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RESUMO

Ap0s isquemia cerebral, os animais apresentam déficits motores e sensoriais do lado
contralateral a lesdo. O objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos do exercicio sobre a
recuperacdo funcional e area de infarto de ratos Wistar machos submetidos a isquemia
cerebral. O modelo de oclusdo transitdria da artéria cerebral média foi utilizado para inducgéo
de isquemia. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais sham/sedentario,
sham/exercicio, isquemia/sedentario, isquemia/exercicio. Foi realizado um experimento para
adequar o esforco realizado pelos animais do grupo isquemia/exercicio na esteira aquele do
grupo sham/exercicio. Os animais sham treinaram a uma velocidade de 15m/min e o0s
isquemiados a 3m/min. A avaliacdo comportamental foi realizada através dos testes
funcionais campo aberto, passo em falso e barras paralelas no pré-operatério e nos 10° e 31°
dias pds-operatorios. O teste campo aberto avalia atividade exploratdria espontanea, o passo
em falso a coordenacdo motora das patas anteriores e as barras paralelas a coordenacgéo
motora das patas posteriores. A area de lesdo foi calculada dividindo-se a area do hemisfério
direito pela area do hemisfério esquerdo em cada fatia cerebral. Os animais do grupo
isquemia/exercicio recuperaram mais peso gque 0s animais do grupo isquemia/sedentario. A
lesdo isquémica e o treinamento fisico na esteira ndo influenciaram a atividade exploratoria
espontanea do animal. Os animais do grupo isquemia/sedentario mostraram recuperagdo
motora espontanea da coordenacdo das patas anteriores. Os animais do grupo isquemia
/exercicio mostraram recuperacdo da coordenacdo motora das patas posteriores com o
treinamento motor na esteira. A area de infarto foi menor nos animais do grupo
isquemia/exercicio. O exercicio fisico ap0os lesdo cerebral é capaz de promover recuperacao
funcional e reduzir a area de infarto em ratos Wistar machos que foram submetidos a

isquemia cerebral.
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ABSTRACT

Cerebral ischemia resulting from artery occlusion leads to neuronal cell death and
eventually causes neurological impairments. The goal of this work was to study the effect of
the motor training on functional recovery and infarction region after cerebral ischemia in rats.
Stroke was induced by a 1 hour middle cerebral artery occlusion using an intraluminal
filament. Adult male Wistar rats were divided into four groups: sham/sedentary, sham/exerc
ise, ischemia/sedentary, and ischemia/exercise. Motor training of exercise groups consisted of
sham animals running at a speed of 15m/min and ischemic animals running at a speed of
3m/min. Animals from the four groups were examined with three different motor tests (open
field, passo em falso and parallel bar) before (0 day) and at 10 and 31 days after surgery in
order to quantify functional recovery. Open field assesses spontaneous exploratory activity,
the footfault test measures the precise grip and placement of the forelimbs and the parallel bar
measures the precise grip and placement of the hind limbs. Infarction was calculated by
dividing the areas of the right hemisphere and the left hemisphere of sequential cerebral
coronal cuts. The ischemia/exercise group showed higher body weight than the group
ischemia/sedentary. Cerebral injury and motor training did not change the spontaneous
exploratory activity of the animals. Animals from the ischemia/sedentary group showed
spontaneous motor recovery of the forelimb. Animals from the ischemia/exercise group
showed motor recovery of the forelimb and hindlimb induced by motor training. The
infarction area in the ischemia/exercise group was lower than in the ischemia/sedentary group.
In conclusion, motor training after cerebral injury induced functional recovery and reduced

the infarction area in Wistar rats.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes vasculares encefalicos (AVESs) sdo clinicamente definidos como uma
sindrome neuroldgica caracterizada pela rapida progressdo dos sintomas e sinais de perda de
funcao cerebral focal resultante de alteracdo isquémica ou hemorragica (Feuerstein and Wang,
2000). Ocorrem como resultado de hemorragia ou de isquemia no tecido encefalico. Uma
hemorragia ocorre quando uma artéria perde sua elasticidade e se rompe, causando um
extravasamento de sangue dentro ou ao redor do tecido encefalico. Isquemia, por outro lado,
refere-se a uma restricdo do suprimento sangliineo para o encéfalo, conseqliente de um
bloqueio, determinado pela presenca de trombo ou émbolo nas artérias que irrigam

determinada area (Brown, 2002;Nudo and Nelson, 2003).

AVES sdo a terceira causa de morte e a principal causa de incapacidade entre adultos
nos Estados Unidos (Thirumala et al., 2002). Somente no ano de 2000 foram registrados
700.000 novos casos apenas nesse pais, 0 que corresponde a 1 AVE a cada 45 segundos.
Cerca de 25% desses individuos morrem e 75% deles sobrevivem. Dentre os sobreviventes,
de 50 a 75% recuperam alguma independéncia funcional, mas cerca de 15 a 30% desses

permanecem completamente incapacitados (Nudo and Nelson, 2003).

A isquemia corresponde a 61% - 81% dos casos de AVE, onde a maioria resulta de
infartos da circulagédo anterior que envolve as artérias cerebrais anterior e média (Winstein et
al., 1999). Mais do que qualquer outro 6rgdo do corpo, a integridade cerebral depende de um
continuo fornecimento de oxigénio e glicose através do sangue para suprir as necessidades
energéticas do tecido. Reducdo severa ou completa do fluxo sanguineo promove deficits
funcionais e bioquimicos instantaneos e irreversiveis em neurénios (Hossmann, 1998). Um

breve periodo de privacdo de energia induz plasticidade sinaptica patolégica que pode



contribuir para a morte de neurénios no hipocampo e no estriado ap6s isquemia global e para
a conversdo da area de penumbra isquémica no centro do infarto em casos de isquemia focal
(Calabresi et al., 2003). Os processos de isquemia e reperfusdo envolvem multiplos
mecanismos letais (perda de integridade de membrana no transporte de ions, ativacao
proteolitica, inducdo de apoptose, incapacidade de monitorar os préprios mecanismos de
sobrevivéncia celular) que levam a morte neuronal pds-isquemia (White et al., 2000). Durante
0 processo isquémico, a concentracdo de glutamato, o principal neurotransmissor excitatério
do sistema nervoso central (SNC) de mamiferos, aumenta significativamente no
compartimento extracelular levando indmeros neur6nios a morte por hiperestimulacdo
(Danbolt, 2001;Nishizawa, 2001). Este fendmeno conhecido como excitoxicidade é a
principal causa de morte celular no processo de isquemia e d& origem a uma cascata de
eventos que aumenta a area de morte celular (Nishizawa, 2001). Os neurbnios lesados do
centro do infarto ndo se regeneram e produzem déficits neuroldgicos muitas vezes graves e

permanentes (White et al., 2000;Danbolt, 2001).

A ocluséo da Artéria Cerebral Média (ACM) representa a forma mais prevalente de
AVE e corresponde a aproximadamente 60% das isquemias em humanos (Modo et al., 2000).
Essa artéria irriga primariamente a regido lateral posterior do cortex frontal e a regido lateral
anterior dos cortices parietal, motor e sensorial primarios. Ramos profundos da ACM irrigam
estruturas subcorticais, tais como nicleos basais e capsula interna (Paxinos, 1995;Winstein et
al., 1999). Os sinais clinicos comumente observados apds oclusdao da ACM sdo: prejuizos nas
fungdes motora e sensorial no lado contralateral ao hemisfério envolvido, déficits visuais,
afasia de expressédo e de compreenséo e apraxia (Winstein et al., 1999;Biernaskie and Corbett,
2001;Wang et al., 2001;Ding et al., 2002b). AVEs que envolvem a area da ACM e atingem o

cortex pré-motor induzem grave perda de mobilidade em humanos (Miyai et al., 1999).



Durante os dltimos anos, houve uma explosdo no conhecimento sobre leséo
neuroldgica e recuperacao.A pesquisa animal foi a grande responsavel por esse avango, uma
vez que importantes achados se originaram de pesquisas com células isoladas in vitro e
também estudos comportamentais complexos envolvendo animais (Turkstra et al., 2003). No
entanto, para que se possa chegar a grandes resultados, um modelo de isquemia cerebral
experimental deve ser relevante para a situacdo clinica, facil de ser executado, altamente
reprodutivel e deve evitar efeitos colaterais. Além disso, a interpretacdo das informacdes
experimentais sobre isquemia cerebral requer intimo conhecimento dos modelos utilizados e
das condicdes em que os dados foram coletados. As trés maiores categorias de reducdo de
fluxo sanguineo, em modelos experimentais, sdo a isquemia global transitéria, a isquemia
focal transitoria ou permanente e o microembolismo. A isquemia global transitéria é obtida
através da inducdo de parada cardiaca ou oclusdo das quatro artérias que irrigam o encéfalo. O
modelo de microembolismo mais comum € a injecdo de micro esferas no interior da carétida

(Hossmann, 1998).

Modelos experimentais de isquemia tém sido desenvolvidos em muitas espécies
animais (camundongos, ratos, gatos, primatas) usando-se numerosos procedimentos. Estudos
tém surgido a favor de modelos de isquemia focal em animais de grande e pequeno porte, com
preferéncia pela oclusdo da ACM (Feuerstein and Wang, 2000). O modelo experimental de
oclusdo da ACM em ratos além de ser o mais utilizado para estudos de lesdo isquémica e para
teste da eficacia de drogas neuroprotetoras (Reglodi et al., 2003), é também o mais relevante
clinicamente (Hossmann, 1998). Como permite a sobrevivéncia do animal por longos
periodos, esse modelo é utilizado em vérios tipos de estudos, inclusive para investigar a
eficacia de determinados testes em detectar melhoras funcionais (Riek-Burchardt et al., 2004),
o efeito do treinamento motor na recuperacdo de fungdes (Bland et al., 2001;Ding et al.,

2004a), aprendizado motor ap6s lesdo (Winstein et al., 1999;Ding et al., 2002b) e efeito



neuroprotetor do exercicio antes e apés isquemia (Lee et al., 2003;Ding et al., 2004b). Dentre
as varias técnicas cirdrgicas que resultam em oclusdo permanente ou transitéria dessa artéria,
aquela que ndo utiliza a craniotomia € uma das mais eficientes (Longa et al., 1989;Memezawa
et al.,, 1992). Nos altimos anos, a exposi¢do cirirgica da ACM tem sido substituida pela
introducdo de um filamento intraluminal via artéria carétida externa (Hossmann, 1998). A
cirurgia sem craniotomia ndo altera a pressdo intracraniana e é considerada uma técnica
simples e pouco invasiva (Longa et al., 1989;Memezawa et al., 1992). O tempo de isquemia
tolerado pelo cérebro depende, entre outros fatores, do tipo de oclusdo da artéria (parcial ou
completa), do conteddo energético, da velocidade de consumo de energia, da temperatura, do
grau de atividade funcional e da auséncia ou presenca de anestésicos e outras drogas
(Hossmann, 1998). Em ratos anestesiados, a oclusdo da ACM por 60 minutos foi suficiente
para que 100% dos animais apresentassem infarto cortical e o tamanho do infarto aumentou

progressivamente com o aumento do tempo de oclusédo (Memezawa et al., 1992).

S&o inimeros os testes funcionais para avaliacdo de déficits motores e sensoriais em
ratos submetidos a oclusdo transitéria e permanente da ACM. Esses testes avaliam o
desempenho do animal em varios aspectos, como alteragBes posturais, distirbios de marcha,
atividade exploratdria espontanea, disfungdes sensoriais e motoras (Zhang et al., 2000;Hunter
et al., 2000;Zausinger et al., 2000;Modo et al., 2000;Hudzik et al., 2000;Reglodi et al., 2003).
Para avaliar a atividade exploratdria espontanea, o teste de campo aberto é muito utilizado e
bem descrito na literatura (Lyden et al., 1997;Farrell et al., 2001). Para avaliagdo do
desempenho motor do animal, o passo em falso teste e o teste das barras paralelas s&o muito
utilizados. Enquanto o passo em falso teste avalia a coordena¢do motora das patas anteriores,
0 teste das barras paralelas mensura a habilidade das patas posteriores. Esses dois testes sdo

bem descritos, com parametros bem definidos para a classificacdo do animal e apresentam



grande reprodutividade de resultados entre os avaliadores (Modo et al., 2000;Ding et al.,

2002b;Ding et al., 2004a).

