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RESUMO: A Doenca de Parkinson (DP)
€ caracterizada por ser uma doenca
neurolégica progressiva degenerativa da
substancia negra do mesencéfalo. A DP
apresenta sintomas classicos motores e
ndo motores como disturbios do sono,
declinio cognitivo, ansiedade e depresséo.
Associado aos sintomas desencadeados
pelo Parkinson, estudos apontam que a
melatonina é capaz de atuar nas alteracoes
fisiolégicas que sdo desencadeadas pela
patologia. Diante disso, a analise da glandula
pineal no contexto de estudos relacionados
a DP, se torna crucial. Considerada como
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uma alternativa nao medicamentosa, a
pratica de exercicios fisicos desenvolve
papel fundamental na reducdo de sintomas
motores e ndo motores em pacientes com
DP, assim como seu efeito neuroprotetor.
Diante dessas problematicas, o objetivo
do estudo foi analisar os efeitos de um
programa de exercicios fisicos resistidos
progressivos, realizado em uma escada
vertical, associado ao uso de melatonina
na glandula pineal de ratos com a Doenca
de Parkinson. Para isso, foram utilizadas
as amostras de 80 ratos Wistar machos
submetidos a cirurgia de inducéo da Doenca
de Parkinson. O tratamento com melatonina
foi realizado via intraperitoneal, enquanto os
animais sem associacdo com a melatonina,
receberam injecoes de solugdo salina.
Para realizar a etapa do treinamento fisico
Resistido Progressivo (EFRP), os animais
foram submetidos ao treinamento durante 4
semanas, 5 dias na semana, com duracéo
de 30 a 45 minutos por sessdo, com 8
sessdes de 8 escaladas com sobrecargas
de 50%, 75%, 90% e 100% da massa
corporal do animal. Ap6s o programa, 0s
encéfalos retirados para analise foram
fixados em solugao de formol e nas laminas
foram utilizados o método de coloragao de
Nissl, que consiste no processo de imerséo
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da lamina em solugéo cresil violeta (Sigma-Aldrich Brasil Ltda) - marcador especifico de
neurdbnio - para evidenciar o citoplasma dos neurbnios e os corpusculos de Nissl. Com
auxilio do programa Image J foi realizada a andlise histomorfométrica da glandula pineal. As
imagens das l&minas foram capturadas com auxilio de uma camera acoplada ao microscépio,
seguida da contagem de células viaveis pelo programa Image J. Para a realizagao da analise
estatistica dos dados foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 8.0. Os resultados
ndo demonstraram diferencas significativas na estrutura morfolégica da glandula pineal,
demonstrando que o exercicio fisico de alta intensidade e o tratamento com melatonina nao
interferiram morfologicamente na glandula pineal.

PALAVRAS-CHAVE: Parkinson. Exercicios fisico. Melatonina. Glandula pineal.

INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é caracterizada por ser uma doenga neuroldgica
progressiva degenerativa da substancia negra do mesencéfalo. E considerada a segunda
patologia mais comum, perdendo apenas para o Alzheimer. A DP apresenta sintomas
classicos motores como o tremor de repouso, geralmente unilateral, bradicinesia,
instabilidade postural e rigidez, e sintomas nao motores como disturbios do sono, declinio
cognitivo, ansiedade e depresséao (Lopez et al., 2020; Hayes, 2019).

A DP acomete toda a populagdo, com predominancia pelo sexo masculino,
independente da classe social, etnia e profissdo, gerando impactos na qualidade de vida
dos mesmos (Viana; Pereira; Vital, 2021; Campos, 2014). Segundo a Organiza¢do Mundial
da Saude ha no Brasil cerca de 200 mil pessoas com a doencga de Parkinson, integrando
em média 4 milhdes de pessoas em todo o mundo- (OMS, 2017).

Ainda de carater idiopatico, o envelhecimento é apontado como principal fator de
risco para a doenga, assim como a predisposi¢cdo genética e aspectos ambientais, por
exemplo os fatores toxicos (Schreiner et al., 2022). Fisiologicamente a DP apresenta
reducdo na neurotransmissdo dopaminérgica, tal como no declinio de dopamina na via
nigroestriatal, relacionando diretamente o disturbio do sono a patologia do Parkinson (Lima
et al., 2008).

