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RESUMO

O acidente vascular encefalico (AVE) é considerado a principal causa de incapacidade
em adultos e a segunda maior causa de morte no mundo. O AVE pode ser
hemorragico (AVEh) e isquémico (AVEi). O AVEi, mais prevalente, € causado por um
trombo ou émbolo, ou como consequéncia de uma parada cardiaca.

Os comprometimentos motores e cognitivos recorrentes apos AVEiI podem ser
minimizados ou recuperados com a ado¢ao de tratamentos adequados de reabilitagao
como o exercicio fisico (EF) e o enriquecimento ambiental (EA). No entanto, de acordo
com a literatura, o efeito de tais terapias na reabilitagdo, quando adotadas
separadamente, sao limitadas. Neste contexto, esta pesquisa investigou a associagao
entre a exposicdo de um ambiente enriquecido e o exercicio fisico na recuperacao da
funcdo motora e cognitiva em camundongos submetidos a um evento isquémico
agudo. Camundongos machos C57BI/6 (8 a 12 semanas de idade), foram submetidos
a ocluséao bilateral das artérias carétidas comuns (BCCAo0) durante 35 minutos ou
cirurgia ficticia (sham). Subsequentemente, os animais foram distribuidos em oito
grupos, de acordo com as condigdes de habitagdo (ambiente padrédo (AP) ou ambiente
enriquecido (AE)) e se foram ou ndo submetidos a secdes de exercicio fisico
condicionado (EF): isquemia ou sham tratados com AE sem EF (AE/S), EF em
ambiente padrao (AP/E), associacado de AE e EF (AE/E), e ambiente padrao sem EF
(AP/S). A reabilitac&o teve inicio 48h apos a cirurgia e durou 30 dias. Os animais dos
grupos AE foram alocados em caixas grandes (60cm x 50cm x 22cm) com 6
brinquedos alternados semanalmente, enquanto os outros foram colocados em caixas
padrao para camundongos. O modelo de EF utilizado foi a natagao, realizada 3 vezes
por semana durante 4 semanas. A duragao das sec¢des foi gradualmente aumentada
a cada semana, até um tempo maximo de 30 minutos. As analises estatisticas indicam
que os animais submetidos ao BCCAo desenvolveram déficits motores. Além disso,
0s animais que foram submetidos a associagao EA e EF obtiveram uma melhora da
funcdo motora, mas nao foi possivel concluir que houve melhora da fungao cognitiva.
Desta forma, este estudo sugere que a associagéo entre EA e EF é mais eficaz para

o tratamento das sequelas motoras dos animais submetidos ao BCCAo.

Palavras-chave: isquemia cerebral, exercicio fisico, ambiente enriquecido,

reabilitagdo, cognicéo.



ABSTRACT

Stroke is the leading cause of disability in adults and the second leading cause of death
in the world The stroke can manifest itself in two ways, hemorrhagic stroke and
ischemic stroke. The most common one, the ischemic stroke, is caused by the
presence of thrombus or embolus in the vessel, or because of a cardiac arrest.
Physical and cognitive impairment are recurrent sequelae in cerebral ischemia, and
can be minimized with the adoption of appropriate post-stroke rehabilitation
treatments, such as physical exercise (PE) and enriched environment exposure (EE).
In this context, this research investigated the association between EE exposure and
PE in motor and cognitive function recovering in mice submitted to an ischemic stroke.
The animals used in the experiments, male mice C57BI/6 (8 to 12 weeks old) were
either submitted to bilateral occlusion of the common carotid arteries (BCCAo0) for 35
minutes or sham-operated (sham). Subsequently, ischemic and sham animals were
splited into one between eight groups, according to, housing conditions (standard
environment (SE) or enriched environment (EE)) and whether or not they underwent
conditioned physical activity sessions (PE): ischemic or sham treated with SE without
PE (SE/S), PE in standard environment (SE/E), association of EE and PE (EE/E), e
standard environment without PE (SE/S). Rehabilitation started 48 h after surgery and
lasted for 30 days. The animals in the EE groups were placed in large boxes (60cm x
50cm x 22cm) with 6 toys alternated weekly, while the others were placed in standard
mice boxes. The PE model used was swimming, performed 3 times a week for a period
of 4 weeks. The duration of the sections was gradually increased each week, until a
maximum time of 30 minutes. The statistics indicate that the animals submitted to
BCCAo developed motor deficits. In addition, the animals that were submitted to the
EE and PE association obtained an increase in motor, but it was not possible to
conclude that there was an improvement in cognitive function. In this way, this study
suggests that the association between EE and PE is more effective for motor sequelae

treatment of animals submitted to BCCAo.

Keywords: cerebral ischemia, physical exercise, enriched environment, rehabilitation,

cognition.
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1. INTRODUGAO

O acidente vascular encefalico (AVE) é a principal causa de incapacidade em
adultos e a segunda maior causa de morte no mundo (SIRSAT; FERME; CAMARA,
2020). O Brasil segue essas mesmas tendéncias mundiais, ficando atras apenas
das doencas cardiovasculares (BRASIL, 2013). De acordo com a Associagao
Americana do Coragao (AHA — sigla em inglés para American Heart Association)
houve em média uma morte a cada 3 minutos e 42 segundos por AVE em 2016
(BENJAMIN et al., 2019). Ainda, a projecao para 2030 prevé um incremento na
prevaléncia dessa doenca, pois a letalidade esta diminuindo, a medida que novos
tratamentos vdo sendo descobertos e aprimorados, € as comorbidades estédo
aumentando, associado ao envelhecimento da populagcdo, o que justifica esse
aumento da prevaléncia (BENJAMIN et al., 2019; GORELICK, 2019). Além disso,
o AVE é altamente oneroso tanto na fase hospitalar como na ambulatorial
(WOLFE, 2000). Isso porque a maioria dos pacientes acometidos por essa doenga
sobrevivem ao evento isquémico, porém, permanecem com sequelas sensorio-
motoras e cognitivas que impedem o pleno retorno ao trabalho (VAN EEDEN; VAN
HEUGTEN; EVERS, 2012). Em 2012, os gastos do Sistema Unico de Saude (SUS)
com internagbes hospitalares foram de R$ 163 milhdes de reais (SANTOS;
WATERS, 2020) e na fase ambulatorial, os gastos estdo associados com o
processo de reabilitagcdo e com os beneficios de seguridade social (REIS et al.,
2018).

1.1. O ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

A etiologia do AVE demonstra que este € um evento neurolégico subito cuja
auséncia de perfusdo sanguinea tecidual em determinado territério encefalico
resulta em uma lesdo neuronal na area afetada (CHEN et al.,, 2017b; LO;
DALKARA; MOSKOWITZ, 2003). O AVE pode ser de dois tipos: hemorragico
(AVEh) e isquémico (AVEi). O AVEh é o menos frequente e decorre de uma ruptura
de um vaso sanguineo desencadeando uma hemorragia (BAI et al., 2020). Esse
tipo de AVE é o mais grave, pois reduz o fluxo sanguineo cerebral (FSC) em
decorréncia do aumento da pressdo intracerebral, gerando maiores déficits

neurolégicos e com maiores chances de evoluir a 6bito (HASEGAWA et al., 2015;
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WU et al., 2017). O AVEi é o mais frequente, e é causado pela presenca de um
trombo ou um émbolo na luz do vaso, ou ainda em decorréncia de uma parada
cardiaca, provocando a interrupgcdo parcial ou total do FSC (DIRNAGL,;
IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999; LEON-MORENO et al., 2020) (Figura 1).

A B

; Acidente vascular
‘],-'\)'* encefalico \"‘\f"

Coagulo sanguineo
interrompe fluxo de

sangue para uma area cerebral Vazamento sanguineo

no tecido cerebral

Figura 1. Representacgao dos tipos de acidente vascular encefalico: Isquémico (A): presenca
de coagulo ou trombo sanguineo interrompe o fluxo de sangue; Hemorragico (B): ruptura de vaso
sanguineo com extravasamento de sangue no tecido encefélico. Adaptado de Heart and Stroke
Foudation of Canada (2016). (Fonte:
https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/153213/001015503.pdf?sequence=1).

1.1.1. Fisiopatologia

Apods a interrupcao parcial ou total do FSC é possivel identificar trés regides
distintas a nivel tecidual na regido afetada pelo evento isquémico: nucleo, onde
ocorre lesao neuronal irreversivel, penumbra e oligoemia (Figura 2). A oligoemia &
a regiao mais préxima da area tecidual com FSC normal, e onde a perfuséo esta
reduzida, porém a niveis préximos da normalidade (JUNG et al., 2017). A regido
de penumbra é a area ao redor do nucleo, onde ha hipoperfusao abaixo dos niveis
toleraveis pelas células, com risco iminente para a ocorréncia de leséo tecidual
irreversivel, a depender da persisténcia ou ndo da oclusdo do vaso sanguineo
(HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006; HEISS, 2000; JUNG et al., 2017). Na regiéo de
oligoemia, a redugao do FCS é compensada pelo aumento da extragdo de oxigénio

e pela vasodilatagdo de vasos colaterais, mas ndo na penumbra (JUNG et al.,
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2017) (Figura 2). Na penumbra, o dano neuronal ainda pode ser revertido e, tanto
no nucleo como na penumbra, o tamanho do comprometimento tecidual é
diretamente proporcional a duracdo e a gravidade do evento isquémico
(HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006; HEISS, 2000; XING et al., 2012). Desse modo,
quanto mais demorada for a reperfusdo na area de penumbra, maior sera a

extensdo da lesdo neuronal (JUNG et al., 2017).

Penumbra  Infarct core

Figura 2. llustragao das diferentes regidoes teciduais apds evento encefalico isquémico e as
diferengas regionais do fluxo sanguineo cerebral, entrega e fragdo de extragido de oxigénio.
Nucleo (vermelho): tecido isquemiado e necrosado. Penumbra (alaranjado): tecido com risco de
morte por necrose em caso da manutengdo da oclusdo da artéria. Oligoemia (amarelo): tecido
hipoperfundido sem risco de morte por necrose. O aumento da fragdo de extragao de oxigénio pelo
tecido compensa a redugéo do fluxo sanguineo na regido de oligoemia, mas ndo na regiao de
penumbra (JUNG et al., 2017).

