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FACULDADE DE CIÊNCIAS - CAMPUS DE BAURU 
DEPARTAMENTO DE EDUCAÇÃO FÍSICA 
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Resumo
A doença de Parkinson (DP) é caracterizada por disfunções motoras, como a marcha, e não motoras, como o sono e metabolismo, que impactam a qualidade de vida. Desta forma, determinar intervenções que otimizem o tratamento da DP é essencial para amenizar os efeitos destas disfunções e a progressão da doença. Entretanto, lacunas importantes são observadas na literatura relacionadas a intervenções eficientes que não tenham efeitos colaterais, como ocorre no tratamento medicamentoso. A hipóxia normobárica intermitente (HI), apesar de pouco estudada na DP, tem ganhado visibilidade nos últimos anos, revelando melhora na sensibilidade sistêmica e nos sintomas motores e não motores. Esta intervenção tem revelado efeitos positivos na homeostase do ferro e função mitocondrial, as quais são essenciais para a sobrevivência neural, podendo ser uma estratégia promissora para melhorar a marcha, o sono e o metabolismo de pessoas com DP. Entretanto, ela necessita de mais testes experimentais. Sendo assim, o objetivo deste projeto de pesquisa é investigar as adaptações agudas induzidas pela HI na marcha, na qualidade do sono e nos biomarcadores sanguíneos em pessoas com DP. Dois estudos serão realizados: i) revisão sistemática: o corpo de conhecimento sobre as respostas induzidas pela exposição a hipóxia em pessoas com DP será revisado; ii) estudo experimental: pessoas com DP e neurologicamente sadias realizarão duas condições de disponibilidade de oxigênio: HI - a concentração de oxigênio irá alternar: 5min em hipóxia e 5min em normóxia; e normóxia - não haverá alteração na concentração de oxigênio (total de 35min em ambas as condições). A marcha (parâmetros cinemáticos e musculares), a qualidade do sono (através do actígrafo e questionários) e os biomarcadores sanguíneos (concentração de BDNF, IL-6 e ferro) serão avaliados antes, imediatamente após e 24 h após as condições. Com isso, esperamos contribuir significativamente para aplicação da HI em programas de reabilitação para pessoas com DP.

Palavras-chave: Marcha, randomização, duplo-cego, respostas agudas.


Intermittent hypoxia in Parkinson's disease: Acute effect on locomotion, sleep quality and blood biomarkers
Abstract
Parkinson's disease (PD) is characterized by motor dysfunctions, such as gait, and non-motor dysfunctions, such as sleep and metabolism, which impact the quality of life. Thus, determining interventions that optimize the treatment of PD is essential to alleviate the effects of these disorders and the disease progression. However, important gaps are observed in the literature related to efficient interventions that do not have adverse effects, such as drug treatment. Intermittent normobaric hypoxia (IH), although little studied in PD has gained visibility in recent years, revealing improvement in systemic sensitivity and motor and non-motor symptoms. This intervention has shown positive effects on iron homeostasis and mitochondrial function, which are essential for neural survival, may be a promising strategy to improve gait, sleep and metabolism in people with PD. Therefore, the objective of this research project is to investigate the acute adaptations induced by IH on gait, sleep quality, and blood biomarkers in people with PD. Two studies will be carried out: i) systematic review: the body of knowledge about the responses induced by exposure to hypoxia in people with PD will be reviewed; ii) experimental study: people with PD and neurologically healthy will perform two conditions of oxygen availability: IH - the oxygen concentration will alternate: 5min in hypoxia and 5min in normoxia; and normoxia - there will be no change in oxygen concentration (total of 35min under both conditions). Gait (kinematic and muscle parameters), sleep quality (through actigraphy and questionnaires), and blood biomarkers (BDNF, IL-6, and iron concentration) will be evaluated before, immediately after and 24 h after the conditions. Therefore, we hope to significantly contribute to the application of IH in rehabilitation programs for people with PD.

Keywords: Gait, randomization, double-blind, acute responses.










