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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica
Universidade Federal do Pampa, RS, Brasil

EFEITO TERAPEUTICO DO EXERCICIO AEROBICO EM UM MODELO DA
DOENCA DE PARKINSON INDUZIDA POR 6-HIDROXIDOPAMINA EM
CAMUNDONGOS

Autor: André Tiago Rossito Goes
Orientador: Cristiano Ricardo Jesse
Data e Local da Defesa: Uruguaiana, 17 de janeiro de 2013.

A doenca de Parkinson (DP) é caracterizada por uma degeneracao progressiva
dos neurénios dopaminérgicos do sistema nigroestriatal e deplecdo de dopamina
(DA) no corpo estriado. O exercicio fisico tem demonstrado ser uma abordagem
ndo farmacolégica promissora para reduzir o risco de doencas
neurodegenerativas. Este estudo investigou o efeito potencial neuroprotetor do
treinamento de natacdo (TN) em um modelo animal da DP induzida por 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) em camundongos. O presente estudo demonstrou
que um TN de 4 semanas foi eficaz em atenuar as seguintes deficiéncias
resultantes da exposi¢do a 6-OHDA: depressdo como 0 comportamento em teste
de suspensdo da cauda, aumento no nimero de quedas no teste rota-rod;
diferenciacdo na memdria de longo prazo no teste de reconhecimento de objeto,
0 aumento dos niveis de espécies reativas; inibicdo da enzima glutationa
peroxidase (GPx) atividades aumentadas da glutationa redutase (GR) e da
glutationa S-transferase (GST), aumento do nivel de interleucina 1-beta (IL-1p)
e reducdo os niveis de DA, 4acido homovanilico (HVA) e 3,4-di-
hidroxifenilacético (DOPAC). Os mecanismos envolvidos no presente estudo
sd0 a modulagdo da atividade da GPx, GR e GST e niveis de IL-1f em um
modelo de DP induzida pela 6-OHDA, em camundongos e portanto, a protecao
contra a diminuigdo dos niveis de DA, DOPAC e HVA no estriado. Estes
resultados reforcam que um dos efeitos induzidos pelo exercicio em doencas
neurodegenerativas, tais como DP, é devido ao efeito antioxidante e anti-
inflamatdrio. Sugerimos que o exercicio atenua os declinios cognitivos e
motores, depressdo, estresse oxidativo e neuroinflamacdo induzidas pela 6-
OHDA suportando a hip6tese de que o exercicio pode ser usado como uma
ferramenta ndo farmacolodgica para reduzir os sinais da DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, exercicio, 6-hidroxidopamina, deficit
cognitivo, estresse oxidativo, neuroinflamag&o.



ABSTRACT

Dissertation of Master
Program of Post-Graduation in Biochemistry
Federal University of Pampa

NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF SWIMMING TRAINING IN A
MOUSE MODEL OF PARKINSON’S DISEASE INDUCED BY 6-
HYDROXYDOPAMINE

Author: André Tiago Rossito Goes
Advisor: Cristiano Ricardo Jesse
Site and Date of Defence: Uruguaiana, January 17, 2013.

Parkinson’s disease (PD) is characterized by progressive degeneration of dopaminergic
neurons in the nigrostriatal system and dopamine (DA) depletion in the striatum.
Exercise has been showed to be a promising non-pharmacological approach to reduce
the risk of neurodegeneration disease. This study was designed to investigate the
potential neuroprotective effect of swimming training (ST) in a mouse model of PD
induced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA) in mice. The present study demonstrated
that an 4-week ST was effective in attenuating the following impairments resulting from
6-OHDA exposure: depressive-like behavior in tail suspension test; increase in number
of falls in rota rod test; impairment on long-term memory in the object recognition test;
increased reactive species levels; inhibition of the glutathione peroxidase (GPx) activity
and rise the glutathione reductase (GR) and glutathione S-transferase (GST) activities;
increased interleukin 1-beta (IL-1P) level and decrease the levels of DA, homovanillic
acid (HVA) and 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)). The mechanisms involved
in this study are the modulation of GPx, GR and GST activities and IL-1p level in a PD
model induced by 6-OHDA in mice, and hence protecting against the decrease of DA,
DOPAC and HVA levels in striatum of mice. These findings reinforce that one of the
effects induced by exercise on neurodegenerative disease, such as PD, is due to
antioxidant and anti-inflammatory properties. We suggest that exercise attenuates
cognitive and motor declines, depression, oxidative stress, and neuroinflammation
induced by 6-OHDA supporting the hypothesis that exercise can be used as a non-
pharmacological tool to reduce the signs of PD.

Key words: Parkinson’s disease, exercise, 6-hydroxydopamine, cognitive impairment,
oxidative stress, neuroinflammation.
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APRESENTACAO

Os resultados que compde esta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo, o qual se encontra no item artigo cientifico. As se¢cdes materiais e métodos,
resultados, discussdo dos resultados e referéncias bibliograficas, encontram-se no
proprio artigo e representam a integra deste estudo.

Os itens discussdo e conclusbes, encontrados no final desta dissertagéo,
apresentam interpretacfes e comentarios gerais sobre os resultados apresentados no
artigo cientifico contido neste trabalho.

As referéncias bibliograficas referem-se somente as citacfes que aparecem nos
itens introduc&o, discussédo e conclusdes desta dissertacao.
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INTRODUCAO

1.1 Doenga de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é um transtorno neurodegenerativo, sendo
relacionada mais comumente a idade, tendo a secunda maior prevaléncia em humanos
(@ primeira é a doenca de Alzheimer) (Tadaiesky, 2010). Aproximadamente 1% da
populacdo mundial acima dos 55 anos é portadora da DP (Hayes et al., 2010). Segundo
o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2000), existem aproximadamente 222
mil parkinsonianos no Brasil, sendo que 2% dos brasileiros acima dos 60 anos sao
acometidos por este transtorno. Com o aumento da populacdo idosa, acredita-se que o
namero de pessoas diagnosticadas com DP deve aumentar rapidamente nos proximos
anos.

Em 1817, o médico inglés James Parkinson descreveu a DP em um ensaio
denominado de “Ensaio da paralisia agitante” vindo a receber seu nome posteriormente
(Meneses e Teive, 2003; Lim, 2005). Lewy, em 1912, observou contengdes
citoplasmaticas hialinas em neur6nios dopaminérgicos de pacientes com DP, o que
conhecemos até hoje como corpos de Lewy (Takahashi e Wakabayashi, 2005). Em
1930, Hassler descreveu a perda de neurdnios nos nucleos basais de Meynert (Mori,
2005) e ainda em 1938, observou que a substancia negra e locus coeruleus
encontravam-se lesados em pacientes da DP (Takahashi e Wakabayashi, 2005) (Figura
1). Conforme Lee Mosley et al. (2006) a doenca manifesta-se em média por volta dos
55 anos de idade e a sua incidéncia tende a aumentar com o envelhecimento e ainda, €
aproximadamente 1.5 vezes mais frequente nos homemens que nas mulheres em todas
as idades (Elbaz et al., 2007). Uma possivel explicacdo para o fato que a DP tenha
maior incidéncia no sexo masculino seria o papel neuroprotetor dos esteroides sexuais
femininos, em especial a progesterona (hormonio esteroide feminino produzido nas
células do corpo lateo do ovario) que possui receptores por todo o cérebro e poderia
atuar como neuroprotetor, além de reforcar as capacidades cognitivas e neurogenese
(Casas et al., 2011).
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Figura 1. Demonstracdo dos mecanismos e vias da dopamina envolvidos na DP e em
situagdo normal. D1 e D2: receptores de dopamina.

Fonte: <http://www.cellsignal.com/reference/pathway/parkinsons_disease.html>

Clinicamente, a DP é caracterizada pelos sinais motores (Figura 2) classicos

relacionados a patologia: tremor em repouso, diminuicdo dos movimentos voluntarios,

bradicinesia, rigidez, postura curvada e instabilidade postural. O tremor em repouso é o

sintoma inicial em cerca de 60-70% dos pacientes, ndo sendo necessariamente
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incapacitante por ser atenuado pelo movimento voluntario (Yanagisawa, 2006). A
diminuicdo da mobilidade é decorrente da dificuldade de programacédo e execugdo dos
movimentos (Klockgether, 2004). A rigidez muscular pode ser definida como um
aumento da resisténcia da articulacdo durante um movimento passivo (Dauer e
Przedborski, 2003) e capacidade reduzida de relaxar os mdsculos dos membros
(Klockgether, 2004). Sendo um sintoma comum na patologia, a instabilidade postural
compromete a capacidade do paciente de manter o equilibrio durante as tarefas diérias,
tais como levantar, andar e curvar-se, aumentando o risco de quedas do paciente (Morris
et al. 2000).

Como principal caracteristica neuropatoldgica, a lesdo dos neurdnios
dopaminérgicos localizados na substancia negra parte compacta (SNc) (Figura 2),
responsaveis por enviar projecdes para 0s ganglios da base, ocasionando uma reducao
nos niveis de dopamina (DA) no corpo estriado, aléem de alteracbes em suas conexdes
com o cortex pré-frontal (Blandini et al., 2000; Araki et al., 2001). Entretanto, a
neuropatologia da DP ndo esté restrita exclusivamente a via nigroestriatal, de forma que
sdo notadas anomalias histoldgicas também em outros grupos celulares dopaminérgicos
e nadodopaminérgicos, tais como 0s sistemas noradrenérgicos, serotonérgicos e
colinérgicos, bem como cortex cerebral, bulbo olfativo e sistema nervoso automono
(Dauer e Przedborski, 2003).

A causa primaria da DP ndo estd muito clara. Sabe-se, em estudos
epidemioldgicos, que alguns fatores ambientais podem estar associados ao aumento do
risco de desenvolvimento da DP, como a exposi¢do a alguns tipos de herbicidas e
pesticidas, como por exemplo, a rotenona e paraquat (Liou et al., 1997; Gorell et al.,
1998; Fall et al., 1999; Vanacore et al., 2002). Além disso, sugere-se que a DP poderia
estar associada ao estresse oxidativo desencadeado por um ou mais fatores, tais como
envelhecimento cerebral, predisposicdo genética, anomalias mitocondriais (como falha
na fosforilagdo oxidativa pela inibicdo do complexo 1), produgédo de radicais livres e
toxinas ambientais (Olanow et al., 1998; Alexi et al., 2000). O fato para essa hipotese €
gue os neurdnios dopaminérgicos sdo particularmente sensiveis ao estresse oxidativo,
por fatores como o metabolismo da DA, auto-oxidacdo, niveis aumentados de ferro
(gerando assim a reacdo de Fenton, que gera radicas hidroxila a partir da reagdo do Fe®*
com peroxido de hidrogénio) e reduzidos de glutationa total em comparagdo a outras
regides cerebrais (Jenner, 2003; Berg et al., 2004).
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Os sintomas s6 comecam a aparecer quando se tem apenas de 20-40% de DA no
estriado em relacdo ao normal (Rang et al., 2007). Com isso, surgiu a hipdtese de que
haveria a cooperacdo pos-sindptica entre a acetilcolina (Ach) (excitatéria) e a DA
(inibitoria) no estriado contribuiria para os sintomas da DP (Barbeau, 1962; Rang et al.,
2007; Threlfell e Cragg, 2011). Sendo que, anticolinérgicos eram utilizados
primeiramente para o tratamento da DP (White e Westerbeke, 1961).

