser observado na Figura 8A
gue a administracdo de reserpina diminuiu as concentragdes de DA em
animais ndo exercitados (P < 0,05) e exercitados (P < 0,001). Ainda na
Figura 8A pode ser observado que o tratamento com L-
DOPA/benserazida restituiu as concentragdes de DA, e ainda foram
duplicados os valores encontrados no estriado de animais controles nao
exercitados [Fs23=6,15; P < 0,001].

De forma similar, na Figura 8B as concentragfes no estriado do
DOPAC foram diminuidas em animais ndo exercitados (P < 0,001)
guando administrada a reserpina. A figura também mostra que com a
administracdo de  L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg) as
concentragdes do metabdlico foram aumentadas [F s 24=5,24; P < 0,01].
Ainda, com o intuito de corroborar o efeito periférico da benserazida;
farmaco sem capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica e
inibidor da enzima dopa descarboxilase, também analisamos as
concentracBes de DA plasméatica. No entanto, sua presenca ndo foi
detectavel em nenhum dos grupos experimentais (dados ndo mostrados).

Por outro lado, a Figura 8C mostra as concentracdes de
neopterina plasmatica nos animais onde foram determinadas as
concentracdes dos metabdlitos acima citados. Pode ser observado na
figura que os tratamentos ndo modificaram os valores desta pteridina na
periferia.
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Figura 8: Efeito da administracdo de reserpina e/ou a combinagdo de L-
DOPA/benserazida e da atividade fisica voluntaria nas concentracdes estriatais
de DA (A), DOPAC (B) e de neopterina plasmatica (C). A reserpina (1 mg/kg)
foi administrada intraperitonialmente (i.p.) nos dias 11° e 13°, e durante os dias
11° ao 14° foram administradas seis doses i.p. de L-DOPA/benserazida (100/50
mg/kg ou 25/12,5 mg/kg), de acordo como descrito no Protocolo experimental
Il. Os animais realizaram atividade fisica voluntéria durante 14 dias. Os dados
representam a média + EPM de 3 experimentos (5 animais por grupo). NEC:
ndo exercitado controle; NER: ndo exercitado reserpina (1 mg/kg); NERL100:
ndo exercitadoo reserpina + L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg); EC:
exercicio controle; ER: exercicio reserpina (1 mg/kg); ERL100: exercicio
reserpina + L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg). Painel A: * P < 0,05, NER
vs. NEC; *** P < 0,001, ER vs. EC (teste t de Student); ™ P < 0,01 vs. NER;
P < 0,05 vs. ER (ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Bonferroni).
Painel B: *** P < 0,001, NER vs. NEC (teste t de Student); * P < 0,05 vs. ER, *
P < 0,01 vs. NER (ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de
Bonferroni).
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7.5 Efeito da administracdo de reserpina e de L-DOPA sobre o
conteldo e morfologia mitocondrial em musculo esquelético
(quadriceps) de animais submetidos a atividade fisica voluntaria em
roda de correr

A Figura 9 mostra a arquitetura do musculo esquelético
quadriceps, onde sdo ressaltados a unidade funcional sarcémero, o
contetdo e morfologia mitocondrial, e depositos de lipideos em animais
submetidos ao Protocolo experimental 1. As figuras 9B, 9D e 9F
mostram que os depdsitos de lipideos foram reduzidos e o contetdo
mitocondrial aumentou nas fibras musculares dos animais exercitados,
guando comparados aos seus respectivos controles.

7.6 Efeito da administracdo de reserpina e de L-DOPA sobre o
conteldo e morfologia mitocondrial em estriado de animais
submetidos a atividade fisica voluntaria em roda de correr