Ainda, a redugédo ou interrupcado do suprimento sanguineo ao tecido cerebral
desencadeia uma cascata de eventos a nivel celular (Figura 3), que culmina com
morte celular por necrose e por apoptose (HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006;
TRAYSTMAN, 2003; VIDALE et al., 2017). A redugdo do FSC provoca falha
bioenergética pela interrupcdo de fornecimento de glicose e oxigénio para as
células, com redugao do fornecimento de adenosina trifosfato (ATP) pela
mitocdndria. Em seguida ocorre excitotoxicidade, decorrente da liberagao
excessiva de glutamato por neurdnios pré-sinapticos e da inibicdo da recaptagéo
desse neurotransmissor. A ativacéo de receptores ionotrépicos como o N-metil-D-
aspartato (NMDA) e a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izaxazolpropiénico (AMPA)
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promove o influxo excessivo de Ca?* para dentro da célula. Essa concentragdo de
Ca?* acima dos niveis normais resulta em ativacdo de enzimas responsaveis pela
degradagao de membrana celular e em disfungdo mitocondrial. Ao mesmo tempo,
receptores de glutamato também favorecem o influxo ndo coordenado de Na* e
agua, que resulta em despolarizagdo da membrana celular e edema celular,
respectivamente. Altos niveis de Ca?* e Na* intracelular provocam o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que acarretam dano a
mitocdndria e ao acido desoxirribonucleico (DNA), resultando em morte celular por
apoptose. Adicionalmente, as células microgliais residentes, imunidade inata do
sistema nervoso central (SNC), detectam o desequilibrio causado pelo evento
isquémico (LAMBERTSEN; FINSEN; CLAUSEN, 2019), e aumentam a expressao
de citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral (TNF)-q,
interleucina (IL)-1 e IL-6, além de EROS e 6éxido nitrico (NO) (AHAD et al., 2020;
LAMBERTSEN; FINSEN; CLAUSEN, 2019; XING et al., 2012). Por fim, dias apds
o evento isquémico, ocorre um aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica, em decorréncia de diversos dos mecanismos citados
anteriormente como o desequilibrio homeostatico, o edema citotdxico, a producao
de EROS e a ativagdo da cascata inflamatéria (ABDULLAHI; TRIPATHI;
RONALDSON, 2018; JIANG et al., 2018) (Figura 4).
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Figura 3: Representagao temporal dos eventos celulares desencadeados apés o AVEi.
Minutos apds o evento isquémico ocorre falha bioenergética, excitotoxicidade, aumento do estresse
oxidativo e injuria vascular. No caso de manutengdo da oclusédo arterial, outros eventos séo
desencadeados ao longo das horas e dias, como a ativagdo hemostatica, inflamagdo poés-
isquémica e disfungao da barreira hematoencefalica, e consequente aumento da regido de nucleo
isquémico (BROUNS; DE DEYN, 2009).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos eventos celulares desencadeados apés AVEi. A
reducdo do fluxo sanguineo, diminuigdo da entrega de oxigénio e nutrientes, e a consequente
reducdo da produgao de ATP provoca um aumento da liberagdo do neurotransmissor glutamato na
fenda sinaptica (excitotoxicidade), com ativacdo de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e
consequente influxo descontrolado de ions calcio e sédio. O aumento de sddio intracelular leva a
edema citotdxico por aumento de agua intracelular. O aumento de ions calcio provoca disfungéo
mitocondrial e falha energética, que leva ao aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS),
com consequente dano no DNA mitocontrial, ativagdo microglial e chegada de astrécitos. O dano
no DNA mitocondrial ativa caspase, e leva a morte celular por apoptose; a ativagdo microglial leva
ao aumento de citocinas e 6xido nitrico (NO), aumenta a resposta a inflamatéria com posterior
sobrevida ou morte celular; e a chegada de astrécitos provoca dano celular e quebra da barreira
hematocefalica (BBB) (AHAD et al., 2020).

Entretanto, além do papel pro-inflamatorio, a micréglia também possui papel
anti-inflamatério como: reducéo da produgcao de NO e aumento da modulacéo de
expressao de citocinas anti-inflamatdrias e fatores neurotréficos como IL-10, fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator neurotréfico derivado de células
gliais (GDNF) e o fator de crescimento tipo insulina (IGF)-1(LAMBERTSEN;
FINSEN; CLAUSEN, 2019; XING et al., 2012).
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Nesse contexto, o foco inicial do tratamento da fase aguda do AVEi é
reestabelecer o FSC, com o objetivo de interromper essa cascata de eventos
causados primariamente pela isquemia, e evitar que a area de nucleo aumente ao
longo das horas apds a isquemia (LAMBERTSEN; FINSEN; CLAUSEN, 2019).
Contudo, a reperfusdo desencadeia uma cascata inflamatéria secundaria, que
culmina com morte celular por apoptose (HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006; XING et
al., 2012). Portanto, mesmo que a reperfusdo ocorra em poucas horas apos o
evento isquémico e o dano neuronal primario seja minimizado, uma lesao neuronal
secundaria causada pela reperfusao provocara piora do dano neuronal (LO;
DALKARA; MOSKOWITZ, 2003; NIE; YANG, 2017).

1.2.  DIAGNOSTICO E TRATAMENTO CLINICO

O diagndstico médico do AVE. é feito através de exame clinico e exames de
imagem (MARTINS et al., 2012). A trombdlise ou a trombectomia sdo os
tratamentos indicados na fase aguda do AVEi. Ambos se baseiam na retomada do
FSC por meio da remogédo do trombo ou émbolo, por via quimica (no caso da
trombdlise) ou mecanica (no caso da trombectomia) (HENNINGER; FISHER,
2016; MACRAE; ALLAN, 2018; POWERS et al.,, 2015). O ativador de
plasminogénio tecidual humano recombinante (rt-PA), alteplase®, é a unica opgao
farmacologica aprovada para terapia trombolitica no tratamento da fase aguda do
AVEi (THOMALLA et al., 2020). Porém, a maioria dos casos nao tém indicagdo do
uso desse medicamento devido a pequena janela de tempo para aplicagéo, em
torno de 4,5h, além da existéncia de muitos critérios de exclusido para o uso desse
farmaco (HENNINGER; FISHER, 2016; MARTINS et al., 2012; ROTHER; FORD;
THIJS, 2013). O uso do alteplase® fora da janela de tempo de aplicagao acarreta
aumento do risco de hemorragia e, por esse motivo, o diagndstico precoce deve
ser priorizado (HENNINGER; FISHER, 2016; MARTINS et al., 2012; ROTHER;
FORD; THIJS, 2013). Essa limitagdo no uso das terapias disponiveis para a fase
aguda do AVEi acarreta piora das sequelas, aumento da incapacidade e redugao
da qualidade de vida (MARTINS et al., 2013). Por esse motivo, tratamentos
farmacolégicos e nao farmacolégicos continuam sendo alvo de investigagao
(ROTHER; FORD; THIJS, 2013).
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O processo de reabilitagcdo tem inicio na fase hospitalar, com o objetivo de
diminuir o tempo de permanéncia no hospital e reduzir a ocorréncia de novas
complicagbes (BRASIL, 2013). Na fase ambulatorial, a reabilitacdo objetiva
minimizar as sequelas e a incapacidade, e devolver assim a funcionalidade. Entre
as sequelas sensorio-motoras mais comuns estido as alteragdes na visao, audi¢cao
e fala, além da reducdo da forca muscular e da sensibilidade (MARTINS et al.,
2013). O comprometimento cognitivo, como os déficits de memodria, atengao,
linguagem, orientag&o temporal e espacial s&o frequentes (BENJAMIN et al., 2019;
MARTINS et al., 2013; ZHENG et al., 2016). Ainda, as complicacbes
neuropsiquiatricas, como depressao, ansiedade, estresse pos-traumatico,
transtorno bipolar e mudanga de personalidade, sdo muito comuns entre seis
meses e um ano apos o AVE (FERRO; CAEIRO; FIGUEIRA, 2016). Cerca de um
terco a metade dos pacientes com sequelas de AVE sao afetados por
complicagdes neuropsiquiatricas, em especial a depressao (prevaléncia de 31%)
e a ansiedade (prevaléncia de 18%) (FERRO; CAEIRO; FIGUEIRA, 2016).

1.3. ESTRATEGIAS NAO FARMACOLOGICAS NA REABILITACAO DAS
SEQUELAS DO AVEi.

1.3.1. Exercicio fisico

O exercicio fisico (EF) € amplamente utilizado para o tratamento das sequelas
sensorio-motoras e cognitivas em doengas do SNC (ARYA et al., 2011; HIMI et al.,
2016). O EF tem impacto positivo pois provoca mudangas no SNC dentre as quais
estdo a estimulagao da angiogénese e a neurogénese, modulagao da plasticidade
sindptica (CASSILHAS; TUFIK; DE MELLO, 2016; GRYGIEL-GORNIAK;
PUSZCZEWICZ, 2017; KALOGERAKI et al., 2016; NIE; YANG, 2017;
PLOUGHMAN et al., 2007), reducao do volume do infarto (HONG et al., 2020), e
intensificagdo da recuperagdo funcional apdés lesdo neuronal (BIERNASKIE;
CORBETT, 2001; LI et al, 2018; PLOUGHMAN et al., 2007). Estudos
evidenciaram associacao positiva entre o EF e o0 desempenho em testes motores,
sensitivos e cognitivos em modelos pré-clinicos de AVEi (AHN et al., 2016; HONG
et al., 2020; SCHNEIDER et al., 2014). Hong et al (2020) avaliaram o desempenho



24

de camundongos submetidos a modelo fototrombético de AVEiI em testes que
avaliaram a fungdo motora (equilibrio) e cognitiva (meméria de curta duracgao).
Esse estudo mostrou que os animais tratados com exercicio de corrida em esteira
apresentaram melhor desempenho nos testes quando comparado com os animais
isquemiados que nao foram tratados com EF, sugerindo que o EF reduziu os

déficits neuroldgicos provocados pelo modelo de AVE..

1.3.1.1. Diferentes protocolos de exercicio fisico em estudos pré-clinicos de
AVE.

Existem quatro modelos de EF comumente utilizados em estudos pré-clinicos
de AVE com roedores: forgado (corrida em esteira ou natagao), voluntario (roda de
corrida), terapia do movimento induzido pela restrigdo do membro anterior n&o-
afetado durante atividades diarias (CIMT — sigla em inglés do termo constraint-
induced movement therapy) e treinamento especifico de tarefa exclusivamente
com o membro anterior afetado (movimento repetitivo para treinar o alcance de
comida com o membro anterior afetado) (SCHMIDT et al., 2014). Varios estudos
mostraram resultados positivos do EF utilizando esses diferentes protocolos como
tratamento do AVE (KIM et al., 2019; SAUNDERS et al., 2020; STRICKLAND;
SMITH, 2016; ZHENG et al., 2016). Uma meta-andlise comparou diferentes
estratégias de treinamento fisico em modelos pré-clinicos de AVEi e evidenciou
que o EF forgcado reduziu o volume de infarto em 30%, o treinamento especifico
de tarefa com o membro anterior afetado e o EF voluntario ndo afetaram o volume
de infarto, e o CIMT aumentou o volume de infarto em 18% (SCHMIDT et al., 2014).