1. Introdução e justificativa
Otimizar o tratamento da doença de Parkinson (DP) é essencial para amenizar os efeitos motores (e.g., marcha) e não-motores (e.g., distúrbios do sono e no metabolismo) causados pela doença e diminuir sua progressão. Como já conhecido, a DP acomete 1-2 a cada 1000 indivíduos (TYSNES et al., 2017), assumindo o posto de segunda doença neurodegenerativa mais comum do mundo. A DP é caracterizada por disfunções neurológicas que podem resultar em comprometimentos motores (e.g., rigidez muscular, instabilidade postural, tremor de repouso e bradicinesia). Estas características da DP induzem menores índices de equilíbrio (HUGHES et al., 2002; SANT et al., 2008) e alterações durante a marcha, resultando em menor comprimento e velocidade de passo (GALNA et al., 2010; VITÓRIO et al., 2010), maior duração do passo (BARBIERI et al., 2018a; ROCHESTER et al., 2011), pior estabilidade dinâmica (CURTZE et al., 2015), o que é acompanhado por menores ativações do gastrocnêmico durante a fase de balanço e do tibial anterior durante o balanço (KLEINER et al., 2015; MAZZETTA et al., 2019; MONTEIRO et al., 2017). Considerando que estas alterações na marcha podem aumentar o risco de quedas (FASANO et al., 2017), é crescente o número de pesquisas empenhadas em atenuar estes distúrbios. 
Além dos comprometimentos motores, aproximadamente 95% das pessoas com DP apresentam acometimentos não motores (LEE et al., 2018). Dentre estes acometimentos Destacam-se os distúrbios relacionados ao sono, principalmente por estarem associados a maiores incidências de dependência funcional (KIM et al., 2019), demência (POSTUMA et al., 2012) e problemas psicológicos (LEE et al., 2018). Os sintomas mais comuns relacionados ao distúrbio do sono são insônia (GOBBI et al., 2014), sonolência diurna excessiva (COMELLA, 2008), síndrome das pernas inquietas (COMELLA, 2008; FRAZZITTA et al., 2015) e distúrbio de comportamento do sono REM (i.e, caracterizado pela perda de atonia e ativação muscular desta área) (CHAUDHURI et al., 2008). Além disso, apesar de essencial, o uso do medicamento dopaminérgico pode resultar em distúrbios do sono (FRAZZITTA et al., 2015). Assim, considerando que o período de sono é essencial para a plasticidade neural e propicia diversas vantagens de ordem cognitiva e fisiológica (ZIELINSKI et al., 2016), melhorar a qualidade do sono das pessoas com DP também é um aspecto que vem chamando atenção da comunidade científica (FRENCH et al 2016; SPEELMAN et al., 2011; SUBRAMANIAN, 2017). 
Embora os fatores desencadeantes da doença de Parkinson ainda sejam muito discutidos, déficits no metabolismo/homeostase do ferro têm sido considerados marcadores importantes para a patogênese da DP. Estudos recentes indicaram que pessoas com DP apresentam diminuição da concentração de ferro circulante no sangue (COSTA-MALLEN et al., 2018; SI et al., 2018; XU et al., 2018), o que é acompanhado pelo aumento na concentração de ferro nos núcleos da base (i.e., putâmen, globo pálido, núcleo rubro, núcleo caudado) e na substância negra (ACOSTA-CABRONERO et al., 2016; CHEN et al., 2019; GUAN et al., 2017; WANG et al., 2016). A  redistribuição de ferro, da corrente sanguínea preferencialmente para a região dos gânglios da base e substância negra (COSTA-MALLEN et al., 2018), pode induzir acúmulos de α-sinucleína e, consequentemente, diminuir o metabolismo neuronal. Estudos anteriores mostraram correlações significativas entre o estágio/sintomas em pessoas com DP  e o acúmulo/redução de ferro na substância negra e no sangue, respectivamente (MOCHIZUKI et al., 2020; NADUTHOTA et al., 2017; XU et al., 2018). Além disso, a maior concentração de ferro na parte caudal da substância negra compacta, a qual tem projeções para o putâmen, foi relacionada com congelamento da marcha em pessoas com DP, um dos sintomas mais debilitantes da doença (NADUTHOTA et al., 2017). Desta forma, os distúrbios na homeostase do ferro parecem estar relacionados a locomoção desta população, indicando que estratégias eficientes para melhorar a distribuição deste íon podem ser incluídas no tratamento de pessoas com DP.
Sabe-se que a medicação dopaminérgica é a principal forma de tratamento da DP. Apesar da medicação ser capaz de melhorar os sintomas motores e não-motores (OBESO et al., 2008; OLANOW et al., 2018), com o tempo, o efeito da medicação dopaminérgica diminui gradualmente e efeitos colaterais (discinesias) começam a ocorrer (OBESO et al., 2008; OLANOW et al., 2018). Além disso, várias características do controle motor (e.g., cadência (ROCHESTER et al., 2011) e adaptações posturais (CURTZE et al., 2015)) e não-motores (e.g., distúrbios do sono (FRAZZITTA et al., 2015)) são resistentes à terapia farmacológica. Ainda, a medicação dopaminérgica não age nas mudanças no metabolismo causados pela DP (ACOSTA-CABRONERO et al., 2016; CHEN et al., 2019; GUAN et al., 2017; WANG et al., 2016) e sua influência sobre a homeostase do ferro ainda é desconhecida. Desta forma, determinar estratégias complementares que não tenham efeitos colaterais duradouros e que possam influenciar na progressão da DP – reduzindo os efeitos motores e não-motores e aliviando as mudanças metabólicas como a homeostase do ferro – são importantes para o tratamento da DP. 
Dentre as estratégias, a estabilização do fator 1-alfa induzível por hipóxia (HIF-1α) tem sido investigada como tratamento auxiliar para pessoas com DP. Embora os principais estudos sobre esta temática tenham sido realizados em modelo animal, mecanismos importantes desencadeados pela ativação HIF-1α foram demonstrados (BHATIA et al., 2017; CORREIA et al., 2010; KIM et al., 2020; ZHANG et al., 2011). Especificamente,  foram demonstradas melhoras na homeostase do ferro, da função mitocondrial, das defesas antioxidantes, da captação e utilização da glicose e um aumento da vascularização, fatores essenciais para a sobrevivência neuronal (BHATIA et al., 2017; CORREIA et al., 2010; ZHANG et al., 2011). A estabilização do HIF-1α pode ocorrer através da administração de fármacos conhecidos como quelantes de ferro ou pela exposição ao ambiente de hipóxia. 