Fomentados pela importancia de processos neurobioldégicos que acontece durante
0 sono, pesquisas a respeito de distirbios do sono associado a declinios cognitivos, como
alteragdes na codificacdo da memoria, ja repercutem na ciéncia (Marquioli, 2011). Associado
aos sintomas desencadeados pelo Parkinson, estudos apontam que a melatonina é capaz
de atuar nas alteragdes fisiologicas que sdo desencadeadas pela patologia (Bayo Sevilla,
2020). Diante disso, a analise da glandula pineal no contexto de estudos relacionados a
DP, se torna crucial.

A Glandula Pineal é uma glandula endécrina localizada no diencéfalo, préximo ao
centro do cérebro. Sua principal funcéo é realizar a secre¢édo de horménios para todo o
corpo controlando os ritmos circadianos e as alteragbes de eventos sazonais (Foguel,
2022; Claustrat; Brun; Chazot, 2005; Neto; Castro, 2008). Esse hormédnio atua em diversos
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sistemas fisioldgicos e em pacientes portadores de doengas neurodegenerativas, como a
DP. Estudos de Torres, Bernardo, da Silva (2021) relataram desregulacao de melatonina no
cérebro (Pacchierotti et al., 2001; Sandik, 1990; Alves et al., 1998).

Considerada como uma alternativa ndo medicamentosa, a pratica de exercicios
fisicos desenvolve papel fundamental na reducéo de sintomas motores e ndo motores em
pacientes com DP, assim como seu efeito neuroprotetor (Paiva et al., 2017; Tanaka et al.,
2009; Vitorio et al., 2011; Yang et al., 2015). No estudo realizado em animais de Zigmonte
et al. (2009), o treinamento aerdbico promoveu beneficios terapéuticos, enquanto no
treinamento resistido realizado com humanos de Landrigan et al., (2020) foram observados
ganhos em aspectos cognitivos.

A fim de proporcionar melhor entendimento a respeito dos mecanismos
neurodegenerativos em patologias, estudos realizados em animais fornecem referéncias
quanto possiveis analises e terapias que possam ser adotadas. (Lima etal., 2008). Portanto,
foi utilizado no presente projeto um modelo experimental com ratos Wistar, objetivando
novas estratégias terapéuticas em reabilitagdo neurologica.

Diante dessas problematicas, o objetivo do estudo sera analisar os efeitos de um
programa de exercicios fisicos resistidos progressivos, em uma escada vertical, associado
ao uso de melatonina na glandula pineal de ratos com a Doenca de Parkinson.

FUNDAMENTAGAO TEORICA

Descrita em 1855 pelo médico britanico James Parkinson, a doenca de Parkinson
causa incapacidade a nivel mundial. Ainda sem cura, a DP dispde de algumas opg¢bes
terapéuticas como medicamentos para a deficiéncia de dopamina, a Estimulagéo Cerebral
Profunda (DBS) e ultrassom focado de alta intensidade (HiFU). Assim, a ciéncia avanga
objetivando a prevencéo e a desaceleragéo dos sintomas quando se refere a patologia e a
qualidade de vida dos pacientes portadores da doenca (Dorsey et al., 2018; Reddy et. al.,
2023; Shulmann, 2010).

As mutagoes especificas, o estresse oxidativo e os radicais livres do comprometimento
mitocondrial e do metabolismo da dopamina, considerados pontos relevantes na etiologia
da DP, sugerem o uso de antioxidantes a fim de proteger contra a neurodegeneracao
no sistema nigroestriatal. A melatonina, ou N-acetil-5-metoxitriptamina, produzida pela
glandula pineal, demonstrou significativas agdes antioxidantes endégenas. (Schreiner et
al., 2022; Mayo et al., 2005)

A glandula pineal em humanos pesa cerca de 150 mg, com pouca variagdo para
idade ou sexo, exibe formato piramidal e se localizada na fronteira entre 0 mesencefalo
e o diencéfalo; ja nos ratos, modelo de pesquisa considerado util para a verificacdo dos
mecanismos, a glandula localiza-se superficialmente (Moller; Baeres, 2002; Diaz et al.,
2001). Sua principal funcéo é a secre¢éo de melatonina, sua agéo antioxidante é apontada
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como potencial neutralizante no estresse oxidativo e na disfungdo mitocondrial, além de
atuar nos distarbios do sono presentes no parkinson melhorando a qualidade de vida (Tufik,
2008; Bayo Sevilla et al., 2020; Kasecker; Nunes, 2017).