A Figura 10 mostra o conteldo e morfologia mitocondrial em
estriado de animais submetidos a atividade fisica voluntaria em rodas de
correr durante 14 dias. A Figura 10B mostra um aumento no conteldo
mitocondrial em animais que realizaram atividade fisica. Este efeito foi
mantido nos animais que, além de realizar atividade fisica voluntaria,
também receberam reserpina e/ou L-DOPA/benserazida (Figuras 10E-
F).
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Figura 9: Efeito da administracdo de reserpina e/ou a combinacdo de L-
DOPA/benserazida sobre a morfologia e conteido mitocondrial quadriceps de
animais que foram submetidos a atividade fisica voluntaria durante 14 dias em
roda de correr. A reserpina (1 mg/kg) foi administrada intraperitonialmente
(i.p.) nos dias 11° e 13°, e durante os dias 11° ao 14° foram administradas seis
doses i.p. de L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg ou 25/12,5 mg/kg), de
acordo como descrito no Protocolo experimental Il. As setas em vermelho
indicam a unidade funcional sarcémero, os asteriscos em amarelo as
mitocdndrias. A magnificacdo indicada nas figuras A e B mostram depdsitos de
lipideos (setas em amarelo) e glicogénio (setas em verde), respectivamente.
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Figura 10: Efeito da administragdo de reserpina e/ou a combinacdo de L-
DOPA/benserazida sobre a morfologia e conteldo mitocondrial estriatal de
animais que foram submetidos a atividade fisica voluntaria durante 14 dias em
roda de correr. A reserpina (1mg/kg) foi administrada intraperitonialmente (i.p.)
nos dias 11° e 13°, e durante os dias 11° ao 14° foram administradas seis doses
i.p. de L-DOPA/benserazida (100/50 mg/kg ou 25/12,5 mg/kg), de acordo
como descrito no Protocolo experimental 11. Os asteriscos em amarelo indicam
mitocondrias.
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8. DISCUSSAO

A doenca de Parkinson (DP) é a doenca neurodegenerativa
motora mais prevalente na populagdo, com maior incidéncia nos idosos
(DE LAU; BRETELER, 2006). No momento do diagnéstico clinico da
DP, quatro sinais motores se destacam a avaliagdo neuroldgica: tremor,
rigidez, bradicinesia e instabilidade postural (ALVES et al., 2008; DE
LAU; BRETELER, 2006; FABBRINI et al., 2012). Além destes
sintomas motores, existe um amplo espectro de sintomas nao-motores,
incluindo depressdo, dor, fadiga e distirbios do sono REM
(AARSLAND et al., 2012; FABBRINI et al., 2012; FRIEDMAN,
2009). Em destaque, queixa de fadiga apresenta prevaléncia de dois
tercos dos pacientes e influéncia negativamente a qualidade de vida e
independéncia funcional dos pacientes. Este sintoma é caracterizado por
uma sensacdo de cansago, falta de energia ou sentimento de exaustdo
(BOREK et al., 2006; FRIEDMAN et al., 2007; GARBER;
FRIEDMAN, 2003), como uma barreira para a realizacdo de atividades
envolvendo esforco fisico, favorecendo dessa forma a adocdo de um
estilo de vida sedentario (FRIEDMAN, 2009; GARBER; FRIEDMAN,
2003; SPEELMAN et al., 2011). Garber e Friedman (2003) relataram
gue os maiores indices de fadiga em paciente com DP também estdo
associados a (i) reducdo na atividade fisica recreacional; (ii) pior
desempenho em exercicios vigorosos; (iii) e menor mobilidade ativa
durante as tarefas de vida diaria, profissional e lazer. Nos testes de
caminhada de 6 min de duragdo, e teste “Up and Go” (levantar,
percorrer 3 metros e retornar a cadeira), estes pacientes com DP
apresentam  claramente  um menor desempenho (GARBER;
FRIEDMAN, 2003).

Apesar da alta prevaléncia de fadiga nos pacientes afetados pela
DP (40-60%), a deteccdo diagnostica deste sintoma é dificil, sendo
diagnosticada apenas em 25% dos casos pelos neurologistas, ou seja,
uma acurdcia de 25% (CHAUDHURI, K. R.; HEALY; SCHAPIRA,
2006; SHULMAN et al., 2002). Os métodos empregados para o estudo
especifico da fadiga em pacientes com DP geralmente sdo questionarios
baseados na histéria dos sintomas, sensivel a viés de memdria
declarativa, progressivamente prejudicada nos pacientes também
acometidos por deméncia da DP (CHAUDHURI, K. R. et al., 2006;
SHULMAN et al., 2002).