Além dos sintomas motores, existem sintomas pré-motores ou ndo motores
(Figura 2), como disturbios emocionais, cognitivos e psicossociais frequentemente
observados antes dos sintomas motores portadores da DP (Tadaiesky et al., 2008;
Savica et al., 2010; Hayes et al., 2010). Sendo assim, a DP tratar-se de uma doenca
multidimensional, associando a sintomatologia da perda dos movimentos ha diversos
sintomas que resultam em uma perda na qualidade de vida do individuo (Gupta e
Bathia, 2000). Dentre os sintomas pré-motores verificados na DP, pode-se destacar:
depressdo (Santamaria et al., 1986;Cummings, 1992; Oertel et al., 2001; Hayes et al.,
2010 ;Casas et al., 2011), ansiedade (Maricle et al., 1995; Witjas et al., 2002; Richard et
al., 2004) e prejuizos cognitivos (Owen et al., 1995; Pillon et al., 1997; Goldman et al.,
1998). Dentre elas, a depressdo possui a maior incidéncia (com prevaléncia de 2,7 —
76% dos casos), sendo que a severidade dela aumenta conforme a evolucdo da DP
(Leentjens et al., 2003), seguindo pela ansiedade (acima de 40%) (Richard, 2005),
sendo a depressdo e a ansiedade podem ocorrer simultaneamente (Menza et al., 1993;
Marinus et al., 2002), e as disfun¢bes cognitivas aparecem em todos os estagios da
doenca (prevaléncia entre 11 e 36% dos pacientes) (Giladi et al., 2000). Essas alteragdes
se desenvolverem antes do aparecimento dos sinais motores e do diagnostico da DP,
sugerindo assim a ocorréncia de altera¢6es cerebrais na fase inicial da doenca, fato esse
que levaria a uma maior predisposi¢cdo ao desenvolvimento de sintomas psiquiatricos e

alteracdes cognitivas (Tolosa et al., 2009).
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Figura 2. Quadro clinico e patol6gico da doenga de Parkinson. Esquerda (acima):
neurodegeneracdo dopaminérgica e aparecimento dos sintomas motes e ndo motores na
DP. Direita (acima): demonstracédo de alguns sintomas motores e ndo motores da DP.
Abaixo: degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos na SNc em individuo saudavel e
DP. Modificada de Aguiar Junior (2011).

Embora a deplecdo de DA seja a maior responsavel pelas alteracbes motoras
caracteristicas da DP, acredita-se que alteracbes em outros neurotransmissores,
principalmente noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e Ach, estejam associadas ao
amplo espectro de sintomas motores e ndo motores nos pacientes com DP (Aguiar
Junior, 2011). A DA estd envolvida em diversos disturbios da funcdo cerebral,
principalmente na DP, esquizofrenia e o disturbio do deficit de atencdo, bem como na
dependéncia de farmacos (no fator dependéncia, acredita-se que o receptor D; esteja
mais relacionado, uma que em animais transgénicos a esse receptor ndo demonstram
dependéncia aos farmacos (Sibley, 1999)) e certos distdrbios enddcrinos, sendo que
muitos farmacos utilizados clinicamente para o tratamento de tais situacdes agem
diretamente na transmissdo de DA (Rang et al., 2007).

No cérebro a distribuicdo de DA é mais abundante no corpo estriado, parte do
sistema motor extrapiramidal envolvido na coordenacdo motora, e elevadas
concentragfes também ocorrem em certas partes do sistema limbico e do hipotalamo.

Sua sintese segue a mesma rota da NA (Figura 3), especificamente a conversdo de
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tirosina para dopa (passo limitante da velocidade da reacdo), seguida por
descarboxilacdo para formar DA. Por ndo possuirem a dopamina R-hidroxilase, 0s
neurbnios dopaminérgicos ndo produzem também NA (Rang et al., 2007).
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Figura 2. Rota da sitese de DA e NA.
Fonte: <http://www.hu.uel.br/index.php?pagina=129&pai=5>

O tratamento farmacoldgico na DP se da pela neuroprotecédo e pelo controle dos
sintomas motores e cognitivos. A levodopa, precursor metabolico da DA, é o
medicamento mais comumente utilizado no tratamento da DP (Hauser et al., 2009;
Katezenschlager e Lees, 2002), sendo desenvolvido na década de 60 (Cotzias et al.,
1969). Assim, a sua administracdo tem o papel de aumenta os niveis de DA cerebral.

Geralmente, a ingestdo da levodopa é feita juntamente com inibidores da dopa-
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descarboxilase, para que sua biodisponibilidade seja aumentada no sistema nervoso
central (SNC) (Rinaldi, 2011). Entretanto, o uso prolongado deste medicamento pode
trazer consequéncias, tais como, aparicdo dos sintomas antes da proxima dose e
discinesias (Katezenschlager e Lees, 2002).

Além da levodopa, outros medicamentos (Tabela 1) sdo utilizados na DP:
anticolinérgicos, liberadores de dopamina, inibidores periféricos da dopa-
descarboxilase, agonistas dopaminérgicos, inibidores da monoamina oxidase (MAO),
principalmente a MAO-B, e da COMT (Jankovic e Stacy, 2007; Archibald e Burn,
2008). Recentemente, a levodopa tem sido considerada a terapia padrdo para 0S

pacientes com DP e apresenta maior eficacia com menos efeitos colaterais quando

comparada com 0s agonistas dopaminérgicos (Abbruzzese, 2008; Murata, 2009).

Tabela 1. Classificacdo, mecanismo de acao e efeitos adversos dos principais farmacos

Anticolinérgicos
(Triexfenidil, Biperideno)

utilizados no tratamento da DP. Adaptado de Rinaldi, (2011).

Mecanismo de Ac¢ao

Inibem a acdo da Ach

Confusdo, alucinacbes

Liberadores de Dopamina
(Amantadina)

Antagonistas de receptores
excitatorios

Disfuncgéo cognitiva,
alucinactes

Precursor dopaminérgico
(Levodopa)

Sofre acdo da
dopadescarboxilase, dando
origem a DA. Parte é
metabolizada em DA antes de
atingir o SNC

Nausea, vomito, alucinacdes
visuais, sonoléncia,
discinesia

Inibidores periféricos da
dopa-descarboxilase

Impedem o metabolismo da
levodopa antes de atingir o
SNC

Néausea, vémito, alucinacdes
visuais, sonoléncia,
discinesia

Agonistas dopaminérgicos
(bromocriptina, pergolida,
pramipexol)

N4&o necessitam de
transformacdo enzimatica
para serem ativas. Agem nos
receptores de DA na SNc

Nausea, hipotensdo,
alucinagdes, dores de
cabeca, problemas no sono,
fibrose pulmonar

Inibidores da MAO-B
(selegilina, rosageline)

Agem no SNC impedindo a
remocao da DA apds
utilizada pelo receptor

Perda de peso, vomito,
problemas no equilibrio,
hipotensao

Inibidores da COMT
(entacapone, tolcapone)

Agem tanto no SNC quanto
fora dele, junto com a MAO-
B. Esta enzima também inibe
a transformacéo da levodopa
em 3-Ometildopa, substancia
sem efeito terapéutico

Diarréia, discinesia,
toxicidade no figado
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1.2 Exercicio fisico

O exercicio fisico vem sendo utilizado nos programas de reabilitacdo de doencas
neurodegenerativas, inclusive na DP, sendo o seu efeito paliativo conhecido desde a
década de 1950 para pacientes em diversos estdgios (ACSM, 2000; Aguiar Junior,
2011). Desde entdo, vem crescendo exponencialmente o interesse dos efeitos do
exercicio fisico a salde, sendo que nos dias atuais existem mais de 50000 trabalhos nos
bancos de dados (Aguiar Junior, 2011). Na contramdo, o0 sedentarismo tornou-se um
fator de risco para muitas doencas, como a obesidade, diabetes tipo 2 e doencgas arterio-
vasculares (Berlin e Colditz, 1990; ACSM, 2000; Knowler et al. 2002). Sendo assim,
em estudos mais recentes, tem-se sugerido que o sedentarismo poderia ser um dos
fatores de risco para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas (Trejo et al.,
2002; Colcombe et al., 2003; Colcombe et al., 2006; Villar-Cheda et al., 2009).

Alteracbes biologicas agudas e cronicas induzidas pelo exercicio fisico
dependem do principio de treinamento fisico utilizado, sendo assim, nem todo exercicio
fisico apresenta impacto significativo no sedentarismo.

No treinamento fisico, esse impacto aumenta, principalmente nos treinamentos
aerobicos. Entre as principais diferencas entre esses dois métodos sdo o planejamento e
a estruturacdo do programa de exercicio fisico com a utilizagdo dos principios do
treinamento, como a especificidade do gesto (andar, correr, nadar), o volume
(quantidade do treinamento) e intensidade (carga de treinamento) dos exercicios (Aguiar
e Prediger, 2010).

O exercicio aerdbico tem como objetivo aumentar o consumo de oxigénio pelos
tecidos (VO,), sendo regulado pela capacidade méxima dos sistemas pulmonar e
cardiovascular na captacdo e no transporte do oxigénio (VO2max) para os tecidos (Bowen
e Carmer, 1926; Lombardo et al., 1953), assim como a capacidade de utilizacdo para a
oxidacdo de substratos energéticos, como lipideos e carboidratos (Havel et al., 1963).

A intensidade do exercicio é controlada (VOymax € limiar de lactato) para
atividades com diversos objetivos, desde recreativos, passando controle de peso,
militares, atléticos, entre outros (Haskell et al., 2007). Atualmente, as recomendacdes
para manutencdo e promogéo da saude incluem exercicios subméximos moderados (40-
55% VO,max, duracdo minima de 30 minutos diarios, cinco vezes na semana) ou
exercicios submaximos (55-65% VOzmax, duragdo minima de 20 minutos diarios, trés
vezes por semana) (Haskell et al., 2007). Os exercicios de alta intensidade (>85%

VO2max) pode levar o praticante a sindrome de supertreinamento (overtraining), sendo
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caracterizada pela queda de rendimento atlético com prejuizo a sadde (Margonis et al.,
2007), inclusive a nivel de sistema nervoso central (SNC), como por exemplo,
ansiedade, depressdo, disturbio do sono, irritabilidade e nervosismo (Budgett et al.,
1998; Kuipers,1998; ACSM, 2000; Hedelin, 2000; Aguiar et al., 2008; Aguiar et al.,
2010).

O seu efeito como agente antioxidante encontra-se intimamente ligado aos
principios de estresse x adaptacdo (horméticos). Sendo assim, exposi¢Ges agudas ao
exercicio fisico sdo indutoras de estresse oxidativo, sendo necessaria a exposi¢cdo
crbnica para o up-regulation das defesas antioxidantes (Fisher-Wellman e Bloomer,
2009). Seguindo essa linha, a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
oriunda do exercicio deve-se, principalmente, ao aumento da necessidade de consumo
do oxigénio pelo musculo, assim como ao estresse redutivo provindo dos eventos
ciclicos de contracdo muscular (isquemia-reperfusao) e pela ativacdo da via da xantina
oxidase (Schneider e Oliveira, 2004). Devido a isso, verifica-se um aumento da
expressdo e da atividade de enzimas antioxidantes, tais como a SOD (superoxido
dismutase), GPx (glutationa peroxidase) e CAT (catalase) (Schneider e Oliveira, 2004;
Fisher-Wellman e Bloomer, 2009).