Os quelantes de ferro possuem a capacidade de extrair o ferro quelatado do local de acúmulo e transferi-lo para a transferrina circulante (SHVARTSMAN et al., 2007; WARD; DEXTER; CRICHTON, 2015), favorecendo a sobrevivência neuronal. Diversos quelantes de ferro apresentaram resultados promissores em regiões específicas e sabidamente afetadas pela DP. Neste sentido, Devos e colaboradores  (2014), identificaram que a administração de deferiprona durante seis meses, foi capaz de reduzir a concentração de ferro na substância negra. Outro estudo, com a administração da deferiprona por 6 meses demonstrou redução no conteúdo de ferro do núcleo dentado e caudado em comparação com o placebo. No entanto, não houve redução na substância negra e isso não refletiu na melhora significativa nos escores da UPDRS parte motora e na qualidade de vida dessa população (MARTIN-BASTIDA et al., 2017). Assim, apesar de prevenir a neurotoxicidade, alguns quelantes podem ter seu efeito atenuado ao longo do tratamento. Além disso, podem apresentar alta toxicidade, como é o caso do clioquinol (KAUR et al., 2003), que necessita ser cuidadosamente controlado. Desse modo, embora a utilização de medicamentos que induzem os quelantes seja promissora, mais estudos devem ser conduzidos para que sua eficácia e segurança sejam comprovadas. 
Outra forma de estabilização do HIF-1α que pode ser benéfica para o tratamento de pessoas com DP é  a exposição ao ambiente de hipóxia (indisponibilidade proposital de oxigênio para os tecidos) (HEINONEN et al., 2016). Estudos anteriores demonstraram que a hipóxia pode melhorar os sintomas motores e não-motores, após períodos relativamente curtos de exposição (e.g., 7 dias) (LÖKK, 2000; SUNVISSON et al., 1997; SUNVISSON; EKMAN, 2001).  Além destes efeitos sobre sintomas estabelecidos da DP, é possível que a exposição ao ambiente de hipóxia seja benéfica para a homeostase do ferro nesta população. Neste sentido, estudos anteriores em modelo animal demonstraram que a estabilização do HIF-1α decorrente do ambiente de hipoxia induziu um aumento na concentração de várias proteínas envolvidas no efluxo de ferro (LEE et al., 2009). Como o metabolismo do ferro está diretamente relacionado ao acúmulo de α-sinucleína (MOCHIZUKI et al., 2020), a redução de ferro no cérebro pode reduzir a progressão da DP (BELIKOVA et al., 2012; RENASSIA et al., 2019; ZHANG et al., 2011). Neste sentido, considerando a distribuição de ferro característica desta patologia, é provável que o efluxo deste íon ocorra em maior proporção na DP quando comparados a pessoas neurologicamente saudáveis. Entretanto, esta hipótese deve ser confirmada experimentalmente em pessoas com DP.   
Neste sentido, apesar da literatura ser incipiente quanto aos benefícios da hipóxia, é tido que uma exposição baixa ou moderada aplicada de maneira intermitente (curtos períodos de hipóxia separados por períodos em normóxia) é segura para pessoas com DP. Contudo, a dose necessária ainda não está clara. A magnitude da hipóxia pode ser modulada pelo aumento da altitude, sendo classificada em baixa (500 – 2000 m), moderada (2000 – 3000 m), alta (3000 – 5500 m) e extrema (> 5500 m), o que determina uma queda progressiva na pressão atmosférica e na saturação sanguínea de oxigênio (BÄRTSCH et al., 2008) (i.e., hipóxia hipobárica). Entretanto, a exposição prolongada ao ambiente de hipóxia (i.e., > 9 h e nos primeiros 2-3 dias em altitudes moderadas ou altas) pode causar desconfortos transitórios nos primeiros dias – principalmente nos primeiros três dias em pessoas sem aclimatação – que são conhecidos como “mal agudo da montanha” (BÄRTSCH et al., 2008; SHEN et al., 2020). Além disso, o deslocamento para áreas de montanha não é acessível para a maioria da população, limitando sua utilização na prática, sobretudo para pessoas que sofrem de alguma patologia. A evolução tecnológica permitiu a utilização da hipóxia normobárica, aumentando substancialmente a aplicabilidade deste paradigma para populações que necessitam de cuidados especiais. Dentre as formas de aplicação, destaca-se a hipóxia normobárica intermitente (HI) caracterizada por curtos períodos de restrição de oxigênio separados por períodos de respiração em normóxia (SEREBROVSKAYA et al., 2009). Embora resultados triviais ou negativos também sejam encontrados quando uma dose excessiva de hipóxia é administrada (2 – 8% de O2 inspirado), sessões com até 15 exposições utilizando moderadas restrições de oxigênio (9 – 16% de O2 inspirado) induzem respostas benéficas em variáveis fisiológicas, metabólicas e cognitivas (para mais detalhes ver: (NAVARRETE-OPAZO et al., 2014)). Interessantemente, os estudos têm demonstrado que a HI é uma estratégia promissora para melhorar os sintomas de diferentes doenças cardiovasculares, respiratórias e neurodegenerativas (NAVARRETE-OPAZO et al., 2014) (GIRARD et al., 2017; SUNVISSON et al., 2001).
