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RESUMO

Introducdo: A doenca de Parkinson (DP) afeta o sistema cardiorrespiratério causando
aumento na massa ventricular esquerda do coragdo e fraqueza muscular respiratoria
comparado aos individuos saudaveis. Objetivos: Analisar os efeitos do treinamento de alta
intensidade (TIAIl) sobre o desempenho funcional e a estrutura dos musculos
cardiorrespiratérios de ratos com DP. Materiais e Métodos: Foram utilizados 70 ratos
Wistar, machos, com 40 dias de vida, distribuidos nos grupos com Parkinson (PA) e sham
(SH); subdivididos em grupos que realizaram o TIAI antes dacirurgia (TIAla), TIAI depois
dacirurgia (TIAId)e TIAl antes e depois dacirurgia (TIAlad). O exercicio fisico foi realizado
antes e/ou apos a inducdo da DP. Os ratos realizaram o exercicio 5 vezes na semana, por 25
minutos/dia, durante 4 ou 8 semanas. O desempenho funcional dos animais foi avaliado por
meio dos testes passo em falso e barras paralelas. Para analise morfométrica do coracéo foi
realizado o calculo do peso relativo do coracdo, o diametro e a espessura do ventriculo
esquerdo. Os masculos domiocardio, diafragma, intercostais e reto abdominal foram corados
com hematoxilina e eosina (HE). O estudo da histomorfometria foi realizado com o programa
Image J-Pro Plus para andlise da area de secdo transversal dos musculos e nimero de fibras
musculares. A analise dos dados foi realizada com o programa estatistico GraphPad Prism
9.3, teste ANOVA one-way, seguido do post-hoc de Tukey (p<0,05). Resultados: A analise
das patas traseiras com o teste de barras paralelas demonstrou que os animais treinados
apresentaram melhora do desempenho funcional em comparagdo aos animais do grupo
sedentario. A relacdo entre o peso corporal, 0 peso cardiaco e o numero de cardiomidcitos
ndo foi significativamente diferente nos animais PA e SH treinados. Houve aumento nas areas
dos musculos diafragma, intercostais e reto abdominal, nos grupos PA e SH treinados em
relacdo aos sedentérios. Conclusdo: O TIAI proporcionou hipertrofia dos musculos
respiratérios e do ventriculo esquerdo do coracéo, além de melhorar o desempenho funcional

das patas traseiras dos animais com DP.

PALAVRAS-CHAVE: Doenga de Parkinson. Desempenho Funcional. Treinamento de Alta

Intensidade. Coragdo. Musculos Respiratorios.



ABSTRACT

Introduction: Parkinson's disease (PD) affects the cardiorespiratory system causing an
increase in the left ventricular mass of the heart and respiratory muscle weakness compared to
healthy individuals. Objectives: Analyzing the effects of high-intensity training (TIAI) on the
functional performance and structure of cardiorespiratory muscles in rats with PD. Materials
and Methods: We used 70 male Wistar rats, 40 daysold, divided into groups with Parkinson's
(PA) and sham (SH); subdivided into groups that performed the TIAI before surgery (TIAla);
TIAI after surgery (TIAId) and TIAI before and after surgery (TIAlad). Physical exercise was
performed before and/or after PD induction. The rats performed the exercise 5 times a week,
for 25 minutes/day, for 4 or 8 weeks. The functional performance of the animals was evaluated
by means of false step and parallel bars tests. For morphometric analysis of the heart, the
calculation of the relative weight of the heart, the diameter and the thickness of the left ventricle
was performed. Myocardial, diaphragm, intercostal and rectus abdominis muscles were stained
with hematoxylin and eosin (HE). The histomorphometric study was performed with the Image
J-Pro Plus program to analyze the cross-sectional area of the muscles and the number of muscle
fibers. Data analysis was performed using the GraphPad Prism 9.3 statistical program, one-way
ANOVA test, followed by Tukey's post-hoc test (p<0.05). Results: The analysis of the hind
legs with the parallel bars test showed that the trained animals showed an improvement in
functional performance compared to the animals in the sedentary group. The relationship
between body weight, heart weight and the number of cardiomyocytes was not significantly
differentin PA and SH trained animals. There was an increase in the areas of the diaphragm,
intercostal and rectus abdominis muscles in the PA and SH trained groups compared to the
sedentary ones. Conclusion: TIAI provided hypertrophy of the respiratory muscles and the left
ventricle of the heart, in addition to improving the functional performance of the hind legs of

animals with PD.

KEYWORDS: Parkinson’s Disease. Functional Performance. High Intensity Training. Heart.
Respiratory Muscles.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) incapacita os individuos por comprometer frequentemente
0s sistemas respiratério e cardiaco, resultando em fadiga e limitagdes na execucao deatividades
rotineiras (PONDE et al., 2019). Neuroquimicamente, a DP reduz a liberacdo de
neurotransmissor dopamina por neurbnios da porcdo compacta da substdncia negra do
mesencéfalo para o corpo estriado telencefalico, afetando a via nigroestriatal e contribuindo
para o aparecimento dos sinais cardinais caracteristicos da doenca, como a rigidez motora, a
instabilidade postural, o tremor de repouso e a bradicinesia (ARTEN et al., 2020; LOPEZ et
al., 2020).

As complicacbes da DP podem atingir varios sistemas do corpo. Geralmente,
individuos com a doenca se tornam incapacitados, apresentando alteracdes respiratérias e
cardiacas, e fadigas frequentes que limitam a execucéo das fungdes basicas do dia-dia (PONDE
et al., 2019).

Pensando nas complicacBes e na estimativa de aumento do nimero de casos nos
préximos anos, de 6 milhdes atualmente para 12 milhGes em 2030, a DP é uma preocupacao
mundial, o que incentiva estudos na area de salude voltados para criacdo de estratégias
terapéuticas (SCORZA et al., 2020).

O comprometimento do tecido muscular estriado esquelético é observado em
individuos com DP, em que ha reducdo das fibras musculares, principalmente de contracéo
rapida em musculos funcionais da marcha, atrofia muscular por meio do aumento de mRNA da
enzima ubiquitina ligase E3 (MuRF1), relacionado a degradacao de proteinas estruturais, como
por exemplo a troponina I, cadeias pesadas de miosina e actina. Exercicios de alta intensidade
favorecem modificacBes fenotipicas musculoesqueléticas, aumentando o tamanho das fibras
musculares, a quantidade das fibras do tipo 1B, e melhorando a contratilidade muscular, a
resisténcia a fadiga e o desempenho funcional. Além disso, ha evidéncia de que o exercicio
fisico promove atenuacdo da atrofia muscular mediada por MuRF1, observada por
autorregulacdo da sintese proteica através do treinamento resistido (MACHADO et al., 2009;
BODINE e BAEHR, 2014).

O acometimento respiratorio também é identificado, sendo a principal causa de morte.
Individuos com DP apresentam rigidez toracica, expansibilidade toracica reduzida, queixas de
dispneia, dificuldade na coordenacdo dos musculos das vias aéreas superiores, reducdo da
funcdo e forca muscular respiratoria, o0 que contribui para disfuncdo respiratéria e

suscetibilidade para doencas pulmonares restritivas. Dessa forma, é valido pensar que a



13

mecanica respiratéria pode estar prejudicada por consequéncia das alteracbes das fibras
musculares e atrofia de musculos respiratérios (SANTOS et al., 2019).

Além do mais, é apontado que a DP afeta o sistema cardiovascular e causa disfuncéo
simpatica com perda de inervacdo cardiaca noradrenérgica. Alguns estudos revelam
disautonomia, hipotensao ortostatica, hipertensdo em supino, maior risco a doencas cardiacas
isquémicas e insuficiéncia cardiaca (TITOVA et al., 2017). Segundo Flores et al. (2018)
individuos com DP apresentam maior indice de massa ventricular esquerda comparados aos
saudaveis (114,2 + 38,4 vs. 94,1 + 26,4 g/m?), maior remodelacdo concéntrica, disfuncéo
diastolica e menor contratilidade cardiaca, evidenciando aumento da disautonomia quanto
maior a hipertrofia ventricular.

Os ensaios clinicos randomizados revelam que o exercicio € tdo eficaz quanto as
intervencBes medicamentosas em varias doencas e reduz a mortalidade (SANTOS e
MATSUDO, 2018). E uma opcéo terapéutica ndo farmacoldgica para o tratamento da DP, da
qual a pratica reduza progressao e as complicacdes dadoenca. Algumas pesquisas tém utilizado
ratos Wistar como modelos animais com DP, para analisar o efeito neuroprotetor e adaptacoes
musculoesqueléticas com a realizacdo de exercicio fisico (LUCAS et al., 2015; DAMIANI et
al., 2020).

A préatica de exercicio fisico pode estimular a plasticidade neuronal e biogénese
mitocondrial. Segundo Conceicdo et al. (2019), o exercicio de intensidade moderada na DP
confere efeito neuroprotetor, devido ao aumento dos fatores neurotroficos derivados do
encéfalo (BDNF) e de gliocitos (GDNF). Os pesquisadores relatam que o treinamento estimula
a plasticidade cerebral devido ao aumento das conexdes neurais e do nimero de mitocondrias,
o0 que promove melhora da capacidade oxidativa dos musculos esqueléticos. Entretanto, no que
diz respeito aos exercicios de alta intensidade aplicados na DP, ainda ndo ha compreensao
suficiente.

O treinamento de alta intensidade (TIAI) consiste na realizacdo de exercicios
vigorosos intermitentes, com intensidade entre 85 e 95% da frequéncia cardiaca méxima
(FCmax.), curto periodo de descanso ou exercicio de baixa intensidade, é bem documentado
para individuos saudéveis e com doencas cardiometabdlicas (LUCAS et al., 2015).

Os protocolos de TIAI utilizados em ratos citam exercicios de corrida em esteira
inclinada ou néo, por 20-30 minutos ao dia, frequéncia de trés a cinco vezes na semana, durante
quatro semanas, e demonstram modificacdo da morfologia muscular (CROZIER et al., 2018).
Ha também evidéncia que o treinamento produz mudancas bioquimicas e morfoldgicas nos

musculos quadriceps e gastrocnémio, demonstrando que camundongos C57BL/6 dogrupo TIAI
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(corrida de 1000 metros a 90% da velocidade maxima) apresentam maior positividade para
proteina miosina dos musculos e diminuicdo de lactato sanguineo quando comparado a
camundongos com treino moderado (60% da velocidade méxima) (TOTI et al., 2013).

Outro protocolo utilizado para TIAIl em animais € o treinamento com escada vertical
com peso fixado a cauda doanimal, executando cinco vezes na semana, durante quatro semanas
consecutivas (CANDIDO et al., 2017). Essa modalidade pode ser aplicada na forma de
resisténcia, forca ou ambas. A modalidade de resisténcia consiste na realizacdo de oito seéries,
com oito a 12 repeticOes, utilizando cargas de 15, 25 e 50% do peso corporal na primeira,
segunda e terceira semanas, respectivamente, e uso de 75, 90 e 100% na ultima semana de
treino. Quanto ao treinamento de forca sdo realizadas oito séries com acréscimo de peso,
utilizado 50% do peso corporal na primeira e segunda escaladas, 75% na terceira e quarta, 90%

na quinta e sexta e 100% do peso corporal nas duas ultimas (CASSILHAS etal., 2013).

