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RESUMO
Objetivo: Avaliar os efeitos do Treinamento de força com restrição do fluxo sanguíneo (TF-RFS) em modelo experimental de PK. Metodologia: Ratos Wistar foram divididos: Controle (GC:n=8); Parkinson Sedentário (GPS:n=9); Controle Treinado (GCT:n=8) e Parkinson Treinado (GPT:n=9). O modelo foi induzido por 6-OHDA (6 μg/μl estereotaxia/cérebro). O TF-RFS foi realizado em escada, a RFS foi realizada a 80 mmHg. Foi avaliado a glicemia basal, tolerância oral a glicose; teste de carga máxima (TCM), teste de esforço máximo, pressão arterial (PA), frequência cardíaca (FC), respostas reflexas taquicárdicas (RT) e bradicárdicas (RB)  (TEM) (OGTT) - (CEUA 076/22). Resultados: Os valores de glicemia basal foram menores no GPT em comparação ao GPS ao final do protocolo (79,22±11,8 vs. 86,89±5,8 mg/dL) e no OGTT houve maior sensibilidade em metabolizar glicose no GPT; GCT e GC comparado ao GPS. No TCM final (GC:900±219;GPS:1060±150;GCT:1551±254;GPT:1542±200g) todos os grupos aumentaram a carga em relação ao início (GC:439±43;GPS:504±101;GCT:522±90;GPT:523±54g). A PA foi semelhante entre os 4 grupos estudados. A RB foi maior no GPT; GCT e GC em comparação ao GPS respectivamente (-1.44±0,40; - 1,32±0.43; -1,22±0,150; -0,84±0,21 mmHG/bpm) e para a RT não houve diferença entre os grupos. Conclusão: Os dados demonstraram benefícios TF-RFS no perfil metabólico, capacidade funcional, associada ao aumento das respostas bradicárdicas em um modelo experimental de Parkinson.
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[bookmark: _bookmark1]1. INTRODUÇÃO
[bookmark: _Hlk139890206][bookmark: _Hlk142185424]O PK é a patologia mais comum, ficando atrás apenas da doença de Alzheimer (ROSSI et al., 2018), e é causada por danos aos neurônios dopaminérgicos da substância negra pars compacta (SNpc) através do acúmulo de alfa-sinucleína neuronal (αSYN) (TAN; LIM & LANG, 2022). Tal acúmulovdesencadeia sintomas motores: tremor de repouso, rigidez muscular do tipo plástica, bradicinesia (acinesia ou hipocinesia) e instabilidade postural (RAMIREZ-ZAMORA; OSTREM, 2018) e sintomas não motores: disfunções olfativas, distúrbios do sono, apatia, ansiedade, depressão, comprometimento cognitivo e disfunção autonômica (SABINO-CARVALHO et al., 2021).
Estudos experimentais têm mostrado que o treinamento físico pode desempenhar um papel fundamental na melhora das funções motoras e cognitivas em pessoas com PK (PETZINGER, G. M et al., 2013). Já o treinamento de força (TF) é recomendado para pacientes com PK para melhorar a força muscular, funcionalidade e aumentar a qualidade de vida. (FALVO, M. J; SCHILLING, B. K; EARHART, G. M, 2008). No entanto, o TF tradicional em alta intensidade pode não ser adequado para idosos frágeis (LIU; LATHAM, 2010; MACDOUGALL et al., 1985; DE QUEIROZ et al., 2013). Como alternativa, Sato desenvolveu o treinamento com restrição de fluxo sanguíneo (TF-RFS) (SLYSZ; STULTZ; BURR, 2016), mas os benefícios dessa técnica para pessoas com PK ainda são pouco explorados.

 2. OBJETIVO
Avaliar os efeitos do treinamento de força com restrição de fluxo sanguíneo no membro inferior, em modelo experimental de Parkinson.
2.1. Objetivos específicos
Avaliar ratos Wistar nos parâmetros:
a) metabólicos (peso corporal, tolerância oral à glicose);
b) capacidade física (teste de carga máxima e teste de velocidade máxima esforço);
c) hemodinâmicos (pressão arterial e frequência cardíaca);
d) autonômicos (sensibilidade barorreflexa).