Embora os efeitos positivos da hipóxia em pacientes com DP tenham sido demonstrados a mais de 20 anos nos sintomas motores (SUNVISSON et al., 1997) e não motores na DP (LOKK et al., 2000; SUNVISSON et al., 2001), primeiramente utilizando elevadas altitudes, o corpo de conhecimento sobre esta estratégia ainda é incipiente. Além disso, apesar de não refletir o estado real da progressão da DP devido a utilização de modelos estáticos causados por neurotoxicidade, Belikova e colaboradores (2012) demonstraram que a utilização da HI (5x15 min separados por 15 min de normóxia por duas semanas), aumenta a produção de dopamina, diminuindo significativamente a diferença deste neurotransmissor entre os hemisférios cerebrais em ratos com DP. Assim, estes autores concluíram que a exposição a hipóxia pode desacelerar a evolução desta patologia em modelo animal. Ainda nesta linha, várias revisões concluíram que a utilização da hipóxia é uma alternativa promissora para a melhora do quadro em outras doenças neurodegenerativas, como: esclerose lateral amiotrófica, Alzheimer e doença de Parkinson (BHATIA et al., 2017; KIM et al., 2020).
Em humanos, destacam-se as pesquisas realizadas pelo grupo da Profa. Tetiana V. Serebrovska, do Instituto de Fisiologia de Bogomoletz, em Kiev na Ucrânia, sendo que os primeiros resultados deste grupo demonstraram que pessoas com DP apresentam uma menor responsividade ventilatória ao ambiente de hipóxia, o que está relacionado a sensibilidade insuficiente dos quimiorreceptores periféricos desta população (SEREBROVSKAYA et al., 1998). Os estudos subsequentes mostraram que a utilização da HI reverte este quadro, melhorando a sensibilidade sistêmica destes indivíduos a uma menor oferta de oxigênio (KOLESNIKOVA et al., 2012). Além destes resultados relacionados a capacidade respiratória, outros pesquisadores demonstraram que a exposição a hipóxia melhora os sinais/sintomas e a qualidade de vida de pessoas com DP (LÖKK, 2000; SUNVISSON et al., 2001). Por fim, Sunvison et al. (1997) demonstraram que a capacidade funcional em pessoas com DP pode ser melhorada após uma semana de exposição contínua a hipóxia, demonstrando que a estratégia parece ser “tempo eficiente” nesta população. Ainda, a hipóxia moderada apresentou mudanças positivas na ativação do tibial anterior durante a marcha em jovens (ABE et al., 2017). Assim, é plausível supor que a HI seja uma estratégia eficiente para melhorar a marcha em pessoas com DP, mas esta hipótese deve ser testada experimentalmente. Em outras populações, como pessoas com lesão medular crônica incompleta (TAN et al., 2022) e obesos (FERNÁNDEZ MENÉNDEZ et al., 2018), a aplicação da HI melhorou o padrão locomotor (e.g., maior velocidade e dinâmica do andar). 
Embora os estudos utilizando o modelo animal demonstrem uma clara “base teórica” na utilização da hipóxia, a transferência destas adaptações para o homem ainda precisa ser testada experimentalmente, especialmente relacionados a marcha, ao sono e ao metabolismo do ferro em pessoas com DP. Além disso, não foram encontrados estudos que investigaram as respostas agudas da aplicação da HI nesta população, o que fragiliza a aplicação desta estratégia ao longo de um programa de reabilitação. Neste sentido, acreditamos que o primeiro passo para a utilização da hipóxia na reabilitação motora e não-motora em pessoas com DP diz respeito as respostas agudas promovidas por esta intervenção. 
Neste contexto, na DP parece ocorrer uma resposta atenuada em relação a ativação simpática (SECCOMBE et al., 2013) e resposta ventilatória em hipóxia (SEREBROVSKAYA et al., 1998; ONODERA et al., 2000), o que pode comprometer a marcha e a qualidade do sono imediatamente após a exposição. Entretanto, o ambiente de HI leva a um aumento das concentrações de Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF), do fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor; VEGF) e de eritropoetina (EPO), os quais são responsáveis pela neuroplasticidade e/ou pela sobrevivência neuronal (BHATIA et al., 2017; CORREIA et al., 2010; DALE et al., 2014; ZHANG et al., 2011). Interessantemente, estes biomarcadores também possuem funções importantes para a plasticidade dos motoneurônios, como demonstrado em estudos com pacientes com lesão medular, os quais evidenciaram melhoras funcionais após rápidos períodos de aplicação da HI (5 – 7 dias) (HAYES et al., 2014; TRUMBOWER et al., 2017). De fato, em sua revisão englobando estudos em modelo animal e em humanos, Dale et al. (2014) indicaram que a HI pode ser uma estratégia promissora para a melhora da função motora em doenças neurodegenerativas, mas o corpo de conhecimento sobre esta temática deve ser aumentado substancialmente. 
Além dos biomarcadores indicados acima, pode ocorrer de maneira concomitante, um aumento das concentrações de Interleucina-6 (IL-6), o que foi observado após a exposição aguda ao ambiente de hipóxia contínua (i.e., 4 h de exposição) (HARTMANN et al., 2000). Com isso, embora a atividade cortical seja comprometida – diminuindo a participação da hipótese da homeostase das sinapses – a regulação dos níveis séricos de IL-6 pode levar a uma melhor qualidade do sono, o que potencializaria os efeitos neurais do BDNF. Assim, a exposição a hipóxia durante a vigília também pode melhorar a qualidade do sono (FARAGUNA et al., 2008), quando este é realizado em normóxia, o que seria benéfico para pacientes com DP. Entretanto, a regulação dos níveis séricos de IL-6 ainda não foi demonstrado após a HI aplicada em pacientes com DP, o que caracteriza uma importante lacuna sobre o conhecimento dos efeitos desta estratégia na qualidade do sono desta população.
2. Objetivos e resultados esperados
O objetivo geral deste projeto de pesquisa é investigar as adaptações agudas induzidas pela HI na marcha, na qualidade do sono e nos biomarcadores sanguíneos em pessoas com DP, e revisar a literatura sobre os efeitos da hipóxia na DP. Especificamente, os objetivos do presente projeto de pesquisa são:
· Revisar sistematicamente o corpo de conhecimento sobre as respostas induzidas pela exposição a hipóxia em pessoas com DP;