Além da discussao de qual o melhor modelo de treinamento fisico (aerdbico,
resistido, voluntario, forgado, etc), o tempo de inicio do EF na reabilitagdo do AVEi
também é um fator bastante discutido na literatura (STEPHAN; SLEIMAN, 2021),
apesar do tempo ideal de inicio ainda ndo estar bem estabelecido tanto para
pesquisa clinica como para a pré-clinica (LANG; LOHSE; BIRKENMEIER, 2015).
Alguns estudos em animais encontraram resultados positivos quando o EF foi
iniciado nas primeiras 24 horas (h) (BIERNASKIE; CHERNENKO; CORBETT,
2004; ZHANG et al., 2013). Porém, um ensaio clinico internacional multicéntrico,
AVERT (sigla em inglés do termo “ensaio de reabilitagdo muito precoce”),
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demonstrou que o inicio do EF dentro das primeiras 24h nao foi melhor que o
protocolo padrao (BERNHARDT et al., 2015). Outro estudo pré-clinico evidenciou
que protocolo de EF iniciado nas primeiras 24h apés AVEi aumentaram o volume
de infarto, assim como a mortalidade (ZHANG et al., 2020). Uma meta-analise de
estudos em modelos animais demonstrou que protocolos com inicio entre 1 e 5
dias apresentaram resultados melhores na reducdo do volume de infarto, na

melhora da fung&o cognitiva e da fungdo dos membros (SCHMIDT et al., 2014).

Adicionalmente, a intensidade do EF adotado nos protocolos de reabilitacido
também influencia na recuperacdo apds AVEi (STEPHAN; SLEIMAN, 2021).
Alguns autores evidenciaram que EF de moderada e baixa intensidade, com inicio
48h apds o evento isquémico, apresentaram resultados melhores na recuperacao
neuroldgica e funcional de animais em comparagdo com EF de alta intensidade,
enquanto o EF em alta intensidade causou piora da inflamagdo e aumento da
morte celular (ZHANG et al., 2020).

Entre as modalidades de EF empregadas em estudos com roedores, a natagao
€ vantajosa por ser de baixo custo, quando comparada com a corrida em esteira.
Ainda, a natagéo apresenta vantagens por ser possivel o controle da duragéo e da
carga do exercicio, 0 que n&o € possivel na roda de corrida (SEO et al., 2014).
Além disso, na natagao, a carga pode ser incrementada através da adigao de peso
amarrado ao corpo ou a cauda do animal (ARIDA et al., 2011). Por fim, nadar &
uma habilidade natural em roedores (CARDOSO et al., 2014), o que facilita a
adaptac&o do animal ao treinamento fisico (ARIDA et al., 2011).

1.3.1.2. O eixo musculo — cérebro.

A resposta benéfica do EF sobre o SNC esta relacionada com o aumento na
expressao de neurotrofinas como o GDNF e, principalmente, o BDNF (FAROKHI-
SISAKHT et al., 2019; PLOUGHMAN et al.,, 2009; SLEIMAN; CHAO, 2016).
Estudos pré-clinicos sobre o AVEi evidenciaram que o EF aumenta a expressao
de BDNF em varias regides cerebrais como o coértex e o hipocampo (HIMI et al.,
2016; LEAL; BRAMHAM; DUARTE, 2017; PLOUGHMAN et al., 2007). O BDNF
estimula a neurogénese e a plasticidade sinaptica, influencia a sobrevivéncia

neuronal, a diferenciacdo, a migragcdo e a arborizagdo dendritica, e promove
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melhora da aprendizagem e da memodria (MAROSI; MATTSON, 2014; SLEIMAN;
CHAO, 2016). Em estudos com humanos foi observado que pacientes que
sofreram AVEi tinham niveis de BDNF reduzidos, e essa reducédo dos niveis de
BDNF foi associada a piores desfechos funcionais e ao aumento da mortalidade a
longo prazo (STANNE et al., 2016).

Adicionalmente, o EF induz o musculo a liberar citocinas responsaveis pela
regulacdo do BDNF no SNC (GRYGIEL-GORNIAK; PUSZCZEWICZ, 2017;
STEPHAN; SLEIMAN, 2021; WRANN et al., 2013). Entre essas miocinas estédo a
proteina 5 contendo dominio de fibronectina tipo Ill (FNDC-5), a irisina e o lactato.
A irisina € um hormoénio, produto da clivagem proteolitica da FNDC-5 e secretado
na corrente sanguinea durante o exercicio (BOSTROM et al., 2012; JIN et al.,
2021; STEPHAN; SLEIMAN, 2021). A expressao e transcricdo da FNDC-5 é
controlada pelo peroxissoma coativador gama-receptor proliferador-ativado 1 alfa
(PGC-1a) (RAIMONDO et al., 2020), que é o regulador de transcri¢cao responsavel
pela resposta do musculo esquelético ao exercicio (WRANN et al., 2013). Acredita-
se que a irisina seja um dos mediadores entre 0 EF e o aumento da expressao de
BNDF no hipocampo através da via PGC-1a/FNDC5/irisina, porém os mecanismos
ainda s&o desconhecidos (GRYGIEL-GORNIAK; PUSZCZEWICZ, 2017; JIN et al.,
2021; WRANN et al., 2013) (Figura 5). Um estudo com cultura de célula mostrou
que irisina em alta concentracdo estimulou a proliferacdo de neurdnios
hipocampais (MOON; DINCER; MANTZOROS, 2013). Similarmente, o lactato
atravessa a barreira hematoencefalica e ativa a via hipocampal PGC-1a/FNDC-5.
Uma vez no SNC, o lactato ativa fatores de transcricdo que aumentam a expressao
génica de FNDC5, com consequente aumento da expressao de BDNF (STEPHAN;
SLEIMAN, 2021) (Figura 6).
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Figura 5. Desenho esquematico da via PGC-1a/FNDC-5/irisina. O musculo libera PGC-1a em

resposta ao exercicio fisico. PGC-1a aumenta a transcrigao e expressao de FNDC-5, que é liberado
na corrente sanguinea na forma de irisina. No SNC, a irisina se liga ao seu receptor na barreira
hematoencefalica, que desencadeia a transcrigdo de mais FNDC-5 e consequentemente aumenta

a expressao de BDNF. (Fonte: BioRender).
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Figura 6. Desenho esquematico da via lactato/PGC-1a/FNDC-5. O musculo libera lactato na
corrente sanguinea em resposta ao exercicio fisico. No SNC, o lactato atravessa a barreira
hematoencefalica e estimula a expressao de PGC-1a, com consequente transcricao de FNDC-5 e
aumento da expressdo de BDNF em células hipocampais. (EL HAYEK et al., 2019).
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1.3.2. Enriquecimento ambiental

A definicdo classica para enriquecimento ambiental (EA) é “uma estimulagéo
complexa de estimulos sociais e inanimados” (ROSENZWEIG et al., 1978). O EA
foi descrito pela primeira vez no final da década de 1940 por Donald Olding Hebb
apos perceber que ratos que viviam em casa como “pets”, e, portanto, recebiam
diferentes estimulos, apresentavam melhor desempenho comportamental que
ratos que viviam em laboratério. Porém, somente em 1960 o EA e seus efeitos
sobre 0 SNC passaram a ser estudados cientificamente (VAN PRAAG,;
KEMPERMANN; GAGE, 2000). A utilizagdo de um EA implica em oferecer
diferentes estimulos ao individuo, compreendendo que é a interagao destes fatores
que produz modificagcbes no SNC, e ndo o uso isolado de cada variavel
(ROSENZWEIG et al., 1978). Desse modo, os efeitos do EA sobre o SNC sao
consequéncias da complexa estimulacdo neural ofertada no ambiente
(KEMPERMANN, 2019; NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; VAN PRAAG;
KEMPERMANN; GAGE, 2000).

Em estudos pré-clinicos com roedores, o EA é bem estabelecido e de facil
reprodutibilidade (QIN et al., 2021). Consiste em caixas maiores, com maior
numero de animais por caixa (enriquecimento social), equipadas com brinquedos
de diferentes formas, tamanhos, texturas e cores, como tuneis, gangorras, blocos,
escadas, e uma roda de corrida para a realizagcdo de exercicio voluntario
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE,
2000) (Figura 7). Os brinquedos s&o geralmente trocados periodicamente para

aumentar a complexidade dos estimulos (DENG et al., 2021).
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Figura 7. Representacdo esquematica do ambiente enriquecido usado em estudos com
roedores. Trata-se de uma caixa com brinquedos de diferentes texturas, formas e cores, como
tuneis, gangorras, blocos, escada, além de uma roda de corrida, com o intuito de proporcionar
estimulos neurais variados (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).

No entanto, em humanos o conceito de EA ainda ndo é bem entendido,
tampouco bem reproduzido na pratica clinica (QIN et al., 2021). QIN et al (2021)
definiram o EA como uma intervencdo que objetiva facilitar atividades fisicas
(motoras e sensoriais), cognitivas e sociais através da disponibilizacdo de
equipamentos e organizacdo de um ambiente estruturado e estimulante. Sao
exemplos de intervencdes para EA em humanos: disponibilizagdo de material de
leitura (livros, jornais e revistas) e de artesanato, facil acesso a computadores com
internet, atividades recreacionais individuais ou coletivas (xadrez, dama, bingo) e
exercicio (QIN et al., 2021). Assim como o EA em animais é oferecido para a
exploragéo voluntaria, a aplicagdo do modelo de EA em humanos se baseia em
garantir uma equipe capacitada para motivar e incentivar os pacientes a realizarem
as atividades por motivagao propria, e ndo de maneira imposta (JANSSEN et al.,
2012).

No que diz respeito as modificagdes morfolégicas e moleculares geradas no
SNC em virtude da exposicdo ao EA, varios autores demonstraram aumento da
neurogénese e angiogénese (VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000; YU et
al.,, 2014) e aumento na modulacdo de neurotransmissores e de fatores
neurotroficos (ARUNDINE; TYMIANSKI, 2004; KEMPERMANN, 2019) como o
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BDNF. Diversos estudos evidenciaram aumento dos niveis de BDNF no
hipocampo, cértex e cerebelo de animais expostos a um ambiente enriquecido
(AE) apos AVE (ALWIS; RAJAN, 2014; CHEN et al., 2017a; TANG et al., 2019;
VENNA et al., 2014). Adicionalmente, a exposigao a um ambiente enriquecido (AE)
promove beneficios sensério-motores e cognitivos em animais saudaveis (ALWIS;
RAJAN, 2014) e em modelos animais de AVEi e outras doengas
neurodegenerativas (GONCALVES et al, 2018; LI et al, 2020;
NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; YU et al., 2014). Desse modo, o EA
pode ser uma terapia ndo farmacolégica importante na prevengao e na reabilitagdo
de doencgas do SNC (TIJSEN et al., 2019).

