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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa que
afeta aproximadamente 1% da populacdo acima de 65 anos. A
doenca tem carater progressivo associada inicialmente a sintomas
ndo motores seguidos de sintomas motores. Desde a descri¢do da
doenca existe uma crescente busca de terapias farmacoldgicas e
ndo farmacoldgicas visando minimizar os seus sinais e sintomas.
O tratamento com L-DOPA, iniciado na década de 1960, continua
sendo o principal farmaco usado para o alivio dos sintomas
motores da DP. Entretanto, ap6s o tratamento crénico durante 3-5
anos, é observada uma perda da eficécia clinica da L-DOPA e o
aparecimento de efeitos colaterais, destacando-se as discinesias
induzidas por L-DOPA (LIDs). As LIDs representam um grande
desafio para a comunidade médica e académica, que procuram uma
maior compreensdo de seus mecanismos e a busca por agentes
antidiscinéticos. Nas Ultimas duas décadas, um ndmero crescente
de trabalhos clinicos e experimentais em modelos animais tem
sugerido o potencial do exercicio fisico como um agente paliativo
ou adjuvante na DP. A principal contribuicdo cientifica dos
resultados desta tese é demonstrar que o exercicio fisico em esteira
pode reduzir as LIDs em camundongos. Entretanto, este efeito é
dependente da dose de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) utilizada
para a inducéo do modelo de DP, linhagem de camundongos, tipo
e intensidade do exercicio. No primeiro bloco experimental foi
realizada uma curva dose-resposta de L-DOPA em camundongos
Swiss albinos, e foi determinada que a dose de 50 mg/kg seria
suficiente para induzir um alto escore de LIDs. No segundo bloco
experimental, o protocolo de quatro semanas de exercicio fisico
em esteira em camundongos Swiss albinos injetados
unilateralmente com 6-OHDA (10 pg) no estriado dorsolateral foi
capaz de diminuir o escore de LIDs e melhorar o comportamento
motor, avaliado nos testes do cilindro, de exaustdo e no rotarod.
Através da técnica de Western blot, foi observado nesses animais
um aumento no imunoconteldo estriatal dos marcadores
dopaminérgicos tirosina hidroxilase (TH) e transportador de
dopamina (DAT) e do fator neurotréfico derivado da glia (GDNF).
No terceiro bloco experimental, o protocolo de quatro semanas de
exercicio fisico em esteira em camundongos C57BL/6 injetados
unilateralmente com 6-OHDA (12 pg) no estriado dorsolateral
reduziu o escore de discinesias e atenuou 0s prejuizos motores dos



animais no teste do cilindro. No entanto, o exercicio fisico néo
reverteu as alteracOes de plasticidade cortico-estriatal observadas
em animais discinéticos, bem como ndo alterou a reducdo do
imnunocontetdo de TH no estriado lesionado com 6-OHDA. Por
fim, os resultados de experimentos de eletrofisiologia cortico-
estriatal em fatias de animais naive mostraram que a dopamina na
concentracdo de 50 uM modificou o padrdo de plasticidade para
LTP, semelhante aos animais tratados cronicamente com L-
DOPA.. Em conjunto, os resultados desta tese indicam o potencial
do exercicio fisico como um agente modificador das LIDs em
animais  hemiparkinsonianos, além de diminuir  0s
comprometimentos motores. No entanto, estudos adicionais sdo
necessarios para confirmar o envolvimento de mecanismos
neuroprotetores e modificacbes na plasticidade cortico-estriatal
nos efeitos antidiscinéticos do exercicio fisico.

Palavras-chave: Exercicio fisico; doenca de Parkinson; 6-OHDA;
L-DOPA,; discinesias; plasticidade cortico-estriatal;
neuroprotecéo.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease that affects
approximately 1% of the population over 65 years. The
progression of PD is initially associated with non-motor symptoms
followed by motor symptoms. Since the first description of the
disease there is an increasing interest for pharmacological and non-
pharmacological agents to counteract PD signs and symptoms. L-
DOPA treatment, which began in the 1960s, is still the main drug
used in the treatment of PD. However, after the chronic treatment
with L-DOPA during 3-5 years, there is a decrease of L-DOPA
efficacy and the appearance of relevant side effects including the
L-DOPA-induced dyskinesia (LIDs). Over the last two decades, a
growing number of clinical and experimental studies have
suggested the potential of physical exercise as a palliative or
adjunctive agent in PD. The results of this thesis demonstrate that
physical exercise on treadmill can reduce LIDs. However, the
antidiskinetic effects of exercise are dependent of the 6-OHDA
dose, mouse strain and type and intensity of exercise. We first
performed a dose-response curve of L-DOPA in Swiss albino
mice, and it was determined that the dose of 50 mg/kg would be
sufficient to induce a high LID score. In the second experimental
block, the protocol of four weeks in treadmill exercise in Swiss
albino hemiparkinsonian mice (6-OHDA, 10 pg), was able to
decrease the LID score and improved motor behavior in the
cylinder, maximal load and rotarod tests. Western blot analysis
also revealed increased TH, DAT and GDNF density in the
striatum of exercised mice. In a third experimental block, in
C57BL/6 hemiparkinsonian mice (6-OHDA, 12 pug) the treadmill
exercise protocol was able to decrease the dyskinesia score,
improve motor behavior in cylinder test, but did not reverse the
corticostriatal plasticity alterations observed in dyskinetic animals.
Immunohistochemistry analysis revealed that, differently from the
first model, exercise failed to protect against the reduction of
striatal TH imunnocontent. Interestingly, corticostriatal
electrophysiology experiments on slices of naive animals showed
that dopamine, at 50 uM, modified the plasticity pattern for LTP,
similar to animals treated chronically with L-DOPA. These results
reinforce the potential of physical exercise as a modifying agent in
PD, attenuating LIDs and motor impairments in hemiparkinsonian
mice. However, further studies are necessary to confirm the role of



neuroprotective and corticostriatal plasticity mechanisms in the
antidiskinetic effects of exercise.

Keywords: Exercise; Parkinson's disease; 6-OHDA; L-DOPA,;
dyskinesias; corticostriatal plasticity; neuroprotection.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenga
neurodegenerativa que afeta aproximadamente 1% da populacdo
acima dos 65 anos (BASTIDE et al., 2015). Sua descricdo pioneira
foi realizada pelo médico londrino James Parkinson (1755-1824)
em sua monografia “An Essay on the Shaking Palsy” (Um ensaio
sobre a paralisia agitante) (1817), onde descreveu detalhadamente
esta condicdo conhecida atualmente como DP (PARKINSON,
1817, 2002). James Parkinson destacou a descricdo de dois
sintomas motores da doenca: o tremor de repouso que denominou
como paralysis agitans (paralisia agitante) e a marcha festinante?!.
Além disso, Parkinson descreveu outros sintomas como a
assimetria, a disartria e quedas frequentes, bem como dificuldades
de deglutigdo, sialorreia e incontinéncia urinaria. Entretanto, com
base em suas avalia¢Oes clinicas, James Parkinson descreveu que
0s sentidos e o intelecto destes pacientes estavam intactos. Hoje
sabe-se que os pacientes podem apresentar depressao nos estagios
iniciais da doenca evoluindo para alucinagdes com o0 avancar da
doenca (NEGRE-PAGES et al., 2010).

Aproximadamente um século apds a descri¢do de James
Parkinson, o médico francés Jean Martin Charcot (1825-1893),
trabalhando no Hépital de la Salpétriere em Paris, realizou
diversas contribuicGes a descri¢do da DP, incluindo a renomeacao
da doenca em homenagem a James Parkinson (GOETZ, 1986). Ele
também deu continuidade a caracterizagdo dos sinais e sintomas da
doenca, assim como determinou os principais sinais cardinais
caracteristicos da doenca: rigidez, bradicinesia e tremor de
repouso. Além disso, Charcot realizou a distingdo entre a DP e a
Esclerose Multipla, dentre outras patologias caracterizadas pelo
tremor (GOETZ, 1986; PARENT; PARENT, 2010).
Adicionalmente, Charcot caracterizou sintomas ndo motores da
doenca, como a depressao e alucinacfes, que até 0 momento nao
haviam sido descritos (WALUSINSKI, 2018).

! parkinson correlacionou a rigidez muscular durante a deambulagdo de
seus pacientes como se fossem “uma pe¢a de maquinaria" ele disse,
falando de sua aparéncia.
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A descoberta da principal regido afetada pela DP, a
substancia negra parte compacta (SNpc), foi realizada
acidentalmente por Charcot que observou o Parkinsonismo em um
paciente tuberculoso. Os exames post-mortem realizados por seus
residentes Paul Blocq e Gheorghe Marinescu indicaram um tumor
na SN deste paciente (PARENT; PARENT, 2010). Este trabalho
pioneiro foi publicado em 1893, e levou Edouard Brissaud a
formular a sua hip6tese em 1895 de que a SN seria a principal area
do sistema nervoso central (SNC) afetada na DP. Anos depois, ele
relatou pela primeira vez evidéncias de que a lesdo da SN
encontrada nestes pacientes poderia estar relacionada com o tremor
parkinsoniano. Este fato sé foi confirmado posteriormente por
Constantin Trétiakoff em 1919, no laboratério do prdéprio
Marinescu, ao observar a reducdo do numero de células
pigmentadas na SN do mesencéfalo. Trétiakoff também observou
a presenca de inclusdes citoplasmaticas nas células da SN,
atualmente reconhecidas como marcadores anatomopatoldgicos da
DP (PARENT; PARENT, 2010).

A DP ¢é caracterizada pela morte de neurdnios
dopaminérgicos na parte compacta da SN (SNpc), localizada no
mesencéfalo (Figura 1). Estes neurdnios enviam projecdes para o
corpo estriado (via dopaminérgica nigroestriatal), formado por
dois nucleos da base (caudado e putdmen). A morte dos neurénios
dopaminérgicos da SNpc permanece como a principal alteragéo
neuropatolégica encontrada nos estudos post-mortem em pacientes
parkinsonianos, sendo associada ao aparecimento dos sintomas
motores da DP (HIRSCH; GRAYBIEL; AGID, 1988). Na SNpc
também sdo encontradas inclusdes eosinofilicas citoplasmaticas
denominadas corpos de Lewy (formadas principalmente pelo
acumulo das proteinas a-sinucleina e ubiquitina) utilizadas como
marcadores post-mortem, sendo estas também encontradas em
diferentes regides corticais dependendo da severidade da patologia
(BLANDINI et al., 2000).

A neurobiologia da a-sinucleina é apontada como papel
central no estudo da DP desde a descoberta de que mutacGes nesta
proteina possam causar a DP familiar (SPILLANTINI etal., 1997).
A descoberta de que a a-sinucleina é um componente importante
dos corpos de Lewy na DP idiopatica aumentou o interesse na
proteina, assim como a observacdo de que a duplicacdo ou a
triplicagdo do gene da a-sinucleina também causa a DP
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(SINGLETON et al., 2003). A o-sinucleina teve ainda outro
impacto importante, quando Braak e colegas publicaram
descrigdes elegantes de padrdes anormais de imunomarcacao de a-
sinucleina em encéfalos humanos, e propuseram um esquema de
estadiamento neuropatoldgico (estagios de 1 ao VI) (BRAAK etal.,
2003). Eles propuseram que o primeiro estagio da DP (Fase 1) é
caracterizado por imunocoloracdo anormal de a-Sinucleina
confinada a medula oblonga ou ao bulbo olfatdrio, e que os
sintomas motores encontradas na clinica e a perda de neurdnios na
SNpc ocorrem tardiamente no curso da doenca (BRAAK et al.,
2003).
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Figura 1 — Degeneragdo dopaminérgica e formacao e distribuicdo dos
corpos de Levy observados na doenca de Parkinson.

Braak estagiolell Braak estagio llle IV Braak estagio Ve Vi
(O corpos de Lewy - cortical
Severidade da patologia _@ Corpos de Lewy — substancia Negra

Legenda: As principais alterag@es neuropatoldgicas observadas na doenca
de Parkinson (DP). A DP é caracterizada pela despigmentacdo da
substancia negra (SN) (parte direita) comparado com o controle (parte
esquerda) (A). Imagens do mesencéfalo apdés coloragdo
imunohistoquimica para tirosina hidroxilase, enzima limitante na sintese
de catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina). A técnica de
coloragdo com hematoxilina e eosina indica uma distribuicdo normal de
neurdnios pigmentados em um individuo controle saudavel (parte B), bem
como a perda seletiva de corpos celulares de neurénios da SN em estagios
moderados (parte C) ou avancados (parte D) da DP. A marca¢do com
imunohistoquimica da a-sinucleina mostra a presenca de Corpos de Lewy
(E), depositos granulares mais difusos de a-sinucleina (F) e esferdides a-
sinucleina (G). Segundo a hipotese de Braak sobre a distribuicdo de
agregados de a-sinucleina no encéfalo de pacientes com a DP, as
inclusdes ocorrem inicialmente em neurbnios colinérgicos e
monoaminérgicos do tronco encefalico (estagios I e I1), seguindo para o
mesencéfalo e prosencéfalo basal em pacientes com os sintomas motores
(estagios Il e 1V), e por fim regides limbicas e 0 neocértex (estagios V e
VI). Abreviagbes: DP, doenca de Parkinson; NR, nicleo rubro; PC,
peddnculo cerebral; SN, Substancia Negra. Fonte: Adaptado de POEWE
etal., 2017.
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Para uma melhor compreenséo da fisiopatologia da DP é
necessario o conhecimento da circuitaria dos nicleos da base (NB).
Os NB so um conjunto de estruturas cerebrais constituidas pelo
corpo estriado: nucleo (caudado e putamen), globo pélido, nicleo
subtalamico e substancia negra (SN). Estas estruturas controlam a
atividade motora por meio da regulacdo de impulsos neuromotores
que facilitam sua atividade tonica, auxiliando o planejamento e a
execucdo de movimentos sequenciados como, por exemplo, a
marcha humana (GROENEWEGEN, 2003). Movimentos
intencionais sdo em esséncia iniciados pelo cortex motor cerebral
gue diretamente, ou indiretamente via circuitos pré-motores locais,
atingem o tronco cerebral ou neurdnios motores espinhais que
projetam para o0s musculos (GROENEWEGEN, 2003;
KREITZER; MALENKA, 2008). Os NB e o cerebelo exercem sua
influéncia sobre as vias de saida do motora final em grande parte
através do talamo na eferéncia, corticobulbar e vias motoras
corticoespinhais que se originam no areas motoras e pré-motoras
do cortex cerebral. Desta forma, tanto os NB como o cerebelo t&ém
um papel essencial e distintivo na organizacdo do movimento
motor (coordenacao, tempo e seguenciamento)
(GROENEWEGEN, 2003).

O tipo neuronal predominante no estriado sdo o0s
neurdnios espinhais médios (NEMSs), densamente espinhosos que
recebem e integram a maior parte de entradas no corpo estriado
provenientes do cértex cerebral e talamo e que projeta para o globo
palido e a SN (KREITZER; MALENKA, 2008). A via direta
permite a ativacdo do talamo, levando ao envio de projecdes
excitatorias ao cortex, facilitando o movimento - esta via é
estimulada pela ativacdo de receptores dopaminérgicos do tipo D1
(excitatérios) no estriado. Por outro lado, a via indireta inibe as
projecdes talamicas excitatorias, inibindo o movimento — esta via
é inibida pela ativagdo de receptores D2 (inibitdrios) no estriado,
tem um efeito supressor na acdo motora. A reducdo da inervacao
dopaminérgica proveniente da SNpc no estriado, como ocorre na
DP, leva a uma reducdo da ativagdo da via direta, bem como a
inibicdo da via indireta, 0 que provoca uma ativacdo excessiva do
segmento interno do globo palido (GPi) e parte reticulada da
substancia negra (SNpr), levando a inibi¢do do tdlamo, resultando
em déficits motores (Figura 2B) (CALABRESI et al., 2014). Além
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disso, pode-se ter a conducdo de efeitos excitatdrios a partir de
areas motoras corticais sem que haja a passagem pelo estriado (via
hiperdireta). Através desta via, temos uma excitacdo breve que
envolve uma ativagdo do nucleo subtaldamico (NST) diretamente
pelo cértex, e a posterior inibicdo do tdlamo a partir de projecdes
do GPi sob estimulo do NST (POEWE et al., 2017).

Figura 2 — llustracdo das alteragBes da circuitaria dos nlcleos da base
observadas na doenca de Parkinson.
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Legenda: Representacdo esquematica dos nicleos da base em condigdes
fisioldgicas (a) e na doenca de Parkinson (b). Abreviacbes: GPi: globo
palido interno; GPe: globo péalido externo; SNpc: parte compacta
substancia negra; SNpr: substancia negra parte reticulada; NST: nucleo
subtalamico. Fonte: Adaptado de CALABRESI et al., 2014.

1.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DP

Em 1936, Otto Loewi e Henry Dale receberam o Prémio
Nobel por sua pesquisa sobre o papel da acetilcolina (ACh) e
agentes que afetam o sistema nervoso autbnomo, caracterizando a
ACh como um neurotransmissor. Esta descoberta, junto aos
estudos realizados por Feldberg, proporcionaram o entendimento
da eficécia da terapia anticolinérgica na DP. Ordenstein, um dos
médicos internos de Charcot escreveu sua tese sobre o tratamento
do tremor parkinsoniano com a atropina, o primeiro tratamento
farmacoldgico bem estabelecido da DP (GOETZ, 2011;
MARTHE, 1948). Destas observacdes, surgiu a hip6tese de
cooperagdo pds-sinaptica entre a ACh (excitatoria) e a dopamina
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(DA) (inibitdria) no estriado (THRELFELL; CRAGG, 2011). Com
base nesta informacdo, indUstrias farmacéuticas passaram a
produzir antagonistas muscarinicos (agente anticolinérgico que
blogueia a atividade dos receptores muscarinicos para ACh). No
entanto, estes farmacos demonstraram baixa eficacia na clinica,
além de um grande nimero de efeitos colaterais (boca seca, visao
turva e déficits cognitivos) (CONNOLLY, LANG, 2014).

Neste mesmo periodo, a terapia com anfetamina foi
iniciada, apresentando eficacia moderada frente aos sintomas
motores dos pacientes com a DP. Neste momento as anfetaminas
foram empregadas combinadas com antagonistas muscarinicos
especialmente para o tratamento da bradicinesia (FAHN, 2015b).
Outra estratégia farmacoldgica testada na DP foi o uso da
apomorfina (um agonista dos receptores dopaminérgicos do tipo
D1 e D2). Sintetizada em 1869, a apomorfina era até entdo
conhecida pelo seu efeito indutor de estereotipias em animais
(BARD, 1964; FAHN, 2015b). Em 1957, o pesquisador sueco
Arvid Carlsson mostrou que a L-DOPA poderia aliviar a
imobilidade induzida por reserpina em coelhos (CARLSSON;
LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957). Além disso, ele observou
gue a reserpina diminuia a concentracdo de DA no cérebro, sendo
esta restaurada pelo tratamento com L-DOPA. Na mesma época,
ele observou que a DA ndo era apenas um precursor metabélico da
noradrenalina, mas também poderia atuar propriamente como um
neurotransmissor (PARENT; PARENT, 2010). Com o surgimento
da técnica de fluorescéncia quantitativa sensivel a DA nesta época,
foi demonstrando a sua distribuicéo no cérebro de mamiferos pela
primeira vez, sendo o corpo estriado a regido encefalica com a
maior  concentracdo  dessa monoamina  (CARLSSON;
LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957). Carlsson entdo postulou
que a DA desempenharia um papel relevante no controle da funcéo
motora?.

Diante das descobertas de Carlsson, Hornykiewicz,
guimico austriaco, iniciou as medidas post-mortem dos niveis de
DA em pacientes com a DP. Ele observou uma reducdo nos niveis
de DA no estriado de pacientes com a DP, diferindo de outras

2 Apesar do ceticismo inicial da comunidade cientifica de que a DA atuava
como um neurotransmissor, 0s estudos pioneiros de Carlsson Ihe
renderam o Prémio Nobel de Medicina no ano de 2000.
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patologias. Desta forma, foi publicado pela primeira vez um
trabalho relatando os achados anatomopatolégicos da doenca
(EHRINGER; HORNYKIEWICZ, 1960). Hornykiewicz e seus
colaboradores administraram L-DOPA pela via intravenosa em
pacientes parkinsonianos na tentativa de restaurar os niveis de DA,
sendo possivel observar uma melhora consideravel na acinesia dos
pacientes (HORNYKIEWICZ, 1970, 1974, 2010). No ano
seguinte, na tentativa de permanéncia do efeito benéfico, os
mesmos pesquisadores iniciaram tratamentos com doses
crescentes de L-DOPA (concentraces de 50, 100 e 150 mg),
observando beneficios por 3 horas, principalmente sobre a
acinesia. No entanto, o tratamento nao apresentou eficacia sobre a
rigidez postural (BIRKMAYER; HORNYKIEWICZ, 1961;
FAHN, 2015b).

No mesmo periodo, e de forma independente, Andre
Barbeau e colaboradores observaram efeitos benéficos da L-
DOPA sobre a rigidez de pacientes parkinsonianos em Montreal
(BARBEAU, 1969; BERNHEIMER et al., 1973). Birkmayer e
Hornykiewicz continuaram a sua colaboracdo, realizando testes em
pacientes ao longo dos anos, incluindo com doses orais de L-
DOPA. Em 1964, eles trataram 200 pacientes parkinsonianos com
L-DOPA (25 mg), uma ou duas vezes por semana. Entretanto, os
resultados obtidos ndo foram tdo significativos quanto os
resultados iniciais (BIRKMAYER; HORNYKIEWICZ, 1961;
HORNYKIEWICZ, 2010). Apenas 20% dos pacientes tratados
apresentaram uma melhora da acinesia, 30% ndo obtiveram
beneficios motores e 0s outros 50% demonstraram alguma melhora
na fala ou postura.

Na década de 1960 ainda permanecia o ceticismo e
pessimismo em relacdo a terapia com L-DOPA ou qualquer novo
tratamento para a DP baseado na hip6tese dopaminérgica. Em
1965, Roger Duvoisin chegou a afirmar que nenhuma evidéncia
havia sido apresentada de que o efeito da L-DOPA poderia ser
especifico ou diferente de outra amina (DUVOISIN, 1965). O
ceticismo em relagdo a eficacia da L-DOPA chegou ao fim com a
publicacdo de George Cotzias na renomada revista cientifica New
England Journal of Medicine em 1968, iniciando o periodo de
substituicdo dos anticolinérgicos. Em seu estudo, Cotzias e
colaboradores descreveram um novo protocolo de administragdo
no qual aumentavam lentamente as dosagens de L-DOPA,
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evitando efeitos secundarios gastrointestinais, como anorexia,
nauseas e vomitos; e ainda obtiveram uma longa duracao dos seus
beneficios sobre os sintomas motores (COTZIAS, 1968). Este
protocolo de aumento gradativo das doses de L-DOPA ¢ utilizado
até os dias atuais.

A L-DOPA foi entdo rapidamente aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA) em 1970 (FAHN, 2015a). A eficacia
da L-DOPA em reverter os sintomas da DP uniu a importancia
cientifica da descoberta da DA no estriado e seu papel fisioldgico
no controle da fungdo motora, explicando os sintomas motores da
DP. Como ilustrado no (Quadro 1), nos anos seguintes outros
farmacos foram aprovados para o uso clinico no tratamento
sintomatico da DP, como a amantadina, um antagonista de
receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-Aspartato (NMDA)
(FAHN, 2015a; SCHWAB et al., 1969) e estratégias terapéuticas
com 0 objetivo de aumentar o ténus dopaminérgico, como
agonistas dos receptores dopaminérgicos, inibidores seletivos da
recaptacdo de DA e inibidores das enzimas de degradacdo da DA
catecol-O-metiltransferase (COMT) e monoamino oxidase B
(MAO-B) (HOLLOWAY et al., 2004; RASCOL et al., 2000).
Atualmente, embora a L-DOPA continue sendo o “padrdo ouro”
para o tratamento da DP, a abordagem farmacol6gica também
inclui farmacos que aumentem a transmissdo dopaminérgica
atuando de forma pré- ou pos-sinaptica, como esquematizado na
(Figura 3) (POEWE et al., 2017).