1.1.Neuroplasticidade Induzida por Leséo Isquémica

Os sobreviventes de um AVE apresentam déficits neurologicos que variam de acordo
com o tamanho e a localizacdo da area atingida, bem como da disponibilidade de fluxo
sanglineo colateral (Winstein et al., 1999;Thirumala et al., 2002). Apo6s os danos iniciais de
um AVE, todos os pacientes apresentam melhora espontanea em diferentes graus de
recuperacdo (Thulborn et al., 1999;Nudo, 1999;Teasell, 2003). Por exemplo, inicialmente de
80% a 90% dos pacientes apresentam fraqueza significativa dos membros de um lado do
corpo, mas essa porcentagem se reduz para 45% a 62% com o passar do tempo (Carmichael,
2003). Essa melhora ocorre predominantemente nas semanas iniciais apds AVE podendo
continuar durante todo o primeiro ano (Thulborn et al., 1999;Hallett, 2001;Chen et al., 2002).
Imagens do cérebro em funcionamento oferecem a oportunidade de se visualizar a ativacdo
cerebral associada com recuperacdo. Além do exame clinico, exames modernos revelam
reorganizacdo de funcdo de areas cerebrais ap6s lesdo. Imagem de ressonancia magnética
funcional, tomografia por emissdo de positrons e estimulacdo magnética transcranial sdo os
principais exames que permitem analisar o cérebro em funcionamento e investigar sua
reorganizacao para a promoc¢édo de recuperacdo espontanea (Thulborn et al., 1999;Hamdy et
al., 2000;Thirumala et al., 2002;Teasell, 2003;Dijkhuizen et al., 2003). A recuperagédo
espontanea envolve pelo menos trés processos (Carmichael, 2003). O primeiro é a resolucao
do dano agudo provocado pelo AVE ao tecido cerebral. Melhoras iniciais na fungéo
neuroldgica ocorrem nos primeiros dias apds a lesdo e sdo devidas, dentre outras causas, a
reducdo do edema local, reperfusdo da area de penumbra isquémica e resolucdo de processos
inflamatorios (Hallett, 2001;Chen et al., 2002;Carmichael, 2003). O segundo processo
envolve neuroplasticidade, profundas mudancas estruturais e fisiologicas no tecido cerebral
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(Weiller and Rijntjes, 1999;Calabresi et al.,, 2003). E finalmente, as estratégias
comportamentais adotadas pelo paciente, de semanas a meses depois do AVE, para
compensar  déficits neuroldgicos. Compensacfes comportamentais melhoram a
funcionalidade, mas representam atividades aprendidas e ndo mudangas em circuitos cerebrais
(Carmichael, 2003). Numerosas teorias e hipdteses tentam explicar a recuperacao neuroldgica
presente apds AVE, entretanto os mecanismos de recuperacdo permanecem pobremente
entendidos (Weiller and Rijntjes, 1999;Nudo, 1999;Hallett, 2001;Chen et al., 2002;Teasell,

2003).

Neuroplasticidade refere-se a habilidade do sistema nervoso de alterar sua fungdo em
resposta a mudancas nas aferéncias, em situacdes fisioldgicas e patolégicas (Hamdy et al.,
2000). Alteracdes pléasticas ocorrem em processos de aprendizagem em situacdes fisioldgicas
ou em resposta a lesGes centrais ou periféricas (Weiller and Rijntjes, 1999). Muito da
recuperacdo ap6s as duas semanas iniciais é provavelmente devido a plasticidade cerebral
(Carmichael, 2003). Os papéis precisos da neuroplasticidade em modelar e remodelar
comportamentos sdo ainda desconhecidos, embora estudos realizados nas duas ultimas
décadas tenham melhorado o entendimento dos mecanismos de plasticidade em si e daqueles
relacionados com lesfes. Esses estudos tém demonstrado que a neuroplasticidade pode ser
benéfica na recuperacdo da funcdo apds lesdo no SNC. Mas essas mudancgas também podem
ser mal adaptativas, por exemplo, gerando dor do membro fantasma ap6s amputacdo (Nudo,
1999;Hamdy et al., 2000). Vaérios estudos sustentam a hipdtese de que apdés um AVE, o
funcionamento do cérebro reassume caracteristicas especificas do periodo de
desenvolvimento (Cramer and Chopp, 2000). Os mecanismos envolvidos provavelmente
dependem da extensdo da lesdo. Quando o dano funcional é parcial, dentro do sistema a
recuperacdo € possivel, porém ap6s destruicdo completa, substituicdo por um sistema

funcionalmente relacionado torna-se a Unica alternativa (Chen et al., 2002).



Apdbs um episodio de isquemia cerebral, ha formacédo de novas sinapses no SNC. Esses
novos botdes sindpticos sdo encontrados em regides neocortical ipsilateral e contralateral a
lesdo, e parecem estar envolvidos com recuperacao funcional (Stroemer et al., 1995;Stroemer

etal., 1998).

A lesdo isquémica induz mudancas estruturais continuas em regides corticais vizinhas
e conectadas a area do infarto cerebral. Em direcdo a penumbra isquémica ocorre crescimento
do cone axonal de neurdnios que circundam a area de infarto e daqueles que estdo no cortex
contralateral homotdpico. O brotamento axonal é apontado como o substrato anatémico que
permite a outras areas cerebrais assumir a funcdo daquela lesada (Carmichael et al.,

2001;Carmichael and Chesselet, 2002;Carmichael, 2003).

Estudos realizados em roedores demonstram que ha proliferacdo celular no hipocampo
(Jin et al., 2001;Sharp et al., 2002) e em regido cortical (Magavi et al., 2000;Jiang et al., 2001)
apos isquemia cerebral. A neurogénese (formagdo de novos neurdnios) persiste no cérebro
adulto e pode ser regulada por eventos fisiologicos e patolégicos (Jin et al., 2001). O papel
desses novos neurdnios na recuperacdo do animal ainda é desconhecido, mas acredita-se que

essas células desempenham alguma funcdo (Kempermann et al., 2004).

1.2.Atividade Fisica e Neuroplasticidade em Condicdes Fisioldgicas e
Patologicas

Inimeros estudos tém mostrado que o exercicio ndo exerce influéncia apenas sobre o
bem estar fisico, mas também sobre o mental, sendo capaz de aumentar a plasticidade e a
satde cerebral (Kolb and Whishaw, 1998;Mattson, 2000;Cotman and Berchtold, 2002). A
pratica de atividade fisica tem se mostrado importante para melhora da funcéo cognitiva, além
de diminuir os riscos para o desenvolvimento de deméncias em geral e Alzheimer. Os

exercicios fisicos e intelectuais podem promover aumento de sobrevivéncia de neurdnios e



resisténcia a lesdes, promovem vascularizacdo cerebral, estimulam neurogénese, aumentam o
aprendizado, além de contribuir para a manutencdo da funcdo cognitiva durante o processo de
envelhecimento (Cotman and Berchtold, 2002). Varias investigacOes tém sido realizadas para
que se entenda o0 mecanismo de acdo do exercicio sobre a satde cerebral (Kolb and Whishaw,
1998;Mattson, 2000;Cotman and Berchtold, 2002). Esses estudos tém concluido que o
exercicio ativa cascatas de reacBes moleculares e celulares que induzem e mantém a
plasticidade cerebral através da expressao de genes associados com alteracGes plasticas e com
fatores neurotréficos endogenos, além de promover mudancgas na estrutura e na resisténcia do
neurdnio a lesdo (Cotman and Berchtold, 2002). A atividade fisica, associada a restricdo
caldrica, aumenta a producdo de fatores neurotroficos que potencializam a proliferacdo
celular, aumentam a resisténcia celular ao envelhecimento e promovem plasticidade sinaptica

(Mattson, 2000).

Estudos tém demonstrado que o treinamento fisico realizado ao longo da vida é capaz
de minimizar os efeitos do envelhecimento sobre o SNC. Camundongos C57BL/6J, que
apresentam uma média de vida de 27 meses, realizaram exercicio fisico espontaneo na roda de
correr a partir dos 3 meses de idade até completar 24 meses, uma hora por dia durante 5 dias
na semana. Quando comparados com animais da mesma idade, porém sedentarios, 0s animais
que haviam realizado exercicio fisico mostraram menor perda da expressdo de proteinas
relacionadas com brotamento axonal e sinaptogénese no hipocampo. Embora o processo de
envelhecimento tenha diminuido a expressao de tais proteinas nesses animais em relacdo a
camundongos jovens de 3 meses, essa perda foi menor que a apresentada pelo grupo de

animais sedentarios (Chen et al., 1998).

A melhora da habilidade motora do animal normal esta relacionada com plasticidade
sinaptica no tdlamo apos treinamento fisico. Ratas Sprague-Dawley foram treinadas durante

20 minutos por 28 dias em atividades na esteira ou no Rota-rod (treino de equilibrio e
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coordenacdo) e posteriormente avaliadas quanto ao desempenho motor e nimero de sinapses
no tdlamo. Aquelas que se exercitaram no Rota-rod tiveram melhor desempenho nos testes
motores em relacdo ao grupo que treinou na esteira e ao grupo sedentério, além de
apresentarem aumento significativo de sinapses no ndcleo mediodorsal e ventromedial do

talamo (Ding et al., 2002a).

Animais normais treinados na esteira, por uma semana, revelaram aumento de células
marcadas positivamente com bromodeoxiuridine (BrdU) no giro denteado do hipocampo em
relacdo aos sedentarios. BrdU é um analogo da timina que marca células submetidas a
replicacdo do DNA, portanto recém-formadas. Esse marcador bioldgico foi injetado nos
animais (50mg/Kg via intraperitonial) 1 hora antes da realizacdo do exercicio na esteira (Kim

et al., 2002).

Em casos de isquemias que envolvem a area da ACM, o exercicio fisico realizado
antes da lesdo tem efeito neuprotetor (Wang et al., 2001;Ang et al., 2003;Ding et al., 2004b).
Ratos machos que realizaram duas ou quatro semanas de exercicio na esteira, antes de serem
submetidos a oclusdo da ACM por 60 minutos, apresentaram menor volume de infarto e
edema cerebral menos severo, quando comparados ao grupo sedentério e ao grupo de animais

que se exercitou por uma semana (Wang et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que o treinamento anterior a lesdo isquémica potencializa a
expressao de neurotrofinas. Animais que se exercitaram na esteira por 12 semanas, antes da
indugdo da isquemia cerebral focal, mostraram maior expressdo de genes relacionados ao
fator de crescimento neural. Também apresentaram significativa reducdo do volume de

infarto, provavelmente devido a acéo de fatores neurotréficos endégenos (Ang et al., 2003).

Animais treinados em uma esteira por 3 semanas, a uma velocidade de 15m/min,

durante 30 minutos diarios, antes da oclusdo transitéria da ACM, apresentaram menos déficits
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neuroldgicos em relacdo aos ndo treinados. Além de demonstrarem melhores avaliacfes
neuroldgicas durante a isquemia, 20 minutos, 24 horas e 48 horas apds lesdo, também
apresentaram menor volume de infarto cerebral, maior expressdo de fatores neurotroficos
(fator de crescimento neural e fator neurotréfico derivado do encéfalo) no cortex e no estriado

e maior nimero de vasos sangliineos no estriado (Ding et al., 2004b).

O sistema nervoso periférico também € beneficiado pela atividade fisica prévia a
lesdo. Neurdnios do ganglio da raiz dorsal de ratos, que se exercitaram espontaneamente em
uma roda de correr por 3 ou 7 dias, apresentaram maior crescimento em cultura quando
comparados ao de sedentérios. Apos lesdo por esmagamento desses neur6nios sensoriais in
vivo, houve maior regeneracdo nervosa nos ratos que se exercitaram. Também foi
demonstrado que esse crescimento é diretamente proporcional a distancia percorrida pelo

animal (Molteni et al., 2004).

O exercicio fisico realizado apds lesdo cerebral pode ser capaz de promover inimeros
beneficios (Will et al., 2004). Apds isquemia transitoria global, gerbils foram treinados na
esteira por 7 dias consecutivos durante 30 minutos. Embora a morte celular apoptética e a
proliferacdo celular no giro denteado do hipocampo tenham aumentado apds lesdo, o
exercicio foi capaz de diminuir a morte celular por apoptose nos animais treinados (Lee et al.,
2003). Além do exercicio na esteira, outras modalidades de treinamento motor promovem
melhora funcional e alteracGes plasticas apds lesdo cerebral. Animais submetidos a ocluséo
transitoria da ACM por duas horas foram treinados no Rota-rod ou na esteira. O estudo
comparou o efeito do treinamento no Rota-rod, que envolve equilibrio e coordenagédo, com o
treinamento na esteira sobre a recuperacdo funcional. O treinamento de equilibrio e
coordenagdo motora se mostrou mais eficiente em promover melhora funcional e alteragdes

plasticas apos lesdo cerebral (Ding et al., 2004a). Em um outro estudo, animais que se
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exercitaram espontaneamente na roda de correr mostraram maior recuperacao funcional, apés

ocluséo da ACM por 60 minutos (Marin et al., 2003).

Apos inducdo de oclusdo da ACM através de microinjecdo de endotelina-1, animais
foram treinados na atividade de alcance de objetos com a pata anterior afetada. Alguns desses
animais em treinamento foram colocados em ambiente enriquecido (inimeros estimulos
diferentes) e outros em ambiente sem estimulos. Ao final do experimento, animais mantidos
em ambiente enriquecido mostraram aumento do comprimento e da complexidade dendritica

em relacdo aos mantidos em ambiente sem estimulos (Biernaskie and Corbett, 2001).

Animais lesionados no cértex sensorio-motor da pata anterior e treinados em tarefas
motoras complexas (atravessar barras paralelas e cordas suspensas, escalar grades, saltar
obstaculos) foram comparados com aqueles que realizaram tarefa motora simples na esteira.
Aqueles que foram submetidos a tarefas motoras complexas apresentaram melhor
performance nos testes de coordenacdo da pata anterior e mostraram maior ndmero de
sinapses na camada V do cortex motor oposto ao lesado. Esses achados confirmam a relagéo
entre experiéncia comportamental e plasticidade estrutural apés lesdo cerebral (Jones et al.,
1999). Gerbils submetidos a isquemia global por 5 minutos e colocados em gaiolas com
ambiente enriquecido a partir do terceiro dia pds-isquemia, mostraram melhor desempenho
em testes funcionais que aqueles colocados em gaiolas sem estimulo. No entanto, apesar do
melhor desempenho funcional, esses animais apresentaram aumento da area de lesdo

isquémica (Farrell et al., 2001).