3. METODOLOGIA
O projeto apresenta aprovação do Comitê de Ética em Experimentação no Uso de Animais da Universidade São Judas Tadeu (CEUA-USJT 076/22).
3.1. Amostra
Foram utilizados 34 ratos Wistar machos, adultos, pesando entre 330-350g, provenientes do Biotério da USJT. Os animais foram divididos em 4 grupos:
· Grupo Controle Sedentário (GC n=8): Ratos Wistar;
· Grupo Controle Treinado (GCT n=8): Ratos Wistar submetidos ao protocolo de treinamento físico;
· Grupo Parkinson Sedentário (GPS n=9): Ratos Wistar submetidos a injeção de 6- OHDA;
· Grupo Parkinson Treinado (GPT n=9): Ratos Wistar submetidos a injeção de 6- OHDA e ao protocolo de treinamento físico.
3.2. Indução do Modelo de Parkinson
O modelo de PK foi induzido por uma injeção estereotáxica de cloridrato de 6- OHDA (H4381, Sigma), um análogo da toxina da dopamina. Primeiro, os animais foram anestesiados através da administração de ketamina (20 mg/kg, i.p.) e xilasina (10 mg/kg, i.p.) e posicionados em um aparelho estereotáxico (Kopf Instruments, Alemanha). Foi injetado 6 μg/μl de 6-OHDA; total de 3 μl divididos em duas regiões diferentes, sendo diluído em 0,3% de ácido ascórbico ou solução salina para diminuir a oxidação da droga. Foi injetado com uma agulha acoplada à seringa Hamilton (Neuros Syringes - 65460-02) em duas coordenadas diferentes no estriado direito (CPu): (1) ântero-posterior (AP): +0,5, lateral (L): −2,7, vertical (V): −4,5 mm e (2) AP: −0,5, L: −3,2, V: −5 mm, tendo o bregma como ponto de referência (PAXINOS & KEITH, 2019). 
3.3. Treinamento de Força com Restrição de Fluxo Sanguíneo
Após um período de adaptação (uma semana) a escada, os ratos do GCT e GPT foram treinados a subir uma escada vertical com pesos amarrados na cauda. A sobrecarga utilizada foi determinada com base no valor individual do Teste de Carga Máxima (TCM) para cada animal e foi ajustada semanalmente de acordo com o peso do animal (1x dia/5 dias/8 semanas). O treinamento foi realizado com intensidade moderada (semanas 1 e 2: 30-40%; semanas 3 a 5: 40-50%; semanas 7 a 8: 40-60% da carga obtida no TCM). Os animais realizaram 15 subidas por sessão de treino com intervalo de um minuto entre as subidas (SANCHES et al., 2014).
O fluxo sanguíneo foi restringido por um Manguitos de Pressão de latex (UDC 1.6; D. E. Hokanson, Inc., Washington, DC) de 16mm de largura e 90mm de comprimento. Eles foram enrolados ao redor da coxa de cada rato de modo que a parte inferior dos manguitos fique localizada acima do joelho. O manguito foi inflado até 80 mmHg (YOSHIKAWA et al.; 2019).
3.4.1. Perfil Metabólico
3.4.1.1. Peso Corporal
O peso corporal dos animais foi mensurado individualmente uma vez por semana, através de balança comercial, sempre no mesmo dia da semana para acompanhamento dos grupos durante o protocolo. 
[bookmark: _Hlk142580088][bookmark: _Hlk142187348][bookmark: _Hlk142184391]3.4.1.2. Teste oral de tolerância à glicose (OGTT)
A medida de glicemia e o OGTT foram realizados no final da 4ª semana e ao final do protocolo (9ª semana). As concentrações sanguíneas de glicose foram determinadas em jejum de 12 horas por meio do aparelho Advantage® da Roche© e suas fitas reagentes. Em seguida, foi realizada a gavagem de uma solução de glicose (1,4g/kg de peso corporal do animal) e a dosagem da glicemia após 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. Após a tabulação dos dados, foi calculada a área sob a curva da glicemia para comparação entre os grupos (SONG et al., 2017). Uma menor área sob a curva indica melhor capacidade do sistema em mobilizar a glicose.
[bookmark: _Hlk142580125][bookmark: _Hlk142580344]3.4.2. Teste de Carga Máxima (TCM)
Todos os animais foram submetidos ao TCM na 1ª, 4ª e 8ª semana. A carga inicial foi de 75% do peso corporal e foi aumentada progressivamente em incrementos de 15% do peso corporal a cada subida até a exaustão (SANCHES et al., 2014). 
3.4.2.3. Teste de Velocidade Máxima (TVM)
Todos os animais foram submetidos ao TVM em esteira ergométrica no início e ao final do protocolo (1ª e 8ª semana), os resultados desse teste serviu de base para verificar a capacidade de exercício dos animais. O teste consistiu em colocar o animal correndo na esteira com velocidade inicial a 0,3 km/h durante 3 minutos, sendo esta carga incrementada em 0,2 km/h a cada 3 minutos até que o animal atingisse a exaustão. Foi anotado o tempo, a velocidade e o número de estágios completos (SANCHES et al., 2015; FURTADO, 2018).
3.5.3. Perfil Hemodinâmico e Autonômico
[bookmark: _Hlk142580778]3.5.3.1. Procedimento Cirúrgico de Canulação
Ao final do protocolo (8ª semana) os animais foram para implantação de cateteres de polietileno (cânulas; tygon P50). Essas cânulas foram posicionadas no interior da artéria carótida e veia jugular para registro de PA, frequência cardíaca (FC) e administração de drogas (DIAS et al., 2020). 
[bookmark: _Hlk142580918]3.5.3.2 Registro Direto da Pressão Arterial
No dia seguinte à canulação, a cânula arterial foi conectada a uma extensão de 20 cm, conectada a um transdutor e sinais de PA foram gravados durante 30 minutos (CODAS, DATAQ Instruments), permitindo análise dos pulsos de pressão, batimento-a-batimento, com uma frequência de amostragem de 2KHz para obter os valores de PAS, PAD e PAM. A partir do IP foram calculados os valores de FC (DIAS et al., 2020).
[bookmark: _Hlk142580950]3.5.3.3 Sensibilidade do Barorreflexo
Após o registro da PA e do IP, com o animal acordado, uma extensão foi conectada à cânula venosa para a infusão de drogas vasoativas. uma extensão foi conectada à cânula venosa para a infusão de drogas vasoativas. Fenilefrina (0,25-32,0 μg/Kg), um potente vasoconstritor foi utilizado para causar incremento da PA, e dessa forma mensurar a bradicardia reflexa. Também foi utilizado nitroprussiato de sódio (0,05-1,6 μg/Kg), um potente vasodilator, para causar diminuição da PA e elicitar uma resposta taquicárdica reflexa. Os índices de bradicardia e taquicardia reflexas, representativos da sensibilidade barorreflexa, foram obtidos pela razão entre o delta de variação da FC pelo delta de variação da PAM (MOSTARDA et al., 2014).
[bookmark: _Hlk142581034]3.5 Análise Estatística
[bookmark: _Hlk141972583][bookmark: _Hlk141972347]Os resultados foram analisados pelo programa Statistica®. Foi realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk. Para análise dos dados paramétricos foi utilizado o teste da análise de variância (ANOVA), seguida pelos testes de Neuman Kells, bem como a Correlação de Person. O nível de significância adotado foi de 5 % (p < 0,05).