De modo geral, o exercicio fisico pode garantir maior forca e poténcia muscular, o que
contribui para melhora da mecénica respiratéria. No coragdo é notada hipertrofia concéntrica
como consequéncia de exercicios resistidos, benéfico na contratilidade e débito cardiaco; e
hipertrofia excéntrica com exercicios aerobicos, resultando em aumento do retorno venoso e
dilatacdo dos ventriculos. No entanto, apesar dessas alteraces serem fisioldgicas, ainda €
desconhecido se a hipertrofia € benéfica aos individuos com DP (LAVENEZIANA etal., 2018;
SEO et al., 2020).

Nos ultimos anos a aplicabilidade do TIAI vem sendo testadaem diversas doencas e
ha controvérsias sobre a eficacia e segurangca em doencas cardiovasculares e cerebrovasculares
(LUCASet al., 2015; QUINDRY etal., 2019). Constata-se maior tendénciaa utilizar exercicios
de moderada intensidade em doencas cerebrais, sendo recomendado na altima diretriz para
pessoas com DP exercicios de intensidade moderada realizados de 20 a 30 minutos por sessdo
(KIM et al., 2019). Alids, nenhum estudo demonstrou os efeitos do TIAI em musculos
respiratorios e cardiacos, bem como nas funcGes cardiorrespiratorias em modelos animais e

humanos com DP.

Considerandoas evidéncias acima que retratam escassez deestudosrelacionando TIAI
e DP, bem como auséncia de trabalhos que analisam a musculatura respiratoria e as alteracdes
cardiacas nessa populacdo, surge a seguinte questdo: O TIAI promove hipertrofia cardiaca e de
musculos respiratérios em ratos submetidos a inducdo da DP? Em caso de hipertrofia existe
diferenca quandorealizado o TIAI antes e/ou ap6s a DP? O desempenho funcional de ratos com

DP melhora com a realizacdo do TIAI? Dessa forma, o presente estudo traz como objetivo
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analisar os efeitos do TIAI sobre o desempenho funcional e a estrutura dos musculos

cardiorrespiratérios de ratos com DP.

2. REFERENCIAL TEORICO

A DP foi descrita pela primeira vez como ‘‘paralisia agitante’’ pelo médico inglés
James Parkinson, em 1817, que a definiu como movimento involuntério trémulo. No entanto,
Charcot, considerado o pai daneurologia, nomeou a DP, apresentou o quadro clinico conhecido
hoje, caracterizado por tremor, bradicinesia, rigidez e dificuldade de equilibrio. Ademais, em
1877, foi o primeiro estudioso a sugerir tratamento para a doenga (BERRIOS, 2016).

Desde a definicdo original da DP, houve alguns incrementos na descri¢cdo do quadro
clinico como instabilidade postural, disfuncdo cognitiva e deméncia, as suas caracteristicas
motoras mantidas. E, ao longo dos anos, avangos na area da patologia e genetica contribuiram

para melhor entendimento da fisiopatologia da doenga (MORENO et al., 2019).

2.1 Fisiopatologia

A DP é uma doencaneurodegenerativa, cronica e progressiva, caracterizada pela morte
deneurbnios dopaminérgicos na por¢cdo compacta dasubstancia negra mesencefalica e presenca
dos corpusculos de Lewy, compostos por a-sinucleina nos neurdnios (Figura 01). Como

consequéncia, ocorre reducdo da dopamina liberada no neoestriado, favorecendo o
aparecimento das alterac6es motoras (CONCEICAO etal., 2019).

Figura 01: Representacdo da via nigroestriatal em humanos. A. Proje¢des eferentes da porcdo compacta da
substancia negra, do mesencéfalo, para o corpo estriado, em individuo normal. B. Reducdo na liberacdo de
dopamina, representada esquematicamente na doenca de Parkinson. C. Destaque aos corpUsculos de Lewy,
agregadosde filamentos, no corpo celular de neurdnios da substancia negra. Fonte: Hilario et al. (2021).

Osnucleos dabase sdo formados pelo striatum (neoestriado, representado pelo nucleo

caudado e putamen), nucleos do globo palido interno e externo, nucleo subtaldmico de Luys e
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substancia negra do mesencéfalo. Dentre suas fungdes estd a regulacdo das informagbes do
cortex cerebral para os neurdnios da medula espinhal e controle do movimento (HILARIO et
al., 2021).

O controle do movimento do corpo mediado pelos nlcleos da base ocorre atraves das
vias direta e indireta. Na via direta ocorre estimulo excitatério do cortex para o striatum,
inibicdo do globo palido interno e nédo inibicdo do talamo. Em vista disso, 0 cOrtex encaminha
0 estimulo excitatorio & medula para realizagdo do movimento. J& na via indireta o striatum
promove ainibicdo do globo péalido externo, estimula o globo palido interno que inibe o talamo
fazendo com que o estimulo ndo chegue ao cortex e ndo ocorra 0 movimento, o que entdo é
observado na DP com aumento do efluxo inibitério e reducdo da excitacdo do cdortex motor
(MARIMet al., 2018).

Na literatura existem vérias explicacBes que objetivam elucidar a fisiopatologia da
doenca (Figura 02). As explanacdes encontradas foram: presenca dos corplsculos de Lewy,

disfungdes mitocondriais, alteracbes genéticas e neuroinflamagdo (RABIEI etal., 2019).

A o-sinucleina é uma proteina neuronal importante para o desenvolvimento e
crescimento de neurdnios no cerebro. Possui funcao na regulacdo das vesiculas e liberacdo de
neurotransmissores, por conseguinte estd vinculada a regulacdo da neurotransmissdo da
dopamina. Entretanto, na DP, ocorre uma mudanga da a-sinucleina para a forma fibrilar,
perpetuandoa degradacéo lisossomal e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), com

desequilibrio de calcio e neurotoxicidade (KAUR et al., 2018).
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Figura 02: Representa¢do esquematica das possiveis causas da fisiopatologia da doenca de Parkinson. ATP:
adenosina 5-trifosfato. DP: doenca de Parkinson. ROS: espécies reativas de oxigénio. Fonte: Rabiei et al. (2019).
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Danos neuronais também podem ser atribuidos a disfungbes mitocondriais. A
mitocdndria é, com seu proprio genoma, importante na producdo de energia e adenosina 5-
trifosfato (ATP). Participa da fosforilacdo oxidativa de proteinas e de outros componentes.
Entretanto, na DP ocorre, devido a uma mutacdo génica, inibicdo do complexo | dacadeia de
transporte de elétrons causando deplecdo de ATP e consequentemente estresse oxidativo, dano
do DNA e de proteinas mitocondriais, ativacdo de caspases e morte celular (COMPAGNONI
et al., 2020).

As alteragdes genéticas contribuem para a patogénese da doenca, como: mutagdes no
gene DJ-1 (PARKTY) e na repeticdo de quinase 2 ricas em leucina (LRRK2), subexpressdo do
receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma coativador 1-alfa (PGC-1a), com
aumento das proteinas PARIS e do fator respiratério nuclear 1 (NRF-1) no corpo estriado e
substancia negra. Camundongos PARK?2 knockout possuem func@es da cadeia respiratoria de
transporte de elétrons reduzida, e a auséncia de PTEN-induzida quinase 1 (PINK1) provoca a

morte de neurénios dopaminérgico (PRESTON et al., 2020).

Outros fatores que contribuem para a morte de neurbnios dopaminérgicos sdo a
neuroinflamacédo e a desregulacdo de célcio. A literatura aponta que a microglia ativadainduz
a liberacdo de Oxido nitrico-sintase induzida (INOS), fator de necrose tumoral (TNF-a) e
citocinas pré-inflamatorias (IL-1pB, IL-6 e a). Lipopolissacarideos, por meio de receptores
similares a toll (TLR), acionam vias de transducdo de proteino-quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK), estimulacdo da via fosfatidilinositol-3-quinase (P13K) / proteina quinase B (AKT) e
proteina mechanistic target of rapamycin (MTOR) que ativam o fator nuclear kappa-Beta (NF-
kB) e aumentam a liberacdo de citocinas e fagocitose. Os astrocitos participam aumentando a
resposta inflamatéria, de modo que controlam a secrecdo de quimiocinas e estimulam a
infiltracdo de leucdcitos. A desregulacdo do célcio acontece devido a disparidade entre os
neurdnios glutamatérgico e gabaérgico, em que a liberagdo excessiva de glutamato aumenta os
niveis de calcio, provocando excitotoxicidade, mutagdo da a-sinucleina e perda neuronal

(PRESTON et al., 2020).

2.2 Inducéo da Doenga de Parkinson em Modelos Experimentais

Na literatura, existe uma variedade de neurotoxinas capaz de induzir a DP em animais,
cada uma possui uma forma de destruir areas cerebrais especificas. O modelo animal mais
utilizado sdo roedores, com demonstracdo de morte de neurbnios dopaminérgicos na regiao

nigroestriatal apds inducdo da doencga e correlacdo com déficits motores em testes de avaliacéo
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comportamental, de for¢a e coordena¢cdo (MEREDITH e KANG, 2006).

Entre as neurotoxinas mais utilizadas esta a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), capaz de
destruicdo catecolaminérgica com perda de neurbnios dopaminérgicos na substancia negra e
striatum, resultando na interrupcdo da cadeia respiratéria, estresse oxidativo e aumento de
proteinas NOX. As toxinas 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 1-Metil-4-
fenilpiridinio (MPP *), rotenona e permetrina também sdo usadas. As MPTP e MPP*
promovem morte neuronal dopaminérgica através da inibicdo da oxidacao relacionada ao NAD
(H) do complexo mitocondrial 1. A rotenona também prejudica a cadeia de transporte de
elétrons do complexo | mitocondrial e causa acumulo de ROS. A permetrina afeta o sistema
nervoso central, levando a dano progressivo dosneurdnios dopaminérgicos estriatais (PRASAD
e HUNG, 2020).

A inducdo da DP pode ser realizada por lesdo eletrolitica da substancia negra, com
destruicdo ndo especifica de células neuronais e gliais proximas a ponta do eletrodo em ratos
Wistar. Gomes e Bel (2003) demonstraram comprometimento de via nigroestriatal com 6-
OHDA e lesdo eletrolitica, evidenciando aumento de NO no caudado e putamen.

Apesar dos varios métodos utilizados nos estudos da DP em roedores, até o momento,
nenhum modelo animal foi capaz de reproduzir inteiramente a progressdo da doenga em
humanos. Mesmo que a reproducdo ndo seja total, o estudo morfofisiolégico em animais é
valido, e auxilia na compreensdo dos fatores envolvidos na doenga e em possiveis tratamentos
(CHIA etal., 2020).

2.3 Comprometimento Respiratdrio na Doenca de Parkinson

Estudos mostram que a DP afeta o sistema respiratério, com o comprometimento
inicial decorrente dealteracGes no sistema nervoso central e/ou d o sistema musculoesquelético,
e consequente piora no desempenho clinico funcional do doente (TUPPY et al., 2015;
FLORENCIO etal., 2019).