· Investigar os efeitos agudos (imediatamente e após 24 h da exposição) da HI aplicada de maneira isolada em pessoas com DP sobre: i) marcha: parâmetros espaço-temporais (e.g., comprimento, largura e duração do passo) e atividade muscular do membro inferior, ii) sono: variáveis quantitativas (e.g., hora que deitou, hora que levantou, tempo total na cama, tempo total de sono, latência do sono, eficiência do sono) e qualitativas (e.g., através da escala de Likert (JULIFF et al., 2018)), e iii) biomarcadores sanguíneos (e.g., concentração de BDNF, IL-6 e ferro).
Considerando o exposto acima, embora um comprometimento da marcha e na qualidade do sono seja esperado imediatamente após a exposição a HI devido a resposta atenuada em hipóxia SECCOMBE et al., 2013; SEREBROVSKAYA et al., 1998; ONODERA et al., 2000), após 24h de recuperação é esperado uma melhora no padrão locomotor da marcha e na qualidade do sono, devido ao aumento das concentrações de ferro circulante e do BDNF, os quais são responsáveis pela neuroplasticidade e/ou pela sobrevivência neuronal (BELIKOVA et al., 2012; CORREIA et al., 2010; ZHANG et al., 2011). Assim, é possível que a HI seja uma estratégia eficiente para a melhora tanto da marcha como da qualidade do sono em pessoas com DP, podendo regular o metabolismo do ferro nesta população. Mas, estas hipóteses devem ser testadas experimentalmente.
Os resultados obtidos por este projeto serão importantes pois i) possibilitarão uma base teórica sobre os efeitos da HI nos sintomas motores e não-motores na DP; ii) investigarão a HI como estratégia alternativa para a melhora da marcha em pessoas com DP; iii) testarão as possíveis influências da HI sobre a qualidade do sono e nos biomarcadores sanguíneos em pessoas com DP; iv) compreenderão os mecanismos agudos desencadeadas pela HI relacionados à marcha, ao sono e aos biomarcadores sanguíneos; v) romperão a fronteira do conhecimento da ciência do movimento, evidenciando biomarcadores sanguíneos que podem explicar os efeitos da HI nos sintomas motores e não-motores na DP; vi) possibilitarão uma base teórica para futuros estudos utilizando a HI na reabilitação da marcha e na higiene do sono em pessoas com DP. É possível que a investigação destas lacunas aumente o conhecimento e a aplicabilidade da HI, o que representa um importante passo para a escolha de estratégias mais efetivas para o tratamento da DP durante os programas de reabilitação. Ainda, este projeto de pesquisa trará contribuição importante para o alcance das metas da Agenda 30 da Organização das Nações Unidas relacionados aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável de Saúde e Bem-Estar, e Educação de Qualidade.
3. Plano de trabalho e cronograma de sua execução
Para responder aos objetivos do presente projeto, serão propostos dois estudos: uma revisão sistemática da literatura e um estudo de caráter experimental. O primeiro terá objetivo de revisar sistematicamente, a literatura sobre as influências da hipóxia na DP, independentemente das suas formas de aplicação (e.g., HI, hipobárica, normobárica, etc). No estudo experimental, a marcha, a qualidade do sono e os biomarcadores sanguíneos serão avaliados antes, imediatamente após e 24h após a recuperação a aplicação da estratégia: normóxia (placebo) e HI. As variáveis primárias do estudo são: i) marcha: velocidade e comprimento do passo, magnitude da atividade muscular e o índice de co-contração entre os músculos analisados; ii) sono: tempo total de sono e eficiência do sono, e iv) biomarcadores sanguíneos: concentração de BDNF, IL-6 e ferro. 
3.1. Plano de trabalho do candidato
1) Levantamento, leitura, discussão e cadastramento da literatura referente aos efeitos da hipóxia intermitente na DP e dos efeitos da doença na marcha, qualidade do sono e biomarcadores sanguíneos;
2) Submissão do projeto de pesquisa para o Comitê de Ética Local, do protocolo experimental no Registro Brasileiro de Ensaio Clínico (REBEC) e da revisão sistemática para o PROSPERO;
3) Aplicação das Strings de busca nas diferentes bases de dados;
4) Levantamento, interpretação, organização, cadastramento e confecção da revisão sistemática;
5) Submissão da revisão sistemática para publicação (revista Parkinsonism and Related Disorders);
6) Padronização de técnicas de análise da marcha, qualidade do sono e biomarcadores sanguíneos;
7) Realização de estudos pilotos para adequações no protocolo de coleta de dados, organização do ambiente de coleta de dados e padronização da aplicação de HI e placebo;  
8) Convites para os participantes, e seleção e recrutamento para o estudo experimental; 
9) Aplicação do delineamento experimental (coleta de dados);
10) Desenvolvimento de algoritmos e padronização para a análise de dados, realização da análise de dados, e discussão dos resultados;
11) Submissão do estudo experimental para publicação (revista Movement Disorders);
12) Realização de estágio no exterior na University of Applied Sciences and Medical University (Hamburgo, Alemanha) com o Prof. Dr. Christian Schlenstedt. O foco de estudo do Prof. Schlenstedt é investigar o impacto de intervenções para melhorar a mobilidade e a saúde em doenças neurológicas, especialmente relacionado a marcha e o equilíbrio em pacientes com doença de Parkinson. Este é um dos principais centros de pesquisas do mundo sobre a doença de Parkinson, sendo uma excelente oportunidade para o aprofundamento do aluno sobre o assunto.
13) Confecção dos relatórios parcial e final;
14) Participação em eventos científicos com apresentação de resultados dos estudos pilotos e de dados pré-selecionados da pesquisa;
15) Qualificação e defesa no Programa de Pós-Graduação em Ciências do Movimento.
3.2. Cronograma de execução
	Atividades 
	2º 
semestre 
2022
	1º semestre
2023
	2º 
semestre 2023 
	1º semestre
2024