1.4. JUSTIFICATIVA

Os efeitos benéficos do EF e do AE no tratamento do AVE ja sdo bem
estabelecidos na literatura cientifica, entretanto a associacao dessas terapias tem
sido pouco estudada. Ainda que os beneficios do uso EF e do AE na reabilitagcédo
do AVEi sejam amplamente conhecidos, é sabido que essas terapias apresentam
limitagbes. Apesar de promissoras, isoladamente elas ndo sdo capazes de
abranger todas as mudancas complexas provocadas pelo AVEi. (MALA;
RASMUSSEN, 2017). Enquanto o EF estimula a divisdo celular, o ambiente
enriquecido aumenta a sobrevivéncia das células nervosas (VAN PRAAG et al.,
1999). Deste modo, acredita-se que a associagao de terapias gere um efeito
aditivo (LIVINGSTON-THOMAS et al., 2016; MALA; RASMUSSEN, 2017;
O’COLLINS et al., 2012; TIJSEN et al., 2019), otimizando os resultados da
reabilitacdo, melhorando o progndstico e reduzindo a incapacidade apds o evento

isquémico.

Diante desse cenario, € evidente a necessidade de novos estudos clinicos e
pré-clinicos para buscar terapias adicionais para a plena recuperacao pos-AVEi e
que busquem uma completa reabilitagdo funcional do individuo. Além disso,
embora exista a recomendacao e o incentivo de novos estudos com terapias para
AVE utilizando modelos pré-clinicos (SAVER et al., 2009), ndo ha na literatura

atual muitos estudos que investiguem o efeito da associagado do AE e do EF em
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modelos de AVEi. Dessa forma, o presente trabalho proporcionara maiores

conhecimentos acerca dessa combinagao terapéutica.

2. OBJETIVOS

2.1.

GERAL

Avaliar a associagao da exposicdo ao ambiente enriquecido e do exercicio

fisico na recuperagéo da fungdo motora e cognitiva em camundongos submetidos

a um evento isquémico agudo através da oclusao bilateral das artérias carétidas
médias (BCCAo).

2.2.

ESPECIFICOS

Avaliar se a cirurgia de indugdo da isquemia cerebral global provocou
déficits motores e cognitivos nos animais submetidos a essa cirurgia.
Avaliar se o tratamento com associacdo de AE e EF melhora a fungao
motora e sensorial de animais submetidos a isquemia cerebral global.
Avaliar se o tratamento com associacdo do AE com o EF atenua ou reverte
déficits motores de animais submetidos a isquemia cerebral global.

Avaliar se o tratamento com associacdo do AE com o EF atenua o
comportamento do tipo ansioso causado pela isquemia cerebral global.
Avaliar se o tratamento com associagdo do AE com EF promove melhora
da memodria de curta duragdo em animais submetidos a isquemia cerebral

global.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo quantitativo de natureza basica-aplicada. Todos os

procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), protocolo
20/2019.

3.1.

ANIMAIS
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Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BI/6, entre 8 e 12
semanas, com peso aproximado de 20-30g. Os animais, provenientes do Biotério
Central da UFES, foram alojados em sala de experimentacdo animal do
Laboratorio de Neuroquimica e Comportamento (LabNeC). Os animais foram
mantidos em local com controle do ciclo claro-escuro de 12 / 12h, da temperatura
(22°C £ 2°C) e receberam agua e ragao Ad libitum (PERCIE DU SERT et al., 2020).

A racao fornecida foi industrial, proveniente do Biotério Central da UFES e a
exaustao de ar/ventilagdo foi por meio de ar-condicionado. Todas as caixas eram
limpas duas vezes por semana quando o ambiente era padrao e uma vez quando
0 ambiente era enriquecido, momento em que era realizada a troca de maravalha,
fornecida pelo biotério central. Duas vezes por semana a agua e a ragdo eram
avaliadas e, quando necessario, eram renovadas em cada caixa (PERCIE DU
SERT et al., 2020)

Foram utilizados 163 animais para a realizacao de todos os experimentos,
incluindo as seis replicatas realizadas, com uma taxa de mortalidade de 35%,
considerando as perdas no operatério e no pés-operatorio imediato e tardio. Desse
total de animais utilizados, 108 animais sobreviveram até o final do estudo, e 55

animais morreram durante a execucao dos experimentos.

3.2. DESENHO EXPERIMENTAL

A divisdo dos grupos esta esquematizada na Figura 8, e os procedimentos
experimentais bem como a sequéncia temporal utilizada estao representados em

formato de linha do tempo na Figura 9.

Os animais foram submetidos a cirurgia de oclusao bilateral da artéria carétida
comum — BCCAo - (isquemia), ou a cirurgia ficticia (sham) e posteriormente
submetidos a um dos quatro tratamentos abaixo, de acordo com as condi¢des de

habitacao e a realizagao ou néo de protocolo de EF (Figura 8):

» Ambiente padrdo de camundongos (shoebox) sem atividade fisica
condicionada (AP/S);

» Ambiente padrdo de camundongos (shoebox) com atividade condicionada
(AP/E);

» Exposicao ao AE sem atividade fisica condicionada (AE/S);
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» Exposicao ao AE com atividade condicionada (AE/E);

AP/S

i

BCCAo ou
Sham

} 'ﬂ; ¢ AE/S
N W W o

7/

\ﬁ”‘ ;’ + {" AE/E
<

Figura 8. Representacao dos grupos de acordo com o tratamento empregado. Apds a cirurgia

de oclusao bilateral da artéria carétida comum (BCCAo) ou cirurgia ficticia (sham), os animais sao
dividios em quatro grupos de acordo com o tratamento: ambiente padrdao sem atividade fisica
condicionada (AP/S), ambiente padrdo com atividade fisica condicionada (AP/E), ambiente
enriquecido sem atividade fisica condicionada (AE/S) e ambiente enriquecido com atividade fisica
condicionada (AE/E) (Fonte: BioRender).

O dia da cirurgia (D0) marcou o inicio do protocolo, que teve duragédo de 32
dias. A reabilitacdo teve inicio 48h apds a cirurgia (D2), dia em que os animais
foram divididos e colocados em ambiente padrao (AP) ou em ambiente enriquecido
(AE), de acordo com o grupo escolhido. Os animais dos grupos tratados com EF
foram submetidos a sessdes de natacao 3 vezes por semana, sendo realocados
para a sua habitagdo ao final da sessdo. Para mensurar a variacdo de forca das
patas dianteiras dos animais, foi executado o teste de for¢ca de agarre antes da
cirurgia (baseline), e nos dias 15 (D15) e 30 (D30). A analise histolégica para
mensuragao da area de infarto foi realizada no D2 em um grupo de animais
isquemiados e a fungdo motora e sensorial foi avaliada no D2, D15 e D30 atraves
da escala modificada de severidade neurolégica. No D29 foi realizado o teste do

campo aberto e no D30 feita a habituacdo para o teste de reconhecimento de
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objeto. No ultimo dia do protocolo (D31) foi realizado o teste de reconhecimento
de objeto e, apds o teste, os animais foram eutanasiados para dissecagao do

coértex total e hipocampo, para a realizagdo da analise molecular (Figura 9).
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Figura 9. Desenho experimental. Linha do tempo do protocolo de 32 dias utilizado durante a
reabilitagdo de camundongos submetidos a indugéo de isquemia cerebral global ou sham (Fonte:

Biorender).

3.3. ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL PELA OCLUSAO BILATERAL DAS
ARTERIAS CAROTIDAS

O modelo de inducdo da isquemia cerebral utilizado foi o de oclusao bilateral
da artéria carétida comum (BCCAo0) (GONCALVES et al., 2018; MARTINS-SILVA
et al., 2021). Os animais foram pesados e anestesiados com xilazina (20 mg/Kg) e
2,2,2 tribromoetano (200mg/Kg). Apds a indugao anestésica, o camundongo foi
posicionado em decubito dorsal, com a regido cervical exposta, e realizado
tricotomia. Apds incisdo cirurgica, os musculos cervicais das camadas superiores
foram afastados, as artérias cardtidas comuns (cca) foram expostas e
cuidadosamente separadas do nervo vago (Figura 10). Para padronizagdo da
técnica, a cca esquerda foi aleatoriamente escolhida para oclusdo permanente
com fio de nylon, enquanto a cca direita foi ocluida temporariamente com fio de

algodao. A reperfusao da cca direita foi realizada apés 35 minutos de oclusao e a
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pele foi suturada com fio de nylon. Para os animais sham, ambas cca foram

expostas, porém nao foram ocluidas.
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Figura. 10. Modelo esquematico da cirurgia de indugao da isquemia cerebral global. Através
de uma abertura na regido do pescogo, anteriormente, as artérias carétidas comuns (cca) sédo
identificadas e delicadamente separadas do nervo vago para oclusao bilateral. A cca esquerda é
permanentemente ocluida com fio de nylon enquanto a cca direita é ocluida com fio de algodao por
35 minutos (LEON-MORENO et al., 2020).

3.4. CONDICOES DE HABITACAO

Os animais do ambiente padrdo foram mantidos em caixas de polipropileno
com dimensdes 30 x 19 x 13 cm, até 5 camundongos por caixa (Figura 11A),
enquanto os animais do ambiente enriquecido foram mantidos em caixas com as
dimensdes 60 x 50 x 22 cm, até 7 camundongos por caixa, e que continham de
quatro a cinco brinquedos (alternados semanalmente), além de uma roda de
corrida e uma casa em miniatura, elementos presentes durante toda a

experimentacéo (Figura 11B).
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Figura. 11. Representagdo das condi¢oes de habitagao utilizadas neste trabalho: Ambiente

padrao (A); Ambiente enriquecido (B); Acervo pessoal.

3.5.  PROTOCOLO DO EXERCICIO FiSICO

O protocolo de natagdo conduzido nesse estudo foi baseado em diversos
estudos prévios que utilizaram natagdo como modelo de EF em roedores (ARIDA
et al., 2011; CARDOSO et al., 2014; SEO et al., 2014). Os animais incluidos nos
grupos com EF foram submetidos a sessbes de natacio trés vezes por semana
durante 4 semanas. As sessoes foram realizadas em balde de 35 cm de didmetro,
com no minimo trés e no maximo cinco camundongos. A profundidade da agua
era de 25 cm com temperatura controlada (31-33°C). A duragdo da sessédo
aumentou a cada semana, sendo 6, 15, 22 e 30 minutos na primeira, segunda,

terceira e quarta semana, respectivamente.