Os estimulos ambientais sdo de extrema importancia para a recuperagdo funcional
apos dano cerebral. Ratos submetidos a oclusdo permanente da ACM e que foram colocados

em ambiente enriquecido apds lesdo apresentaram melhor desempenho nos testes motores

11



guando comparados com animais treinados na roda de correr, mas ndo colocados em ambiente

enriquecido (Risedal et al., 2002).

1.3 Atividade fisica adequada para promoc¢do de beneficios apods lesdo
cerebral

Os beneficios promovidos pela atividade fisica apos lesdo dependem das condicGes em
que os exercicios sdo realizados. O tipo de atividade realizada, a intensidade de treinamento e
0 tempo de inicio da realizacdo do exercicio apés lesdo sdo alguns dos parametros que devem

ser observados (Bland et al., 2001;Ra et al., 2002;Yang et al., 2003;Arida et al., 2004).

Arida e colaboradores realizaram um estudo que teve como objetivo investigar qual
tipo de treinamento motor (forcado ou espontaneo) era capaz de promover maior alteracéo
plastica cerebral. Um grupo de ratos Wistar se exercitou voluntariamente na roda de correr,
enguanto outro grupo de animais realizou atividade forcada na esteira por 10 dias. Ambos os
grupos apresentaram maiores mudancas plasticas no hipocampo em relacdo ao grupo
sedentario. No entanto, 0s animais que se exercitaram na esteira sofreram alteracGes menores
em relacdo ao grupo da roda de correr. Esses achados sugerem que o estresse (nesse estudo,
induzido pela atividade forcada) € capaz de prejudicar as alteracGes plasticas cerebrais (Arida

etal., 2004).

Para se verificar se havia relacdo entre a intensidade do treinamento e a formacéo de
novas células no hipocampo, animais normais foram submetidos & natacdo e a corrida na
esteira. Os ratos que praticaram natagdo foram divididos em 3 grupos de acordo com o tempo
de exercicio. O grupo de treinamento leve nadou por 1 minuto, 0 moderado por 5 minutos e o
severo por 20 minutos. Os animais que foram treinados na esteira foram divididos em grupos
de treinamento leve, moderado e severo de acordo com a velocidade, uma vez que o tempo de

corrida foi de 30 minutos para todos. Os resultados mostraram que ratos do grupo de
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treinamento moderado na natacdo e os do grupo de treinamento leve (8m/min) na esteira
sofreram as maiores alteracdes plasticas. Os animais do grupo de treinamento severo
(22m/min) na esteira mostraram diminuicdo no nimero de novas células no hipocampo em
relacdo aos sedentarios. Embora essa queda ndo seja estatisticamente significativa, esse
resultado mostra que o estresse induzido por cargas severas de treinamento é capaz de

influenciar negativamente as alteracdes plasticas cerebrais (Ra et al., 2002).

O tempo apos lesdo em que a atividade fisica € iniciada € um parametro importante a
ser observado. Ratos Sprague-Dawley machos, entre 2 e 3 meses de idade, foram submetidos
a treinamento na esteira a uma velocidade de 20m/min, durante 30 minutos, por 5 vezes na
semana, apos oclusdo por 60 minutos da ACM. Os animais que comegaram 0 treinamento 24
horas apds a lesdo mostraram menos danos neurolégicos que aqueles que ndo treinaram ou
comegaram o treinamento uma semana depois. Esses resultados comprovam que 0 exercicio
fisico promove recuperacdo em qualquer época que € iniciado, mas tem seu efeito

potencializado se iniciado precocemente (Yang et al., 2003).

Varios estudos demonstraram que a atividade fisica promove beneficios apds leséo
quando realizada de maneira adequada sem provocar sobrecarga de trabalho para os animais.
Apesar de todas essas evidéncias, nenhum trabalho adaptou a carga de treinamento do animal
lesado ao do animal ndo lesado. Em todos os estudos, 0s animais isquemiados treinaram na
mesma intensidade que os normais. Diante dessas evidéncias, é necessaria a adaptacdo do

esforco fisico realizado pelo animal isquemiado aquele realizado pelo animal normal.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do exercicio sobre a recuperacdo funcional e area de infarto de

ratos Wistar machos submetidos a isquemia cerebral.

2.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar o modelo de ocluséo da artéria cerebral média.

e Determinar a carga de exercicio (velocidade e inclinacdo da esteira) necessaria para
promover 0 mesmo esfor¢o fisico nos grupos de animais isquemiados, sham operados
e controles ndo operados.

e Investigar o efeito do treinamento motor sobre o volume de infarto cerebral em
animais que sofreram ocluséo transitoria da artéria cerebral média e avaliar, através de

testes comportamentais nestes animais, o grau de recuperacao funcional motora.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 275 e 325 gramas, fornecidos

pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

3.2.Grupos Experimentais

O estudo foi conduzido com quatro grupos experimentais. Os animais submetidos a
isquemia e reperfusdo da ACM e conduzidos para o exercicio na esteira apos lesdo cerebral
formaram o grupo isquemia/exercicio (IE, n=7), enquanto os que ndo se exercitaram
integraram o grupo isquemia/sedentario (IS, n=7). Os animais submetidos ao procedimento
cirdrgico, mas ndo a oclusao transitoria da ACM, e que foram treinados na esteira formaram o
grupo sham/exercicio (SE, n=8) e os que nao realizaram exercicio fisico fizeram parte do

grupo sham/sedentario (SS, n=8).

3.3.Cuidados Pré-operatorios

Cerca de 10 dias antes da realizacdo da cirurgia, os animais foram transferidos para
gaiolas individuais para que se adaptassem ao isolamento social. Foram mantidos em um ciclo
de 14 horas (6: 00 as 20:00) claro e 10 horas escuro, com livre acesso a dgua e a comida, a
uma temperatura controlada entre 22 e 23°C. Durante esse periodo, todos os animais foram
conduzidos a esteira por 3 dias para que pudessem se exercitar a 8, 11 e 15m/min por 2
minutos em cada velocidade. Somente os ratos que conseguiram desempenhar essa tarefa
foram utilizados nos experimentos. Os animais também foram conduzidos as barras paralelas
um dia antes da realizacdo do teste pré-operatério, para que pudessem explorar livremente o
aparato de experimentacdo. Essa ambientacdo teve como objetivo diminuir o estresse do

animal durante a realizacédo do teste.
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3.4.Confeccgéo do Fio de Oclusao

Para a confeccdo do fio de ocluséo, foi utilizado fio de nylon 4-0, Ultralon 4-0 PG —
244 S, monofilamento, preto de 150 cm (Biosut, Belo Horizonte, Brasil). Para que as dobras
do fio desaparecessem, o mesmo foi retirado da embalagem, aberto dentro de um livro e
colado em suas extremidades com fita crepe, permanecendo esticado por aproximadamente
dois dias entre as paginas. Logo em seguida, foi cortado em pequenos pedacos de 25mm de
comprimento. Os primeiros 5mm de uma das extremidades da por¢do do fio tiveram sua
espessura aumentada de 200um para 300 um, quando foram recobertos por silicone de
condensacdo fluido para impressbes (Silon2 APS Fluido, Petropolis, Brasil) e catalisador
concentrado para silicone de condensagéo (Silon2 APSC, Petrdpolis, Brasil). Para isso, o fio
foi coberto de forma homogenia com o catalisador utilizado para secagem rapida do silicone,
e em seqguida revestido pelo silicone. O excesso de silicone foi retirado para que a cobertura
da extremidade do fio tivesse a mesma espessura em todo os 5mm cobertos. Apos esse
procedimento, o fio foi colocado para secar e utilizado 48 horas depois. A espessura dos 5mm
de fio cobertos com silicone foi mensurada utilizando uma micro forja para confeccdo de
microeletrodos (Micro Forge, MF — 830, Marishige, Japao). O fio de oclusdo esta ilustrado na

figura 1.
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Figura 1 — Fio de oclusdo da artéria cerebral média.

Fio de nylon 4-0 utilizado para interrupcéo transitéria do fluxo sanguineo na artéria cerebral média esquerda.
Esse fio possui o comprimento de 25mm e em seus 5mm iniciais tem a espessura de 300 um de acordo com o
calibre da artéria cardtida interna no momento em origina as artérias cerebrais média e anterior. Esse fio foi

confeccionado de acordo com as referéncias descritas por Longa, 1989.
3.5.Cirurgia de Ocluséo Transitoria da Artéria Cerebral Média

O procedimento cirdrgico utilizado para a realizacdo da oclusdo transitéria da ACM
foi descrito em 1989 (Longa et al., 1989). Os animais foram anestesiados com Halotano
(Cristalia, Itapira, Brasil) através de uma maéscara facial (inducdo anestésica com 4%
Halotano e oxigénio, manutengdo com 2-1% Halotano e oxigénio). Apo6s a anestesia, foi
injetada atropina diluida em salina a 2% (0,1ml por rato) via intra peritoneal (i.p.) para a
prevencdo de arritmias cardiacas e hipersecrecdo brénquica secundaria a estimulacdo
mecéanica do nervo vago durante o procedimento cirtrgico. Foi também administrado
Pentabi6tico Veterinario Pequeno Porte (Fort DodgeO, So Paulo, Brasil) (0,1 ml por rato)
via intra muscular para cobertura antibidtica profilatica. Em seguida, os animais foram
tricotomizados na regido ventral do pescogo. Essa regido foi limpa com alcool iodado e em
seguida foi feita uma incisdo sagital mediana. Os tecidos foram divulsionados até a bifurcacdo
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da arteria carotida comum (ACC) esquerda ser visualizada. Logo ap6s, o ramo da artéria
carétida interna (ACI), pterigo palatino, foi clipado junto a sua origem. A artéria carétida
externa (ACE) foi ligada com um fio de seda em sua por¢éo distal da bifurcacdo da ACC.
Apb6s a ACC e a ACI terem sido clipadas, a ACE foi seccionada. O fio de oclusdo foi
introduzido, através da ACE esquerda no interior da ACI até o local em que se encontrava o
clipe colocado anteriormente. Nesse momento, era feito um sorteio para se determinar em
qual grupo o animal seria incluido, sham ou isquemiado. Para o animal sham, o fio de oclusdo
foi retirado da ACI e o fluxo sanguineo liberado para o SNC. Para o isquemiado, o fio
continuou a ser introduzido. Foram utilizados dois critérios para determinar se o fio de
ocluséo estava na origem da ACM: a insercdo do fio a uma distancia de 20-21mm da
bifurcacdo da ACC e/ou se houve uma discreta resisténcia a passagem do fio nessa
determinada distancia. Em ambos os grupos, a ACE permaneceu clipada durante 60 minutos
apos a passagem do fio obstrutor. Durante esse periodo, o animal permaneceu anestesiado
com a menor dose de Halotano possivel para a manutencéo desse estado. Foram monitorados
quaisquer efeitos adversos, como parada cardiaca e respiratoria, hipersecrecdo brénquica ou
hipotermia, durante a inducéo da isquemia. Ap6s os 60 minutos de ocluséo, o fio foi retirado,
a por¢do da ACE proximal a bifurcacdo da ACC foi ligada com fio de seda, os afastadores
foram retirados e a incisdo cirargica foi suturada com fio de Nylon 3-0 (Biosut, Belo
Horizonte, Brasil). A temperatura corporal dos animais foi mantida a 36-38°C durante todo o

procedimento cirurgico.

3.5.1. Sistema de aquecimento dos animais durante procedimento
cirdargico

Para a manutencdo da temperatura corporal (36-38°C) durante o procedimento

cirurgico, foi montado um sistema de aquecimento. Os animais permaneceram sobre uma

bolsa de 4gua quente (40°C) durante toda a cirurgia. Montamos um sistema formado por um
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banho maria e uma cama de madeira com uma bolsa de borracha conectada por mangueiras a
agua no interior do banho maria. Através de uma bomba de aquario, a 4gua quente circulou
constantemente do banho maria para a bolsa de borracha. Esse sistema mostrou-se eficiente
em manter a temperatura corporal dos animais entre 36-38°C por longos periodos. A
hipotermia deve ser evitada durante e apds o procedimento cirdrgico porque tem efeito
neuroprotetor. (Kawai et al., 2000;Kollmar et al., 2002) Foi utilizado um termistor acoplado a

um multimetro para a medida da temperatura retal dos animais.