	Revisão de literatura 
	
	X
	X
	X

	Submissão do projeto de pesquisa para o Comitê de Ética Local
	
	
	
	

	Submissão do protocolo experimental no Registro Brasileiro de Ensaio Clínico (REBEC)
	X
	
	
	

	Submissão da revisão sistemática no PROSPERO
	X
	
	
	

	Estudo de revisão sistemática: Busca e seleção dos artigos 
	
	
	
	

	Estudo de revisão sistemática: Análise dos artigos selecionados e escrita
	
	X
	
	

	Estudo de revisão sistemática: Submissão para publicação
	
	X
	X
	

	Padronização de técnicas
	X
	
	
	

	Estudos piloto para adequação do protocolo experimental
	X
	
	
	

	Estudo experimental: Seleção da amostra do estudo
	
	
	
	

	Estudo experimental: Coleta de dados 
	X
	X
	
	

	Estudo experimental: Análise de dados 
	
	X
	X
	X

	Estudo experimental: Submissão para publicação
	
	
	
	X

	Estágio no exterior 
	
	
	X
	

	Relatórios científicos 
	
	X
	
	X

	Participação em eventos científicos com apresentação de trabalho científico
	
	X
	X
	X

	Qualificação da dissertação de mestrado
	
	
	
	

	Defesa da dissertação de mestrado
	
	
	