Foi verificado o aumento da atividade de enzimas antioxidantes em regides
como cortex, corpo estriado, tronco cerebral e hipocampo resultante do treinamento
fisico (Somani et al., 1995; Yoon, et al., 2007; Tajiri et. al., 2010; Lau et al., 2011),
sendo que Fisher-Wellman e Bloomer (2009) demonstraram o importante papel do
exercicio fisico na regulacdo do estresse oxidativo, ap6s o periodo de adaptacdo, tanto
em modelo animal quanto em humanos. Adicionalmente, diversos estudos sustentam o
efeito anti-inflamatorio do exercicio fisico regular (Bobinski et al., 2011; Gleeson et al.,
2011). Segundo estes autores, a secrecao de adrenalina e cortisol e de citocinas anti-
inflamatorias, assim como o recrutamento de linfécitos T-reguladores criam um
ambiente regulatorio. O que se observaria, portanto, seria uma diminuicdo da producdo
do Fator de necrose tumoral-Alfa (TNF-0) e de Interleucina 1-beta (IL-1B) pelos
mondcitos (via hormonal) e uma redugéo das subpopula¢es de mondcitos inflamatorios
(via celular). Bobinski et al. (2011) demonstrou que o exercicio fisico de baixa
intensidade é capaz de reduzir a producdo e a liberacdo de tais citocinas pro-
inflamatdrias, tanto a nivel periférico quanto a nivel central.

Um importante efeito benéfico do exercicio no cérebro é o aumento da

expressao de neurotrofinas, como o fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF —
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brain-derived neurotrophic factor), que atua como modulador de neurogénese,
plasticidade neuronal e neuroprotecdo (Gomez-Pinilla et al., 2002; Hayes et al., 2008;
Tajiri et. al., 2010; Bobinski et al., 2011; Foster et al. 2011).

O exercicio fisico, principalmente o de carater aerobico, possui um importante
papel no melhoramento da aprendizagem, bem como na memdria de curto e longo prazo
em doencas neurodegenerativas, entre as quais a DP estd situada (Liu et al., 2011;
Cassilhas et al., 2012). Seguindo a linha cognitiva, o exercicio vem sendo estudado em
modelos de depressdo, sendo que os resultados encontrados demonstram uma melhora
nos sintomas depressivos, bem como na qualidade de vida e convivio social (Barbour e
Blumenthal, 2005; Arida et al., 2012; Brocardo et al., 2012; Eyre e Baune, 2012)

Sabe-se que o exercicio fisico para DP é benéfico, em ensaios clinicos
randémicos tem demonstrado a eficacia do exercicio a niveis fisico, psicoldgico e social
(Goodwin et al., 2008; Ayan e Cancela, 2012). Em estudos com modelo animal para a
DP, vem sendo demonstrado que o exercicio fisico possui efeito positivo, tanto em
fatores cognitivos quanto a nivel enzimatico (Tillerson et al., 2003; Drumond et al.,
2012), além disso, nota-se uma melhora no condicionamento cardiovascular e aumento
do ténus muscular (Al-Jarrah et al., 2007).

Geralmente as intervencdes corelacionadas com a DP, sdo de ambito terrestre
(corridas, treinos de forca, equilibrio, entre outros), sendo poucos estudos em meio
aquatico (Goodwin et al., 2008; Vivas et al., 2011; Ayan e Cancela, 2012). Nos
resultados encontrados nesses estudos, a natacdo foi capaz de aumentar a mobilidade e
forca desses pacientes, acreditando-se que as propriedades do meio aquatico
(flutuabilidade e pressdo hidrostatica) tenham ajudado principalmente por reduzir o
medo de cair, fornecendo maior estimulo para que o paciente pratique 0S exercicios
(Vivas et al., 2011; Ayan e Cancela, 2012).

Os modelos mais utilizados para reproduzir o exercicio fisico em animais (entre
0S animais, 0s ratos sdo os mais utilizados) sdo a corrida em esteira e a natacdo (Gobatto
et al., 2001). Em estudos realizados, encontrou-se uma maior semelhanca de adaptacédo
ao treinamento com humanos em relacdo & natacdo (Gobatto et al., 2001; Voltarelli et
al., 2002).
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1.3 A 6-hidroxidopamina como modelo da DP

O modelo (Tabela 2) de DP baseado na injecdo local da neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) é o procedimento mais comumente utilizado para a lesdo
nigroestriatal em roedores (Tadaiesky, 2010). Ungerstedt (1968) demonstrou que a
injecdo bilateral de 6-OHDA na SNc era capaz de causar degeneracdo anterograda do
sistema dopaminérgico nigroestriatal, causando acinesia e alta taxa de mortalidade,
sendo assim gerado o primeiro modelo de DP. Desde entdo, o0 modelo da 6-OHDA
ainda é a ferramenta mais utilizada para replicar a perda de neurénios dopaminérgicos
da SNc, devido a sua baixa complexidade e custo do procedimento, aléem de ser
altamente reprodutivel, em contraste com modelos mais recentes (Tadaiesky, 2010;
Blesa et al., 2012). Mais ainda, ao contrario de outras toxinas utilizadas para a inducéao
de DP, tais como o 1-metil 4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), a 6-OHDA
apresenta baixo risco de toxicidade relacionada a sua manipulacdo (Tadaiesky, 2010;
Blesa et al., 2012).
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Tabela 2. Diferentes modelos utilizados para DP em animais. Adaptado de Blesa et al.,

2012
Modelo Sintomas Dano Agregados de Usos do Desvantagens
comportamentais  nigroestriatal  sinucleina/ corpo modelo
de Lewy
6-OHDA  Comportamento Perda de Sem inclusdes Terapias para  Requer a injecdo
rotatorio apos a inervacao no local melhora dos diretamente no
injecdo unilateral  da injecao sintomas e estriado
(estriado) mecanismos de
morte celular
MPTP Deficiéncia Perda de Inclusdes ndo Terapias para ~ Morte das células
motora primariae  neurdnios prevalentes melhora dos ndo é progressivo
aguda em dopaminérgicos sintomas e (efeito agudo)
roedores dose-dependente mecanismos de
(95% em doses morte celular
elevadas).
Diminuicdo dos
niveis de DA no
estriado
Rotenone Diminuicgéo da Perda de Agregados de Testar Morbidade e
atividade motora  inervacédo e de sinucleina nos compostos mortalidade
em roedores neuronios neuronios neuroprotetores substancial.
dopaminérgicos dopaminérgicos Trabalho e tempo
no estriado intensivo
Paraquat Sem danos Diminuigdo da Sem inclusdes Testar Né&o testado
motores claros imunorreatividade mas com aumento estratégias extensivamente.,
da tirosina da neuroprotetoras Efeitos em outros
hidroxilase no imunorreatividade sistemas de
estriado sinucleina em neurotransmissores
neurénios
dopaminérgicos
a- Deficit motor N&o ha Agregados de Estudar o papel Geralmente ndo ha
sinucleina severo no modelo  degeneracéo de sinucleina de agregados morte de neurdnios
A53T e menores  neurdnios encontrados em de sinucleina dopaminérgicos
no modelo A30P  dopaminérgicos neuronios na DP, bem nesse modelo
observada dopaminérgicos,  como o papel
geralmente restito normal das
ao modelo A53T  sinucleina
LRRK2 Pouco deficit Nenhum efeito Nada observado Estudar a Sem degeneracdo e
comportamental sobre a geralmente relacdo da formacéo de
observado na manutencéo ou mutacdo da agregado de
mutacéo da desenvolvimento LRRK2 coma sinucleina
Drosophila de DA em DP
knockouts, nivel
minimo de
degeneracéo
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A 6-OHDA é toxica tanto a nivel periférico quanto central, Porter et al. (1963)
demonstrou que a 6-OHDA (analogo estrutural da DA e NA; Figura 4) era capaz de
causar deplecdo de NA nos nervos simpaticos do coracdo, entretanto, por ndo possuir a
capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica, ela deve ser injetada diretamente
no cérebro através de cirurgia estereotaxica para que possa gerar toxicidade no SNC Os
efeitos neurotoxicos da 6-OHDA ocorrem através do acimulo da toxina nos neurdnios
catecolaminérgicos, seguido por alteracbes na homeostase celular e dano neuronal
(Tadaiesky, 2010). O armazenamento intracelular de 6-OHDA ¢ mediado pelos
transportadores de membrana de DA e NA, que reconhecem e captam a 6-OHDA
devido a sua similaridade estrutural com as catecolaminas endogenas (Tadaiesky, 2010;
Bové e Perier, 2012).

HO NHE NHE

HO HO
OH OH

6-OHDA Dopamine

Figura 4. Comparacdo entre as estruturas quimicas da 6-OHDA (Esq.) e da DA (Dir.).
Retirado de Bové e Perier (2012)

Uma vez infundida diretamente no cérebro, a 6-OHDA produz espécies
citotdxicas através de mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos (Choi et al., 1999): a
oxidacdo de 6-OHDA pela MAO gera peroxido de hidrogénio (H.0O,), o qual, além de
ser citotoxico, induz a producdo de outros radicais de oxigénio (Figura 5) . Além disso,
a 6-OHDA sofre um processo de auto-oxidacdo, gerando H,O,, EROs e quinonas
(Kabuto & Yamanushi, 2011). Os aumentos nos niveis de EROs e outras espécies
reativas resultam na rapida deplecdo das enzimas antioxidantes, amplificando a
neurotoxicidade no metabolismo e estrutura celular resultando, assim, em dano neuronal
(Blum et al., 2001). A 6-OHDA pode, além de acentuar o estresse oxidativo, induzir a
neurotoxicidade alterando a funcdo mitocondrial, sendo demonstrado que esta toxina

prejudica a atividade do complexo | em mitocondrias isoladas (Glinka e Youdim, 1995).
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nucleo

\ mitocOndria
EROs
complexo I

6-OHDA

Figura 5. Neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA. DAT: transportador de DA. MOA-
A: monoamina oxidase A. EROs: espécies reativas de oxigénio. Modificado de
Tadaiesky, 2010

A amplitude da lesdo é dose-dependente de 6-OHDA injetada e do local de
injecdo. Diferentes modelos utilizando 6-OHDA em roedores tém sido desenvolvidos a
fim de se obter um grau de variancia na neurodegeneracdo, do massivo ao moderado,
uma vez que o grau da lesdo depende da dose injetada (Fearnley e Lees, 1991; Lee et
al., 1996; Tadaiesky, 2010; Bové e Perier, 2012). A injecdo de 6-OHDA na SNc ou no
trato nigroestriatal leva a uma destruicdo imediata e potencialmente completa dos
neurbnios dopaminérgicos da SNc e, em menor grau, da area tegmentar ventral,
resultando em deplecdo de 80-90% de DA estriatal, produzindo assim, um modelo de
DP severo (Kirik et al., 1998; Tadaiesky, 2010).

A variacdo do procedimento original, na qual a 6-OHDA ¢€ injetada no corpo
estriado, foi proposta na década de 1990, sendo a localizacdo dos terminais dos
neuronios da SNc (Sauer e Oertel, 1994). Uma vez injetada no corpo estriado, a 6-

OHDA é capaz de produzir degeneracdo retrograda lenta do sistema nigroestriatal (Lee
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et al., 1996), fato esse que reproduz de maneira mais proxima a progressao da DP,
viabilizando assim a investigacdo de tratamentos neuroprotetores (Georgievska et al.,
2002).
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Figura 6. Mecanismos de acdo dos diversos modelos utilizados para DP. Retirado de
Bové e Perier (2012)

1.4 Estresse oxidativo e neuroinflamacéo

Acredita-se que a producdo de EROs bem como a de espécies reativas ao
nitrogénio (ERNSs) no cérebro seja importante na defesa inespecifica deste oOrgao.
Contudo, a hiperativacdo desse processo pode levar a perda de neurdnios devido a alta
susceptibilidade destes ao dano oxidativo (Ischiropoulos e Beckman, 2003).