3.6. QUANTIFICACAO DA AREA DE INFARTO CEREBRAL

Do grupo de animais que foram submetidos a cirurgia de indugao de isquemia
cerebral, alguns foram eutanasiados por decapitagdo 24 horas apés a cirurgia para
quantificacdo da area de infarto cerebral. O encéfalo foi removido para secgao de
4 fatias coronais, de 2mm de espessura cada. As fatias foram imersas em solucao
de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC) a 1% (Sigma-Aldrich) por 30 minutos, a
37° C, e em seguida fixada em solugdo de formalina a 4%. As areas infartadas,

nao coradas, foram quantificadas através do software Imaged (1,499 / Java 1.6.0,
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32 bits). Por meio do ajuste da saturagdo de cores, as areas brancas foram
excluidas da quantificacdo da area total das fatias, e o resultado foi dado em

porcentagem de todas as secgdes coronais.

3.7. [ESCALA MODIFICADA DE SEVERIDADE NEUROLOGICA

As fungdes motora e sensorial dos animais foram avaliadas 2, 15 e 30 dias apos
a cirurgia, através da escala modificada de severidade neurolégica (mNss),
amplamente utilizada em modelos de indug&o de isquemia cerebral (ASADI et al.,
2018; ZHANG et al., 2020, 2021). Essa ferramenta avalia o desempenho dos
animais em testes motores (movimentos anormais, caminhada, equilibrio),
sensoriais (visual, tatil e propriocepcao), e reflexos (ZHANG et al.,, 2021). A
pontuacédo é dada numa escala de 0 - 14, onde 0 representa auséncia de déficit
neurolégico e, quanto maior a pontuagdo, pior o déficit (10-14, severo; 5-9,
moderado; 1-4, leve) (ASADI et al., 2018) (tabela 1).

3.8. AVALIACAO DA FORGCA MUSCULAR

Com a finalidade de avaliar a forga muscular dos animais, foi realizado o teste
de forca de agarre (Grip test) (SCHONFELD et al., 2017). O aparato consiste em
uma pequena barra metalica horizontal ligado a um transdutor de forga, o qual esta
acoplado a um software (DATAQ, Instruments Hardware Manager, USA) (Figura
12). Os animais foram previamente habituados a sala do teste durante 30 minutos.
O teste se baseia no valor do pico de forca maxima exercido pelo animal, quando
a este é permitido agarrar a barra com os membros superiores, seguro pela cauda
com seu corpo paralelo ao solo e ele é puxado de forma horizontal. Foram
registrados 5 picos de forgca maxima consecutivos, dentro de no maximo 50
segundos, e o valor foi expresso em gramas (g). Para a analise dos resultados, foi
utilizada a média dos cinco valores de pico de forga maxima registrados, além do
delta de forga que consistiu no valor das médias dos picos de forga maxima
registrados apos a cirurgia subtraido do valor das médias dos picos de forga
maxima do baseline. A analise do delta de forca permite analisar o aumento ou a

diminuicao da forga de agarre dos grupos nos dias 15 e 30 do protocolo, sendo



Tabela 1. Escala Modificada de Severidade Neurolégica (mNss).

Teste

comportamental Pontuagao
Funcao Motora
Flexdo dos membros anteriores 1
Suspensao pela | Flexao dos membros posteriores 1
cauda (0-3) Movimento da cabega mais de 10° em relagao ao eixo vertical dentro de 30 seg 1
Caminha normalmente 0
Caminhada no | Inabilidade para caminhar em linha reta 1
chao (0 - 3) Gira em diregao ao lado parético 2
Cai em direcao ao lado parético 3
Equilibra-se com postura ereta 0
Caminha agarrando o lado da barra 1
Abracga a barra e um membro cai 2
Equilibrio na Abraca a barra e dois membros caem ou gira na barra (> 30 seg) 3
barra (0 — 6) - ,
Tenta equilibrar-se na barra, mas cai (> 20 seg) 4
Tenta equilibrar-se na barra, mas cai (> 10 seg) 5
Queda; ndo tenta se equilibrar ou espera na barra (<10 seg) 6
Funcao Sensorial
Auséncia do reflexo de Pina (aceno com a cabecga ao toque no meato auditivo) 1
Reflexos (0 - 2) Alus%rlci? do reflexo Corneal (piscar de olhos ao toque leve da cérnea de um lado com 1
algodéao
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valores negativos indicativos de perda de forga, e valores positivos indicativos de

ganho de forca de agarre.

Figura 12: Representacao do teste de forca de agarre. O animal é levantado pela cauda e,
paralelamente ao solo, € permitido ao animal agarrar uma barra metélica horizontal com os
membros anteriores. Através de um transdutor de forga é possivel medir a forgca de agarre dos
membros anteriores do animal na barra através de software ligado a um computador. (Fonte: Mind

the graph).

3.9. ATIVIDADE LOCOMOTORA (TESTE DO CAMPO ABERTO).

O teste do campo aberto consistiu na monitoragcdo da livre exploragao dos
animais individualmente a uma caixa de acrilico quadrada (40 x 40 cm) durante
cinco minutos (Figura 13) (MARTINS-SILVA et al., 2021). A limpeza da arena foi
realizada com alcool 70% a cada troca de animal. Antes do inicio do teste os
animais foram habituados a sala do teste por 30 minutos. Inicialmente o animal foi
posicionado no centro da caixa, a distancia percorrida total e a velocidade média
foram registradas para avaliar a atividade locomotora. Ainda, o numero de
entradas no centro da caixa, o tempo gasto no centro da caixa, e a diferenga entre
a distancia percorrida na periferia (Dp) e no centro (Dc) em relagao a distancia total
percorrida (Dt) (Dp — Dc / Dt) foram calculados para avaliar o comportamento
relacionado a ansiedade (BELZUNG; GRIEBEL, 2001; SAKALEM et al., 2017).
Todas as analises foram feitas através do software AnyMaze®.
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Figura 13. Representacédo esquematica do teste do campo aberto. O animal é colocado numa

arena quadrada, para livre exploragao por 10 minutos. (Fonte: BioRender).

3.10. MEMORIA DE CURTA DURAGCAO (RECONHECIMENTO DE OBJETOS)

Nesse estudo, a avaliagdo da fungdo cognitiva dos animais foi empregada
através da avaliacdo da memoria de curta duragdo, por meio do teste de
reconhecimento de objetos (Figura 14). O protocolo utilizado foi adaptado de
estudos prévios (BARBIERI et al., 2016; GONCALVES et al., 2018; LEGER et al.,
2013; MARTINS-SILVA et al., 2021). Um dia apd6s o teste do campo aberto, os
animais foram recolocados individualmente no campo aberto por 10 minutos para
habituacdo. Apos 24 horas da habituagéo, deu-se inicio a fase de treino, na qual
foram introduzidos dois objetos idénticos no centro do aparato para livre
exploracdo dos animais, individualmente, por 10 minutos. A fase de teste foi
executada 90 minutos apds a fase de treino, quando o animal foi recolocado no
aparato do campo aberto com dois objetos, sendo um objeto familiar e outro novo,
diferente em material, forma e cor, para livre exploracédo por 10 minutos. Em cada
troca de animal, o aparato foi higienizado com alcool 70%. O tempo de exploragéo
(T), definido como o tempo gasto pelo animal farejando ou tocando o objeto pelo
nariz, a distadncia total percorrida e a velocidade média foram quantificadas
utilizando o software AnyMaze®. Além disso foram calculados o indice de
discriminagéo (ID) e o indice de Preferéncia (IP). O ID é uma medida relativa da
diferengca entre o tempo de exploracdo do objeto novo (Tn) e o tempo de
exploragdo do objeto familiar (Tf), dividindo-se esse valor pelo tempo total de
exploragéo dos objetos [ID = (Tn —Tf) / (Tn + Tf)], que resulta em valor entre -1 e
+1. O IP é calculado a partir da relacdo entre o tempo de exploragado do objeto

novo sobre o tempo total de exploragédo do objetos [IP = (Tn x100) /(Tn + Tf)].
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Figura 14: Representacao esquematica do teste de reconhecimento de objetos. Na fase da
habituacao, é permitido a cada animal explorar o aparato durante 10 minutos. Apds 24 horas, na
fase de treino, 0 animal é colocado no aparato com dois objetos idénticos, para a livre exploragao
dos objetos durante 10 minutos. A fase de teste é realizada 90 minutos apds a fase de treino,
quando o animal é recolocado no aparato com dois objetos, sendo um objeto familiar e um objeto

novo, e é permitido ao animal explorar os objetos por 10 minutos (Fonte: BioRender).

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas através do software GraphPad Prism 8,
expressas como média + erro padrédo da média (EPM) dos dados e para todas as

analises foi aplicado um nivel de significancia de p<0,05.

Para a analise das pontuagdes na escala modificada de severidade neuroldgica
(mNss) foi empregado o teste t ndo pareado. O teste t ndo pareado, realizado com
os dados colhidos no D2, foi utilizado para verificar se os tipos de cirurgia (Isquemia
e Sham) sao estatisticamente diferentes, considerando a pontuagédo obtida nos
experimentos realizados para avaliacdo das funcdes, motora e sensorial,
mencionados no item 3.7. Em uma segunda etapa desse experimento foi utilizada
a ANOVA de duas vias com ou sem medidas repetidas, seguidas pelo pos-teste
de Bonferroni, para verificar se o tratamento influenciou na recuperacao da fungéo

motora e sensorial dos animais isquemiados.

Para a analise do teste de forga de agarre foram empregadas ANOVA de trés
vias com ou sem medidas repetidas, seguidas pelo pos-teste de Bonferroni.
Primeiramente, foi realizada uma andlise dos dados utilizando os valores das
médias da forga de agarre de cada grupo. Uma segunda analise utilizou os valores
do delta da forga de agarre, calculada subtraindo a média da forca de agarre no
D15 ou D30 da média no baseline. A analise do delta de for¢ca permite analisar o

aumento ou a diminuicdo da forca de agarre dos grupos nos dias 15 e 30 do
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protocolo. Em ambas as analises, as variaveis envolvidas nas ANOVAS de trés
vias foram tempo (D15 e D30), tratamento (AP/S, AP/E, AE/S e AE/E) e tipo de
cirurgia (Sham e Isquemia).

Para a analise do comportamento no teste do campo aberto, foram empregadas
ANOVAs de duas vias com ou sem medidas repetidas, seguidas pelo pds-teste de
Bonferroni, para verificar a influéncia das variaveis tipo de cirurgia (Sham e
Isquemia) e tratamento (AP/S, AP/E, AE/S e AE/E) na atividade locomotora dos
animais, nos paradigmas da distancia percorrida, velocidade média, tempo de
permanéncia e distancia percorrida no centro do aparato e numero de entradas no

centro do aparato, conforme descrito no item 3.9.

Para a andlise da fungdo cognitiva no teste de reconhecimento de objetos,
foram utilizadas ANOVA de uma via com medidas repetidas seguida pelo pés-teste
de Bonferroni, para verificar se o tratamento influenciou o desempenho dos
animais na fase de treino (distancia percorrida e velocidade média) e na fase de
teste (indice de discriminacdo e indice de preferéncia). Ainda, foi empregado
ANOVA de duas vias com ou sem medidas repetidas seguida pelo pés-teste de
Bonferroni, para comparar o tempo de exploragdo dos objetos e verificar uma
possivel influéncia da variavel tratamento na atividade exploratoria dos objetos

tanto na fase de treino como na de teste, conforme detalhado no item 3.10.