No modelo animal, ha alteracbes neuroanatémicas em regides do tronco encefalico
envolvidas no controle da respiracdo, com reducdo de neurdnios no ndcleo retrotrapezoide,
nucleo do trato solitario e grupo respiratorio ventral (JUNIOR et al., 2018).

Em relagdo ao sistema musculoesquelético, as alteraces sdo bem conhecidas, onde as
articulacdes tornam-se rigidas, 0 movimento limitado, os musculos perdem a forca e suas fibras
podem sofrer modificacbes morfoldgicas prejudicando o desempenho de suas fungdes.
Entretanto, € comum pensar nas modificagbes apenas nos musculos periféricos, mas as

mudangcas também acontecem nos musculos responsaveis pela respiracdo (FLORENCIO etal.,
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2019).

Os musculos respiratérios tém papel importante na ventilagdo pulmonar, e para que
ocorra o conjunto de processos fisioldgicos a musculatura respiratéria devera atuar de forma
sincrona e eficiente. A contracdo do musculo diafragma, dos intercostais e da musculatura
abdominal resultam em alteracGes nas pressdes das vias aéreas e nos volumes da parede
torécica. Na inspiracdo, a contracdo dosmusculos inspiratérios, como o diafragma e intercostais
externos reduzem a presséo pleural, promovendo queda da pressdo alveolar e o ar entra nos
pulmd@es. Ja na expiracao as estruturas elésticas dos pulmdes e caixa toracica reduzem o volume
pulmonar, e a contragdo dos musculos abdominais auxiliam na exalacdo do ar (MANCO, 1998;
AXELERAD etal., 2021).

A DP pode comprometer significativamente a respiracdo, ha risco de desenvolvimento
de padrdo respiratério restritivo de fluxo e volume, devido a acdo descoordenada dos musculos
respiratorios. Os individuos com DP obtiveram valores de capacidade vital forcada (CVF) e
volume expiratério forcadono primeiro segundo (VEF1) menores que em individuos saudaveis.
A forca muscular respiratoria utilizando mediges da pressdo inspiratéria maxima (Pl méx) e
pressdo expiratoria maxima (PE max) também se mostram reduzidas na DP. Nos estagios
avancados da doenca a expansibilidade toracica torna-se reduzida e a tosse menos eficaz, o que
pode favorecer ao aparecimento de complica¢fes pulmonares como atelectasia, disfagia e maior
ocorréncia de pneumonia aspirativa, que é um fator de risco para mortalidade (PANDIS et al.,
2002; SANTOS et al., 2019).

Embora demonstrado pior desempenho dos musculos respiratérios na DP, ndo foram
encontrados estudos que evidenciam atrofia muscular respiratoria. Uma vez identificado
fraqueza respiratoria, as estratégias para o aumento da massa muscular devem ser incentivadas
afim de reduzir as complicacGes pulmonares. O musculo esquelético é o maior tecidodo corpo,
e quanto maior a contracdo promovida pelo exercicio, maior hipertrofia muscular é gerada
(DIBBLE et al., 2006; SANTOS et al., 2019).

Alguns estudos demonstram que exercicios de alta intensidade proporcionam
hipertrofia e aumento das fibras musculares em masculos periféricos. Nodiafragma, a aplicacao
de exercicios de moderada a alta intensidade, com 60 e 90% do consumo de oxigénio (VO2),
respectivamente, ndo causam mudancas na area de seccdo transversa diafragmatica em ratos
obesos com insuficiéncia cardiaca. De fato, até 0 momento poucos estudos retratam hipertrofia
em musculos responsaveis pela respiracdo com realizacdo de exercicio fisico, e ndo foi
encontrado evidéncia na DP (DIBBLE et al., 2006; BOWEN et al., 2017).
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2.4 Comprometimento Cardiovascular na Doenga de Parkinson

Alteracdes cardiovasculares comumente sdo encontradas na DP, muitas vezes sinais
de envolvimento cardiaco aparecem antes do comprometimento motor e com a progressao da
doenca aumenta o risco de morte. No estudo de Scorza et al. (2020) foi demonstrado que a
morte neuronal ndo ocorre somente no sistema nigroestriatal, mas também em regibes que
controlam as fungdes cardiovasculares como no locus ceruleus, nicleo do trato solitario e
medula ventrolateral, resultando em morte de neurdnios dopaminérgicos, desnervacao
simpética e disfuncdo parassimpatica.

O sistema nervoso auténomo controla o sistema cardiovascular e a liberacdo de
noradrenalina no coragcdo aumenta o débito cardiaco, a forca de contracdo e frequéncia cardiaca.
Nos vasos sanguineos ocorre aumento da resisténcia vascular periférica aumentando a pressao
arterial. Essas alteracOes ativam o barorreflexo para controle da pressdo arterial (PA), 0s
barorreceptores encaminham sinais ao trato solitario para inibir a atividade simpética e
aumentar a atividade parassimpatica provocando vasodilatacdo, diminuicdo daFC e reducéo da
PA (ANGELIS et al., 2004).

A disfuncdo autondmica é o principal acometimento cardiaco na DP e a hipotenséo
ortostatica € uma consequéncia dessa alteracdo. Em condicdes fisiologicas durante a mudanca
de posicdo supina para ortostatica ocorre a reducdo do retorno venoso e do débito cardiaco
ativando o barorreflexo e aumentando o fluxo simpéatico com a inibicdo vagal, o que eleva a
PA. Na DP a perda da inervacdo noradrenérgica e reducdo de noradrenalina resulta em
incapacidade de compensar uma queda subita da PA sistémica (BERMEJO et al., 2021).

Existem outras alteracdes cardiacas envolvidas na DP, que incluem, aumento na
variacdo da PA e diminuicdo da variabilidade da FC, incompeténcia cronotrdpica, hipotensao
pos-prandial, hipertensdo supina e alteracbes eletrocardiograficas como o aumento dos
segmentos QT e PR (PALMA e KAUFMANN, 2014).

Modificacbes estruturais e funcionais do coracdo também sdo evidenciadas em
individuos com DP, ocorrendo a hipertrofia ventricular esquerda concéntrica, a disfuncgéo
diastdlica e uma maior chance deinsuficiéncia cardiaca. Também é observada uma maior massa
ventricular esquerda comparado ao grupo controle e maior prevaléncia de cardiopatia isquémica
(FLORES et al., 2018).

Os beneficios do TIAI no sistema auténomo sdo demonstrados por Alansare et al.
(2018) em que o TIAI exerce fungdes positivas no sistema auténomo comparado ao treino de
intensidade moderada em individuos inativos, com aumento da atividade simpética e

parassimpatica, diminui¢cdo daPA e daFC de repouso e melhora na fungdo cardiaca (aumento
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do débito cardiaco). Jarrah et al. (2007) descrevem que o TIAI promove reducdo da FC de
repouso em camundongos com PA inalterada em animais controle e sedentarios. No entanto,
em humanos, Fernandes et al. (2020) demonstraram que nao ha diferencas significativas entre
o0 treinamento com exercicio moderado ou intenso nas FC e PA de repouso.

No que diz respeito as alteracdes cardiacas, pelo exercicio de alta intensidade na DP,
é necessario maior esclarecimento dos beneficios e maleficios. Sabe-se que um dos efeitos do
exercicio fisico de alta intensidade no coracdo € a hipertrofia ventricular, resultando em
aumento do débito cardiaco e dafuncédo contratil (JARRAH et al., 2007). Mas ainda ndo esta

claro se a hipertrofia ventricular adicional é benéfica na DP.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos do TIAI sobre o desempenho funcional e a estrutura dos musculos

cardiorrespiratérios de ratos com DP.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar se o TIAI melhora o desempenho funcional, (i) mediante comparacdo de desempenho
em animais sedentarios, DP e sham; (ii) dependendo se o TIAI é executado antes (TIAla),
depois (TIAId) ou antes e depois (TIAlad) da DP.

- Avaliar se o TIAI promove hipertrofia cardiaca, (i) mediante analise do peso relativo do
coracao, espessura e didmetro do ventriculo esquerdo entre 0s grupos experimentais DP e sham;
(if) dependendoseo TIAI é executadoantes (TIAla), depois (TIAId) ou antes e depois (TIAlad)
daDP.

- Avaliar se o TIAI promove hipertrofia dos musculos respiratérios, (i) mediante analise das
alteragdes histomorfométricas dos musculos miocéardio, intercostais, diafragma e reto
abdominal entre os grupos experimentais DP e sham; (ii) dependendo se o TIAI é executado
antes (T1Ala), depois (TIAId) ou antes e depois (TIAlad) da DP.
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4. MATERIAISE METODOS

A pesquisa segue as normas internacionais e nacionais de experimentacdo com animais
de laboratorio. Foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei (UFSJ), conforme o protocolo nimero 9049140321
(BRASIL, Lei 11794/08).

4.1 Modelo Experimental

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Reabilitacdo, do Departamento
deMedicina, daUFSJ. Osanimais tiveram acesso livre a racao e agua. As condicbes ambientais
oferecidas foram: ciclo claro/escuro de 12 h, temperatura entre 21 a 22°C, e umidade relativa
doar de 60 a 70%.

A principio 80 ratos Rattus norvegicus, var. albinus - Wistar, machos, com 40 dias de
vida, peso corporal entre 200 e 450 g, provenientes do Nucleo de Criacdo de Animais de
Laboratério (NUCAL) iniciaram o protocolo experimental. Como ocorreu a morte de dez
animais durante a cirurgia, 0 que é previsto em pesquisas de neurocirurgia, foi planejada uma
maior quantidade de ratos do que o estipulado no calculo amostral, de sete a oito animais por
grupo, como desenvolvido por Damy et al. (2010).

Setenta animais foram distribuidos em dois grupos: grupo Parkinson (PA) submetido
ainducdo da DP através do modelo de leséo eletrolitica da substancia negra do mesencéfalo, e
grupo sham (SH), sem lesdo eletrolitica. E subdivididos conforme protocolo experimental em
sedentarios, treinamento de alta intensidade antes da cirurgia (TIAla), treinamento de alta
intensidade depois da cirurgia (TIAId) e treinamento de alta intensidade antes e depois da

cirurgia (TI1Alad), como demonstrado na figura 03.
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Figura 03: Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais. PA. doenga de Parkinson Pa-s. Parkinson e
sedentarismo. Sham-s. sham e sedentarismo. TIAla. treinamento de alta intensidade antes da cirurgia. TIAId.
treinamento de alta intensidade depois da cirurgia. TIAlad. treinamento de alta intensidade antes e depois da
cirurgia. As informac@esentre paréntesesrepresentam o nimero de animais por grupo experimental.
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4.2 Procedimento Cirargico

Os animais foram submetidos ao procedimento cirtrgico de indugdo da DP ou falsa
cirurgia (Figura 04), inicialmente anestesiados por via intraperitoneal com cetamina
(Cetamin®, 75 mg/kg) e xilazina (Xilazin®, 10 mg/kg) e realizado assepsia e tricotomia da
regido a ser operada, em seguida, a cabeca do animal foi posicionada e fixada em aparelho
estereotaxico.