As EROs e ERNs s&o produzidos normalmente pelo metabolismo celular,
sugerindo o duplo papel desempenhado no organismo, sendo benéficas em algumas
ocasides e maléficas em outras. Em baixas e moderadas concentracdes, essas espéecies
auxiliariam na defesa do organismo contra agentes infecciosos e envolvidas em sistemas
de sinalizacdo celular. J& em niveis elevados, elas produzem dano celular conhecido
como estresse oxidativo (Valko et al., 2007).

Conforme a produgdo de espécies reativas extrapola a capacidade de remogéo
pelos antioxidantes endogenos, componentes bioldgicos como DNA, lipideos, proteinas
e outras moléculas sofrem alteracdes oxidativas por esses oxidantes resultando na

alteracéo da célula e podendo, assim, gerar sua morte (Ischiropoulos e Beckman, 2003).
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Schapira et al. (1989) relataram pela primeira vez que pacientes com DP
apresentam a atividade do complexo | da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
reduzida na SNc. O possivel envolvimento desse complexo na patogénese foi
intensificado com a comprovacéao de que a neurotoxina MPTP, assim como a 6-OHDA
(Glinka e Youdim, 1995; Blum et al., 2001), é capaz de produzir sinais caracteristicos
da doenga em modelos animais. Quando administrada é convertida ao ion MPP™ que se
acumula no interior das mitocondrias e inibe o complexo | da cadeia transportadora de
elétrons, produzindo menor quantidade de ATP, aumento da concentragcdo de calcio e
aumento de radicais livres (Mizuno et al., 1989; Boyson et al., 1989; Schapira et al.,
1990; Watanabe et al., 2005).

A resposta imune no cérebro ndo envolve o sistema imune periférico, sendo
assim, ndo ha a participacao de anticorpos e células. Ao invés disso, depende da sintese
de componente inflamatério pelos neurdnios, glia e micréglia (McGeer e McGeer,
2004).

Segundo Fahn e Sulzer (2004) células da glia e micréglia, quando ha um insulto
toxico, podem produzir substancias nocivas a célula, tais como citocinas pro-

inflamatdrias, prostaglandinas, EROs e ERNs (Figura 7).
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Figura 7. Fatores potencias de ativacdo da microglia no SNC na contribuicdo para a
degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos na DP. Adaptado de Lee et al. (2009).

Seguindo nessa linha, para McGeer e McGeer (2004) a ativacdo microglial pode
resultar no aumento da producdo de anions superoxidos e outras neurotoxinas e tais
produtos podem contribuir para processos neurotdxicos, incluindo dano a neuronios
dopaminérgicos (Hirsch et al.,, 2005). Ainda, a ativacdo microglial induzida por
lipopolissacarideo (LPS) pode causar up-regulation da enzima cicloxigenase-2 (COX-2)
aumentando a sintese de prostaglandinas que podem ativar diretamente caspase-3 ou
indiretamente liberar glutamato levando a excitotoxicidade (Hald e Lotharius, 2005).
Nesse viés, foram relatadas na DP aumento no ndmero de células microgliais ativas
(Hirsch et al., 2005).

Devido a alguns achados, o envolvimento de processos inflamatérios na DP foi
mais bem elucidado, como a descoberta de macréfagos derivado de micréglia na SNc de
pacientes com DP e que a atenuacdo, ou até mesmo a inibicdo, da resposta imune
microglial aumentava a sobrevivéncia neuronal em modelos animais da 6-OHDA e
MPTP (Croisier et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a eficacia da natagéo
como possivel tratamento auxiliar apds um modelo para DP induzido pela infuséo de 6-

OHDA em camundongos.

2.2. Objetivo especifico

Avaliar a aprendizagem através do teste de reconhecimento de objetos.

Analisar estado depressivo pelo teste de suspensdo de cauda.

Verificar o desempenho motor através de teste de campo aberto e rota-rod.

Quantificar os niveis IL-1B no estriado.

Analisar a atividade das enzimas CAT (Catalase) e GPx (Glutationa Peroxidase)
no estriado.

Quantificar os niveis de DA e seus metabolitos no estriado.

Comparar o0s parametros de estresse oxidativo, neuroinflamacdo e niveis

dopaminérgicos entre os grupos controle sedentério e treinado fisicamente.
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) is characterized by progressive degeneration of
dopaminergic neurons in the nigrostriatal system and dopamine (DA) depletion in the
striatum. Exercise has been showed to be a promising non-pharmacological approach to
reduce the risk of neurodegeneration disease. This study was designed to investigate the
potential neuroprotective effect of swimming training (ST) in a mouse model of PD
induced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA) in mice. The present study demonstrated
that an 4-week ST was effective in attenuating the following impairments resulting from
6-OHDA exposure: depressive-like behavior in tail suspension test; increase in number
of falls in rota rod test; impairment on long-term memory in the object recognition test;
increased reactive species and interleukin 1-beta (IL-1PB) levels; inhibition of the
glutathione peroxidase (GPx) activity and rise the glutathione reductase (GR) and
glutathione S-transferase (GST) activities and decrease the levels of DA, homovanillic
acid (HVA) and 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC). The mechanisms involved
in this study are the modulation of GPx, GR and GST activities and IL-1p level in a PD
model induced by 6-OHDA, and hence protecting against the decrease of DA, DOPAC
and HVA levels in striatum of mice. These findings reinforce that one of the effects
induced by exercise on neurodegenerative disease, such as PD, is due to antioxidant and
anti-inflammatory properties. We suggest that exercise attenuates cognitive and motor
declines, depression, oxidative stress, and neuroinflammation induced by 6-OHDA
supporting the hypothesis that exercise can be used as a non-pharmacological tool to
reduce the signs of PD.

Key words: Parkinson’s disease, exercise, 6-hydroxydopamine, cognitive

impairment, oxidative stress, neuroinflammation.

1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is characterized by progressive degeneration of
dopaminergic neurons in the nigrostriatal system and dopamine (DA) depletion in the
striatum. While the pathogenesis of PD is not clear, damage of dopaminergic neurons
by oxygen-derived free radicals is considered to be an important contributing
mechanism (Kabuto and Yamanushi, 2011). At the time of diagnosis, patients typically
display an array of motor impairments including bradykinesia, resting tremor, rigidity,

and postural instability. Although most of the typical motor impairments are due to the
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loss of nigrostriatal dopaminergic neurons, PD affects multiple neuronal systems both
centrally and peripherally, leading to a constellation of non-motor symptoms including
olfactory deficits, affective disorders, memory impairments, as well as autonomic and
digestive dysfunction (Dasuri et al., 2012; Noyce et al., 2012).

The 6-Hydroxydopamine (6-OHDA) is used to produce an animal model of PD
(Tolwani et al, 1999), and is considered an endogenous toxin, having been found in
urine from parkinsonian patients (Andrew et al, 1993). The toxicity of 6-OHDA is
thought to be related to its ability to produce free radicals and to cause oxidative stress,
which can lead to induction of inflammation and finally cell death (Khan et al., 2012;
Shobana et al., 2012). 6-OHDA is susceptible to autooxidation, resulting in the
formation of 6-OHDA quinine and hydrogen peroxide (H,0,), superoxide radical (0?),
and hydroxyl radical (OH) (Opacka-Juffry et al., 1998). These active oxygen forms are
neurotoxic because of their strong oxidizing potential (Kabuto and Yamanushi, 2011).
The unilateral, intrastriatal injection of 6-OHDA induces pronounced behavioural
alterations, biochemical and neurochemical deficits similar to PD (Tadaiesky et al.,
2008; Santiago et al., 2010; Khan et al., 2012; Shobana et al., 2012).

Exercise has been showed to be a promising non-pharmacological approach to
reduce the risk of neurodegeneration disease (Ballard et al., 2011; Pang and Hannan,
2012). It has been demonstrated that exercise can both improve and alleviate memory
loss in elderly (Kramer et al. 2006). Despite the biological and molecular basis for such
benefits are inconclusive, it was suggested that antioxidant and anti-inflammatory
properties of physical exercise contributing for neuroprotection in models of PD in
rodents (Mabandla and Russell, 2010; Tajiri et al., 2010; Dimatelis et al., 2012). In
several studies, implementing continuous exercise programs for individuals in the early
stages of PD has resulted in improved daily activity, motor performance, ambulation
and overall functional independence (Ellis et al., 2011; Ayan and Cancela, 2012; Kara et
al., 2012).

The neuroprotective impact of exercise and its mechanisms may be better
investigated by conducting laboratory experiments with animal models. Thus, we
sought to investigate the potential neuroprotective effect of physical exercise training in
striatum of mice exposed to 6-OHDA. For this purpose, in this study we verified if a
swimming training (ST) program could reverted behavior alterations (depression,
memory and coordination activity) induced by injection of 6-OHDA. In addition, we

investigated the potential protective effect of swimming exercise training against stress
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oxidative (reactive species (RS) levels and activities of catalase (CAT), glutathione S-
transferase (GST), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR)),
neurochemical alterations (DA, homovanillic acid (HVA) and 34-
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)) and neuroinflammation (interleukin-1 beta (IL-
1B)) induced by injection of 6-OHDA in striatum in mice.

2. Materials and Methods

2.1 Animals

Experiments were performed using male C57B/6J mice (20-30g, 90 days old).
Animals were maintained at 22-25°C with free access to water and food, under a 12:12h
light/dark cycle, with lights on at 7:00 a.m. All manipulations were carried out during
light phase on the day. All efforts were made to minimize animal suffering and to
reduce the number of animals used. The procedures of this study were conducted
according to the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animals
Resources and with the approval of Ethical Committee for Animal Use (CEUA protocol
# 038/2012).

2.2 Experimental design

Mice were randomly assigned into four groups (n=10 per group): (1) sedentary/
vehicle; (2) sedentary/ 6-OHDA,; (3) exercise/ vehicle and (4) exercise/ 6-OHDA. In
this experimental design (fig. 1), exercise groups were submitted to swimming training
for 4 weeks with a progressive increase time and constant intensity. Sedentary groups
were maintained in physical inactivity. After 24h of last bout of 2 weeks adaptation
training, mice received stereotaxic surgery injection of 6-OHDA or vehicle. Four days
after stereotaxic surgery injection, start of ST for 4 weeks and after day mice underwent
cognitive behavioral tests for 3 days and, finally, submitted to euthanasia. The striatum

and quadriceps femoris muscle were removed for assays.

2.3 Swimming training (ST) protocol

Mice in the exercise groups were submitted to 4-week ST program, adapted
from Huang et al. 2010. Before 2-week of stereotaxic surgery, mice were acclimatized
to the unfamiliar activity (swimming adaption period-SAP) in 250-L water-filled tank
with the temperature kept at 31° £ 2°C, in order to decrease the stress of swimming

activity. In the SAP, animals could swim or stand in the tank with water depth of 5cm.
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In the beginning of the second week, water deep was increased to 20cm, so that the hind
limbs of the animals could not reach the bottom of the tank. Progressively, larger
weights were attached to the proximal portions of animal’s tails in order to increase the
exercise intensity; the weights were 2%, in correspondence to body weight (BW). This
intensity is considered below to anaerobic threshold for swimming training, in which
was demonstrated by literature that workloads of up to 6% BW for rats (Gobatto et al.
(2001) and 4% BW for mice (Almeida et al., 2011) can be considered ‘sub-threshold’
and is indicated to improvement of aerobic capacity (Gobatto et al., 2001). The ST
bouts were performed five times per week, and animals swam individually in group of
10 animals. After each daily ST bouts, animals were towel dried and placed near a
heater until the hair dried.