Neste trabalho, empregamos um modelo experimental para
estudar os mecanismos envolvidos na fadiga da DP, caracterizado pelos
prejuizos motores induzidos pelo tratamento com reserpina na atividade
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fisica voluntaria de camundongos em roda de correr. Nossos resultados
demonstraram que o protocolo de atividade fisica voluntaria de 14 dias,
foi caracterizado pelo aumento progressivo do volume de atividade
realizado por dia (ALLEN et al., 2001; IKEDA et al., 2006; LAU etal.,
2011; ROWE et al., 2012). Entretanto, o tratamento com reserpina (2 x
1 mg/kg, i.p.) em camundongos Suicos reduziu a atividade fisica
voluntéria, evidenciada por uma queda no volume diério de atividade
realizada na roda de correr, e pela reducdo do deslocamento e
levantamentos na tarefa de campo aberto. Estes prejuizos locomotores
estdo de acordo com resultados prévios do nosso grupo de pesquisa e de
outros laboratdrios (AGUIAR, A. S., JR. et al., 2009; CASTRO, J. P. et
al., 2006; DUTRA et al., 2002). Em tratamento semelhante, Dutra e
colaboradores (2002) também relataram alteracGes motoras como
rigidez muscular observada através de postura cataléptica e menor
desempenho locomotor no campo aberto. Além disso, nds também
verificamos um declinio na capacidade de sustentar a intensidade
exigida durante o teste incremental de exercicio, onde uma grande
demanda de energia é exigida. Logo, esta dissertacdo sugere que a
fadiga ndo pode ser excluida dos mecanismos envolvidos nos
fendmenos clinicos da DP (motores e ndo motores).

Ranieri e colaboradores (2012) associam fadiga central a uma
falha de neurotransmissdo dopaminérgica nos nlcleos da base. Isto pode
explicar a baixa taxa de sucesso, e baixo trabalho, do teste de esforgo
incremental nos animais tratados com reserpina, que apresentaram
valores inferiores a 25% da estimativa do trabalho desenvolvida pelos
animais controle. Visto que a reserpina provoca uma deplecdo de
dopamina nos nucleos da base, nossos resultados corroboram o de Lou e
colaboradores (2003), assim, um prejuizo da neurotransmissdo
dopaminérgica pode reduzir a estimulacdo do cértex motor e
recrutamento muscular insuficiente para a demanda mecénica, que por
sua vez, pode influénciar na capacidade de realizar exercicio fisico
(CHAUDHURI, A.; BEHAN, 2000;2004; STENMAN; LILJA, 2013).
A hip6tese de fadiga central é reforcada pelas baixas concentragdes de
lactato sanguineo observado ao final do teste incremental, o que
representa uma menor ativacao da via glicolitica muscular. Em repouso
a concentracdo de lactato é relativamente baixa (aproximadamente 1
mmol/L); porém, com 0 aumento na intensidade do exercicio, a taxa de
glicélise se eleva produzindo acido latico, que imediatamente dissocia
em lactato e prétons (BOGDANIS, 2012). Ou seja, parece que ambos 0s
tipos de fadiga ocorrem no modelo experimental de DP utilizado, fadiga
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central (deplecdo dopaminérgica) e periférica (recrutamento muscular
insuficiente).

A reserpina também foi escolhida para esta dissertacdo, pois € um
modelo experimental com boa predi¢do clinica, ou seja, com boa
resposta sintomatica ao principal farmaco antiparkinsoniano, a L-
DOPA, para restituir as concentragdes centrais de DA, como observado
em nossos resultados. Até entdo, este é o primeiro trabalho experimental
gue investigou o papel da L-DOPA/benserazida em animais com sinais
de fadiga. A dose de L-DOPA/benserazida foi baseada em duas
combinacdes de L-DOPA/benserazida, 25/12,5 e 100/50 mg/kg,
encontradas na literatura (BAMFORD et al., 2004; KAUR; STARR,
1995; SINGH; KULKARNI, 2002) e confirmadas em nosso laborat6rio
através de estudos piloto. Neste contexto, a dose de 100/50 mg/kg foi
selecionada pois 0s animais apresentaram reversdo da catalepsia
induzida pela reserpina, e também efeitos anti-fadiga ao teste de esteira
incremental. NG6s  descartamos  efeitos  locomotores da  L-
DOPA/benserazida (100/50 mg/kg) neste efeito-anti-fadiga, pois esta
dose ndo reverteu o prejuizo de distdncia percorrida no campo aberto.
Ou seja, noés sugerimos que os efeitos anti-fadiga da L-
DOPA/benserazida também envolvem ativacdo de outros centros
superiores além dos motores, como, por exemplo, areas envolvidas na
motivagdo, como o cortex pré-frontal. Embora a associagdo de atividade
fisica e tratamento farmacolégico em pacientes com DP seja escassa ha
literatura, nossos resultados corroboram com alguns trabalhos clinicos
demonstrando que a L-DOPA é mais eficiente que o placebo na reducéo
da fadiga de pacientes com DP (LOU; BENICE; et al., 2003; LOU,;
KEARNS; et al., 2003; SCHIFITTO et al., 2008).