A intervencdo prosseguiu da seguinte forma: assepsia da regido cefalica com alcool
iodado, incisdo cirtrgica com bisturi, retirada do tecido subcutaneo e peridsteo para fornecer
melhor visualizacdo das areas de Lambda e o Bregma. Logo depois, insercdo dos eletrodos de
estimulacdo eletrolitica na regido da substancia negra seguindo o sentido a partir de Bregma
anteroposterior igual a - 4,9 mm; médio lateral igual a 1,7 mm e dorsoventral igual a 8,1 mm.
No grupo PA, provocou-se uma lesdo eletrolitica na substancia negra utilizando corrente
continua de 1 mA por 10 segundos, ap6s o dano, o eletrodo permaneceu por 3 minutos na regiao
para assim ser retirado. O grupo SH também foi submetido ao mesmo procedimento, entretanto
nenhuma corrente foi gerada. Apos finalizacdo do procedimento, os eletrodos foram retirados
e a regido suturada com linha cirurgica. Cuidados pds-operatorios foram realizados com
administracdo de anti-inflamatério spray (Dermotrat ®) e oral (1,0 ml de Cetoprofeno®), apds
trés a sete dias de cirurgia os animais seguiram com o protocolo experimental (GOMES e BEL,
2003; LEZCANO et al., 2010).

’ . |

Figura 04: Procedimento cirdrgico de inducéo da doenca de Parkinson ou falsa cirurgia. Destaque para um
rato Wistar posicionado na mesa estereotaxica e adaptacdo dos eletrodos de estimulacéo eletrolitica em regido
referente a substancia negra do mesencéfalo.

4.3 Treinamento de Alta Intensidade

O tipo de exercicio realizado foi o TIAI em escada vertical, com 110 cm de
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comprimento, 18 cm de largura e 80° de inclina¢do; uma caixa para alojamento, com 20 cm de

altura, 20 cm de largura e 20 cm de setores de habitagdo, na extremidade superior da escada

vertical.
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Figura 05. Imagens do aparato experimental utilizado para o treinamento de alta intensidade. (a) Aparelho
de Treinamento nomeado de escada vertical (dimensfes: 110 x 18 cm; 80° de inclinagdo), com uma caixa para
alojamento, na extremidade superior (dimensdes: 20 x 20 x 20 cm). (b) Animal realizando treinamento com peso

fixado na cauda (proposto por PEIXINHO-PENA et al., 2012).

Antes do treinamento, os animais foram aclimatados ao ambiente durante trés dias. Os
ratos permaneceram na camara de alojamento por 60 segundos para familiarizagdo com o
ambiente, posteriormente foram colocados nas escadas a uma distancia da cdmara de 35 cm; 55
cm e 110 cm, e assim realizaram trés subidas por dia, sem uso de carga (Figura 05b).

Os animais seguiram o protocolo experimental descrito na figura 06, de modo que
foram submetidos a testes motores, cirurgia, adaptagdo na escada, treinamento e eutanasia. A
duracdo total do protocolo foi de 38 dias para os grupos TIAlae TIAId, e 73 dias para 0s grupos
TIAlad e s. Os ratos alocados para o TIAI realizaram o exercicio cinco vezes na semana, com
tempo de treino para cada animal de aproximadamente 25 minutos por dia. O periodo de
treinamento foi de quatro semanas para os grupos TIAla e TIAId, quatro semanas antes da
cirurgia e quatro semanas apos a cirurgia para o grupo TIAlad. No grupo sedentério nenhum
exercicio foirealizado, os animais permaneceram em confinamento dentro da caixa por quatro
semanas antes da cirurgia e quatro semanas apos a cirurgia. Os animais do grupo sedentario s6

eram retirados da caixa para controle de peso, limpeza e higienizacdo,
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Figura 06. Protocolo Experimental. Escala numérica em dias. TIAla. treinamento de alta intensidade antes da
cirurgia, 38 dias. TIAId.treinamento de alta intensidade depois da cirurgia, 38 dias. TIAlad.treinamento de alta
intensidade antes e depois da cirurgia. s. sedentario, 73 dias. Os animais realizaram testes motores, cirurgia,
adaptagdo na escada, treinamento e eutanasia.

Os animais foram pesados diariamente para o calculo da carga a ser utilizada no
exercicio fisico (porcentagem do peso corporal). As cargas de 50, 75, 90 e 100% do peso
corporal do TIAI foram fixadas na por¢éo proximal dacaudado animal, com fio de 14 envolto
por fita adesiva. Em cada dia de treinamento os ratos efetuaram oito subidas (séries), com
intervalo de descanso de um minuto entre as séries. Nas duas primeiras subidas foram utilizadas
carga de50% do peso corporal total doanimal, naterceira e quarta 75% do peso corporal, quinta
e sexta 90% e nas duas ultimas escaladas 100% do peso total do animal. A FC foi verificada
com o oximetro de pulso (Contec ®) no animal em repouso e pos-treino para analisar se
atingiram a FC maxima apos o exercicio (HORNBERGER et al., 2004; PEIXINHO-PENA et
al., 2012; CASSILHAS etal., 2013).

4.4 Desempenho Funcional
O desempenho funcional dos animais foi avaliado por meio dos seguintes métodos:
teste passo em falso e teste das barras paralelas (Figura 07), executados no inicio e no final dos

experimentos.
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Figura07: Testes de avaliacdo funcional. (a) Teste passo em falso: placa gradeadade 100 x 50 cm com intervalo
de grade de 3 x 3cm adaptadoa uma altura de 50 cm. (b) Teste dasbarrasparalelas: duasplataformasde madeia
unidaspor barras paralelasde metal,com distancia entre elas de 2,5 cm e 115 cm de comprimento.

A coordenacdo motora das patas posteriores foi avaliada através do teste das barras
paralelas onde o animal realizava uma caminhada de 5 minutos sobre duas plataformas de
madeira, unidas por barras paralelas de metal, com distancia entre elas de 2,5 cm e 115 cm de
comprimento, foi computado erro quando ambas as patas do animal tocaram a mesma barra ou
uma deslocou para fora (DING et al., 2002; CANDIDOetal., 2017).

Para avaliacdo dacoordenacdo motora das patas dianteiras foi realizado o teste passo
em falso, executado em placa gradeada de 100 x 50 cm com intervalo de grade de 3 x 3 cm
adaptado auma altura de 50 cm. Osratos caminharam sobre a placa durante trés minutos e foi
quantificado o nimero de erros cometidos pelos animais, ou seja, quando a pata deixou detocar
a grade, passando-a pela lacuna, em dois momentos, no inicio do experimento e apds o
protocolo de treinamento fisico (DING et al., 2002; CANDIDO etal., 2017).

4.5 Eutanasia

Apos finalizagdo do protocolo experimental os animais foram eutanasiados utilizando
anestésico inalatorio isoflurano (isoforine®), aplicados com algoddo embebido (100%) em
ambiente fechado, ndo estando préximo ao animal. Foi constatada morte quando identificada
auséncia de movimentos respiratérios e batimento cardiaco, perda de reflexos e queda da
temperatura corporal. Entdo prosseguiu a decapitacdo em guilhotina especifica para roedores
para retirada do encéfalo, incisdo abdominal e esternotomia para retirada do coragdo, m.
diafragma, m. intercostal e m. reto abdominal. Em seguida, o coracdo foi pesado utilizando a
balanca (Brasidas Eireli), o cérebro fixadoem formol 4% e as demais estruturas em formol 10%
por 24 h.

4.6 Andlise Morfometrica do Coragao
Para analise morfométrica do coracdo foi realizado o célculo do peso relativo do

coracédo (peso do coragdo multiplicado por 100 e dividido pelo peso corporal do animal). O
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coracao foi medido com fita métrica (Telanipo ®) (Figura 08A), submetido a sec¢do transversal
do ventriculo esquerdo (VE) no ponto médio entre o &pice e 0 sulco coronério para mensuragdo
do didametro e a espessura do ventriculo esquerdo (Figura 08B).

A estrutura foi fotografada com celular (Iphone 11 Apple) e as imagens analisadas
com auxilio doprograma e software Image J-Pro Plus (Media Cybernetics Inc., MD, EUA). Foi
verificada a &rea do didmetro do VE (Figura 08C) e a espessura do VE (Figura 08D)
(MONTEIRO et al., 2004; VASCONCELOS etal., 2021).

| Sulco coronario |

Seccio

Figura 08: Analise morfométricado coracdo. (A) Anatomia do cora¢do,com destaquea regido de seccao. (B)
Seccgdo do ventriculo esquerdo (VE). (C) Destaque ao didmetro interno (D) Destaque a espessura do VE. Imagem
fotografada com Iphone 11 Apple adaptado em tripé com 15 cm de distdncia da estrutura.

4.7 Processamento do Material Biologico

O processamento do material biolégico, montagem das laminas e coloracdo foi
realizado no Centro Especializado em Histotecnologia Ltda., seguindo o0s protocolos
especificos da empresa que sdo baseados nas recomendacgdes da Sociedade Brasileira de
Patologia.

Os encéfalos foram fatiadosem sec¢des de 1,0 mm no plano coronal, retirando as fatias
dasubstancia negra do mesencéfalo para comprovacao daarea de lesdo eletrolitica; os muasculos
foram cortados entre 0,5 e 1,0 cm. Posteriormente, as estruturas foram colocadas em cassetes e
adaptadas no processador Lupetec®, seguiram 0s processos de desidratacdo com alcool (60,
70%, 80, 90% e 100%), diafanizacdo em Xilol (1, 2 e 3) e banhados 2 vezes em parafina. Ao
total foram 10 horas de processamento, as estruturas passaram por 10 etapas, permanecendo em
cada solugdo por 60 minutos.

O material bioldgico foi retirado do cassete, incluido em blocos de parafina, e
colocados em formas de gelo para resfriamento por 10 minutos. Os blocos ao serem retirados
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do freezer foram cortados no micrétomo com espessura de 4,0 um. Depois, 0s cortes foram
imersos em agua a temperatura ambiente para entdo proceder a pescagem das fitas de parafina
com o tecido biologico por ldmina de vidro, que em seguida foi levada para a estufaa 70°-80°C
durante 15 minutos. Logo em seguida, foi realizado o procedimento de coloragédo e montagem

das laminas.

4.8 Histoquimica e Histomorfometria da Substancia Negra do Mesencéfalo

O método histoquimico de Nissl foi utilizado para corar e evidenciar o citoplasma dos
neurbnios e os corplsculos de Nissl da substdncia negra do mesencéfalo, mediante
procedimento de reidratacdo e coloracdo, consistindo das seguintes etapas: imersdo das laminas
por cinco minutos nos recipientes contendo xilol 1 - 100% e xilol 2 - 100%; alcool 100%, alcool
100%, alcool 95% e alcool 70%. Posteriormente, em solucdo decresil violeta a 0,5% (marcador
especifico de neurbnios), por 30 minutos. Seguida de desidratacdo por cinco minutos nos
frascos com alcool 70%, &lcool 95%, alcool 100%, alcool 100%, diafanizacdo no xilol 1 e xilol
2 e secagem em ar ambiente por 24 horas.