4. RESULTADOS
41. QUANTIFICACAO DA AREA DE INFARTO CEREBRAL.

A figura 15 representa a imagem do corte histologico das fatias do cérebro de
um animal submetido a BCCAo coradas com TTC. Os animais submetidos a
BCCAOo apresentaram 32,5+2,99% (n = 2) de drea com morte neuronal em relagao

a area total das fatias coronais.
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Figura 15. Cortes histolégicos do cérebro de animal submetido a BCCAo apds coloragao
com TTC. Areas de morte neuronal estdo representadas na cor branca (ndo coradas), identificadas

pelas linhas amarelas.

4.2. ESCALA MODIFICADA DE SEVERIDADE NEUROLOGICA (mNss)

A mNss foi aplicada aos animais no D2 do protocolo com o intuito de confirmar
a efetividade do nosso modelo de indugcdo da isquemia cerebral. Foi observado
que o grupo isquemia apresentou pontuagbes maiores que o grupo sham
(p<0,0001) (Figura 16A).

Em um segundo momento, foi utilizado o teste ANOVA de duas vias para
comparar se as variaveis tratamento e tempo, além da interacdo entre essas
variaveis tiveram influéncia na recuperagdo da fungcdo motora e sensorial dos
animais submetidos a BCCAo, através do mNss (Figura 16B). Foi observado que
a variavel tempo e a interacéo entre tempo e tratamento tiveram influéncia nessa
recuperagcéo [F(2, 18) = 56.42; p<0,0001 e [F(6, 18) = 3.234; p=0.0246,
respectivamente]. Nas multiplas comparagdes, todos os grupos apresentaram
pontuagdes significativamente menores do mNss no D30, em relagdo ao D2.
Ainda, foi verificado que o grupo isquemia AE/E apresentou recuperagao funcional
significativa tanto entre o 2° e o 30°, como entre 0 2° e 0 15°, e 0 15° e 0 30°,

enquanto o grupo isquemia AE/S apresentou recuperagéo significativa apenas nos
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15 primeiros dias, e os grupos isquemia AP/S e AP/E apresentaram recuperagao

funcional somente a partir do 15° dia.
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Figura 16. Desempenho dos animais na Escala Modificada de Severidade Neurolégica
(mNss). (A) Pontuagdo dos grupos sham e isquemia no D2. Test t ndo-pareado evidenciou
diferenga na média entre os grupos sham versus isquemia. Sham: n=14; Isquemia: n= 14. (B)
Pontuagéo dos grupos isquemia AP/S, AP/E, AE/S e AE/E no D2, D15 e D30. Analise de variancia
(ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Isquemia
AP/S: n=3; Isquemia AP/E: n= 2; Isquemia AE/S: n=4; Isquemia AE/E: n=4. Resultados estado
expressos como média £ EPM. *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005; #p<0,0001.

4.3. FORCA DE AGARRE (GRIP TEST)

O desempenho dos grupos no teste de forga de agarre no D15 e no D30 do
protocolo estao apresentados na Figura 17. A Figura 17A comparou a médias dos

valores de forga de agarre mensurados nos dias 15 e 30 do protocolo. A ANOVA
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de trés vias demonstrou que a variavel tratamento teve influéncia muito
significativa na for¢ca de agarre [F(3, 69) = 9,578; p<0,0001], e excluiu a influéncia
das variaveis tipo de cirurgia e tempo, bem como qualquer interagdo entre as
variaveis. As multiplas comparagdes evidenciaram que houve incremento na forga
de agarre dos grupos AE/S, e AE/E em relagdo ao grupo AP/S (respectivamente
p=0,02 e p=0,0001), e do grupo AE/E em relagao ao grupo AP/E (p=0,003).

Ainda, o delta da forga de agarre de cada grupo no D15 e no D30 do protocolo
foi ilustrada na Figura 17B. Mais uma vez, foi observada a influéncia da variavel
tratamento no incremento da for¢ca de agarre [F(3, 53) = 6,230; p=0,0011]. Nas
multiplas comparagdes foi possivel observar que o grupo isquemia AE/E
apresentou maior delta de for¢ca de agarre no D15 e no D30 quando comparado
com o valor do delta de for¢ga do grupo Sham AP/S no D30 (p=0,0363 e p=0,0207,

respectivamente).
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Figura 17. Desempenho dos animais no teste de forga de agarre. (A) Forca de agarre (em
gramas) nos dias 15 e 30 de experimentagcado. ANOVA de trés vias com medidas repetidas seguida
pelo teste post-hoc Bonferroni. Sham AP/S: n=9; Sham AP/E: n=13; Sham AE/S: n=7; Sham AE/E:
n=10; Isquemia AP/S: n=16; Isquemia AP/E: n=7; Isquemia AE/S: n=6; Isquemia AE/E: n=9. (B) A
de forga de agarre (em gramas). ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste
post-hoc Bonferroni. Sham AP/S: n= 9; Sham AP/E: n=13; Sham AE/S: n=7; Sham AE/E: n=10;
Isquemia AP/S: n=16; Isquemia AP/E: n=7; Isquemia AE/S: n=6; Isquemia AE/E: n=9. Resultados
estdo expressos como média + EPM. *p<0,05; **p<0,005; #p<0,0001.

44. CAMPO ABERTO (OPEN FIELD)

O desempenho dos animais no teste do campo aberto esta representado na
Figura 18. Na andlise da distancia total percorrida (Figura 18A), foi observado que
o tratamento teve influéncia na atividade locomotora dos animais [F(3, 55) = 5.989;
p=0,0013], com o grupo isquemia AE/S percorrendo distdncias menores em
comparagao ao grupo isquemia AP/E (p=0,0066). Similarmente, a velocidade
média dos animais (Figura 18B) sofreu influéncia da variavel tratamento [F(3, 57)
=7.454; p=0,0003), com o grupo isquemia AE/S apresentando velocidades médias
menores que o grupo isquemia AP/E (p=0,0006).

O tempo gasto pelos animais no centro da caixa foi calculado em relagdo ao
tempo total de duracéo do teste e expresso em porcentagem. Os dados mostraram
que o numero de entradas (Figura 18C) e o tempo gasto no centro da caixa (Figura
18D) sofreram influéncia do tipo de cirurgia, com os animais isquemiados entrando
mais vezes e permanecendo mais tempo no centro da caixa em relacdo aos
animais sham [respectivamente F(1, 57) = 9.283; p=0,0035 e F(1, 56) = 9.326;
p=0,0035), ndo sendo encontradas diferengas entre os grupos de tratamento
(p=0,3754 e p=0,0921).

A analise estatistica da relagdo da diferenca entre a distancia percorrida na
periferia e no centro da caixa (expressa em porcentagem da duragdo total do
teste), ndo obteve diferengas relacionadas ao tipo de cirurgia (p=0,5732) ou ao
tratamento (p=0,3223) (Figura 18E).
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Fig. 18. Desempenho dos animais no teste do campo aberto. (A) Distancia total percorrida em
metros (m). (B) Velocidade média em metros por segundo (m/s). (C) Numero de entradas no centro
da caixa. (D) Tempo gasto no centro da caixa em relagdo ao tempo total do teste, em porcentagem
(%). (E) Relacao da diferencga entre a distancia percorrida na periferia e no centro e a distancia total
percorrida. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc Bonferroni.
Resultados estdo expressos como média £+ EPM. Sham AP/S: n=6; Sham AP/E: n=12; Sham AE/S:
n=9; Sham AE/E: n=8; Isquemia AP/S: n=9; Isquemia AP/E: n=8; Isquemia AE/S: n=9; Isquemia
AE/E: n=4. *p<0,05; **p<0,005, ***p<0,0005.

4.5. RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Ao analisar a atividade locomotora dos animais na fase de treino, foi
evidenciado através da ANOVA de uma via que o tratamento influenciou a
distancia percorrida [F(6, 55)=6.786; p<0,0001] (Figura 19A) e a velocidade média
[F(6, 55)=6.848; p<0,0001] (Figura 19B) . A multiplas comparagdes identificaram
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que o grupo isquemia AE/S percorreu menores distancias em relagdo aos grupos
sham AP/E (p=0,0185), isquemia AP/S (p=0,0181) e isquemia AP/E (p<0,0001), e
que o grupo isquemia AP/E percorreu maiores distancias que os grupos sham
AE/S (p=0,0009), sham AE/E (p=0,0143) e isquemia AE/E (p=0,0070). As multiplas
comparagoées também mostraram que o grupo isquemia AE/S apresentou
velocidade média menor em comparagao com os grupos sham AP/E (p=0,0196),
isquemia AP/S (p=0,0180) e isquemia AP/E (p<0,0001), e que o grupo isquemia
AP/E percorreu maiores distancias que os grupos sham AE/S (p=0,0007), sham
AE/E (p=0,0128) e isquemia AE/E (p=0,0078).
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Figura 19: Desempenho motor dos animais no teste de reconhecimento de objeto na fase de
treino: (A) Distancia percorrida em metros (m); (B) Velocidade média em metros por segundo (m/s).
ANOVA de uma via com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Resultados
estdo expressos como média + EPM. Sham AP/E: n=13; Sham AE/S: n=5; Sham AE/E: n=10;
Isquemia AP/S: n=10; Isquemia AP/E: n=9; Isquemia AE/S: n=6; Isquemia AE/E: n=9. *p<0,05;
**p<0,005, ***p<0,0005.

