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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) acomete os neurbnios dopaminérgicos localizados na
parte compacta da substancia negra. A pratica do exercicio fisico de resisténcia é uma
intervencéo ndo farmacolégica que vem sendo testada no tratamento da DP. Assim, 0
presente projeto tem como objetivo investigar os efeitos dos exercicios de alta
intensidade na escada na densidade neuronal e expressao de astrécitos no encéfalo de
ratos com DP que exercitaram antes e depois da inducéo da doenca. Foram utilizados 80
ratos, Wistar, sendo distribuidos da seguinte forma: 10 animais treinados antes da
inducdo da DP (DP-Exa), 10 treinados depois da indu¢cdo da DP (DP-Exd); 10 treinados
antes e depois da inducdo da DP (DP-Exad) e 10 animais sedentarios (DP-Sed). Os
mesmos grupos foram distribuidos para o grupo sem DP (Sham). O treinamento fisico
de alta intensidade foirealizado na escada vertical antes e/ou apos a indugcéo da DP.
Foi realizado durante 5 dias/semana, 30 a 45 minutos, por 4 semanas. A inducédo da
DP foirealizada pelo modelo de lesdo eletrolitica nas coordenadas: AP igual a -4,9, ML
igual a 1,7 e DV igual a 8,1. O desempenho motor dos animais foi avaliado no inicio e
no final do treinamento com os testes passo em falso, barras paralelas e campo aberto.
No final do experimento, o encéfalo foiretirado para histoquimica, através da coloracéo
pelo método de Nissl, e imunohistoquimica para a expressio da Proteina Acida Fibrilar
Glial (GFAP) dos astrécitos da sustancia negra e estriado. O estudo histomorfométrico
foi realizado com o programa Image J para contagem dos neurdnios e dos astrocitos
(GFAP). Utilizou-se o programa GraphPad Prism 9.3, teste ANOVA one-way, seguido
do post-hoc de Tukey (p<0,05). A analise demonstrou melhor desempenho dos animais
gue treinaram em comparacao ao grupo sedentario, nos testes de barras paralelas e
campo aberto. Os dados da contagem de neurdnio no striatum, na substancia negra e
GFAP, nos animais dos grupos DP-Exa, Sham-Exa, DP-Exad e Sham-Exad
apresentaram maior quantidade de neurdnios e maior expressédo de GFAP, quando
comparados aos grupos DP-Exd, Sham-Exd, DP-Sed e Sham-Sed. Dessa forma foi
possivel concluir que os animais que realizaram o treinamento de alta intensidade
antes, e antes e depois da inducdo da DP apresentaram maiores densidades de
neurdnios e astrocitos.

Palavras-Chaves: Doenca de Parkinson, astricitos, exercicio fisico, neuroprotecéo,
substancia negra, corpo estriado.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) affectsdopaminergic neurons located in the pars compacta of
the substantia nigra. The practice of resistance physical exercise is a non-
pharmacological intervention that has been tested in the treatment of PD. Thus, the
present project aimed to investigate the effects of high-intensity exercise on neuronal
density and astrocyte expression in the brain of rats with PD that exercised before and
after disease induction. Eighty Wistar rats were used, distributed as follows: 10 animals
trained before PD induction (DP-Exa), 10 trained after PD induction (DP-Exd); 10 trained
before and after PD induction (DP-Exad) and 10 sedentary animals (DP-Sed). The same
groups were distributed to the group without PD (Sham). High-intensity physical training
was performed on the vertical ladder before and/or after PD induction. It was performed
for 5 days/week, 30 to 45 minutes, for 4 weeks. PD induction was performed using the
electrolytic lesion model in the coordinates: AP equal to -4.9, ML equal to 1.7 and DV
equal to 8.1. The animals' motor performance was evaluated at the beginning and at the
end of training with false step the test, parallel bars test and open field tests. At the end
of the experiment, the brain was removed for histochemistry, staining by the Nissl
method, and immunohistochemistry for expression of Glial Fibrillary Acid Protein
(GFAP) from the substantia nigra and striatum. The histomorphometric study was
performed with the Image J program for counting neurons and astrocytes (GFAP). The
GraphPad Prism 9.3 program was used, one-way ANOVA test, followed by Tukey's
post-hoc (p<0.05). The analysis showed better performance of the animals that trained
compared to the sedentary group, in the parallel bars and open field tests. Data on
neuron counts in the striatum, substantia nigra and GFAP in the animals of the DP-Exa,
Sham-Exa, DP-Exad and Sham-Exad groups showed a greater number of neurons and
greater expression of GFAP, when compared to the groups DP-Exd, Sham-Exd, DP-
Sed and Sham-Sed. in conclusion, the groups of animals that performed high-intensity
training before, before and after PD induction had higher densities of neurons and
astrocytes.

Key-words: Parkinson Disease, astrocytes, exercise, neuroprotection, substantia nigra,
corpus striatum.
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) € uma doenca neurodegenerativa progressiva,
definida pela presenca de sintomas motores debilitantes como a bradicinesia, tremores,
rigidez muscular e sintomas ndao motores que incluem disfungéo intestinal, depressao,
declinio cognitivo, distirbios do sono e perda do sentido do olfato (LEES, HARDV, J.
REVESZ, T., 2009 ; FREIRE, 2015). Sua etiologia € idiopatica, mas acredita-se que a
mesma surge a partir de fatores ambientais, genéticos, com alteracdes da microbiota
intestinal e com o processo de envelhecimento, que é o principal fator de risco, devido a
aceleracao da perda de neurbnios dopaminérgicos com o passar dos anos (SOUZA et
al, 2011; SAMPSON, et al, 2016).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a DP afeta mais de
1% da populacdo acima de 65 anos (IBGE, 2008). No Brasil, ha estimativas de que
cerca de 200 mil pessoas estejam acometidas por essa doenca (SANTOS, 2015). A
mesma € caracterizada pela degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos da
substancia negra pars compacta, onde ocorre o rompimento da rede dos nucleos basais
do mesencéfalo, estriado e cortex (COOKSON, 2009; BYERS, 2010).

Considerando o envelhecimento populacional e o impacto da doenca na
economia e na sociedade, é de extrema importancia o desenvolvimento de tratamentos
mais baratos e eficazes no seu enfrentamento (MIN.SAUDE, 2014; SANTOS, 2015).
Dessa forma, estudos na area de saude estdo voltados para criacdo de métodos e
estratégias que estimulem a plasticidade neuronal, por meio de treinamento fisico,
proporcionando melhora da capacidade funcional e da qualidade de vida (PONDE et
al., 2019; SCORZA et al., 2020).

Muitas pesquisas tém utilizado modelos de animais com Parkinson, a fim de
verificar as adaptagcdes musculoesqueléticas com o exercicio fisico, bem como
compreender as alteracGes fisioldgicas, bioquimicas e morfofuncionais na doenca
(DAMIANI et al., 2020). O beneficio do exercicio fisico regular e sistematizado tem sido
associado aos efeitos neuroprotetores e ativadores do sistema dopaminérgico
nigroestriatal (YANG et al. ,2015; MELO et al., 2019). A préatica do exercicio fisico de
resisténcia € uma intervencdo nao farmacoldgica que vem sendo testada no tratamento
da DP (SCHENKMAN, et al., 2018).

O exercicio fisico é reconhecido por ser uma alternativa preventiva e
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terapéutica, para diversas doencas (AHLSKOG, 2011; PETZINGER et al., 2013). Ha
indicios de que o exercicio fisico regular sistematizado tenha papel neuroprotetor na
DP. (YANG et al., 2015; MELO et al., 2019). Estudos com exercicios fisicos de leve e
meédia intensidade ja foram comprovados como eficazes nesse sentido, bem como na
melhora das condi¢8es musculoesqueléticas desses individuos (RUBERT, et al., 2007),
no entanto, os exercicios de alta intensidade ainda n&o foram testados em animais com
DP, sendo necessario pesquisar seu efeito neuroprotetor (YANG, et al., 2015).

Ha também uma escassez de referéncias cientificas em relacdo aos efeitos do
exercicio de alta intensidade para recuperacdo do desempenho motor e da densidade
neuronal, no encéfalo de ratos com DP. Assim, o estudo torna-se relevante como
estratégia de intervencdao clinica e motora nesses animais, além de apresentar resultados
que poderdo orientar para realizacdo de estratégias preventivas e terapéuticas nesta

doenca.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Doenca de Parkinson

Os primeiros estudos sobre DP foi realizado em 1817, pelo médico britanico
James Parkinson, cuja monografia foi intitulada “Um ensaio sobre a paralisia
trepidante”, na qual a descreveu como uma "paralisia agitante” (BLOEM; OKUN, 2021).