3.5.2. Teste da eficacia do método de oclusdo da ACM

Foram realizados dois testes para verificar a eficacia do método de oclusdo da ACM.
O primeiro teve como objetivo verificar se o fio de oclusdo estava seguindo o trajeto da ACI.
Para isso, o fio de oclusdo de nylon foi substituido por um fio de aco que também teve sua
espessura aumentada para 300um, em seus 5mm iniciais, com silicone. O procedimento
cirargico foi realizado e a extremidade do fio de oclusdo de aco foi posicionada a 20-21mm
da bifurcacdo da ACC. Em seguida, foi feita uma radiografia (0,4 segundos de exposi¢cdo ao
raio-x) com o aparelho odontoldgico (Gnatus, Ribeirdo Preto, Brasil). O segundo teste teve
como objetivo verificar se 0 método empregado na oclusao intraluminal da ACM era eficiente
em interromper o fluxo sanguineo para a area cerebral irrigada por essa artéria. Para a
realizacdo desse teste, os animais foram anestesiados com Uretana (140mg/100g) e
submetidos a cirurgia para a colocacdo do fio de oclusdo na ACI, no local em que essa se
divide nas artérias cerebrais anterior e média. Em seguida, foi realizada perfusdo transcardiaca
com o fio de oclusdo devidamente posicionado. O cérebro dos animais foi perfundido com
salina durante 10 minutos e depois com 10 ml de corante (Vermelho Neutro ou Azul de

Evans). Depois de retirados dos cranios, os cérebros foram fotografados.
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3.5.3. Cuidados pds-operatorios

Ap0s a cirurgia, os animais foram mantidos em uma sala de recuperacdo por cerca de
duas horas sob luz quente para a manutencdo da temperatura corporal entre 36-38°C.
Também foram monitorados quaisquer efeitos adversos. Agua e comida foram
disponibilizadas. O fundo da gaiola foi coberto com papel absorvente por até 12 horas apos o
fim da cirurgia, em seguida os animais foram transferidos para caixas forradas com
maravalha. Os ratos receberam uma dose diaria de 2ml de salina i. p. para a reposi¢cdo de
liquidos até o quarto dia pos-operatério. Os animais foram pesados todos os dias, desde o dia

da cirurgia até o 32° dia para acompanhamento do ganho de peso.

3.5.4. Critérios de Inclusdo (indice de gravidade e recuperacdo poés-
cirargica)

Ap0s a cirurgia, os animais foram classificados em um indice de gravidade de 0 a 4
descrito por Menzies e colaboradores (Menzies et al., 1992). O valor 0 significou auséncia de
deéficit aparente, 1-flexdo da pata anterior direita, 2-diminui¢do da preensdo da pata direita
quando suspenso pela cauda, 3-movimentacdo espontanea para todas as direcdes, mas
movimento circular para a esquerda, quando suspenso pela cauda e 4-movimento circular
espontaneo para a esquerda. Os animais isquemiados que apresentaram indice quatro de
gravidade foram incluidos no experimento e encaminhados por sorteio para Seus grupos
experimentais (sedentario ou exercicio). Os animais sham, incluidos no estudo, apresentaram

indice de gravidade igual a zero. Esse exame foi realizado até o 3° dia p6s-operatorio.

3.6.Testes Funcionais

S&o inUmeros os testes propostos para avaliagdo do desempenho motor dos animais
apos oclusdo da ACM. Os testes funcionais utilizados nesse estudo foram campo aberto, passo

em falso e barras paralelas. Os animais foram avaliados em um teste pre-operatorio e nos dias
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10 e 31 apds cirurgia, sempre a partir das 18 horas. Os animais foram levados para a sala de
avaliacdo comportamental cerca de uma hora antes do inicio dos testes. O avaliador
desconhecia o grupo experimental do animal. Os testes funcionais foram realizados sempre na

seguinte ordem: campo aberto, passo em falso e barras paralelas.

3.6.1. Campo Aberto

Este teste mensura atividade exploratoria. O roedor colocado em um ambiente novo

comeca a explora-lo imediatamente.

O animal foi colocado dentro de uma caixa de superficie lisa, de fundo preto e com
medidas de 50 x 30 cm, mostrada na figura 2. Essa area foi dividida, virtualmente, em quatro
quadrantes. O animal sempre foi colocado no quadrante de nimero 1 para iniciar o teste. Toda
a extensdo da superficie da caixa foi filmada de cima por uma camera de video durante 12

minutos.

Posteriormente, os 10 primeiros minutos desses filmes foram digitalizados e as
imagens transferidas para um disco DVD. As imagens foram analisadas através de uma rotina
para analise de imagens desenvolvida por pesquisadores do Nucleo de Neurociéncias usando-
se 0 programa MatLab (The Math Works. Inc.,Massachusetts, EUA). Esse programa analisou
0 contraste entre 0 conjunto de pixels pretos do fundo da caixa e o conjunto de pixels brancos
formados pela imagem do rato. Conhecendo-se o centro de massa do animal, toda sua
atividade exploratoria pdde ser minuciosamente descrita de forma automatizada pelo
computador. Distancia percorrida, velocidade méaxima desenvolvida e numero de quadrantes

visitados foram os parametros analisados nesse teste.

21



Figura 2. Visao superior da caixa preta em que foram realizados os testes de campo aberto.

Os animais exploraram a caixa por 10 minutos, em seguida os filmes foram digitalizados e analisados para se
descobrir a distancia percorrida pelos animais durante a realizacdo do teste. A caixa foi dividida virtualmente em
4 quadrantes. O quadrante 1 localiza-se & esquerda na porgao superior e 0 2, ao seu lado a direita. O quadrante 3
esta a esquerda na regido inferior, ao lado do 4 a direita. Os animais sempre foram colocados no quadrante 1 para

inicio do teste.
3.6.2. Passo em falso

Esse teste, utilizado em inimeros trabalhos que avaliam desempenho funcional apds
isquemia cerebral, mensura habilidade em integrar respostas motoras. A preensdo precisa e 0

posicionamento das patas anteriores foram analisados.

Os animais foram colocados sobre uma grade (3x3cm) de arame (50 x 100cm)
suspensa a 50 cm de altura, mostrada na figura 3, e a correta colocacdo das patas foi analisada
por 3 minutos. Foi considerado um erro toda vez que o animal falhou em pegar a grade e a
pata anterior passou por entre o espaco vazio de 9cm?. A grade e suas laterais foram pintadas
de preto e o fundo coberto por papel preto. Toda a extenséo da grade foi filmada de uma viséo
superior e as imagens geradas foram analisadas apo6s terem sido digitalizadas, da mesma

maneira que descrito para o teste de campo aberto. O nimero de erros que o animal cometeu
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com a pata anterior direita em trés minutos de teste, distancia percorrida, velocidade maxima

e nimero de quadrantes visitados foram analisados.

Figura 3. Visao superior da grade em que foram realizados os testes do passo em falso.

A grade (50 x 100 cm) suspensa a 50 cm do chéo foi pintada de preto e papel preto foi colocado no fundo. Os
animais caminharam sobre a barra durante 3 minutos e um avaliador contou o nimero de erros (o animal passar a

pata anterior por entre as grades) cometidos pelo animal.

3.6.3. Barras Paralelas

Esse teste é utilizado para avaliar coordenacdo motora de patas posteriores. O aparato
consiste de duas plataformas de madeira (30x40cm com 50 cm de altura) unidas por duas
barras de metal de 1 cm de diametro e 115 cm de comprimento, mostrada na figura 4. A

distancia entre as barras é de 2,5cm.

O animal foi estimulado a se deslocar de uma plataforma para outra, atravessando as
barras, através de um estimulo aversivo (choque). Os animais receberam, inicialmente, um
choque de intensidade de 0,23 mA. Caso o animal ndo atravessasse a barra, esse choque era
aumentado a cada 30 segundos até 0,83 mA. Caso o animal permanecesse por 30 segundos
recebendo o estimulo maximo, o teste era interrompido e o animal classificado como incapaz

de deixar a plataforma de teste. Para avaliar a coordenacdo motora, 0 numero de erros
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cometidos pelo animal foi contado, considerado-se erro quando o animal colocava as duas

patas posteriores na mesma barra, deixava uma ou as duas patas para fora ou entre as barras.

Figura 4. Animal caminhando sobre as barras paralelas durante o teste.

As barras paralelas sdo formadas por duas plataformas de madeira (30x40cm com 50 cm de altura) unidas por
duas barras de metal de 1 cm de diametro e 115 cm de comprimento. A distancia entre as barras é de 2,5¢cm.. Os
animais sdo encorajados a atravessar as barras através de um estimulo aversivo (choque). Durante a travessia do
animal, o avaliador observou as patas posteriores do animal, foi contado erro toda vez que o animal colocou as

duas patas posteriores na mesma barra, deixou uma ou as duas patas para fora ou entre as barras.
3.7. Protocolo de Treinamento Motor na Esteira

O protocolo de treinamento foi iniciado no 4° dia pds-operatdrio. Os animais dos
grupos SE e IE foram submetidos ao exercicio na esteira 5 dias/semana, por 30 minutos,
durante 4 semanas. Os animais do grupo SE correram a uma velocidade de 8m/min por 5
minutos, 11m/min por 5 minutos e 15m/min por 20 minutos (Diaz, 2004). Os animais do
grupo IE correram a uma velocidade de 3m/min por 30 minutos. Essa velocidade foi
determinada pelo experimento descrito adiante. As sessfes de exercicio foram iniciadas

sempre apds as 17 horas. O treinamento foi realizado em uma esteira (Treadmill LE 8706, LSI
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Letica Scientific Instruments, Barcelona, Espanha) no laboratério de Endocrinologia do

Departamento de Fisiologia e Biofisica. ICB, UFMG.

3.8.Experimento para Determinar a Velocidade de Treinamento do
Grupo Isquemiado.

Esse experimento teve como objetivo adaptar o esfor¢o fisico realizado pelos animais
isquemiados, durante treinamento na esteira, ao dos animais sham. Para determinar esse valor,

a freqliéncia cardiaca (FC) foi utilizada como parametro de esforco (Brooks, 1978).

3.8.1. Grupos Experimentais

O estudo foi conduzido com trés grupos experimentais. O grupo controle foi formado
por animais submetidos a implantacdo de eletrodos para registro do eletrocardiograma (ECG)
durante o esforco na esteira (n=6). O grupo sham foi integrado por animais submetidos a
cirurgia de implantacao de eletrodos para registro do ECG e apenas ao procedimento cirurgico
dos animais isquemiados, porém sem a oclusdo da ACM, e avaliados sob esfor¢o na esteira
posteriormente (n=6). O grupo isquemia foi composto por animais submetidos a cirurgia de
implantacdo de eletrodos para registro do ECG e a oclusdo da ACM e avaliados sob esforgo

na esteira (n=5).

3.8.2. Criérios de Inclusao

Antes de serem incluidos no experimento, os animais foram levados a esteira para se
exercitarem a uma velocidade de 8, 11 e 15m/min por dois minutos em cada velocidade.
Somente 0s animais que foram capazes de desempenhar essa tarefa em trés dias diferentes

foram submetidos a cirurgia de implantacao de eletrodos.
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3.8.3. Confeccdo do Eletrodo para Registro do ECG

Os eletrodos para registro do ECG foram confeccionados utilizando-se um fio AWG
26 (Eletronica General Ltda., S&o Paulo, Brasil). Os fios foram desencapados em seus 10 cm
iniciais e os filamentos de cobre ficaram expostos. Esses filamentos foram divididos em dois
feixes, enrolados entre si e em seguida posicionados para formar uma argola. O filamento de
cobre que restou da formacao da argola foi coberto com isolante termoretratil. Em seguida, os
filamentos de cobre (da argola) foram recobertos por solda comum de estanho. Os eletrodos

estdo ilustrados na figura 5.

Figura 5. Eletrodos de registro de ECG.

Eletrodos de registro de ECG confeccionados com fios AWG 26. Os filamentos de cobre do interior do fio foram
expostos e em seguida enrolados para assumir a forma de uma argola. Os filamentos restantes foram cobertos
com isolante termoretratil (cobertura preta do fio logo abaixo da argola formada pelos filamentos de cobre). A

argola de filamentos de cobre foi coberta por solda comum de estanho.
3.8.4. Cirurgia de Implantacao de Eletrodos para Registro do ECG

Primeiramente, uma cirurgia de implantagdo de eletrodos periféricos para registro do
ECG foi realizada. Os animais foram anestesiados com Tiopental sédico (40 mg /kg) i.p..
Apds a anestesia, foi injetada atropina diluida em salina a 2% (0,1ml por rato) via i.p. para a
prevencdo de arritmias cardiacas e hipersecrecdo brénquica secundaria a administracdo do

anestésico. Foi também administrado Pentabi6tico Veterinario Pequeno Porte (Fort DodgeO,
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Séo Paulo, Brasil) (0,1 ml por rato) via intra muscular para cobertura antibiética profilatica.
Os animais foram mantidos, durante toda a cirurgia, sobre uma bolsa de &gua quente para
manutencdo da temperatura corporal entre 36 e 38°C. O eletrodo de registro foi implantado
no lado direito da regido anterior do térax do animal. Em seguida, outro eletrodo foi colocado
no lado esquerdo da regido inferior do dorso do animal. Os eletrodos foram suturados em
musculos utilizando-se uma linha de nylon para minimizar registro de eletromiografia.
Através de um trocéater, os fios dos eletrodos foram conduzidos até a porcdo superior da
cabeca do animal sob o tecido subcutaneo. Apds a limpeza de todo o tecido subcutaneo dessa
regido, foram colocados dois parafusos de fixacdo no cranio. Os fios dos eletrodos foram
desencapados e soldados no conector. Logo em seguida, o conector foi fixado ao cranio do
animal com acrilico odontolégico. A figura 6 mostra um animal apos a realizacdo da cirurgia

de implantagéo de eletrodos para registro de ECG.