Na analise do tempo de exploracdo dos objetos, a ANOVA de duas vias
demonstrou, na fase de treino (Figura 20A), que todos os grupos exploraram
ambos os objetos (A1 e A2) semelhantemente (p=0,6943). Ao analisar o tempo de
exploragédo dos objetos na fase de teste (Figura 20B), observou-se que o objeto
novo foi explorado por tempo significativamente maior que o objeto familiar [F(1,
94)=12.85; p=0,0005] , e o tratamento e a interacdo tratamento versus tipo de
objeto também influenciaram a exploragao dos objetos [F(6,94)=3.609; p=0,0029)
e F(6,94)=2.392; p=0,0340, respectivamente], sendo os animais dos grupos sham
AE/E, isquemia AP/S e isquemia AE/E os grupos que exploraram mais o objeto
novo em detrimento do objeto familiar (p=0,0393, p=0,0089 e 0,0357,

respectivamente).
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Figura 20: Desempenho cognitivo dos animais no teste de reconhecimento de objetos
através do tempo de exploracido dos objetos na fase de treino e teste: (A) Tempo de
exploracéo dos objetos familiares A1 e A2 em segundos (s); (B) Tempo de exploragédo dos objetos
familiar e novo em segundos (s). ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste
post-hoc Bonferroni. Resultados estdo expressos como média £ EPM. Sham AP/E: n=13; Sham
AE/S: n=5; Sham AE/E: n=10; Isquemia AP/S: n=10; Isquemia AP/E: n=9; Isquemia AE/S: n=6;
Isquemia AE/E: n=9. *p<0,05; **p<0,005.
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Nao foi encontrada diferenga no célculo do indices de discriminagao (p=0,1350)
(Figura 21A), porém no indice de preferéncia houve diferenga entre os grupos
[F(6,54)=3.258; p=0,0083] (Figura 21B), senda essa diferenga observada entre os
grupos sham AP/E e sham AE/E (p=0,0405) e sham AP/E e stroke AE/E
(p=0,0412).
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Figura 21: Desempenho cognitivo dos animais no teste de reconhecimento de objeto através
do indice de discriminagdo (A) e de preferéncia (B). ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Resultados estao expressos como média + EPM.
Sham AP/E: n=13; Sham AE/S: n=5; Sham AE/E: n=10; Isquemia AP/S: n=10; Isquemia AP/E: n=9;
Isquemia AE/S: n=6; Isquemia AE/E: n=9. **p<0,005.

5. DISCUSSAO

O exercicio fisico e o enriquecimento ambiental sdo conhecidos pelo seus
efeitos positivos no SNC durante a reabilitacdo das sequelas do AVEi (ARYA et
al., 2011; GONCALVES et al., 2018; HONG et al., 2020; LI et al., 2020). Entretanto
este trabalho investigou os efeitos gerados pela associagéo dessas duas terapias.
O presente estudo indicou que o grupo tratado com associagdo de AE com EF
apresentou melhores resultados motores do que os grupos tratados apenas com
AE ou EF. Alguns autores estudaram a combinacédo de diferentes terapias em
modelos clinicos e pré-clinicos, e defendem que, devido aos diversos mecanismos
fisiopatologicos envolvidos no AVEi, o tratamento utilizando terapias combinadas
seria mais eficaz do que o tratamento realizado com uma unica terapia, por atuar
em diversas frentes da cascata de eventos desencadeados pelo evento isquémico
(CHOI, 2020; MALA; RASMUSSEN, 2017; O'COLLINS et al., 2012; TIJSEN et al.,
2019).

O evento isquémico provoca o surgimento de uma variedade de sequelas
motoras e cognitivas, a depender da extensao e da localizagdo da lesao isquémica
(FERRO; CAEIRO; FIGUEIRA, 2016; MARTINS et al., 2013; ZHENG et al., 2016).
O presente estudo utilizou modelo de indugao de isquemia cerebral global por meio
da técnica de oclusao de dois vasos (carétidas comuns-2V0O) e o tempo de oclusao
estad diretamente relacionado & extensdo e a severidade da lesdo (LEON-
MORENQO et al., 2020). A area de isquemia cerebral provocada pela BCCAo nesse
estudo, de aproximadamente 32%, foi consideravelmente extensa. Outros estudos
utilizando o mesmo modelo encontraram aproximadamente 20% (GONCALVES et
al., 2018) e 40% (MARTINS-SILVA et al., 2021) de infarto cerebral.

Ainda, os dados desta pesquisa demonstraram que, na avaliagdo da
severidade das sequelas motoras e sensoriais através do mNss, esse modelo de

inducdo de AVEi foi capaz de provocar comprometimento motor e sensorial
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moderado a severo na maioria dos animais. Na mNss, o comportamento motor do
animal é testado ao levanta-lo pela cauda, durante a caminhada no chao e ao ser
colocado sobre uma barra estreita, e a avaliagcdo sensitiva € feita através da
presenga ou auséncia dos reflexos de pinna e corneal (BEHROUZIFAR et al.,
2018; SCHONFELD et al., 2017). Os dados deste estudo corroboram com outros
estudos pré-clinicos de modelos de indugao do AVE, que encontraram pontuacdes
no mNss que representam déficits de moderado a severo, entre 1 e 3 dias apos a
cirurgia (ASADI et al., 2018; CHEN et al., 2017a; ZHANG et al., 2020, 2021). Uma
minoria dos animais que foram isquemiados apresentaram déficit motor e sensorial
leve. Essa heterogeneidade na severidade das sequelas pode ser explicada pela
caracteristica do modelo de indugdo de isquemia cerebral global, que gera grande
variagdo na extensdo da area de morte neuronal, levando a sequelas também
heterogéneas (LEON-MORENO et al., 2020).

A analise das pontuacdes no mNss dos animais isquemiados no D2, D15 e D30
revelou que o tempo teve grande influéncia na recuperagéo das sequelas, pois no
D30 todos os grupos apresentaram pontuacdes significativamente menores que
no D2, com pontuagdes que indicam sequelas leves ou até com auséncia de
sequela. Ainda, foi possivel observar a influéncia da interagdo tempo e tratamento.
Os dados sugerem que 0 grupo com a associagao das terapias parece ser capaz
de melhorar a fungéo neurolégica mais rapida e progressivamente em comparagao
com os outros grupos, pois esse grupo foi o unico que apresentou redugao
significativa da pontuagdo no mNss nos dois intervalos analisados (do D2 para o
D15 e do D15 para o D30). Diferentemente, os grupos de monoterapias
apresentaram melhora da fungéo neuroldgica ou a partir do 15° dia (AP/S e AP/E)
ou apenas nos primeiros 15 dias (AE/S). Chen et al (2017) investigou o efeito da
associacao do enriquecimento fisico e do enriquecimento social na recuperacao
funcional através do mNss. Nesse estudo, ratos foram subdivididos em grupos de
acordo com as condicdes de habitacdo: ambiente padrdo, ambiente com
enriquecimento fisico (caixa grande com uma diversidade de brinquedos e uma
roda de corrida para a realizagao de exercicio, no maximo dois animais por caixa),
ambiente com enriquecimento social (caixas grande com 6 a 10 animais por caixa),
e ambiente com enriquecimento fisico e social (caixa grande, com mesmos objetos

contidos no enriquecimento fisico citado acima, de 6 a 10 animais por caixa). Esses
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autores encontraram que o grupo com a associagao do enriquecimento fisico e
social apresentou melhores resultados no mNss que os grupos tratados apenas
com o enriquecimento fisico ou social, embora o grupo tratado apenas com o
enriquecimento fisico também tenha promovido recuperagao funcional significativa

em relagdo ao ambiente padrao (CHEN et al., 2017a).

A reducao da forga muscular é uma sequela motora comumente encontrada
em individuos acometidos pelo AVEi (MARTINS et al., 2013). Entretanto, em
roedores, as manifestagdes das sequelas neuroldgicas sao diferentes devido ao
uso de diferentes grupos musculares e da adogdo de mecanismos musculares
compensatoérios, que por vezes torna a sequela motora imperceptivel visualmente
(SCHONFELD et al., 2017). O teste de for¢ga de agarre (Grip test) é capaz de
mensurar a habilidade motora fina de roedores através da mensuracao da forga
de preensao e da forca dos musculos dos membros anteriores, sendo comumente
utilizado para avaliar a fungdo motora de ratos e camundongos apdés AVE ou
traumatismo cranioencefalico (SCHONFELD et al., 2017). No presente estudo, a
analise dos resultados do teste de for¢ca de agarre mostrou que o tratamento
influenciou o incremento na forga de agarre dos animais, e excluiu a influéncia das
variaveis tipo de cirurgia e tempo. Na primeira analise, os grupos tratados com
monoterapia (AP/E e AE/S) ou associagao das terapias (AE/E) apresentaram
incremento da forga de agarre em relagdo ao grupo dos animais mantidos em
ambiente padrdao e sem EF (AP/S). Na segunda anadlise, que levou em
consideragao o calculo do delta de forga de agarre, os resultados sugerem que a
combinagdo do EF com o AE possivelmente € mais eficaz em promover
recuperacao da forga de agarre do que os tratamentos que utilizam apenas EF ou
AE, pois os grupos AP/E e AE/S nao apresentaram diferenga no delta de forga de
agarre em relagdo ao grupo AP/S. Hong et al (2020) estudaram a melhora da
funcdo motora em modelo fototrombotico de isquemia em camundongos
submetidos a sessbes de exercicio fisico em esteira uma vez por dia durante 28
dias. Nesse estudo, a funcdo motora foi mensurada através de testes que
avaliaram a locomogao (por meio do teste Foot Fault, em que o animal precisa
atravessar uma escada horizontal elevada e os passos certos e errados na escada
sdo contabilizados) e o equilibrio (por meio do teste Rotarod, em que os animais

precisam se equilibrar numa roda horizontal que gira em aceleragao constante e o
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tempo de laténcia até a queda é registrado). Hong et al concluiram que os animais
que foram isquemiados tratados com sessdes de corrida em esteira apresentaram
melhora da fungdo motora em relagdo aos animais isquemiados n&o tratados. Yu
et al (2014) investigaram a fungdo motora de ratos isquemiados expostos a um
ambiente enriquecido ou ao ambiente padrdo em modelo de isquemia cerebral
através da oclusao da artéria cerebral média. Nesse estudo a avaliacdo da funcao
motora foi através do teste beam-walking, teste de equilibrio e coordenacéo, em
que a caminhada dos animais em cima de uma barra estreita € observado e o
tempo até a queda da barra é contabilizado. Esses autores observaram que os
ratos expostos ao ambiente enriquecido apresentaram melhores desempenhos no
teste motor beam-walking em relagdo aos ratos do grupo de ambiente padrao (YU
et al., 2014). Outro estudo (PLOUGHMAN et al., 2007) investigou a associagéo de
exercicio de corrida em esteira e treinamento especifico de tarefa exclusivamente
com o membro anterior afetado (em que o animal precisa alcangar paletes com
alimento) em ratos submetidos a isquemia através do modelo de oclusdo da artéria
cerebral média. Nesse estudo, os testes motores utilizados foram o skilled reaching
(em que o animal precisa alcangar paletes com alimento com o membro anterior
acometido pela sequela motora) e o teste do cilindro (em que o animal é colocado
num cilindro transparente para livre exploragcao e o numero de toques do animal
com o membro anterior afetado na parede é contabilizado em relagcdo ao numero
de toques total com os dois membros anteriores), muito utilizados na avaliagao das
disfuncbes assimétricas dos membros anteriores apos indugao de AVEi. Esses
autores encontraram que os ratos reabilitados com a associacdo das terapias
apresentaram desempenho dos testes motores parecidos com os animais do
grupo sham ao final das cinco semanas de reabilitacdo, enquanto os animais
tratados com apenas uma das duas terapias continuaram com a funcdo motora
comprometida em comparagao ao grupo sham (PLOUGHMAN et al., 2007). Os
dados do presente estudo demonstram que o tratamento com a associagcéo do AE
com o EF promove melhores resultados, corroborando com a nossa hipétese de
possivel efeito aditivo gerado quando os tratamentos sdo combinados, o que

também foi sugerido por outros autores.

