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RESUMO

O acidente vascular cerebral (AVC) é a maior causa de mortes e incapacidades neuroldgicas
no Brasil, e mais de 80% deles sdo decorrentes de evento isquémico. Os sobreviventes de
AVC apresentam uma variedade de déficits motores, cognitivos e sensoriais, que prejudicam
suas atividades de vida diaria, limitando assim sua independéncia. Portanto, torna-se cada vez
mais necessario elaborar estratégias terapéuticas que promovam a recuperacdo funcional de
pacientes acometidos por AVC. Apds isquemia do tecido nervoso, ocorre no meio
extracelular a super expressdo de moléculas inibitorias a regeneracdo neuronal e a plasticidade
sinaptica, como os proteoglicanos de sulfato de condroitina (PGSCs), o principal componente
das redes perineuronais (RPNs). A remocdo destas moléculas com a acdo da enzima
condroitinase ABC (ChABC) tem sido usada como estratégia para induzir a plasticidade
neuronal. Outro fator que tem sido utilizado para estimular a neuroplasticidade € o exercicio
fisico especifico para o membro afetado apés AVC. O exercicio fisico esta relacionado a
liberacdo de neurotrofinas, importantes para a regeneracdo do sistema nervoso. Portanto, a
remoc¢do dos PGSCs junto com o exercicio fisico pode potencializar a inducéo da plasticidade
cerebral e recuperacdo funcional apds lesdo isquémica experimental na area sensorio-motora
de ratos. Para testar nossa hipotese, utilizamos n=16 ratos (Ratus norvergicus) da linhagem
Wistar, divididos nos seguintes grupos experimentais (todos com sobrevida de 21 dias ap6s
AVC isquémico): Grupo Controle ou BSA (Isquemia experimental, implante de Elvax
saturado com BSA); Grupo Exercicio (Isquemia experimental, implante de Elvax saturado
com BSA + exercicio fisico especifico); Grupo ChABC (Isquemia experimental, implante de
Elvax saturado com ChABC); e Grupo ChABC + Exercicio (Isquemia experimental, implante
de Elvax saturado com ChABC + exercicio fisico especifico). A lesdo isquémica foi induzida
através de microinjecdes do vasoconstritor Endotelina-1 (ET-1) no cértex sensério-motor, na
representacdo da pata anterior. Logo em seguida foi implantado uma microfatia de polimero
de Etileno vinil acetato saturado com ChABC (grupos ChABC e ChABC + Exercicio) ou
BSA (grupos Controle e Exercicio). Foram avaliadas a area de leséo e a degradacdo dos
PGSCs, além da recuperacdo funcional da pata afetada através do teste da exploracéo vertical
e do teste da escada horizontal. Avaliamos a 4rea de lesdo (mm?) com auxilio do programa
ImageJ (NIH, USA), delimitando a area com palor celular e também marcada com azul de
colanil que estava presente na solucdo de injecdo do peptideo vasoconstritor ET-1 e
verificamos que ndo houve diferenca significativa no tamanho da area de lesdo entre os
grupos Controle (0,48+0,12), Exercicio (0,46+0,05), ChABC (0,50+0,18) e ChABC +
Exercicio (0,55+0,05) (ANOVA, pos-teste de Tukey, ***p<0,001; **<0,01; *p<0,5). Animais
que foram submetidos a remocdo enzimética dos PGSCs apresentaram imunomarcagdo para o
anticorpo anti-condroitin-4-sulfato (C4S) na area de leséo ao final da sobrevida, ndo havendo



