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Exercicios resistidos progressivos
como terapia motora para ratos
com Doenca de Parkinson

Progressive resistance exercises as motor therapy for rats
with Parkinson's Disease
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Resumo

Introducdo. A Doenga de Parkinson (DP) é progressiva, afetando o Sistema Nervoso Central
com degeneracao da substancia negra do mesencéfalo e diminuicdo da sintese de dopamina
no striatum, levando a problemas de controle motor e movimentos voluntarios. A atividade
fisica € uma opcgao terapéutica ndo farmacolégica na DP, mas ainda ha escassez de estudos
em animais. Método. Este estudo analisou os exercicios resistidos progressivos em ratos
Wistar, antes e apds a inducdo da DP por estimulagdo elétrica na substdncia negra do
mesencéfalo por 10 segundos. Os ratos treinaram na escada vertical por 4 semanas, 5
dias/semana, até 45 minutos, mantendo uma Frequéncia Cardiaca Maxima entre 80-95%.
Exercicios ocorreram antes e apds a inducdo. Apds o experimento e a eutandsia dos animais,
o tecido nervoso e musculoesquelético das patas dianteira e traseira direitas foram coletados
para analise histoldgica e histomorfométrica, utilizando técnicas de coloracdo de Nissl, Azul de
Toluidina, Tricromico de Gomori e Verhoeff. Resultados. Houve um aumento na area e no
didmetro das fibras musculares do musculo flexor longo do halux (pata traseira) nos grupos
exercitadores antes e antes e depois da DP. Entretanto, os exercicios ndo afetaram os
componentes passivos de fibras de colageno e elasticas nos musculos avaliados. Conclusao.
Os exercicios resistidos progressivos demonstraram beneficios para o musculo flexor longo do
halux na pata traseira, mas ndo para o biceps braquial na pata dianteira, em ratos com DP.
Estes resultados fornecem insights importantes sobre os efeitos da atividade fisica resistida
progressiva no contexto da DP.

Unitermos. Parkinson; Exercicio Fisico; Mlsculo Estriado

Abstract

Introduction. Parkinson's disease (PD) is progressive, affecting the Central Nervous System
with degeneration of the substantia nigra of the midbrain and decreased dopamine synthesis
in the striatum, leading to motor control problems and voluntary movements. Physical activity
is a non-pharmacological therapeutic option in PD, but there is still a scarcity of animal studies.
Method. This study looked at progressive resistance exercise in Wistar rats, before and after
PD induction by electrical stimulation in the substantia nigra of the midbrain for 10 seconds.
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The rats trained on the vertical ladder for 4 weeks, 5 days/week, up to 45 minutes, maintaining
a Maximum Heart Rate between 80-95%. Exercises occurred before and after induction. After
the experiment and euthanasia of the animals, the nervous and musculoskeletal tissue of the
right front and back legs were collected for histological and histomorphometric analysis, using
Nissl, Toluidine, Gomori and Verhoeff Trichrome staining techniques. Results. There was an
increase in the area and diameter of the muscle fibers of the flexor hallucis longus muscle
(hind leg) in the exercise groups before and before and after PD. However, the exercises did
not affect the passive components of collagen and elastic fibers in the muscles evaluated.
Conclusion. Progressive resistance exercises have demonstrated benefits for the flexor
hallucis longus muscle in the hind leg, but not for the biceps brachii on the front paw in rats
with PD. These results provide important insights into the effects of progressive resistance
physical activity in the context of PD.