4. RESULTADOS 
[bookmark: _Hlk142147194]Em relação ao peso corporal os grupos não apresentaram diferença no início do protocolo. Na 4ª semana o grupo GPS (426±27g) apresentou maior peso corporal em relação aos demais grupos (GC: 379±32; GCT: 383±40; GPT: 383±30 g). No final do protocolo os grupos treinados (GCT: 398±40; GPT: 392±26 g) apresentaram redução do peso corporal em relação aos demais grupos (GC: 434±33; GPS: 454±33 g).
[bookmark: _Hlk139897252]Ao final do protocolo analisamos a glicemia basal dos animais após 12h de jejum e verificamos que os animais do GPT (79±12 mg/dL) apresentaram menor índice glicemico em comparação ao GC (85±8 mg/dL) e o GPS (87±6 mg/dL). O GCT (81±12 mg/dL) foi diferente do GPS apresentando menor índice glicemico. O OGTT foi realizado após 12h de jejum e os animais do GPS (13698±689 mg/min/dL) apresentaram maior resistência em mobilizar glicose quando comparado com o GPT, GCT e GC respectivamente (12331±796; 12081±634; 12521±289 mg/min/dL). 
No TCM, os animais não apresentaram diferença no início do protocolo (GC: 439±43; GPS: 504±101; GCT: 522±90; GPT: 523±54 g). Na 4ª semana (GCT: 905±136; GPT: 987±146 g) e no final do protocolo (GCT: 1551±253; GPT: 1542±200 g) os grupos treinados aumentaram a carga de esforço em relação aos grupos controles nos mesmos períodos respectivamente (GC:699±87; 900±219 e GPS: 714±132; 1060±150 g).
Para melhor equiparar os dados foi realizado a correção do teste de carga máxima corrigido (TCMC), para isso realizamos a o seguinte cálculo: (carga máxima obtida na última subida/peso corporal) x 100. E os resultados mostram que não houve apresentaram diferença no teste de carga máxima no início do protocolo (GC:135±30; GPS: 143±29; GCT: 159±29; GPT: 157±17 g). Na 4ª semana (GCT: 231±40; GPT: 258±48 g) e no final do protocolo (GCT: 390±45; GPT: 395±53 g) os grupos treinados aumentaram a carga de esforço em relação aos grupos controles nos mesmos períodos respectivamente (GC:178±25; 215±60 e GPS: 169±27; 239±37 g). E na 8ª semana todos os grupos aumentaram a carga quando comparado ao início do protocolo e somente os grupos (GPS: 239±37; GCT: 390±45; GPT: 395±53) aumentaram a carga comparado a 4ª semana de protocolo
[bookmark: _Hlk139918046][bookmark: _Hlk139915070]No teste de velocidade maxima grupos não apresentaram diferenças.As avaliações hemodinâmicas sistêmicas, PAD, PAS, PAM e FC em repouso foram não apresentaram diferenças entre os grupos estudados ao final do protocolo. Quando analisado a sensibilidade barorreflexa, o grupo GPS (-0,8±0,2 bpm/mmHG) apresentou menor sensibilidade barorreflexa para respostas bradicárdicas quando comparado aos grupos GPT, GCT e GC (-1,4±0,4; -1,3±0; -1,2 ± 0,1 bpm/mmHG) . Analisando a resposta taquicárdica através da administração de nitroprussiato de sódio, não foi observado diferença entre os grupos estudados (TABELA 1).