A histomorfometria foi realizada pela observacao das células neuronais e confirmacéao
damorte de neurdnios na substancia negra do mesencéfalo. As laminas foram observadas em
microscopio de luz (Motic) no aumento de 40x, seguida de captura das imagens e analise
qualitativa dos neurdnios e area de lesio na substancia negra (DAMAZIO et al., 2014;
SCORZA etal., 2020).

4.9 Coloracao e Microscopia de Luz do Tecido Muscular Cardiaco e Esquelético

Os masculos cardiaco, diafragma, intercostais e reto abdominal foram corados com
hematoxilina e eosina (HE), comecando com a etapa de desparafinizacdo em Xilol 1 (15
minutos) e Xilol 2 e 3 (mergulhados 20 vezes), hidratacdo em alcool (60,70, 80, 90 e 100%,
sequencialmente), 20 vezes em cada recipiente, lavagem em agua corrente por 3 minutos,
coloragdo em hematoxilina (3 min), lavagem em &gua corrente, coloracdo em eosina (30 s),
lavagem em agua corrente. Ao final, as laminas foram desidratadas em alcool (50, 60,70, 80,
90 e 100%, sequencialmente) e em xilol (1, 2, 3, 4, 5, 6), mergulhadas 20 vezes em cada
recipiente, seguido da aplicacdo do verniz acrilico para fixacdo das laminulas as laminas,
contendo material biolégico, e colocadas para secar em ar ambiente por 24 horas.

As imagens foram obtidas utilizando o software Motic Images Plus (Motic Spain S.L.,
Barcelona, Espanha) e cdmera Moticam® 2.000 (Resolucdo 2.0 MP) acoplada ao microscopio
de luz Motic e salvas em formato Jpeg. A analise das estruturas foi realizada com auxilio do

software Image J-Pro Plus, quantificando-se: (i) as areas de sec¢do transversal dos musculos
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diafragma, intercostais e reto abdominal, realizadas com aumento de 400x em 5 campos
diferentes, correspondendo a uma area total de 205.595,40 um? (Figura 9 B); (ii) o nimero de
fibras musculares respiratorias, a aumento de 100x, mediante interse¢fes do gradil sobreposto
sobre a imagem (Figura 09 C), em uma darea de 675.360,59 um?; (iii) o nimero de fibras
musculares no ventriculo esquerdo cardiaco, utilizou-se 0 mesmo procedimento descrito no
item “ii”, a aumento de 400x (MELO et al., 2020).

Figura 09. Fotomicrografias do masculo diafragma para representacdo do procedimento de anélise da &rea
de sec¢do transversal e contagem das fibras musculares. (A) Destaque ascinco areasndo sobrepostas, utilizadas
para quantificacdo das areas de seccéo transversal. (B) Corte transversal ampliado de uma &rea demarcada para
andlise da area de seccéo transversa do musculo. (C) Corte transversalda 4rea demarcada, a analise d o nimero de
fibras muscularesrespiratdrias, mediante intersecdes do gradil sobreposto sobre a imagem.

4.10 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa estatistico GraphPad Prism 9.3.
Todos os dados foram aprovados nos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e submetidos a
ANOVA one-way, para comparar as medias dos grupos, e post-hoc de Tukey para multiplas
comparagdes, para identificacdo das diferencas significativas. Um nivel de significancia de
5% foi adotado em todos os testes efetuados. Os dados estédo representados como média +

desvio padréo.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo dos Grupos Estudados e Confirmagdo do Modelo de Lesdo na

Substancia Negra do Mesencéfalo.

O modelo de inducdo da DP promoveu a lesdo eletrolitica na substancia negra do
mesencéfalo em todos os animais do grupo PA. Na figura 10 esté apresentada a area de lesdo
de um animal com DP (Figura 10A) e um do grupo sham, submetido a cirurgia de leséo
ficticia (Figura 10B).

A)

Figura 10. Fotomicrografia da substancia negra do mesencéfalo.(A) Animaldo grupo PA, com DP. Setas
apontam a area de lesdo na substancia negra do mesencéfalo. (B) Animal do grupo sham, com integridade
neuronalda substdncia negra. Aumento de 40x.

A avaliacdo do peso corporal foi realizada em quatro momentos especificos, no
inicio e no final do experimento, antes do procedimento cirdrgico e no terceiro dia ap6s a
cirurgia/operagéo (3DPO), como demonstrado na tabela 1.

No inicio dos experimentos, os animais dos grupos PA e SH do TIAId apresentaram
maiores pesos corporais, pois precisaram esperar o periodo ideal para realizagdo da cirurgia.
Ao comparar 0 peso corporal antes e ap0s a cirurgia/operacédo (3DPO) foi observado que os
animais nao perderam peso com o procedimento e apresentaram pesos corporais semelhantes
antes dacirurgia e ap0s a cirurgia (tabela 1).

Ao analisar o0 ganho de peso inicial e final nos experimentos foi observado que os
ratos ganharam peso durante a pesquisa (inicio vs. final), sendo evidenciado maiores pesos
entre os grupos PA e SH do grupo TIAlad (tabela 1).
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Tabela 1. Anélise estatistica do peso corporal dos animais, nos diferentes grupos
experimentais, no inicio e no final do experimento, antes da cirurgia e no terceiro dia ap6s a
cirurgia/operacdo (3DPO).

Inicio Final pl Antes da 3DPO pl
Cirurgia

PA - TlAla 201,107 3456+ 24 <0,0001 336+ 24 339,8+21 0,0508
PA - TIAId 2953+ 19 336,3+ 23 <0,0001 3029+ 17 320,4+ 23 0,0508
PA-TIAlad 218,8+ 12 385,0+ 23 <0,0001 336,022 338+ 20 0,0508
PA-s 197,6 + 28 3935+41 <0,0001 329,3+ 34 3447+ 21 0,0508
SH - TIAla 202,309 398,0+19 <0,0001 331,4+ 19 336,3+ 23 0,0508
SH -TIAId 290,0+ 24 384,0 £37 <0,0001 3195+ 28 313,0+ 30 0,0508
SH -TlAlad 214,210 401,3+ 45 <0,0001 328,2+ 20 3284+ 31 0,0508
SH -5 221,318 403,829 <0,0001 331,3+ 20 349,0+ 25 0,0508
p2 < 0,0001 <0,0001 0,0889 0,183

pl: nivel de significancia intragrupo; p2: nivel de significancia intergrupo; PA. Parkinson; SH. sham; Pa-s.
Parkinson e sedentarismo; Sham-s.sham e sedentarismo; TIAla.treinamento de alta intensidade antesda cirurgia;
TIAId. treinamento de alta intensidade depois da cirurgia; TIAlad.treinamento de alta intensidade antese depois
da cirurgia.

Todos os animais ganharam peso durante o treinamento (p<0,0001; Figura 11). Os
grupos PA e SH submetidos ao mesmo tipo de treinamento ou sedentarios apresentaram ganho
de peso semelhantes, TIAla (p > 0,99), TIAId (p > 0,99), TIAlad (p= 0,99) e sedentarios (p=

0,99).
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Figura 11. Anélise do peso corporal (g) durante o treinamento de alta intensidade. PA-TIAla. grupo treinado
antes da indugdo da DP; SH-TIAla. grupo treinado antes da falsa cirurgia; PA-TIAId. grupo treinado depois da
inducdo da DP; SH-TIAId. grupo treinado depois da falsa cirurgia; PA-TIAlad. grupo treinado antese depois da
cirurgia de indugdo da DP; SH-TIAlad. grupo treinado antes e depois da falsa cirurgia; PA-s. grupo sedentario
com DP; SH-s. grupo sham sedentario.

Na figura 12 estdo representadas as FCs analisadas nos mesmos momentos, em
repouso e apds o treinamento, e ndo foram estatisticamente diferentes nos grupos PA e SH
(p=0,056), independentemente do tipo de treinamento realizado (p=0,57). Os ratos PA-s
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apresentaram FC repouso maior quando comparado ao grupo SH-s (p=0,002). Houve

incremento da FC com a realizagcdo do TIAI (p<0,0001).
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Frequéncia Cardiaca (bpm)

Figura 12. Valores médios da FC repouso e FC apés o treinamento fisico entre os grupos de animais. PA-
TIAla. Grupo treinado antes da inducdo da DP; SH-TIAla. Grupo treinado antes da falsa cirurgia; PA-TIAId.
Grupo treinado depois da inducdo da DP; SH-TIAId. Grupo treinado depois da falsa cirurgia; PA-TIAlad. Grupo
treinado antese depois da cirurgia de inducdo da DP; SH-TIAlad. Grupo treinado antese depois da falsa cirurgia;
PA-s. Grupo sedentério com DP; SH-s.Grupo sedentario sham.

5.2 Anélise do Desempenho Funcional

Para avaliagdo dos efeitos do TIAI no desempenho funcional dos animais foram
utilizados os testes passo em falso e barras paralelas. A andlise das patas traseiras no teste de
barras paralelas (tabela 2) mostrou que apenas os animais PA do grupo TIAlad apresentaram
melhora no desempenho funcional. Em contrapartida, todos os animais do grupo sham
submetidos ao TIAI obtiveram melhora nesse teste.

Tabela 2. Média + desvio padrdo de erros cometidos pelos animais no teste de barras paralelas,

no inicio (Inicial) e final (Final) dosexperimentos, detodosos grupos, e o nivel designificancia
obtido (P).

Teste de Barras Paralelas

Inicial Final P
PA - TIAla 3622 34+15 0,810
PA -TIAId 18+0,6 26+0,8 0,041
PA - TIAlad 42+2,0 23+1,0 0,019
PA -s 1,8+0,6 2,2+0,6 0,440
SH -TIAla 45+19 24+£05 0,017
SH -TIAId 33+14 18+0,8 0,007
SH - TIAlad 25107 1,7+£0,6 0,018
SH -5 22+1,0 16+0,7 0,180

PA-TIAla. Grupo treinado antesda indugdo da DP; SH-TIAla. Grupo treinado antes
da falsa cirurgia; PA-TIAId. Grupo treinado depois da inducdo da DP; SH-TIAId.
Grupo treinado depois da falsa cirurgia; PA-TIAlad. Grupo treinado antese depois da
cirurgia de inducdo da DP; SH-TIAla. Grupo treinado antese depoisda falsa cirurgia;
PA-s. Grupo sedentario com DP; SH-s. Grupo sedentario sham.
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No teste passo em falso (tabela 3) foi observado aumento no numero de erros
cometidos pelos animais em quase todos os grupos, sendo evidenciada diferenca significativa
no namero de erros antes e depois do teste, apenas nos grupos PA-TIAla, PA-TIAId e PA-s, na
andlise dapatadianteiradireita, e nos grupos PA-TIAlae PA-TIAId, naanélise dapata dianteira
esquerda, revelando uma piora da coordenacdo motora das patas dianteiras (direita e esquerda)
nesses grupos nomeados. Nos outros grupos ndo foram evidenciadas diferencas significativas,

como demonstrado na tabela 3.

Tabela 3. Média + desvio padrao de erros cometidos pelos animais no teste de passo em falso,
pata dianteira direita e esquerda, no inicio (Inicial) e final (Final) dos experimentos, de todos

0s grupos, e o nivel de significancia obtido (p).