	X



4. Materiais e métodos
		Os métodos que utilizaremos para responder as perguntas do projeto de pesquisa nos dois estudos propostos estão descritos abaixo. É importante indicar que o projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências da UNESP, Campus de Bauru (CAAE 63572622.7.0000.5398). 
4.1. Estudo 1: Exposição a hipóxia e doença de Parkinson: uma revisão sistemática
- Estratégia de busca e critérios de inclusão e exclusão
		O estudo será realizado conforme as recomendações do Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (MOHER et al., 2010) e será submetido ao PROSPERO. Serão analisados os estudos que demonstrarem conteúdo relevante a pesquisa, que contenham i) desenho experimental com exposição à hipóxia (qualquer tipo), e ii) variáveis relacionadas aos sintomas motores e/ou não motores de DP. Para isso, a busca será realizada a partir de quatro bases de dados eletrônicas: PubMed/NCBI, Institute for Scientific Information (ISI), SciELO e SPORTDiscus via EBSCOhost. Pesquisas adicionais serão feitas no Google Scholar quando o texto completo não estiver disponível nas bases acima mencionadas, permitindo que artigos sejam encontrados também no ResearchGateTM. Para ser incluído nesta revisão, o artigo deverá ser encontrado por meio da String de busca apresentada na Tabela 1, a qual utilizará a estratégia PICO (AKOBENG, 2005). Ainda, serão critérios de inclusão: (1) artigos originais publicados em língua inglesa, (2) resumo disponível, (3) participantes diagnosticados com DP (feminino ou masculino) (4) publicado em revista científica indexada e com política editorial de revisão pelos pares; sem restrições quanto a data de publicação. Os critérios de exclusão abrangerão estudos usando (1) modelo animal, e (2) estratégias terapêuticas que não incluírem exposição a hipoxia. Os artigos sem os descritores citados na Tabela 1 no título, resumo e/ou palavras chaves serão excluídos. 
Tabela 1. String de busca que será utilizada para a busca dos artigos nas diferentes bases de dados.
	
	Objetivo
	Palavras e sinônimos

	P
	População estudada
	“Parkinson” ou “Parkinsonism”

	I
	Intervenção
	“hypoxia” ou “mountain” ou “altitude”

	C
	Controle
	“older adult” ou “healthy older” ou “elderly” ou “baseline” ou “rest”

	O
	Resultado
	Os diferentes resultados serão concatenados por áreas (e.g., adaptações motoras, adaptações fisiológicas, efeitos sociais etc.)



- Seleção dos artigos, análise do risco de viés e de qualidade e extração dos dados
		Será utilizado o software (EndNote X7, Thomson Reuters©, NY, EUA), para gerenciar os registros encontrados e posteriormente, eliminar as duplicatas. No primeiro estágio de triagem, o título, resumo e palavras-chave serão examinados de forma independente por dois pesquisadores, de acordo com os critérios de inclusão e exclusão. Será feito um guia com exemplos para cada um dos avaliadores, a fim de melhorar a confiabilidade. Quando houver discrepância entre as análises dos dois revisores, um pesquisador sênior será questionado. O risco de viés será determinado através da escala Cochrane para revisões sistemáticas e meta-análises (LUNDH et al., 2008).
		Após examinar o texto completo dos artigos incluídos, um pesquisador realizará a extração dos dados seguindo um roteiro estruturado, que incluirá a descrição dos seguintes itens: características da amostra (e.g., idade, sexo, tempo de diagnóstico, nível de comprometimento), procedimentos experimentais (e.g., altitude aplicada, estratégia utilizada para a exposição, duração da sessão ou duração da exposição) e as principais variáveis mensuradas (e.g., padrão da marcha, equilíbrio, capacidade cognitiva, parâmetros psicológicos, fadiga, etc). Um segundo examinador fará a conferência, para assegurar que a extração foi realizada corretamente.
4.2. Estudo 2: Efeito agudo da hipóxia intermitente na marcha, na qualidade do sono e nos biomarcadores sanguíneos em pessoas com doença de Parkinson: um estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, crossover e contrabalanceado.

- Participantes
		O cálculo amostral (G*Power© v.3.1.9.7, Alemanha) indicou um mínimo de 28 pessoas, sendo 14 pessoas com DP e 14 pessoas neurologicamente sadias (grupo controle – GC), com um índice de probabilidade de encontrar diferença significativa com poder estatístico de 80% (α=0,05) e tamanho de efeito de 1,11 baseado no estudo de Xu et al., 2018, sobre os níveis séricos de ferro em pessoas com DP comparadas ao GC. Os grupos serão pareadas por idade, sexo e massa corporal. Os participantes deste estudo serão selecionados junto a centros especializados na DP e no envelhecimento da região de Bauru. 
		Os critérios de inclusão para ambos os grupos serão: idade acima dos 50 anos; ter locomoção independente sem auxílio de dispositivos auxiliares (e.g., bengala); não ter histórico de problemas ortopédicos e de visão que impossibilitem o cumprimento do protocolo experimental; não apresentar problemas cardiovasculares, metabólicos ou inflamatórios não controlados. Especialmente para as pessoas com DP, serão critérios de inclusão: (i) ter o diagnóstico de um neurologista particular que indique a presença de DP de característica idiopática determinados pelo Banco de Cérebro de Londres (HUGHES et al., 1992), (ii) estar sob tratamento medicamentoso com levodopa estável à pelo menos 3 semanas (HADOUSH et al., 2020), e (iii) não ter realizado cirurgia cerebral ou estimulação cerebral profunda para tratamento da DP. Ainda, será critério de exclusão para ambos os grupos apresentar declínio cognitivo avançado (será confirmado na avaliação do Montreal Cognitive Assessment - MoCA - valor de corte em 19) (CESAR et al., 2019; ROMANN et al., 2012) ou não apresentar estágio acima de 3 na escala de Hoen & Yahr – H&Y (HOEHN; YAHR, 2001; SCHENKMAN et al., 2001)
- Delineamento experimental
		A Figura 1 apresenta o delineamento experimental do estudo. Os participantes realizarão dois blocos de avaliação diferentes, conforme a disponibilidade de oxigênio: HI vs normóxia. Os blocos serão compostos por i) avaliação da marcha e sanguínea, ii) aplicação das sessões com diferentes disponibilidades de oxigênio, iii) avaliação da marcha e sanguínea imediatamente após as sessões, iv) identificação da qualidade do sono durante a noite de recuperação, v) avaliação da marcha e sanguínea 24 h após a sessão, e vi) identificação da qualidade do sono durante a noite seguinte ao teste, ou seja, 24 h após a sessão. A ordem das sessões com diferentes disponibilidades de oxigênio será randomizada de forma controlada entre os grupos (metade das pessoas de cada grupo iniciará o estudo em cada tipo de disponibilidade de oxigênio). As sessões com diferentes disponibilidades de oxigênio serão aplicadas em um delineamento randomizado, duplo-cego, crossover e contrabalanceado. A randomização será realizada por meio de envelopes embaralhados. Ainda, o pesquisador aplicará as sessões e aquele que analisará os dados serão cegados para o protocolo de intervenção aplicado (HI ou Placebo). As pessoas com DP serão avaliadas e realizarão a intervenção em estado ON da medicação (entre 60 min até 150 min após a ingestão da medicação) (ARAÚJO-SILVA et al., 2022). Os participantes serão instruídos a não realizarem qualquer atividade física 48 h antes e após cada protocolo. Os blocos de avaliação serão separados por no mínimo sete dias.
		Uma semana antes do primeiro bloco de avaliação, será realizada a avaliação clínica e entrevista dos participantes. Além disso, o sono será monitorado por 7 dias consecutivos, incluindo o final de semana (HALSON, 2019). Adicionalmente, será fornecido um diário de sono aos participantes, nomeadamente Consensus Sleep Diary (CSD), que deverá ser preenchido com informações (e.g., possíveis cochilos diurnos) deste período de 7 dias (CARNEY et al., 2012). Este procedimento será adotado para determinar um baseline relacionado a qualidade do sono dos participantes e assim poder verificar o efeito agudo (imediato e 24 h após) da HI. 
[image: ]
Figura 1. Delineamento proposto para avaliação das adaptações agudas da exposição a HI sobre a marcha, sono e biomarcadores sanguíneos. 