No que diz respeito ao tempo, na presente pesquisa nao foi encontrada

influéncia dessa variavel no incremento da forga de agarre. Entretanto, na mNss
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foi demonstrado que a fungdo motora e sensorial foi influenciada pelo tempo e pela
interacdo tempo versus tratamento conforme discutido anteriormente. Nesta
pesquisa, nao é possivel determinar se o efeito aditivo da associagcdo do AE com
o EF perdura no médio e no longo-prazo, sendo possivel apenas sugerir que no
15° e no 30° dia foi observado um incremento da fungdo motora na forga de agarre,
com aumento da significancia estatistica no D30. Esse dado diverge de estudos
que avaliaram o efeito da combinagdo de terapias em doengas neuroldgicas.
Biernaskie e Corbett (2001) avaliaram a funcdo motora de ratos com lesdo
isquémica focal, utilizando o teste skilled reaching (explicado anteriormente), apos
quatro e nove semanas de tratamento com AE associado a exercicio especifico de
tarefa no membro superior afetado. Neste estudo, o grupo submetido a reabilitagéo
com associagao de terapias apresentou melhor desempenho no teste, em
comparagao com o grupo que nao recebeu nenhum tipo de reabilitacdo. Mala e
Rasmussen (2017), em revisao sistematica de estudos pré-clinicos, investigaram
o efeito da combinagao de terapias farmacolégicas e nado farmacoldgicas na fungao
motora, dentre outras funcdes. Nessa revisao, foi observado que a combinagao de
um AE com um protocolo que continha variadas sessdes de treinamentos
sensoriais (estimulo aos sentidos de audicdo, visdo e olfato, por meio de sons
intermitentes em determinadas frequéncias, flashes de luz branca e tiras de papel
perfumados duas vezes ao dia) e motor (equilibrio e coordenagdo no rotarod)
resultou em melhor incremento da fungdo motora no 15° dia apds lesédo cerebral
de ratos com lesdo cerebral traumatica em relacao a ratos que foram submetidos
apenas ao AE. Porém, esse efeito diminuiu no 30° dia apds a lesédo e desapareceu
apods 30 dias. Resultado oposto foi observado no estudo de Biernaskie e Corbett
(2001), que mostrou que o tratamento com terapias combinadas apresentou efeito
altamente significativo no 30° e no 67° dia. Dessa forma, sdo necessarios mais
estudos que adotem protocolos mais longos, para a melhor compreensédo da
influéncia do tempo e da interagdo tratamento versus tempo em animais

isquemiados e tratados com associagcdo de um AE com EF.

A avaliagdo da atividade locomotora dos animais foi realizada no teste do
campo aberto e na fase de treino do teste de reconhecimento de objetos, através
da analise da distancia total percorrida e da velocidade média. Foi encontrado que

0s animais que foram isquemiados tratados com AE apresentaram distancia total
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percorrida e velocidade média reduzidas em comparagao com os outros grupos de
animais isquemiados. Semelhantemente aos nossos dados, um estudo avaliou a
atividade locomotora de ratos, através do teste do campo aberto, em condigbes
ambientais diferentes (ambiente padrdo, ambiente enriquecido e ambiente
isolado), e também observou que os ratos que foram mantidos em AE percorreram
distancias menores e com menores velocidades médias em relacdo aos animais
mantidos isolados e em ambiente padrdo, além de apresentarem uma rapida
diminuicdo da atividade locomotora ao longo do teste (BRENES; PADILLA,;
FORNAGUERA, 2009). Muitos estudos discutiram os efeitos do ambiente
enriquecido na atividade locomotora no teste do campo aberto (BRENES;
PADILLA; FORNAGUERA, 2009; CAMPELO et al., 2017; ELLIOTT; GRUNBERG,
2005; ROJAS-CARVAJAL et al., 2018). Possivelmente, o AE promove uma maior
rapidez na habituacdo dos animais a novos ambientes, acarretando em distancia
total percorrida e velocidade média menores nos grupos de animais mantidos em
AE em relagc&do aos do ambiente padrédo (AMARAL et al., 2008; DEL ARCO et al.,
2007; ELLIOTT; GRUNBERG, 2005; SCHRIJVER et al., 2002). Essa menor
exploracéo do grupo exposto ao AE pode ser ocasionada pelo contato constante
a novos artefatos, oportunizado em um AE (LEGER et al., 2013), o que provoca

uma reducao na exploragao desses animais (LEGER et al., 2012)

Ainda, sabe-se que ansiedade e o déficit de memodria sdo sequelas comuns
apos evento isquémico (BENJAMIN et al., 2019; CAROTA et al., 2005; FERRO;
CAEIRO; FIGUEIRA, 2016; LI; WANG, 2020; ZHENG et al., 2016), e em estudos
pré-clinicos sédo frequentemente avaliadas através do teste do campo aberto e de
reconhecimento de objetos, respectivamente. Esses testes se baseiam na
tendéncia natural dos roedores de explorar a novidade em detrimento do que ja é
conhecido, sejam ambientes ou objetos, em local sem fatores que interfiram no
comportamento do animal (ANTUNES; BIALA, 2012; LEGER et al., 2012). Os
dados deste estudo mostraram que animais sham apresentaram maior
comportamento do tipo ansioso em comparagao com o grupo isquemia. No teste
de reconhecimento de objetos, foi observado que os grupos sham nao aprenderam
a tarefa de explorar os objetos no teste, e nos grupos isquemia, o grupo que nao
foi tratado com nenhuma terapia apresentou desempenho semelhante ao grupo

tratado com associacao das terapias. Nesta pesquisa era esperado que os animais
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dos grupos isquemia apresentassem maior comportamento do tipo ansioso do que
0s animais falso operados, e que os animais tratados com monoterapia ou com a
associagao das terapias apresentassem redugdo do comportamento ansiogénico,
assemelhando-se com o comportamento dos grupos sham. Diferentemente do que
foi observado neste estudo, alguns autores demonstraram que animais que foram
isquemiados apresentaram maior comportamento do tipo ansioso em comparagéao
com os animais sham no teste do campo aberto (VAHID-ANSARI; LAGACE;
ALBERT, 2016). Ainda, Brenes, Padilla e Fornaguera (2009), observaram que, o
grupo de animais isquemiados que foram tratados com AE apresentaram
comportamento semelhante aos animais do grupo sham, sugerindo que o
tratamento com AE atenua o comportamento do tipo ansioso em animais
isquemiados. Muitos estudos avaliaram a fun¢do cognitiva em modelos de AVEi
em roedores, porém poucos investigaram a influéncia da associagao do AE com o
EF. Li et al (2020) avaliaram a memoria espacial de referéncia de animais
isquemiados e tratados com AE através do teste labirinto aquatico de Morris.
Nesse estudo os animais tratados com AE apresentaram capacidade de
aprendizado espacial, que foi prejudicada apés a indugao do AVEi. Sakalen et al
(2017) avaliaram a fungao cognitiva de camundongos transgénicos com redugao
da neurogénese através do teste de reconhecimento de objetos, dentre outros
testes. Nesse estudo, os animais com redugcdo da neurogénese apresentaram
exploragdo semelhante dos objetos novo e familiar, sugerindo a existéncia de
déficit de memoria nesses animais em comparagao aos animais selvagens, nao
transgénicos. Nesse mesmo estudo de Sakalen et al, os animais foram tratados
com associagao de EF e AE e foi identificado que o déficit de memaria apresentado
nos camundongos transgénicos estava presente apenas no grupo de ambiente
padrdo, sugerindo que os animais transgénicos do grupo de combinag¢ao do AE
com o EF apresentaram desempenho semelhante ao dos animais selvagens no
teste de reconhecimento de objetos. Outro estudo investigou o efeito da
combinacdo do AE com o EF na fungédo cognitiva, no paradigma da memoria
espacial de referéncia através do teste labirinto aquatico de Morris, em animais
saudaveis (XU et al., 2021). Nesse estudo, foi observado que tanto os animais
expostos as monoterapias (AE ou EF) como os animais expostos a combinagao
das terapias (AE e EF) apresentaram incremento da funcdo cognitiva em
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comparagao ao grupo controle, porém o incremento foi significativamente maior no

grupo com combinacao das terapias.

Diante disso, neste estudo, tanto no teste do campo aberto, como no teste de
reconhecimento de objeto, ndo foi possivel inferir que os animais que foram
isquemiados apresentaram comportamento do tipo ansioso, bem como nao foi
possivel sugerir que a associagdo de terapias melhorou a memoria de curta
duragéo desses animais. A divergéncia identificada nos dados desta pesquisa em
relacdo aos resultados da maioria dos estudos anteriormente publicados pode ser
explicada por possivel interferéncia de fatores ambientais no momento da
realizacdo dos testes. Como discutido anteriormente, esses testes
comportamentais sao influenciados por fatores como temperatura, luminosidade,
umidade, ruido e odor, que se tornam fatores de estresse se nao estiverem em
condicdes ideais, e que comumente interferem o comportamento de roedores,
influenciando diretamente o resultado desses testes (ANTUNES; BIALA, 2012;
LEGER et al., 2013). Ainda, no teste de reconhecimento de objetos, o numero
pequeno de animais por grupo pode ter contribuido para esses resultados. Com
foi demonstrado, embora haja estudos que observaram melhora da funcéo
cognitiva em animais isquemiados que foram tratados com AE, EF e com a
associacido dessas terapias, esses estudos ainda sao poucos. Assim, sdo
necessarios mais estudos para investigar e elucidar se a combinagéo de AE e EF
promove incremento da fungdo cognitiva em animais submetidos a indugado de
AVEi.

6. CONCLUSAO

O presente estudo sugere que a associagdo do AE com o EF é capaz de
promover melhora mais significativa na reabilitacdo de sequelas motoras apos
AVEI, em comparacao com os tratamentos que utilizaram apenas o AE ou o EF.
Entretanto, ndo é possivel sugerir que a combinagdo do AE com o EF ameniza o
comportamento do tipo ansioso em animais submetidos a isquemia cerebral global,
bem como nao é possivel afirmar que a associacdo do AE com o EF promova

melhora da fungdo cognitiva em animais submetidos a isquemia cerebral global.



61

Mais estudos sao necessarios para elucidar os efeitos da combinacdo dessas

terapias nas sequelas cognitivas apés AVEi.

Como perspectivas futuras, faremos a analise bioquimica e molecular dos
niveis de BDNF e irisina no cortex e hipocampo através das técnicas de imunoblot
e gPCR, além do aumento no numero amostral na Escala Modificada de

Severidade Neuroldégica (mNss) e na quantificagdo da area de infarto cerebral.
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