Keywords. Parkinson's; Physical exercise; Estriated Muscle

Resumen

Introduccién. La enfermedad de Parkinson (EP) es progresiva, que afecta al sistema nervioso
central con degeneracion de la sustancia negra del mesencéfalo y disminucion de la sintesis
de dopamina en el cuerpo estriado, lo que conduce a problemas de control motor y
movimientos voluntarios. La actividad fisica es una opcion terapéutica no farmacoldgica en la
EP, pero todavia hay escasez de estudios en animales. Método. Este estudio analizo el ejercicio
de resistencia progresiva en ratas Wistar, antes y después de la induccion de la EP por
estimulacion eléctrica en la sustancia negra del mesencéfalo durante 10 segundos. Las ratas
entrenaron en la escalera vertical durante 4 semanas, 5 dias/semana, hasta 45 minutos,
manteniendo una frecuencia cardiaca maxima entre 80-95%. Los ejercicios ocurrieron antes y
después de la induccion. Después del experimento y la eutanasia de los animales, se recolectd
el tejido nervioso y musculoesquelético de las patas delanteras y traseras derechas para el
analisis histologico e histomorfométrico, utilizando técnicas de tincidn tricrémica de Nissl,
Toluidina, Gomori y Verhoeff. Resultados. Habia un aumento en el area y el diametro de las
fibras musculares del musculo flexor largo (pata trasera) en los grupos de ejercicio antes y
antes y después de la EP. Sin embargo, los ejercicios no afectaron los componentes pasivos
del colageno vy las fibras eldsticas en los musculos evaluados. Conclusidén. Los ejercicios de
resistencia progresiva han demostrado beneficios para el musculo flexor largo de la pierna
trasera, pero no para el biceps braquial en la pata delantera en ratas con EP. Estos resultados
proporcionan informacion importante sobre los efectos de la actividad fisica de resistencia
progresiva en el contexto de la EP.

Palabras clave. Parkinson; Ejercicio fisico; Mdsculo Estriado
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INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenca
degenerativa e progressiva do sistema nervoso central que
causa degeneracdao dos neurdnios da substancia negra do
mesencéfalo, responsaveis pela producdao de dopamina para

o striatum. A auséncia de dopamina nesta via neuronal

Rev Neurocienc 2023;31:1-18.
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provoca prejuizos no planejamento do movimento corporal,
alteracoes na postura, na marcha e no equilibrio?.

A DP vem demonstrando maior incidéncia em
comparagao com outros disturbios neuroldgicos, perdendo
apenas para a Doenca de Alzheimer. Essa comorbidade
descoberta por James Parkinson, em 1817, &
neurodegenerativa progressiva, definida pela presenca de
sintomas motores debilitantes primarios, como a
bradicinesia-hipocinesia, tremor em repouso, rigidez
muscular, perda de reflexos posturais, fendmeno de
congelamento, hipertonia dos musculos faciais, flexao do
tronco e cotovelos; e motores secundarios como, hipomimia,
disfagia e micrografia. Concomitante, ha sintomas nao
motores, que afetam a qualidade de vida do individuo como
a disfuncao intestinal, fadiga, depressao, declinio cognitivo,
disturbios do sono e perda do sentido do olfato?3.

O tecido muscular esquelético é bastante comprometido
nos individuos com DP, onde observa-se alteracdo nos
componentes ativos e passivos do tecido. Nesses individuos
acontece uma rigidez muscular onde o0os componentes
passivos, como o colageno, prejudicam o relaxamento e
alongamento muscular. A principal caracteristica das
estruturas passivas é a capacidade de oferecer resisténcia
mecanica durante o alongamento, isto €, por mais que as
fibras musculares permanecam em alongamento, os
componentes passivos comegam a se romper fazendo com
que a forca diminua, com conservacao da energia mecanica

elastica. As estruturas passivas sdo responsaveis pela
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contracao muscular, quando ocorre a sobreposicao da
miosina e actina e possuem forte atracao entre si*.

A DP afeta mais de 1% da populacao acima de 65 anos,
sendo que, nos proximos anos, ocorrera um aumento
significativo no numero de casos, passando de 6 milhdes
para 12 milhdes em 2030. No Brasil, ha estimativas de que
cerca de 200 mil pessoas sejam portadoras da doenca e que
esse numero aumentara para mais de 600 mil individuos em
2030°.

As alteracdes motoras em pacientes com DP s&o
extremamente debilitantes ocasionando limitacao da
amplitude articular, rigidez muscular, bradicinesia,
alteracoes posturais, desequilibrio, dor, hipertonia plastica e
alteracdes dos movimentos®”’.

Considerando o envelhecimento populacional e o
impacto da doenca na economia e na sociedade, ja que a DP
pode afetar a populagao economicamente ativa e os sistemas
previdenciarios e de saude publica e privada, é de extrema
relevancia o desenvolvimento de tratamentos mais
acessiveis e eficazes no enfrentamento da doenga, como o
exercicio fisico. A pratica de exercicio fisico € uma alternativa
conhecida como preventiva e terapéutica para diversas
doencas e tem sido associada aos efeitos neuroprotetores e
ativadores do sistema dopaminérgico nigroestriatal38°.