Posteriormente Jean Charcot (1872), deu nome “La maladie de Parkinson”, em
homenagem e reconhecimento ao trabalho de James Parkinson, e ainda acrescentou
ao quadro clinico da doenca que fora descrito inicialmente, caracteristicas como a
micrografia (caligrafia com letras pequenas que se reduzem progressivamente),
presenca de alteracdo postural, rigidez muscular, comprometimento da memoria e
disfungdes cognitivas, acompanhada também por uma série de manifestacdes nao
motoras, como a ansiedade, depressdo, deméncia e distirbios autondmicos (TEIVE,
1998; DAWSON; DAWSON, 2003; MISHRA; DIXIT, 2022).

Cem anos depois, determinou-se que a DP esta relacionada a perda de
neurdnios na substancia negra em sua por¢cdo compacta (SNpc) e da diminuicdo da
concentracdo de dopamina (DA) no estriado (area de projecdo dos neurbnios), como
demonstrado na figura 1 (KANDELL, 2012), acarretando além dos sintomas descritos,
alteracdes generalizadas em diferentes areas do cérebro, determinado pela inclusédo
de corpos de Lewy (tdlamo, hipotalamo, bulbo offatério ou do tronco encefalico) ou
alteracbes no sistema nervoso auténomo, assinalando que a DP ndo é apenas uma
alteracdo motora, mas um distirbio sensorial, cognitivo, psiquiatrico e autbnomo
(GIRALDEZ-PEREZ et al., 2014; ARIZA-SERRANO, 2016).
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Figura 1. Sintese de dopamina na DP. Fonte: Adaptado de KANDEL (2012).
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As alteracfes fisiolégicas que a DP desencadeia comprometem as fungdes e o
equilibrio do organismo, além de produzir alteracdes no sistema estomatoglossognatico
(ALBUQUERQUE; SILVA, 2016).

2.2. Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, afetando mais de
1% da populacdo mundial acima de 65 anos (ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016).
No Brasil, foi relatada uma prevaléncia de 3% na populacdo acima de 65 anos. Com o
aumento da expectativa de vida, ha uma tendéncia de aumento na prevaléncia desta
doenca (PETERNELLA; MARCON, 2009).

Atualmente é definida como uma doenca neurodegenerativa progressiva, devido
a presenca de sintomas motores debilitantes como a bradicinesia, tremores, rigidez
muscular e sintomas ndo motores que incluem disfungao intestinal, depressdo, declinio
cognitivo, distirbios do sono e perda do sentido do olfato, visto que,
neurodegeneracbes além da SNpc estdo presentes (LEES; HARDV; REVEZ, 2009;
FREIRE, 2015; BLOEM; OKUN, 2021).

Sua etiologia é idiopatica, mas acredita-se que ela surge a partir de fatores
ambientais, genéticos, com alteracdes da microbiota intestinal e com o processo de
envelhecimento, que é o principal fator de risco, devido a aceleracdo da perda de
neurénios dopaminérgicos com o passar dos anos (SOUZA et al, 2011; SAMPSON et
al., 2016).

A DP acomete os neurbnios dopaminérgicos da parte compacta da substancia
negra do mesenceéfalo (SNpc) e as suas conexfes com 0s nucleos da base. Eles por
sua vez formam um circuito extremamente organizado, onde diferentes regides podem
ser ativadas para a realizacdo das fungdes e circunstancias especificas (CAl et al.,
2015; BOUCA-MACHADO, 2018).

O circuito € composto por quatro nucleos: estriado (ndcleo accumbens,
caudado e putamen (CPu); globo palido interno (GPi) e externo (GPe); substancia
negra pars compacta (SNcp) e pars reticulada (SNr) e nicleo subtalamico (NST); e
apesar de ndo se comunicarem diretamente com a medula espinhal, recebem
informacdes do cortex, tAlamo e regides do tronco encefalico, efetuando as corre¢bes

necessarias do movimento e enviam sinais de volta ao cértex através do talamo ou
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nucleo pedunculo-pontino (KANDEL et al., 2012), como evidenciado na figura 2.
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Figura 2. Nucleos da Base - corte coronal do encéfalo.
Fonte: ARRUDA; MENESES (1996)

Esses nucleos pertencem ao sistema motor extrapiramidal, desempenhando um
papel fundamental no controle, planejamento, aprendizado , execucédo de habilidades
motoras e movimentos automaticos, realizados através de duas vias: via direta e
indireta. (DOYON et al., 2009; KANDEL et al., 2012; ROLINSKI et al., 2015).

A via indireta é responsavel pela iniciacdo e finalizacdo do movimento e a via
direta responsavel pelo auxilio e manutengdo do movimento motor durante sua
execucdo, evitando movimentos indesejaveis e disparos inibitérios. Para isso €
necessario que haja uma perfeita comunicacao entre o tdlamo e cortex cerebral (LENT,
2010; BELIN, et al., 2015). A interrupcdo da via dos nucleos basais ocasiona uma
diminuicdo da atividade do talamo, que deixa de exercer o controle da funcao cortical,
por meio da ativacdo glutamatérgica. Consequentemente, ocorre uma diminuicdo
gradual da atividade do cortex motor, em especial no cortex motor primario e na area
motora suplementar (FREIRE, 2015).

Na figura 3 € possivel evidenciar a relagdo entre o cortex cerebral, 0os nicleos
da base e o tdlamo. As vias excitatorias e inibitérias estdo representadas em esquema
de conducdo nervosa entre as estruturas que regulam o movimento motor. O resultado
final da via indireta € a inibicdo, enquanto o da via direta é a excitacao.
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VIAS DOS NUCLEOS DA BASE
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Figura 3. Vias diretas e indiretas dos ndcleos da base.
Fonte: Costanzo (2019).

Na DP, ha evidéncias da ocorréncia no locus ceruleus, nucleo basal de Meynert
e no nucleo dorsal do nervo vago, de diminuicdo da dopamina na via nigroestriatal.
Como consequéncia, ocorrem problemas na capacidade funcional do individuo
acometido. A presenca de contracdo muscular constante é decorrente do excesso de
acetilcolina na fenda sinaptica, o que desencadeia sintomas caracteristicos de lesdo
extrapiramidal, alteracdo do tdbnus muscular e diminuicdo dos movimentos posturais e
involuntarios (R1ZZO, et al., 2016; LEANDRO; TEIVE, 2017) .

A via nigroestriatal € uma via dopaminérgica de projecdo importante, tendo inicio
nos neurdnios da substancia negra compacta do mesencéfalo e término nos espinhos
dos dendritos dos neurdnios de projecdo meédios do nucleo estriado. A dopamina
proveniente do mesencéfalo é capaz de modular a atividade da circuitaria neuronal
(OLIVEIRA et al., 2016).

A microglia também esta relacionada com a fisiopatologia da DP onde a
variacdo dos fagocitos € responsavel pelo remodelamento e maturacdo cerebral, pois
fagocita as células em apoptose ou mortas. (WOJTERA et al.,, 2005). Esta célula

funciona como um sensor de eventos patolégicos do sistema nervoso central (SNC),
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pois esta envolvida em diversas doencas neurodegenerativas. Ha uma interacéo entre
microglia e o desenvolvimento da DP, tendo em vista que a ativagdo microglial precede
a perda de neurbnios dopaminérgicos. Um dos mecanismos sugeridos para esta
interacdo € a grande quantidade de microglia presente na substéncia negra em sua
porcado compacta (RODRIGUEZ-PALLARES etal., 2007). A presenca e ativagao destas
células (microgliose) pode ser verificada por um marcador de microglia e de astrécito,
o0 CD11b. Este marcador € o receptor de C3bi, que é encontrado em mondcitos,
macréfagos e microglia. O anticorpo reconhece o marcador, que pode estar presente
nas formas ativa e inativa da micréglia (MARINOVA-MUTAFCHIEVA et al., 2009).

Os astrocitos sé@o subtipos de células gliais e sdo classificadas como macroglias
do SNC, também conhecidas como astroglia. Para evidencia-las em andlise histoldgica,
utiliza-se uma proteina marcadora, a Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP), que tem papel
modulador na mobilidade e na forma do astrocito. A GFAP é expressa em todo o SNC,
principalmente em areas de lesbes encefalicas (DUTRA et al, 2012).

Na DP ocorre aumento da ativacdo dos astrocitos, que ficam reativos e
respondem de forma tipica. Este fendmeno é conhecido como astrogliose, se
caracteriza por rapida sintese de filamentos de GFAP, proximo ao local da leséo.
Deste modo, esta proteina funciona como um biomarcador sensivel e precoce da
neurotoxicidade (DUTRA et al ,2012). A diminuicdo da expressédo da GFAP pode estar
relacionada com a melhora motora, e o exercicio fisico pode ser uma opcao preventiva e
terapéutic a para diversas doencas (AHLSKOG, 2011; PETZINGER et al., 2013).