evidencias de degradacdo de PGSCs nos grupos Controle e Exercicio. Verificamos ainda no
teste do cilindro que a inducdo da leséo isquémica néo provocou perda funcional ampla, néo
alterando o comportamento exploratorio, nem a frequéncia de uso da pata anterior afetada dos
animais ap6s a lesdo (grupo Controle: pré-lesdo ou baseline (0,33+0,10), 3 (0,29+0,17), 7
(0,30+0,10), 14 (0,29+0,16) e 21 (0,27+0,13) dias apos a lesdo; grupo Exercicio: pré-lesdo ou
baseline (0,30£0,12), 3 (0,32+0,24), 7 (0,19+0,37), 14 (0,31+0,10) e 21 (0,32+0,09) dias apos
a lesdo; grupo ChABC: pré-lesdo ou baseline (0,34+0,07), 3 (0,20+0,11), 7 (0,23£0,07), 14
(0,33£0,14) e 21 (0,39+0,16) dias ap06s a lesdo; grupo ChABC + Exercicio: pré-lesdo ou
baseline (0,34+0,04), 3 (0,20+0,09), 7 (0,26+0,04), 14 (0,18+0,08) e 21 (0,27+0,04) dias ap0s
a lesdo) (ANOVA, pds-teste de Tukey, ***p<0,001; **<0,01; *p<0,5). O grupo que teve
apenas a remocao dos PGSCs apresentou um melhor desempenho motor no teste da escada
horizontal, mantendo sua frequéncia de acertos quando comparado aos demais grupos, sendo
que ao final da sobrevida de 21 dias, os grupos Controle e ChABC + Exercicio alcangaram
uma recuperacdo espontanea (equivalente ao teste pré-lesdo), se aproximando do grupo
ChABC. Apenas o grupo tratado somente com Exercicio ndo alcancou a recuperacao
espontanea, apresentando um desempenho motor significativamente inferior aos demais
grupos em todos os momentos de reavaliacdo (grupo Controle: pré-lesdo ou baseline
(7,70£0,54), 3 (5,30+0,71), 7 (5,4+1,14), 14 (5,20+0,37) e 21 (6,70+0,48) dias apos a lesdo;
grupo Exercicio: pré-lesdo ou baseline (8,40+0,28), 3 (4,30+£0,48), 7 (4,75+0,50), 14
(5,35£0,41) e 21 (5,05+0,67) dias ap6s a lesdo; grupo ChABC: pré-lesdo ou baseline
(7,65+0,97), 3 (6,90+0,65), 7 (7,80+0,37), 14 (7,15+0,87) e 21 (7,45+0,32) dias apds a lesao;
e grupo ChABC + Exercicio: pré-lesdo ou baseline (8,10+0,22), 3 (3,65+1,48), 7 (4,95+1,06),
14 (7,35%0,37) e 21 (6,70+0,48) dias apos a lesdo (ANOVA, pds-teste de Tukey, ***p<0,001;
**<0,01; *p<0,5). Portanto, a remocdo dos PGSCs, o exercicio fisico forcado precoce e sua
associacdo nao influenciaram no tamanho da area de lesdo apds isquemia focal no cértex
sensorio-motor. Porém, apenas a remocdo dos PGSCs das redes perineuronais melhorou
precocemente o desempenho motor do membro afetado ap6s isquemia focal no cortex
sensdrio-motor. Enquanto que a remocédo dos PGSCs associada ao exercicio fisico melhorou o
desempenho motor do membro afetado apo6s a lesdo, porém essa melhora foi tardia. E 0
exercicio fisico aplicado precocemente apds isquemia focal no cértex sensorio-motor
prejudicou o desempenho motor do membro afetado.

Palavras-chave: Acidente Vascular Cerebral. Neuroplasticidade. Matriz Extracelular.
Exercicio.
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ABSTRACT

Cerebrovascular diseases are major cause of neurological disability and death in Brazil, and
more than 80% of them are caused by ischemic stroke. The survivors subsist with a variety of
sensory, cognitive and motor deficits. Therefore, it becomes necessary to develop therapeutic
strategies to promote functional recovery in this patients. After ischemia, there is an increase
in the inhibitory molecules expression as proteoglycans of chondroitin sulfate (CSPGs)
presents in the extracellular matrix of the nervous tissue. The removal of these molecules, as
well as physical exercise, have been used as strategy to induce another window of brain
plasticity and improve functional recovery. In this work, we running experimental ischemic
injury on sensorimotor areas forepaw representation (S1/M1) and tested associations between
removal of CSPGs and physical exercise in n=16 Wistar rats (Rattus norvegicus). To delivery
drugs to the forepaw representation in the cerebral cortex, we used a biomembrane previously
ChABC-saturated or BSA-saturated and all animals had 21 days of survival divided in :
Control group or BSA; Exercise group; ChABC group; and ChABC + Exercise group. The
lesion area was no different across groups (control: 0,48+0,12; exercise: 0,46+0,05; ChABC:
0,50+0,18; ChABC+exercise: 0,50+0,18; ANOVA and Tukey post-test). Animals that were
subjected to CSPGs enzymatic removal showed immunostaining for anti-chondroitin-4-
sulphate (C4S) antibody in lesion area at the end of survival, with no evidence of CSPGs
degradation in Control and Exercise groups. We evaluated the functional recovery of affected
paw running vertical exploration test and ladder rung walking test. The vertical exploration
test showed ischemic injury did not cause extensive functional loss, not changing exploratory
behavior, or the use frequency of the affected forepaw after injury (Control group: baseline
(0,03+0,10), 3d (0,29+0,17), 7d (0,30+0,10), 14d (0,2940,16) e 21d (0,27+0,13) days after
injury; Exercise group: baseline (0,30+0,12), 3d (0,32+0,24), 7d (0,19+0,37), 14d (0,31+0,10)
e 21d (0,32+0,09) days after injury; ChABC group: baseline (0,34+0,07), 3d (0,20+0,11), 7d
(0,23+0,07), 14d (0,33+0,14) e 21d (0,39+0,16) after injury; ChABC + Exercicio group:
baseline (0,34+0,04), 3d (0,20+0,09), 7d (0,26+0,04), 14d (0,18+0,08) e 21d (0,27+0,04) after
injury (ANOVA and Tukey post-test). The group that only had removing CSPGs presented a
better performance on Ladder rung walking test but at the end of the 21-day survival, the
control groups and ChABC + Exercise reached a spontaneous recovery (equivalent to pre-
injury test) reaching the ChABC group. The group treated with Exercise did not achieve the
spontaneous recovery showing a motor performance significantly lower than other groups at
all times of reevaluation (baseline: 8,40+0,28; 3d: 4,30+0,48; 7d: 4,75+0,50; 14d 5,35+0,41;
21d: 5,05+£0,67; ANOVA and Tukey post-test). We conclude that the removal of CSPGs early
improves motor performance in the affected forepaw after stroke on sensoriomotor cortex but
associate with specific physical exercise doesn’t improve functional recovery.