Figura 6. Animal apos a realizacéo da cirurgia de implantacdo de eletrodos para registro de ECG.

Os eletrodos foram suturados nos musculos utilizando-se uma linha de nylon. Em seguida, através de um
trocater, os fios dos eletrodos foram conduzidos até a porgdo superior da cabeca do animal sob o tecido
subcutaneo. Os fios dos eletrodos foram desencapados e soldados no conector. Logo em seguida, o conector foi

fixado ao cranio do animal com acrilico odontolégico.
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3.8.5. Registro do ECG

O registro do ECG foi realizado no Laboratorio de Endocrinologia do Departamento
de Fisiologia e Biofisica. O conector na cabeca do animal foi ligado a um amplificador de
ECG (desenvolvido por pesquisadores do Nucleo de Neurociéncias) através de um cabo
blindado, com o objetivo de minimizar a interferéncia do funcionamento do motor da esteira
no sinal registrado. O sinal de ECG amplificado foi entdo registrado no computador através
do transdutor de sinal Biopac (Biopac Systems, Inc, Santa Barbara, EUA). O aparato utilizado

para registro de ECG esté ilustrado na figura 7.

%

\.w - Amplificador

Sistema de
aquisi¢ao
anal6gico-digital
(Biopac)

Figura 7. Aparato de registro de ECG.

O animal foi colocado para correr na esteira. Durante o treinamento motor, o conector na cabega do animal foi
ligado a um amplificador de ECG (desenvolvido por pesquisadores do Nucleo de Neurociéncias) através de um
cabo blindado, com o objetivo de minimizar a interferéncia do funcionamento do motor da esteira no sinal
registrado. O sinal de ECG amplificado foi entdo registrado no computador através do transdutor de sinal Biopac
(Biopac Systems, Inc, Santa Barbara, EUA).
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3.8.6. Protocolo de Treinamento

Os animais controle comecaram o protocolo de atividade fisica 2 dias ap0s a
implantacdo de eletrodos. O registro do ECG foi feito por 3 dias consecutivos, durante 33
minutos. Nos 3 minutos iniciais, 0 animal permaneceu em repouso. Logo em seguida, foram
feitos 5 minutos de registro com o animal correndo a 8m/min na esteira, mais 5 minutos de

registro a 11m/min e 20 minutos de registro a 15m/min.

Os animais dos grupos sham e isquemiado foram submetidos a uma nova cirurgia 5 a
7 dias apo6s a implantacéo de eletrodos para registro do ECG. O grupo isquemia foi submetido
a oclusao da ACM, enquanto o grupo sham passou pelos mesmos procedimentos cirirgicos
sem a ocluséo da artéria. O critério de inclusdo desses animais no experimento foi o indice de
gravidade, descrito anteriormente, tomando-se zero para o animal sham e quatro para o

isquemiado.

Quatro dias ap6s a segunda cirurgia, 0 exercicio na esteira foi iniciado. Para o grupo
sham, o protocolo de treinamento foi 0 mesmo do grupo controle, enquanto o grupo isquemia
foi submetido a diversas velocidades de treinamento. Foram feitos 33 minutos de registro de
ECG em 3 dias consecutivos. Os trés primeiros minutos foram em repouso. Logo em seguida,
o animal correu em 10 velocidades diferentes por 3 minutos em cada uma delas. As
velocidades foram 3m/min, 4m/min, 5m/min, 6m/min, 7m/min, 8m/min, 9m/min, 11m/min,
13m/min e 15 m/min. O tempo de 3 minutos para cada velocidade € utilizado em testes de
esforco, pois permite a estabilizacdo da FC em uma determinada intensidade de exercicio
(McArdle et al., 1998). Os animais do grupo isquemia treinaram sob inimeras condi¢oes
diferentes de esforco para que fosse descoberto o valor de FC que correspondesse ao esforgo

realizado pelos animais do grupo controle e sham.
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3.8.7. Calculo da Frequéncia Cardiaca

O valor da FC foi calculado tomando-se 10 segundos dentro de um minuto de registro
do ECG e contando-se quantos batimentos cardiacos havia nesse intervalo. Em seguida, o
numero resultante foi multiplicado pelo valor de batimentos por minuto (bpm) fornecido pelo
programa AcgKnowledge (Biopac System, Inc., Goleta, EUA). Para os grupos sham e
controle, os 10 segundos selecionados para a contagem da FC sempre foram retirados do 3°
minuto de repouso, do 5° minuto de registro das velocidades 8m/min e 11m/min. E do 5°, 10°,
15° e 20° minuto de corrida a 15m/min. Para o grupo isquemia, sempre foi analisado o 3°
minuto do periodo de repouso e de cada uma das velocidades de treinamento. Como cada
animal ao final do experimento possuia trés registros de FC, foi retirada a mediana das trés
mensuracdes para a analise estatistica final. A figura 8 mostra um registro de ECG com uma

porcao selecionada.
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Figura 8. Registro de ECG.

A figura mostra parte do registro de ECG selecionado (barra preta com registro em azul). Para a contagem da FC
foram selecionados 10 segundos dentro de um minuto de registro do ECG e foram contados quantos batimentos
cardiacos havia nesse intervalo. Em seguida, o nimero resultante foi multiplicado pelo valor de batimentos por

minuto (bpm) fornecido pelo programa AcgKnowledge e obtido o valor da FC em um minuto.
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3.9.Perfusao

No 32° dia de experimento, os ratos foram anestesiados com Uretana (140mg/100g) e
em seguida submetidos a perfusdo transcardiaca. Primeiramente, 0s vasos sanguineos foram
perfundidos com salina por 10 minutos e, posteriormente, com paraformaldeido tamponado
4% por mais 15 minutos. Apds perfusdo, o cérebro dos animais foi retirado do créanio e fixado

por uma hora em paraformaldeido 4% a 4°C.

3.10. Medida do VVolume de Infarto

A medida do volume de infarto € um dado importante para estudos de recuperagéo
apos isquemia, porque esta relacionado com o desempenho funcional do animal (Lyden et al.,
1997). Apos fixacdo, o cérebro dos animais foi fatiado no vibratome (Series 1000, Technical
Products International, Inc., Saint Louis, EUA) em uma espessura de 100 um. As fatias foram
coradas com vermelho neutro para que os nucleos dos neurbnios pudessem ser visualizados.
As fatias ja coradas foram entdo visualizadas em uma lupa (Stemi 2000-C, Zeiss, Alemanha)
e fotografadas por uma camera CCD (TCZ-984P, Fujitsu, Japdo). Essas fotos foram
analisadas no programa Image Tool for Windows (versdo 3.0, The University of Texas Health
Science Center in San Antonio, EUA). Para cada fatia do cérebro do animal foi tragado um
contorno envolvendo o tecido integro de cada um dos hemisférios cerebrais. Todo o tecido
cerebral em que ndo havia neurénios foi incluido na area de infarto.A partir desse contorno, o
programa foi capaz de mensurar a area, em mm?, daquele hemisfério cerebral. Em seguida, a
area do hemisfério direito (ndo lesado) foi dividida pela do hemisfério esquerdo (lesado). As
fatias foram agrupadas de acordo com sua referéncia de localizacdo em relacdo ao Bregma.
Os intervalos determinados foram os seguintes de 4,2 a 3,7mm; 3,7 a 3,2mm; 3,2 a 2,7mm;
2,7a2,2mm; 2,2a17/mm;1,7a1l2mm;1,2a0,7mm,-3,3 a-3,6mm, -3,6 a-3,9mm, -3,9 a -

4,2mm de distancia do Bregma (Paxinos and Watson, 1998) e estdo ilustrados na figura 9.
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Todas as fatias que pertenciam ao mesmo intervalo foram reunidas e a média das razGes entre

a area do hemisfério direito e esquerdo calculada.

4,2mm 1,7mm
3,7mm 1,2mm
3,2mm -3,3mm
2,7mm -3,6mm
2,2mm . -3,9mm

Figura 9. Pardmetros do Paxinos para a localizacao das fatias avaliadas ha medida do volume de infarto.
Todas as fatias que pertenciam ao mesmo intervalo (distancia em relacdo ao Bregma) foram reunidas e a média
das razdes entre a area do hemisfério direito e esquerdo calculada. Em seguida, a média de cada intervalo foi

comparada entre 0s quatro grupos.
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3.11. Analise Estatistica

A analise dos valores da FC foi feita a partir do A (diferenca entre a FC em
determinada velocidade e o repouso). Foi utilizada Two Way Anova com medidas repetidas
para comparar 0s grupos (isquemia, controle e sham) ao longo das diversas velocidades de
treinamento seguido do Post-hoc de Tukey. One Way R M Anova, seguida do pos-teste
Student-Newman-Keuls, foi utilizada para andlise da variacdo de AFC dentro de um mesmo
grupo. A anélise dos valores absolutos da FC também foi realizada. Foram utilizados os

mesmos testes que analisaram os valores de AFC.

Para a andlise do peso dos animais, o valor mensurado no pré-operatorio (gramas) foi
fixado como 100% e todos os valores posteriores foram calculados em relacédo a esse valor
inicial. Foi utilizada Two Way Anova com medidas repetidas para a comparar 0s grupos (SS,
SE, IS e IE) ao longo do tempo (peso pré-operatério, 1 a 32 dias pds-cirurgico) seguido do
Post-hoc de Tukey. Foi utilizado também o teste t de Student pareado para comparar a
variacdo de um dia subsequiente ao outro, ao longo de todo o experimento, dentro de um

mesmo grupo. Todos os testes consideraram (p<0,05) para diferengas estatisticas.

Para a andlise da distancia percorrida pelos animais no campo aberto, o valor
mensurado no pré-operatorio (cm) foi fixado como 100% e todos os valores posteriores foram
calculados em relagdo a esse valor inicial. Foi utilizada Two Way Anova com medidas
repetidas para a comparar os grupos (SS, SE, IS e IE) ao longo do tempo (pré-operatério, 10 e
31 dias pos-cirurgico) seguido do Post-hoc de Tukey. Para a andlise da velocidade maxima
atingida e numero de quadrantes visitados foram utilizados testes ndo paramétricos. Teste de
Kruskal-Wallis fez a comparacéo entre os grupos no mesmo dia de teste (pré-operatério, 10 e
31 dias pos-operatorio). Teste de Friedman foi utilizado para a comparagdo entre os dias de

teste dentro do mesmo grupo.
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Para analise dos erros cometidos pelo animal durante os 3 minutos de Passo em falso
teste foi utilizada estatistica ndo paramétrica, uma vez que os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn, foi utilizado para
comparacdao entre 0s grupos no mesmo dia de teste (pré-operatério, 10 e 31 dias pos-
operatério). O teste de Friedman, seguido do poés-teste de Student-Newman-Keuls, foi
utilizado para a comparacdo entre os dias de avaliacdo dentro do mesmo grupo. Os mesmos
testes foram utilizados para analisar a distancia percorrida, a velocidade maxima desenvolvida

e 0 nimero de quadrantes visitados.

O ndmero de erros cometidos pelo animal nas barras paralelas foram adequados a uma
escala de 0 a 5. Essa escala foi descrita no trabalho de Ding e colaboradores e surgiu devido
ao fato de muitos animais isquemiados (submetidos a oclusdo da ACM) ndo conseguirem
desempenhar as tarefas motoras necessarias a avaliagcdo funcional. A pontuacdo dentro da
escala foi adequada ao desempenho motor demonstrado pelo animal durante o teste (Ding et

al., 2002b).

Tabela 1. Escala dos erros cometidos pelos animais na realizacdo do teste das barras
paralelas.

Pontuacdo [ Critérios de pontuacao
0 Sem erros
Menos de 1 erro cometido por metro percorrido nas barras
Igual ou mais de 1 erro cometido por metro percorrido nas barras
Mais de 2 erros cometidos por metro percorrido nas barras
Mais de 3,5 erros cometidos por metro percorrido nas barras
Mais de 6 erros cometidos ou incapacidade de atravessar as barras

OB WIN|F-

De acordo com os valores dessa escala, o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste
de Dunn, foi utilizado para a comparagdo entre 0s grupos no mesmo dia de teste (pré-

operatorio, 10 e 31 dias pds-operatorio) e o Teste de Friedman, seguido do pds-teste de
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Student-Newman-Keuls, para a comparacdo entre os dias de teste dentro do mesmo grupo.
Para analisar se havia correlacdo entre o sedentarismo apés isquemia e a capacidade de

atravessar as barras, foi utilizado o teste exato de Fisher.

Para analise do volume de infarto, foi considerado o valor da razdo entre a area do
hemisfério direito sobre a area do esquerdo. As médias dos valores das fatias que foram
agrupadas de acordo com a distancia de sua localizagdo em relacdo ao Bregma foram
utilizadas. Como os valores adquiridos ndo apresentaram distribuicdo normal, foi utilizada
estatistica ndo paramétrica. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de
Dunn, para analise entre 0s grupos para a mesma distancia em relagdo ao Bregma e teste de

Wilcoxon para variagdo ponto a ponto dentro de um mesmo grupo.
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4. RESULTADOS

4.1.Caracterizacdo do modelo de oclusdo transitoria da artéria cerebral
media

O teste que teve como objetivo verificar se o fio de oclusdo seguiu o trajeto da artéria

carotida interna teve resultado positivo, como mostrado na figura 10. Nessa radiografia, o fio

de oclusdo de aco pode ser visualizado no interior do cranio do animal. Caso o fio seguisse

dentro do lumen do ramo pterigo palatino, ele alcancaria a regido externa da face.

r

>

i M %E I

Figura 10. Radiografia do cranio do animal com o fio de oclusédo de a¢o em seu interior.