2.3. Formas de Inducéo da Doenca de Parkinson em modelos experimentais

Algumas substancias denominadas neurotoxinas, sao utilizadas, nos estudos
de modelos de animais, para inducdo da DP e apresentam particularidades capazes
de produzir a mesma lesdo nos neurdnios dopaminérgicos da SNpc, acompanhada de
sintomas semelhantes ao parkinsonismo (SMEYNE et al., 2005; PURISAI et al.,2007).

Entre as neurotoxinas utilizadas para indugcdo da DP estdo: 1) 6-

hidroxidopamina (6-OHDA), presente no encéfalo de pacientes com DP; 2)
contaminantes da heroina sintética - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP);
3) herbicidas e pesticidas como a rotenona, paraquat e maneb; 4) metais como
manganés; 5) lipopolissacarideo (LPS) (JELLINGER et al., 1995).

Um grande avanc¢o surgiu com o uso da 6-OHDA na inducdo da DP, visto que
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esta molécula é transportada para os corpos celulares e para as fibras de neurénios
dopaminérgicos e noradrenérgicos, causando degeneracdo dos terminais nervosos,
afetando regides do corpo celular. A microinjecéo de 6-OHDA causa destruri¢cao total
dos neurénios da SNpc (GOMES; DEL BEL, 2003).

Além das neurotoxinas, outra forma de inducao da DP, que tem sido objeto de
estudo é a lesé@o eletrolitica da substancia negra, sendo um mecanismo preciso que
induz a destruicdo inespecifica de células neuronais e gliais, bem como do tecido
conjuntivo, nas proximidades da ponta do eletrodo, sendo capaz de destruir outras
vias neuronais do trato nigroestriatal (GOMES; DEL BEL, 2003).

Ambos os modelos mais utilizados na inducdo da DP, acima citados, sao

eficazes e comprometem a via nigroestriatal (GOMES; DEL BEL, 2003).

2.4. Intervengdes nao farmacoldgicas no tratamento da DP

As doencas degenerativas do Sistema Nervoso (SN) comprometem o equilibrio
funcional do individuo (FERNANDEZ et al., 2016). A DP ainda ndo tem cura e o
tratamento atualmente realizado € medicamentoso e tém como finalidade a melhora
dos sinais e sintomas motores e ndo motores, proporcionando mais qualidade de vida
aos portadores da doengca (ARMSTRONG e OKUN, 2020; MONTI et al., 2022).

Diante das limitagbes da terapia farmacologica convencional, um grande
namero de terapias nao farmacolédgicas experimentais tem surgido nas Ultimas décadas
com resultados promissores para o tratamento e prevencdo da DP (HILARIO et al.,
2016; MORAES et al., 2016).

Muitas pesquisas tém utilizado modelos de animais com DP, a fim de verificar
as adaptacGes musculoesqueléticas através do exercicio fisico, bem como
compreender as alteracdes fisiologicas, bioquimicas e morfofuncionais na doenca
(DAMIANI et al., 2020). O beneficio do exercicio fisico regular e sistematizado tem sido
associado aos efeitos neuroprotetores e ativadores do sistema dopaminérgico
nigroestriatal (YANG et al., 2015; MELO et al., 2019).

O exercicio fisico é capaz de ativar cascatas moleculares e celulares
responsaveis pelo suporte e manutencdo da plasticidade além de ser uma opcéo
preventiva e terapéutica para diversas doencas (AHLSKOG, 2011, PETZINGER et al.,
2013).

O beneficio do exercicio fisico regular e sistematizado tem sido associado aos
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efeitos neuroprotetores e ativadores do sistema dopaminérgico nigroestriatal e a pratica
do exercicio fisico de resisténcia é uma intervencdo ndo farmacologica que esta sendo
testada no tratamento da DP (YANG et al., 2015; SCHENKMAN, et al., 2018; MELO et
al., 2019). Estudos com exercicios fisicos de leve e média intensidade ja foram
comprovados como sendo eficazes na melhora das condicdes musculoesqueléticas de
pacientes com DP, bem como seu efeito neuroprotetor (RUBERT et al., 2007); no
entanto os exercicios de alta intensidade ainda ndo foram testados em animais com
DP (YANG et al., 2015).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar os efeitos do treinamento de alta intensidade na densidade neuronal e

expressao de astrocitos antes e depois da indugdo da DP em ratos, por leséo eletrolitica

da substancia negra do mesencéfalo.

3.2. Objetivos Especificos

Investigar o efeito neuroprotetor dos exercicios de alta intensidade.

Analisar a eficacia dos exercicios de alta intensidade, realizados depois da DP, na
promoc¢ado da diminuicdo da lesdo na substancia negra do mesencéfalo, como

na melhora do desempenho motor dos animais.

Correlacionar os efeitos dos exercicios antes e depois da inducdo da DP, no

encéfalo com o desempenho motor de ratos.

Avaliar a densidade de neurbnios na substancia negra, striatum e cortex cerebral
dos ratos com DP, que realizaram o protocolo de exercicio fisico de alta

intensidade, confrontando com os ratos sedentarios.

Avaliar a expressdo de GFAP nos astrécitos na substancia negra do mesencéfalo
de ratos que realizaram o exercicio fisico de alta intensidade, confrontando com
os ratos sedentarios.

Avaliar o desempenho motor antes e depois do treinamento de alta intensidade

e ainducéo da DP.
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4. MATERIALE METODOS

Os procedimentos seguiram as normas éticas brasileiras, recomendacdes das
Normas Internacionais de Protecdo aos animais e do Codigo Brasileiro de
Experimentacdo Animal. O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pela
Comisséo de Etica Envolvendo o Uso de Animais (CEUA)da Universidade Federal de
Sé&o Joao Del-Rei, apresentando como namero de protocolo 9049140321 (BRASIL, Lei
11794/08).

4.1. Animais

Os experimentos foram realizados no Laboratdorio de Reabilitacdo, do
Departamento de Medicina, da UFSJ.

Para o calculo amostral foi considerado como referéncia o estudo de ARZUZA
et al.,(2017), que também utilizou o modelo de inducdo da DP com lesdo da
substancia negra do mesencéfalo na mesa estereotaxica e grupos com 10 animais.

Foram utilizados 80 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, var. albinus), com 40
dias de vida e massa corporal entre 250 e 450 g, provenientes do Nucleo de Criacéo
de Animais de Laboratério (NUCAL). Foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com
acesso livre a 4gua e racdo, fotoperiodo claro/escuro de 12 horas, temperatura
ambiente entre 21 e 22°C e umidade relativa do ar de 60-70%.

A distribuicdo da amostra foi em dois grupos experimentais: Grupo inducao da
DP através do modelo de leséo eletrolitica da substancia negra do mesencéfalo (DP)
e Grupo Sham (sem lesao eletrolitica/ falsa cirurgia), pesados no inicio do experimento,
apoés a cirurgia de inducdo da DP (GOMES; DEL BEL, 2003) ou falsa cirurgia e no final
do experimento com 80 dias. Os 2 grupos foram subdivididos em 4 grupos cada um,
como descrito abaixo.

Quarenta animais (n=40) foram submetidos a cirurgia de indugdo da DP por
lesdo eletrolitica e foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes subgrupos:

DP-Exa - 10 animais treinados antes da indugcdo da DP;
DP-Exd - 10 animais treinados depois da indu¢cao da DP;
DP-Exad -10 animais treinados antes e depois da inducdo da DP;
DP-Sed - 10 animais sedentéarios com inducdo da DP.
Quarenta (n=40) animais (controle/sham) foram submetidos ao acesso cirargico,

mas ndo a lesdo eletrolitica (Sham) da DP, e foram distribuidos nos seguintes
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subgrupos:
Sham-Exa - 10 animais treinados antes da falsa cirurgia/sham;
Sham-Exd - 10 animais treinados depois da falsa cirurgia/sham;
Sham-Exad - 10 animais treinados antes e depois da falsa cirurgia/sham;

Sham-Sed - 10 animais sedentarios com falsa cirurgia/sham

A representacdo esquemética dos experimentos esta ilustrada na figura 4
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Figura 4. Esquema dos experimentos. Grupo Exa — Animais exercitados antes da DP e Sham; Grupo
Exd — Animais exercitados depois da DP e Sham; Grupo Exad — Animais exercitados antes e depois da
DP e Sham; Grupo Sed — Animais sedentarios com DP e Sham. Fonte: autora.