Apesar dos sintomas motores serem caracterizados como incapacitantes para
0s pacientes com DP, os sinais ndo motores ganham destaque por estarem presentes
com consideravel frequéncia nos quadros. Aproximadamente dois tercos dos pacientes
portadores da DP relataram possuir alguns distirbios do sono, como exemplo da insénia,
distdrbios de comportamento do sono REM ou sonoléncia diurna excessiva (Lima et al.,
2008; Tandberg; Larsen; Karlsen, 1998).

A dopamina desempenha um importante papel no estado de vigilia, a evolugéo da
patologia e o tratamento realizado através dos medicamentos agonistas dopaminérgicos
refletem diretamente na qualidade de sono do paciente (Mehta; Morgan; Sethi, 2008).
Além disso, estudos apontam que processos plasticos, como a consolidacdo da memodria,
ocorrem durante a vigilia (Marquioli, 2011).

Nesse cenario, os exercicios sdo capazes de desencadear cascatas moleculares
e atuar na plasticidade cerebral, desempenhando papel positivo quando relacionados
as doencgas neurodegenerativas. Em estudos desenvolvidos em animais com DP, tais
processos plasticos provenientes da pratica de exercicios fisico tem apresentado melhora
em déficits cognitivos, motores e neuroquimicos, além disso, melhoras em manifestacées
nao motoras (Franga, 2017; Real, 2013; Cotman; Berchtold, 2002)

Pesquisas apontam os beneficios desencadeados pelas praticas de treinamento
de resisténcia e exercicios aerébicos, exemplificado no trabalho de Lau et al. (2011) em
que os exercicios de resisténcia em camundongos com parkinson apresentaram protecédo
neuronal e mitocondrial, além de atuarem com fatores neurotréficos nigroestriatal. Porém,
os exercicios de intensidade progressiva ganham destaque quando relacionados a
qualidade de vida dos portadores. (Lau et al., 2011).

OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo do estudo foi analisar os efeitos de um programa de exercicios fisicos
resistidos progressivos, realizado em uma escada vertical, associado ao uso de melatonina
na glandula pineal de ratos com a Doenca de Parkinson.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram utilizadas as amostras de 80 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, var.
albinus) que foram submetidos ao tratamento com 40 dias de vida e massa corporal entre
250 e 450 g, e estes, divididos em 8 grupos contendo 10 ratos em cada um. Vale ressaltar
que as amostras disponiveis foram provenientes de um projeto submetido a Comisséao
de Etica no Uso de Animais da UFSJ (CEUA/UFSJ) e aprovado com registro n® CEUA
4010020922.

Um grupo de 40 animais foi submetido ao procedimento cirargico para indugao
da DP, sendo os mesmos segmentados por: 10 animais treinados antes associado a
Melatonina (ExM; n=10); 10 animais treinados sem uso de melatonina (Ex; n=10); 10
animais sedentarios associados a Melatonina (SedM; n=10) e 10 animais sedentarios
sem associacao a Melatonina (Sed; n=10). Outro grupo de 40 ratos foram submetidos ao
procedimento cirdrgico, porém sem a inducdo da DP (sham), eles seréo distribuidos da
mesma forma descrita anteriormente.

Exercicio Fisico Resistido Progressivo

Para realizar a etapa do treinamento fisico Resistido Progressivo (EFRP), os
animais passaram pelo processo de adaptagdo com trés dias antecedentes ao inicio do
EFRP na escada vertical subindo sem sobrecarga a uma distancia de 35 cm, 55 cm e 110
cm da camara. Apos esse periodo, os animais foram submetidos ao treinamento durante 4
semanas, 5 dias na semana, com duragéo de 30 a 45 minutos por sessao, com 8 sessbes
de 8 escaladas com sobrecargas de 50%, 75%, 90% e 100% da massa corporal do animal
fixadas na parte proximal da cauda (Pena et al., 2012; Hornberger et al., 2004).

Foi aplicado um intervalo de 60 segundos entre as séries e durante o treinamento,
sendo 0s animais monitorados em relagdo a Frequéncias Cardiacas Maximas (FCmax) e
Saturacéo de Oxigénio (SatO2) a fim de garantir que o exercicio alcancasse a intensidade
de 80-90% da FCmax (Pena et al., 2012; Cassilhas et al., 2013).