Teste de Passo em Falso Teste de Passo em Falso
patadireita pataesquerda
Inicial Final p Inicial Final p
PA - TIAla 18+1,1 56+25 0,0009 20+1,0 57+28 0,001
PA - TIAId 2610 52+17 0,014 2,2+0,83 52+24 0,003
PA - TIAlad 1,7+1,0 2,7+15 0,12 18+1,0 29+19 0,133
PA -5 14+11 30+£18 0,043 16+1.2 34+12 0,074
SH - TlAla 28+16 25+£0,7 0,692 21+£13 28+0,8 0,262
SH - TIAId 20+13 25+09 0,393 1,7+13 2,1+0,9 0,544
SH - T1Alad 23111 23+17 >0,999 25+1.2 21+14 0,511
SH -5 21+09 1510 0,242 13+1,0 1,0+0,7 0,420

PA-TIAla. Grupo treinado antesda inducdo da DP; SH-TIAla. Grupo treinado antes da falsa cirurgia; PA-TIAId.
Grupo treinado depoisda inducdo da DP; SH-TIAId. Grupo treinado depois da falsa cirurgia; PA-TIAlad. Grupo
treinado antese depoisda cirurgia de indug¢do da DP; SH-TIAlad. Grupo treinado antes e depois da falsa cirurgia;
PA-s. Grupo sedentario com DP; SH-s. Grupo sedentario sham.

5.3 Avaliacdo Histomorfométrica do Coracao

A relacdo entre o peso corporal e o peso cardiaco ndo mostrou diferenca significativa
nos animais PA e SH treinados (p=0,51) ou sedentarios (p=0,86). A analise isolada do peso
corporal (p=0,97) e peso cardiaco (p=0,99) também ndo demonstraram diferencas significativas
(Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo histomorfométrica do coracdo. (A) Relacdo peso corporal e peso cardiaco. (B) Peso
corporaldos animais. (C) peso do coragdo. PA-TIAla. Grupo treinado antesda indugdoda DP; SH-TIAla. Grupo
treinado antesda falsa cirurgia; PA-TIAId. Grupo treinado depois da indugdo da DP; SH-TIAId. Grupo treinado
depois da falsa cirurgia; PA-TIAlad. Grupo treinado antese depois da cirurgia de indugdo da DP; SH-TIAlad -
Grupo treinado antes e depois da falsa cirurgia; PA-s — Grupo sedentario com DP; SH-s — Grupo sedentario
sham.

Imagens do coragdo foram usadas para analise morfometrica, mensurando diametro e
espessura do VE, como demonstrado na (figura 14).

Figura 14. Fotomicrografias representativas do coracdo seccionado dos diferentes grupos experimentais.
Imagens fotografadas com Iphone 11 Apple adaptado em tripé com 15 cm de distancia da estrutura. Analise com
auxilio do software Image J Pro Plus. (A) PA - TlAla. Grupo treinado antes da inducdo da DP; (B) SH -TIAla.
Grupo treinado antesda falsa cirurgia; (C) PA - TIAId. Grupo treinado depois da indugdo da DP; (D) SH - TIAId.
Grupo treinado depois da falsa cirurgia; (E) PA -TIAlad. Grupo treinado antes e depois da cirurgia de inducdo da
DP; (F) SH - TIAlad Grupo treinado antes e depois da falsa cirurgia, (G ) PA -s. Grupo sedentario com DP, (H) SH
- s. Grupo sedentério sham.

A andlise do diametro do VE (Figura 15 A) demonstrou que existe diferenca
significativa nos grupos PA-TIAla (1,9+0,3), TIAId (1,8+0,3) e TIAlad (1,7£0,5) em
comparacgdo com PA (3,8+1,3) e SH (3,6+1,9), sedentarios.

Ao analisar a espessura do VE (Figura 15 B) foi observado que os grupos sedentarios,
PA (5,2+0,6) e SH (4,8+0,5) apresentaram menores médias na espessura do VE quando
comparado aos grupos PA-TIAlad (6+0,5) e SH-TIAlad (6,4+0,5). O grupo SH-TIAlatambém
apresentou menores médias (4,7+0,4) de espessura no VE comparado PA-TIAId (6+0,4), PA -
TIAlad, e SH - TIAlad. O grupo PA-TIAId apresentou maior espessura que 0 grupo SH-s.
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Grupo Didmetro  Espessura Grupo Diametro  Espessura
pl p2 pl p2
PA - TIAlavs. SH - TIAla  >0,9999 0,0533 PA - TIAId vs. PA -TIAlad  >0,9999 >0,9999
PA - TIAlavs. PA - TIAId  >0,9999 0,9549 PA - TIAId vs. SH — TIAlad 0,8603 0,8272
PA - TIAlavs. SH - TIAId  0,9927 >0,9999 PA - TIAId vs. PA —s 0,0032* 0,1438
PA - TIAlavs. PA -TIAlad 0,9997 0,9426 PA - TIAId vs.SH —s 0,0135* 0,0355*
PA -TIAlavs.SH - TIAlad 0,9331 0,1823 SH - TIAId vs. PA -TlIAlad  0,8984 0,9707
PA - TIAlavs. PA -s 0,0060* 0,7504 SH - TIAId vs. SH — TIAlad  >0,9999 0,2595
PA - TIAlavs. SH - s 0,0234* 0,3651 SH - TIAId vs. PA —5s 0,0776 0,7201
SH - TIAlavs. PA - TIAId 0,9994 0,0026* SH - TIAId vs. SH —5s 0,1956 0,3460
SH - TIAlavs. SH - TIAId  >0,9999 0,0519 PA -TlIAladvs. SH — TIAlad 0,6725 0,8195
SH - TIAlavs. PA -TIAlad 0,9914 0,0018* PA -TIAladvs. PA —s 0,0009* 0,1168
SH - TIAlavs.SH - TIAlad  0,9952 <0,0001*  PA -TIAladvs. SH -5 0,0043* 0,0267*
SH - TIAlavs. PA - s 0,0351* 0,7377 SH - TIAladvs. PA —s 0,1166 0,0020*
SH - TIAlavs. SH - s 0,0979 0,9779 SH - TIAladvs. SH —s 0,2830 0,0003*
PA - TIAId vs.SH - TIAId  0,9748 0,9774 PA-svs.SH -5 >0,9999 0,9979

Figura 15. Analise morfométricado ventriculo esquerdo, (A) do diametro, em mm, e (B) espessura, em mm,
dos diferentes grupos. PA-TIAla. Grupo treinado antesda inducdoda DP; SH-TIAla. Grupo treinado antes da faka
cirurgia; PA-TIAId. Grupo treinado depois da inducdo da DP; SH-TIAId. Grupo treinado depois da falsa cirurgia;
PA-TIAlad. Grupo treinado antese depoisda cirurgia deinducdo da DP; SH-TIAlad. Grupo treinado antese depois
da falsa cirurgia; PA-s. Grupo sedentério com DP; SH-s. Grupo sedentério sham.. p1: nivel de significAncia obtido

na analise do didmetro; p2: nivel de significancia obtido na analise da espessura ; * Diferenca significativa entre 0s
grupos.

Na figura 16 sdo apresentadas as fotomicrografias representativas do ventriculo
esquerdo de todos os grupos experimentais e na figura 17, o resultado dos testes estatisticos da
guantificacdo do nimero de cardiomidcitos, demonstrando diferencas significativas apenas do
grupo SH-TIAId, com maior nimero de células cardiacas, quando comparado ao grupo PA-
TIAla.
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Flgura 16. Fotomlcrograflas demonstrativas do ventriculo esquerdo processado histologicamente e corado
com HE, dos diferentes grupos experimentais. (A) PA - TIAla. grupo treinado antes da indugdo da DP; (B)
SH -TIAla. Grupo treinado antesda falsa cirurgia; (C) PA - TIAId. Grupo treinado depois da inducédo da DP; (D)
SH - TIAId. Grupo treinado depois da falsa cirurgia; (E) PA -TIAlad. Grupo treinado antes e depois da cirurgia
de inducdo da DP; (F) SH - TIAlad Grupo treinado antese depois da falsa cirurgia , (G) PA - s. Grupo sedentario
com DP, (H) SH - s. Grupo sedentario sham.
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Figura 17. Analise do nimero de fibras musculares no ventriculo esquerdo cardiaco, dos diferentes grupos
experimentais. Contagem utilizando area de intersec¢do do Grade do software Image J Pro Plus. PA-TIAla.
Grupo treinado antes da indugdo da DP; SH-TIAIla. Grupo treinado antes da falsa cirurgia; PA-TIAId. Grupo
treinado depoisda indugdo da DP; SH-TIAId. Grupo treinado depoisda falsa cirurgia; PA-T1Alad. Grupo treinado
antes e depois da cirurgia de inducdo da DP; SH-TIAlad. Grupo treinado antes e depois da falsa cirurgia; PA-s.
Grupo sedentério com DP; SH-s. Grupo sedentario sham.P: nivelde significancia obtido; * Diferenca significativa
entre 0s grupos.

5.4 Histomorfometria dos Musculos Respiratorios
O efeito do TIAI na promocdo da hipertrofia e hiperplasia muscular respiratéria foi
estudado nos seguintes musculos: diafragma (figura 18), intercostais (figura 20) e reto

abdominal (figura 22).



Observa-se no musculo diafragma que PA e SH apresentaram area de seccao
transversal semelhantes quando executado o mesmo treinamento TIAla (PA 2380 + 611; SH
2319 +444), TIAId (PA1741 + 251; SH 1584 + 329), TIAlad (PA 2223 + 383; SH 2432 + 651)
ou sedentério (PA1002 + 259; SH 811,2 + 189), mas diferentes entre as formas de treinamento
(p<0,0001). Como mostrado na figura (19 A), a area de PA e SH do TIAlad e TIAla foram
semelhantes, mas, maiores do que o grupo TIAId e sedentério. Houve hipertrofia muscular nas
trés formas de treinamento, quando comparado aos animais sedentarios.

A contagem de fibras musculares (Figura 19 B) revelou semelhanga na maioria dos
animais PA e SH, treinados ou sedentério, apresentando valores médios nos grupos TIAla (PA
99,11 + 18, SH 116,4 = 15), TIAId (PA 135+ 24, SH 102,9 + 19), TIAlad (PA 105,7 + 30, SH
113,8 + 15) e sedentério (PA 102,1 + 18, SH 110,3 + 18). Foram observadas diferencas
significativas entre os grupos PA-TIAlavs. PA-TIAId; PA-TIAId vs. SH-TIAId; PA-TIAId vs.
PA-TIAlad e PA- TIAId vs. PA-s.