4.2 Treinamento Fisico

Os animais foram adaptados a escada vertical por trés dias que antecederam o
inicio do treinamento, realizando trés tentativas por dia, sem nenhuma sobrecarga. Os
animais foram posicionados na camara de alojamento por 60 segundos para a
familiarizagdo com o ambiente seguro. Na primeira tentativa 0s animais permaneceram
a uma distancia de 35 cm da camara; na segunda tentativa a uma distancia de 55 cm e
na terceira tentativa a uma distancia de 110 cm da camara.

A escada vertical foi modificada no estudo de Peixinho- Pena et al., (2012) e
possui 110 cm de comprimento, 18 cm de largura e 80° de inclinacdo. A caixa de
alojamento na extremidade superior da escada possui 20 cm de altura, 20 cm de largura
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e 20 cm de setores de habitacao.

Ap6s o periodo de adaptacdo, o0s ratos pertencentes ao grupo treinado
baseado no protocolo de treinamento de alta intensidade, foram submetidos ao
exercicio na escada vertical durante 4 semanas, 5 dias por semana, com uma duracao
média de 30 a 45 minutos para cada sessdo, com 8 sessdes de 8 escaladas, sendo
a primeira e segunda escalada com 50% da massa corporal do animal, 32 e 42 escalada
com 75% da massa corporal do animal, 52 e 6 escaladas com 90% da massa corporal e
a 7% e 82 escalada com 100% da massa corporal do animal (HORNBERGER et al.,
2004;PEIXINHO- PENA et al. 2012).

Os intervalos entre as séries foram de 60 segundos para que o animal tivesse
um descanso na camara de alojamento.

Os animais foram pesados diariamente antes do exercicio fisico, a fim de realizar
o calculo da carga (através da porcentagem do peso corporal), que o animal usaria
durante a realizacdo do exercicio fisico. A frequéncia cardiaca maxima (FCméax.) e a
saturacdo de oxigénio (SatO2) do animal foram monitoradas, através do oximetro de
pulso (Contec®), com o objetivo de confirmar que, o exercicio exercicio fisico realizado
atingisse 80 a 95% da FCmax. do animal, comprovando assim que o exercicio fisico
realizado era um exercicio fisico de alta intensidade.

O peso utilizado foifixado na por¢céao proximal da cauda do animal a 3 cm da sua
raiz caudal contendo um formato cilindrico que totaliza 16 cm de comprimento (Figura
5), preso com uma linha de Ia envolvida por uma fita de borracha adesiva ajustado de
forma a proteger a pele do animal (HORNBERGER, 2004; PEIXINHO-PENA et al.,
2012; CASSILHAS et al., 2013).

O protocolo de exercicio fisico de alta intensidade foi realizado antes, apos e
antes e apos a cirurgia de inducdo da DP (pelo modelo de estimulacdo eletrolitica) e
/ou cirurgia Sham (falsa cirurgia). (GOMES; DEL BEL, 2003).

Os animais do grupo sedentario ndo realizaram nenhum tipo de exercicio,
permaneceram dentro das caixas durante quatro semanas antes da cirurgia e quatro
semanas apls a cirurgia, sendo apenas retirados da caixa para controle de peso,

limpeza e higienizacao.
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Figura 5. Modelo de treinamento de alta intensidade na escada vertical. Animal com peso na cauda
durante o treinamento. Fonte: autora

4.3.Cirurgia de Inducdo da DP

Os ratos passaram por anestesia intraperitoneal com Cetamina (75mg/Kg) e
Xilazina (10mg/Kg), seguido do posicionamento da cabeca do animal na mesa
esterotaxica. Foi realizada tricotomia e limpeza com alcool iodado da regido onde foi
realizado o procedimento cirdrgico, retirando o periésteo até chegar a regido entre o
Lambda e o Bregma, seguido da aplicacdo de um eletrodo para estimulacao eletrolitica
(Figura 6). As coordenadas para a aplicagcdo do eletrodo foram na regido AP
(anteroposterior) igual a - 4,9, ML (médiolateral) igual a 1,7 e DV (dorsoventral) a 8,1
(LEZCANO et al., 2010). No grupo DP o eletrodo fez uma leséo na substancia negra a
partir de uma carga de corrente de 1mA por 10 segundos e permaneceu no local apds
a lesdo por cerca de trés minutos, apoés foi retirado. O grupo Sham foi submetido ao
mesmo procedimento, entretanto nenhuma corrente foi gerada (GOMES; DEL BEL,
2003). Apoés finalizagdo do procedimento, os eletrodos foram retirados, a regido
suturada com linha cirdrgica e realizados cuidados pds operatorios com administragcao
de antiinflamatoério spray (Dermotrat ®) e oral (1,0 ml de Cetoprofeno®) (GOMES e
BEL, 2003; LEZCANO et al., 2010).
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Figura 6. Modelo de induc@o da DP na mesa estereotaxica. Animal posicionado na mesa estereotaxica
com eletrodo inserido para lesao eletrolitica da substancia negra do mesencéfalo. Fonte: autora

4.4 Histoquimica dotecido nervoso

Ap6s o programa de exercicios fisicos, os animais foram eutanasiados,
utilizando anestésico inalatorio (isoflurano), aplicados com algoddo embebido (100%)
em ambiente fechado, ndo estando préximo ao animal. Foi constatado o6bito, quando
identificado auséncia de movimentos respiratérios e batimento cardiaco, perda de
reflexos e queda da temperatura corporal. Em seguida prosseguiu-se a decapitacédo em
guilhotina especifica para roedores e foi retirado o encéfalo do animal. A coleta do
material biol6gico apos eutanasia possibilitou analisar 0 nUumero de neurbnios viaveis no
striatum e substancia negra do mesencéfalo, além de investigar a expressao de GFAP no
tecido nervoso.

As amostras de tecido nervoso foram fixadas em solu¢gédo de formol tamponado
a 10% por um periodo de 24 horas e em seguida em alcool a 70%. Logo, foram incluidos
em blocos de parafina, com seccdes de 1mm no plano coronal (JUNQUEIRA;
CARNEIRO., 2017). O material biolégico do tecido nervoso foi corado através do
meétodo de Nissl. Foram coradas as regibes da substancia negra do mesencéfalo e
estriado do hemisfério cerebral direito e esquerdo.

A histoquimica do tecido nervoso foi realizada através da colora¢&o dos neurénios
pelo métodos de Nissl, onde consiste no processo de imersdo da lamina, em solucéo
de cresil violeta (marcador especifico de neurbnio) para evidenciar o citoplasma dos

neurbnios e os corpusculos de Nissl. Na lesdo neuronal os corpusculos podem
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desaparecer, fendbmeno conhecido por cromatolise, assim a coloracdo serve como
indicador da viabilidade neuronal. As laminas com as sec¢fes seguiram 0 seguinte
protocolo de coloracao: foram imersas por 5 minutos no xilol 1, xilol 2, no alcool 100%,
no alcool 100%, no alcool 95% e no alcool 70%. Em seguida, por 30 minutos na solucao
de 0,5% de cresil violeta. As laminas foram desidratadas por cinco minutos no alcool
70%, alcool 95%, é&lcool 100%, é&lcool 100%, e finalizado com a diafaniza¢do no xilol 1
e xilol 2. Em seguida foi realizada a montagem e andlise das laminas (SCORZA et al.,
2005; DAMAZIO et al., 2014). A analise morfométrica do material corado foi realizado
com o auxilio do programa Image J apOs captura das imagens, realizadas por uma

cameraacoplada ao miscroscopio (Figura 7).
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Figura 7. Coloracao de Nissl do estriado do cérebro de ratos. (A) Fotomicrografia no aumento de 100X
do estriado direito corado com cresil violeta. (B) Fotomicrografia no aumento de 200X do estriado direito
para contagem dos neurbnios. Fonte: autora.

4.5.Imuhistoquimica dos astrécitos

Os cortes foram desparafinados, reidratados e incubados com metanol (50%)
acrescido de peroxido de hidrogénio a 3%, para inibicdo da peroxidase enddgena. Em
sequéncia, os cortes foram lavados em PBS e incubados com tripsina 0,1% diluida em
PBS, durante 25 minutos, a 37°C. As laminas foram lavadas em PBS e incubadas com
anticorpo policlonal anti-GFAP (DAKO Z-334), diluido a 1:300, durante um pernoite, em
geladeira. Soro de coelho normal foi utilizado como controle negativo. Em seguida foram
lavados em PBS, incubadas com anticorpo de ligagao (ovino anti-IgG de coelho - SIGMA
R-6503) diluido a 1:25, durante 30 minutos, lavados novamente e incubados com
complexo PAP (SIGMA P-2026) na proporcao de 1:200, durante 30 minutos. Entdo, as
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laminas foram lavadas em PBS e incubadas com diaminobenzidina (SIGMA D-9015);
0,03% acrescido de peréxido de hidrogénio 0,03%, por um periodo de 5 a 8 minutos,
sob controle microscopico da intensidade da reacdo cromdégena. Depois, as laminas
foram lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool e montadas com laminula

(Figura 8).
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Figura 8. Expressao de GFAP nos astrécitos dos cérebros dos ratos. (A) Fotomicrografia no aumento de
100X de astrécitos marcados com GFAP. (B) Fotomicrografia no aumento de 200X de astrécitos
marcados com GFAP. Fonte: autora.