Uma das mais importantes consideracdes a respeito da
descarboxilagdo da L-DOPA pela enzima dopa-descarboxilase é
que o primeiro local de sua biotransformagédo a mucosa gastrica e
0 intestino delgado, uma etapa fundamental na biodisponibilidade
da mesma (RIVERA-CALIMLIM et al., 1970). A metabolizagio
da L-DOPA periférica para DA foi reduzida em 1968, com a
introducdo da carbidopa, um inibidor periférico da
dopadescarboxilase (PAPAVASILIOU et al.,, 1972). Quando
combinada com a L-DOPA, a dose total pode ser reduzida em 75
a 80%. Sabendo-se que o centro medular do vomito ndo é
protegido pela barreira hematoencefalica, um inibidor da
dopadescarboxilase periférica (carbidopa ou benserazida) é efetivo
em bloquear a metabolizacdo da L-DOPA em DA nesta regido,
reduzindo os efeitos da conversdo como anorexia, nauseas,
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vomitos e também diminuir os efeitos colaterais no sistema
cardiovascular (CEDARBAUM et al., 1986).

Figura 3 — Tratamento farmacoldgico atual da doenga de Parkinson.
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Legenda: O farmaco precursor de dopamina (DA) L-DOPA ¢é
administrado em combinag¢do com inibidores periféricos das enzimas
descarboxilase de aminoéacidos aromaticos (DCAA) e catecol-O-
metiltransferase (COMT). Os inibidores da enzima monoamina oxidase
B (MAO-B) aumentam a disponibilidade de DA na fenda sinéptica. Os
agonistas dopaminérgicos atuam através da ativagao direta dos receptores
dopaminérgicos D1 e D2 pds-sinépticos. A seta pontilhada da circulagéo
sanguinea para o encéfalo representa o transporte da L-DOPA através da
barreira hematoencefdlica (BHE). A seta pontilhada através do
transportador de dopamina (DAT, do inglés: dopamine transporter)
demonstra a recaptagcdo de DA na fenda sinaptica. 3-OM-DOPA, 3-O-
Metil-DOPA; D1, receptor dopaminérgico D1; D2, receptor
dopaminérgico D2; DOPAC, &cido 3,4, dioxi-fenilacético; TH, tirosina
hidroxilase. Fonte: Adaptado de (POEWE et al., 2017)

Quadro 1 — Tratamento farmacolégico dos sintomas motores da DP

Classe de EF Dosagem Indicagéo Efeitos adversos
medicacdo
IDDP
Levodopa- 1  Dose Todos os Nausea, hipotenséo
carbidopa inicial de  sintomas ortostatica,

100/25 motores discinesias e

trés vezes alucinagoes

ao dia,

max.

1500/375
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mg/d ou
mais
baseado
nos
sintomas
Levodopa- Dose Todos 0s Os mesmos
benserazida inicial de  sintomas sintomas da
100/25 motores Levodopa-
trés vezes carbidopa
ao dia,
max.
1500/375
mg/d ou
mais
baseado
nos
sintomas
Agonistas
DA
Pramipexol Inicia Todos 0s Nausea,
com sintomas hipotensédo, DCI
0,125trés  motores ortostatica,
Vezes ao edemas,
dia méx. alucinacdes e
de 45 sonoléncia
mg/dia
Ropinol Inicia 2 Todos 0s Os mesmos do
mg/24h sintomas pramipexol
até 16 motores
mg/24h
Ropinol de 6-24 mg Todos 0s Os mesmos do
liberacéo ima vez sintomas pramipexol
prolongada ao dia motores
Rotigotina Inicia 2 Todos os Os mesmos do
mg/24 h sintomas pramipexol
max. 16 motores
mg/dia
MAOBI
Selegilina 2,5 Inicio dos Efeitos
mg/dia, sintomas e estimulantes, dor
max. 5 FM de cabeca,
mg/duas confuséo e

vezes dia

aumento dos
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efeitos adversos da
L-DOPA

dia

Rasagilina 1 mguma Inicio dos Dor de cabega,
vezao dia sintomase  artralgia,

FM depressao,
sindrome de
flulike,
exacerbacéo de
efeitos adversos da
levodopa e
constipacéo

COMTI

Entacapone 200 mg FM Urina escura,
em cada exacerbacdo de
dose de efeitos adversos da
L-DOPA levodopa

Tolcapona 1002200 FM Urina escura,
mg trés exacerbacéo de
Vezes ao efeitos adversos da
dia levodopa e

hepatoxicidade

N&o

especificos

Amantadina Inicia 100  Disfungéo Alucinacdes,
mg/dia, de marchae confusdo, visdo
max. 4 discinesias  turva, edema no
Vezes ao tornozelo, ndusea,
dia boca seca e

constipagdo

B_

Bloqueador

Propanolol Inicia40  Tremor Fadiga e tontura
mg/dia,
max. 320
mg/dia

Anticolinérg

icos

Triexifenidil Inicia 1 Tremor AlucinacgGes, Cl,
mg/dia; nausea, boca seca,
manuteng visdo turva,
do tipica urinaria retencéo e
2 mg trés constipagado
Vezes ao
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Benzatropina 4  Inicia0,5 Tremor Os mesmos
almg sintomas de
uma vez Triexifenid
ao dia,
manuteng
do tipica
1-2 mg
trés vezes
ao dia

Neuroléptico

Clozapina Inicia6,5 Tremore Agranulocitose,
al2,5mg discinesias  miocardite,
na hora convulsdes,
de deitar, sedacdo e
max. 150 hipotensdo
mg/dia ortostatica

Legenda: IC, comprometimento cognitivo; COMTI, inibidores de
catecol-metiltransferase; DCI, distlrbios de controle dos impulsos;
MAORBI, inibidores da monoamina oxidase do tipo B; FM, flutuagdes
motoras; IDDP inibidor da dopa descarboxilase periférica. EF Escala de
eficacia: 1 (mais eficaz) a 5 (menos eficaz) Fonte: (CONNOLLY; LANG,
2014; DEL-BEL et al., 2015; POEWE et al., 2017).

1.3 DISCINESIAS INDUZIDAS POR L-DOPA (LIDs)

A L-DOPA revolucionou o tratamento da DP, reduzindo
a mortalidade e promovendo uma melhora significativa na
gualidade de vida dos pacientes parkinsonianos (MAIER HOEHN,
1983). O entusiasmo inicial em torno dos efeitos positivos da L-
DOPA deu lugar ao reconhecimento de que a longo prazo essa
terapia é acompanhada pelo desenvolvimento de eventos adversos
relacionados a flutuagcBes na resposta motora. Estas incluem:
flutuacbes ON-OFF, mudancas subitas e imprevisiveis na
mobilidade, e o fendmeno da reducdo da eficacia clinica da L-
DOPA. No entanto, as flutuagdes motoras mais comuns e
debilitantes do tratamento crénico com a L-DOPA séo
movimentos involuntarios e erraticos, conhecidos como as
discinesias induzidas por L-DOPA (LIDs) (OLANOW etal., 2004;
QUINN, 1998). O desenvolvimento destes movimentos
involuntarios foi observado desde o uso pioneiro da L-DOPA na
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década de 1960, na qual metade dos pacientes apresentavam
discinesias apds 6 meses de tratamento. Atualmente, estima-se que
0 uso da L-DOPA a longo prazo provoca LIDs em 40% dos
pacientes durante um periodo de 5 anos; no entanto a porcentagem
pode atingir 90% apds um periodo de 10 anos de tratamento
(CALABRESI et al., 2010; DEL-BEL et al., 2015; HUOT et al.,
2013).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento das
discinesias sdo o inicio precoce da doenca, além da necessidade do
uso de altas doses de L-DOPA (Figura 4) (CALABRESI et al.,
2010). Esses aumentos na dosagem sdo decorrentes da
desnevarcdo dopaminérgica progressiva com o passar dos anos,
que por sua vez é maior quando o inicio da doenga é precoce
(CALABRESI et al, 2014). A terapia com L-DOPA
frequentemente é estabelecida quando o tratamento com agonistas
dopaminérgicos ndo tem efeito ou em associacdo aos agonistas
dopaminérgicos. Essa abordagem € utilizada a fim de prevenir ou
retardar complicacbes motoras, como flutuagdes e discinesias.
Esse tema controverso tem sido amplamente debatido ha décadas,
e a visdo predominante atualmente € que o inicio do tratamento
com L-DOPA néo deva ser adiado, sendo iniciado logo ap6s o seu
diagndstico (THANVI; LO; ROBINSON, 2007).

As LIDs podem ser classificadas clinicamente em relagéo
ao tempo de agdo da L-DOPA referente as suas concentragdes
plasmaticas em: i) discinesia de pico de dose; ii) discinesia
bifasica; e iii) distonia durante o periodo OFF (CALABRESI et
al., 2010) (Figura 3). As discinesias de pico de dose representam
movimentos involuntarios que coincidem com o pico plasmatico
da L-DOPA e se iniciam de 30-45 minutos ap6s a administracdo
oral da L-DOPA (CALABRESI et al., 2010). Quando as
concentracdes encefalicas de DA se elevam ao méaximo e o
paciente experimenta melhora do seu estado motor, 0s movimentos
discinéticos surgem e persistem durante o periodo mais eficaz da
droga. Com a reducdo da concentracdo encefalica de DA, as
discinesias reduzem, durando cerca de 30 a 60 minutos e depois
desaparecem. Em resumo, apenas uma parte do periodo ON da
terapia com L-DOPA é afetada pelas discinesias de pico de dose.
Sendo assim, o paciente vivencia diariamente apenas dois estados:
ON com discinesias e o estado OFF, uma situacdo muito
incapacitante (FAHN, 2000). Os tipos de movimentos observados
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com maior frequéncia nas discinesias sdo a coreia e a distonia
seguida pelo balismo em menor frequéncia.

A coreia®> é caracterizada por contracdes involuntérias,
irregulares, sem propoésito, movimentos nao-ritmicos, abruptos e
rapidos que parecem fluir de uma parte do corpo para a outra, sao
as formas mais comuns de LIDs (FAHN, 2000). Esses movimentos
sd0 mais comumente associados com a discinesia de pico de dose.
A coreia geralmente se manifesta inicialmente num dos
hemisférios do corpo que é primeiramente afetado pela doenga. A
gravidade de movimentos coreicos varia de menor (movimentos
involuntarios que podem ndo ser reconhecidos por pacientes) para
0s maiores e principais (movimentos involuntarios que interferem
com as atividades da vida diaria). Pescogo e membros sdo mais
comumente afetados (CALABRESI et al., 2010; DEL-BEL et al.,
2015).

3 A coreia (literalmente “uma danga”) era muito rara antes do advento da
L-DOPA, sendo encontrada normalmente apenas nos casos de coreia de
Huntington e da coreia que pode ocorrer junto a febre reumatica. Hoje ela
é bastante comum, pois praticamente todos os pacientes parkinsonianos
tratados com L-DOPA a desenvolvem mais cedo ou mais tarde. E muito
dramatica a observacdo da flutuacdo dos pacientes parkinsonianos
tratados com L-DOPA entre os dois quadros: a intensa tensdo e rigidez
parkinsoniana transformando-se na maleabilidade e agitacdo da coreia
(Sacks, 1990).
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Figura 4 - Subdivis6es clinicas das discinesias induzidas por L-DOPA.
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Legenda: O fendmeno clinico das discinesias. Diferentes tipos de
discinesias classificadas de acordo com o momento de surgimento dos
movimentos anormais (bifésica, pico de dose, distonia do periodo OFF)
(A). O risco de surgimento das discinesias depende da degeneracdo
nigroestriatal e da exposicdo cronica a L-DOPA (B). Reducéo da janela
terapéutica da L-DOPA ao longo do tempo, aumentando o risco de baixa
eficacia clinica e de surgimento das LIDs (C). Fonte: Adaptado de
(CALABRESI et al., 2010).

A distonia é a segunda forma mais comum de LID, sendo
caracterizada por contracdes sustentadas de musculos agonistas e
antagonistas que podem envolver grupos musculares
segmentares/focais. A distonia como parte da LID pode ser
observada na discinesia de pico de dose, na distonia bifasica ou
distonia de periodo OFF. A distonia bifasica geralmente se
apresenta como movimento de semelhante a um chute em um dos
membros inferiores geralmente no periodo que o paciente esta
dormindo. A distonia de periodo OFF é mais comumente
observada no inicio da manhd, sendo acompanhada de dores nos
pés ou dedos dos pés (BASTIDE et al., 2015). J& o balismo
caracteriza-se por movimentos com grande amplitude, podendo ser
unilaterais ou bilaterais. Os movimentos balisticos sdo geralmente
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parte de uma coreoatetose severa ao invés de serem isolados
(BASTIDE et al., 2015).

1.4 MECANISMOS DAS LIDs

A acdo discinética anormal da L-DOPA pode ser
indicativo de efeitos neuronais plasticos ocorrendo tanto em niveis
pré-sindpticos quanto pos-sindpticos. Os mecanismos propostos
para o desenvolvimento das LIDs sdo complexos, envolvendo
diversos sistemas de neurotransmissdo, como a hiperatividade da
neurotransmissdo  glutamatérgica, opioide, adrenérgica e
serotoninérgica no estriado (CARTA et al., 2007). Como descrito
anteriormente, a disfuncdo dos circuitos dos NB tem sido
relacionada com fisiopatologia da DP. A super-estimulagédo
dopaminérgica dos pacientes tratados com L-DOPA também causa
um desequilibrio do circuito tAlamo-cértico-estriatal. Nos NB, a L-
DOPA induz discinesia pelo excesso de DA e por inibicdo
excessiva dos neurdnios de projecdo dos neurdnios da SN para GPe
(que apresentam receptores do tipo D2, inibitorios) como resultado
causa uma desinibicdo do GPe. Esta desinibigdo se conecta aos
neurdnios gabaérgicos (neurdnios inibitdrios) que se projetam para
0 NST causando wuma hipoatividade deste ndcleo.
Consequentemente, as projeces glutamatérgicas (excitatérias)
provenientes deste nucleo reduzem a ativacdo dos neurdnios de
saida GPi/SN. Como resultado, estes desequilibrios causam uma
reducdo da inibi¢do de neurdnios corticais e talamicos resultando
em movimentos involuntarios (CARTA; BEZARD, 2011) (Figura
5C).

Estudos que utilizam tecidos post-mortem de pacientes
com DP e tecidos de modelos experimentais de LIDs indicam que
e neuromoduladores da via direta e indiretas estdo alterados
durante a expressao LIDs; estas descobertas tém sido usadas para
propor novos alvos de drogas (JENNER, 2008). Eles fornecem
alguns insights sobre os eventos que levam a inducdo de
discinesias. O uso de modelos animais de LIDs mostram que
através da ativacdo de receptores D1, desencadeia profundas
alteracGes na atividade de trés marcadores moleculares para LIDs:
AFosB, DARPP-32 e ERK1 e ERK2. Essas modificacdes
bioguimicas sdo desencadeadas pela ativagdo da proteina quinase
A (PKA), ap6s ativacédo do receptor D1, o fato é notavel a reducéo
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das LIDs quando é feita a inibicdo de PKA A estimulacdo induzida
por levodopa de receptores D1 também ativa alvo da rapamicina
em mamiferos (MTOR) implicado em varias formas de
plasticidade sinaptica. (KLANN, 2009; CALABRESI et al, 2010).

Figura 5 - Circuitos neuronais dos nucleos da base afetados na DP e nas
LIDs.
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Legenda: Aferéncias dopaminérgicas da via nigrostriatal (1) sinapses para
neurdnios do estriado que compdem as vias indiretas e diretas de saida
gabaérgica (&cido g-aminobutirico). A via indireta (2) apresenta
predominio de receptores dopaminérgicos D2 inibitérios em seus corpos
celulares, enquanto a via de saida direta (3) apresenta predominio de
receptores dopaminérgicos D1 excitatérios em sua superficie. A via de
saida indireta se projeta para o globo péalido externo (GPe), onde se
conecta aos neurdnios gabaérgicos que se projetam para o nicleo
subtalamico (NST). Os neur6nios glutamatérgicos do NST se dirigem
para o globo palido interno (GPi), onde fazem a sinapse para a saida
gabaérgica para o talamo. A projecdo da via direta para o GPi, onde
também se conecta a saida gabaérgica para o tdlamo. Outra aferéncia
importante para o estriado vem do cortex frontal (4) (A). A degeneragdo
das aferéncias dopaminérgicas da substancia negra parte compacta
(SNpc) levam a hiperatividade da via indireta e diminuicdo de atividade
da via direta. O nimero de espinhas dendriticas nos neurdnios espinhosos
médios no estriado € reduzido. As aferéncias glutamatérgicas cortio-
estriatais também é alterada (B). A administracdo da L-DOPA (I-3,4-
dihidroxifenilalanina) e consequente aumento na producéo de dopamina
induz alteragBes na direcdo oposta, com reducdo da atividade da via
indireta e hiperatividade da via direta (C). Fonte: Adaptado de JENNER,
2008.
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1.5 MODIFICACOES DA PLASTICIDADE ESTRIATAL
CAUSADAS PELAS LIDs

O estriado participa dos processos de aprendizado motor e
0 estabelecimento de padrdes de movimentos habituais (memoria
de procedimentos). A formacdo e a execucdo de movimentos
habituais parecem envolver diferentes areas do estriado. Durante
0s estagios iniciais do aprendizado de procedimentos o estriado
ventral e o nicleo caudado parecem ser os locais primarios da
atividade, enquanto os estagios finais do aprendizado e da
execucdo dos movimentos aprendidos, o estriado dorsolateral esta
mais ativado (GRAYBIEL, 2008; THORN et al., 2010). Registros
celulares in-vivo tém demonstrado que os neurdnios de proje¢éo
estriatais alteram sua atividade no processo de aprendizado. Estes
experimentos revelam que o0s neurdnios estriatais dorsolaterais
sistematicamente codificam informacGes motoras atraveés de um
balanco de controle de plasticidade neuronal entre as vias direta e
indireta (MARKOWITZ et al., 2018).

Como a atividade dos NEMs do estriado é quase que
inteiramente dirigida por suas aferéncias corticais e talamicas
excitatorias, tais alteracbes podem refletir mudancas nessas
aferéncias ao estriado ou na forca das sinapses cortico-estriatais ou
talamoestraiatais por modificacGes na eficiéncia da transmisséo
sinaptica sob forma de: (i) a potenciacdo de longa duracéo (LTP,
do inglés long-term potentiation) e a (ii) depressdo de longa
duragdo (LTD, do inglés long-term depression), as duas formas
guando se utiliza uma estimulagdo teténica de alta frequéncia
(HFS, do inglés high frequency stimulation); (iii) a despotenciacao,
guando ap6s um estimulo tetanico de HFS, é aplicado um estimulo
tetdnico de baixa frequéncia, (LFS, do inglés low frequency
stimulation) (CALABRESI et al., 1992, 2007; PICCONI et al.,
2003).

Nas sinapses cortico-estriatais dorsolaterais, responsavel
pela memdria dos movimentos aprendidos, a estimulacdo dos
neurdnios espinhais médios (MSNSs) pode induzir LTD ou LTP,
dependendo do nivel de despolarizagdo da membrana, o subtipo de
receptores dopaminérgicos e de glutamato ativados (CALABRESI
etal., 19923, 1992¢; LOVINGER; TYLER; MERRITT, 1993) € 0s
subtipos interneuronais envolvidos na inducdo do processo
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(CALABRESI et al., 2007). Uma caracteristica importante dos
neurdnios do estriado é que a DA regula tanto a indugdo quanto a
manutencdo da neuroplasticidade através da ativacdo dos
receptores dopaminérgicos do tipo D1 e D2. Em resumo, a DA
atuando em receptores D1 coopera para a indugdo de LTP,
enquanto a ativagdo de ambos os receptores D1 e D2 é necessaria
para a LTD, sendo esta ultima, a plasticidade cortico-estriatal
dorsolateral presente em animais naive (CALABRESI et al.,
1992b; CALABRESI; CENTONZE; BERNARDI, 2000;
PICCONI et al., 2003). De tal forma, a plasticidade sinaptica da
SN em pacientes discinéticos, mostra um aumento na amplitude de
LTP apds administragdo de L-DOPA, assim como encontrado em
modelos animais (PRESCOTT et al., 2009).

Tem sido observado em modelos animais da DP que
induzem uma grande perda (acima de 90%) dos terminais
dopaminérgicos no estriado, como observado em estagios
avancados da DP, a perda de ambas as formas de plasticidade
cortico-estriatais, LTD e LTP (PICCONI et al., 2003), a alteracdo
de espinhas dendriticas estriatais (ANGLADE et al., 1996; DAY
et al., 2006) e alteracdes da sinalizagdo glutamatérgica
(BETARBET et al., 2004; PICCONI et al., 2004). Modificagdes
dos receptores tipo NMDA nos neurdnios p6s-sinapticos ocorrem
como consequéncia de um acoplamento alterado entre subunidades
do proprio receptor e de seus elementos de interacdo (GARDONI
et al., 2006). Todos estes processos foram identificados como
mecanismos criticos subjacentes a expressdo de sintomas motores
apos desnervagdo dopaminérgica no estriado. Neste, a integridade
do sistema dopaminérgico nigrostriatal é de grande importancia
para a inducdo de alteracdes sinapticas como a LTP e a LTD
(CALABRESI et al., 1992c; CALABRESI; CENTONZE;
BERNARDI, 2000; CENTONZE et al., 1999; PICCONI et al.,
2003; XIAO et al., 2017).

De maneira interessante, uma menor desnervacao
dopaminérgica (aproximadamente 80% de lesdo) ndo afeta a
plasticidade na forma de LTD (PAILLE et al., 2010) que é, no
entanto, abolida quando a lesdo dopaminérgica é completa
(PICCONI et al., 2003). Este fato indica que um nivel baixo,
embora critico, de DA é necessario para esta forma de plasticidade
sindptica. O tratamento crénico com L-DOPA, em uma dosagem
terapéutica similar aquela usada em pacientes com a DP, promove
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a LTP em animais discinéticos e ndo discinéticos, o que €
conhecido como metaplasticidade sinaptica decorrente de uso de
alguns medicamentos (ABRAHAM; BEAR, 1996; PICCONI et
al., 2003). Entretanto, animais que ndo desenvolvem dicinesias
mostram uma reversdo da plasticidade sinaptica estriatal apos o
protocolo de LFS, enquanto os animais discinéticos ndo mostraram
capacidade de despotenciacdo (DUNNETT, 2003; PICCONI et al.,
2003) (Figura 6).

Figura 6 - Representagdo esquematica dos processos de plasticidade
sinaptica estriatal de LTD e LTP.