Com o objetivo de verificar se o fio de oclusdo estava seguindo o trajeto da ACI, o fio de oclusdo de nylon foi
substituido por um fio de aco que também teve sua espessura aumentada para 300um, em seus 5mm iniciais,
com silicone. O procedimento cirdrgico foi realizado e a extremidade do fio de ocluséo de aco foi posicionada a
20-21mm da bifurcacdo da ACC. Em seguida, foi feita uma radiografia (0,4 segundos de exposi¢ao ao raio-x)
com o aparelho odontoldgico (Gnatus, Ribeirdo Preto, Brasil). A seta mostra o fio de oclusdo de ago no interior
do cranio.

O segundo teste teve como objetivo verificar se 0 método empregado na oclusao
intraluminal da ACM era eficiente em interromper o fluxo sanguineo para a area cerebral
irrigada por essa artéria. A figura 11A mostra que o sistema vascular do hemisfério direito foi
corado pelo Azul de Evans, enquanto a figura 11B mostra que a presenca do fio de oclusdo na
origem da artéria ndo permitiu a entrada do corante no hemisfério esquerdo. O Vermelho
Neutro corou o limen da ACM desde sua origem proximal no hemisfério direito, mas o

mesmo néo foi possivel no hemisfério esquerdo (figura 12).

36



Figura 11. Cérebro de animal perfundido com o corante Azul de Evans apds oclusdo da ACM.
Apos perfuséo transcardiaca com o corante Azul de Evans, na presenca do fio de oclusdo na origem da ACM esquerda,
podemos visualizar a ACM direita corada. (A). O corante Azul de Evans ndo foi capaz de penetrar a ACM esquerda

devido a presenca do fio de oclusdo na origem proximal dessa artéria (B).

Figura 12. Visao inferior de cérebro de animal perfundido com o corante Vermelho Neutro ap6s ocluséo da ACM.
Apo6s perfusdo transcardiaca com o corante Vermelho Neutro, na presenca do fio de oclusdo na origem da ACM
esquerda, podemos visualizar a origem da ACM direita corada. O corante ndo foi capaz de penetrar a ACM esquerda

devido & presenca do fio de oclusdo na origem proximal dessa artéria (indicado pela seta).
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4.2.Efeito da intensidade de exercicio sobre a freqiiéncia cardiaca nos
diferentes grupos de animais

Os valores de AFC ndo foram diferentes para as diversas velocidades no grupo
isquemia. A variacdo dos valores foi pequena entre as diversas velocidades como pode ser
observado na tabela 2. No grupo controle e no grupo sham, o AFC para a velocidade de
15m/min é maior que para as velocidades de 8m/min e 11m/min (p<0,05). Esses resultados
sdo expressos em média + erro padrdo da média e podem ser melhor observados na forma de
graficos mostrados na figura 13. Durante os 20 minutos de treinamento na esteira a 15m/min

n&o houve variagéo estatisticamente significativa na FC para os grupos controle e sham.

Os valores de FC foram diferentes do repouso para todas as velocidades de
treinamento nos grupos isquemia, controle e sham. Os animais do grupo isquemia apresentam
maior valor de FC em repouso e nas diversas velocidades de treinamento em relacdo aos
animais dos grupos controle e sham, mas esse aumento ndo é estatisticamente significativo.

Esses valores s&o mostrados na figura 14.

Tabela 2: Valores de AFC dos grupos controle, sham e isquemia em todas as velocidades
de treinamento.

VELOCIDADE A FC DOS GRUPOS

(M/MIN.) Controle Sham Isquemia
3 81,6 £12,2
4 71,8+12,3
5 88,6 £11,3
6 76 £159
7 86,2+ 13,4
8 112,8 £ 20,1 95,8 +19,0 92,8 +17,3
9 96,4 £ 18,5
11 123+ 19,6 1105+ 22,0 101 +17,4
13 92,3+31,1
15 151,8 +19,7 130,7 + 20,4 86 + 30,1
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Figura 13. Medida da FC durante treinamento na esteira (valores de A FC)

Os valores de A FC sdo mostrados para todos os grupos nas diversas velocidades de treinamento na esteira. Nos
grupos controle e sham, a A FC na velocidade de 15m/min foi diferente daquela registrada a 8m/min e 11m/min,
teste One Way R M Anova (p<0,05) como mostrado no grafico de barras em detalhe. No entanto, para 0 grupo
isquemia, ndo houve diferenca estatistica no A FC entre as 10 velocidades de treinamento em que os animais

foram submetidos. As barras indicam o erro padrédo da média.
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Figura 14. Medida da FC durante treinamento na esteira

Os animais do grupo isquemia apresentam maior valor da FC em repouso que o0s animais dos grupos controle e
sham, porém esse aumento nao é estatisticamente significativo. Os valores da FC dos animais do grupo isquemia
ndo variam ao longo das 10 velocidades de treinamento, mas foram diferentes da FC em repouso (p < 0,05). As

barras indicam erro padrdo da média.
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4.3.Efeito do exercicio e da isquemia sobre o peso corporal dos animais

O peso corporal dos animais foi avaliado diariamente ao longo do experimento, como
mostra a figura 15. Os valores de peso foram normalizados em relacdo ao periodo pré-
operatorio tomando-se tais valores como 100%. Todos os animais tiveram queda significativa
de peso corporal no 1° dia pds-operatorio (SS: 96,41 + 0, 77; SE: 94,39 + 0, 79; 1S: 90,93 +
0,63 e IE: 93,25 £ 0,46). Os animais do grupo SS e SE comecaram a recuperar 0 peso a partir
do 5’ dia pds-operatério, enquanto os do grupo IS e IE recuperaram o peso a partir do 12" e 8
dias respectivamente (p<0,05). A partir do 7' dia pés-operatério, os animais do grupo IE ja
ndo apresentavam diferenca estatisticamente significativa de peso em relagdo aos dos grupos
SS e SE. Somente a partir do 18" dia de experimento, o peso dos animais do grupo IS deixou
de ser diferente dos outros trés grupos. As curvas de peso, ao longo de todo o experimento,
sdo iguais para os grupos SS e SE. A curva desses dois grupos ¢ diferente da curva do grupo
IE, que por sua vez é diferente da curva do grupo IS. Somente os animais do grupo IS nédo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre o peso pré-operatorio e o peso do

32° dia de experimento.
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Figura 15. Medida do peso corporal dos animais ao longo do experimento

O peso corporal dos animais foi avaliado todos os dias ao longo do experimento. O dia 0 é o dia em que foi
realizada a cirurgia (peso pré-operatdrio). Todos os animais perderam peso no primeiro dia pés-operatorio, mas
0s animais dos grupos SS e SE recuperaram mais rapidamente que os animais dos grupos IS e IE. As curvas de
peso dos animais dos grupos SS e SE sdo iguais, no entanto as dos grupos IS e IE sdo diferentes entre si.
Somente os animais do grupo IS ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa entre o peso pré-

operatorio e o do 32° dia pés-cirurgia. Todas as diferencas estatisticamente significativas apresentam p < 0,05.
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4.4.Efeito da isquemia e do exercicio sobre a performance dos animais
no teste de Campo Aberto

4.4.1. Disténcia Percorrida pelos animais durante o teste

Na anélise da distancia percorrida pelos animais no teste de campo aberto ndo foi

encontrada diferenca entre 0s grupos nos trés dias de teste. Os valores das porcentagens da

distancia percorrida estdo mostrados na tabela 3 (resultados expressos em média + erro padrédo

da media). Os dados da tabela 3 s&o mostrados na forma de grafico de barras na figura 16.

Através desse grafico é possivel visualizar a grande variacdo da atividade exploratoria dos

animais entre 0s grupos nos trés dias de testes.

Tabela 3: Valores da porcentagem da distancia percorrida (cm) pelos animais no teste

de campo aberto.

Grupos | Teste pré-operatorio | Teste de 10 dias | Teste de 31 dias
SS (100 + 0) (82,1 +403) | (93,4+31,9)
SE (100 + 0) (120,5 +28,5) | (163,8 +41,0)
IS (100 + 0) (188,3+66,0) | (170,3 +57,8)
IE (100 + 0) (122,4+16,8) | (88,9 +17,0)
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Figura 16. Distancia percorrida pelos animais no teste de campo aberto.

Os animais do grupo SS exploraram menos nos testes do 10° e 31° dia pds-operatdrio em relacio ao teste pré-
operatorio. Os animais do grupo SE, IS e IE exploraram mais nos dois Ultimos testes em relagdo ao teste inicial.
No entanto, nenhum grupo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os trés dias de teste (Two
Way Anova com medidas repetidas seguido do Post-hoc de Tukey). As barras indicam erro padrdo da média.
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4.4.2. Velocidade maxima desenvolvida pelos animais durante o teste

Na analise da velocidade maxima (m/s) desenvolvida pelos animais nao foi encontrada
nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos nos trés dias de teste. Os

valores de velocidade méxima desenvolvida pelos animais estdo expressos na tabela 4

(mediana + primeiro/terceiro quartis)

Tabela 4. Velocidade maxima desenvolvida pelos animais no teste de campo aberto.

Grupos | Teste Pre-operatorio | Teste de 10 dias | Teste de 31 dias
SS (0,16 + 0,04/0,24) (0,12 + 0,04/0,28) (0,16 + 0,04/0,24)
SE (0 16 + 0,10/0,18) (O 16 + 0,12/0,20) (0 18 + 0,14/0,20)
IS (0 20 + 0,16/0,23) (O 20 + 0,16/0,27) (0 16 + 0,05/0,23)
IE (0,04 + 0,04/0,07) (0'04 + 0,04/0,07) (0,04 + 0,04/0,04)

4.4.3. Namero de Quadrantes Visitados pelos animais durante o teste

Somente um animal do grupo SS ndo visitou 0s quatro quadrantes no teste pré-
operatorio e outro ndo percorreu todos os quadrantes no 10° dia de teste. Trés animais do
grupo SE ndo visitaram 0s quatro quadrantes no teste pré-operatorio e outros dois ndo
percorreram todos os quadrantes no 10° dia de teste. Todos os animais dos grupos IS e IE
visitaram os quatro quadrantes em todos os trés dias de testes. N&o foi encontrada nenhuma
diferenca estatisticamente significativa no niamero de quadrantes visitados entre 0s grupos em

nenhum dos trés dias de teste.
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4.5.Efeito da isquemia e do exercicio sobre a performance dos animais
no teste Passo em falso

4.5.1. Namero de Erros Cometidos pelos animais em 3 minutos de
teste.

Os animais do grupo IS (7 + 3875 cometeram mais erros no teste passo em falso do
que os animais do grupo SS (1 + %3®) e SE (1% ¥*) no teste realizado no 10° dia apds a cirurgia

(p<0,05). Esse grupo também mostrou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) no

+ 3,75/8,75

teste do 10° dia pés-cirurgia (7 ) em relacdo ao pré-operatério (0 + °*) e ao do 31° dia

1 + 0,25/5,75 a + primeiro/terceiro quartis)

pos-cirurgia ( ). Os resultados estdo expressos (median no

grafico da figura 17.
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Figura 17. Namero de erros cometidos pelos animais no teste passo em falso.

Os animais do grupo IS cometeram mais erros no teste realizado no 10° dia pés-cirurgia em relagéo ao teste pré-
operatoério e do 31° dia. O asterisco mostra diferenca dentro do mesmo grupo entre os trés dias de avaliacdo, teste
de Friedman seguido do pds-teste de Student-Newman-Keuls, (p<0,05). Os animais do grupo IS cometeram mais
erros que os dos grupos SS e SE no teste do 10° dia pds-operatério (letra b). Diferentes letras indicam diferencas
entre 0s grupos no mesmo dia de avaliacdo, teste de Kruskal-Wallis seguido do p6s-teste de Dunn, (p<0,05). Os

resultados estdo expressos em mediana + primeiro/terceiro quartis.
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4.5.2. Distancia Percorrida

Na andlise da distancia percorrida (cm) pelos animais no teste passo em falso nao foi

encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos nos trés dias de

teste. Os valores da distancia percorrida pelos animais estdo expressos na tabela 5 (mediana +

primeiro/terceiro quartis)

Tabela 5: Distancia percorrida pelos animais no teste passo em falso .

Grupos

Teste pré-operatorio

Teste de 10 dias

Teste de 31 dias

SS

(370’ 4+ 133, 8/ 685 ,8)

(162, 7 + 8, 45/ 278, 8)

(225, 0+ 47,74/ 397, 9)

SE

(336, 4+ 176, 4/ 438, 5 )

(224’ 3+ 97, 29/ 364, 1)

(164, 3+ 8,59/ 417, 5)

(324’ 6+ 112, 7/ 426, 3)

(191, 0+ 46, 11/ 438, l)

(6, 08 + 0, 0/ 520, 5)

(435’ 2+ 314, 9/ 572, 1)

(344, 1+ 193, 0/ 513, 7)

(216, 7+ 169, 87/ 428, 6)

4.5.3. Velocidade Maxima Desenvolvida pelos animais durante o teste

Na anélise da velocidade méaxima (m/s) desenvolvida pelos animais no teste passo em

falso néo foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos nos

trés dias de teste. Os valores de velocidade maxima desenvolvida pelos animais estdo

expressos na tabela 6.