4.6.Desempenho Motor

Para avaliagdo do desempenho motor dos animais, foram aplicados os testes
funcionais (teste passo em falso, teste das barras paralelas e teste de campo aberto)
no inicio do experimento, antes e depois da cirurgia e no final do experimento.

Para realizacéo do teste passo em falso (avalia a coordenacdo motora das patas

dianteira), foi utilizada uma placa (estrutura) gradeada de 100 x 50 cm, com intervalo de

grade de 3x3cm (9 cm2), figura9. Aduracao do teste foide trés minutos, sendo o erro
considerado quando a pata do animal passou por entre a grade (DING et al., 2004;DING
et al., 2002; LIM et al., 2008).
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Figura 9. Teste de passo em falso. Animal durante o teste de passo em falso.
Fonte: autora.

Para realizacdo do teste das barras paralelas (avalia a coordenacdo motora das
patas posteriores) foram utilizadas duas plataformas de madeira unidas por barras
paralelas de metal (115 cm) sem estimulo aversivo (choque elétrico) nas extremidades
das barras (Figura 10). O teste teve a duracdo de cinco minutos e foi considerado erro
guando o animal colocou as duas patas na mesma barra ou quando a pata passou
entre as duas barras ou por fora (DING et al., 2004; DING et al., 2002).

Figura 10. Teste de barras paralelas. Animal durante o teste de barras paralelas.
Fonte: autora.

No teste de campo aberto (avalia o comportamento exploratério do animal),
consiste em uma caixa com assoalho dividido em quadrantes na qual, o animal é
posicionado no centro e permanece no ambiente pelo periodo de 5 minutos (Figura 11).

Neste periodo de tempo foi observado e contado o nimero de quadrantes ou
campos deslocados ( sendo que um campo foi considerado deslocado quando o animal

colocou os trés membros na area demarcada) e quantas vezes o animal elevou o corpo
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e tocou a parede da caixa. Os animais foram filmados durante a exposicao a esse teste.
(ROYCE, 1977; ARIDA et al., 2011; INGELSRUD, 2016).

Figura 11. Teste de campo aberto. Animal durante o teste de campo aberto.
Fonte: autora.

4.7.Anélise Estatistica

A analise dos dados foi realizada com auxilio do programa estatistico GraphPad
Prism 9.3 onde foram utilizados os seguintes testes estatisticos: ANOVA - One-way para
comparar as médias entre 0s grupos, e o post-hoc de Turkey para avaliagdo de mais de
uma variavel. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média e o

nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Les@o na Substancia Negra do Mesencéfalo

A andlise da area de lesdo na substancia negra do mesencéfalo dos animais
dos grupos (DP-Exa, DP-Exd, DP-Exad e DP-Sed) demonstrou pela avaliacdo
qualitativa das laminas coradas com o método de Nilss que ocorreu leséo eletrolitica

em todos os grupos de animais com indugéo da DP (Figura 12).

A) (B)

Figura 12. Fotomicrografia da substancia negra do mesencéfalo no aumento de 4X. (A) Animal com
DP. (B) Animal do Grupo Sham. Fonte: autora.

5.2. Massa corporal

A analise do ganho de massa corporal entre os animais, foi observada
durante todo o programa de treinamento fisico de alta intensidade, especificamente
no inicio e final do experimento, antes do procedimento cirirgico e no terceiro dia
apoés a cirurgia (Tabela 1).

O ganho da massa foi acompanhado durante o treinamento, e observou-se
gue todos os animais ganharam massa corporal durante o treinamento (p<0,0001).

Ao comparar o ganho de massa corporal inicial e final , os ratos ganharam
massa tanto no grupo DP quanto no grupo Sham. Sendo que, o grupo DP-Exad e
Sham-Exad apresentaram maiores ganhos de massa corporal (p<0001).



Tabela 1. Dados da massa corporal dos grupos de animais.
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Inicio Final P Antes da Depois da p
Cirurgia Cirurgia
DP - Exa 201,117 345,6+24 < 0,0001 336+ 24 339,8+21 0,0508
DP - Exd 295,3+19 336,3+23 <0,0001 302,9+17 320,423 0,0508
DP - Exad 218,8+12 385+ 23 <0,0001 336+ 22 338+ 20 0,0508
DP - Sed 197,6 + 28 393,5+41 <0,0001 329,3+34 344,7+ 21 0,0508
Sham - Exa 202,319 398+ 19 < 0,0001 331,4+19 336,3+23 0,0508
Sham - Exd 290+ 24 384 +37 < 0,0001 319,5+28 313+ 30 0,0508
Sham-Exad 214,2 £10 401,3+45 < 0,0001 328,2+20 328,4+31 0,0508
Sham- Sed 221,3+18 403,8+ 29 <0,0001 331,3+ 20 349+ 25 0,0508

DP-Exa — Grupo com DP treinado antes; DP-Exd — Grupo com DP treinado depois; DP-Exad — Grupo com DP
treinado antes e depois; DP-Sed — Grupo com DP sedentario; Sham-Exa — Grupo controle treinado antes; Sham-
Exd — Grupo controle treinado depois; Sham-Exad — Grupo controle treinado antes e depois; Sham-Sed — Grupo
controle sedentario. ANOVA-one way; post hoc Tukey; p<0,05.

5.3. Desempenho funcional

A andlise do desempenho funcional nas patas traseiras dos animais, através
do teste das barras paralelas, demonstrou que, o grupo DP-Exad apresentou menos
erros e melhor desempenho funcional. O grupo DP-Exa ndo apresentou diminuicdo
significativa no niumero de erros apdés o treinamento. Os animais dos grupos Sham-Exa,

Sham-Exd e Sham-Exad também apresentaram menos erros neste teste (Tabela 2).

Tabela 2. NUumero de erros no teste de barras paralelas antes do treinamento e no final

dos experimentos.

Inicial Final p
DP - Exa 3,66+2,2 3,44+15 0,81
DP - Exd 1,88+0,6 2,66+0,8 0,041
DP - Exad 4,2+2 2,3+1 0,019
DP - Sed 1,88 +0,6 2,2+0,6 0,44
Sham-Exa 45+1,9 2,4+0,5 0,017
Sham-Exd 3,37+1,4 1,87+0,83 0,007
Sham-Exad 25+0,7 1,7+0,6 0,018
Sham-Sed 2,251 1,6+0,74 0,18

DP-Exa — Grupo com DP treinado antes; DP-Exd — Grupo com DP treinado depois; DP-Exad — Grupo com DP
treinado antes e depois; DP-Sed — Grupo com DP sedentario; Sham-Exa — Grupo controle treinado antes; Sham-
Exd — Grupo controle treinado depois; Sham-Exad — Grupo controle treinado antes e depois; Sham-Sed — Grupo
controle sedentario. ANOVA-one way; post hoc Tukey; p<0,05.

No teste passo em falso foi observado uma piora sgnificativa no desempenho
funcional na pata dianteira direita e esquerda em quase todos os grupos (p>0,05). Foi
observada diferenca significativa no nimero de erros antes e depois nos grupos: DP-
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Exa, DP-Exd e DP-Sed, na pata dianteira direita e nos grupos: DP-Exa e DP-Exd, na
pata dianteira esquerda (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de erros no teste de passo em falso na pata dianteira direita (D) e

esquerda (E) no inicio e no final dos experimentos.