A intensidade do programa de exercicio fisico executado
pelo individuo com DP interfere diretamente nas fungoes
motoras e capacidade cardiorrespiratoria do individuo.

Assim, um programa de exercicio fisico deverda ser

Rev Neurocienc 2023;31:1-18.



controlado e analisado para intervir nos objetivos que o
individuo tem como meta. Estudos com exercicios fisicos de
leve e média intensidade ja foram comprovados como sendo
eficazes na melhora das condicdes musculoesqueléticas de
pacientes com DP, assim como seu efeito neuroprotetor319,
No entanto, os exercicios resistidos progressivos ainda nao
foram testados em individuos e animais com DP.

Os modelos experimentais utilizando animais
possibilitam uma analise minuciosa da forma pré-clinica
sobre os efeitos dos programas de exercicios fisicos em
animais com doencas neuroldgicas!l. Com isso, foi utilizado
no presente projeto um modelo experimental com ratos
Wistar com o intuito de orientar novas estratégias
terapéuticas em reabilitagdo neuroldgica.

Devido a caréncia na literatura de estudos que analisem
os efeitos do exercicio fisico resistido progressivo antes e
depois da cirurgia de inducao da DP no tecido muscular
esquelético de ratos com DP, o projeto se torna de suma
importadncia como uma estratégia de intervencao clinica e
motora.

Assim, o objetivo do estudo foi analisar os efeitos de
um programa de exercicios fisicos resistidos progressivos,
realizado na escada, nos componentes ativos e passivos do
tecido musculoesquelético de ratos, antes e depois da

inducao da Doenca de Parkinson.
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METODO
Amostra

Foram utilizados 80 ratos Wistar machos (Rattus
norvegicus, var. albinus) com 40 dias de vida e peso corporal
entre 250 e 450 g. Os animais foram divididos em 8 grupos,
com 10 ratos em cada grupo. Foram divididos sendo um
grupo com 40 animais submetidos a cirurgia de inducdo da
DP, sendo subdividido em: 10 animais treinados antes da
inducao da DP (DP-TA); 10 animais treinados depois da
inducao da DP (DP-TD); 10 animais treinados antes e depois
da inducdo da DP (DP-TAD); 10 animais sedentarios com
inducao da DP (DP-SED). Os outros 40 animais que foram
submetidos ao acesso cirurgico, mas nao a lesao eletrolitica
(Sham) da DP foram distribuidos da mesma forma descrita
anteriormente.

Os procedimentos seguiram as normas éticas
brasileiras e foi aprovado no comité de ética envolvendo o
uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Sao Joao
Del-Rei com registro de CEUA - n© 9049140321.

Procedimento

Os animais foram adaptados a escada por trés dias
subindo a uma distancia de 35cm da cdmara, 55cm e 110cm
da camara. Apds o periodo de adaptacdo, os ratos foram
treinados com exercicios fisicos progressivos de alta
intensidade por 4 semanas, 5 dias por semana, com uma
duracao média de 30 a 45 minutos para cada sessao, com 8

sessOes de 8 escaladas!?. Foram monitoradas a Frequéncia

Rev Neurocienc 2023;31:1-18.



Cardiaca maxima (FCmax.) e a saturacao de oxigénio do
animal (SatO2) para que o exercicio consiga atingir de 80 a
95% da FCmax. do animal.

Os intervalos entre as séries foram de 60 segundos e o
peso utilizado foi fixado na porgcao proximal da cauda do
animal a 3cm da sua raiz caudall?14,

Os ratos foram anestesiados com Cetamina (75mg/Kg)
e Xilazina (10mg/Kg), intraperitoneal. Em seguida, foi
realizada a tricotomia e retirado o periosteo até chegar a
regiao entre o Lambda e o Bregma, seguido da aplicacao de
um eletrodo para estimulagdo eletrolitica. As coordenadas
para a aplicacao do eletrodo foi: AP igual a -4,9, ML igual a
1,7 e DV igual a 8,1'>. O eletrodo fez uma lesdo na
substancia negra a partir de uma carga de corrente de 1mA
por 10 segundos.