Eletrodo de Eletrodo de
a estimulo gravagio k b e
_4 Normal ou
l 6-OHDA + L-DOPA
6-OHDA Sem
....................... LTP
Tempo (min)
C
HFS LFS
= Discinético
o L o
4 Despotenciagdo g Nzo discinético
[T Hecccaaatonann. & s -
Tempo (min) Tempo (min)

Erin Boyle

Legenda: Esquematizacdo do posicionamento dos eletrodos de estimulo
e de registro em fatia estriatal em corte coronal (A). Estimulagéo de alta
frequéncia (HFS, do inglés high frequency stimulation) aumenta a
amplitude do potencial excitatorio pds-sinaptico (EPSP, do inglés
excitatory postsynaptic potential) e induz LTP em condi¢fes normais
cortico-estriatais ou em fatias de animais lesionados com 6-OHDA e
trados com L-DOPA, ja em fatias cortico-estriatais de animais lesionados
com 6-OHDA (sem tratamento com L-DOPA) ndo apresentam LTP em
resposta ao HFS (B). O protocolo de estimulacdo de baixa frequéncia
(LFS, do inglés low frequency stimulation) reverte a resposta sinptica
para os niveis basais, um fendmeno chamado despotenciagdo (C). O
protocolo de LFS, apds o protocolo de HFS causa uma despotenciagdo em
fatias cortico-estriatais de animais que ndo desenvolvem discinesias, o
que ndo é observado nos animais discinéticos (Adaptado de (DUNNETT,
2003).
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Resumidamente, a perda da possibilidade de
despotenciagdo apds o protocolo de LFS observado em animais e
pacientes discinéticos é atribuida a alteracfes especificas que
ocorrem ao longo da via de sinalizagdo do receptor dopaminérgico
D1, levando a niveis anormalmente altos de DARPP-32
(GHIGLIERI et al., 2012; JENNER, 2008). A ativacdo dos
receptores de glutamato do tipo NMDA que estdo
progressivamente desregulados, causando a perda de controle das
cascatas de fosforilacdo resultando em substratos fosforilados no
estriado, assim como subunidades dos receptores NMDA
(CHASE; OH, 2000; DUNAH et al., 2000), e AMPA (SANTINI
et al., 2007) e cinases reguladas por sinal extracelular (ERK) 1/2
(PAVON et al., 2006; SANTINI et al., 2007; WESTIN et al.,
2007). O ogatilho de todo esse processo que tem sido
extensivamente investigado é a sinalizacdo ativada pela
estimulacdo do receptor dopaminérgico do tipo D1 (FEYDER;
BONITO-OLIVA; FISONE, 2011).

Além disso, a estimulacdo dos receptores D1
sensibilizados, provoca hiperativacdo de PKA e aumento da
fosforilaclo estriatal de DARPP-32 no residuo de treonina-34
(PICCONI et al., 2011; SANTINI et al., 2007). Esta proteina
desempenha um papel fundamental nas alteracdes sinapticas
causadas por estimulagdo ndo fisiolégica de receptores
dopaminérgicos D1. Neste sentido, a DARPP-32 é um potente
inibidor da atividade de PP-1, que por sua vez é necessaria para
despotenciar a sinapse, e fazer com que a plasticidade retorne aos
valores basais (GHIGLIERI et al., 2012; WANG; ZHANG, 2016)
(Figura 7).
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Figura 7 — AlteragBes na plasticidade estriatal que levam ao
desenvolvimento das discinesias induzidas por L-DOPA em modelos
animais.
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Legenda: Excesso de dopamina estriatal causada pela administracdo de
L-DOPA estimula os receptores D1 para dopamina com a consequente
hiperfosforilagdo de cinases reguladas por sinal (ERK) e ativacdo
exacerbada de proteina quinase A (PKA) que levam a hiperfosforilagdo
de DARPP32, que bloqueia a proteina fosfatase 1 (PP-1), causando
prejuizos na despotenciagdo sinaptica. A liberacdo de glutamato é
regulada pelos endocanabinoides (eCB) ativada pelo aumento das
concentragBes intracelulares de célcio (Ca2 +) pelos receptores
muscarinicos M1. Hiperativacdo de ERK causam desinibi¢do de Rheb /
Rhes (proteina de ligacdo GTP), levando ao aumento excessivo de
sinalizacdo de mTORCL1 (proteina alvo da rapamicina em mamiferos)
que, por sua vez, exerce seus efeitos a longo prazo através de mudangas
na sintese de proteinas. Apés o tratamento cronico com L-DOPA, ocorre
um aumento -ERK nos interneurdnios colinérgicos, aumento das taxas de
disparo destes neurbnios com o consequente aumento da liberagdo de
acetilcolina (Ach). A sinalizacdo para a LTD, que depende estritamente
da ativacdo da proteina quinase G (PKG) dependente de d6xido nitrico
(NO-) esta ausente nas LIDs. Adaptado de: Ghiglieri; et al (2012).
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1.6 TRATAMENTO DAS LIDs

Atualmente, o Unico farmaco antidiscinético aprovado
pela FDA para uso clinico é a amantadina (PEREZ-LLORET;
RASCOL, 2018). Introduzida inicialmente como um antiviral
contra o virus influenza A, descobriu-se em 1968 que a amantadina
apresentava efeitos antiparkinsonianos “através do antagonismo
dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, inibicdo da
recaptacdo de DA e aumento da liberagdo de DA (SCHWAB et al.,
1969). Entretanto, esta apresentou eficacia terapéutica limitada
como monoterapia na DP. Por outro lado, a amantadina apresentou
em um efeito significativo na reducdo de 30 a 50% das LIDs em
pacientes com a DP (ORY-MAGNE et al., 2014; SNOW et al.,
2000). Alguns estudos reportam efeitos colaterais importantes para
a amantadina, como: constipagdo, disfuncdo cardiovascular,
sintomas neuropsiquiatricos como: alucinac@es, perda da libido,
sedacdo e mioclonias (FOX et al., 2011; PEREZ-LLORET;
RASCOL, 2018; VIZVERMAN; FOX, 2014).

Novas formulacbes de amantadina tém sido
desenvolvidas, como a ADS-5102, que apresenta uma absorcéo
lenta e ao ser administrada a noite apresenta uma concentracdo
plasmatica maxima no inicio da manha quando a inducéo das LIDs
é maior (ISAACSON et al., 2018). A ADS-5102 (amantadina) sdo
capsulas de liberagdo prolongada do medicamento, que foram
projetadas para fornecer um perfil de tempo-concentragéo distinta
da amantadina tradicional que é de liberacdo imediata. Ela reduz
significativamente a Escala Unificada de Avaliacdo para a Doenca
de Parkinson do (inglés UPDRS, Unified Parkinson’s Disease
Rating Scale) (PALMER et al., 2010) (indicativo da melhora dos
sintomas motores na DP), todavia, com os mesmos efeitos
colaterais descritos anteriormente (LOTIA; JANKOVIC, 2016). O
Quadro 2 apresenta um sumario dos farmacos disponiveis

4 Em abril de 1968, uma mulher de 58 anos de idade portadora da DP
relatou que trés meses antes, enquanto utilizou cloridrato de
amantadina (100 mg duas vezes ao dia) para prevenir a gripe, ela
experimentou uma notével remissdo de seus sintomas de rigidez,
tremor e acinesia. Estes sintomas retornaram apds seis semanas da
interrupcdo do tratamento com amantadina.
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atualmente e os que estdo em estudos clinicos para o tratamento

das LIDs.

Quadro 2— Sumario dos farmacos em estudos clinicos para o tratamento
das discinesias induzidas por L-DOPA.

glutamato

Classe Droga Achados Referéncias
Farmacoldgica Clinicos
Antagonistas Amantadina Efetiva contra (LUGINGER
do receptor LIDs, et al., 2000)
NMDA para controvérsia
glutamato sobre a duragéo
do efeito
antidiscinético,
completou com
sucesso a fase
clinica Ill
Dextrometorf ~ Reduziu as (AHLSKOG;
ano discinesiasem  MUENTER,
30-40% 2001)
Remacemide Nenhum efeito  (AHLSKOG;
antidiscinético = MUENTER,
2001)
Memantine Possivelmente ~ (ABERCRO
eficaz contra MBIE;
LIDs, boa BONATZ;
tolerabilidade e  ZIGMOND,
seguranca 1990)
Neu-120 Atualmente na  (DEL-BEL et
fase Il. Boa al., 2014)
seguranga e
tolerabilidade
Antagonistas Perampanel Nenhum efeito  (EGGERT et
do receptor antidiscinético  al., 2010)
AMPA para Talampanel Nenhum (BARGIOTA
glutamato resultado S,
descrito até o KONITSIOTI
momento S, 2013)
Antagonistas AFQO056 Reduziu as (BERG et al.,
dos receptores LIDs sem 2011;
metabotropicos influenciar os STOCCHI et
(mGIuR) para sintomas al., 2013)

parkinsonianos
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contra LIDs

Dipraglurante  Melhorou as (AHLSKOG;
(ADX-48,621) LIDseos MUENTER,
sintomas 2001)
parkinsonianos
Antagonistas Idazoxan Resultados (MANSON;
do receptor controversos IAKOVIDO
alfa2- relativos & U; LEES,
adrenérgico eficacia e 2000;
efeitos RASCOL et
adversos al., 2001)
Fipamezole Parcialmente (LEWITT et
eficaz contraas al., 2012)
LIDs
Antagonistas Preladenant Melhorou as (HAUSER et
do receptor (Sch 420814) LIDs e os al., 2011)
A2A para sintomas
adenosina parkinsonianos
Istradefilina Melhorou as (MIZUNO et
LIDs e 0s al., 2010)
sintomas
parkinsonianos
Tozadenante Nenhum efeito  (MIZUNO et
(SYN115) na discinesia, al., 2010)
melhora nos
sintomas
parkinsonianos
Agonistas de Nicotina Efeitos (AHLSKOG;
receptores antidiscinéticos MUENTER,
nicotinicos com efeitos 2001)
adversos
graves
SIB-1508Y Baixa (AHLSKOG;
tolerabilidade MUENTER,
2001)
AQWO051 Nenhum efeito  (TRENKWA
antidiscinético  LDERetal.,
2016)
Inibidores da Selegilina Resultados (LEES, 1995)
monoamina controversos
oxidase-B sobre a eficacia
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Rasagilina Parcialmente (RASCOL et
eficaz contra al., 2005)
LIDs
Safinamida Melhorou as (BORGOHAI
LIDs Netal.,
2014)
Agonistas Aripiprazol Eficaz contra (MECO et al.,
parcial do LIDs, bem 2009)
receptor para tolerado
dopamina Pardoprunox  Eficaz contra (HAUSER et
LIDs, al., 2009)
melhorou os
sintomas
parkinsonianos
Aplindore Nenhuma (AHLSKOG;
descoberta MUENTER,
disponivel 2001)
Agonistas Tandospirona  Nenhum efeito  (AHLSKOG;
serotoninérgico nas LIDs, MUENTER,
S piorou 0s 2001)
sintomas
parkinsonianos
Sarizotano Resultados (AHLSKOG;
controversos MUENTER,
sobre a eficadcia  2001)
contra LIDs
Piclozotano Nenhuma (AHLSKOG;
descoberta MUENTER,
disponivel 2001;
BARGIOTA
S;
KONITSIOTI
S, 2013)
Outros Zonisamida Eficacia (AHLSKOG;
tratamentos dependentede ~ MUENTER,
dose contra 2001)
LIDs
Gabapentina Nenhum efeito  (AHLSKOG;
na discinesia MUENTER,
2001)
Topiramato Nenhum (AHLSKOG;
resultado MUENTER,
descrito até o 2001;
momento BARGIOTA
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S;
KONITSIOTI
S, 2013)
Valproato Nenhum efeito  (BARGIOTA
na discinesia S;
KONITSIOTI
S, 2013)
Levetiracetam  Efeitos (BARGIOTA
antidiscinéticos  S;
leves KONITSIOTI
S, 2013)

Legenda: LIDs: discinesia induzida por L-DOPA; NMDA: N-metil-d-
aspartato; mGluR: AMPA: receptor a - amino - 3 - hidroxi - 5 - metil -
4 - isoxazolepropiénico &cido; receptores metabotrépicos para o
glutamato HT serotoninérgicos, Receptores. Para mais informagdes,
consulte (DEL-BEL et al., 2015; POEWE et al., 2017).

No entanto, outras terapias ndo farmacoldgicas estdo
sendo empregadas para o tratamento das LIDs. Como por exemplo,
a estimulagdo magnética transcraniana (EMT), € um método
seguro e nado invasivo que estimula o cértex cerebral, no entanto,
ndo estimula as estruturas profundas (PASCUAL-LEONE et al.,
1994). Estudos prévios utilizaram a EMT para reduzir prejuizo
motor na DP. A EMT em frequéncias de 5 Hz ou superior pode
aumentar a excitabilidade do coOrtex motor, enquanto as
frequéncias mais baixas de EMT (1 Hz ou inferior) podem
diminuir transitoriamente a excitabilidade cortical (PASCUAL-
LEONE et al., 1994). Com isso pode-se prevenir 0 aumento da
dosagem de L-DOPA nestes pacientes e, consequentemente, possa
ocorrer uma reducdo nas LIDs.

Uma terapia ndo farmacoldgica utilizada menos
frequentemente é a estimulacgdo encefalica profunda, o DBS (do
inglés, deep brain stimulation), um tratamento cirdrgico eficaz
para os sintomas motores da DP apds a perda da eficécia clinica da
L-DOPA e outros farmacos anti-parkinsonianos (WILLIAMS;
OKUN, 2013). O procedimento do DBS consiste na insercdo de
um microeletrodo, por meio de uma cirurgia estereotaxica, em uma
das estruturas cerebrais dos ndcleos da base (como por exemplo o
NST, ou GPi) (TERZIC; ABOSCH, 2012). Os parametros de
estimulacdo do microeletrodo sdo controlados através de
telemetria por um estimulador implantado subcutaneamente na
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regido toracica do paciente. No entanto, a DBS é uma técnica
dispendiosa, que requer uma avaliagdo criteriosa de uma equipe
altamente especializada para a sele¢do dos pacientes.

A técnica é bem estabelecida para os sintomas da DP,
utilizada para diminuir as complicagdes do tratamento
farmacoldgico (HARIZ; HARIZ, 2013). Uma meta-analise recente
mostrou que o uso de DBS tanto no NST como no GPi podem
reduzir os tremores dos pacientes sem diferencas significativas
entre os dois alvos de estimulacdo (WONG et al., 2018). Os
beneficios desta cirurgia sdo substanciais na escala UPDRS na
parte motora, com consequente reducdo na gravidade das LIDs
(WILLIAMS et al., 2010). No entanto, pacientes submetidos a
DBS podem desenvolver eventos adversos importantes, como
compulsdes por sexo e jogos de azar (WILLIAMS et al., 2010).

1.7 O POTENCIAL TERAPEUTICO DO EXERCICIO FiSICO
NA DOENCA DE PARKINSON E NAS LIDs

1.7.1 Exercicio fisico em pacientes com a DP

Desde o inicio de 1970, a L-DOPA tornou-se amplamente
disponivel e muitos acreditavam que era a cura para a DP. Isso
levou a uma redugdo no interesse em tratamentos complementares,
como a fisioterapia e o exercicio fisico. Dentro de poucos anos,
entretanto, tornou-se evidente a reducdo da eficacia clinica e o
aparecimento das LIDs ap0s o tratamento cronico com a L-DOPA
(AMBANI; VAN WOERT, 1973; MOSKOVITZ; MOSES;
KLAWANS, 1978). Como consequéncia, tem havido um renovado
interesse para opgdes de tratamentos ndo farmacol6gicos
adjuvantes para o tratamento medicamentoso. Desta forma, varios
trabalhos tém empregado o exercicio fisico como adjuvante no
tratamento da DP, desde clinicas e centros de reabilitagdo assim
como intervengBes experimentais em centros de pesquisa e de
laboratérios utilizando modelos animais da DP. Hoje em dia, além
do regime farmacol6gico padréo, a fisioterapia é frequentemente
prescrita isoladamente ou associada com outras opg¢des ndo
farmacoldgicas de tratamento, tais como a terapia ocupacional e a
fonoaudiologia (AGUIAR, PREDIGER, 2012). Além disso, varios
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estudos tém indicado o potencial do exercicio fisico como uma
estratégia de neuroprotecdo na DP.

Diversos estudos clinicos também tém abordado os
possiveis efeitos neuroprotetores do exercicio fisico na DP. Um
estudo de metandlise indicou que os individuos que eram
consistentemente ativos durante toda a vida ou ativos em pelo
menos um dos periodos de idade apresentavam um menor risco de
desenvolver a DP em comparagdo com aqueles individuos que
possuiam baixos niveis de atividade fisica ao longo da vida
(MAVROMMATI et al., 2017). Por exemplo, um trabalho
prospectivo mostrou que pessoas que se mantiveram fisicamente
ativas no inicio da fase adulta tiveram menores indices de
desenvolvimento de DP (CHEN et al., 2005). Isto sugere que a
prética do exercicio fisico pode representar um fator de protecao
contra o desenvolvimento da DP. (CHEN et al., 2005; GRAZINA;
MASSANO, 2013; MAVROMMATI et al., 2017; TOMLINSON
etal., 2012).

O exercicio fisico induz mudancas alostéricas a niveis
central e periférico, levando a um suporte neurotréfico,
aumentando a formagdo de sinapse e de novos neurbnios e
diminuindo o processo de estresse oxidativo em pessoas idosas
(COTMAN; BERCHTOLD, 2002). Uma grande variedade de
profissionais de salde - fisioterapeutas, terapeutas ocupacionais,
gerontologistas, neurologistas, psic6logos e outros - podem estar
envolvidos na reabilitacdo de pacientes com a DP. Muitas vezes a
fisioterapia centra-se nas deficiéncias (por exemplo, sintomas
neurolégicos), limitagBes funcionais (por exemplo: caminhar,
subir escadas, o ato de alcancar, o de agarrar) e as deficiéncias (por
exemplo: atividades de lazer, esporte e atividades sociais) e é
composta por exercicios de mobilidade, formagdo e manutengéo
da marcha (com e sem a aplicacdo de estimulos externos), a
formacéo de atividades didrias, terapia de relaxamento e exercicios
de respiracdo, entre outros (DE GOEDE et al., 2001). Outro
objetivo é educar o individuo (bem como a familia e cuidadores)
sobre o processo da doenca e os beneficios da fisioterapia (DE
GOEDE et al., 2001).

A fisioterapia pode servir como um importante
complemento para os regimes de tratamento farmacolégico e
neurocirdrgico disponiveis em relagdo a sintomas neurol6gicos
(por exemplo, tremor, bradicinesia e rigidez), a capacidade de
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andar, atividades de vida diéria e qualidade de vida (DE GOEDE
et al., 2001; PALMER et al., 1986). Deve ser notado, no entanto,
que a fisioterapia é focada principalmente em estratégias de
mobilidade, em vez de os sintomas neuroldgicos, tais como rigidez
e tremor. Desta maneira, existem diversos estudos que avaliam 0s
efeitos de intervengdo de fisioterapia em associagdo ao tratamento
farmacoldgico antiparkinsoniano, que parece ser uma abordagem
interessante para os problemas de mobilidade que acompanham os
sintomas motores da doenca. Eles estdo resumidos na Tabela 1. Em
geral, a abordagem paliativa é o principal objetivo da fisioterapia
assim como maximizar a capacidade funcional e minimizar as
complicacdes secundarias através da reabilitacdo do movimento
dentro de um contexto de educacao e apoio para a pessoa como um
todo.

Tabela 1: Efeitos do exercicio fisico em pacientes com a DP.

Resultados Referéncia

Significativos

Intervencdo

Realidade Virtual (MIRELMAN et al.,
2016)

(AMANO et al., 2013)

{ risco de quedas

Thai Chi Chuan sem modificacGes

motoras
Treinamento TRM, T massa (HASS; COLLINS;
muscular corporal gorda 0 JUNCOS, 2007;
aumento da PALMER et al., 1986)

densidade mineral
0ssea

Treino de baixa T equilibrio (PANG; MAK,

resisténcia e 2009; TOOLE et

treinamento de al., 2000)

equilibrio

Fisioterapia J escore UPDRS  (DIXON et al., 2007;
MARCHESE et al.,
2000)

Esteira e bicicleta

TVO.maxe T a
iniciacdo do
movimento

(BERGEN et al., 2002)

Exercicio melhora
resisténcia,
equilibrio,

d escore UPDRS

(COMELLA et al.,
1994)
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marcha e

motricidade fina

Exercicio melhora T fungdo da (SCHENKMAN etal.,
rotagéo de tronco,  rotagéo de tronco,d  1998)

tempo de deitado  tempo de retorno

para sentado, em 360° e

rotagcdo em 360°,

teste da

caminhada de 6

minutos e 10

minutos

Velocidade da 7T velocidade da (MIRELMAN et al.,

marcha, cadéncia  marcha, cadénciat 2011; PROTAS et al.,

do passo 2005; STUDER et al.,
2017)

SPPC T da marcha (MIYAI et al., 2000,
2002)

Programa de Tvirarnacama, T  (ALLEN etal., 2010;

treinamento levantar da cadeira, NIEUWBOER etal.,

envolvendo J das quedas 2001)

treinamento de

sentando para

levantando e

atividades na

cama

Exercicio J mortalidade ~ (THAUT et al., 1996)

aerébico

Legenda: Abreviagdes: T: melhoria; {: diminuigao; SPPC: suporte parcial
de peso corporal; UPDRS: Escala Unificada de Avalia¢do para a Doenca
de Parkinson; RM: contragdo muscular maxima.

1.7.2 Exercicio fisico em modelos animais da DP

Evidéncias crescentes mostram que o exercicio fisico
moderado desempenha um papel importante na melhora do déficit
motor e cognitivo verificados em um modelo experimental da DP
Por exemplo, os ratos ndo exercitados exibem diminuicdo
dependente da idade da vascularizagcdo e do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF, do inglés, brain-derivated
neurotrophic fator) (VILLAR-CHEDA et al., 2009) e foram mais
sensiveis a perda de DA no modelo animal com reserpina
(AGUIAR. et al., 2009), quando comparados com ratos
exercitados. Estas alteracbes podem aumentar a vulnerabilidade de
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neurdnios dopaminérgicos e o risco de desenvolvimento da DP, e
pode ser reduzida pelo exercicio fisico (AGUIAR. et al., 2009;
VILLAR-CHEDA et al., 2009). Além disso, varios estudos
demonstraram os efeitos positivos do exercicio fisico em modelos
animais da DP (AGUIAR, 2009; 2016a; 2016b; FISHER et al.,
2004; GORTON et al., 2010; TOY et al., 2014 (para maiores
detalhes ver Tabela 2).

O exercicio fisico em esteira durante 10 dias ap0s a lesao
dopaminérgica em dois modelos animais da DP, 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), melhorou o comportamento motor dos
animais (TILLERSON et al., 2003). A melhora motora observada
neste estudo foi associada a mecanismos neuroprotetores, uma vez
que o exercicio fisico foi iniciado 12 horas ap6s a inducéo da leséo,
sendo que estas toxinas requerem varios dias para induzirem a
morte neuronal (TILLERSON et al., 2003). O exercicio fisico
também resultou numa diminuigdo da expresséo do transportador
de DA (DAT) em comparagdo com camundongos nédo treinados
expostos ao MPTP via intraperitoneal (i.p.) (FISHER et al., 2004).

Um estudo prévio desenvolvido em nosso laboratério
indicou que o protocolo de exercicio fisico na roda de correr ou
esteira durante 4 semanas atenua a disfungdo motora induzida pela
injecdo subcutdnea (s.c.) de reserpina (5 mg/kg) em ratos
(AGUIAR. etal., 2009). A reserpina, 0 mesmo agente utilizado por
Carlsson para investigar o efeito da L-DOPA em coelhos, inibe o
transportador vesicular de monoaminas (VMAT-2), impedindo o
armazenamento vesicular e levando a deplecdo temporaria dos
niveis de monoaminas no SNC. Uma Unica injecdo de reserpina
(2,5 mg/kg, i.p.) reduz em 90% as concentracOes estriatais de DA
apos 2 horas (KUCZENSKI, 1977). Além disso, o exercicio fisico
é capaz de melhorar os prejuizos cognitivos observados apds a
administracdo de doses mais baixas de reserpina (1 mg/kg, s.c.)
(AGUIAR. et al., 2009). Estes resultados indicam o potencial do
exercicio fisico para o tratamento dos sintomas motores e ndo
motores da DP.