Tratamento com melatonina

O tratamento com melatonina foi realizado via intraperitoneal, enquanto os animais
sem associagdo com a melatonina, receberam inje¢des de solucdo salina. O EFRP foi
iniciado antes da induc&o da DP sendo realizado simultaneamente ao grupo que recebeu

o tratamento com melatonina.
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Cirurgia de Inducao da Doenca de Parkinson

Para a cirurgia de inducdo da Doenca de Parkinson foi utilizada anestesia
intraperitoneal com Cetamina (75mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg) nos animais, sendo realizado
tricotomia e retirado o periésteo até alcancgar a regiéo entre o Lambda e o Bregma, onde
foram aplicadas a substancia 6-OHDA (Sigma-Aldrich Brasil Ltda), na dosagem 2 ul/10 ug
dissolvida em 0,02% de é&cido ascorbico (Sigma-Aldrich Brasil Ltda) no striatum, seguindo
as coordenadas: AP =0, LR = 3,5 e H =+ 5 do bregma, de acordo com o atlas estereotaxico
(HERMAN e WATSON, 1987).

Histoquimica do tecido nervoso

Ap6s o programa, os animais foram eutanasiados pelo método de inalagéo de
isoflurano e os encéfalos retirados para analise.

As amostras foram fixadas em solugao de formol tamponado a 10% por um periodo
de 24 horas e em solucdo de alcool a 70%. Logo apds foram incluidos em blocos de
parafina, com cortes sagitais de Tmm (JUNQUEIRA et al., 2016) e coradas.

A coloragdo das laminas utilizou o método de Nissl, que consiste no processo
de imersdo da lamina em solugéo cresil violeta (Sigma-Aldrich Brasil Ltda) - marcador
especifico de neurdnio - para evidenciar o citoplasma dos neurdnios e os corpusculos de
Nissl. A coloragédo utilizada € um indicador de viabilidade neuronal e possibilita identificar
a cromatélise, que se caracteriza pelo desaparecimento de corpusculos mediante a uma
lesdo neuronal. As laminas com as secg¢bes seguirdo o seguinte protocolo: imerséo por 5
minutos; xilol 1, xilol 2, &lcool 100%, alcool 100%, alcool 95%, alcool 70%. Em seguida,
por 30 minutos na solugdo de 0,5% de cresil violeta. As laminas serdo desidratadas
por 5 minutos no alcool 70%, alcool 95%, alcool 100%, alcool 100% e finalizado com a
diafanizagdo no xilol 1 e xilol 2. Logo ap6s sera feita a montagem e anélise das laminas
(DAMAZIO et al., 2014).

Analise Histomorfométrica

Com auxilio do programa Image J foi realizada a analise histomorfométrica da
glandula pineal. As imagens das laminas foram capturadas com auxilio de uma camera
acoplada ao microscoépio, seguida da contagem de células viaveis pelo programa Image J.

Analise Estatistica

Para a realizagé@o da anélise estatistica dos dados foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism 8.0 e os seguintes testes estatisticos: ANOVA one-way para comparar as
médias entre 0s grupos e o post-hoc de Tukey para avaliagcdo de mais de uma variavel. Foi
realizado o teste de normalidade. Os resultados foram expressos em média + erro padrao
da média e o nivel de significancia adotado seréa de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

N&o foi observado diferenca significativa entre os grupos com relagédo ao numero de
células na glandula pineal com valor de p igual a 0,1778.

o]
[ =]
|

[=7]
=]
1

[ ]
(=]
1

Meédia de células na glandula pineal (n)
3

Figura 1. Média de células na glandula pineal entre os animais. P>0,05.

Os dados demonstram que mesmo 0s grupos que realizaram suplementacao de
melatonina antes da indu¢do da DP n&o apresentaram alterac6es morfoldgicas na glandula
pineal. Também é possivel observar que o exercicio fisico também nédo impactou de forma
significativa na morfologia da glandula.

Assim, o estudo demonstrou que a melatonina e o exercicio fisico podem ser
utilizados como intervencdes preventivas em animais com DP que nao interferira na
morfologia da glandula pineal no epitalamo cerebral.

CONCLUSAO

Os resultados ndao demonstraram diferencas significativas na estrutura morfolégica
da glandula pineal, demonstrando que o exercicio fisico resistido progressivo € o tratamento
com melatonina n&o interferiram morfologicamente na glandula pineal.
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