2.4 Stereotaxic surgery injection of 6-OHDA

Surgery was performed under anesthesia with 10 mL/kg of 1% ketamine (Bela-
Pharm, Vechta, Germany) and 0.2% xylazine (Bayer HealthCare, Leverkusen,
Germany). 6-OHDA (Sigma; 5 pg in 2 pL of 0.9% NaCl with 0.2 pg/IL ascorbic acid)
was injected slowly (0.5 pL/min) into the right striatum (0.9 mm anterior and 1.8 mm
lateral from bregma, 3.0 mm ventral from the dura). After the injection, the syringe was
kept for additional 3 min in the brain, before it was slowly retracted. Controls were
vehicle-injected (sham-OP) (Carlsson et al., 2011).

2.5 Behavioral assessment

2.5.1 Open-field test (OFT)

The animals were submitted individually for a period of 5 minutes to an OFT
(Insight model EP 154C) 24 hours after pretreatment. The parameters observed
included: distance (unit: mm), velocity (mm/s) and the number of rearing occurrences
(Prut and Belzung, 2003).

2.5.2 Rota rod test

Motor coordination activity was evaluated using the rota rod test (Dunham and
Miya, 1957) with minor alterations (Godoy et al., 2004). The apparatus consisted of a
bar (3.7 cm in diameter) divided into 3 separate compartments, placed at a 25 cm height

and rotating at a fixed velocity of 8 rpm. Twenty-four hours before testing, all animals
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were submitted to a training session until they could remain in the apparatus for 120 s

without falling.

2.5.3 Tail suspension test (TST)

Antidepressant-like effect was measured using the tail suspension test (Steru et
al., 1985), with minor alterations (Souza et al., 2013). Mice were suspended by their tail
using adhesive tape placed approximately 1 cm from the tip of the tail and hung
approximately 30 cm above the table. The animals were suspended for a period of 6
min, and the duration of immobility was scored manually during the last 4 min interval
of the test (activity in the first 2 min was discarded because animals predominantly try
to escape during this period). Mice were considered immobile only when they hung

passively.

2.5.4 Object recognition test (ORT)

In this ORT mice were placed in an open box (similar to OFT) in order to
evaluate the preference for a novel object, where the short-term memory (STM) and
long-term memory (LTM) could be assayed. The ORT was performed as described by
Ennaceur and Delacour (1988) with some modifications.

Mice were allowed to explore two identical objects (sample phase) for 5 min and
then returned to their home cage. To evaluate the short-term memory (STM), mice were
returned to the open box, after a delay of 90 min, where they were exposed to two
different objects (test phase), one identical to the one previously encountered in the
sample phase, therefore now familiar, and the other is novel. The animals were allowed
to explore both objects for more 5 min. After each trial, box and objects were cleaned
with 70% ethanol. To evaluate the long-term memory (LTM), mice were tested in same
conditions with a delay of 24h after sample phase.

The positions of the objects in the test and the objects used as novel or familiar
were counterbalanced between the animals. Exploratory behavior was defined as
sniffing or touching the object with the nose and/or forepaws. Any other behavior, such
as sitting on or turning around the object was not considered as exploration. The amount
of time each animal spent actively investigating the objects was manually scored and
discrimination index was calculated as the time exploring novel or familiar object

divided by the total time spent exploring both objects.
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2.6 Tissue preparation

After behavioral tests, mice were euthanized with barbiturate overdose
(pentobarbital sodium 150mg/kg; i.p. route). Striatum were removed and rapidly
homogenized in 50mM Tris-Cl, pH 7.4. The homogenate was centrifuged at 2,400xg
for 15 min at 4 °C and a low-speed supernatant fraction (S;) was used for assays.
Quadriceps femoris muscle was removed and stored at -80°C for determination of
activities of citrate synthase ((CS) indicator of oxidative muscle capacity), in order to

determine the efficacy of exercise protocol.

2.7 Biochemical Determinations

2.7.1 Citrate synthase (CS) activity

CS activity was measured from total quadriceps femoris using commercially
citrate synthase activity assay kit (Sigma Aldrich). Briefly, muscle tissue from each
animal was homogenized in an extraction buffer (50 mM Tris-Hcl and 1 mM EDTA,
pH 7.4). After centrifugation at 13,000 rpm for 1min at 4°C, aliquots of supernatants
were used for the measurement of the enzyme activity. The activity of CS was

expressed as units/mg protein.

2.7.2 Reactive species (RS) levels

To determine RS levels, S; (fresh preparation) was diluted (1:10) in 50mM Tris-
Hcl (pH 7.4) and incubated with 10 pl of 2’,7'-dichlorofluorescein diacetate (DCHF-
DA; 1mM), at 37°C for 30 min. The RS levels were determined by a spectrofluorimetric
method, using DCHF-DA assay, as described by Loetchutinat et al. (2005). The DCHF-
DA is enzymatically hydrolyzed by intracellular esterases to form nonfluorescent
DCFH, which is then rapidily oxidized to form highly fluorescent 2°,7"-
dichlorofluorescein (DCF) in the presence of ROS. DCF fluorescence intensity is
proportional to the amount of RS that is formed. The DCF fluorescence intensity
emission was recorded at 520 nm (with 480 nm excitation) 30 min after the addition of

DCHF-DA to the medium. The RS levels were expressed as arbitrary unit (AU).

2.7.3 Interleukin-1 beta (IL-15)
Levels of IL-1B in the striatum were determined using commercially available
ELISA assays, following the instructions supplied by the manufacturer (DuoSet Kits,

R&D Systems; Minneapolis). Results are shown as pg/mg tissue.
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2.7.4 Catalase (CAT) activity

CAT activity in S; was assayed spectrophotometrically by the method proposed
by Aebi (1984), which involves monitoring the disappearance of H,O, in the presence
of S; at 240 nm. Enzymatic reaction was initiated by adding S; and the substrate H,0,
(0.3 mM) in a medium containing 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0). One
unit of enzyme was defined as the amount of enzyme required for monitoring the
disappearance of H,O,. The enzymatic activity was expressed as Units (U)/mg protein
(1U decomposes 1umol H,O,/min at pH 7 at 25 °C).

2.7.5 Glutathione S-transferase (GST) activity

GST activity was assayed through the conjugation of GSH with CDNB at 340
nm as described by Habig and Jakoby (1981). An aliquot of S; was added in a medium
containing 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4). After that, 100 mM CDNB and
GSH were added to the medium. CDNB was used as substrate. The enzymatic activity

was expressed as nmol CDNB conjugated/min/mg protein.

2.7.6 Glutathione peroxidase (GPx) activity

GPx activity in S; was assayed spectrophotometrically by the method described
by Wendel (1981), through the GSH/NADPH/glutathione reductase system, by the
dismutation of H,O, at 340 nm. S; was added to the medium containing
GSH/NADPHY/glutathione reductase system and the enzymatic reaction was initiated by
adding H,O, (4 mM). In this assay, the enzyme activity was indirectly measured by
means of NADPH decay. H,O, is reduced and generates GSSG from GSH. GSSG is
regenerated back to GSH by glutathione reductase present in the assay media at the
expenses of NADPH. The enzymatic activity was expressed as nmol NADPH/min/mg
protein.

2.7.7 Glutathione reductase (GR) activity

GR activity was determined spectrophotometrically as described by Calberg and
Mannervick (1985). In this assay, GSSG is reduced by GR at the expense of NADPH
consumption, which was followed at 340 nm. GR activity is proportional to NADPH
decay. An aliquot of S; was added in the system containing 0.15 M potassium
phosphate buffer (Ph 7.0), 1.5 mM EDTA, 0.15 Mm NADPH. After the basal reading,
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the substrate (GSSG 20 mM) was added. The enzymatic activity was expressed as nmol
NADPH/min/mg protein.

2.7.8 DA, DOPAC and HVA levels

Striatal tissues were homogenized with 300 IL of 200 mM ice-cold perchloric
acid containing 10 mM disodium EDTA. After centrifugation (1000099 for 10 min at 4
°C), the supernatant was filtered (pore size, 0.45 um) and then injected directly into an
HPLC system (Shimadzu; Kyoto, Japan) with an electrochemical detector (ECD;
Eicom, Kyoto, Japan). The appendant potential of the ECD (carbon electrode vs.
Ag/AgCI reference electrode) was set at 700 mV. The analytic column was a TSKgel
Super-ODS (4.6 mm I.D. 9 100 mm; Tosoh, Tokyo, Japan), and the mobile phase
consisted of 0.1 M citrate-sodium acetate buffer (pH 3.9) containing methanol (18%,
v/v), disodium EDTA (4 mg/l), and sodium octanesulfonate (0.8 mM) (Ferraz et al.,
2008).

2.8 Protein determination
Protein content was measured colorimetrically according to the method of

Bradford (1976) and bovine serum albumin (1 mg/ml) was used as standard.

2.9 Statistical analysis

Results were presented as means + S.E.M. Comparisons between experimental
and control groups were performed by one-way (exercise or 6-OHDA = independent
variable) or two-way ANOVA (6-OHDA x exercise treatments = independent
variables) followed by Newman-Keuls test when appropriate. A value of p < 0.05 was
considered to be significant. All tests and plotting graphics were executed using the
GraphPad prism 5 software (San Diego, CA, U.S.A)).

3. Results

3.1 Behavioural assessment

3.1.1 Locomotor activity in the OFT

Two-way ANOVA revealed that number of rearing in OFT was not changed
significantly by 6-OHDA x exercise interaction (F13s=0.15; p = 0.69), exercise (F1.36 =
4.61; p =0.08) and 6-OHDA (F136=0.01; p = 0.98) (table 1).
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Two-way ANOVA revealed that total distance in OFT was not changed
significantly by 6-OHDA x exercise interaction (F13s = 2.25; p = 0.24), exercise (F1.36 =
0.06; p = 0.80) and 6-OHDA (F1 35 = 2.39; p = 0.14) (table 1).

Statistical analysis of the velocity performed in OFT was not changed
significantly by 6-OHDA x exercise interaction (Fy.3s = 3.23; p = 0.08), exercise (F1.36 =
0.32; p = 0.57] and 6-OHDA (F1.36 =0.13; p = 0.70) (table 1).

3.1.2 Coordination activity in rota rod test

Two-way ANOVA revealed that latency to fall in rota rod test was changed
significantly by 6-OHDA x exercise interaction (F13s = 11.64; p = 0.01), but not by
exercise (F1.3s=2.71; p = 0.10) and 6-OHDA (F1.35 = 2.56; p = 0.11) (table 1). Post hoc
comparisons demonstrated that animals in the sedentary/6-OHDA group showed a
reduction in latency to fall in rota rod test when compared to that of animals in
vehicle/sedentary group. Physical exercise protected against impairment in rota rod test
caused by 6-OHDA.

Statistical analysis of the falls number in rota rod test was not changed
significantly by 6-OHDA x exercise interaction (Fy.3s = 2.82; p = 0.10), exercise (F1.36=
1.59; p = 0.21] and 6-OHDA (F1.36 =0.05; p = 0.82) (table 1).

3.1.3 Depressive-like behavior in the TST

Two-way ANOVA of depressive-like behavior in the TST revealed a significant
6-OHDA x exercise interaction (Fy3s = 5.43; p =0.02) and a main effect of exercise
(F13s = 5.34; p = 0.02] and 6-OHDA (F13s = 4.31; p = 0.02) (fig. 2). Post hoc
comparisons demonstrated that animals in the 6-OHDA/sedentary group showed a
increase in immobility time when compared to that of animals in vehicle/sedentary
group, exhibiting 6-OHDA induced depressive-like behavior in the TST. ST protected
against increase in immobility time in the TST caused by 6-OHDA.