Outros estudos observaram também os beneficios motores
do exercicio fisico em modelos animais da DP baseados no uso de
neurotoxinas como a 6-OHDA (AGUIAR et al., 2016b) e 0o MPTP
(FISHER et al., 2004; PETZINGER et al., 2007; TILLERSON et
al., 2003) (ver a Tabela 2), sugerindo mais uma vez o potencial
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efeito neuroprotetor do exercicio fisico na DP. Assim, podemos
inferir que os beneficios motores do exercicio fisico observados
em pacientes com a DP (HIRSCH et al., 2003; MIY Al et al., 2000)
podem estar associados a melhorias na neurotransmissdo
dopaminérgica e uma reducdo na morte progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc. Ha uma extensa literatura que relata que
os efeitos positivos do exercicio fisico na funcdo motora que
parecem ser mediados, pelo menos em parte, por modificagdes
adaptativas do sistema dopaminérgico nos ndcleos da base e por
circuitos motores que os integram (FISHER et al.,, 2004,
MABANDLA et al., 2004; PETZINGER et al, 2007,
TILLERSON et al., 2003).

Por exemplo, Petzinger et al. (2007), demostraram que 0
exercicio fisico em esteira por 28 dias protegeu contra a redugéo
dos niveis de DA no estriado em camundongos C57BL/6 tratados
com MPTP. Além disso, os autores relataram que o exercicio fisico
reduz o imunodeteccdo de DAT e de TH no estriado. Uma possivel
explicacdo para estes efeitos especificos regionais pode ser devido
as formas de plasticidade sinaptica dependentes do uso. Ou seja, 0
alto grau de envolvimento do estriado dorsolateral para a execugéo
de movimentos dos membros anteriores e posteriores durante o
exercicio fisico em esteira é apoiado por estudos que demonstram
que ratos expostos ao andar em uma esteira apresentaram
aumentos no fluxo sanguineo cerebral e da atividade metabélica
em circuitos motores, como 0 cOrtex motor primario e o estriado
dorsolateral (BROWN; SHARP, 1995; HOLSCHNEIDER et al.,
2003).

No entanto, 0s mecanismos exatos relacionados aos
beneficios do exercicio fisico na DP ndo estdo completamente
esclarecidos. O exercicio fisico regular tem sido relacionado com
um aumento no nimero de novas células do hipocampo (VAN
PRAAG et al., 1999; VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE,
1999) um aumento da plasticidade cerebral, (COTMAN;
BERCHTOLD, 2002) e aumento da producdo de fatores
neurotroficos (AGUIAR. et al., 2008; NEEPER et al., 1996;
OGONOVSZKY et al., 2005). Essas mudangas estruturais estao
associadas com um melhor desempenho em tarefas de meméria e
funcdo motora (RUSSO-NEUSTADT et al., 2001; SCHMIDT-
HIEBER; JONAS; BISCHOFBERGER, 2004; VAYNMAN;
YING; GOMEZ-PINILLA, 2004).
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Modelo Tipo Intensidade/  Resultados Referéncia
Animal duracéo
6-OHDA Rodas 21 dias/ dde (MABAND
no feixe de voluntario rotagles LA;
prosencefa  correr (2000 a induzidas RUSSELL,
lico medial 4000 por 2010)
em ratos metros/dia)  apomorfina
Long-
Evans
6-OHDA Rodas  S5semanas/ TTHT (HSUEH et
no feixe de voluntario BDNF no al., 2018)
prosencefa  correr (4000 estriado -
lico medial metros/dia)  protegdo
em ratos
Wistar
MPTPi.n.  Rodas 6 semanas/ néo (AGUIAR.
em de voluntario modifica etal, 2014)
camundon  correr (20022000 DAT e dano
gos C57BL metros/dia) mitocondrial
MPTPi.p. Rodas 3semanas/5 Potencializa (ARCHER;
em de dias semana/ efeitosdaL- FREDRIKS
camundon  correr voluntéario DOPA SON, 2010;
gos (30 min/dia) FREDRIKS
C57BL/6 SON et al.,
2011)
MPTPi.p. Esteira 6semanas/5 7 da (GORTON
em eroda  diassemana coordenacdo etal., 2010)
camundon  de 30a60 min  Sem
gos correr (6,7a8,5 modificacdo
C57BL/6 m/min) de DA
estriatal e
S5HT
MPTPi.p. Esteira 30dias2x | DAT (FISHER et
em 30 min (10 estriatal al., 2004)
camundon m/min) T receptor
gos DAeD2
C57BL/6 estriatal
MPTPi.p. Esteira 6 semanas T da (PETZING
em e roda (6,7a8,5 coordenacdo ERetal,
camundon  de m/min) JDA 2007)
correr estriatal e
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gos 4 semanas (5 TH estriatal

C57BL/6 dias semana) DAT

MPTPi.p. Esteira 20 dias 60 TDATe (SMITH;
em min (18 TH estriatal GOLDBER
camundon cm/s) G;

gos (5 dias MESHUL,
C57BL/6 semana) 2011)
MPTP i.p. Esteira 28 dias/ 30 melhora (AGUIAR.
em min 2 x dia cognitiva e etal,
camundon (11,4a135 metabolismo 2016a)

gos m/min) da DA

C57BL/6

MPTPip. Esteira 6semanas/5 TTHT (JANG et
em dias semana  funcgéo al., 2018)
camundon 60 min (12 mitocondrial

gos m/min) 0

C57BL/6 mobilidade

MPTPip. Esteira 4semanas/5 7T (AL-

em diassemana  angiogenese JARRAH et
camundon 40 min (18 estriatal al., 2010)
gos m/min)

C57BL/6

6-OHDA  Esteira 18 T fungio (LAU etal.,
i.cv.em semanas/5 mitocondrial  2011)
ratos dias semana

Long- 20min (5a

Evans 12 m/min)

MPTP i.p. Esteira 28 dias/2 x Alteracdoda (VANLEE
em ao dia 30 expressdo UWEN et
camundon min, 5 do receptor  al., 2010)
gos dias/semana  AMPA

C57BL/6 (10 m/min)

6-OHDA 6semanas/5 T expressio  (VUCKOVI
intra- dias/60 min  do receptor ~ Cetal,
estriatal (18a20 D2 2010)

em ratos m/min

Fisher e

6-OHDA Esteira 30dias’2x T DA (POULTO
i.cv.em ao dia 20 estriatal N; MUIR,
ratos min (13 e melhoras 2005)
Long- m/min) nao motoras

Evans
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6-OHDA Esteira 30 dias/2 x T DA (TILLERS
intra- ao dia 15 estriatal, ONetal.,
striatal em min (15 DOPAC e 2003)
ratos m/min) HVA:; T TH
Wistar e em SNpc; 0
i.p. MPTP caminhada
em
camundon
gos
C57BL/6
6-OHDA Esteira 6 semanas/5  Protege (AGUIAR
intra- dias semana  contraa JR. etal,
striatal em 25a40min  lesdo DA 2016b)
camundon (11,4a135
gos m/min)
C57BL/6
Reserpina  Rodas 4semanas/5 T DA (AGUIAR.
i.p.em de dias semana  estriatal et al., 2009)
ratos correre  (rodade e melhoras
Wistar esteira correr) 25a  ndo motoras

25 min

(esteira 16,5

a 25 m/min)

Legenda: T: aumento; 4: diminuicdo; 6-OHDA: 6-hidroxidopamina;
MPTP: 1-metil-4-fenil-1, 2,3,6-tetrahidropiridina; i.n.: intranasal; i.p .:
intraperitoneal; i.c.v .: intracerebroventricular; DA: dopamina; DOPAC:
acido 3,4-di-hidroxifenilacico, HVA: &cido homovallico; SNpc:
substantia nigra parte compacta; TH: tirosina hidroxilase.

1.7.3 Exercicio fisico e fatores neurotroficos: importancia do
GDNF

O efeito do exercicio fisico é frequentemente associado a
um aumento dos niveis de fatores neurotréficos, principalmente o
BDNF (VAYNMAN et al., 20014). Os fatores neurotroficos sao
proteinas secretadas por neurdnios e células da glia que regulam o
desenvolvimento, manutencéo, funcéo e plasticidade do sistema
nervoso dos vertebrados, dentre os quais se destacam o0 BDNF, o
fator neurotréfico da dopamina cerebral (CDNF) e do fator
neurotrofico derivado de astrdcitos mesencefalicos (MANF) e o
fator neurotrdfico derivado de uma linha de células da glia (GDNF,
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do inglés, glial-derivated neurotrophic factor). O GDNF possui
um papel neuroprotetor, ativando interacfes complexas entre
varias cascatas de sinalizagdo responsaveis pela diferenciacéo e
proliferacdo celular, bem como a sobrevivéncia de neurdnios
dopaminérgicos e noradrenérgicos no cérebro adulto (PASCUAL
etal., 2011). O GDNF é expresso em niveis elevados em neurdnios
do estriado durante o desenvolvimento pds-natal e regula a morte
natural dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc (AKERUD et al.,
1999). Funcionalmente, 0 GDNF é responsavel pela sinalizagéo do
complexo receptor GFRol-RET (receptor alfa-1 da familia
GDNF), que estd presente em neur6nios dopaminérgicos em
desenvolvimento e em neurdnios maduros (AIRAKSINEN;
TITIEVSKY; SAARMA, 1999). A hipotese de que 0 GDNF é um
fator neurotrofico limitante para o desenvolvimento dos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc é suportada pela observacdo de que a
administracdo intra-estriatal de GDNF durante o periodo de morte
celular ontogenética suprime a apoptose dos neurdnios DA da
SNpc (AIRAKSINEN; TITIEVSKY; SAARMA, 1999).

Desde estas descobertas, 0 GDNF surgiu como um
potencial agente terapéutico para doencas neurodegenerativas,
incluindo a DP (COHEN et al., 2003; D’ANGLEMONT DE
TASSIGNY; PASCUAL; LOPEZ-BARNEO, 2015), por regular a
diferenciagdo neuronal, a manuten¢do do fenotipo e atividade
sindptica, proteger os neurdnios adultos de lesdes mecénicas,
toxicas ou isquémicas, e reduzir a morte de neurdnios por necrose
ou apoptose (AKERUD et al., 2001). O GDNF promove a
sobrevivéncia e diferenciacéo de muitos outros tipos de populagdes
neuronais, tais como neurénios motores da medula espinal e
encefalicos, neurdnios noradrenérgicos do tronco encefalico,
neurdnios colinérgicos do prosencéfalo basal, neurdnios entéricos,
células de Purkinje do cerebelo e neurdnios simpaticos e sensoriais
(SANDHU et al., 2009).

Como descrito acima, além de induzir a recuperacgao dos
tecidos, ele induz o aparecimento de axdnios dopaminérgicos
(BATCHELOR et al., 2000). Foi apontado como influenciador na
reducdo da degeneracdo das fibras dopaminérgicas, um processo
que € regulado por vias intracelulares, tais como o sistema
ubiquitina-proteassoma (GONZALEZ-APARICIO; FLORES;
FERNANDEZ-ESPEJO, 2010). Foi demonstrado que o GDNF
poderia promover aumento de expressdo de TH nos neurdnios
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dopaminérgicos da SN (CAO et al., 2010). A administracdo de
GDNF aumenta a fosforilagdo da TH e, consequentemente, a
atividade da TH e a sintese de DA no estriado de ratos. Estes
efeitos do GDNF na atividade da TH sdo mediados pela ativacao
da MEK-1 e ERK (GONZALEZ-APARICIO; FLORES;
FERNANDEZ-ESPEJO, 2010).

O trabalho inicial sobre a eficAcia do GDNF em modelos
animais da DP envolveu o estudo dos efeitos protetores de injecoes
de GDNF intra-estriatal laterais sobre a lesdo dopaminérgica (AOI
et al., 2000). Além disso, foi demonstrado que a injecdo
intracerebroventricular  (i.c.v.) de GDNF restaura o
imunocontetido de TH apos a lesdo induzida por 6-OHDA em ratos
(KIRIK et al., 2001). Estes resultados indicam que 0 GDNF tem
propriedades tanto de protecdo como de reparag¢do (administrado
antes ou apds a lesdo, respetivamente), proporcionando melhorias
mais consistentes na sobrevivéncia neuronal dopaminérgica e
crescimento de fibras dopaminérgicas.

Um estudo prévio mostrou que a administracdo i.c.v. de
GDNF (duas injecbes com 4 semanas de intervalo) em modelo de
MPTP em macacos foi capaz de atenuar as LIDs (IRAVANI et al.,
2001). Essa modificacdo parece estar relacionada a sua capacidade
de restaurar parcialmente a transmissdo dopaminérgica. Apds a
administragdo i.c.v., 0 GDNF foi capaz de reverter a perda de
neurdnios dopaminérgicos na SNpc (IRAVANI et al., 2001).
Curiosamente, em modelo de lesdo por 6-OHDA em ratos foi
observado que o exercicio fisico em esteira (30 min por dia, 5 dias
consecutivos/semana) por 4 semanas com inicio 24 horas apés a
injecdo de 6-OHDA, aumentou os niveis de GDNF e BDNF. O
aumento dos niveis de GDNF foi observado em ambos o0s
hemisférios (lesionado e ndo lesionado). Esses animais também
apresentaram aumento no contetido de TH assim como melhora
nos testes motores (TAJIRI et al., 2010).

1.7.4 Efeitos do exercicio fisico sobre as LIDs

Além dos beneficios do exercicio fisico relatados
anteriormente na DP, um estudo clinico aplicou dois tipos de
protocolos de exercicio fisico em pacientes discinéticos. Os
pacientes foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos,
ambos com 4 semanas de treinamento: RI (reabilitacdo intensiva,
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duas vezes ao dia) e o RNI (reabilitacdo ndo intensiva, uma vez ao
dia). O protocolo RI consistiu em exercicios de flexibilidade e
posturais na primeira sessdo e na segunda se¢do exercicios de
marcha com pistas visuais, esteira ergométrica e treino de
transferéncias posturais como treino da transferéncia de deitado
para sentado por exemplo. O protocolo RNI consistia em:
exercicios de flexibilidade, posturais e treinos de marcha. Os
pacientes do grupo RI obtiveram uma melhor resposta clinica ao
tratamento farmacoldgico com L-DOPA permitindo uma redugéo
na dosagem e consequentemente menos discinesias (FRAZZITTA
et al., 2012a). Esses pesquisadores acompanharam esses pacientes
por 6 meses e observaram que os resultados benéficos encontrados
no grupo RI sdo mantidos ao longo do tempo (FRAZZITTA et al.,
2012b). Sendo assim, estes estudos forneceram evidéncias
cientificas de que o exercicio fisico pode ser considerado um
suporte terapéutico ndo invasivo relevante para pacientes
parkinsonianos que sofrem de discinesias, permitindo uma redugéo
na dosagem do tratamento medicamentoso bem como os efeitos
adversos relacionados (FRAZZITTA et al., 2012a,b).

Alguns trabalhos correlacionam a redugdo no escore das
LIDs ap6s o exercicio fisico como uma consequéncia da alteracdo
farmacocinética da L-DOPA. Um estudo realizado por Goetz et al.,
1993, nédo encontrou beneficios do exercicio fisico vigoroso em
bicicleta estacionaria, iniciado 1 hora apds a administracéo de L-
DOPA, na fungdo motora de pacientes parkinsonianos. No entanto,
observou que o grupo exercitado apresentou uma tendéncia para
méaxima concentracdo de L-DOPA no plasma somente nos
primeiros 30 minutos apds a sua administracdo, e se manteve
menor que o grupo sedentario ao longo de 4 horas. Outro grupo de
pesquisa observou uma diminui¢do das LIDs em pacientes que
realizaram exercicio em um ciclo ergdbmetro por duas horas. No
entanto, apesar da existéncia uma tendéncia para diferenca de
concentracdo plasmética de L-DOPA nestes pacientes, eles ndo
observaram uma alteracdo estatisticamente significativa com o
exercicio (REUTER et al., 2000).

De acordo com o trabalho clinico de Frazitta et al. (2012)
relatado anteriormente, um estudo prévio realizado pelo nosso
grupo de pesquisa mostrou pela primeira vez o potencial
antidiscinético do exercicio fisico sobre as LIDs em camundongos
C57BL/6 submetidos a lesdo unilateral com 6-OHDA (12 pg)
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(AGUIAR et al., 2013). Neste estudo, os animais lesionados com
6-OHDA foram treinados em roda de correr (exercicio voluntario)
por 14 dias juntamente com o tratamento diario da associa¢do L-
DOPA (25 mg/kg, i.p.) + benserazida (12,5 mg/kg). O exercicio
diminuiu as discinesias do tipo axial e de membros, mas ndo as
orofaciais. Além disso, neste mesmo trabalho, os efeitos
antidiscinéticos do exercicio voluntario foram associados com a
normalizacdo da sinalizacdo dopaminérgica no estriado,
especificamente, a hiperfosforilagdo de DARPP-32 (regulado por
DA e AMPc proteica de fosfoproteina de 32 kDa) e expressao de
c-Fos. Recentemente, Klemann et al. (2017) demonstraram que o
exercicio fisico em esteira durante 4 semanas em camundongos
submetidos ao modelo da DP induzido pela administracéo i.p. de
MPTP modula algumas altera¢cdes neuroquimicas induzidas pela
L-DOPA. Os autores relataram que o exercicio fisico controlado
em esteira (30 minutos por dia durante 28 dias) alterou
principalmente a expressdo de mMRNAs para TH na SN e na regido
ventral do estriado que regulam a sinalizagdo dopaminérgica.

Diante do exposto acima, existem evidéncias, tanto em
pacientes parkinsonianos quanto em modelos animais da DP, de
gue o exercicio fisico pode representar um agente modificador na
DP, apresentando efeitos neuroprotetores, bem como melhorando
os sintomas motores e as LIDs. Para testar esta hipotese, é
importante a utilizac&o de protocolos de exercicio fisico em esteira
ergométrica, onde a intensidade e volume de treinamento possam
ser controlados e permitam investigar as modificagdes moleculares
e eletrofisioldgicas no estriado decorrentes do tratamento crénico
com L-DOPA.

1.8 OBJETIVOS
1.8.1 Obijetivo geral

Avaliar o potencial antidiscinético do exercicio fisico
controlado em esteira em camundongos com hemiparkinsonismo
induzido pela inje¢do intra-estriatal de 6-OHDA e investigar a sua
capacidade em atenuar algumas alteragdes moleculares e
eletrofisioldgicas induzidas pelo tratamento crénico com L-
DOPA.
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1.8.2 Objetivos especificos

— Caracterizar 0 modelo de discinesias induzidas por
diferentes doses de L-DOPA/benserazida em camundongos Swiss
albinos.

— Investigar os efeitos do exercicio em esteira sobre o
desenvolvimento das LIDs em camundongos das linhagens Swiss
albinos e C57BL/6 hemiparkinsonianos lesionados com 6-OHDA.

— Investigar possiveis beneficios no desempenho motor
induzidos pelo exercicio fisico em esteira em camundongos
hemiparkinsonianos lesionados com 6-OHDA e tratados
cronicamente com L-DOPA através das medidas do teste de
exaustdo, testes do cilindro e rotarod.

— Investigar possiveis alteragdes no imunodeteccdo de TH
e DAT (usados como marcadores de neurdnios dopaminérgicos) e
de GDNF no estriado em camundongos hemiparkinsonianos
lesionados com 6-OHDA e tratados cronicamente com L-DOPA.

— Investigar os efeitos do exercicio fisico sobre a
plasticidade sinaptica no estriado em camundongos
hemiparkinsonianos lesionados com 6-OHDA e tratados
cronicamente com L-DOPA.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos fornecidos
pelo biotério central da UFSC (2-3 meses, 25-30 g), ap6s mantidos
no biotério setorial do Laboratdrio Experimental de Doengas
Neurodegenerativas (LEXDON) do  Departamento  de
Farmacologia (Universidade Federal de Santa Catarina). Os
animais foram mantidos em gabinetes climatizados a 23 £1° C,
com ciclo claro-escuro de 12 h (fase clara 7:00- 19:00 h) livre
acesso a agua e ragdo. Todos os procedimentos desta tese estdo de
acordo com os padrdes éticos e legais de experimentacdo animal
de 6rgdos nacionais € internacionais [(i) guia para cuidado e uso de
animais de laboratdrio do National Institute of Health e (ii)
Diretrizes do Conselho da Comunidade Europeia n° 86/609/EEC
de 24/10/1986)] e foram aprovados pela Comiss&o de Etica para o
uso de Animais (CEUA) da UFSC, sob protocolo n° PP357.

Os experimentos de eletrofisiologia e imunohistoquimica
foram realizados no Laboratério de Eletrofisiologia do Centro de
Neurociéncias da Universidade de Coimbra (Portugal), sob
supervisdao do professor Rodrigo Cunha. Nestes experimentos,
foram utilizados camundongos C57BI/6 machos (2-3 meses, 25-30
g) fornecidos pelo Laboratério Charles River (Barcelona,
Espanha). Os animais foram mantidos em gabinetes climatizados
a 23 £1° C, com ciclo claro-escuro de 12 h (fase clara 7:00- 19:00
h) livre acesso a agua e racdo. Todos os procedimentos utilizados
no presente estudo foram previamente aprovados Orgdo
Responsavel pelo Bem-estar Animal (ORBEA) protocolo 138-
2016/1507201.

2.2 DROGAS

Este trabalho utilizou manipulagdo farmacolégica para trés
objetivos: (i) modelagem experimental do Parkinsonismo, (ii)
desafios com farmacos dopaminérgicos frente a neurodegeneracéo
induzida pela 6-OHDA,; e, (iii) estudo de plasticidade sinaptica
estriatal.
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Os farmacos foram administradas pelas vias intraperitoneal
(i.p.) ou subcutanea (s.c.) no volume de 10 ml/kg de massa
corporal, utilizando agulha hipodérmica curta 25 x 5 mm. A
apomorfina (cloridrato de R(-)-apomorfina, agonista nao seletivo
dos receptores dopaminérgicos) foi usada nas doses de 0,5 e 0,6
mg/kg, s.c. A L-DOPA (cloridrato do éster metilico de L-3,4-
dihidroxifenilalanina) foi usada nas doses de 25; 30; 50 e 70
mg/kg, i.p.. A benzerasida (cloridrato de benserazida, inibidor
periférico da enzima descarboxilase de L-aminoacidos aromatica)
foi usada nas doses de 12,5; 15; 25 e 35 mg/kg, i.p. A amantadina
(cloridrato de amantadina, antagonista dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA) foi usada como anti-discinético
padrdo na dose de 60 mg/kg, i.p. Foram utilizados os anestésicos
cloridrato de cetamina (90-120 mg/kg i.p.) associada a xilasina (10
mg/kg, i.p.) para os camundongos Swiss albinos. Ja o0s
camundongos C57BL/6 foi utilizado o tribromoetanol (12-14
ug/kg i.p.). O tratamento in vitro em fatias estriatais foi usado o
cloridrato de dopamina (5; 10; 50 ou 100 uM por fatia). Devido a
natureza oxidante da 6-OHDA e da R(-)-apomorfina, empregou-se
como somo solugdo veiculo livre de oxigénio o metabissulfito de
sodio 0,1% (Na2S20s) em camundongos Swiss albinos e o &cido
ascarbico 0,02% (CsHsOs) em camundongos C57BL/6. O veiculo
da solucédo de L-DOPA e benserazida foi tampéo fosfato (KH2PO.,
4 mM; NaoHPO, 16 mM; NaCl, 115 mM, em pH 7,4). Para as
outras drogas foi utilizada a solugdo salina (NaCl 0,9%) como
veiculo. Para os experimentos eletrofisiol6gicos com cloridrato de
dopamina foi utilizado o acido ascérbico 0,02% dissolvido em
fluido cérebro espinhal artificial (ACSF) como veiculo.