Entretanto, mesmo a dose de 100/50 mg/kg de L-
DOPA/benserazida ndo reverteu o prejuizo causado pela reserpina na
locomocdo voluntaria nas rodas de correr. Porém, este resultado pode
ser interpretado como uma limitacdo do estudo, haja visto que o
equipamento utilizado foi um protétipo artesanal, onde as variaveis de
exercicio eram coletadas manualmente a cada 24h, com possivel
diluicdo dos efeitos transientes (cinética 180 min) da L-
DOPA/benserazida. Interessantemente, a dose sub-efetiva de L-
DOPA/benserazida 25/12,5 mg/kg mostrou eficiéncia anticataléptica
apenas nos animais que realizaram atividade fisica voluntéaria durante 14
dias. Este sinergismo motor do exercicio e L-DOPA/benserazida, que
ndo é objetivo principal desta dissertacdo, também foi descrito
anteriormente (AGUIAR, A.; LATINI; AL., 2012; FREDRIKSSON et
al., 2011). Outro aspecto importante sobre a fadiga é a intima relacéo
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com a depressao e sua hipétese monoaminérgica (FOLEY; FLESHNER,
2008; SHULMAN et al., 2002; STENMAN; LILJA, 2013), pois a
reserpina, um bloqueador do transportador vesicular de monoaminas,
pode também causar deplecdo central de noradrenalina e serotonina.
Neste contexto, deve ser salientado que depressdo é outro sintoma nao
motor associado a DP, que ndo pode ser dissociada do sintoma de
fadiga, também em pacientes com DP (GARBER; FRIEDMAN, 2003).

Finalmente, a fadiga também poderia estar relacionada com um
processo inflamatorio crénico periférico, como tem sido previamente
demonstrado por um aumento nas concentragcBes plasmaticas de
marcadores inflamat6rios em pacientes com DP (FUJISHIRO et al.,
1990; WIDNER et al.,, 2002). No entanto, aqui ndo observamos
diferencas significativas nas concentracGes plasmaticas de neopterina,
um marcador muito sensivel da ativagdo do sistema imune (FUCHS et
al., 2009; WIDNER et al., 2002). Contudo, a participacdo do processo
inflamatdrio no desenvolvimento de fadiga ndo pode ser completamente
excluido. Considerando estudos prévios que demonstram aumento de
citocinas pro-inflamatdrias no liquido cerebrospinal, bem como,
ativacdo glial em tecido post-mortem de pacientes com DP
(BROCHARD et al., 2009; WIDNER et al., 2002), estudos adicionais
s80 necessarios para identificar se neuroinflamacao (inflamagéo central)
predispGe a fadiga na DP.

9. CONCLUSAO

Esta dissertacdo sugere que 0S mecanismos moleculares
envolvidos com a fadiga, um sintoma ndo motor prevalente em
pacientes com DP, e que compromete a qualidade de vida destes
sujeitos, também envolvem a deplecdo de dopamina caracteristica do
estriado na DP, responsavel pelos sintomas motores.

Em conjunto, nossos experimentos evidenciaram que a fadiga em
animais induzidos a DP possa ser a consequéncia de um envolvimento
da deficiéncia dopaminérgica na atividade locomotora, e que a atividade
fisica pode potencializar os beneficios apresentados pelo tratamento
anticataléptico com L-DOPA/benserazida.

Estes resultados, embora preliminares, acusam uma nova
fronteira para as ciéncias do exercicio fisico, onde a frequente interacéo
exercicio e farmacoterapia, pouco explorada, possa ser melhor
compreendida e até mesmo aproveitada pela comunidade clinica e
pacientes.
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10. PERSPECTIVAS

Aprofundar os estudos de metabolismo energético periférico e
central, mediante a analise de um maior nimero amostral para
guantificacdo do contetdo e fisiologia mitocondrial em
quadriceps e estriado;

Utilizar drogas serotoninérgicas para identificacdo do
envolvimento deste sistema no desenvolvimento de fadiga,
assim como a relagdo de depressao e fadiga;

Aprofundar nos estudos de inflamacdo e desenvolvimento de
fadiga na DP.
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