Tabela 6. Velocidade maxima desenvolvida pelos animais no teste passo em falso.

Grupos Teste Pré-operatorio Teste de 10 dias Teste de 31 dias
SS (0,14 + 0061060y (0,08 = 0081020y (0,24 + 004034y
SE (0,24 + 0201040 (0,38 + 0081054 (0,20 + 006/050)
IS (0,40 = 016046 (0,28 + 008038 (0,04 + 004038
IE (0,08 + 0,08/0,14) (0,08 + 0,04/0,08) (0,08 + 0,04/0,08)
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4.5.4. Namero de Quadrantes Visitados pelos animais durante o teste

A maior parte dos animais visitou 0s quatro quadrantes durante a realizacdo dos testes.
Né&o foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa no nimero de quadrantes

visitados entre 0s animais do mesmo grupo em nenhum dos trés dias de teste.

4.6.Efeito da isquemia e do exercicio sobre a performance dos animais
no teste das Barras Paralelas

4.6.1. Erros cometidos pelos animais ao atravessar as barras paralelas

Os animais do grupo IS (5 + **®

) cometeram mais erros no teste das barras paralelas do
que os animais dos grupos SS (0, 5 + ¥ °) e IE (2 + ) no teste realizado no 10° dia apés a
cirurgia (p < 0,05). No teste do 31° dia pés-operatério, os animais do grupo IS (5 + *°°)
cometeram mais erros que 0s dos grupos SS (1 + %2), SE (2 + **®%) e IE (1 + ). Os animais
do grupo IS cometeram mais erros no teste do 10° dia (5 + >°) e do 31° dia pés-cirtrgico (5 +
4,25/5

) do que no teste pré-operatério (1 + ¥>7°) (p< 0,05). Esses resultados estio expressos na

figura 18 (mediana + primeiro/terceiro quartis)

4.6.2. Efeito do exercicio apds isquemia sobre a capacidade de
realizacdo do teste das barras paralelas

Entre os sete animais do grupo IS, trés ndo conseguiram sair da plataforma para
atravessar as barras paralelas no teste realizado 10 dias apds a cirurgia. Entretanto, no teste do
31’ dia pés-operatério, apenas um animal ndo foi capaz de deixar a plataforma para realizar a
travessia. Enquanto no grupo IE, todos os animais deixaram a plataforma inicial de teste e
atravessaram as barras paralelas nos testes do 10° e 31° dias pos-cirurgia. No entanto, a
analise realizada para descobrir se havia relagdo entre sedentarismo apds isquemia e

capacidade de atravessar as barras paralelas ndo mostrou relacdo entre os fendmenos.
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Figura 18. Erros cometidos pelos animais no teste das barras paralelas (em escala).

Os animais do grupo IS cometeram mais erros nos testes realizados nos 10° e 31° dia pés-cirurgia em relagdo ao
teste pré-operatério. O asterisco mostra diferenca dentro do mesmo grupo entre os trés dias de avaliagdo, teste de
Friedman seguido do pds-teste de Student-Newman-Keuls, (p<0,05). Os animais do grupo IS cometeram mais
erros que os dos grupos SS e IE no teste do 10° dia pés-operatério (letra b) e mais erros que os demais grupos no
teste do 31° dia pds-operatdrio (letra c). Diferentes letras indicam diferencas entre os grupos no mesmo dia de
avaliacdo, teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn, (p<0,05). Os resultados estdo expressos em

mediana + primeiro/terceiro quartis.
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4.7.Medida do Volume de Infarto

No

intervalo de 4,2/3,7mm em

relacio ao Bregma nao houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos. No entanto, a partir do intervalo 3,7/3,2mm até

0 1,2/0,7mm o grupo IS apresentou volume de infarto maior que os grupos SS e SE. Nos

intervalos de -3,3/-3,6 a —3,9/-4,2 os grupos IS e IE apresentaram maior volume de infarto

que os grupos SS e SE. Os valores das medianas (primeiro/ terceiro quartis) das razdes da area

do hemisfério direito sobre a area do hemisfério esquerdo sdo mostrados na tabela 7 e na

figura 19.

mostra a real extensdo da lesdo em relacéo ao cérebro dos demais animais dos grupos sham.

A figura 20 ilustra as areas de lesdo do hemisfério esquerdo nos animais isquemiados e

Tabela 7. Valores das razbes entre as areas do hemisfério direito sobre a area do
hemisfério esquerdo nas fatias.

42a3,7|37a32|32a27|27a22|22al7|17al12|12a0,7|-33a-36|-36a-39|-39a-4,2
sS | 1,1 WD | 1@ | 19 @WLY | g @LY 1 @1y 1@ |1 095125 1@ 1@ 1@
SE| 1WLD | qqWih | gLy | g9 @LY | g @LDY 1 Wy 1 @W105) LWy 1 091 1 WD
IS | 1,4 @210) | 1 3 WULE | 1 4 QL6 | 1 5AILY | 1 7042 |1 gLO22)| ] gL82D) | 1 7AT2Y | 1 g6 | 1 5 LELY)
IE | 1,2 @Y1 |1 QL3 | 1 3AULA | 1 30214 | | 3A2LE) | 1 5 QALY | | gASILY) | | g Q72D | 1782 | 170818
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SS
SE

¢ 0> N

Leséo (% area da fatia)

42 37 32 27 22 17 12 0.7 -3.3 -3.6 -39 -4.2
Posicéo da fatia em relacdo ao Bregma (mm)
Figura 19. Volume de infarto do hemisfério esquerdo em relacgéo ao direito.
Os animais dos grupos SS e SE incluidos no estudo ndo apresentaram lesdo em nenhum dos hemisférios

cerebrais. Os animais dos grupos IS apresentaram maior volume de infarto que os animais do grupo IE. A quebra

no gréafico separa medidas do cortex motor e do hipocampo do animal. As barras indicam erro padrdo da média.
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Atlas Paxino

Figura 20. Fatias cerebrais dos animais dos diversos grupos experimentais.
A figura mostra uma fatia cerebral para cada intervalo de referéncia do Paxinos para cada um dos grupos. Pode-
se observar que o cérebro dos animais sham encontra-se integro em todas as fatias mostradas. No entanto, o

cérebro dos animais isquemiados revela extensa area de leséo.
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5. DISCUSSAO

5.1.Caracterizacdo do modelo de ocluséo transitoria da artéria cerebral
media
A técnica cirurgica utilizada para ocluséo transitoria da ACM mostrou-se eficaz sem a
necessidade de realizacdo de craniotomia, procedimento extremamente invasivo. A presenca
do fio de oclusdo na por¢do proximal da ACM foi capaz de impedir que o corante penetrasse
nessa artéria. Esse fato confirma que a distancia de 20-21mm da bifurcacdo ACC é um
parametro adequado para a colocacdo do fio em ratos com peso entre 275 e 325 gramas. A
espessura do fio por volta de 300um também ¢é suficiente para ocluséo do lumen da artéria
carétida interna, onde essa da origem a ACM e a artéria cerebral anterior no poligono de

Willis em animais na faixa de peso utilizada em nossos experimentos.

O modelo experimental de oclusdo da ACM é muito relevante clinicamente porque
permite a sobrevivéncia do animal por longos periodos apds lesdo (Hossmann, 1998).
Intensos cuidados pds-operatorios precisam ser tomados para que o animal sobreviva por
longos periodos e seu desempenho motor possa ser avaliado (Modo et al., 2000). Dos animais
gue sobreviveram as primeiras 48 horas pos-cirurgia, nenhum morreu ao longo do
experimento. Isso demonstra que os cuidados pds-operatdrios imediatos foram eficientes em
assegurar a sobrevivéncia dos animais por todo o periodo do experimento. Somente animais

isquemiados morreram no periodo pds-operatorio imediato.

Foram isquemiados 45 animais ao longo do experimento. Desse total, 13 morreram
dentro de 48 horas pos-cirurgia, 19 foram encaminhados para os experimentos e 13
apresentaram déficits com indice de gravidade menor que quatro e ndo foram incluidos no
estudo. Esses valores estdo de acordo com a literatura. Aspey descreveu que cerca de 33% dos
animais submetidos a oclusdo da ACM morrem no periodo de 48 horas apds lesdo (Aspey et

al., 1998).
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Todos os esforgos foram realizados para que o tempo de cirurgia fosse reduzido. Entre
a incisdo cirdrgica e a colocacdo do fio de oclusdo foram gastos em média 20 minutos. Um
menor tempo de cirurgia diminui as sequelas induzidas pelo procedimento e torna o modelo

de lesdo neuroldgica mais fidedigno.

A maior parte dos experimentos que utilizam o modelo de oclusdo transitéria da ACM
mantém o animal acordado durante a inducdo da isquemia. Apos o periodo determinado para
a oclusdo, o animal é reanestesiado para a retirada do fio e a realizagdo da sutura cirurgica
(Modo et al., 2000;Hudzik et al., 2000;Ding et al., 2002b). Como em nosso estudo o animal
permaneceu anestesiado durante a fase de isquemia, foi necessario manter o fornecimento de
anestésico o0 mais baixo possivel durante esse periodo para minimizar efeitos neuroprotetores
(Kapinya et al., 2002). Durante o periodo de oclusdo da ACM, os niveis de halotano foram
mantidos entre 2-1% de acordo com a tolerancia do animal. No entanto, o fato de o animal
estar anestesiado durante o procedimento cirtrgico ndo impediu o sucesso do modelo em
provocar lesdo cerebral extensa no hemisfério privado do fluxo sanguineo da ACM.
Memezawa, em 1992, utilizou animais anestesiados para a realizacdo do seu estudo que
investigou relacdo entre tempo de isquemia e de reperfusdo sobre a &rea de volume de infarto
(Memezawa et al., 1992). A lesdo cerebral presente no cérebro de 2 animais sham (excluidos
do estudo) foi, provavelmente, induzida por um émbolo formado durante manipulagdo dos
vasos. No entanto, nenhum outro animal sham apresentou lesdo cerebral visivel ao exame

macroscopico.

Alguns estudos mantém a oclusdao da ACM por um periodo de 2 horas (Zhang et al.,
2000;Ding et al., 2004a). No entanto, o tempo de 60 minutos de oclusdo transitdria dessa
artéria foi escolhido baseado em evidéncias que periodos isquémicos menores que 30 minutos
podem n&o produzir leséo e aqueles maiores que 120 minutos induzem a lesdo semelhantes a
oclusdes permanentes (Marin et al., 2003). O tempo de 1 hora de oclusdo utilizado em nosso

estudo foi suficiente para produzir déficits motores nos animais.

55



5.2.Efeito da intensidade de exercicio sobre a freqtiéncia cardiaca nos
diferentes grupos de animais

Os valores da FC ndo foram diferentes para as diversas velocidades no grupo
isquemia, embora esses animais tenham comecado a treinar a 3m/min e tenham passado por
mais oito velocidades diferentes até atingirem 15m/min. Esse resultado indica que nos
animais isquemiados a FC néo responde proporcionalmente ao aumento de velocidade na
esteira, provavelmente devido ao fato destes animais ja estarem realizando esforco méximo a
uma velocidade de 3m/min. Embora o valor da FC nédo tenha alterado significativamente ao
longo do treinamento, dois dos cinco animais isquemiados fadigaram, em pelo menos dois
dias de registro, a uma velocidade de 13m/min. Esse fato mostra que a estabilizacdo da FC se
deve a uma incapacidade do sistema cardiaco do animal em responder ao aumento da carga de

treinamento e ndo a uma ineficiéncia da carga em aumentar o esforco cardiaco do animal.

Diante desses resultados, os animais do grupo IE foram treinados na esteira a uma
velocidade de 3m/min. Esse experimento mostrou que, tendo como parametro de esforgo a
FC, para animais submetidos a oclusdo da ACM o esforco a 3m/min ja é suficiente para

estressar o sistema cardiovascular como a 15m/min.

Os animais isquemiados apresentaram maior FC de repouso que 0s animais dos grupos
controle e sham. Embora esse aumento nédo seja estatisticamente significativo, ele indica que o
animal com lesdo cerebral exerce um esforco fisico maior que os normais para realizar

atividades diarias (como explorar o ambiente).

Os animais dos grupos controle e sham responderam ao aumento da carga de exercicio
durante treinamento. Para ambos os grupos, 0 A FC a uma velocidade de 15m/min foi maior
que a 8m/min e a 11m/min. Isso significa que o sistema cardiovascular desses animais é capaz
de responder ao aumento da carga de treinamento e que a medida da FC é um bom parametro

para mensurar o esfor¢o fisico realizado durante exercicio na esteira.
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O fato de o grupo sham apresentar as mesmas respostas cardiovasculares que o
controle tornam evidente que a cirurgia ndo foi capaz de induzir as alteragdes observadas na
medida da FC no grupo isquemia. O procedimento cirargico ndo modificou a resposta da FC

ao exercicio.