2.3 DESENHOS EXPERIMENTAIS

2.3.1 Bloco experimental 1 — Avaliac@o dose-resposta das L1Ds
em camundongos Swiss albinos

O bloco experimental 1 (ilustrado na Figura 8) teve como
objetivo padronizar o0 modelo de LIDs em camundongos Swiss
albinos e avaliar: (i) a assimetria de apoio das patas dianteiras apds
lesGes unilaterais com 6-OHDA,; (ii) a supersensibilidade de
receptores dopaminérgicos, (iii) a neurodegeneracéo induzida pela
administragdo intra-estriatal de 6-OHDA. Os animais foram
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anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e cetamina (90-120 mg/kg,
i.p.) e receberam uma micro-injecdo de 6-OHDA (10 pg dissolvido
em 0.1% metabisulfito de sédio diluido in 0.9% NaCl), no estriado
direito através de cirurgia estereotaxica usando as seguintes
coordenadas: AP: +0,5 mm; ML: +2,0 mm; DV: -3,0 (DA
CONCEICAO et al., 2010). Apés quatro semanas para a
estabilizacdo da lesdo, foram usadas diferentes doses repetidas de
L-DOPA + benserazida (um inibidor da enzima DOPA-
descarboxilase periférica) para a inducéo de LIDs: (i) 30 mg/kg L-
DOPA + 15 mg/kg benserazida; (ii) 50 mg/kg L-DOPA + 25
mg/kg benserazida e (iii) 70 mg/kg L-DOPA + 35 mg/kg
benserazida (LUNDBLAD et al., 2004, 2005). O protocolo
experimental utilizado para modelar as LIDs foi baseado em
trabalhos prévios da literatura (PAVON et al., 2006; SANTINI et
al., 2007).

Figura 8 - Experimento 1: Modelo experimental de LIDs em
camundongos Swiss albinos.

Rotagdes
CD{;]:;';Z?;;;‘:T.M Escore de discinesias
AAAA A A A A A
-1 -2 -3 -4 semanas 0 1 4 7 14 2dias
Cirurgia L-DOPA + benserazida
6-OHDA (10 g) (30/12,5; 50/25; 70/35 mg/kg) i.p.

Estriado dorsalateral
(AP: +0,5; ML: +2,0; DV: -3,0) mm

Legenda: 6-OHDA, 6-hidroxidopamina.

2.3.2 Bloco experimental 2 — Efeitos do exercicio fisico em
esteira sobre as LIDs em camundongos Swiss albinos

O bloco experimental 2 (ilustrado na Figura 9) teve como
objetivo verificar a hipétese de que o exercicio fisico em esteira
poderia reduzir as LIDs assim como avaliar; (i) os prejuizos
motores, (ii) a supersensibilidade de receptores dopaminérgicos, e
(iii) a neurodegeneracdo induzida pela administracdo intra-estriatal
de 6-OHDA em camundongos Swiss albinos, (iv) modificacdo do
padrdo discinético dos animais submetidos ao exercicio fisico.
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Figura 9 - Experimento 2: Efeitos do exercicio fisico em esteira sobre as
LIDs em camundongos Swiss albinos.

Rotagdes com

Teste de R(-)-apomorfina

exaustdo 1, (0,05 mg/kg) s.c.
Teste de Escore de Amantadina

Teste do cilindro 1,
+ Teste do cilindro 2, 2 . N R
Rotarod 1 Rotarod 2 exaustdo 2 discinesias (60 mgikg, i.p.)

A A ALhaiadA

0 1 714 21 28 30 31dias
Habituagdo a

esteira L-DOPA (50 mgikg) +
Cirurgia benserazida (25 mg/kg), i.p. Teste do cilindro 3,
6-OHDA (10 pg) Rotarod 3,
Estriado dorsalateral Teste de exaustio 3
(AP: +0,5; ML: +2,0; DV: -3,0) mm

-5 dias

Legenda: 6-OHDA, 6-hidroxidopamina

A injecdo intra-estriatal de 6-OHDA seguiu 0S mesmos
procedimentos descritos no bloco experimental anterior (dose e
coordenadas de injecdo). Apo6s quatro semanas de recuperagio
cirlrgica, os animais receberam a administracéo diaria de L-DOPA
(50 mg/kg, i.p.) e benserazida (25 mg/kg, i.p.) durante 4 semanas.
Deste modo, todos os animais foram submetidos a cirurgia e ao
tratamento com L-DOPA/benserazida. Durante este periodo, 0s
animais foram divididos no grupo sedentario (controle) e
exercitado, sendo que neste grupo foram submetidos ao exercicio
fisico diario, cinco dias por semana, com intervalos aos finais de
semana (Figura 9). Deste modo, foi possivel construir dois grupos
experimentais: (i) 6-OHDA, L-DOPA/benserazida sedentario, e
(if) 6-OHDA, L-DOPA/benserazida exercitado em esteira.

Uma esteira ergométrica foi adaptada para simular o
exercicio fisico de corrida em camundongos. O exercicio, volume
semanal e intensidade de corrida foram padronizados durante a
fase clara do ciclo dos animais (entre 16:00-18:00 h). N&o foi
utilizado nenhum estimulo nocivo para estimular a corrida nos
animais. Todos os animais, inclusive os sedentarios, foram
transportados para a sala da esteira 1 h antes do inicio do exercicio.
O grupo sedentario foi posicionado na esteira desligada e
permaneceu pelo mesmo tempo que grupo exercitado. Apds a
Gltima semana de intervencdo com exercicio fisico, os animais
foram submetidos aos Ultimos testes comportamentais (Figura 9),
e em seguida foram sacrificados por deslocamento cervical ao final
dos experimentos para dissecacdo do estriado, que foi armazenado
a -80°C para a realizacdo dos ensaios bioquimicos.
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2.3.3 Bloco experimental 3 — Investigacdo de parametros
eletrofisioldgicos cortico-estriatal de camundongos C57BL/6
com LIDs e submetidos a exercicio fisico em esteira

O bloco experimental 3 (ilustrado na Figura 10) teve como
objetivo verificar as possiveis modificagdes de plasticidade
cortico-estriatal apds o exercicio fisico em animais discinéticos.
Desta forma, avaliar os efeitos do exercicio fisico em esteira sobre:
(i) o escore de discinesias (ii), a neurodegeneracdo induzida pela
administracdo intra-estriatal de 6- OHDA, (iii) plasticidade
estriatal induzida pela administragdo cronica de L-DOPA em
camundongos C57BL/6.

Os animais foram anestesiados (tribromoetanol 12-14
ug/kg, i.p.) e receberam duas injegdes de 6-OHDA (total de 12 pg
dissolvido em 0.1% acido ascorbico diluido in 0.9% NaCl) no
estriado direito [(i) AP +1 mm, ML -2,1 mm, DV - 3,2 mm, e (ii)
AP +0,3 mm, ML -2,3 mm, DV -3,2 mm]. Ap6s quatro semanas
de recuperacdo cirdrgica, os animais receberam uma administracao
diaria de L-DOPA (25 mg/kg, i.p.) e benserazida (12,5 mg/kg, i.p.).
Deste modo, todos os animais foram submetidos a cirurgia e ao
tratamento com L-DOPA/benserazida. Durante este periodo, 0s
animais foram divididos no grupo sedentario (controle) e exercicio
fisico que foram submetidos ao exercicio didrio durante cinco dias
por semana, com intervalos aos finais de semana (Figura 10). Deste
modo, foi possivel construir os seguintes grupos experimentais: (i)
6-OHDA, salina; (ii) 6-OHDA, L-DOPA/benserazida sedentario;
(iii) 6-OHDA + L-DOPA/benserazida exercitado em esteira.

Uma esteira ergométrica para camundongos foi utilizada
(Touchscreen Treadmill (Panlab) — Havard Apparatus), com cinco
baias individuais. O exercicio, volume semanal e intensidade de
corrida (para maiores detalhes ver figura 28) foram padronizados
durante a fase clara do ciclo dos animais (entre 16:00-18:00 h). A
intensidade do choque elétrico aplicada durante a fase de
habituacdo foi de 0,1 mA para estimular a corrida nos animais.
Todos os animais, inclusive os sedentarios, foram transportados
para a sala da esteira 1 h antes do inicio do exercicio fisico.

Apos a ultima semana de intervengéo com exercicio fisico,
os animais foram submetidos aos Gltimos a Gltima avaliacdo do
AIM escore e ap6s o ultimo teste de cilindro (Figura 10), e depois
foram sacrificados por deslocamento cervical ao final dos
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experimentos, para realizagdo dos experimentos in-vitro de
eletrofisiologia extracelular na via cértico-estriatal. As fatias
utilizadas nestes experimentos foram posteriormente perfundidas
em paraformoldeido (4%) seguida de sacarose (30%) para
realizacdo de ensaios de imunohistoquimica.

Figura 10 - Desenho experimental 3: Parametros eletrofisiolégicos
estriatais em camundongos C57BL/6 com discinesias induzidas por L-
DOPA submetidos ao exercicio fisico em esteira.

Rotages com

R(-)-apomorfina Eletrofisiologia
Teste do (0,06 mg/kg, s.c.) Teste de Escore de estriatal e
cilindro 1 Teste do cilindro 2, VOz max iscines| imunoi imi

A ‘ A

A A A A A
v v

S

Cirurgia — L-DOPA (25 mglkg) + Toste do
6-OHDA (2 x 6 pg) Habituagao a penserazida (12,5 mg/ka), i.P- cilindro 3
Estriado dorsalateral esteira
(AP +1; ML -2,1; DV - 3,2) mm;
(AP +0,3; ML -2,3; DV -3,2) mm

Legenda: 6-OHDA, 6-hidroxidopamina

2.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os animais foram transportados a sala de experimentos
climatizada para ambientacdo 1 h antes do inicio das tarefas
comportamentais, realizados durante a fase clara do ciclo (14:00-
19:00 h). Apds cada experimento, o aparato foi limpo com alcool
10%. Todos os experimentos foram registrados em video e
analisados no software ANYmaze (Stoelting Co., EUA). Os testes
do cilindro, rotarod e teste de exaustdo foram realizados em trés
momentos: (1) medida basal; (2) quatro semanas apds a cirurgia de
micro-injecdo de 6-OHDA, e (3) ap6s quatro semanas de
tratamento com L-DOPA com ou sem exercicio fisico.

2.4.1 Cilindro

O teste do cilindro (Figura 11A) é utilizado para avaliar
assimetria de apoio das patas dianteiras ap6s lesdes unilaterais em
nicleos motores do SNC (MABANDLA; RUSSELL, 2010;
TAJIRI et al., 2010). Os animais dos experimentos 2 e 3 foram
posicionados dentro de um cilindro transparente (12 cm de
didmetro e 15 cm de altura) para registro durante 3 min dos
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contatos das patas dianteiras na parede do cilindro (SCHALLERT;
WOODLEE, 2003). O escore do cilindro foi calculado como viés
contralateral (ROOF et al., 2001). Foram computados os atos de
encostar das patas ipsilateral e contralateral a lesdo, assim como de
ambas as patas simultaneamente na parede do cilindro. Foi
controlado o valor basal de cada animal (antes da cirurgia), e 0S
animais foram reavaliados quatro semanas ap0s a cirurgia de
micro-injecdo de 6-OHDA e quatro semanas apds o tratamento
com L-DOPA (Figuras 9 e 10, desenho experimental 2 e 3). Os
eventos foram registrados em video e analisados em camera lenta
na velocidade reduzida de 0,5x utilizando o Software Windows
Movie Maker®.

Figura 11 - Testes para avaliacdo da assimetria (esquerda) e coordenacdo
motora (direita).

2,0
Legenda: Teste do cilindro para avaliar assimetria de apoio das patas (12
cm de didmetro e 15 cm de altura). (A). Rotarod (Insight Equipamentos
Cientificos, Ribeirdo Preto, SP), medindo 8 centimetros de largura e com
didmetro de 4,5 (B).

2.4.2 Rotarod

O sistema de rotarod (modelo EEF 412, Insight
Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, SP) (Figura 11B) avalia
a coordenacdo motora e equilibrio de roedores sobre um cilindro
em rotacdo (AGUIAR. et al., 2009; PETZINGER et al., 2007). No
bloco experimental 2, foi realizada a medida do teste basal de cada
animal (antes da cirurgia), e os animais foram reavaliados quatro
semanas apds a cirurgia de micro-injecdo de 6-OHDA e quatro
semanas ap0s o0 tratamento com L-DOPA. Primeiramente, 0s
animais foram condicionados no cilindro estacionario (zero RPM)
durante 30 s, seguido pelo cilindro a velocidade constante de 5
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RPM durante 90 s (AGUIAR. et al., 2009; CORDOVA etal., 2012;
JIANG et al., 2004). Os animais com nimero de quedas superior a
cinco foram descartados das sessdes de teste (5 animais), a fim de
gue todos os grupos apresentassem a mesma medida motora basal.
Ap06s 30 min, os animais foram testados na versdo do rotarod com
aceleracdo, velocidade inicial de 5 RPM e aceleracdo 0,1
revolucao/s (JIANG et al., 2004). Na sessao de teste, o animal foi
colocado no rotarod e a sua laténcia para queda e aceleracdo de
queda foram determinadas, sendo considerado o tempo maximo de
teste de 300 s. A aceleracdo na sessao de teste ocorreu apés 60 s
com rotacao fixaem 5 RPM.

24.3 Teste de exaustao

Esse teste foi realizado no bloco experimental 2.
Inicialmente, os animais foram habituados ao treino em esteira
durante 10 minutos por quatro dias consecutivos em velocidade
minima de esteira adaptada (1 km/h = 16 m/min). Os animais
pertencentes ao grupo sedentario foram apenas posicionados na
esteira parada pelo mesmo tempo.

A capacidade maxima de realizacéo do esforco foi realizada
no quinto dia, estimada pelo teste progressivo até a exaustdo em
esteira humana adaptada. A velocidade inicial da esteira foi de 1
km/h= 16 m/min, com 3° de inclina¢do. A cada 3 minutos, a
velocidade da esteira sofria um acréscimo de 0,2 km/h até a
exaustdo do animal, ou seja, 0 teste terminava quando o animal ndo
conseguia manter o padrdo de deambulacdo mecénica da corrida
apos estimulos suaves dos manipuladores. As medidas avaliadas
foram: a velocidade final alcangada (m/min); o tempo total em
(minutos) e a distancia total percorrida (m) para cada animal
durante o teste (AGUIAR et al., 2018). O teste foi realizado em
trés momentos: medida basal, ap6s quatro semanas de leséo por 6-
OHDA e apds quatro semanas de tratamento com L-DOPA. Os
grupos sedentario e exercitado foram avaliados quando a
capacidade méxima em trés momentos: (i) avaliacdo basal; (ii)
quatro semanas apés a cirurgia e (iii) ap6s quatro semanas de
treinamento. No entanto, apenas o grupo exercitado realizou a
Gltima avaliagdo ap6s 4 semanas de treinamento na esteira.
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2.4.4 Treino em esteira

Primeiramente, foi calculada a média alcancada na
velocidade maxima no teste de exaustdo, na segunda avaliacdo
(ap6s quatro semanas de cirurgia com 6-OHDA). Os animais do
grupo exercitado do bloco experimental 2 foram submetidos a um
protocolo de exercicio fisico em esteira diério, cinco dias por
semana, com intervalos de descanso aos finais de semana
(AGUIAR et al., 2016b) (Figura 12A). O protocolo de exercicio
adotado teve carater progressivo, pois o volume e a intensidade de
corrida foram aumentados semanalmente (AGUIAR et al., 2016b)
(Figura 12B).

Figura 12- Esteira ergométrica adaptada para camundongos e parametros
de exercicio fisico utilizados.

Semana Duragio
(min)

Habituagio
1 16 30

2
3 20 40
4

Legenda: Esteira humana adaptada com velocidade reduzida, anexado um
aparato de acrilico com 12 baias individuais (centro, vista de cima) (A).
Protocolo de exercicio fisico adotado teve carater progressivo, o volume
e a intensidade de corrida foram aumentados semanalmente, utilizando de
critérios de treinamento fisico (B).

2.4.5 Teste de VO2 maximo

No bloco experimental 3, inicialmente os roedores foram
habituados em esteira ergométrica Panlab LE8710, Harvard
apparatus ® (velocidade entre 8-10 m/min) durante trés dias com
intervalos de 24 horas entre cada sessdo (Figura 13A). A
velocidade inicial da esteira foi de 8 a 12 m/min (8,7% graus de
inclinag&o).

O teste do VO, mé&ximo (ergoespirometria) em cada animal
individualmente foi realizado no quarto dia ap6s o inicio da
habituacdo em esteira, utilizando a mesma inclinacdo e com
aumentos de velocidade a cada 3 min. A cada 2 minutos, a
velocidade da esteira sofria um acréscimo 5 cm/s até a exaustéo do
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animal, ou seja, caracterizada quando estes resistem a correr apesar
de estimulados por leve chogue (0,2 mA) (AGUIAR et al., 2018).
Ao fim do teste, registrou-se o tempo total e a velocidade final,
sendo obtida a velocidade maxima alcangada com 0 VO, maximo
dos animais. A medida de VO, maximo foi monitorada
constantemente com sistema fechado para avaliagdo de gases em
tempo real (Figura 13B).

Ap6s a determinagdo do VO, maximo pela
ergoespirometria, o protocolo de treinamento inicial foi
determinado em 60% do VO, maximo atingido no teste individual.
(para maiores detalhes ver Figura 28, resultados) Os animais
realizaram o treinamento em baias individuais em uma esteira para
camundongos OxyletPro System - Treadmill - Panlab® (Figura
13A). Os animais do bloco experimental 3 receberam L-DOPA
desde a semana de habituacdo e foram exercitados apés a
habituacdo por mais trés semanas, durante 5 dias consecutivos e
pausando aos finais de semana.

Figura 13 — Esteira ergométrica e equipamento utilizado para determinar
0 VO, méaximo.

Legenda: Esteira Panlab LE8710, Harvard apparatus® conectada ao
controlador de velocidade para utilizagdo de protocolos de habituacéo e
treinamento em camundongos. (A). Esteira OxyletPro System - Treadmill
- Panlab® conectada ao avaliador de gases hermeticamente fechada para
a determinagdo do VO, maximo (B).

2.5 DESAFIOS FARMACOLOGICOS

2.5.1 Rotagdes induzidas por R(-)-apomorfina

A desnervacdo pré-sinaptica unilateral no estriado causa
supersensibilidade de receptores dopaminérgicos pos-sindpticos
gue pode ser demonstrada através da inducdo de comportamentos



75

de rotacdo pela administracdo de drogas que potencializem a
neurotransmissdo dopaminérgica (ex: D-anfetamina) ou agonistas
dos receptores dopaminérgicos [ex: R(-)-apomorfina] (IANCU et
al., 2005). O comportamento de rotacdo apresenta duas
caracteristicas fundamentais de acordo com (ALEXANDER;
CRUTCHER; DELONG, 1990): (i) assimetria, de orientacdo
contralateral [R(-)-apomorfina] ou ipsilateral (D-anfetamina) ao
lado lesionado, e (ii) frequéncia diretamente dependente do grau
da lesdo. O desafio com R(-)-apomorfina foi realizado para
selecionar 0s animais hemiparkinsonianos nos blocos
experimentais 1, 2 e 3 (Figura 8, 9 e 10, respectivamente), e para
acompanhar semanalmente a evolugdo da lesdo no bloco
experimental 1, durante quatro semanas apds a lesdo com 6-OHDA
(Figura 8). Os camundongos foram posicionados em cilindros
individuais (& 19 cm, 22 cm de altura, Figura 14A) para registro
do comportamento rotacional durante a habituacdo de 5 min, e apds
a injecdo de R(-)-apomorfina (0,5 mg/kg, s.c., no experimento 1 e
0,6 mg/kg, s.c, nos experimentos 2 e 3) durante 30 min. As rotacfes
ipsi/contralaterais (em relacdo ao lado da cirurgia) foram avaliadas
através da plataforma ANY-maze™.

Figura 14 - Aparatos utilizados para experimentos dos desafios
farmacoldgicos.
ﬁg

Legenda: Tubos de cilindricos utilizados para o teste de rotacdo com
apomorfina (@ 19 cm, 22 cm de altura) (A). Cilindro transparente (J 12
cm e 15 cm de altura) para as avaliagdes de discinesias (B) Exemplo de
comportamento discinético: membro anterior, cabeca e torcéo axial (C).

2.5.2 Discinesias induzidas pela L-DOPA

Quatro semanas apds a micro-injecdo intra-estriatal de 6-
OHDA, os animais dos blocos experimentais 1, 2, e 3 foram
tratados com injecBes didrias de L-DOPA combinada com
benserazida, um inibidor da enzima DOPA-descarboxilase
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periférica (CEDARBAUM et al., 1986; PAPAVASILIOU et al.,
1972). No bloco experimental 1 foram usadas as doses de 30/12,5
mg/kg, 50/25 mg/kg e 70/35 mg/kg durante 3 semanas. No bloco
experimental 2 na dose de 50/25 mg/kg durante 4 semanas. No
bloco experimental 3 na dose de 25/12,5 mg/kg durante 4 semana.
Estas doses foram baseadas em trabalhos prévios da literatura
(LUNDBLAD et al., 2004; PAVON et al., 2006). As discinesias
em roedores sdo classificadas em quatro subtipos de acordo com
sua topografia (LUNDBLAD et al., 2004)

i) discinesia das patas anteriores, distonia ou movimentos
hipercinéticos da pata anterior no plano sagital ou frontal

i) discinesia axial, posturas torcidas do tronco
superior e pescoco, orientados contra lateralmente ao lado da
cirurgia

iii) discinesia orolingual, espasmos da musculatura
orofacial, e protrusdo da lingua orientada contra lateralmente ao
lado da cirurgia

iv) discinesia de locomog¢do, movimento circular
com viés ao lado contralateral da cirurgia.

As discinesias das patas, axial, orofacial, e locomocao
foram avaliadas no bloco experimental 1 em: 1, 4, 7, 14 e 21 dias;
no bloco experimental 2 em: 1, 7, 14, 21, 28 e 30 dias; e no bloco
experimental 3 em: 1, 15 e 30 dias de tratamento com L-DOPA.
As avaliacGes das LIDs foram realizadas em cilindros individuais
(@ 12 cm, 15 cm de altura, Figura 14 B) durante 120 min ap6s a
injecdo de L-DOPA, através de registro manual em intervalos de
10 min (patas, axial, orolingual e locomogdo, Figura 14 C). A
amantadina (60 mg/kg, i.p.) foi usada como controle anti-
discinético e administrada 90 min antes da avaliacdo das
discinesias.

2.6 EXPERIMENTOS BIOQUIMICOS
2.6.1 Imunodeteccao de proteinas

Quarenta minutos ap6s a Ultima injecdo de L-
DOPA/benserazida (50/25 mg/kg, i.p.), os animais do bloco
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experimental 2 foram eutanasiados por deslocamento cervical, o
estriado foi dissecado e armazenado a -80 °C. As amostras de
estriado foram mecanicamente homogeneizadas em 400-500 pL
mM de Tris-base em pH 7,0 com EDTA 1 mM, NaF 100 mM,
NasVO4 2 mM, Triton X-100 a 1%, 10%vglicerol e um cocktail de
inibidores proteicos da Sigma Aldrich (Alemanha). As amostras
foram centrifugadas (1.000 xg, 10 min, 4°C) para obter os
sobrenadantes, seguido de uma dilui¢do de 1/1 (v /v) em 100 mM
Tris-base em pH 6,8 com 4 mM de EDTA 8%, SDS 20%, glicerol
8% -mercaptoetanol.