Apods o programa de exercicios fisicos, os animais foram
eutanasiados e o encéfalo e os musculos esqueléticos (biceps
e flexor longo do halux) das patas dianteiras e traseiras do
animal foram retirados. A coleta do material bioldgico apds
eutanasia possibilitou analisar o efeito dos tratamentos no
tecido muscular esquelético dos animais.

Para confirmacdo da lesdao neuroldgica na substancia
negra do mensencéfalo o tecido nervoso foi corado pelo
método de Niss/*t.

Os fragmentos dos musculos biceps braquial e flexor
longo do halux foram processados e corados pela empresa
Histotecnologia (Belo Horizonte/MG) com as técnicas de azul

de toluidina, tricomico de Gomori e Verhoeff. As lamicas com
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fatias de 4um foram coradas para analise da presenca das
proteinas, sarcomeros, fibras eldsticas e colageno do tecido.

Logo apos a captura das imagens realizadas por uma
camera acoplada ao microscoépio, a andlise da morfometria
do material corado foi realizada com o auxilio do programa J
Image, da seguinte forma, as laminas coradas com azul de
toluidina permitiram a captura de cinco imagens aleatdrias
no tecido muscular no aumento de 10x e 40x para contagem
do nimero de células, calculo da area da fibra muscular e
diametro maior e menor da fibra muscular. Nas fatias
coradas com TricoOmico de Gomori para marcacao de tecido
conjuntivo foram analisadas no aumento de 40x, cinco
regioes aleatérias do tecido conjuntivo para marcacao da
presenca das intercessdes da grade em locais corados entre
as fibras musculares. Nas fatias coradas com Verhoeff para
marcacao de fibras elasticas foram analisadas no aumento
de 40x, cinco regides aleatdrias do tecido para marcacao da
presenca das intercessoes da grade em locais corados entre

as fibras elasticas do tecido musculoesquelético!®.

Analise Estatistica

A anadlise dos dados foi realizada com auxilio do
programa estatistico GraphPad Prism 9.0, através da
aplicagao do teste de normalidade, seguido da utilizacao da
analise de variancia (ANOVA), One-Way, seguido do post-
test de Tukey. Os resultados foram expressos em média +
erro padrao da média e o nivel de significancia adotado foi
de 5%.
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RESULTADOS

Na coloracao de azul de toluidina, para marcagao das
fibras musculares do musculo biceps (pata dianteira) e flexor
longo do halux (pata traseira) foi possivel identificar
diferenca significante na meédia da area das fibras

musculares de biceps e flexor longo do halux (Figuras 1 e 2).

Figura 1. Média da area das fibras do musculo biceps braquial dos grupos com Doenca
de Parkinson. DP-TD - Grupo de animais com Doenca de Parkinson que realizaram
exercicio depois; DP-TAD - Grupo de animais que realizaram exercicio antes e depois
da Doenca de Parkinson; DP-TA - Grupo de animias que realizaram exercicio antes
da Doenca de Parkinson; DP-SED - Grupo de animais sedentarios. A-Fotomicrografia
do musculo biceps corado com Azul de Toluidina no grupo DP-TA, B-Fotomicrografia
do musculo biceps corado com Azul de Toluidina no grupo DP-TD, C-Fotomicrogafia
do musculo biceps corado com Azul de Toluidina no grupo DP-TAD e D-
Fotomicrografia do musculo biceps corado com Azul de Toluidina no grupo DP-SED.
Objetiva de 40X. p<0,05, ANOVA, post-test Turkey.
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Figura 2. Média da area das fibras do musculo flexor longo do halux dos grupos com
Doenca de Parkinson. DP-TD - Grupo de animais com Doenca de Parkinson que
realizaram exercicio depois; DP-TAD - Grupo de animais que realizaram exercicio
antes e depois da Doenga de Parkinson; DP-TA - Grupo de animias que realizaram
exercicio antes da Doenca de Parkinson; DP-SED - Grupo de animais sedentarios.
p<0,05, ANOVA, post-test Turkey.
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Os animais do grupo sedentario apresentaram maior
média de area, igual a 36910um?, em comparacdo com 0s
outros grupos de Doenca de Parkinson (p=0,1239). O grupo
DP-TA apresentou média de area de 24865um?, o grupo DP-
TD igual a 29670um? e o grupo DP-TAD igual a 24985um?,
como demonstrado na Figura 1.