3.1.4 Short-term memory (STM) in ORT

Two-way ANOVA of cognitive performance in the ORT did no reveal a
significant 6-OHDA x exercise interaction (F1.36 = 0.54; p = 0.47), exercise factor (F1.36
=0.07; p=0.79] and 6-OHDA factor (F13s=0.62; p = 0.44) (fig. 3A).
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3.1.5 Long-term memory in ORT

Statistical analysis of cognitive performance in the ORT revealed a significant 6-
OHDA x exercise interaction (F1.3 = 33.52; p = 0.01) and a main effect of 6-OHDA
(F1.36 = 68.43; p < 0.05), but not of exercise (F13s = 3.13; p = 0.29) (fig. 3B). Post hoc
comparisons demonstrated that injection of 6-OHDA/sedentary reduced recognition
index in sedentary mice, promoting impairment on LTM. Exercise prevented against
LTM impairment elicited by 6-OHDA, improving the recognition index in LTM.

3.2 Assessment of muscle oxidative metabolism

The adaptation of skeletal muscle oxidative capacity is considered a good mark
of exercise training efficacy (Wibom et al. 1992). Citrate synthase (CS) activity is
routinely used as a marker of aerobic capacity and mitochondrial density in skeletal
muscle in experiments with rodents (Mann et al., 2010) and humans (Leek et al. 2001,
Love et al. 2011). In light of this, the activities of CS and mitochondrial respiratory
system complex were assayed in mitochondrial isolated from quadriceps femoris in
order to assay the efficacy of exercise training protocol. One-way ANOVA revealed
that exercise increased significantly CS (F120 = 25.98, p < 0.05; fig. 4A) activities in

trained animals in relation to sedentary animals.

3.3 Biomarkers of oxidative stress, neuroinflammation and neurochemical
alterations

3.3.1 RS levels

Two-way ANOVA of RS levels in striatum of mice demonstrated a significant
6-OHDA x exercise interaction (F13s = 9.91; p = 0.01) and a main effect of exercise
(F136 = 4.71; p = 0.04) and 6-OHDA (F13s = 38.86; p = 0.01). Post hoc comparisons
revealed that 6-OHDA significantly increased RS levels in striatum of mice. Physical
exercise prevented the increase of RS levels caused by 6-OHDA in striatum of mice
(fig. 4B).

3.3.2 IL-1p (proinflammatory cytokines) levels

Two-way ANOVA of IL-1B levels in striatum of mice demonstrated a
significant 6-OHDAX exercise interaction (F14 = 14.76; p = 0.01) and a main effect of
exercise (F124 = 8.07; p = 0.01) and 6-OHDA (Fi124 = 66.85; p =0.01). Post hoc

comparisons revealed that 6-OHDA significantly increased IL-1p levels in striatum of
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sedentary mice. Exercise prevented the increase of IL-1p levels caused by 6-OHDA in

striatum of mice (fig. 4C).

3.3.3 DA, DOPAC and HVA levels

Statistical analysis of DA levels in striatum revealed a significant 6-OHDA x
exercise interaction (Fi24 = 22.39; p = 0.01) and a main effect of 6-OHDA (F124 =
39.30; p = 0.01). Post hoc comparisons demonstrated that 6-OHDA significantly
decreased DA levels in striatum of sedentary mice. Exercise prevented the decrease of
DA levels caused by 6-OHDA in striatum of mice (fig. 5A).

Two-way ANOVA of DOPAC levels in striatum yielded a significant 6-OHDA
x exercise interaction (F124 = 5.09; p = 0.03) and a main effect of 6-OHDA (F124 =
22.92; p = 0.01) (fig. 5B). Post hoc comparisons demonstrated that 6-OHDA
significantly decreased DOPAC levels in striatum of sedentary mice. Exercise
significantly restored DOPAC levels in striatum of mice in exercise/6-OHDA group.

A significant 6-OHDA x exercise interaction (F124=23.03; p = 0.01) and a main
effect of exercise (F124 = 21.44; p = 0.01) and 6-OHDA (F124 = 63.38; p = 0.01) in
striatum HVA levels in striatum of mice was observed (fig. 5C). Post hoc comparisons
demonstrated that 6-OHDA significantly decreased HVA levels in striatum of sedentary
mice. Physical exercise significantly restored HVA levels in striatum of exercise/6-
OHDA mice.

3.3.4 CAT activity

Two-way ANOVA revealed that CAT activity in striatum of mice was not
changed significantly by 6-OHDA x exercise interaction (Fi24 = 0.13; p = 0.71),
exercise (F124=0.44; p =0.51) and 6-OHDA (F1.24=0.15; p = 0.70) (table 2).

3.3.5 GST activity

Two-way ANOVA of GST activity in striatum demonstrated a significant 6-
OHDA x exercise interaction (F124 = 26.86; p = 0.01) and a main effect of exercise
(F124=46.42; p = 0.01) and 6-OHDA (F124 = 53.81; p = 0.01). Post hoc comparisons
revealed that 6-OHDA significantly increased GST activity in striatum of sedentary
mice. Exercise prevented the increase of GST activity caused by 6-OHDA in

hippocampus of mice (table 2).
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3.3.6 GPx activity

Statistical analysis of GPx activity in striatum revealed a significant a main
effect exercise (F124=19.70; p =0.01) and of 6-OHDA (F124=45.74; p =0.01). Post
hoc comparisons demonstrated that 6-OHDA significantly inhibited GPx activity in
striatum of sedentary mice. Physical exercise prevented the inhibition of GPx activity
caused by 6-OHDA in striatum of mice (table 2).

3.3.7 GR activity

Two-way ANOVA of GR activity in hippocampus demonstrated a significant 6-
OHDA x exercise interaction (F14 = 8.06; p = 0.01) and a main effect of 6-OHDA
(F124 = 5.85; p = 0.02). Post hoc comparisons revealed that 6-OHDA significantly
increased GR activity in striatum of sedentary mice. Exercise prevented the increase of
GR activity caused by 6-OHDA in striatum of mice (table 2).

4. Discussion

Recent studies have demonstrated that exercise improves motor function in PD
patients and in animal models of PD (Tillerson et al., 2003; Fisher et al., 2004;
Petzinger et al., 2007). Exercise also improves neuropsychiatric symptoms in non-PD
patients and in mice (Babyak et al., 2000; Barbour et al., 2005; De Moor et al., 2006;
Duman et al., 2008). The purpose of this study was to investigate the impact of exercise
on an experimental model of PD, induced by 6-OHDA in mice, with a moderate level of
neurodegenerative disease and to explore possible mechanisms of exercise induced
neuroprotection. For 4 weeks after injection of 6-OHDA or saline, mice were subject to
ST or remained sedentary. With this protocol, we demonstrated that ST protected
striatum of mice against oxidative stress, neuroinflammation and the decrease of DA,
DOPAC and HVA levels caused by 6-OHDA exposure. The neuroprotective impact of
exercise was also confirmed by behavioral improvement; thus, the exercise group
performed better than the sedentary in cognitive impairment, depressive-like test and
coordination activity.

ST is considered an effective exercise protocol to enhance muscle oxidative
capacity and promotes adaptation to physical training in rodents similar to those
observed in human beings. Likewise, swim is a natural ability of rodents and ST lacks
the presence of electric stimulus as stress factor (Contarteze et al. 2008). ST is more

suitable for animal models with neurodegenerative lesions and with partial DA
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depletion. Such animal models are suitable for drug discovery studies, and therefore,
swim-test can serve as a valuable tool to assess motor behavioural aberration in
neuroprotective studies (Haobam et al., 2005).

Depression is among the most common psychiatric conditions accompanying
PD. Indeed, depending on the criteria used, depression can affect 10-45% of PD
patients (Noyce et al., 2012). Furthermore, it has been shown that depression may
largely precede the onset of motor symptoms of PD (Nilsson et al., 2001; Noyce et al.,
2012). It was found in the TST, one of the tests most commonly used to evaluate
depression-like behavior in laboratory rodents (Cryan et al., 2005), are in line with the
clinical data (Pollak et al., 2010). The findings herein indicated that infusions of the
neurotoxin 6-OHDA was able to produce depressive-like behaviors assessed through
the TST. Furthermore, such an alteration in TST has been found 5 weeks after the
lesion, when no alteration is as yet present according to locomotor activity analysis.
Although very subtle motor impairment not revealed by the latter analysis cannot be
ruled out, these results suggest that the appearance of depression-like behavior precedes
that of motor symptoms. In addition, the alterations in dopaminergic system suggest,
therefore, that neurotransmitter systems play an important role in depressive-like
behaviors in the current model tested, further supporting the involvement of these
neurotransmitter systems in PD-related depression (Schrag, 2004; Zhang et al., 2011).
This result supports our point of view that 6-OHDA subjects were enduring a
depression-like process, similar to what was previously reported by other groups
(Branchi et al., 2008; Tadaiesky et al., 2008; Santiago et al., 2010). Our results
demonstrated that exercise group obtained less immobility time than the 6-
OHDAV/sedentary group, showing that ST had antidepressant — like effect in this model
of PD induced by 6-OHDA in mice. This antidepressant-like activity of ST in a PD
model was correlated with neurochemical and neuroinflammatory alterations at the
striatal level. The present study also revealed the neuroprotective potential of ST against
6-OHDA —induced Parkinson-like symptoms in mice. This result demonstrated that
challenge with injection of 6-OHDA resulted in the behavioral alteration (rota rod
performance in the latency to fall) was reverted by ST in mice.

Besides emotional deficits presented in PD patients, PD seems to produce
cognitive deficits, especially in procedural memory. The striatum has been the main
area implicated in procedural learning dysfunctions (Saint-Cyr et al., 1988; Tadaiesky et

al., 2008), consistent with earlier studies reporting that PD models impair mice
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performance in the ORT (De Leonibus et al., 2007; Magen et al., 2012). To assess the
cognitive behaviour of mice we resort to the object recognition test (ORT). This test is
considered well-suited to study the effect of exercise on cognition and it does not
involve strong aversive elements such as foot shock delivered during fear conditioning
or food deprivation (Hopkins and Bucci 2010). ORT exploits the natural tendency of
animals to explore novel stimuli in preference to familiar stimuli, and it is used to
evaluate declarative memory. Our data demonstrated that injection of 6-OHDA induced
long-term memory (LTM) impairment in sedentary mice revealed by the reduction of
recognition index in ORT. Importantly, the percent of striatal DA, DOPAC and HVA
depletion and increase of stress oxidative and neuroinflammation observed in this study
was similar to previous studies showing deficits in memory tasks (Miyoshi et al., 2002;
Ferro et al., 2005; De Leonibus et al., 2009). As for the cognitive deficits found in this
test, our findings support the hypothesis of an involvement of striatal DA, DOPAC and
HVA levels, antioxidant deficits and neuroinflammation induced by 6-OHDA in
memory in this model of PD. In our study, ST protected against cognitive impairment
induced by 6-OHDA, preserving LTM, revealed by preventing reduction of recognition
index in ORT due mechanisms such as antioxidant, anti-inflammatory and DA-
enhancing.