As amostras (60 pg proteina/por poco em BSA como
padrao proteico) foram separadas em 10% por poco. As proteinas
foram entdo transferidas para membranas de nitrocelulose usando
equipamento semi-seco para transferéncia de membranas (1,2 mA
/ cm?; 1,5 h). Interacdes néo especificas foram bloqueadas com 5%
de leite em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5, 1 h). A
imunodeteccdo foi realizada utilizando anticorpos primarios
policlonais anti-TH de camundongos (1:1000, Santa Cruz®), anti-
DAT (1. 1000, Santa Cruz®) ou anti-GDNF (1:1000, Santa
Cruz®). Os anticorpos foram diluidos em TBS-T (TBS com
Tween-20 0,05%, pH 7,5), contendo albumina de soro bovino
(0,5%). As reacOes foram reveladas pelo ECL. A cada passo de
blogueio e incubagdo, as membranas foram lavadas 3x (durante 5
min cada) com TBS-T. As densidades épticas das bandas foram
normalizadas por actina e plotada em unidades arbitrarias (au).
Esses experimentos foram realizados no laboratdrio LEXDON,
Santa Catarina - Brasil.

2.6.2 Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica foi realizada para a
quantificacdo da imunomarcacdo de TH, usada como parametro
para a avaliacdo da acdo neuroprotetora apds 4 semanas de
exercicio fisico (bloco experimental 3). As fatias estriatais
coronais (400 um) utilizadas nos experimentos de eletrofisiologia
foram perfundidas em uma solucéo de paraformaldeido 4% (0,1 M
NaH2PO4 H20, 0,1 M NaH;PO4 12H,0, 0,1 M NaCl, pH 7,4)
seguida por mais dois dias de sacarose 30% em PBS. Em seguida,
as fatias foram lavadas com PBS e coladas a uma base de agarose
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Sigma-Aldrich® em 3% e cortadas em espessura de 50 um. Para
todos 0s passos seguintes, o tampédo A (PBS 0,1 M, Triton X-100
0,15%) foi utilizado para diluicdo das solugBes. Na seguinte
ordem, as secdes free-floating foram incubadas em: (i) H>0.0,3%
(30 min) para inibicdo da atividade da peroxidase enddgena, (ii)
soro de cabra 5% (60 min) para bloqueio das reagdes inespecificas,
e anticorpo priméario anti-TH 1:1.000 (IgG, monoclonal para
camundongo) (Merck Milipore AB-152, Alemanha) (56 h, 4°C),
(iv) anticorpo secundario 1:200 (2 h) (IgG, Vector Labs,
Burlingame CA, EUA), (v) complexo Biotina-Avidina 1:125 (1 h)
(Vectastain® ABC Kit, Vector Labs, Burlingame CA, EUA).
Entre cada etapa, as fatias foram lavadas em tampéo A (3x durante
5 min a temperatura ambiente) em PBS. As fatias foram incubadas
em uma solucdo DAB (3,3'tetrahidrocloreto de diaminobenzidina)
em PBS, e reveladas com H>0; 1:5 DAB durante 1-2 min. Todas
as incubagdes e lavagens foram realizadas em agitadores do tipo
Kline. Finalmente, as se¢Bes foram montadas em laminas
gelatinizadas (24x 60 mm), e desidratadas em banhos consecutivos
(30 s) de H20, (60s) de etanol 70%, 95% 100% e (30s) de xilenol
100%. As laminas foram coladas com Eukit na sua respectiva
laminula e deixadas para secar por 24 h. Ap6s as secOes
histolégicas foram analisadas no microscépio  Gptico
Epifluorescence Microscope, Zeiss (Imager.Z2) para (i) registro
fotografico do estriado (objetiva 1x); (ii) analisar a densidade
oOptica média do TH no estriado (n = 10 fatias/animal) através da
plataforma ImageJ (1.44p, National Institute of Health, EUA).
Esses experimentos foram realizados no laboratorio Purinas em
Coimbra — Portugal.

2.7 ELETROFISIOLOGIA EXTRACELULAR CORTICO-
ESTRIATAL

2.7.1 Eletrofisiologia extracelular cortio-estriatal de animais
discinéticos sedentérios e exercitados

Ao final do bloco experimental 3, fatias coronais do estriado
(do hemisfério lesionado com 6-OHDA) foram obtidas dos
animais hemiparkinsonianos C57BI/6 tratados com salina ou L-
DOPA durante 4 semanas dos grupos sedentario e exercitados. Os
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animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e 0s
encéfalos foram rapidamente coletados e imersos em liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF) gelado contendo (em mM); 124
de NaCl, 4,5 de KCI, 2 de CaCly, 1 de MgCly, 26 de NaHCO3, 1,2
de NaH;PO4e 10 de D-glicose, gazeados com uma mistura de 95%
02/5% CO, (Figura 15 A-C).

Figura 15 - Cortes coronais de fatias estriatais.

Legenda: Encéfalo imerso em fluido cérebro espinhal posicionado no
Vibratome 1500, Leica, Wetzlar, Alemanha para realizar fatias coronais
(A). Fatias coronais de 400 pm divididas nos dois hemisférios (lesionado
com 6-OHDA néo lesionado) (B). Fatias mantidas em banho aquecido a
temperatura de 31° graus por uma hora para recuperacédo da lesdo devido
aos cortes no vibratomo (C).

O tecido foi completamente submerso em ACSF gelado e
seccionado no sentido coronal em fatias de 400 um de espessura,
utilizando um sistema de seccdo (Vibratome 1500, Leica, Wetzlar,
Alemanha) (Figura 15 A-B). As fatias permaneceram em repouso
por no minimo 90 minutos em temperatura ambiente, imersas em
ACSF e continuamente gazeadas a 95% de O / 5% de CO; (Figura
15C). As fatias foram entdo transferidas para a cAmara de registro
submerso em ACSF na instalacdo de equipamentos para a medida
de pardmetros de eletrofisiologia extracelular (Figura 16A).
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Figura 16 - Imagem do sistema de eletrofisiologia extracelular utilizado.

Resposta pos
sinaptica

Legenda: Lupa posicionada para visualizacdo das fatias para correto
posicionamento dos eletrodos (A). Equipamentos de estimulagéo elétrica
das fatias e aquecimento do ACSF (B). Posicionamento dos eletrodos do
eletrodo de estimulo na regido do corpo caloso e da pipeta de registro na
regido dorsolateral em uma fatia cortico-estriatal de camundongo (C).
Registro tipico estriatal de uma population spike obtido apds ao protocolo
HFS. ACSF, fluido cérebro espinhal artificial; HFS, high frequency
stimulation (D).

Os potenciais de campo extracelulares foram obtidos com
micropipetas (2— 4 MQ) preenchidas com uma solucdo de 4 M de
NaCl. Os estimulos elétricos foram gerados por um estimulador
S44 (Grass Instruments, West Warwick, RI, EUA) (Figura 16 A-
B) em uma frequéncia de 0,05 Hz, através de um eletrodo bipolar
posicionado na matéria branca sobre o estriado dorso-medial (Fig
16 C). As leituras foram medidas como Population Spikes, para
estimativa da eficacia sinaptica (Figura 16 D) (CALABRESI et al.,
1992; PICCONI et al., 2003).

Primeiramente foi analisada a amplitude méxima de sinal
cortico-estriatal dorsolateral de cada fatia, realizando a curva de
estimulo-resposta conhecida como curva input e output (1/0). O
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"input" corresponde a medida da resposta pré-sinaptica, enquanto
0 "output " corresponde a medida da resposta pés-sinaptica. Essa
curva é frequentemente usada como uma medida indireta da
viabilidade das fatias para as analises de parametros
eletrofisioldgicos. Para isso foi utilizado um protocolo de estimulo
de intensidade que iniciava em 50 pA e terminava em 200 pA.
Apds a curva I/O foi utilizado o protocolo de estimulacdo de alta
frequéncia (do inglés high frequency stimulation, HFS), consistiu
em de 3 trens de 100 Hz durante 1 segundo com intervalos de 10
segundos entre os trens, durante aplicacdo da estimulagdo tetanica
a amplitude méxima de estimulo encontrada na 1/O foi utilizada
(CALABRESI etal., 1992). O eletrodo de estimulo foi posicionado
na regido do corpo caloso préxima a regido estriatal dorsolateral.
O eletrodo de registro foi posicionado no estriado dorsolateral. Os
registros foram obtidos por um amplificador 1SO-80 (World
Precision Instruments, Hertfordshire, Inglaterra) e digitalizados
por um sistema ADC- 42 (Pico Technologies, Pelham, NY, EUA).
As médias de 3 respostas consecutivas foram continuadamente
monitoradas em um computador com o software Win LTP® versdo
2.20b (Universidade de Bristol). Esses experimentos foram
realizados no laboratorio Purinas em Coimbra — Portugal.

2.7.2 Eletrofisiologia extracelular cdrtico-estriatal com
diferentes concentragdes de dopamina

Um segundo grupo de experimentos de eletrofisiologia
extracelular foi realizado com animais C57BL/6 sem qualquer
tratamento prévio, cirurgia ou exercicio (n=6 animais naive). Essas
fatias estriatais foram tratadas com diferentes concentracdes de DA
(5, 50 e 100 puM) durante 30 minutos antes do protocolo de HFS,
adicionada ao ACSF com concomitante adi¢éo acido ascorbico (20
uM), utilizado como antioxidante. As alteracbes de amplitude
maxima de sinal foram analisadas antes e apds o tratamento com
DA. Ap6s a avaliacdo da plasticidade sinaptica basal foi aplicada
as fatias o mesmo protocolo de HFS utilizado no bloco
experimental 3, as fatias foram avaliadas quanto a modificagdes na
plasticidade cortico-estriatal durante 40 minutos.
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2.8 ANALISE ESTATISTICA

A plataforma utilizada para a andlise estatistica foi o
programa STATISTICA versdao 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK,
EUA). Para confeccdo dos graficos foi utilizada a plataforma
GraphPad Prism 6. Os resultados foram expressos em média + erro
padrdo da média (EPM). A comparacdo entre as médias foi
realizada com o teste t de Student nos testes de rotagcbes com
apomorfina e para os subtipos de discinesias. A avaliacdo durante
as semanas nas rotacGes foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) com medidas repetidas, assim como durante os dias e
minutos de avaliacdo do escore de discinesias. Os resultados dos
protocolos envolvendo exercicio fisico e tratamentos foram
avaliados pela ANOVA de duas vias com medidas repetidas e o
teste post-hoc de Newman-Keuls, quando necessario. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 PADRONIZAGCAO DAS DISCINESIAS INDUZIDAS POR L-
DOPA (LIDs) EM CAMUNDONGOS SWISS ALBINOS

A Figura 17 ilustra os resultados de rotacdo contralaterais
avaliados semanalmente ap06s a injecdo unilateral intra-estriatal de 6-
OHDA mais a administracdo subcutanea de apomorfina. O teste t de
Student para amostras dependentes mostrou diferenca significativas em
todas as semanas das rotagcdes no sentido anti-horario (contralaterais a
lesdo) em relacdo as rotacBes no sentido horario (rotagdes ipsilaterais a
lesdo): semana 1 (t0,05;10=15,20, P<0,05) semana 2 (t0,05;10=8,45,
P<0,05) semana 3 (t0,05;10=10,91, P<0,05) e semana quatro
(t0,05;10=14,93, P<0,05).

Figura 17 - NUmero de rotagfes contralaterais avaliadas semanalmente apés a
injecdo unilateral intra-estriatal de 6-OHDA.
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Legenda: Os camundongos receberam uma injegdo (6-OHDA, 10ug) no estriado
direito. As rotagcdes contralaterais ap6s a administracdo subcutanea de R(-)-
apomorfina (0,05 mg/kg). Analise estatistica realizada por teste t de Student para
amostras dependentes* P<0,05 comparado as rotacdes ipsilaterais no mesmo
periodo. Os dados foram expressos pela média + EPM (todos os animais de todos
0s grupos n=30).

Apobs a confirmacdo da efetividade da lesdo induzida por 6-
OHDA com o desafio farmacolégico com R(-)-apomorfina, 0s animais
foram divididos em 4 grupos para a avaliacdo dos efeitos de diferentes
doses de L-DOPA e benserazida sobre a indugdo de LIDs durante os 120
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minutos que seguem a administracdo de L-DOPA, durante as 4 semanas
de tratamento em dias diferentes (Figura 18).

A ANOVA com medidas repetidas revelou um efeito
significativo do tratamento com L-DOPA sobre o escore total de
discinesias [F(3,21)=76,29, P<0,05]. O teste post-hoc de Newman-Keuls
indicou um aumento significativo no escore total de discinesias nas doses
de 50/20 e 70/35 mg/kg de L-DOPA/benserazida em relagdo a dose de
30/12,5 mg/kg de L-DOPA/benserazida (Figura 18 A). O teste post-hoc
de Newman-Keuls indicou diferencas significativas da dose de 50/25
mg/kg nos dias 14 e 21 em relagdo ao dia 1 (P<0,05), bem como da dose
70/35mg/kg nos dias 4 e 7 (P<0,05) em relacdo a dose de 50/25 mg/kg
(Figura 18 A). Em relacdo aos subtipos de discinesias, Gltimo dia de
avaliacdo (dia 21), foi possivel observar que as doses de 50/25 e 70/35
mg/kg diferiram da dose de 30/12,5 nas discinesias orofacial, axial e
locomocao (Figura 18 B).
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Figura 18 - Escore total de discinesias induzidas por diferentes doses de L-
DOPA.
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Legenda: Os animais lesionados com 6-OHDA foram tratados por 21 dias
consecutivos com L-DOPA/benserazida em diferentes doses e foram avaliados
ao escore de discinesias nos dias 1, 4, 7, 14 e 21 de tratamento (A). Subtipos de
discinesias obtidas separadamente nas doses diarias de 50/25 mg/kg, 60/30 mg/kg
e de 70/35 mg/kg de L-DOPA/ benserazida (B). Os dados foram avaliados pela
ANOVA de medidas repetidas para os dias de tratamento e o0s subtipos de
discinesias, seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls. Os dados representam
a média + EPM A: *P<0,05 todas doses de L-DOPA/benserazida vs. salina; &
P<0,05 L-DOPA/benserazida 70/35 mg/kg vs. dose de 50/25 mg/kg; #P<0,05 L-
DOPA/benserazida 50/25 mg/kg vs dia 1. B: * P<0,05 subtipos de discinesias em
relagdo a dose de 30/12,5 (n=6-8 animais por grupo).

3. 2 EFEITOS ANTIDISCINETICOS DO EXERCICIO FiSICO EM
ESTEIRA EM CAMUNDONGOS SWISS ALBINOS

Primeiramente, neste novo grupo experimental foi realizado o
teste de rotacdo com apomorfina apds quatro semanas da injecdo
unilateral de no estriatdo com 6-OHDA. O teste de comportamento
rotatério induzido por R(-)-apomorfina produziu uma média de
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aproximadamente 150 rotacGes contralaterais (sentido anti-horério) a
micro-injecdo de 6-OHDA nos animais hemiparkinsonianos
[t(0,05;10=14,93, P<0,05)] em relagdo ao lado ipsilateral (sentido
horério) (Figura 19A).

Dando inicio a analise dos resultados do programa de exercicios,
foi possivel observar uma reducdo das LIDs na segunda semana,
entretanto, sem diferencas significativas em relacdo ao primeiro dia de
avaliacdo. Na avaliacdo realizada no 14° dia, o grupo exercitado
apresentou uma reducdo significativa no escore total de discinesias
[F(4,16)=3,17, P<0,05) sendo que essa reducao se manteve até o 28° dia.
Foi observada também uma reducdo do escore do grupo exercitado em
relacdo ao sedentario [F(1,16)=64,05, P<0,001] (Figura 19B).
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Figura 19 - NUmero de rotagGes contralaterais a lesdo com 6-OHDA induzidas
por apomorfina e efeito do exercicio fisico sobre as discinesias induzidas por L-
DOPA.
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Legenda: Os animais lesionados com 6-OHDA foram inicialmente testados
quanto ao numero de rotacdes contralaterais a lesdo induzidas pela R(-)-
apomorfina apds 4 semanas da inducéo da lesdo. Em seguida, 0s mesmos animais
foram divididos em 2 grupos (exercitado e sedentério) que receberam injecGes
diarias de L-DOPA/benserazida (50/25 mg/kg) e foram avaliados em relagéo ao
escore total de discinesias nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 de tratamento. Foi empregado
teste t de Student para a analise estatistica das rotacdes induzidas por apomorfina
e para os tipos de discinesias e a ANOVA com medidas repetidas para os escores
totais de discinesias durante os diferentes periodos de avaliagdo. Os dados
representam a média + EPM (n=8-12 animais por grupo). A: *P<0,05 em relagdo
as rotagdes ipsilaterais. B: #P<0,05 grupo exercitado vs primeiro dia de avaliago,
*P<0,05 vs. grupo sedentario. C: * P<0,05 vs tipos de discinesias grupo
sedentario.

O teste t de Student indicou que no 28° dia de avalia¢do das
discinesias, 0s animais exercitados apresentaram uma reducdo
significativa em todos os subtipos de discinesias em comparagao ao grupo
sedentario (P<0,05) (Figura 19C).
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A amantadina (60 mg/kg, i.p.), um farmaco utilizado
clinicamente no tratamento das discinesias (BLANCHET;
KONITSIOTIS; CHASE, 1998; CROSBY; DEANE; CLARKE, 2003;
SCHWAB et al.,, 1969), foi administrada 90 minutos antes da
administracdo de L-DOPA no dia 30 (Gltimo dia de avaliacdo). O teste t
de Student mostrou que o grupo sedentario apresentou uma redugdo
significativa de LID no 30° dia de tratamento com L-DOPA mais o pré-
tratamento com amantadina em comparacao ao 28° dia de tratamento com
L-DOPA (P<0,05) (Figura 20 A). Ja no grupo exercitado, a amantadina
induziu uma pequena redugdo, porém nao significativa, no escore de LID
no dia 30° dia quando comparado ao 28° dia (P>0,05) (Figura 20 A). A
ANOVA com medidas repetidas mostrou que o grupo exercitado obteve
menor escore de LID em comparacdo ao grupo sedentario em ambas as
medidas [F(1,16)=16,80, P<0,05] (Figura 20A).
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Figura 20 — Efeitos do tratamento com amantadina sobre as LIDs em animais
sedentarios e exercitados, comparagdo do 28° dia de tratamento com o 30° dia.
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Legenda: A amantadina (60 mg/kg, i.p.) foi administrada 90 minutos antes da
administracdo de L-DOPA/benserazida (50/25 mg/kg, i.p.) no 30° dia (A). O
escore de discinesias foi avaliado durante 120 minutos. Avaliacéo do escore total
de discinesias durante 120 minutos do 28° e 30° dias. Usou-se a ANOVA com
medidas repetidas seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. Os dados
representam a média + EPM (n=8-12 animais por grupo). A: # P<0,05 vs. grupo
sedentario no dia 28; * P<0,05 vs. Sedentario. B: *P<0,05 grupo sedentério e
exercitado amantadina vs. demais grupos, # sedentario 28° dia vs. sedentario com
amantadina 30° dia.

Quando avaliados os 120 minutos apds a administracdo de L-
DOPA no 28° dia e 30° dia, a ANOVA com medidas repetidas mostrou
uma diferenca entre os grupos durante o tempo de tratamento
[F(1,30)=6,85, P<0,05]. O grupo exercitado (com ou sem a amantadina)
apresentou menores escores de discinesias em comparagdo aos grupos
sedentarios (com ou sem amantadina) (P<0,05). No entanto, o grupo
sedentario com amantadina (30° dia) mostrou reducdo no escore de
discinesia em comparacéo ao sedentario sem amantadina (28° dia) a partir
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de 50 minutos até 100 minutos apds administracdo da L-DOPA (P<0,05)
(Figura 20B).

33 EFEITOS DO TRATAMENTO CRONICO COM L-DOPA
ASSOCIADA AO EXERCICIO FISICO SOBRE A ASSIMETRIA
MOTORA DE CAMUNDONGOS HEMIPARKINSONIANOS

O teste do cilindro foi realizado em trés momentos, como
descrito anteriormente (ver item 2.3.2). A ANOVA de medidas repetidas
seguida do post-hoc de Newman-Keuls mostrou que na avaliagdo basal,
0s animais dos grupos exercitado e sedentdrio ndo apresentaram
diferencas significativas quanto a assimetria das patas e ao uso total das
patas (Figura 21 A e B, barras a esquerda) (P>0,05). Apds quatro semanas
da lesdo unilateral com 6-OHDA, os animais apresentaram uma maior
assimetria no uso das patas [F(1,17)=67,21, P<0,05] (Figura 21 A, ao
centro). Os animais do grupo sedentario e exercitado apresentaram um
aumento do uso da pata esquerda ao final do tratamento crénico com L-
DOPA [F(1,17)=7,86, P<0,05). No entanto, o grupo discinético
exercitado apresentou uma diminuigcdo no uso do viés contralateral em
relacdo ao grupo discinético sedentario [F(1,17)=8,43, P<0,05] (Fig 21
A).
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Figura 21 — Efeitos do tratamento com L-DOPA e exercicio fisico sobre os
prejuizos motores induzidos pela lesdo com 6-OHDA em camundongos Swiss
albinos.
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Legenda: Os animais lesionados com 6-OHDA (10 pg) pertencentes aos grupos
sedentério e exercitados foram testados na medida basal, apds quatro semanas de
cirurgia e ao final do tratamento com L-DOPA (40 minutos ap6s a Ultima
administracdo). Avaliagcdo porcentagem da assimetria das patas dianteira dos
animais sedentarios e exercitados (A). Uso total das patas dos animais sedentarios
e exercitados (B). Os dados representam a média + EPM (n=8/12 por grupo) e
foram analisados pela ANOVA com medidas repetidas, seguido pelo teste post-
hoc de Newman-Keuls. *P< 0,05 em relacdo as medidas basais e # em relagdo
ao sedentario tratado com L-DOPA,; & em relagdo a lesdo com 6-OHDA.

A ANOVA com medidas repetidas indicou uma reducdo no uso
total das patas nos animais dos grupos exercitados e sedentarios apds
quatro semanas da micro-injecdo de 6-OHDA [F1,17=37,57, P<0,05]
(Figura 21 B, barras ao centro), sendo que este parametro néo foi alterado
pelo tratamento com a L-DOPA [(F1,17)=0,49, P>0,05)] (Figura 21 B, a
direita).

34 EFEITOSDO EXERCICIO FISICO SOBRE O DESEMPENHO E A
COORDENACAO MOTORA DE ANIMAIS DISCINETICOS

Apds a ambientacéo em esteira, 0s animais foram submetidos ao
teste de exaustdo basal, quatro semanas apos a lesdo com 6-OHDA e ao
final das quatro semanas de administracdo de L-DOPA nos grupos
sedentarios e exercitados. A ANOVA mostrou que quatro semanas apés
a lesdo com 6-OHDA, os animais de ambos 0s grupos (sedentarios ou
exercitados) apresentaram uma diminuig&o na velocidade total no teste de
exaustdo em relacdo aos pardmetros basais [(F1,17)=83,59, P<0,05]
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(Figura 22 barras ao centro). Apds quatro semanas de treinamento em
esteira, 0s animais exercitados apresentaram um aumento na velocidade
total no teste de exaustdo [F(1,17)=27,48, P<0,05] (Figura 22 barras a
direita).