Figura 18. Fotomicrografias demonstrativas da area de seccdo transversal do musculo diafragma, com
aumento de 400x (Al - H1), e fibras musculares do diafragma, com aumento de 100x (A2 - H2), dos
diferentes grupos experimentais. Material processado histologicamente, corado com HE, observados no
microscopio de luz. (A) PA - TIAla. Grupo treinadoantesda indugdoda DP; (B) SH -TIlAla. Grupo treinado
antesda falsa cirurgia; (C) PA - TIAId. Grupo treinado depois da indu¢do da DP; (D) SH - TIAId. Grupo treinado
depois da falsa cirurgia; (E) PA -Tl1Alad. Grupo treinado antes e depois da cirurgia de indugdo da DP; (F) SH -
TIAlad Grupo treinado antes e depois da falsa cirurgia , (G ) PA - s. Grupo sedentéario com DP, (H) SH -s. Grupo
sedentario sham.
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PA - TIAId vs. SH - TIAId 0,9948 0,0103* PA-svs.SH-s 0,9831 0,9802

Figura 19. Analise morfométrica da area de seccdo transversal do muasculo diafragma (A) e quantificacao
do nimero de fibras musculares (B), dos diferentes grupos. PA-TIAla. Grupo treinado antesda inducéo da DP;
SH-TIAIla. Grupo treinado antesda falsa cirurgia; PA-TIAId. Grupo treinado depoisda inducdo da DP; SH-TIAId.
Grupo treinado depois da falsa cirurgia; PA-TIAlad. Grupo treinado antese depois da cirurgia de inducdo da DP;
SH-TIAlad. Grupo treinado antes e depois da falsa cirurgia; PA-s. Grupo sedentario com DP; SH-s. Grupo
sedentario sham.pl: nivelde significAncia obtido na analise a area; p2: niveldesignificAncia obtido na analise de

numero de fibras; * Diferenca significativa entre 0s grupos.

A avaliacdo domdasculo intercostal demonstra que os animais submetidos ao protocolo
de TIAlad (PA 3733+821; SH 3931+816) apresentaram maior area de seccdo transversal
comparado ao TIAIld (PA 2621+537; SH 2301+196) e sedentarios (PA 2253+530; SH
2178+474). Os animais do grupo SH-TIAlad apresentaram maior area que o grupo PA-TIAla
(2815+828), mas area igual ao SH-TIAla (3331+£1129), como evidenciada na figura 21A.

A médiado nimero de fibras musculares dos grupos TIAla (PA 93,11+33; SH 90+14),
TIAId (PA 108,2+19; SH 113,6+£13), TIAlad (PA 78,3+16; SH 85,3+18) apresentaram
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resultados parecidos. Ja entre os grupos PA e SH TIAId vs. PA-s e SH-TIAId vs. PA-TIAIad

foram identificadas diferengas significativas (Figura 21B).

¥ ")-'R'v,‘v?l

Figura 20. Fotomicrografias demonstrativas da area de secgdo transversal do musculo intercostal, com
aumento de 400x (Al - H1), e fibras musculares intercostais, com aumento de 100x (A2 - H2), dos diferentes
grupos experimentais. Material processado histologicamente, corado com HE, observados no microscopio
de luz. (A) PA-TIAla. Grupo treinado antesda inducdo da DP; (B) SH-TIAla. Grupo treinado antes da faka
cirurgia; (C) PA-TIAId. Grupo treinado depois da indu¢do da DP; (D) SH-TIAId. Grupo treinado depois da faka
cirurgia; (E) PA-TIAlad. Grupo treinado antes e depois da cirurgia de indu¢do da DP; (F) SH-TIAlad Grupo
treinado antese depois da falsa cirurgia; (G ) PA-s. Grupo sedentario com DP, (H) SH-s. Grupo sedentario sham.
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Figura 21. Analise morfométricada area de secgdo transversal do musculo intercostal (A) e quantificacao
do nimero de fibrasmusculares (B), dos diferentes grupos, utilizando software Image J-Pro Plus. PA-TIAla.
Grupo treinado antes da indugdo da DP; SH-TIAla. Grupo treinado antes da falsa cirurgia; PA-TIAIld. Grupo
treinado depoisda indugdo da DP; SH-TIAId. Grupo treinado depoisda falsa cirurgia; PA-T1Alad. Grupo treinado
antes e depois da cirurgia de inducdo da DP; SH-TIAlad. Grupo treinado antes e depois da falsa cirurgia; PA-s.
Grupo sedentdrio com DP; SH-s. Grupo sedentario sham. p1: nivel de significancia obtido na analise a rea; p2:

nivel de significancia obtido na analise de nimero de fibras; * Diferenca significativa entre os grupos.

O musculo reto abdominal foi avaliado quanto a area de secgdo transversa, onde foi
evidenciado que os grupos TIAla (PA 4982+726; SH 3935+779), TIAId (PA 4860+673; SH
4026+861), TIAlad (PA 4859+942; SH 5322+1159) apresentaram valores médios de areas

maiores que 0s grupos sedentarios (PA 2679+158; SH 2408+457), como evidenciado na figura

23 A.
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Quanto ao numero de fibras do m. reto abdominal ndo foi evidenciada diferencas
significativas entre os grupos (Figura 23 B), TIAla (PA 64,5£16; SH 68,4+20), TIAId (PA
69,8+19; SH 67,6+10), TIAlad (PA 55,9+10; SH 56,3+13) e sedentarios (PA 63,7+8; SH
61,3+10).

Figura 22. Fotomicrografias demonstrativas da drea de seccdo transversal do musculo reto abdominal, com
aumento de 400x (Al - H1), e fibras musculares do reto abdominal, com aumento de 100x (A2 - H2), dos
diferentes grupos experimentais. Material processado histologicamente, corado com HE, observados no
microscépio de luz. (A) PA-TIAla. Grupo treinado antesda inducéo da DP; (B) SH-TIAla. Grupo treinado antes
da falsa cirurgia; (C) PA-TIAId. Grupo treinado depois da indu¢do da DP; (D) SH-TIAId. Grupo treinado depois
da falsa cirurgia; (E) PA-TIAlad. Grupo treinado antes e depois da cirurgia de inducdo da DP; (F) SH- TIAlad
Grupo treinado antese depois da falsa cirurgia , (G ) PA-s. Grupo sedentario com DP, (H) SH-s. Grupo sedentario
sham.
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SH - TIAlavs. PA -s 0,0551 0,9980 SH - TIAladvs. PA -s <0,0001* 0,9461
SH - TIAlavs. SH - s 0,0113* 0,9794 SH - TIAladvs. SH -s <0,0001* 0,9951
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Figura 23. Anélise morfométrica da &rea de seccdo transversal do musculo reto abdominal (A) e
quantificacdo do nimero de fibras musculares (B), dos diferentes grupos, utilizando software Image J-Pro
Plus. PA-TIAla. Grupo treinado antesda inducao da DP; SH-TIAla. Grupo treinado antesda falsa cirurgia; PA-
TIAId. Grupo treinado depois da inducdo da DP; SH-TIAId. Grupo treinado depois da falsa cirurgia; PA-TIAlad.
Grupo treinado antese depois da cirurgia de indu¢do da DP; SH-TIAlad. Grupo treinado antes e depois da falka
cirurgia; PA-s. Grupo sedentario com DP; SH-s. Grupo sedentario sham. pl: nivel de significAncia obtido na

andlise a area; p2: nivel de significAncia obtido na anélise de nimero de fibras; *Diferenca significativa entre os

grupos.
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6. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram que o TIAI promoveu hipertrofia miocardica
e dos masculos respiratérios diafragma, intercostal e reto abdominal, de maneira semelhante em
ratos PA e SH. E que o exercicio quando realizado antes e ap6s PA melhora o desempenho
funcional das patas traseiras, mas com poucos beneficios para as patas dianteiras.

O presente estudo constatou a morte de neurbnios na substancia negra mesencefalica
utilizando o modelo de lesdo eletrolitica, 0 que comprova a inducdo da DP. A lesdo eletrolitica,
apesar de diferir da6-OHDA, assemelha-se ao utilizar coordenadas estereotéxicas para indugéo.
Segundo Gomes e Bel (2003), ambos os modelos tém em comum a destruicdo de neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra e na via nigroestriatal (caudado e putdmen), comprovado
por analise imunocitoquimica e histoquimica com neurdnios positivos para NOS e NADPH-d,
respectivamente.

Neste estudo, os animais ndo apresentaram perda de peso corporal antes e apds a
cirurgia, o que demonstra que os cuidados realizados p6s cirurgia foram fundamentais no
controle de peso. Resultados semelhantes foram encontrados em alguns estudos que realizaram
neurocirurgia, como o de indugdo de isquemia (DAMAZIO et al., 2014) e de indugéo da DP
(LOUREIRO etal., 2013). Em contrapartida, Wang et al. (2013) descrevem resultados diferentes
sobre 0 peso corporal antes e apds cirurgia, com perda de 10% do peso corporal no grupo PA e
3% no grupo SH, mas resultados semelhantes quanto ao ganho de peso durante o treinamento
intenso. E importante destacar que procedimentos neurocirdrgicos em ratos necessitam de
cuidados especiais pos cirurgia, os animais podem manifestar processos algicos e inflamatorios
que culminam em perda de peso, alteracbes comportamentais e morte. Dessa forma, estratégias
de monitoramento das gaiolas e administracdo de anti-inflamatorios sdo incentivados, além do
uso de indicadores como o peso corporal que auxiliam na identificacdo de dor e angustia
(ROUGHAN e FLECKNELL, 2001; RIEDESEL etal., 2021).

Nos ultimos 10 anos, pesquisadores da DP vém demonstrando os beneficios da
realizacdo de exercicio fisico na prevencdo e/ou reabilitacdo (LAI et al., 2017). Exercicios de
escalada ja foram propostos para humanos com PA. De acordo com Langer et al. (2021), a
escalada combina varios tipos de treinamentos, como forga, resisténcia, equilibrio, flexibilidade
e coordenacdo, o que possibilita melhor aptidéo fisica, forca, flexibilidade, postura e equilibrio.

O presente estudo utilizou a escalada na forma TIAI do tipo forca e constatou
resultados positivos no desempenho funcional no teste de barras paralelas em animais PA-

TIAlad e SH, melhorando em ambos 0s grupos a coordenagdo motora das patas traseiras. No
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entanto, o exercicio ndo foi suficiente para a melhora da coordenacdo das patas dianteiras,
observado no teste passo em falso, nos grupos PA (TIAla, PA-TIAId e PA-S) que apresentaram
piora. Os animais dos grupos PA-TIAlad e SH mantiveram a funcionalidade. Estudos sobre a
coordenagdo motora em ratos e humanos com PA revelam deficiéncia no controle das
extremidades, pior destreza e alcance manual e dificuldade na transferéncia de peso de um lado
para o outro (WHISHAW et al., 2002; LEZCANO et al., 2010). Tais informacdes sugerem
necessidade de maior tempo de treinamento nos ratos com PA, para melhora da coordenacéo
das patas dianteiras, como no grupo PA-TIAlad que treinou oito semanas e ndo demonstrou
piora no teste passo em falso, ao mesmo tempo que demonstrou melhorar na coordenacdo das
patas traseiras. O estudo de Damazio et al. (2015) demonstrou resultados semelhantes ao
submeter ratos com isquemia ao exercicio fisico, com animais que treinaram por oito semanas
apresentaram melhor desempenho nos testes de barra paralela e passo em falso em comparacéo
com animais que treinaram por um menor tempo.