In this study, 6-OHDA infusion caused an overproduction of free radicals which,
in turn, caused oxidative damages to membrane lipids and protein levels, and ultimately
lead to a modification in activity of antioxidant enzymes. This oxidative neuronal
damage in 6-OHDA-treated rodents is consistent with previous reports (Khan et al.,
2012; Shobana et al., 2012). 6-OHDA is a selective catecholamine neurotoxin and could
easily undergo autoxidation to yield hydrogen peroxide and superoxide radicals which
take part in a secondary metal-catalyzed Haber-Weiss reaction producing hydroxyl free
radicals (Opacka-Juffry et al., 1998). As a result, sedentary mice exposed to 6-OHDA
had an inhibition of GPx activiy and an increase of GR and GST activities and RS
levels. Conversely, we demonstrated that the activity of CAT remained unaltered in all
groups. In relation to CAT activity, this fact can be explained partly due to the lower
levels of CAT naturally found in the brain (Aksu et al. 2009). We also demonstrated
that ST for 4 weeks reverted the inhibition of the GPx activity and the increase in GR
and GST activities and RS levels induced by 6-OHDA in striatum of mice. Thus, our
study demonstrated that exercise may protect against this neurotoxic mechanism of 6-

OHDA on cellular redox state of brain by modulated antioxidant enzymes.
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The antioxidant protection of exercise is based on the hormetic principle. It
means that low exposures to toxins and other stressors promote favorable organic
adaptations, enhancing physiological performance and improving health (Ji et al. 2006).
Thus, acute exposures to exercise are inducers of oxidative stress, where chronic
exposure is required for the upregulation of antioxidant defenses. Indeed, the generation
of RS is enhanced during exercise mainly due to an increase in the oxygen
consumption, to reductive stress coming from the cyclic events of muscle contraction
(ischemia-reperfusion), and to the activation of the xanthine oxidase (Bloomer and
Goldfarb 2004). Therefore, RS play an important role in the mechanism whereby
exercise confers antioxidant protection (Ji et al. 2006).

Neuroinflammation is a key process in the neuropathogenesis of PD and
involves the release from the activated glia of a number of neurotoxic molecules such as
RS and cytokines (Barnum and Tansey, 2010; Hirsch et al. 2012). Excessive levels of
proinflammatory cytokines tumor necrosis factor — alfa (TNF-a) and IL-1f are apt to
induce neuronal damage through a variety of mechanisms in PD, including the
generation of free oxygen radicals (Koprich et al., 2008) and directly bind to their
receptors on the cell surfaces on dopaminergic neurons (Phani et al., 2012). Under
physiological conditions these cytokines are expressed at low levels in the brain, but
they can be induced by insults resulting in neurodegeneration (Zhao et al., 2007;
Koprich et al., 2008). Our data clearly demonstrated that injection of 6-OHDA- induced
an expressive rise in IL-1p levels in striatum of sedentary mice. In this study, we found
that ST protected against this 6-OHDA-induced proinflammatory effect reinforcing
reports that have shown anti-inflammatory effects of exercise in this PD model
(Mabandla and Russell, 2010; Tajiri et al., 2010; Dimatelis et al., 2012).

The measurement of monoamine neurotransmitters in the basal ganglia serves as
an important method to determine whether or not a particular drug has a therapeutic
effect on dopaminergic neurons (Moore et al., 2005). The activities of dopaminergic
neurons can thus be inferred by determining the levels of DA, DOPAC and HVA in the
brain or in the cerebrospinal fluid (Moore et al., 2005). To this end, we performed
HPLC ECD to detect monoamine neurotransmitters in the striatum of mice, and found
that levels of DA, DOPAC and HVA were significantly decreased following 6-OHDA
exposure, which is similar to previous reports (Glajch et al., 2012; Heuer et al., 2012;
Shobana et al., 2012). We can inferred from the above study that ST may inhibit the 6-

OHDA-induced catecholamine neurotoxicity and maintain the concentration of DA and
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its metabolites at normality or close to normality. Therefore, ST appears to act, in this
PD model induced by 6-OHDA, via antioxidant and anti-inflammatory and DA-
enhancing mechanisms that rescue the compromised cells in striatum of mice.

The present study demonstrated that an 4-week ST with low intensity was
effective in attenuating the following impairments resulting from 6-OHDA exposure in
mice: (1) depressive-like behavior in TST; (2) increase in number of falls in rota rod
test; (3) impairment on LTM in the ORT, (3) increased RS and IL-1pB levels; (4)
inhibition of the GPx activity and rise the GR and GST activities and (5) decrease the
levels of DA, DOPAC and HVA. In view of our results, we indicated that ST acting as a
neuroprotective agent analyzing behavioral, neurochemical and biochemical parameters.
The mechanisms involved in this study are the modulation of GPx, GR and GST
activities and IL-1p level in a PD model induced by 6-OHDA in mice, and hence
protecting against the decrease of DA, DOPAC and HVA levels in striatum of mice.
These findings reinforce that one of the effects induced by exercise on
neurodegenerative disease, such as PD, is due to antioxidant and anti-inflammatory
properties.

In conclusion, we suggest that exercise attenuates cognitive and motor declines,
depression, oxidative stress, and neuroinflammation induced by 6-OHDA in mice
supporting the hypothesis that exercise can be used as a non-pharmacological tool to

reduce the symptoms of PD.
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Legends of figures
Fig.1. Experimental study design.

Fig.2. Effect of 4-weeks ST and steriotax surgery injection 6-OHDA on TST. Values
are mean + S.E.M. (n=10 per group). ® P<0,05 when compared sedentary/6-OHDA with
sedentary/vehicle. ¢ P<0.05 when compared exercise/6-OHDA with sedentary/6-OHDA
(two-way ANOVA and Newman-Keuls multiple comparison test).
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Fig.3. Effect of 4-weeks ST and steriotax surgery injection 6-OHDA on STM (A) and
LTM. Values are mean + S.E.M. (n=10 per group). ° P<0,05 when compared
sedentary/6-OHDA with sedentary/vehicle. ¢ P<0.05 when compared exercise/6-OHDA
with sedentary/6-OHDA (two-way ANOVA and Newman-Keuls multiple comparison
test).

Fig.4. Effect of 4-weeks ST and steriotax surgery injection 6-OHDA on CS activity in
quadriceps femoris muscle (A), RS (B) and IL-1p levels (C) in striatum of mice. Values
are mean * S.E.M. (n=10 per group). * P<0,05 when compared sedentary/vehicle with
exercise/vehicle. ® P<0,05 when compared sedentary/6-OHDA with sedentary/vehicle. °
P<0.05 when compared exercise/6-OHDA with sedentary/6-OHDA. ¢ P<0,05 when
compared exercise/6-OHDA with sedentary/vehicle (two-way ANOVA and Newman-

Keuls multiple comparison test).

Fig. 5. Effect of 4-weeks ST and steriotax surgery injection 6-OHDA on DA (A),

DOPAC (B) and HVA levels (C) in striatum of mice. Values are mean £ S.E.M. (n=10

per group). © P<0,05 when compared sedentary/6-OHDA with sedentary/vehicle. ¢

P<0.05 when compared exercise/6-OHDA with sedentary/6-OHDA. ¢ P<0,05 when
compared exercise/6-OHDA with sedentary/vehicle (two-way ANOVA and Newman-

Keuls multiple comparison test).
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Table 1. Effect of 4-weeks ST and surgery injection 6-OHDA on number of rearing, distance, velocity, latency to fall of rod and falls
number of mice.

Groups Number of Distance Velocity Latency to fall  Falls number®

rearings* (mm)* (mm/s)* of rod?

Vehicle/Sedentary 11,9+ 1,89 10920 + 2675 37,2+ 7,69 102,1+ 7,80 1,4 +0,39
Vehicle/Exercise 14,8+ 1,31 17180+ 2792 60,7 + 8,79 753+11,86  1,6+047
6-OHDA/Sedentary  112+208  18300+3133  59,0+1046  57,8+9,85"  20+044
6-OHDA/Exercise  155+1,12 15280 +1785 44,8 +448 1025+6,27" 0,840,227

The values were analyzed by two-way ANOVA and Newman-Keuls multiple comparison test, each value is expressed as the mean £ SD (n = 10
mice/group). ® P<0,05 when compared sedentary/6-OHDA with sedentary/vehicle. ¢ P<0.05 when compared exercise/6-OHDA with sedentary/6-
OHDA. *Measured in the open-field test. “Measured in the rotarod test.
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Table 2. Effect of 4-weeks ST and surgery injection 6-OHDA on CAT, GST, GPx and GR activities in striatum of mice.

Groups CAT GST GPx GR
Vehicle/Sedentary 0,85+ 0,19 30,1+ 4,76 47,7 +2,78 30,9 +2,49
Vehicle/Exercise 0,65+ 0,13 23,0+2.24 54.4 + 226 33,96 + 2,65
6-OHDA/Sedentary 070 + 0,16 86,3 + 4,00° 26,6 +2,31° 45,6 +3,27°
6-OHDA/Exercise 65+ 0,31 27.6 + 5,30¢ 41,9 + 2 55%¢ 3279 + 2,68°

The values were analyzed by two-way ANOVA and Newman-Keuls multiple comparison test, each value is expressed as the mean £ SD (n = 10

mice/group). CAT, GST, GPx and GR activities are expressed as units (U)/mg protein; nmol CDNB conjugated/min/mg protein; nmol

NADPH/min/mg protein and nmol NADPH/min/mg protein, respectively. ® P<0,05 when compared sedentary/6-OHDA with sedentary/vehicle.

P<0.05 when compared exercise/vehicle with sedentary/vehicle. ¢ P<0.05 when compared exercise/6-OHDA with sedentary/6-OHDA. ¢ P<0,05

when compared exercise/6-OHDA with sedentary/vehicle.
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PARTE 11l

DISCUSSAO

As principais hipdteses dessa dissertacdo baseiam em recentes estudos,
demonstrando que através do exercicio fisico houve uma melhora nos sintomas motores
em pacientes e em modelos animais da DP (Tillerson et al., 2003; Fisher et al., 2004;
Petzinger et al., 2007) e, também, nos sintomas neuropsiquiatricos (Babyak et al., 2000;
Barbour et al., 2005; De Moor et al., 2006; Duman et al., 2008). O objetivo deste estudo
foi investigar o impacto do exercicio em um modelo experimental de DP, induzido por
6-OHDA em camundongos, com um nivel moderado neurodegeneracdo e explorar
possiveis mecanismos de neuroprotecdo induzida pelo exercicio. Durante 4 semanas
apos a injecdo de 6-OHDA, ou solucdo salina, os camundongos foram submetidos a
treinamento de natacdo (TN) 5 dias/semana ou permaneceram sedentarios. Com este
protocolo, demonstrou-se que TN protegeu o estriado de camundongos contra o estresse
oxidativo, neuroinflamacdo e a diminuicéo dos niveis de DA, DOPAC e HVA causados
pela infusdo de 6-OHDA. O efeito neuroprotetor do exercicio também foi confirmado
pela melhora comportamental, assim, o grupo submetido ao exercicio demonstrou
melhora em relacdo ao sedentario no prejuizo cognitivo, teste tipo depressivo e
atividade locomotora.

O TN ¢é considerado um protocolo de exercicio eficaz para aumentar a
capacidade oxidativa do musculo e promover a adaptacdo ao exercicio fisico em
camundongos semelhantes aos observados em humanos (Gobatto et al., 2001; Voltarelli
et al., 2002). Da mesma forma, nadar é uma habilidade natural de roedores e 0 TN nédo
tem a presenca de estimulo elétrico como fator de estresse (Contarteze et al., 2008). O
TN e mais apropriado para modelos de animais com lesdes neurodegenerativas e com
deplecdo DA parcial. Tais modelos animais séo adequados para estudos de descoberta
de drogas e, consequentemente, teste utilizando natacdo pode servir como uma
ferramenta valiosa para avaliar disfungdes no comportamento motor em estudos
neuroprotetores (Haobam et al., 2005).