5.3.Efeito do exercicio e da isquemia sobre o peso corporal dos animais

O peso corporal dos animais apés cirurgia de oclusdo transitéria da ACM é um dado
importante acerca de recuperagdo pos-operatéria (Modo et al., 2000). Nesse estudo, todos 0s
animais perderam peso apos a cirurgia (sham ou efetiva) para oclusdo da ACM. Os animais
sham perderam peso por causa do estresse cirurgico. Os animais isquemiados perderam peso

devido ao estresse cirdrgico e a lesdo cerebral.

O exercicio fisico isoladamente ndo foi capaz de induzir ganho de peso nos animais
sham, uma vez que as curvas de pesos dos grupos SS e SE sédo iguais. A cirurgia sham de
oclusdo da ACM teve pouco efeito sobre a curva de peso desses animais, uma vez que eles
recuperaram rapidamente o0 peso pré-operatério e seguiram ganhando peso durante o

experimento.

O exercicio fisico promoveu ganho de peso entre 0s animais isquemiados que foram
treinados na esteira. Os animais do grupo IE recuperaram 0 peso pré-operatdrio antes dos
animais do grupo IS. Além disso, os animais isquemiados sedentarios foram os Unicos que
ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa entre os pesos pré-operatério e do 32°
dia pos-cirurgia. Esse ganho de peso dos animais isquemiados treinados pode ser devido a
uma melhora no quadro neurolégico global, uma vez que o hipotdlamo (estrutura responsavel
pela ingestdo de alimentos) ndo é afetado diretamente pela oclusdo da ACM. Esse resultado
estd de acordo com a literatura. Marin, 2003, mostrou que animais treinados apds a isquemia

recuperaram o peso pré-operatdrio antes dos ndo treinados (Marin et al., 2003).

57



5.4.Protocolo de Treinamento

E muito variavel, entre diversos estudos, o dia ps-operatorio em que um protocolo de
treinamento é iniciado. Ha experimentos em que o animal é submetido a realizacdo de
exercicio 24 horas apés lesdo (Marin et al., 2003;Yang et al., 2003), outros em que 0
treinamento comeca até 15 dias apos isquemia (Biernaskie and Corbett, 2001). No entanto, na
maior parte dos trabalhos, o treinamento motor comeca entre 0 2° e o 5° dias pés-operatério
(Jones et al., 1999;Farrell et al., 2001;Risedal et al., 2002;Lee et al., 2003;Ding et al., 2004a).
Nesse estudo, o protocolo de treinamento foi iniciado no quarto dia pos-operatorio, pois esse
intervalo de tempo estd de acordo com a literatura e permitiu a avaliacdo das sequelas

neuroldgicas apresentadas pelo animal por trés dias.

A velocidade de treinamento na esteira para animais normais e apds dano cerebral
varia bastante de um trabalho para outro. Alguns estudos utilizam a velocidade de 20m/min
por até 30 minutos para treinamento (Wang et al., 2001;Yang et al., 2003). Entretanto, a
maioria dos experimentos determina a intensidade entre 8m/min e 15m/min para o exercicio
(Ding et al., 2002b;Ding et al., 2004a;Ding et al., 2004b). Para animais do grupo sham, esse
trabalho utilizou a velocidade de treinamento de 8m/min e 11m/min (por 5 minutos cada uma)
e 15m/min por 20 minutos, totalizando um tempo de 30 minutos de exercicio por quatro
semanas. A velocidade de 15m/min foi escolhida para o grupo sham de acordo com um
estudo de Ding (Ding et al., 2004b) que mostrou que animais ndo lesados treinados nessa
velocidade por 30 minutos durante 3 semanas apresentavam aumento no numero de vasos
sanguineos no estriado, além de aumento de fator de crescimento neural e fator neurotréfico
derivado do encéfalo. As duas velocidades anteriores (8m/min e 11m/min) foram utilizadas

para que houvesse um tempo de adaptacdo do animal as condic6es de treinamento na esteira.

Os animais isquemiados treinaram a uma velocidade de 3m/min de acordo com o
experimento realizado para igualar o esfor¢o realizado pelos animais sham e isquemiados.
Embora nesse estudo, a velocidade de treinamento apés lesdo tenha sido baixa se comparado

aos demais, foi suficiente para promover recuperacdo funcional. Seong-Min Ra, em 2002,
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mostrou os beneficios do exercicio na esteira a baixas velocidades. Animais treinados a baixas
intensidades mostraram maior proliferagdo celular hipocampal quando comparados com o0s
que treinaram com velocidades moderadas e severas (Ra et al., 2002). Por outro lado, a
velocidade de treinamento de 3m/min pode ter sido alta para o animal isquemiado, tendo em

vista que a FC nessa velocidade é igual a 15m/min.

5.5.Testes Funcionais

O teste de campo aberto mostrou que a atividade exploratéria dos animais nao foi
afetada pela lesdo isquémica induzida por oclusdo transitéria da ACM. Esse achado esta de
acordo com a literatura. Lyden, em 1997, realizou um trabalho que correlacionou volume de
infarto isquémico com alteracdo comportamental e concluiu que independente da area de
infarto, a atividade exploratéria do animal ndo é alterada (Lyden et al., 1997). Em nosso
experimento, nem o exercicio nem a lesdo isquémica, isolados ou associados, foram capazes

de influenciar a atividade exploratdria do animal.

O teste de campo aberto foi realizado de maneira diferente nesse estudo. Como o teste
foi todo filmado, ele pode ser reavaliado e checado quantas vezes se julgar necessario. A
analise computacional das imagens mostrou-se capaz de fornecer uma medida correta da
distancia percorrida pelo animal (informagdo mais importante fornecida pelo teste)
minimizando erros do avaliador. Além dessa medida fidedigna, a obtencdo dos dados é mais
facil para os pesquisadores que possuem esse recurso. Essa tecnologia forneceu, além da
distancia percorrida, informagdes como nimero de quadrantes visitados e velocidade maxima
desenvolvida ao longo do teste. Essas informagdes permitiram uma descri¢do detalhada da

atividade exploratdria do animal.

O teste passo em falso € muito utilizado em trabalhos que investigam recuperagdo
funcional apds lesdo cerebral (Modo et al., 2000;Ding et al., 2002b;Ding et al., 2004a). Nesse
estudo, os animais do grupo IS cometeram mais erros que os dos grupos SS e SE no teste

realizado no 10° dia pés-operatério. Esse resultado mostra que os animais do grupo IE
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também apresentaram deficits motores nas patas anteriores, mas ndo tdo graves quanto
aqueles do grupo IS, ou seja, mostraram melhoras funcionais com apenas uma semana de
treinamento. O teste realizado no 31° dia pds-operatério mostrou que houve recuperacio
esponténea da habilidade motora das patas anteriores dos animais do grupo IS, uma vez que
ndo houve diferenca entre os grupos. Esse achado esta de acordo com a literatura que relata
recuperacdo funcional esponténea ao longo dos dias pos-isquemia (Modo et al., 2000). Essa
recuperacdo espontanea fica evidente no grupo IS, quando ndo sdo encontradas diferencas

entre os testes pré-operatdrio e o realizado no 31° dia ap6s cirurgia.

Esse teste também foi enriquecido pelos mesmos recursos computacionais utilizados
no campo aberto. Embora o nimero de erros cometidos pelos animais seja a medida mais
importante nesse teste, foi possivel descrever toda a atividade exploratdria espontanea do
animal ao longo de 3 minutos. Assim como no campo aberto, no teste passo em falso nao foi
encontrada diferenca na atividade exploratéria dos animais apds lesdo. Nos dois testes ficou
claro que o dano cerebral ndo influencia a distancia percorrida pelo animal, o nimero de

guadrantes visitados nem a velocidade maxima desenvolvida.

No teste das barras paralelas, os animais do grupo IE apresentaram melhora na
habilidade das patas posteriores ja no 10° dia pds-operatério. Os animais do grupo IS
cometeram mais erros nas barras paralelas que os dos demais grupos no teste realizado no 31°
dia ap6s cirurgia, portanto as patas posteriores ndo mostraram a mesma recuperacao
espontanea em sua habilidade que as patas anteriores. Apds a lesdo cerebral, os animais do
grupo IS apresentaram déficits motores das patas posteriores no teste do 10° dia pos-

operatério que permaneceram até o 31° dia.

Em alguns trabalhos, a travessia das barras é usada como treinamento de tarefas
motoras complexas que sdo capazes de promover melhora funcional e induzir alteracGes

plasticas estruturais no cérebro (Jones et al., 1999).
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O exercicio na esteira foi capaz de promover recuperacdo motora em ratos

isquemiados, embora seja considerado uma tarefa motora simples (Ding et al., 2004a).

5.6.Neuroplasticidade e recuperacao funcional

Os animais isquemiados sedentarios apresentaram recuperacdo espontanea da
habilidade motora das patas anteriores de acordo com o teste passo em falso. Essa
recuperacdo pode ser explicada pela neuroplasticidade cerebral. Pode ser devida a
reorganizacdo das projecdes corticais, com &reas vizinhas ao infarto ou mesmo &reas do outro
hemisfério cerebral assumindo a funcéo daquela lesada (Carmichael et al., 2001;Carmichael
and Chesselet, 2002;Carmichael, 2003), a neurogénese cortical induzida por oclusdo
transitoria da ACM (Jiang et al., 2001), & sinaptogénese e brotamento axonal no hemisfério

lesado e no contralateral (Stroemer et al., 1995;Stroemer et al., 1998).

Os animais isquemiados treinados apresentaram maior recuperacgdo funcional que 0s
sedentérios de acordo com os testes funcionais passo em falso e barras paralelas. Essa maior
recuperacdo funcional pode ser explicada pela capacidade do exercicio em potencializar as
alteracGes plésticas induzidas pela les&o. Jones, 1999, mostrou que lesdo isquémica induz a
formacdo de novas sinapses no cortex lesado. Animais treinados ap6s a lesdo apresentaram
maior recuperacao funcional e maior nimero de sinapses no cortex lesado e no contralateral
em relacdo aos ndo-treinados (Jones et al., 1999). Assim como 0 exercicio, 0 ambiente
enriquecido também potencializa alteracfes plasticas induzidas por lesdo. Biernaskie, 2001,
mostrou que a lesdo isquémica induz a aumento na arborizacdo dendritica de neurénios.
Animais isquemiados colocados em ambientes enriquecidos apresentaram arborizacdo
dendritica ainda maior que aqueles isquemiados, mas mantidos em ambiente sem estimulo
(Biernaskie and Corbett, 2001). Esses dois trabalhos mostram que a intervengdo externa
adequada sobre o animal lesado potencializa a resposta do cérebro a lesdo. O resultado é uma

reorganizacao cerebral aumentada que se reflete na maior recuperacao funcional.
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5.7.Medida do volume de infarto

Os animais submetidos ao treinamento motor podem ter apresentado menor volume de
infarto devido ao efeito neuroprotetor promovido pela atividade fisica. A literatura mostra
diminuicdo do volume de infarto no grupo de animais submetidos a treinamento motor ap6s
lesdo (Yang et al., 2003;Ding et al., 2004a). Além disso, animais treinados antes da leséo
cerebral apresentam menor volume de infarto quando submetidos a oclusdo transitria da

ACM (Wang et al., 2001;Ang et al., 2003;Ding et al., 2004b).

A neuroprotecdo associada com exercicio fisico pode estar relacionada com o aumento
de fatores neurotroficos enddgenos. Fatores neurotréficos derivados do encéfalo e fatores de
crescimento neural sdo os candidatos naturais a mediar os beneficios do exercicio sobre a
salde cerebral e estdo aumentados em animais treinados na esteira (Cotman and Berchtold,

2002;Ang et al., 2003).

O menor volume de infarto nos animais do grupo IE pode se dever ao fato de que a
morte celular foi reduzida pelo exercicio fisico. O trabalho de Lee, 2003, sugeriu que o
exercicio na esteira, apds isquemia global em gerbils, protege células da morte apoptotica
(Lee et al., 2003). A formacgdo de novos neurbnios (neurogénese) também pode ajudar a
explicar esse fendbmeno. Kim, 2002, mostrou que o treinamento na esteira foi capaz de
aumentar a proliferacdo celular sem alterar a apoptose no giro denteado do hipocampo de
ratos normais (Kim et al., 2002). Por fim, a redugdo no volume de infarto dos animais que se
exercitaram na esteira pode ter ocorrido devido ao acontecimento desses dois fendmenos

simultaneamente (protecdo celular contra morte apoptotica e formacéo de novas células).

Os animais isquemiados treinados mostraram maior recuperacao funcional que aqueles
sedentérios. Portanto, a relacdo entre menor volume de infarto e melhor desempenho
funcional foi confirmada por esse estudo. Lyden, 1997, mostrou que o volume de lesdo

cerebral isquémica tem relagédo com o desempenho motor do animal (Lyden et al., 1997).
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6. CONCLUSOES

O exercicio fisico realizado apds isquemia cerebral é eficiente em promover

recuperacdo funcional e reducao da area de infarto em ratos Wistar machos.

O animal isquemiado exerce um esfor¢o muito maior que o animal sham para a mesma
carga de exercicio. A manutencdo da atividade didria pode ser um esfor¢co grande para o

animal isquemiado.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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