Inicial/D Final/D p Inicial/E Final/E p
DP - Exa 1,8+1,1 56+25 0,0009 2+1 57+2,8 0,0018
DP - Exd 261 52+1,7 0,014 2,2+0,83 5224 0,0030
DP - Exad 1,71 2,7+15 0,12 1,8+1 29+19 0,13
DP - Sed 1,4+x11 3x1,8 0,043 1,66+1,2 3412 0,074
Sham-Exa 28+1,6 25+0,7 0,69 2,14+1.3 2,8+£0,89 0,26
Sham-Exd 2+1.3 2,5+0,9 0,39 1,7£1,3 2,12+0,99 0,54
Sham-Exad 23+x1,1 2,317 >0,99 25+12 2,1+x14 0,51
Sham - Sed 2,12+0,9 1,5+1 0,24 1,3+1 1+£0,7 0,42

DP-Exa — Grupo com DP treinado antes; DP-Exd — Grupo com DP treinado depois; DP-Exad — Grupo com DP
treinado antes e depois; DP-Sed — Grupo com DP sedentario; Sham-Exa — Grupo controle treinado antes; Sham-
Exd — Grupo controle treinado depois; Sham-Exad — Grupo controle treinado antes e depois; Sham-Sed — Grupo
controle sedentario. ANOVA-one way; post hoc Tukey; p<0,05.

Na analise dos dados no teste de campo aberto, referente ao nimero de subidas
e quadrantes visitados realizados pelos animais, depois do treinamento e antes da
cirurgia, foi observado uma diferenca significativa nos grupos DP+Exa/Sham +Exa e
DP+Exad/Sham +Exad (p<0,0001) em comparagao aos grupos DP+Exd e Sham +Exd,;
DP+Sed e Sham+Sed (p<0,0001).

Nao houve diferenca siginifcativa entre os grupos DP e Sham quando

comparados entre si (Figura 13; Tabela 4).
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Figura 13. Média de subidas e quadrantes no teste de campo aberto antes da cirurgia de indugdo da DP
e Sham. (A) Média de nUmero de subidas. (B) Média de quadrantes visitados. DP+Exa — Animais com
DP treinad os antes; Sham+Exa— Animais controle treinados antes; DP+Exd — Animais comDP treinados
depois; Sham+Exd — Animais controle treinados depois; DP+Exad — Animais com DP treinados antes e
depois; Sham+Exad — Animais controle treinados antes e depois; DP-Sed-Animais com DP sedentarios;
Sham+Sed — Animais controle sedetarios. ANOVA,; post hoc Tukey, p<0,05. Fonte: autora.
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Tabela4. Médias de subidas e quadrantes visitados no teste de campo aberto apds treinamento
e/ou antes da cirurgia entre os grupos de animais.

Subidas Quadrantes Visitados
Média Erro Significancia Grupo Média Erro Significancia
Padréo P Padréo P

A) B)

DP+Exa 37,67 2,198 0.0001 DP+Exa 104,1 1,947 0.0001
Sham+Exa 35,00 2,116 Sham+Exa 60,57 2,022

DP+Exd 20,22 1,011 DP+Exd 99,11 1,954

Sham+Exd 18,29 1,614 Sham+Exd 85,50 5,237

DP+Exad 42,40 3,113 DP+Exad 100,1 1,741

Sham+Exad 40,50 1,815 Sham+Exad 45,80 2,958

DP+Sed 5,000 0,6455 DP+Sed 38,78 0,8784

Sham+Sed 5,250 0,6196 Sham +Sed 34,75 2,358

DP-Exa — Grupo com DP treinado antes; DP-Exd — Grupo com DP treinado depois; DP-Exad — Grupo com DP
treinado antes e depois; DP-Sed — Grupo com DP sedentario; Sham-Exa — Grupo controle treinado antes; Sham-
Exd — Grupo controle treinado depois; Sham-Exad — Grupo controle treinado antes e depois; Sham-Sed — Grupo
controle sedentario. ANOVA-one way; post hoc Tukey; p<0,05.

Na andlise dos dados do teste de campo aberto referente ao nimero de subidas
e quadrantes visitados realizados pelos animais apos a cirurgia, foi observado que os
grupos DP+Exa/Sham+Exa e DP+Exad/Sham+Exad (p<0,0001), apresentaram maior
meédia no teste em compara¢cdo com os grupos DP+Exd/Sham+Exd e DP+Sed/Sham
+Sed (p<0,0001).

Houve diferenca signifcativa entre os grupos DP e Sham quando comparados

entre si (Figura 14; Tabela 5).
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Figura 14. Média de subidas e quadrantes no teste de campo aberto depois da cirurgia de indugéo da
DP e Sham. (A) Média de nimero de subidas. (B) Média de quadrantes visitados. DP+Exa — Animais
com DP treinados antes; Sham+Exa — Animais controle treinados antes; DP+Exd — Animais com DP
treinados depois; Sham+Exd — Animais controle treinados depois; DP+Exad — Animais com DP treinados
antes e depois; Sham+Exad — Animais controle treinados antes e depois; DP-Sed-Animais com DP
sedentérios; Sham+Sed — Animais controle sedetarios. ANOVA,; post hoc Tukey, p<0,05. Fonte: autora.



Tabela 5. Médias de subidas e quadrantes visitados no teste de campo aberto apds a cirurgia

entre os grupos de animais.
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Subidas Quadrantes Visitados
Média Erro Significancia Grupo Média Erro Significancia
Padréo P Padréo P

A) B)

DP+Exa 29,33 2,327 0.0001 DP+Exa 48,78 2,510 0.0001
Sham+Exa 40,00 2,350 Sham+Exa 89,13 3,165

DP+Exd 6,889 0,6334 DP+Exd 19,00 1,225

Sham+Exd 11,43 0,5281 Sham+Exd 52,75 3,697

DP+Exad 1,30 1,795 DP+Exad 66,50 2,899

Sham+Exd 51,60 1,815 Sham+Exd 103,5 2,072

DP+Sed 3,000 0,3727 DP+Sed 12,00 0,9574

Sham+Sed 6,6797 0,6797 Sham+Sed 25,00 0,8864

DP-Exa — Grupo com DP treinado antes; DP-Exd — Grupo com DP treinado depois; DP-Exad — Grupo com DP
treinado antes e depois; DP-Sed — Grupo com DP sedentario; Sham-Exa — Grupo controle treinado antes; Sham-
Exd — Grupo controle treinado depois; Sham-Exad — Grupo controle treinado antes e depois; Sham-Sed — Grupo
controle sedentario. ANOVA-one way; post hoc Tukey; p<0,05.

5.4. Quantificagdo de neurdnios na substancia negra

Os dados sobre gquantificacdo neuronal na substancia negra do mesencéfalo
demonstraram diferencas significativas entre os grupos com DP treinados e 0s grupos
sedentarios. Ao analisar a quantificacdo de neurénios no mesencéfalo do lado esquerdo
foi possivel identificar diferencas significativas entre as médias dos grupos DP+Exa,
Sham+Exa, DP+Exad e Sham+Exad e os grupos DP+Exd, Sham+Exd, DP+Sed e
Sham+Sed. Os grupos exercitados antes e antes e depois apresentaram maiores
médias de neurdnios, como evidenciado na Figura 15 e Tabela 6.

Ao analisar a média de neurdnios no mesencéfalo do lado direito foi evidenciado
maiores meédias nos grupos treinados em comparacao aos grupos sedentarios. Sendo
as maiores meédias encontradas nos grupos DP+Exa, Sham+Exa e Sham+Exd,
DP+Exad e Sham+Exad, como demonstrado na Figura 15 e Tabela 6.
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Figura 15. Média de neurbnios na substancia negra do mesencéfalo esquerdo e direito, no aumento de
100X. (A) Fotomicrografia da substancia negra dos animais do grupo Exa; (B) Fotomicrografia da
substancia negra dos animais do grupo Exd; (C) Fotomicrografia da sustancia negra dos animais do
grupo Exad; (D) Fotomicrografia da substancia negra dos animais do grupo Sed. (E) Média de neurdnios
da substancia negra do mesencéfalo do lado esquerdo. (F) Média de neurdnios da substancia negra do
mesencéfalo do lado direito. DP+Exa — Animais com DP treinados antes; Sham+Exa — Animais controle
treinados antes; DP+Exd — Animais com DP treinados depois; Sham+Exd — Animais controle treinados
depois; DP+Exad — Animais com DP treinados antes e depois; Sham+Exad — Animais controle treinados
antes e depois; DP-Sed-Animais com DP sedentarios; Sham+Sed — Animais controle sedetéarios.
ANOVA,; post hoc Tukey, p<0,05. Fonte: autora.