Existem controvérsias quanto & intensidade ideal para treinamento, tanto em humanos
guanto em modelos animais (LAMOTTE et al., 2015). Em humanos, esta proposto nas diretrizes
para individuos com DP, a realizacdo de treinamento aerobico de intensidade moderada (KIM et
al., 2019). Mas estudos tém demonstrado que o treinamento muito intenso em esteira com maior
duracdo resulta em maiores efeitos na velocidade da marcha em comparacdo com outros
treinamentos (MEHRHOLZ et al., 2015). Exercicios intensos realizados em esteira (velocidade
inicial 10 m/min aumentando para 24 m/min na Gltima semana), durante cinco semanas, resultam
em melhora na velocidade da corrida em camundongos com PA em comparacdo ao grupo
controle (TOY etal., 2014).

Como esperado, houve aumento da FC com a realizacdo de TIAI, e a FC de repouso
foi maior no grupo PA-s comparado ao SH-s. Sabe-se que durante a realizacdo de exercicio
fisico ocorre um aumento linear da FC com o aumento daintensidade do exercicio, evidenciado
em humanos, em que o TIAI em esteira (80-85% da FC méax) diminui as alteracdes motoras na
DP comparado a exercicios usuais (sem prescricio da frequéncia cardiaca maxima)
(SCHENKMAN etal., 2018). Entretanto, apesar do aumento na FC com o TIAI néo € possivel
inferir a FC max para calculo daintensidade do exercicio (85-95% da FC méax), porque estudos
gue usam essa medida foram realizados em humano e o treinamento com exercicios intensos
em ratos promovem reducdo de lactato sanguineo e aumento do VO2max) (TOTI et al., 2013;
LUCAS etal., 2015).

A andlise macroscépica do coragdo evidenciou hipertrofia miocardica com efeito do

TIAlad, mas a histolégica ndo demonstrou aumento do numero de cardiomidcitos. Ainda que
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ndo demonstradas diferencas no peso cardiaco e peso relativo, foram encontradas diferencas
macroscopicas importantes como o menor didmetro do VE nos grupos PA-TIAla, TIAId e
TIAlad e maior espessura do VE, em PA-TIAlad e SH-TIAlad, quando comparados aos PA e
SH sedentérios. Resultadossemelhantes foram apresentados por Vasconcelos etal. (2021) onde
foi realizado TIAI em escada vertical em ratos ap0s isquemia cerebral. Tal desfecho indica que
a sobrecarga intensa utilizada no treinamento produz hipertrofia concéntrica e pode favorecer
de maneira semelhante animais com ou sem PA, visto que ha evidéncias que o0 aumento da
massa muscular miocardica promove maior débito cardiaco e diminuicdo daFC de repouso e
dapressao arterial (MELO et al., 2011).

E sabido que pessoas com DP podem apresentar alteragBes cardiacas, maior
remodelacdo concéntrica do miocardio associado a pior funcdo diastdlica, maior chance de
desenvolver insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecéo inicialmente preservada (FLORES et
al., 2018). E preocupante que aalteracio estrutural do coragdo aumente a chance de arritmias e
de morte inesperada (NISHIDA etal., 2017). No presente estudonéo foi encontrado hipertrofia
miocérdica no animal PA-s, pois o tempo da doen¢a pode ndo ter sido suficiente para
desenvolvimento da disfuncéo cardiaca e ndo foram analisadas outras fung¢des dindmicas como
a mensuracao da fracdo de ejecdo, volume sistélico e diastolico. Dessa forma, o compilado de
dados demonstra que o efeito do TIAI no coracdo do Parkinsoniano precisa ser mais bem
estudado, o esclarecimento dos beneficios e seguranca sdo importantes para recomendac&o.

O treinamento com peso é considerado um dos principais tipos de exercicio para
promover aumento da massa magra. De modo que, 0 aumento da tensdo mecanica provoca
injuria e dano muscular, ativam células satélites, podendo ocorrer aumento da area de seccao
transversa da fibra e/ou adigdo de novos ndcleos (CAHUE et al., 2020). Polla et al. (2004)
relatam que a hipertrofia promovida pelo exercicio acontece de maneira diferente em musculos
respiratorios e periféricos, e que treinamento de resisténcia com sessdes longas de contragdo
subméaximas nao sao suficientes para aumentar a massa muscular, enquanto exercicios de forca
com sessdes curtas de contracdo maxima causam aumento da massa muscular.

O presente estudo foi o primeiro a verificar hipertrofia dos musculos respiratorios com
o TIAI na DP, mostrando aumento da area de sec¢do transversa dos musculos diafragma,
intercostal e reto abdominal em todos os grupos treinados, com poucas diferencas na quantidade
de fibras musculares (diafragma e intercostal) e nenhuma no reto abdominal. Demonstramos
também que a hipertrofia acontece damesma forma em ratos PA e SH, mostrando que a doenca

de PA pode néo influenciar no aumento damassa com o exercicio.
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Apenas o estudode Bowen etal. (2017) exibiu as repercussdes do TIAI na musculatura
respiratdria, no entanto, estudaram ratos obesos com insuficiéncia cardiaca e ndo encontraram
diferencas significativas na area de seccdo transversa e no numero de fibras musculares ao
comparar sedentérios, sob TIAI (90% do VO: pico) e treinamento de intensidade moderada
(60% do VO: pico), realizando exercicios na esteira com 25° de inclinagdo durante oito
semanas. Pesquisas comumente utilizam carga resistiva inspiratoria para treinamento dos
musculos respiratorios. Em humanos, hd aumento da area de seccdo transversa e da proporcao
de fibras musculares (%) do mm. intercostais apés bidpsia (SARMIENTO et al., 2002). Em
ratos, Bisschop et al. (1997) evidenciaram hipertrofia do diafragma com aumento da area da
area de seccdo transversa.

Varios estudos atestam que o TIAI favorece a hipertrofia de musculos periféricos, mas
faltam evidéncias em musculos respiratérios (TOTI et al., 2013; CAHUE et al., 2020). A
fraqgueza muscular ¢ comum com a progressdo da DP, o acometimento dos musculos
inspiratorios (diafragma e intercostais) exacerba os sintomas respiratérios e podem causar
complicagcbes pulmonares restritivas, a fraqueza expiratéria (reto abdominal) diminui a
efetividade datosse e pode provocar disfagia e pneumonia aspirativa (SANTOS et al., 2019).
Pensando nisso, o fortalecimento dos musculos respiratorios pode ser uma boa estratégia para
minimizar as complicacGes pulmonares futurasna DP (RODRIGUEZ etal., 2020).

Confrontando os tipos de treinamento é perceptivel a importancia de estudos que
comparem o treinamento respiratorio convencional, TIAI e outras modalidades de treinamento
na hipertrofia da musculatura respiratéria em modelos animais e humanos com PA. Embora
mais evidéncias sejam necessarias, a comprovacao deque o TIAI promove hipertrofia muscular
miocérdica e respiratoria, além de melhor desempenho funcional, traz implicagGes clinicas
importantes para o tratamento da DP, tornando este, um estudo relevante. Assim, os resultados
encontrados sugerem que o TIAI pode ser uma boa estratégia terapéutica para fortalecimento

dos masculos respiratorios a longo prazo para reduzir ou prevenir complicacbes pulmonares.
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7.CONCLUSAO

O protocolo de TIAI realizado mostrou efeitos na funcionalidade e morfologia
cardiorrespiratdria a beneficio dos animais com doenca de Parkinson. As alteraces no tecido
muscular cardiaco e respiratério aconteceram de forma semelhante em ratos com Parkinson e
Sham, mostrando que a doenca néo interfere no ganho de massa muscular quando executado o
mesmo protocolo de treinamento.

Os testes de avaliacdo do desempenho funcional mostraram que um maior tempo de
exercicio beneficiou os animais com doenga de Parkinson. O grupo de animais que realizaram
treinamento antes e depois da indugdo do Parkinson apresentaram melhora da coordenacdo das
patas posteriores, sem modifica¢fes na coordenagdo das patas anteriores.

Os exercicios causaram alteracbes macroscopicas e histologicas do coracgéo,
observando hipertrofia miocardica com reducdo do didmetro e aumento da espessura do
ventriculo esquerdo, sem alteracdo da quantidade de cardiomidcitos e peso relativo do coracao.

Por fim, os musculos respiratorios estudados apresentaram hipertrofia muscular com

o TIAI mas ndo apresentaram hiperplasia em todos 0s grupos.
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ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO - M.Sc. ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO PARA
CONCESSAO DO GRAU DE MESTRE EM CIENCIAS MORFOFUNCIONAIS

Aos 22 dias do més de julho do ano de dois mil e vinte e dois, as 14h, pela plataforma RNP
(https://conferenciaweb.rnp.br/webconf/laila-cristina-moreira-damazio), foi instalada a banca
examinadora de dissertacdo de mestrado da discente Graziele Mayra Santos Moreira. A banca
examinadora foi composta pelo professor Dr. Antonio José Natali (UFV), examinador externo, pela
professora Dra. Flavia Carmo Horta Pinto (UFSJ), examinadora interna, pela professora Dra. Laila
Cristina Moreira Damazio (UFSJ), coorientadora, e pela professora Dra. Liliam Mid ori Ide, orientadora.
AprofessoraDra. Liliam Midori Ide, Presidente da Banca, fez aaberturadostrabalhos e, ap6s apresentar
0s membros da banca examinadora e esclarecer a tramitacdo da defesa, solicitou a candidata que
iniciasse a apresentagdo da dissertacdo, intitulada “Analise histomorfométrica do tecido
cardiorrespiratorio de ratos com doenca de Parkinson treinados com exercicios fisicos de alta
intensidade”, marcando um tempo de até sessenta minutos para a apresentacéo. Concluida a exposicéo,
a Profa. Liliam Midori Ide, presidente, passou a palavra ao examinador externo, Prof. Antonio José
Natali para arguir a candidata, e, em seguida, a examinadora interna, Profa. Flavia Carmo Horta Pinto,
e a co-orientadora, Profa. Laila Cristina Moreira Damazio, para que fizessem o mesmo. Concluidos os
trabalhos de apresentagdoe arguicéo, o resultadoda avaliagdoda bancafoi: APROVADA a defesa COM
a necessidade de alteragdes. A versdo final da dissertacéo, devera ser entregue ao programa no prazo de
90 (noventa) dias, a contar a partir da data da defesa, contendo as modificagdes sugeridas pela banca
examinadora e constante na folha de correcdo anexa Resolugdo Consu N° 062, de 07 de novembro de
2011, modificada pela Resolugdo CONSU N° 005, de 29 de fevereirode 2016. A candidatando terd o

titulo sendo cumprir as exigéncias acima descritas.
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A banca examinadora, composta pelo professor Dr. Anténio José Natali (UFV), examinador extemo,
pela professora Dra. Flavia Carmo Horta Pinto (UFSJ), examinadora interna, pela professora Dra. Laila
Cristina Moreira Daméazio (UFSJ), co-orientadora, e pela professora Dra. Liliam Midori Ide,
orientadora, sugeriu alteragcbes no titulo para “Analise histomorfométrica do tecido
cardiorrespiratorio de ratos com doenca de Parkinson treinados com exercicio resistido
progressivo.”, alteraces nas legendas das figurase tabelas, melhoria na qualidade das fotomicrografias

e revisdo ortogréfica.
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