Figura 22 — Efeitos do exercicio fisico e do tratamento com L-DOPA sobre o
desempenho de camundongos hemiparkinsonianos avaliados no teste de exaustao

em esteira.
+ +
- +

Legenda: Os animais lesionados com 6-OHDA (10 pg) dos grupos sedentarios e
exercitados foram submetidos a uma avaliacdo de velocidade maxima (km/h)
antes (medida basal) e ap6s quatro semanas de cirurgia e ao final do tratamento
com L-DOPA (24 h ap6s a dltima administracdo). Os resultados foram avaliados
pela ANOVA medidas repetidas, seguido do teste post-hoc de Newman- Keuls.
Os dados representam a média + EPM (n=8/12 por grupo). *P<0,05 em relagdo
as medidas basais e # em relacdo ao grupo sedentario tratado com L-DOPA.
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A coordenacdo motora dos animais foi avaliada no teste do
rotarod (JIANG et al., 2004; PETZINGER et al., 2007). Os grupos ndo
diferiram entre si, tanto na avaliacdo basal quanto apds quatro semanas
da micro-injecdo de 6-OHDA. No entanto, ambos 0s grupos apresentaram
uma diminuicdo significativa na laténcia para queda do rotarod apés
quatro semanas da injecdo intra-estriatal de 6-OHDA [F(1,17)=75,92,
P<0,05] (Figura 23, ao centro). Ao final das quatro semanas de tratamento
com L-DOPA (quarenta minutos ap6s a Ultima administracdo), os animais
exercitados apresentaram uma maior laténcia para a queda do rotarod
[F(1,17)=7,84, P<0,05] (Figura 23 a direita).
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Figura 23 - Efeitos do exercicio fisico e do tratamento com L-DOPA sobre o
desempenho de camundongos hemiparkinsonianos avaliados no teste do rotarod.
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Legenda: Os animais lesionados com 6-OHDA (10ug) avaliados no rotarod em
3 periodos: antes da cirurgia (medida basal), quatro semanas ap6s a lesdo com 6-
OHDA ¢ ao final de 4 semanas do tratamento com L-DOPA (40 minutos apds a
Ultima administragdo). Os resultados foram avaliados pela ANOVA de medidas
repetidas, seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. Os dados representam
a média + EPM (n=8/12 por grupo). *P<0,05 em relacdo as medidas basais e #
P<0,05 em relagdo ao grupo sedentario tratado com L-DOPA.

3.5 EFEITOS DO EXERCICIO FISICO EM ESTEIRA SOBRE O
IMUNODETECCAO DE TIROSINA HIDROXILASE (TH) NO
ESTRIADO DE CAMUNDONGOS DISCINETICOS

A lesdo dopaminérgica no estriado ipsilateral induzida pela 6-
OHDA foi confirmada através da imunodeteccdo da enzima TH (Figura
24). A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do
tratamento com 6-OHDA (10 pg no estriado dorsolateral direito)
[F(1,20)= 28,65, P<0,05]. O teste post-hoc de Newman-Keuls indicou
que a 6-OHDA provocou uma reducdo significativa de aproximadamente
45% no imunocontetdo de TH no estriado lesionado (barra cinza, a
direita) em comparagdo ao estriado contralateral (n&o lesionado). O
exercicio fisico foi capaz de aumentar significativamente o
imunodeteccdo de TH no estriado lesionado com 6-OHDA em
comparagdo ao lado controle ndo lesionado [(F1,20)= 20,23, P<0,05]
(Figura 24).
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Figura 24 — Efeitos do exercicio fisico sobre 0 imunocontetdo da enzima tirosina
hidroxilase (TH) no estriado controle (contralateral) ou lesionado com 6-OHDA
de camundongos tratados durante 4 semanas com L-DOPA.
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Legenda: Avaliacéo do imunocontetido de TH nos estriados dos hemisférios néo
lesionado (controle) e lesionado (6-OHDA) em camundongos discinéticos dos
grupos sedentario e exercitado tratados com L-DOPA (50/25 mg/kg, i.p.) durante
quatro semanas. Os resultados foram analisados pela ANOVA de duas vias
seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls. Os dados representam a média +
EPM (n=6 por grupo). *P<0,05 sedentario 6-OHDA vs. exercitado 6-OHDA,; #
P<0,05 vs. controle.

3.6 EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO EM ESTEIRA SOBRE O
IMUNOCONTEUDO DO TRANSPORTADOR DE DOPAMINA
(DAT) NO ESTRIADO DE CAMUNDONGOS DISCINETICOS

A Figura 25 mostra os efeitos do tratamento crénico com L-
DOPA/benserazida (50/25 mg/kg, i.p.) e do exercicio fisico em esteira
durante 4 semanas sobre o imunocontetdo do transportador de dopamina
(DAT) no estriado de camundongos lesionados com 6-OHDA. A
ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do tratamento com
6-OHDA sobre o imunocontedo de DAT [F(1,20)= 11,54, P<0,05]. Por
outro lado, a ANOVA indicou auséncia de efeitos significantes para o
fator exercicio [F1,20= 1,55, P>0,05], bem como para o fator interacéo 6-
OHDA vs. exercicio [(F1,20)= 0,06, P>0,05]. O teste post-hoc de
Newman-Keuls indicou que o0s grupos sedentario e exercitado
apresentaram um aumento no imunocontetdo de DAT no lado lesionado
com 6-OHDA em compara¢do ao lado ndo lesionado (controle) (Figura
25).
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Figura 25 - Efeitos do exercicio fisico sobre o imunocontetdo do transportador
de dopamina (DAT) no estriado controle (contralateral) ou lesionado com 6-
OHDA de camundongos tratados durante 4 semanas com L-DOPA.
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Legenda: Avaliagdo do imunoconteldo de DAT nos estriados dos hemisférios
ndo lesionado (controle) e lesionado (6-OHDA) em camundongos discinéticos
dos grupos sedentério e exercitado, tratados com L-DOPA (50/25 mg/kg, i.p.)
durante quatro semanas. Os resultados foram analisados pela ANOVA de duas
vias seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls. Os dados representam a média
+ EPM (n=6 por grupo). * P<0,05 controle do respectivo grupo.

3.7 EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO EM ESTEIRA SOBRE O
IMUNOCONTEUDO DO GDNF NO ESTRIADO DE
CAMUNDONGOS DISCINETICOS

O exercicio fisico foi capaz de aumentar o imunocontetdo de
GDNF no hemisfério lesionado com 6-OHDA dos animais exercitados.
A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do fator exercicio
[F(1,20)= 9,05, P<0,05] sobre o imunocontetdo estriatal de GDNF. O
teste post-hoc de Newman-Keuls indicou que 4 semanas de tratamento
com L-DOPA (50/25 mg/kg, i.p.) (Figura 26).
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Figura 26 - Efeitos do exercicio fisico sobre o imunoconteido do fator
neurotréfico derivado da glia (GDNF) no estriado controle (contralateral) ou
lesionado com 6-OHDA de camundongos tratados durante 4 semanas com L-
DOPA.
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Legenda: Avaliacdo do imunocuntetdo de GDNF do lado ndo lesionado
(controle) e lado lesionado (6-OHDA) em camundongos discinéticos dos grupos
sedentério e exercitado, tratados com L-DOPA (50/25 mg/kg, i.p.) durante quatro
semanas. Usou-se a ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls. Os dados representam a média + EPM (n=6 por grupo).
&P<0,05 vs. grupo sedentario. 6-OHDA — 6-hidroxidopamina; GDNF, fator
neurotréfico derivado de células da glia.

3.8 CS)NFIRMA(;AO FARMACOLOGICA DA LESAO POR
INJECAO INTRA-ESTRIATAL DE 6-OHDA EM CAMUNDONGOS
C57BL/6

Primeiramente, como realizado no bloco experimental 1 e 2 para
a confirmacdo farmacoldgica da lesdo, o desafio farmacolégico com R(-
)-apomorfina foi realizado quatro semanas apés a injecdo intra-estriatal
de 6-OHDA (12 pg) em camundongos C57BL/6. Os camundongos do
bloco experimental 3, lesionados com 6-OHDA apresentaram um maior
nimero de rotacBes anti-horarias (contralaterais a lesdo) em comparagédo
com as rotac0es ipsilaterais (lado da lesdo) (P<0,05) (Figura 27).
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Figura 27 - NUmero de rotagdes induzidos pela administragdo de R(-)-apomorfina
em camundongos C57BL/6 lesionados com 6-OHDA.
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Legenda: A avaliagdo das rotagBes horarias (ipsilaterais) e anti-horérias
(contralaterais) induzidas pela apormofina (0,6 mg/kg, s.c.) foi realizada quatro
semanas apds a micro-inje¢éo de 6-OHDA (12 ug) no estriado direito. A andlise
estatistica foi realizada através do Teste t de Student para amostras dependentes.
Os dados representam a média + EPM (n=26). * P < 0,05 comparados as rotagdes
horérias.

3.9 ERGOESPIROMETRIA E PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Ap0s a habituagdo em esteira por trés dias o teste de VO, maximo
foi realizado no quinto dia para determinar a poténcia de 60% na semana
inicial de exercicio fisico (Figura 28 A). A partir do teste foi determinado
0 inicio do treino em 60% do VO, maximo na primeira semana com
aumentos progressivos na velocidade (P>0,05) em cada semana,
calculada a partir do trabalho de cada animal (massa em gramas), cada
um com o treino individualizado (Figura 28 B).
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Figura 28 - VO, maximo alcancado apds a habituagdo em esteira e determinagédo
do protocolo de treinamento.
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Legenda: ApGs 4 semanas da micro-injecdo de 6-OHDA (12 pg), 0s animais
foram testados em seu VO, maximo (ergoespirometria) (A). Nas trés semanas de
protocolo de exercicio fisico a poténcia maxima foi calculada semanalmente,
determinando aumentos de 5% a cada semana (B) A ANOVA de uma via
primeira semana vs. demais semanas (P>0,05). VO,, consumo de oxigénio; mW
poténcia.

3.10 OS EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO EM ESTEIRA COMO
ATENUADOR DAS DICINESIAS EM CAMUNDONGOS C57BL/6
HEMIPARKINSONIANOS

A ANOVA com medidas repetidas indicou efeitos significantes
para os fatores exercicio [F(2,34) =25,72; P<0,05] e tempo [F(2,34)=
45,20, P<0,05] nos escores de LIDs. O teste post-hoc de Newman-Keuls
revelou que o exercicio em esteira reduziu as LIDs de camundongos
C57BL/6 hemiparkinsonianos avaliados no 15° e 30° dias (Figura 29A).
Além disso, foi observada uma reducdo significativa nos escores de
discinesias do grupo exercitado nos dias 15 e 30 em comparagao com o
dia 1 (Figura 29 A).
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Figura 29 Efeitos do exercicio em esteira durante 4 semanas sobre o escore total
e subtipos de discinesias induzidas por L-DOPA em camundongos C57BL/6
lesionados com 6-OHDA.
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Legenda: Camundongos C57BL/6 receberam a injecdo intra-estriatal de 6-
OHDA (12 pg) e apbs 4 semanas foram divididos nos grupos sedentario e
exercicio, e receberam administracdes didrias de L-DOPA/benserazida
(25/12,5mg/kg, i.p.), e foram avaliados em relacdo ao escore total de discinesias
nos dias 1, 15 e 30 (A). Subtipos de discinesias avaliadas separadamente no 30°
dia de avaliacdo (B). Escore de discinesias dos grupos sedentério e exercitado
durante os 120 minutos no 30° dia de avaliacdo (C). Os resultados dos subtipos
de discinesias foram analisados pelo test t de Student e os demais resultados
foram analisadas pela ANOVA com medidas repetidas seguido pelo teste post-
hoc de Newman-Keuls. Os dados representam a média + EPM (n=6-12 por
grupo). *P<0,05 vs. grupo sedentério; # P<0,05 vs. primeiro dia.

Em relacdo aos subtipos de discinesias, o teste t de Student
mostrou diferenca do grupo exercitado em comparagdo com grupo
sedentario em todos os subtipos de discinesias no 30° dia de avaliacdo
(Figura 29 B). A ANOVA de medidas repetidas mostrou diferencas
durante os 40 aos 110 minutos de avalia¢do, quando comparada ao grupo
sedentario no 30° dia de avaliagdo [F(1,110)= 7, P<0,05] (Figura 29 C).
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3.11 EFEITOS DO TRATAMENTO COM L-DOPA E EXERCICIO
FISICO SOBRE OS PREJUIZOS MOTORES EM CAMUNDONGOS
C57BL/6 HEMIPARKINSONIANOS

O teste do cilindro foi realizado em trés momentos, como
descrito anteriormente (ver item 2.3.3), da mesma forma que no bloco
experimental 2. Na avaliacdo basal, os animais dos grupos exercitado e
sedentario ndo apresentaram diferencas significativas viés de uso da pata
contralateral (Figura 30, barras a esquerda) (P>0,05). A ANOVA de
medidas repetidas seguida do post-hoc de Newman-Keuls mostrou que
apos quatro semanas da lesdo unilateral 6-OHDA (12 pug), os animais
apresentaram um aumento do uso da pata ipsilateral em relacdo a
contralateral assim como encontrados em camundongos Swiss albinos,
eles apresentaram viés contralateral em relacdo a avaliacdo basal
[F(1,23)=54,21, P<0,05] (Figura 30, ao centro). Os animais do grupo
sedentdrio e exercitado apresentaram um aumento do apoio com
ipsilateral ao final do tratamento crénico com L-DOPA e quarenta
minutos apds a Ultima administracdo da droga em comparagao com o fator
6-OHDA [F(1,23)=9,86, P<0,05). Ao final do tratamento, 0 grupo
discinético exercitado apresentou uma diminuicdo no uso da pata
contralateral em relacdo ao grupo discinético sedentario [F(2,23)=11,23,
P<0,05] (Figura 30).
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Figura 30 - Efeitos do tratamento com L-DOPA e exercicio fisico sobre o0s
prejuizos motores induzidos pela lesdo em camundongos C57BL/6.
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Legenda: Os animais lesionados com 6-OHDA (12 pg) pertencentes aos grupos
sedentério e exercitados foram testados na medida basal, apds quatro semanas de
cirurgia e ao final do tratamento com L-DOPA (40 minutos ap6s a ultima
administracdo). Avaliacdo porcentagem viés do uso da pata contralateral dos
animais sedentarios e exercitados. Os dados representam a média + EPM (n=8/12
por grupo) e foram analisados pela ANOVA com medidas repetidas, seguido pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. *P< 0,05 em relagdo as medidas basais e # em
relacdo ao sedentério tratado com L-DOPA.

3.12 EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO SOBRE PARAMETROS
ELETROFISIOLOGICOS EM  FATIAS  ESTRIATAIS DE
CAMUNDONGOS C57BL/6 DISCINETICOS

Primeiramente foi analisada a amplitude maxima de sinal (curva
1/0, para maiores detalhes ver a seccdo 2.7.1) nas fatias estriatais dos
animais discinéticos dos grupos sedentéario e exercitado, sendo observada
uma reduc¢do (ndo significativa) do sinal quando comparado aos animais
tratados com salina (Figura 31A). A ANOVA de uma via mostrou que
apesar de haver uma pequena diminuigdo da modificacéo de plasticidade
estriatal em fatias de animais discinéticos exercitados em relagéo ao grupo
sedentario, essa reducdo também nédo foi significativa (P>0,05) (Figura
31BeC).

A figura 31 apresenta a quantificacdo de parametros
eletrofisioldgicos  no  estriado  dorsolateral  nos  animais
hemiparkinsonianos tratados com salina e tratados L-DOPA (sedentario)
e exercitado (ap6s o protocolo de quatro semanas de exercicio fisico em
esteira, uma semana de habituagdo e trés de treinamento).
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Figura 31 — Avaliacdo de parametros eletrofisiolégicos cortico-estriatal
dorsolateral em camundongos C57BL/6 discinéticos sedentarios e exercitados.
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Legenda: A avaliacdo da plasticidade cortico-estriatal dorsolateral em
camundongos lesionados com 6-OHDA (12 ng) foi realizada apds 4 semanas de
tratamento com L-DOPA/benserazida (25/12,5 mg/hkg) nos grupos sedentario e
exercitado. Amplitude maxima de sinal de fatias estriatais de todos os grupos em
decorréncia do estimulo de intensidade em pA provocado pelo Setup de
eletrofisiologia (A). Modificacdo de plasticidade sinéptica basal das fatias em
todos os grupos durante 30 minutos ap6s estimulo tetanico de HFS (B). Médias
dos ultimos 10 minutos de todos os grupos e em relagdo a porcentagem de
plasticidade basal (C). Os resultados foram avaliados pela ANOVA de uma via
seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls. Os dados representam a média +
EPM. (n=6-12 fatias de 6-12 animais). * P<0,05 comparado a respostas de fatias
controle. ACSF, fluido cérebro espinhal artificial; exe, exercicio; HFS, high
frequency stimulation; /O, curva imput e outout.

Como ilustrado na Figura 31B, o tratamento crénico com L-
DOPA alterou a plasticidade sinaptica cértico-estriatal em ambos os
grupos (sedentdrio e exercitado), indicado pela linha temporal que
permaneceu durante 30 minutos ap6s aplicacdo do protocolo de HFS.
Essa modificacdo foi confirmada com a avaliacdo dos Ultimos 10 minutos
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do protocolo em relagdo a plasticidade basal com post-hoc de Newman-
Keuls [F(2,24)= 7, P<0,05]. Jad em relacdo ao grupo discinético sedentario
e exercitado houve uma reducdo, porém ndo significativa (P>0,05)
(Figura 31C).

3.13 O EXERCICIO FiSICO NAO MODIFICA O CONTEUDO DE TH
EM CAMUNDONGOS C57BL/6 DISCINETICOS

A Figura 32 ilustra os resultados da imunohistoquimica para TH
no estriado dos animais lesionados com 6-OHDA dos grupos sendentario
e exercitado, realizada ao final do protocolo experimental para o controle
da lesdo dopaminérgica. A ANOVA de duas vias revelou um efeito
significativo do tratamento com 6-OHDA [F(1,20)= 332,36, P<0,05], mas
nado do fator exercicio fisico [F(1,20)= 0,012, P>0,05]. O teste post-hoc
de Newman-Keuls indicou que a injecdo intra-estriatal de 6-OHDA em
camundongos C57BL/6 foi capaz de diminuir a densidade de TH no
estriado em aproximadamente 90% em comparagdo ao lado controle (ndo
lesionado) (P<0,05) (Figura 32). Por outro lado, ap6s quatro semanas do
protocolo de exercicio fisico ndo houve modificagdo da degeneracdo
dopaminérgica em comparacdo ao grupo sedentario.
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Figura 32 - Efeitos do exercicio fisico sobre a degeneragdo dopaminégica estriatal
induzida pela micro-inje¢do de 6-OHDA em camundongos C57BL/6.
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Legenda: Avaliacdo da densidade optica do imunocontetdo de TH do lado néo
lesionado (controle) e lado lesionado (6-OHDA) do grupo sedentario e
exercitado. (A). Imagem representativa do lado controle (ndo lesionado) e lado
lesionado (6-OHDA) de ambos os grupos sedentario e exercitado (B-E). Os
resultados foram analisados pela ANOVA de duas vias seguido pelo teste post-
hoc de Newman-Keuls. Os dados representam a média + EPM (n=6 por grupo).
*P<0,05 vs. controle. Exe — exercicio; Sed — sedentario; 6-OHDA - 6-
hidroxidopamina; TH — Tirosina hidroxilase.

3.14 EFEITO DO TRATAMENTO IN VITRO COM DOPAMINA
SOBRE A PLASTICIDADE EM FATIAS ESTRIATAIS

Inicialmente as fatias estriatais sem adicdo de DA ou &cido
ascarbico, apenas com ACSF, foram testadas em sua amplitude méxima
de sinal basal (Primeira I/O, Figura 33A). A ANOVA de uma via mostrou
que as fatias inicialmente ndo diferiram entre si em relagdo ao sinal
méaximo (P>0,05). Em seguida, as fatias estriatais foram submetidas a
diferentes concentracGes de DA (5, 50 e 100 uM) em &cido ascorbico (20
M) durante 30 minutos em solugdo de ACSF (Figura 33B). O tratamento
com a DA provocou uma ligeira reducédo de plasticidade sinéptica basal,
entretanto essa modificacdo ndo foi significativa (P>0,05) em
comparacgao com fatia controle e demais concentracdes. Em seguida foi
realizada uma segunda curva I/O para a verificacdo de amplitude méaxima
basal, onde as fatias tratadas com DA (50 pM) apresentaram uma
tendéncia no aumento de amplitude (P=0,057) (Figura 33 C). Apds o
restabelecimento da nova linha basal (ap6s a segunda curva I/O) as fatias
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foram analisadas durante 30 minutos ap6s o estimulo tetdnico com o
mesmo protocolo de HFS anterior. A concentracdo de 50 UM de DA
promoveu uma facilitacdo da LTP estriatal [F(3,20)=24,29 P<0,05]
(Figura 33 D). A figura 33E mostra as médias dos ultimos 10 minutos do
protocolo HFS.

Figura 33 — O tratamento com a dopamina em fatias estriatais altera a plasticidade
semelhante ao tratamento crénico com L-DOPA/benserazida.
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Legenda: As fatias estriatais foram submetidas a diferentes concentracdes de
dopamina (5, 50 e 100 uM) em éacido ascorbico (20 uM) durante 30 minutos
preparadas em solugdo de ACSF. A amplitude maxima de sinal de todas as
concentracdes antes de adicionar dopamina na solucdo de ACSF (Primeira 1/O)
(A). Efeitos de diferentes concentracbes de dopamina sobre a plasticidade
sinéptica basal (B). Amplitude maxima de sinal de todas as concentragdes de apds
adicionar dopamina solugdo de ACSF (Segunda 1/O) (C). Amplitude de
plasticidade sinaptica basal e ap6s o protocolo de HFS das fatias durante 40
minutos em todas as concentracbes de dopamina (D). Médias de todas as
concentragdes de dopamina e as modificagdes de plasticidade dos Gltimos 10
minutos em relacdo a porcentagem de plasticidade basal ap6s o protocolo de HFS
(E). Os resultados foram analisados pela ANOVA de uma via seguida pelo teste
post-hoc de Newman-Keuls. Os dados representam a média + EPM (n=6 fatias =
6 animais). *P<0,05 comparado com as demais concentragfes. Acid Asc., &cido
ascorbico; ACSF, fluido cérebro espinhal artificial; DA, dopamina; exe,
exercicio; HFS, high frequency stimulation; 1/O, curva imput e outout.
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4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo fornecem novas evidéncias de
gue um programa de exercicio fisico controlado em esteira pode atenuar
as lids assim como atenuar os prejuizos motores em camundongos das
linhagens Swiss albinos e C57BL/6 previamente lesionados com uma
injecdo intra-estriatal unilateral de 6-OHDA. Este efeito antidiscinético
do exercicio fisico foi comparavel e até superior aquele obtido com a
administracdo aguda da amantadina (60 mg/kg), o antidiscinético usado
na pratica clinica em pacientes com a DP. O exercicio fisico aumentou os
niveis estriatais de GDNF. Por outro lado, este protocolo de exercicio
fisico em esteira durante 4 semanas promoveu resultados contraditérios
quanto ao seu potencial neuroprotetor ou neurorestaurador, sendo capaz
de reverter a reducdo do imunoconteldo de TH no estriado de
camundongos Swiss albinos lesionados com 6-OHDA, sem, todavia,
alterar este marcador em camundongos C57BL/6 hemiparkinsonianos.
No entanto, deve ser destacado que os modelos de lesdo dos blocos
experimentais 2 e 3 diferiram entre si. No bloco experimental 2 os
camundongos Swiss albinos receberam uma injecéo de 6-OHDA (10 pg),
enquanto no ultimo bloco experimental os camundongos C57BL/6
receberam duas inje¢des de 6-OHDA (totalizando 12 pg). Por fim, apesar
do exercicio fisico exercer efeitos antidiscinéticos e melhorar a fungéo
dos animais lesionados com 6-OHDA, este ndo modificou de maneira
significativa a plasticidade cdrtico-estriatal encontrada nos animais
discinéticos.