Tabela 1: Resultados dos grupos estudados
[image: ]
6. CONCLUSÃO
Os resultados demostram que o treinamento de força com restrição do fluxo sanguíneo foi eficaz na melhora do controle autonômico independente de alterações na PA, reduziu a glicemia basal e a área sob a curva glicêmica e aumento da força muscular sugerindo aumento da capacidade funcional. Tais achados sugerem que esse método de treinamento pode trazer benefícios a pessoas com PK reduzindo o risco cardiovascular, desenvolvimento de Diabetes Mellitus e aumento da qualidade de vida.
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image1.emf
Variável GC GPS GCT GPT

Peso Corporal           

Inicial (g)

353±25 368±22 354 ± 31 335 ± 40

Peso Corporal 

Intermediário (g)

379 ± 32 426 ± 27 *# 383 ± 40 † 383 ± 30 †#

Peso Corporal             

Final (g)

434 ± 33 #€ 454 ± 33 #€ 398 ± 40 *†# 392 ± 26 *†#

Glicemia Basal (mg/dL) 87 ± 8 87 ± 6 82 ± 12 † 79 ± 12 *†

OGTT (mg/min/dL) 12521 ± 280 13698 ± 689 * 12081 ± 634 † 12331 ± 796 †

TCM Inicial (g) 439 ± 43 504 ± 101 522 ± 90 523 ± 54

TCM Intermediário(g) 699 ± 87 # 714 ± 133 # 905 ± 136 *†# 987 ± 146 *†#

TCM Final (g) 900 ± 219 #€ 1060 ± 150 #€ 1551 ± 253 *†#€ 1542 ± 200 *†#€

TCMC Inicial (g) 135 ± 30 143 ± 29 159 ± 29 157 ± 17

TCMC Intermediario (g) 178 ± 25 169 ± 27 231 ± 40 *†# 258 ± 48 *†#€

TCMC Final (g) 215 ± 60 # 239 ± 37 #€ 390 ± 45 *†#€ 395 ± 53 *†#€

TEM Inicial (Km/h) 1,3 ± 0,3 1,4 ± 0,2 1,5 ± 0,2 1,4 ± 0,2

TEM Final (Km/h) 1,4 ± 0,1 1,5 ± 0,2 1,5 ± 0,1 1,5 ± 0,1

PAD (mmHg) 96 ± 11 93 ± 10 93 ± 11 97 ± 17

PAS (mmHg) 131 ± 14 125 ± 11 123 ± 14 122 ± 17

PAM (mmHg) 113 ± 11 109 ± 10 109 ± 12 110 ± 17

FC (bpm) 348 ± 57 378 ± 84 334 ± 32 330 ± 38

Resposta Bradicárdica 

(bpm/mmHg)

-1,2 ± 0,1 -0,8 ± 0,2 * -1,3 ± 0,4 † -1,4 ± 0,4 †

Resposta Taquicárdica 

(bpm/mmHg)

-3,2 ± 0,1 -3,1 ± 1,2 -3,3 ± 0,7 -2,8 ± 0,9

Valores representam média  desvio padrão da média. GC: Grupo Controle; GPS: Grupo Parkinson Sedentário; g: 

gramas; GCT: Grupo Controle Treinado; GPT: Grupo Parkinson Treinado; TMC: teste de carga máxima; TCMC: teste 

de carga máxima corrigido; mg/dL: TEM: Teste de Esforço Máximo; Miligramas por decilitro; mg/min/dL: Miligramas 

por minutos por decilitro; Km/h: quilómetro/hora; OGTT: Teste oral de tolerância à glicose; mmHg: Milímetros de 

mercúrio; PAD: pressão arterial diastólica, PAS: pressão arterial sistólica, PAM: pressão arterial média, FC: frequência 

cardíaca; bpm/mmHg: Batimento por minuto/milímetros de mercúrio; g: gramas. * p< 0,05 vs. GC; † p< 0,05 vs. GPS; # 

p< 0,05 inicial no mesmo grupo; € p< 0,05 intermediário no mesmo grupo.