Os animais do grupo que exercitaram antes da Doenca
de Parkinson (DP-TA) e exercitaram antes e depois da
doenca (DP-TAD) apresentaram maior média de area, igual
a 53870um? e 56713um?, respectivamente (p<0,0001). O
grupo DP-TD apresentou média de area de 38965um?, o
grupo DP-SED igual a 25657um?, como demonstrado na
Figura 2.
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Ao analisar a média do diametro maior das fibras
musculares de biceps foram identificadas diferencas
significantes entre as médias com maiores médias nos
grupos, DP-SED, DP-TA e DP-TD (p<0.0001). A analise da
média do diametro maior das fibras musculares de flexor
longo do halux demonstrou maiores médias nos grupos DP-
TA e DP-TAD (p<0.0001).

Os resultados sobre o diametro menor das fibras
musculares de biceps demonstraram maiores médias nos
grupos DP-TA, DP-TD e DP-SED (p<0,0001). J4 no musculo
flexor longo do halux foram observadas maiores médias nos
grupos DP-TA, DP-TAD e SHAM-TAD (p<0,0001).

As analises dos dados da coloracdao de tricomico de
gomori que visa marcar o tecido conjuntivo nao
demonstraram diferenca significante, tanto no musculo
biceps, na pata dianteira quanto no flexor longo do halux, na
pata traseira (p=0,6444 e p=0,2703, respectivamente),

como demonstrado na Tabela 1 e Figura 3.

Tabela 1. Média do nimero de fibras (n) e média da area das fibras (um?2) do musculo
biceps e flexor longo do halux. Coloragdao Tricomico de Gomori. ANOVA, post-test

Turkey.
média de fibras (n) Média de area (um?2)

Grupos Biceps Flexor longo do halux Biceps Flexor longo do halux
DP-TA 19 7,75 380,9 257,9
DP-TD 21,83 17,14 524,7 365,6
DP-TAD 17,5 5,5 690,6 307,8
DP-SED 17 16,43 589,0 490
SHAM-TA 18,4 20,67 688,4 559,6
SHAM-TD 11,75 15,5 808,6 899,3
SHAM-AD 23,29 9,75 599,3 649,9
SHAM-ED 18 17,57 801,8 684
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Figura 3. Fotomicrografia do musculo flexor longo do halux corado com Tricromico
de Gomori. Objetiva de 40X. A-Grupo DP-TA, B-Grupo DP-TD, C- Grupo DP-TAD e D-

Grupo DP-SED. *Tecido conjuntivo corado.

A anadlise da coloracao de Verhoeff que marca fibras
elasticas, também, nao demonstrou diferenca significante,
também no musculo biceps e flexor longo do halux
(p=0,7252 e p=0,1623), como identificado na Tabela 2.

DISCUSSAO

Os resultados da pesquisa demonstraram que o
exercicio resistido progressivo causa alteracdes na area das
fibras musculares dos musculos biceps e flexor longo do
halux, que sao considerados estruturas ativas do tecido
muscular esquelético. Sendo que, a pata dianteira nao foi tao
beneficiada com esta modalidade de exercicio em

comparagao com a pata traseira. Nao foi evidenciada
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alteracao nos componentes passivos do  tecido
musculoesquelético representada pela andlise das fibras de
colageno (técnica de Tricromico de Gomori) e fibras elasticas

(técnica de Verhoeff).

Tabela 2. Média do nimero de fibras (n) do musculo biceps e flexor longo do halux.
Coloracgao Verhoeff. ANOVA, post-test Turkey.

média de fibras (n)

grupos biceps flexor longo do halux
DP-TA 65,88 67,29

DP-TD 56,29 66,89

DP-TAD 60,63 63,43

DP-SED 61,75 83

SHAM-TA 65,5 65

SHAM-TD 58,75 56,75
SHAM-TAD 60,75 63
SHAM-SED 71 61

A DP é uma doenca que vem aumentando em todo o
mundo. Assim, as pesquisas que investigam intervencoes
terapéuticas tornam-se extremamente importantes>!’. Esta
doenca ocasiona prejuizos no planejamento dos movimentos
corporais, ocorre aparecimento de tremor em repouso,
rigidez muscular, bradicinesia, dificuldade de realizar
movimentos voluntarios e instabilidade postural®.