- Aplicação da hipóxia normobárica intermitente ou da situação controle (normóxia)
		A HI será aplicada por meio de um gerador de oxigênio E-100 Hypoxic Generator (Mile High Training, EUA) em uma sala vedada. Os participantes serão submetidos à duas condições de disponibilidade de oxigênio por 35 min (GIRARD et al., 2021; TAN et al., 2021): HI e normóxia (placebo). Na HI, a concentração de oxigênio na sala poderá alternar: 5 min em hipóxia (total = 20 min) e 5 min em normóxia (total = 15 min). Na condição placebo, os participantes realizarão o protocolo de intervenção sem alteração na concentração de oxigênio. Na situação de hipóxia, geradores serão conectados a sala, permitindo que as concentrações de oxigênio simulem uma altitude de 5800 m (~10% de O2). Os geradores também serão conectados na situação placebo, mas serão ajustados para uma altitude de 450 m (~21% de O2) (HAYES et al., 2014; TAN et al., 2021; TRUMBOWER et al., 2017). Em ambas as situações, a cada 4 min será determinado o percentual de oxigênio dentro da sala (Smart Meter AZ-8403, Taiwan). Durante o protocolo será mensurado a frequência cardíaca, a saturação sanguínea de oxigênio e a percepção de esforço (FERNANDES et al., 2020, 2022). Estas variáveis serão obtidas por um pesquisador independente, o qual não aplicará diretamente os procedimentos de avaliação da marcha e/ou as análises dos parâmetros sanguíneos. Os procedimentos serão imediatamente interrompidos caso algum participante apresente SpO2<75% (HAYES et al., 2014; TRUMBOWER et al., 2017).
- Avaliação clínica 
		Primeiramente, os pacientes serão avaliados por um avaliador experiente em doenças neurodegenerativas, por meio de uma anamnese, com o intuito de coletar dados   de caracterização da DP (histórico clínico, cognitivo e medicamentoso) e realizar o estudo dos sinais e sintomas do paciente. Ambos serão realizados de forma detalhada para determinar a origem da DP e eliminar a influência de outras doenças. O mesmo avaliará os participantes através de escalas consideradas padrão ouro para avaliação clínica. A escala de H&Y será utilizada para identificar o estágio evolutivo da doença, a existência da unilateralidade/bilateralidade da doença e o nível de resposta dos reflexos posturais. O grau de acometimento motor da DP será avaliado através da sub-escala III – Exame motor – da UPDRS (FAHN, 1987). O MoCA será utilizado para avaliar a capacidade cognitiva dos pacientes (ROMANN et al., 2012). 
- Avaliação da marcha 
		Os participantes realizarão uma tentativa contínua de andar (circuito oval) de 2 min, seguindo a ordem apresentada, para cada uma das seguintes condições: a) andar em velocidade preferida, e b) andar em velocidade máxima. Para coleta dos dados cinemáticos serão utilizados trinta e nove marcadores passivos reflexivos, posicionados nos participantes de acordo com o modelo Full Body Plug-in-Gait (Vicon Motion System®) (descritos em (BARBIERI et al., 2018b)), adquiridos através de 10 câmeras      infravermelhas do Vicon Motion System® (200 Hz). Os dados serão filtrados através de   um filtro passa baixa Buttherworth de 5ª ordem (zero-lag) e frequência de corte de 6    Hz. A análise da marcha envolverá pelo menos 20 passos durante cada momento da avaliação (antes, imediatamente após e 24 h após a intervenção - Figura 1). As seguintes variáveis de interesse serão coletadas em cada passo analisado: comprimento, largura, duração, velocidade, duração de balanço e de duplo suporte. Também será calculado o coeficiente de variação de cada parâmetro (HAUSDORFF et al., 2001; SIMIELI et al., 2017).
		A aquisição do sinal eletromiográfico (EMG) será realizada através do eletromiógrafo (Cometa System, Milan, Itália) de 8 canais com frequência de amostragem de 2000 Hz. Eletrodos circulares de (Ag/AgCl) serão posicionados bilateralmente nos músculos gastrocnêmio lateral (GL), tibial anterior (TA), vasto lateral (VL), e bíceps femoral (BF)(DOS SANTOS et al., 2020), seguindo as normas descritas pela Surface ElectroMyGraphy for the Non-Invasive Assessment of Muscles (SENIAM) (HERMENS et al., 2001). O sinal será filtrado por meio de um filtro passa banda de 20-450 Hz de sexta ordem. As janelas do final da fase de balanço (−400 até −50 ms antes do contato do pé com o solo) e início da fase de suporte (50 até 350 ms depois do contato do pé com o solo) de cada um dos passos analisados pela cinemática (DOS SANTOS et al., 2020) serão utilizados para determinar o RMS, índice de coativação (KELOTH et al., 2021) entre TA e GL, e VL e BF, e a frequência mediana do sinal. Os valores de cada músculo serão normalizados pelo pico de ativação durante a marcha para o cálculo do RMS e do índice de coativação. 
		Para responder os questionamentos do estudo, será calculada a média dos passos analisados em cada condição e momento de análise (antes, imediatamente após e 24 h após a intervenção) para cada uma das variáveis de interesse para cada participante. 
- Avaliação da qualidade do sono
		O sono dos participantes será monitorado por actigrafia de pulso, de maneira contínua, durante uma semana, e aguda, após as intervenções (na noite imediatamente após a intervenção e na noite seguinte após 24 h da intervenção), para registro de variáveis de quantidade e qualidade de sono. Actígrafos de pulso Act Trust® (1 Hz – Condor Instruments, São Paulo, Brasil) implementados com o algoritmo de Cole- Kripke, previamente validado para identificar as fases acordado/dormindo (COLE et al., 1992; DE SOUZA et al., 2003) serão utilizados no membro não-dominante do participante para o registro das variáveis dependentes: hora que deitou, hora que levantou, tempo total na cama, tempo total de sono, tempo total acordado após o início do sono, latência do sono (quantidade de tempo entre a hora que deitou até o início do sono), eficiência do sono (tempo total de sono em percentual do tempo total na cama), número de despertares, duração de possíveis cochilos diurnos. Ainda, será contabilizado o cronotipo individual por meio do questionário de Horne e Ostberg traduzido para o português (BENEDITO et al., 1990), e antes do início de cada bloco de avaliação, após 24 h do protocolo de intervenção e na manhã seguinte a 24 h da intervenção, o participante irá auto reportar a qualidade de sono com base em uma escala Likert de 1–5 (1-muito ruim, 2-ruim, 3-médio, 4-bom, 5-muito bom) (JULIFF et al., 2018). 
- Determinação dos biomarcadores sanguíneos
		A coleta da amostra sanguínea dos pacientes será realizada após um jejum noturno (mínimo 8h) e livre do uso de qualquer medicamento, exceto os relacionados a DP. A determinação das concentrações sanguíneas de BDNF, de IL-6 e ferro serão realizadas antes, imediatamente após e 24 h depois da aplicação da normóxia ou HI. Uma pessoa experiente para coleta   sanguínea realizará os procedimentos. Primeiramente, será realizada a assepsia do local, sendo escolhida uma veia braquial para a coleta de 10 ml de sangue (5 ml para a quantificação do BDNF e IL-6, e 5 ml para a quantificação da concentração de partículas metálicas), os quais serão depositados em um tubo seco (com fator anticoagulante). As amostras sanguíneas serão centrifugadas a 3000 rpm por 10 min para separação do soro e plasma sanguíneo, a uma temperatura de 4ºC. Após o processo de centrifugação, o soro sanguíneo será pipetado em eppendorf (1,5 ml) e armazenado a –20 ºC por 24 h. Para quantificação do BDNF e da IL-6 serão utilizados kits (BDNF R&D Systems a Biotechne Brand, Quantikine® e Sigma-Aldrich, respectivamente). As análises do BDNF e IL-6 seguirão o protocolo da empresa fabricante e realizados pelo equipamento ELISA. 
	Especificamente para a análise de concentração de ferro, as amostras serão congeladas em baixa temperatura (-30°C) e submetidas a uma pressão  negativa (vácuo), passando pelo processo de liofilização, resultando em uma amostra em pó com os metais e os elementos bioquímicos para análise (DE OLIVEIRA et al., 2020). As amostras serão digeridas pelo processo de digestão assistida por radiação de micro-ondas em um digestor (Milestone, modelo Ethos Easy, EUA) (NÓBREGA et al., 2012). Para este processo, 200mg da amostra liofilizada serão digeridas usando 2 mL de solução de ácido nítrico e 2 mL de peróxido de hidrogênio. O programa de aquecimento do forno de micro-ondas será realizado em três etapas: 5 min de rampa de temperatura de 0 à 180°C; 15 min em temperatura constante a 180°C; e 25 min de resfriamento. Após o processo de digestão, será quantificada a concentração de partículas de ferro via espectroscopia de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (Perkin-Elmer, modelo Optima 8300, EUA). 
- Análise estatística
		O nível de significância (α) será mantido em 0,05 para todas as análises. A esfericidade (Mauchly) e o teste de igualdade das variâncias (Levene) serão testadas. Caso as variáveis não apresentem normalidade satisfatória ou violem os pressupostos dos respectivos testes, as análises serão conduzidas pelos seus pares não paramétricos. Os parâmetros de interesse da marcha, da qualidade do sono e dos biomarcadores sanguíneos serão comparados por meio de ANOVAs three-way com fator para grupo (DP vs. GC), período da avaliação (antes vs. imediatamente após vs. 24h após) e intervenção (HI vs. placebo), sendo os dois últimos fatores considerados como medidas repetidas. Caso a análise indique interação entre os fatores, testes post hoc de Tukey serão realizados. 
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