Tabela 6. Média de neurdnios nasubstancianegrado lado esquerdo e direito

Média Erro Significancia Grupo Média Erro Significancia
Padréo P Padréo P

A) B)

DP+Exa 76,22 4,058 0.001 DP+Exa 74,87 2,326 0.05
Sham+Exa 124,0 4,761 Sham+Exa 104,1 2,424

DP+Exd 50,78 3,004 DP+Exd 29,89 3,518

Sham+Exd 65,33 3,069 Sham+Exd 68,89 2,616

DP+Exad 82,60 2,967 DP+Exad 60,30 3,297

Sham+Exad 128,3 3,739 Sham+Exad 80,60 2,242

DP+Sed 15,11 0,7718 DP+Sed 14,00 0,8660

Sham+Sed 36,13 0,7892 Sham+Sed 47,25 1,612

(A) Média de neurdnios na substancia negra do lado esquerdo; (B) Média de neurdnios na substancia
negra do lado direito. DP+Exa — Animais com DP treinados antes; Sham+Exa — Animais controle
treinados antes; DP+Exd — Animais com DP treinados depois; Sham+Exd — Animais controle treinados
depois; DP+Exad — Animais com DP treinados antes e depois; Sham+Exad — Animais controle treinados
antes e depois; DP-Sed-Animais com DP sedentarios; Sham+Sed — Animais controle sedetéarios.
ANOVA,; post hoc Tukey, p<0,05.
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5.5. Quantificacdo de neurbnios no estriado

Os dados sobre quantificacdo neuronal no estriado demonstraram diferencas
significativas entre os grupos com DP treinados e 0s grupos sedentarios. Ao analisar a
guantificacdo de neurbnios no estriado do lado esquerdo foi possivel identificar
diferencas significativas entre as médias dos grupos DP+Exa, Sham+Exa, DP+Exad e
Sham+Exad em comparacao aos grupos DP+Exd, Sham+Exd, DP+Sed e Sham+Sed.
Os grupos exercitado antes e antes e depois apresentaram maiores meédias de
neurdnios, como evidenciado na Figura 16 e Tabela 7.

Ao analisar a média de neurdnios no estriado do lado direito foi evidenciado
maiores meédias nos grupos treinados em comparagcdo aos grupos sedentarios. Sendo
as maiores meédias encontradas nos grupos DP+Exa, Sham+Exa e Sham+Exd,

DP+Exad e Sham+Exad, como demonstrado na Figura 16 e Tabela 7.
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Figura 16. Média de neur6nios no estriado esquerdo e direito. (A) Média de neurénios no estriado do
lado esquerdo. (B) Média de neurbnios no estriado do lado direito. DP+Exa — Animais com DP treinados
antes; Sham+Exa — Animais controle treinados antes; DP+Exd — Animais com DP treinados depois;
Sham+Exd — Animais controle treinados depois; DP+Exad — Animais com DP treinados antes e depois;
Sham+Exad — Animais controle treinados antes e depois; DP-Sed-Animais com DP sedentarios;
Sham+Sed — Animais controle sedetarios. ANOVA, post hoc Tukey, p<0,05. Fonte: autora.

Tabela 7. Média de neurdnios no estriado do lado esquerdo e direito

Média Erro Significancia Grupo Média Erro Significancia
Padréo P Padréo P

A) B)

DP+Exa 96,22 1,579 0.001 DP+Exa 67,22 3,785 0.05
Sham+Exa 117,6 3,518 Sham+Exa 91,71 1,700

DP+Exd 50,78 3,004 DP+Exd 20,89 1,522

Sham+Exd 65,33 3,069 Sham+Exd 42,22 2,616

DP+Exad 111,9 2,541 DP+Exad 64,80 2,075

Sham+Exad 132,8 2,788 Sham+Exad 107,8 0,533

DP+Sed 15,11 0,7718 DP+Sed 3,333 0,5270

Sham+Sed 36,13 0,7892 Sham+Sed 17,38 1,017

(A) Média de neurbnios no estriado do lado esquerdo; (B) Média de neurénios no estriado do lado direito.
DP+Exa— Animais com DP treinados antes; Sham+Exa — Animais controle treinados antes; DP+Exd —
Animais com DP treinados depois; Sham+Exd — Animais controle treinados depois; DP+Exad — Animais
com DP treinados antes e depois; Sham+Exad — Animais controle treinados antes e depois; DP-Sed-
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Animais com DP sedentarios; Sham+Sed — Animais controle sedetarios. ANOVA; post hoc Tukey,
p<0,05.

5.6. Quantificacdo de expressao de GFAP em astrécitos

Os dados sobre a quantificac@o de astrocitos que expressaram GFAP na substancia
negra do mesencéfalo do lado esquerdo e do lado direito demonstraram diferenca
significativa na imunoreatividade do GFAP nos astrocitos entre 0s grupos que treinaram
em comparacdo aos grupos sedentarios. Sendo que, no mesencéfalo do lado direito
foram observadas maiores médias entre os grupos DP+Exa, Sham+Exa e Sham+Exd.
Ja no mesencéfalo do lado esquerdo foram observadas maiores médias nos grupos
DP+Exa, Sham+Exa, DP+Exad e Sham+Exad (Figura 17 e Tabela 8).
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Figura 17. Astrécitos que expressaram GFAP na substancia negra do mesencéfalo do lado esquerdo e
direito, noaumentode 100X. (A) Fotomicrografia da substancia negra do lad o esquerdo que expressaram
GFAP. (B) Fotomicrografia da substancia negra do lado direito que expressaram GFAP. (C) Média de
astrocitos que expressaram GFAP na substancia negra do mesencérfalo do lado esquerdo. (D) Média
de astrécitos que expressaram GFAP na substancia negra do mesencéfalo do lado direito. DP+Exa —
Animais comDPtreinados antes; Sham+Exa — Animais controle treinados antes; D P+Exd — Animais com
DP treinados depois; Sham+Exd — Animais controle treinados depois; DP+Exad — Animais com DP
treinados antes e depois; Sham+Exad — Animais controle treinados antes e depois; DP-Sed-Animais com
DP sedentarios; Sham+Sed — Animais controle sedetarios. ANOVA,; post hoc Tukey, p<0,05. Fonte:
autora.

Tabela 8. Média de astrécitos com expressdo de GFAP do lado esquerdo e direito da
substancia negra do mesencéfalo.

Média Erro Significancia Grupo Média Erro Significancia
Padrao P Padrao P
A) B)
DP+Exa 79,00 4,916 0.0001 DP+Exa 70,22 3,328 0.0001
Sham+Exa 1223 2,090 Sham+Exa 103,3 1,728
DP+Exd 18,60 1,790 DP+Exd 13,67 1,093
Sham+Exd 50,60 1,293 Sham+Exd 36,11 2,224
DP+Exad 91,22 1,832 DP+Exad 48,40 3,630
Sham+Exd 135,7 2,321 Sham+Exd 74,80 3,476
DP+Sed 0,444 0,1747 DP+Sed 0,5556 0,2422
Sham+Sed 2,875 0,4407 Sham+Sed 2,750 0,6196

(A) Média de astrocitos com expresséo de GFAP da substancia negra do mesencéfalo do lado esquerdo;
(B) Média de astrécitos com expressao de GFAP da substancia negra do mesencéfalo do lado direito.
DP+Exa— Animais com DP treinados antes; Sham+Exa— Animais controle treinados antes; DP+Exd —
Animais com DP treinados depois; Sham+Exd — Animais controle treinados depois; DP+Exad — Animais
com DP treinados antes e depois; Sham+Exad — Animais controle treinados antes e depois; DP-Sed-
Animais com DP sedentarios; Sham+Sed — Animais controle sedetarios. ANOVA; post hoc Tukey,

p<0,05.
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6. DISCUSSAO

O estudo evidenciou gque, 0os animais que realizaram o protocolo de exercicio
fisico de alta intensidade apresentaram melhores desempenhos nos testes funcionais
gue os animais sedentarios. A densidade de neurbnios e expressao de astrocitos
também foram maiores nos grupos treinados em comparagado aos grupos sedentarios.
Os animais dos grupos que realizaram exercicio fisico de alta intensidade antes da
cirurgia e os animais dos grupos que realizaram o0 exercicio antes e depois da cirurgia
também foram mais beneficiados com os efeitos neuroprotetores, que 0s animais que

realizaram o exercicio fisico apenas depois da cirurgia.

Na literatura existem varios métodos utlizados para inducdo da DP em modelos
experimentais com animais, principalmente os que utilizam as neurotoxinas para
producdo da lesdo seletiva de neurdnios dopaminérgicos da SNpc, acompanhada de
sintomas semelhantes ao parkinsonismo. A neurotoxina mais utilizada nas pesquisas
€ a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (GOMES, DEL BEL,2003; PRASAD, 2020;). A lesédo
eletrolitica também é utilizada em pesquisas, pois possui um baixo custo, demonstra
ser um método eficaz e seguro de lesdo. E realizada em uma mesa esterotaxica,
assegurando-se a posicdo correta do animal, seguindo as mesmas coordenadas
estereotaxicas utilizadas nos estudos que realizam a indu¢cdo com a injecédo da 6-
OHDA. (GOMES, DEL BEL, 2003; PAXINOS, WATSON, 2005; BLANDINI, 2008;
PRASAD, 2020). No presente estudo foi identificado que a lesdo eletrolitica foi
confirmada em todos o0s grupos experimentais de inducdo da DP, através das
andlises das imagens histologicas, onde foi observada a area de lesédo do tecido
nervoso da substancia negra do mesencéfalo.