A rigidez muscular e as alteragdes do movimento sao

desencadeadas por disturbios no tecido nervoso e
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musculoesquelético do individuo!®. As fibras musculares sao
agrupadas em feixes musculares e envolvidas por tecido
conjuntivo e fibras elasticas. Os componentes ativos do
tecido permitem a contracao muscular pelo deslizamento dos
filamentos de actina e miosina e os componentes passivos
sao o colageno e as fibras elasticas'®.

O presente estudo identificou diferencas significantes
na area e diametro das fibras musculares, coradas com azul
de toluidina, demonstrando que o musculo biceps, da pata
dianteira apresentou maior média no grupo sedentario em
comparagcao com o0s outros grupos. Estes dados podem
sugerir que a modalidade e intensidade de exercicio utilizada
nao beneficiou os grupos de animais treinados em
comparagao com o grupo sedentario. Ja na pata traseira, as
médias das fibras musculares de flexor longo do halux foram
maiores nos grupos exercitados antes e antes e depois da
DP, sugerindo que a modalidade de exercicio e a intensidade
empregada foram benéficos para estes grupos musculares.

Nos animais, como nos humanos, os musculos
posteriores, pata traseira nos ratos e membros inferiores nos
humanos apresentam formato e anatomia mais robusta em
comparacao com os musculos da pata dianteira, nos
ratos?%2! e membros superiores nos humanos??. A anatomia
e inervacao dos musculos de pata dianteira, em ratos?°?! e
membros  superiores, em humanos?3, apresentam
caracteristicas morfoldgicas que sugerem serem musculos
especificos para realizacdo de tarefas finas, com menor

carga. Mesmo os ratos sendo animais quadrupedes, os
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efeitos dos exercicios resistidos progressivos foram
diferentes na pata dianteira e traseira dos animais?*. Em
humanos, os déficits nos membros superiores dos individuos
com DP sdao maiores e as intervencoes terapéuticas auxiliam
na reabilitacao clinica dessas alteracdoes?>. Assim, o presente
estudo pode sugerir que a modalidade de exercicio deve ser
diferente quando objetiva ganho de forca e aumento de
fibras musculares dos musculos da pata dianteira ou traseira
em ratos.

A andlise dos componentes passivos, fibras eldsticas e
colageno, nao demonstraram diferencas significativas nos
grupos exercitados, demonstrando que a modalidade de
exercicio utilizada nao beneficiou estes componentes. Os
componentes passivos do tecido musculoesquelético sdo
importantes estruturas fisioldogicas que auxiliam no
movimento dos musculos dos membros superiores?®. A
pratica de exercicio fisico resistido progressivo nao alterou a
morfologia destes componentes, o coldageno e as fibras
elasticas, no tecido musculoesquelético, tanto na pata
dianteira quanto traseira dos animais com DP. Assim, esta
estratégia terapéutica ndao modificou a morfologia destes
componentes.

A pratica de exercicios fisicos progressivos resistidos
sao benéficos para os musculos da pata traseira dos animais
com DP. No entanto, na pata dianteira, devido aos diferentes
fatores morfoldgicos, a modalidade de exercicio nao
demonstrou ser benéfica para a hipertrofia muscular. A

presente pesquisa ndo analisou as juncdes neuromusculares
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e por isso nao pode sugerir alteracoes nesta unidade motora,
mas confirma que a escolha da intervencao e modalidade de

exercicio deve considerar suas especificidades morfologicas.

CONCLUSAO

Conclui-se que o exercicio resistido progressivo causa
alteracdes na area das fibras musculares dos musculos
biceps e flexor longo do halux, que sao consideradas
estruturas ativas do tecido musculoesquelético. Sendo que,
a pata dianteira nao foi tao beneficiada com esta modalidade
de exercicio em comparagdao com a pata traseira. Nao foi
evidenciada alteragcao nos componentes passivos do tecido
musculoesquelético representada pela andlise das fibras de
colageno e fibras elasticas.

O estudo sugere que a escolha da modalidade de
exercicio deve ser diferente para o treinamento da pata
dianteira e traseira dos animais, onde 0s membros
posteriores (traseiros) se beneficiam com exercicios de carga
e que os exercicios resistidos progressivos ndao beneficiam o

tecido conjuntivo e elastico do tecido musculoesquelético.
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