O tratamento da DP é muito complexo devido a natureza
progressiva da doenga e a um conjunto de sinais e sintomas motores e ndo
motores combinados com efeitos secundarios precoces e tardios
associados com as intervencdes terapéuticas. Embora ndo existam
tratamentos neuroprotetores aprovados para retardar a progressdo da
doenca, algumas terapias paliativas farmacol6gicas estdo disponiveis,
assim como alternativas cirlrgicas e outras abordagens néo
farmacolégicas, como por exemplo, o exercicio fisico e a fisioterapia.
Uma vez que o neurotransmissor DA ndo atravessa a barreira
hematoencefalica (BHE), a administracdo do seu precursor L-DOPA
consiste na principal estratégica farmacolégica para restabelecer, ao
menos temporariamente, a neurotrasmissdo dopaminérgica e aliviar os
sintomas motores dos pacientes (CALNE, 1993; HORSTINK et al., 2006;
KIEBURTZ, 2006). O uso clinico da L-DOPA na DP teve inicio a partir
dos anos 1960, e permanece até os dias atuais como a terapia mais eficaz
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para atenuar os sintomas motores cardinais da DP (HORSTINK et al.,
2006; KIEBURTZ, 2006; RASCOL et al., 2002).

Dessa forma, torna-se relevante o estudo das interacGes entre a
L-DOPA e o exercicio fisico, uma vez que o exercicio fisico pode
modular a neurotransmissdo dopaminérgica. Por exemplo, o exercicio
fisico em roda de correr durante trés semanas aumenta a sintese e a
liberacdo de DA em modelo de DP em animais C57BL/6 tratados com
uma dose baixa de L-DOPA (5 mg/kg) (ARCHER; FREDRIKSSON,
2010; FREDRIKSSON et al., 2011). Além disso, foi demonstrado que o
exercicio fisico pode aumentar os niveis de RNAm dos receptores
dopaminérgicos do tipo D2 em neurdnios dopaminérgicos no estriado
apo6s o exercicio fisico em esteira durante 30 dias em camundongos
tratados com MPTP (FISHER et al., 2004). Outro estudo usando técnicas
de neuroimagem em camundongos tratados com MPTP e expostos
durante 6 semanas em exercicio fisico em esteira mostrou aumento na
expressdo de receptores D2 estriatais nos animais exercitados
(VUCKOVIC et al., 2010). Estas adaptagdes na neurotransmissdo
dopaminérgica induzidas pelo exercicio fisico podem estar envolvidas
com a reducdo da fadiga exibida por animais exercitados em comparacao
a animais sedentérios (FOLEY; FLESHNER, 2008). O aumento de
RNAmM em animais exercitados sugere que estes animais podem ter uma
maior capacidade de inibir a ativacdo da via indireta dos nicleos da base
em comparagdo aos controles sedentarios (FOLEY; FLESHNER, 2008;
GILLIAM etal., 1984).

Existem poucos estudos clinicos na literatura investigando as
possiveis alteracfes na farmacocinética da L-DOPA induzidas pelo
exercicio fisico, sendo que estes apresentam resultados contraditdrios.
Por exemplo, um estudo mostrou que em pacientes que receberam
administracdo de L-DOPA 1 hora antes do exercicio fisico em bicicleta
ergométrica (frequéncia cardiaca alvo foi definida em correlagdo com a
idade de acordo com a férmula 170 - idade do paciente) por duas horas,
tiveram a concentracdo plasmatica aumentada de L-DOPA (MUHLACK
etal., 2007). Neste sentido, existe a hip6tese de que 0 aumento da presséo
arterial e da frequéncia cardiaca em resposta ao exercicio fisico poderia
contribuir para um aumento do fluxo sanguineo mesentérico, resultando
em uma maior concentracdo plasmatica de L-DOPA. O exercicio fisico
poderia facilitar a passagem da L-DOPA pela barreira hematoencefélica
e, consequentemente, reduzir a sua reducdo nos tecidos periféricos
(MUHLACK etal., 2007; MULLER et al., 2006). Por outro lado, outros
autores observaram niveis plasmaticos inalterados de L-DOPA em
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pacientes parkinsonianos apds o exercicio fisico em bicicleta ergométrica
(REUTER et al., 2000).

Alguns pacientes com DP tratados com L-DOPA relatam uma
dificuldade em iniciar o exercicio fisico e o rapido aparecimento de fadiga
(PEREZ-LLORET; RASCOL, 2018; VAN HILTEN et al., 1993), embora
fosse esperado que o aumento da neurotransmissdo dopaminérgica
causado pelo exercicio fisico retardaria o aparecimento da fadiga como
demonstrado em modelos animais (FOLEY; FLESHNER, 2008). Os
camundongos do protocolo experimentais 2 e 3 treinaram em uma
intensidade submaxima (ou moderada). No experimento 2 foram
aumentos de intensidade e volume de treino, ja o experimento 3 foi
aumentada apenas a intensidade. Pela literatura existente, os dois
protocolos se mantiveram-se dentro do que é considerada um treino de
moderado a subméaximo.

Os resultados dos experimentos de avaliacdo das rotagdes
induzidas por R(-)-apomorfina (0,6 mg/kg. s.c.) e do imunocontetdo de
TH no estriado representam importantes indicadores de que a
administragdo intra-estriatal de 6-OHDA induziu de maneira eficaz um
estado de hemiparkinsonismo em camundongos das linhagens Swiss
albinos e C57BL/6. Com relacdo aos resultados contraditérios observados
nas duas linhagens sobre a protecdo do exercicio fisico contra a reducdo
de TH no estriado induzida pela 6-OHDA, deve-se ressaltar que existem
discrepancias na literatura quanto aos efeitos neuroprotetores do exercicio
fisico em modelos de hemiparkinsonismo induzidos pela 6-OHDA e
MPTP (PETZINGER et al 2007; TILLERSON et al., 2003).

E importante salientar que essas diferencas encontradas podem
ser consequéncia de diferencas metodol6gicas como a neurotoxina
utilizada, assim como sua dose € a extensdo de lesdo dopaminérgica. Por
exemplo, Petzinger et al. (2007) utilizando camundongos C57BL/6
tratados com MPTP submetidos ao exercicio fisico intensivo em esteira
por 28 dias observaram uma diminuigdo de DAT e TH no estriado. Em
outro trabalho foram utilizados ratos lesionados com 6-OHDA e
camundongos lesionados com MPTP que foram submetidos a um
protocolo de exercicio fisico diério duas vezes ao dia por 15 minutos,
sendo observados um aumento de TH e metabdlitos de dopamina no
estriado (TILLERSON et al., 2003). Outro trabalho com modelo de leséo
por MPTP intranasal em camundongos C57BL/6, mostrou que 6 semanas
de exercicio voluntario em rodas correr ndo protegeu contra a
neurodegeneracdo nigrostriatal ou inibicdo mitocondrial, sugerindo que
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os beneficios do exercicio fisico para a DP podem néo estar diretamente
associados a neuroprotecdo (AGUIAR et al., 2014).

Os resultados obtidos no presente estudo no teste do cilindro
indicaram que é possivel mimetizar o modelo nas duas linhagens de
camundongos, pela assimetria no apoio das patas, indicativo da acinesia
(FRANCARDO et al., 2011; LUNDBLAD et al., 2005). No entanto em
virtude do alto escore de LIDs nos dois blocos experimentais (quatro
semanas de tratamento com L-DOPA), os animais apresentavam uma
maior porcentagem de assimetria das patas. E ap6s os protocolos de
exercicio controlado em esteira foi possivel observar uma diminuigéo no
viés contralateral dos animais exercitados em ambas as linhagens de
camundongos. Ja foi relatado anteriormente que camundongos C57BL/6
tratados com doses mais baixas de L-DOPA (tratamento escalonado de 2-
12 mg/kg) apresentaram um aumento no viés contralateral ao final do
tratamento (LUNDBLAD et al., 2004). Foi mostrado também que o
exercicio em esteira por 4 semanas em ratos lesionados com 6-OHDA (20
ug) diminuiu viés contralateral & lesdo (TAJIRI et al., 2010).

Os camundongos Swiss albinos hemiparkinsonianos tratados
com L-DOPA exercitados apresentaram um aumento no desempenho no
teste de exaustdo em esteira e uma maior laténcia para queda no teste do
rotarod. Trabalhos prévios demonstram efeitos benéficos do exercicio
fisico moderado em esteira (11m/min) por 4 semanas no desempenho
motor de ratos hemiparkinsonianos lesionados com 6-OHDA (TAJIRI et
al, 2010). Estes resultados corroboram estudos prévios da literatura, como
por exemplo, ratos lesionados com 6-OHDA que foram submetidos ao
treinamento em esteira por 14 dias apresentaram reducdo nas rotagdes
contralaterais induzidas por apomorfina (YOON etal., 2007). Além disso,
ratos lesionados com 6-OHDA submetidos a um protocolo de treinamento
moderado em esteira por 28 dias apresentaram uma reducdo na assimetria
no uso das patas no teste do cilindro. No teste do rotarod observamos uma
melhora da coordenagdo motora dos animais exercitados. Estes resultados
estdo de acordo com trabalhos prévios que mostraram uma melhora no
desempenho no teste do rotarod em camundongos C57BL/6 lesionados
com MPTP submetidos ao exercicio fisico em esteira durante 28-30 dias
(PETZINGER et al., 2007; GORTON et al., 2010).

O principal objetivo do presente trabalho foi investigar o
possivel efeito redutor das discinesias apds um programa controlado de
exercicio fisico em esteira em camundongos hemiparkinsonianos, uma
vez que resultados prévios do nosso laboratorio indicaram que o exercicio
voluntario em rodas de correr durante 2 semanas reduziu o
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desenvolvimento das LIDs e de alteragbes neuroquimicas no estriado de
camundongos lesionados com 6-OHDA (AGUIAR et al., 2013). Os
resultados do presente estudo reforcam a hipétese de que o exercicio
fisico pode representar uma boa terapia adjuvante para o tratamento com
L-DOPA na DP, sendo capaz de melhorar a funcdo motora dos animais e
reduzir as LIDs. Os efeitos do exercicio fisico em esteira foram inclusive
mais pronunciados do que aqueles observados com a administracdo aguda
de amantadina (60 mg/kg, farmaco antidiscinético de uso clinico) em
animais sedentéarios. Por outro lado, ndo foram observados efeitos
antidiscinéticos aditivos ou sinérgicos da associacao de exercicio fisico e
administragdo aguda de amantadina. Entretanto, deve ser destacado que o
efeito antidiscinético marcante do exercicio “per se” pode ter mascarado
possiveis efeitos da associacdo com a amantadina. Portanto, estudos
adicionais sdo necessarios para explorar melhor os possiveis beneficios
desta associacdo do exercicio fisico com a amantadina, por exemplo, a
possibilidade da reducdo das doses de amantadina e, consequentemente,
reducdo de efeitos colaterais.

Os resultados dos efeitos antidiscinéticos do exercicio fisico do
presente estudo corroboram os resultados de um estudo clinico relatando
uma diminuicdo das discinesias de pacientes com a DP apds tratamento
intensivo de reabilitacdo (2 vezes ao dia) por 4 semanas de fisioterapia, 5
dias por semana (FRAZZITTA et al., 2012a). O protocolo de reabilitacdo
intensa (que consistia em exercicios de treinamento de marcha, equilibrio
e treino em esteira) provocou uma redugdo de 71% no escore de
discinesias, enquanto que os pacientes que realizaram a reabilitacdo ndo
intensa (apenas uma vez ao dia) tiveram uma redugdo mais modesta
(apenas 8%) no escore de LIDs. Este mesmo grupo mostrou num estudo
com duragdo de 6 meses que este protocolo de reabilitacdo intensa
manteve a melhora do escore de discinesias, assim como, a classificagdo
dos pacientes na escala UPDRS, e na dosagem de L-DOPA durante os 6
meses de avaliacdo (FRAZZITTA et al., 2012b). Desta forma, existem
evidéncias convergentes de estudos clinicos e experimentais de que o
exercicio fisico pode atuar como um agente modificador da DP
(AGUIAR. et al., 2009; MANTRI et al., 2018; MULLER; MUHLACK,
2010; TOY et al., 2014) e antidiscinético (AGUIAR et al., 2013;
FRAZZITTA etal., 2012b, 2012a).

Os mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos com os
efeitos antidiscinéticos do exercicio fisico permanecem desconhecidos.
Entretanto, estudos pré-clinicos indicaram que o exercicio fisico diminui
a perda de neurdnios dopaminérgicos e alteragcbes na neurotransmissdo



112

dopaminérgica na via nigroestriatal em modelos animais da DP
(AGUIAR et al., 2016a; FISHER et al., 2004; KLEMANN et al., 2017
TOY et al., 2014). Um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa
observou que os efeitos antidiscinéticos de exercicio fisico voluntario
foram associados com a normalizacdo da sinalizacdo dopaminérgica,
especificamente a hiperfosforilacdo de DARPP-32 e expressdo de c-Fos
(AGUIAR et al., 2013) no estriado de camundongos lesionados com 6-
OHDA. Em outro estudo recente, foi demonstrado que o exercicio fisico
em esteira durante 4 semanas com intensidade moderada induziu
modificacdes na sinalizacdo de neuropeptideos e endocanabinoides no
estriado (KLEMANN et al., 2017).

No presente estudo, o tratamento crénico com L-DOPA durante
4 semanas resultou em um aumento no imunoconteldo de DAT no
estriado lesionado dos animais sedentarios e exercitados. Por outro lado,
um estudo prévio mostrou que o exercicio fisico diminui a expressao de
DAT no estriado de camundongos lesionados com MPTP (FISHER et al.,
2004). Neste sentido, diversos mecanismos tém sido mostrados para
regular a atividade e os niveis de DAT, incluindo: (1) a expressao génica
da proteina e do nimero de transportador; (2) ativacdo da fosforilagdo
através de receptores para glutamato, tais como o receptor metabotrépico
mGIuR5; e (3) internalizacdo em endossomas mediada pela DA (PAGE
et al., 2001). AlteracGes na atividade e niveis de DAT na membrana dos
neurdnios podem influenciar os niveis de DA na fenda sinaptica. Uma
intervencao (como exercicio fisico), que diminui a expressdo DAT pode,
portanto, resultar em um aumento dos niveis de DA na fenda sinaptica. A
diminuicdo da expressdo de DAT em animais exercitados também
poderia explicar o melhor desempenho motor em comparago ao grupo
de animais lesionados ndo exercitados (FISHER et al., 2004). Estes dados
merecem atencdo, uma vez que a reducdo na expressdo de DAT pode
minimizar os sintomas, contribuindo para 0 aumento dos niveis de DA na
fenda sindptica, que, entretanto, podem levar ao desenvolvimento das
discinesias (TROIANO et al., 2009).

Adicionalmente, os resultados pioneiros do presente estudo de
gue o exercicio fisico em esteira aumenta os niveis de GDNF no estriado
de animais discinéticos fornecem uma nova visdo mecanicista. Cohen e
colaboradores (COHEN et al., 2003) demonstraram que 0 exercicio
forcado de membros pré-lesdo pode prevenir os déficits comportamentais
e neuroquimicos induzidos pela administracio de 6-OHDA, e
relacionaram esta protecdo do exercicio fisico ao aumento dos niveis
estriatais de GDNF. Evidéncias obtidas em estudos, tanto in vivo quanto
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in vitro, indicam o potencial protetor e regenerativo do GDNF sobre
neurbnios dopaminérgicos (D’ANGLEMONT DE TASSIGNY;
PASCUAL; LOPEZ-BARNEO, 2015). O pré-tratamento intra-estriatal
com GDNF (100 pg), 4 semanas antes da lesio com 6-OHDA em ratos
foi capaz de prevenir a degeneracdo de neur6nios dopaminérgicos (AOI
et al., 2000). Além disso, foi demonstrado que a injecdo i.c.v. de GDNF
apos lesdo por 6-OHDA (28 ug) restaura 0s niveis de TH no estriado
dorsolateral de ratos, bem como melhora os sintomas motores destes
animais (KIRIK et al., 2001). De grande relevancia para o presente
estudo, foi demonstrado que a injecdo intra-estriatal de GDNF (5 pg)
reduziu as LIDs em macacos tratados com MPTP (IRAVANI et al.,
2001). Em conjunto, estes resultados indicam que 0 aumento nos niveis
de GDNF no estriado de animais discinéticos pode representar um
mecanismo importante do efeito modulador do exercicio fisico em esteira
sobre as LIDs.

Em adicdo, as diversas alteracdes neuroquimicas no estriado
envolvidas com o desenvolvimento das LIDs acarretam modificacfes na
plasticidade sinaptica cortico-estriatal (CALABRESI et al., 2007;
MORGANTE et al., 2006). Em modelos animais, o desenvolvimento das
LIDs é caracterizado por uma indugdo irreversivel de LTP em neurdnios
estriatais (PICCONI et al., 2003), muitas vezes chamada de
metaplasticidade (GIORDANO et al., 2018). Esse perfil de plasticidade
encontrado em animais discinéticos é considerado alterado, uma vez que
as conexdes sindpticas ndo sofrem despotenciacdo e, portanto, nédo
retornam aos valores basais (PICCONI et al., 2003). Estudos
morfol6gicos observaram importantes mudancas estruturais no estriado
apo6s a indugdo da neurodegeneracdo dopaminérgica e consequente
alteragdo da plasticidade sindptica, incluindo a reducdo do nimero, forma
e tamanho das espinhas dendriticas (HIGLEY; SABATINI, 2010).

Em relagdo a plasticidade cdrtico-estriatal, observou-se
inicialmente que o modelo de lesdo com 6-OHDA realizado nesta tese
(experimento3) ndo alteraa LTD apds o protocolo de HFS. Esse resultado
corrobora com resultados descritos previamente em animais com leséo
parcial da via nigro-estriatal (CALABRESI; CENTONZE; BERNARDI,
2000). Para inducédo da plasticidade do tipo LTD, é fundamental um
equilibrio entre as neurotransmissGes dopaminérgica e colinérgica no
estriado (GIORDANO et al., 2018). Interneurdnios colinérgicos de
grande porte possuem um papel integrador essencial dentro do circuito
neuronal intrinseco em que operam e a acetilcolina enddgena regula as
concentracBes sinapticas de DA no estriado através dos receptores
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nicotinicos pré-sinapticos (CALABRESI et al., 2000a). Por exemplo, a
falta de inervacéo dopaminérgica provoca a perda de LTP e LTD cortico-
estriatal (CALABRESI et al., 2007), sugerindo que um nivel baixo,
embora critico, de neur6nio dopaminérgicos sao necessarios para essa
forma de plasticidade (PAILLE et al., 2010).

No entanto, algumas evidéncias sugerem uma incapacidade de
reversdo da LTP no estriado de animais discinéticos (CALABRESI et al.,
2000b; CENTONZE et al., 1999; KERR; WICKENS, 2001). Uma
explicacdo possivel para esta alteracdo na plasticidade estriatal observada
em animais discinéticos é o grande aumento do sitio Thr34 da proteina
DARPP-32 [Thr34], um inibidor da proteina fosfatase 1 (PICCONI et al.,
2003). A ativacdo de receptores dopaminérgicos do tipo D1 no estriado
estimula a producdo de catalisadores da fosforilagdo de DARPP-32 em
Thr34, que por sua vez converte a DARPP-32 em um potente inibidor da
proteina fosfatase 1. Como demostrado anteriormente pelo nosso grupo,
0 exercicio em roda de correr pode diminuir a DARPP-32 fosforilada em
animais C57BL/6 discinéticos (AGUIAR et al., 2013). Essa é uma
possivel hip6tese de que o exercicio fisico poderia modificar a
plasticidade estriatal frequentemente encontrada em modelos animais de
LIDs, no entanto esse efeito do exercicio fisico ndo foi observado no
presente estudo.

Outro mecanismo frequentemente implicado no
desenvolvimento das LIDs é o aumento da expressdo do gene cFos
(ANDERSSON; HILBERTSON; CENCI, 1999) e da liberagdo de DA
por neurdnios serotoninérgicos (CARTA et al., 2007). Outro estudo
mostrou um aumento de discinesias devido a inibicdo de cdk5 em
camundongos (AGUIAR et al., 2013). A Cdk5 é uma proteina cinase
constitutivamente ativa, que mantém o sistema basal ou homeostatico
estado de fosforilacdo de muitas proteinas pré- e pdés-sinaptica. Essa
reducdo de cdK5 apds o exercicio fisico também foi observada
anteriormente pelo nosso grupo (AGUIAR et al., 2013), representando
um outro mecanismo de modificacdo de plasticidade de animais
discinéticos exercitados, em comparagao com os discinéticos sedentarios
(HERNANDEZ et al., 2016). Ja foi demonstrado anteriormente o papel
da Cdk5 na LTP cortico-estriatal. A atenuacdo farmacoldgica de Cdk5 ou
em animais transgénicos causou diminuicdo de LTP facilitada pela DA,
ou mesmo em LTD sem afetar a conectividade sinéptica cortico-estriatal.
Um trabalho recente mostrou que a aprendizagem motora no rotarod pode
causar mudancas na plasticidade sinaptica cortico-estriatal (GIORDANO
et al., 2018). Essa pode ser uma possivel explicacdo para a auséncia de
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alteragdes na plasticidade cdrtico-estriatal observada no presente estudo
entre animais discinéticos sedentarios e exercitados.

Por fim, o tratamento das fatias estriatais com dopamina (50 uM)
induziu o mesmo padrao de plasticidade sindptica encontrado nos animais
tratados cronicamente com L-DOPA. Essa concentracdo é semelhante a
encontrada em ratos ndo lesionados tratados com L-DOPA (25-50 uM)
em estudos de microdidlise (ABERCROMBIE; BONATZ; ZIGMOND,
1990). Trabalhos anteriores mostraram que a administracdo cronica de L-
DOPA promove um menor aumento nos niveis estriatais de DA em ratos
lesionados com 6-OHDA (HEFTI; MELAMED; WURTMAN, 1981,
LLOYD; DAVIDSON; HORNYKIEWICZ, 1975). Corroborando 0s
nossos achados, foi demonstrado previamente que a DA na concentragdo
de 10 uM pode aumentar a amplitude de LTP em fatias cértico-estriatais
(HERNANDEZ et al., 2016).
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5 CONCLUSAO

Em conclusdo, os presentes achados fornecem a primeira
evidéncia de que o exercicio fisico controlado uma esteira atenua as LIDs
em camundongos Swiss albinos e C57BL6 lesionados com 6-OHDA.
Embora permanegam controversos os possiveis efeitos neuroprotetores
do exercicio fisico sobre a lesdo dopaminérgica induzida pela 6-OHDA,
os resultados deste estudo indicam que os efeitos antidiscinéticos do
exercicio fisico em esteira podem ser associados, a0 menos em parte, a
um aumento nos niveis de GDNF no estriado. Essa primeira parte foi
publicada na revista Molecular Neurobiology.  Além  disso,  foi
mostrada pela primeira vez a DA induz alterac6es de plasticidade estriatal
semelhantes aquelas observadas nos animais discinéticos submetidos ao
tratamento cronico com L-DOPA e exercicio fisico. Entretanto, o
exercicio fisico ndo foi capaz de modificar a plasticidade cortico-estriatal
encontrada nos animais discinéticos. Como perspectiva, estudos
adicionais sdo necessarios para confirmar o envolvimento de mecanismos
neuroprotetores e modificagbes na plasticidade cortico-estriatal nos
efeitos do exercicio fisico sobre a modulacéo das LIDs.
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