Ao analisar os dados referente a massa corporal dos animais, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos, antes e apés a cirurgia. Foi
observado um ganho de massa entre os grupos com DP e grupos controle, o que
comprova que todos os procedimentos pos cirargicos foram alcangcados com éxito.
Apesar do procedimento cirdrgico gerar um desconforto, stress, mudanca na rotina do
animal, o monitoramento poés cirdrgico desses animais através do controle da massa
corporal, temperatura, observacdo do animal, administracdo de antiinflamatérios via
oral, foi essencial , no intuito de evitar que os animais desenvolvesem processos

algicos e inflamatérios que culminavam em perda de peso, alteracdo comportamental
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e o6bito (ROUGHAN e FLECKNELL, 2001; DAMY et al., 2010; SALARI, 2019;
RIEDESEL et al., 2021). Resultados semelhantes a este estudo, em relacdo ao peso
dos animais, foram encontrados nos trabalhos de Damazio et. Al.( 2014) e de Loureiro
et.al. (2013) no qual realizaram estudos com animais através da inducdo de isquemia
e estudos com indugéao da DP respectivamente.

Considerando os efeitos incapacitantes da DP e a ineficacia causada pelos
medicamentos, sdo crescentes os estudos em torno da pratica regular de exercicios
fisicos (EF) (LAI et al., 2017). Estes, tem por finalidade amenizar ou retardar o apareci-
mento dos sintomas e garantir alguma independéncia para o0s parkinsonianos,
principalmente quando os animais se exercitam em alta intensidade (MOORE, 2013).
Exercicios de escalada ja foram propostos para humanos portadores da DP.

Os estudos de Langer et al. (2021), nos revela que a escalada, possibilita melhor
aptidao fisica, forca, flexibilidade, postura e equilibrio pois combina vérios tipos de
treinamentos (forca, equilibrio, flexibilidade, resisténcia e coordenacao).

O presente estudo demonstrou que um programa de exercicios fisicos de alta
intensidade quando realizado antes e depois da inducéo da DP e grupo Sham, pode
promover melhora no desempenho motor, demonstrando beneficios funcionais e
estruturais no cérebro desses animais, foi observado também melhor desempenho
funcional dos animais no teste de barras paralelas, que avalia as patas traseiras, nos
grupos gue realizaram exercicio fisico antes e depois da cirurgia. No entanto no teste
passo em falso ndo foram observadas melhoras no desempenho funcional nas patas
anteriores pelos animais treinados, ocorrendo uma piora. As informacdes em relagcéo a
coordenacdo motora em ratos e humanos com DP revelam deficiéncia no controle das
extremidades, pior destreza manual, dificuldade na transferéncia de peso de um lado
para o outro e pior alcance manual (QWHISHAW et al., 2002; LEZCANO et al., 2010).

J& no teste de campo aberto referente ao nimero de subidas e quadrantes
visitados realizados pelos animais depois do treinamento e antes da cirurgia foi
observado uma diferenca significativa nos grupos que realizaram treinamentos antes e
antes e depois da cirurgia com DP em comparagdo com 0s animais que exercitaram
apenas apoés a cirurgia e o grupo sendentario. Os animais exercitados apresentaram
melhores desempenhos neste teste que o0s animais sedentarios. Esses dados
corroboram com o estudo de Barbosa e Lima (2016) onde também foram observados
maiores deslocamentos entre os quadrantes no grupo treinado em comparagdo ao

grupo controle.
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A analise da densidade de neurdnios no mesencéfalo do lado direito e esquerdo,
e estriado direito e esquerdo do encéfalo dos animais demonstrou que os animais que
realizaram exercicio fisico de alta intensidade apresentaram maior quantidade de
neurdnios que os grupos sedentarios. Foi evidenciado que 0s grupos que exercitaram
antes e antes e depois da cirurgia apresentaram maior densidade neuronal que o0s
grupos que exercitaram apenas apoés a cirurgia. Sugerindo que os beneficios da pratica
de exercicio fisico de alta intensidade antes do evento € importante na composi¢cao do
tecido nervoso pelo processo de neuroprotecao.

Nos estudos de Fischer et al. (2004) foiinvestigado o efeito da neurorestauragao
através do exercicio na esteira em camundongos C57BL/6J e foi comprovado que o
exercicio fisico promove a recuperacdo comportamental no cérebro lesionado,
modulando genes e proteinas para o funcionamento dos nucleos basais. Varios autores
sugerem que o Exercicio Fisico Voluntario (EFV) causa efeitos positivos na funcéo
hipocampal em camundongo C57BL/6 e observaram que a pratica do EFV pode ser
aplicada em humanos devido a sua potencialidade de alcancar efeitos neurolégicos
positvos em modelos animais (NASCIMENTO CASTRO; GIL-MOHAPEL; S.
BROCARDO, 2017).

De acordo com Ke et al. (2011) foi observado que o EFV € um método eficaz na
regulacdo do BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) hipocampal dos ratos com
isqguemia, na recuperacdo motora. Os resultados sugerem que o0 grupo que realizou o
exercicio forcado obtiveram como resultados baixos niveis de BDNF cerebral e menor
recuperacao motora, além de ser uma intervencdo com alto nivel de estresse para os
animais. Ja no trabalho de Daméazio et al. (2013) foi evidenciado maior densidade
neuronal nos animais que exercitaram antes e, antes e depois da inducao da isquemia
cerebral.

Os astrocitos tem um papel importante na reparacdo e manutencdo do tecido
nervoso contra danos cerebrais. Ao quantificar a expressdao de GFAP pelos astrécitos
no mesencéfalo do lado esquerdo foi evidenciada maior expressdo nos grupos de
animais que treinaram antes, e antes e depois da cirurgia de DP. JAno mesencéfalo do
lado direito apenas 0 grupo que exercitou antes da cirurgia de indugcdo da DP
apresentou maior expressdo de GFAP. Assim, os beneficios da pratica de exercicio
fisico de alta intensidade antes da cirurgia de inducdo da DP foram observados no
tecido nervoso promovendo neuroprote¢do. No trabalho de Dutra et al. (2012) também

foi evidenciado aumento da expressdao de GFAP no grupo de animais com DP, por
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injecdo de 6-OHDA, que realizaram treinamento na esteira, indicando que além da
recuperacdo da expressdo de GFAP pos-exercicio houve também melhora motora
desses animais.

Alguns autores demonstraram que a pratica do exercicio fisico na esteira
promoveu um efeito neuroprotetor sobre o tecido nervoso bem como um aumento no
niamero de astrécitos tanto no cortex, quanto no estriado dos ratos exercitados (LI, et
al., 2005; YOON et al., 2007; TAJIRI et al., 2010; ; LAU et al., 2011; DAMAZIO et al.,
2014). Ja no estudo de VASCONCELOS et al., (2021), o treinamento fisico de alta
intensidade (na modalidade ganho de forga) realizado em ratos com isquemia cerebral
induzida por Oclusao Bilateral da Artéria Cardtida Comum (BCCAO) foi observado que
0 mesmo promoveu danos significativos ao cérebro dos animais. Este resultado, se
deve ao fato de que a isquemia cerebral tem um componente vascular importante como
causa da injuria cerebral e o exercicio de alta intensidade influencia diretamente neste
componente, causando alteracbes no fluxo sanguineo cerebral, ja na DP a leséo
eletrolitica € uma lesdo focal que ndo depende do fluxo de sangue cerebral.

O presente estudo evidenciou os beneficios da pratica de exercicio fisico de alta
intensidade na escada, antes da cirurgia e antes e depois da inducdo da DP tanto no
desempenho motor como na densidade neuronal e expressdo de astrocitos nos

encéfalos estudados.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que, a pratica de exercicio fisico de alta intensidade promoveu
beneficios entre os grupos treinados em comparagdo com 0S grupos sedentarios e 0s
grupos de animais que realizaram treinamento antes e depois da cirurgia foram mais
beneficiados no desempenho motor, densidade de neurdnios e expressao de astrocitos
gue 0s outros grupos exercitados.

No entanto, sdo necessarios mais estudos sobre os efeitos do exercicio fisico de
alta intensidade no desempenho motor das patas anteriores dos animais com DP e
estudos sobre as estruturas do tecido nervoso dos animais dos grupos que treinaram

apenas depois da cirurgia.
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