A depressao esta entre as condi¢des psiquiatricas mais comuns que acompanham
DP. De fato, de acordo com os critérios utilizados, a depressdo pode afetar 10-45% dos
pacientes com DP (Noyce et al., 2012). Além disso, demonstrou-se que a depressao

pode preceder o inicio dos sintomas motores da DP (Nilsson et al, 2001; Noyce et al.,
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2012). Verificou-se no teste de suspensdo pela cauda (TST), um dos testes mais
utilizados para avaliar um comportamento semelhante ao da depresséo em roedores
(Cryan et al., 2005), estdo de acordo com os dados clinicos (Pollak et al., 2010). Os
resultados indicam que a infusdo da neurotoxina 6-OHDA foi capaz de produzir um
efeito tipo depressivo avaliado pelo TST. Alem disso, a alteracdo no TST foi encontrado
5 semanas apos a lesdo, quando ndo houve alteracdo da atividade locomotora no teste do
campo aberto. Esses resultados sugerem que o aparecimento da depressao como o
comportamento antecessor aos sintomas motores. Além disso, as alteragdes no sistema
dopaminérgico sugerem, portanto, que 0s sistemas de neurotransmissores desempenham
um papel importante nos comportamentos semelhantes & depressdo nos atuais modelos
testados, apoiando ainda mais 0 envolvimento desses sistemas de neurotransmissores
relacionando a depressdo na DP (Schrag, 2004; Zhang et al. 2011). Este resultado apoia
0 nosso ponto de vista que os camundongos injetados com 6-OHDA sofreram um
processo depressivo semelhante ao que foi relatado anteriormente por outros grupos
(Branchi et al, 2008; Tadaiesky et al, 2008; Santiago et al, 2010). Os resultados
demonstram que o grupo de exercicio obteve menor tempo de imobilidade do que o
grupo 6-OHDA/sedentario, mostrando que o ST possui capacidade tipo antidepressiva -
como efeito neste modelo de DP induzida pela 6-OHDA, em camundongos. Esta
atividade antidepressiva do TN em um modelo de DP foi correlacionada com as
alteracdes neuroquimicas e neuroinflamatéria a nivel estriatal. O presente estudo
também revelou o potencial neuroprotetor do TN contra 6-OHDA induzindo um modelo
dos sintomas da DP em camundongos. Este resultado demonstrou que a injecdo de 6-
OHDA resultou na alteracdo comportamental (no teste de rota-rod, com o tempo de
primeira queda) foi revertida pelo TN em camundongos.

Além de deficit emocionais apresentadas em pacientes com DP, esta doenca
parece produzir deficit cognitivos, especialmente em procedimentos de memoria. O
estriado tem sido a principal area indicada em disfunc¢bes de aprendizagem processuais
(Saint-Cyr et al, 1988; Tadaiesky et al, 2008), consistente com estudos anteriores que
relatam que os modelos DP prejudicam o desempenho de camundongos no teste de
reconhecimento de objetos (TRO) (De Leonibus et al., 2007; Magen et al, 2012). Este
teste é considerado adequado para estudar o efeito do exercicio na cogni¢do e nédo
envolve elementos aversivos fortes, tais como chogue no pé empregado durante o
condicionamento do medo ou privacdo de alimentos (Hopkins e Bucci 2010). O TRO

explora a tendéncia natural dos animais para explorar novos estimulos, de preferéncia a
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estimulos conhecidos e € usado para avaliar a memoria declarativa. Os nossos dados
demonstram que a injecdo de 6-OHDA no comprometimento da memoria de longo
prazo (MLP) em camundongos sedentéarios, revela uma reducdo do indice de
reconhecimento de novo objeto. E importante ressaltar que o percentual de DA,
DOPAC e HVA estriatal, e aumento da neuroinflamacdo e estresse oxidativo
observados neste estudo foi semelhante aos estudos anteriores que mostram deficit em
tarefas de memaria (Miyoshi et al, 2002;. Ferro et al, 2005;. De Leonibus et al., 2009).
Quanto aos deficit cognitivos encontrados neste teste, nossos resultados suportam a
hipdtese de um envolvimento do corpo estriado, niveis de DA, DOPAC e HVA, deficit
antioxidantes e neuroinflamagdo induzidas por 6-OHDA na memoria neste modelo de
DP. No nosso estudo, o TN protege contra deficit cognitivo induzido pela 6-OHDA,
preservando MLP, evitando a reducédo do indice de reconhecimento no TRO devido a
mecanismos tais como antioxidante, anti-inflamatorio e protecdo contra a reducad nos
niveis de DA.

Neste estudo, a infusdo de 6-OHDA causou uma producdo excessiva de radicais
livres que, por sua vez, causou danos oxidativos na membrana lipidica, e em ultima
analise, conduziu uma alteracdo na atividade de enzimas antioxidantes. O dano
oxidativo neuronal em roedores infundidos por 6-OHDA ¢é consistente com relatos
anteriores (Ahmad et al, 2012; Shobana et al, 2012). A 6-OHDA ¢é uma neurotoxina de
catecolaminas seletivas e pode facilmente ser submetido a auto-oxidacdo para produzir
peréxido de hidrogénio e os radicais superoxido que participam de maneira secundaria
na reagdo catalisada por metal de Haber-Weiss produzindo radicais hidroxila livres
(Opacka-Juffry et al., 1998). Como resultado, os camundongos sedentéarios expostos a
6-OHDA teve uma inibicdo da atividade da GPx e um aumento da atividade de GR e de
GST e os niveis de espécies reativas (ER). Por outro lado, n6s demonstramos que a
atividade de CAT permaneceu inalterada em todos os grupos. Em relacdo a atividade de
CAT, este fato pode ser explicado em parte devido aos niveis mais baixos de CAT
naturalmente encontrados no cérebro de camundongos (Aksu et al.,, 2009).
Demonstramos ainda que o TN, foi capaz de reverter a inibi¢do da atividade da GPx e o
aumento da atividade de GR e GST e niveis de ER induzido pela 6-OHDA no estriado
de camundongos. Dessa maneira, 0 nosso estudo demonstrou que 0 exercicio protegeu
contra este mecanismo neurotoxico da 6-OHDA no estado redox celular no cérebro por

modulacgéo de enzimas antioxidantes.
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A neuroinflamacéo é um processo fundamental para a neuropatogénese de DP e
envolve a liberacdo de uma série de moléculas a partir da ativacdo da microglia, tais
como ER neurotoxicas e citocinas (Barnum e Tansey, 2010; Hirsch et al 2012). Os
niveis excessivos de citoquinas pro-inflamatodrias, tais como TNF-a e IL-1f sdo capazes
de induzir a lesdo neuronal por meio de uma variedade de mecanismos da DP, incluindo
a geracdo de EROs (Koprich et al., 2008) e ligando-se diretamente aos seus receptores
na célula superficies dos neurénios dopaminérgicos (Phani et al., 2012). Sob condic¢des
fisioldgicas tais citocinas sdo expressas em baixos niveis no cérebro, mas podem ser
induzidas por insultos resultantes na neurodegeneracao (Zhao et al, 2007; Koprich et al,
2008). Os nossos dados demonstram claramente que a inje¢do de 6-OHDA induziu um
aumento expressivo nos niveis IL-1B no corpo estriado de camundongos sedentarios.
Neste estudo, verificou-se que o TN protegeu contra o efeito induzido pela 6-OHDA,
reforcando relatos que mostram o efeito anti-inflamatorio do exercicio neste modelo da
DP (Mabandla e Russell, 2010; Tajiri et al, 2010; Dimatelis et al ., 2012).

A medicdo das monoaminas neurotransmissoras no estriado serve como um
importante método para determinar ha existéncia ou ndo uma droga especifica com
efeito terapéutico sobre os neurdnios dopaminérgicos (Moore et al.,, 2005). As
atividades dos neurbnios dopaminérgicos pode, assim, ser inferido através da
determinacédo dos niveis de DA, DOPAC e HVA no cérebro ou no fluido cerebrospinal
(Moore et al., 2005). Para este fim, utilizou HPLC-ECD para detectar as monoaminas
neurotransmissoras de no corpo estriado de camundongos, e verificar se 0s niveis de
DA, DOPAC e HVA foram significativamente menores ap6s a infusdo de 6-OHDA,
semelhante a estudos anteriores (Glajch et al., 2012; Heuer et al., 2012;. Shobana et al.,
2012). Pode inferir-se que neste estudo, o TN pode inibir a neurotoxicidade induzida
nas catecolaminas pela 6-OHDA e manter a concentracdo de DA e o0s seus metabolitos
na normalidade ou préximo dos niveis do grupo controle. Portanto, o0 TN parece atuar,
neste modelo de DP induzida pela 6-OHDA, através de mecanismos antioxidantes e
anti-inflamatorios e atenuando a perca de DA e metabdlitos que auxiliam as células
comprometidas no estriado de camundongos.

O presente estudo demonstrou que um TN de 4 semanas com baixa intensidade
foi eficaz em atenuar as seguintes deficiéncias resultantes da exposicdo a 6-OHDA em
camundongos: (1) comportamento tipo depressivo no TST, (2) aumento do nimero de
guedas no teste roda-rod, (3) no prejuizo na MLP no TRO, (3) o0 aumento dos niveis de
ER, (4) inibicdo da atividade da GPx e aumento da atividade de GR e GST, (5) o
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aumento dos niveis de IL-1pB e (6) diminui¢do dos niveis de DA, DOPAC ¢ HVA. Em
vista, nossos resultados indicaram que o ST agiu como um agente neuroprotetor ao
analisar os pardmetros comportamentais, neuroquimicos e bioquimicos. Os mecanismos
envolvidos no presente estudo sdo a modulacdo das atividades de GPx, GR e GST e do
nivel de IL-1p no modelo de DP induzido pela 6-OHDA em camundongos e, portanto, a
protecdo contra o declinio dos niveis de DA, DOPAC e HVA no estriado de
camundongos. Estes resultados reforcam que os efeitos induzidos pelo exercicio em
doencas neurodegenerativas, tais como DP, sdo devido a sua propriedade antioxidante e
anti-inflamatoria.

Em conclusdo, pode-se sugerir que o exercicio atenua declinios cognitivos e
motores, depresséo, estresse oxidativo e neuroinflamagéo induzidas pela 6-OHDA em
camundongos, suportando a hipdtese de que o exercicio pode ser usado como

ferramenta ndo farmacoldgica para atenuar os sintomas da DP.
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CONCLUSOES

Com os dados obtidos é possivel concluir que o protocolo de natacdo utilizado
foi eficaz em atenuar o dano causado pela injecdo de 6-OHDA no estriado de
camundongos em um modelo da DP.

Com isso, a natagdo surge como alternativa de exercicio, além dos terrestres ja

utilizados, a ser utilizada como um possivel tratamento auxiliar para a DP.
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PERSPECTIVAS

Afim de elucidar melhor o papel da natacdo como possivel meio no auxilio da
prevencdo e ao tratamento farmacologico da DP, este trabalho terd continuidade no
doutorado. Neste sentido, o protocolo utilizado serd modificado, desde o modelo
(pretende-se utilizar o MPTP ao invés da 6-OHDA) até o protocolo de exercicio fisico
utilizado (sendo que nesse caso, pretende-se averiguar o papel do exercicio antes e ap6s
0 modelo induzido a DP). Além disso, pretende-se medir outros marcadores
inflamatérios além da IL-1B8, imuno-histoquimica, quantificar as EROs (por
fluorescéncia) e, averiguar a atividade e expressdo de enzimas antioxidantes (SOD,
CAT e GPx).
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