Keywords: Stroke. Neuroplasticity. Extracellular Matrix. Exercise.
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INTRODUCAO

O acidente vascular cerebral (AVC) é considerado, atualmente, a principal causa de
mortes no Brasil, sendo que mais de 80% é provocado por evento isquémico (BRASIL,
2011). Além disso, € a maior causa de incapacidade fisica na faixa etaria superior a 50 anos,
sendo responsavel por 40% das aposentadorias precoces no pais (BRASIL, 2011). O
tratamento das sequelas do AVC incorre em gastos elevados, tanto para a familia quanto para
a Previdéncia Social (GAGLIARDI, 2009).

O grande desafio é desenvolver terapias de reabilitacdo que melhorem a qualidade de
vida dos pacientes, manipulando a plasticidade espontanea dos circuitos neurais que ocorre
logo apés o AVC. Porém, este processo € limitado pela presenca, no meio extracelular, de
moléculas inibitorias a reorganizagdo plastica do tecido nervoso, como 0s proteoglicanos de
sulfato de condroitina (PGSCs), presentes nas redes perineuronais (RPNS) e também
liberados por astrocitos reativos no local da lesdo (FAWCETT; WANG, 2012).

A nossa hipotese experimental é que a remogdo dos PGSCs associada ao exercicio
fisico especifico para a pata afetada favorecam a plasticidade neuronal e a recuperacdo
funcional apds lesdo isquémica focal unilateral do cortex sensériomotor. Neste projeto,
utilizamos a enzima bacteriana Condroitinase ABC (ChABC — Sigma-Aldroch) para degradar
0s PGSCs imediatamente apds a lesdo isquémica. Em seguida, os animais foram submetidos

a sessOes diarias de exercicio fisico especifico para a pata afetada pela leséo.
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1 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL (AVC)

1.1 EPIDEMIOLOGIA E CONCEITO

O acidente vascular cerebral (AVC) é a terceira principal causa de morte no mundo
(5,5 milhdes de pessoas), ficando atras apenas das doencas coronarianas (7,2 milhdes de
pessoas) e cancer (7,1 milhdes de pessoas) (WHO, 2004). No Brasil, o AVC foi responsavel
por 52,3 Obitos para cada 100.000 habitantes, em 2010. E no Para essa taxa permanece
elevada, com o AVC responsavel por 49,2 mortes para cada 100.000 habitantes no ano de
2010 (BRASIL, 2009).

O acidente vascular cerebral (AVC) isquémico resulta de uma reducéo transitdria ou
permanente do fluxo sanguineo em uma regido cerebral. A reducdo do fluxo €, na maioria dos
casos, provocada pela oclusdo da artéria cerebral por um émbolo ou trombo (Dirnagl;
ladecola; Moskowitz, 1999). O prejuizo no fornecimento de energia leva a uma disfuncdo dos
canais ibnicos, perda de potencial de membrana e liberacdo descontrolada de
neurotransmissores, ocasionando uma complexa sequencia de eventos fisiopatoldgicos, que
incluem excitotoxicidade, despolarizacbes peri-infarto, inflamacdo e morte celular

programada (Dirnagl; ladecola; Moskowitz, 1999; Liguz-Lecznar; Kossut, 2013).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO AVC

O AVC ¢ caracterizado por complexos eventos temporais e espaciais, evoluindo ao
longo de horas ou até mesmo dias (FIGURA 1). No local da lesdo, também denominado de
centro isquémico, o déficit de fluxo sanguineo diminui o nivel de ATP, ocorre grave
perturbacdo ibnica e insuficiéncia metabdlica e a morte celular progride em minutos.
Enquanto que na regido proxima, denominada de penumbra isquémica, 0 prejuizo € menos
severo devido a perfusédo residual de vasos sanguineos colaterais (Lo; Dalkara; Moskowitz,
2003).
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Figura 1 — Evolucao dos eventos fisiopatoldgicos ao longo do tempo apds isquemia cerebral focal. Logo
ap0s a isquemia, mecanismos excitotoxicos podem levar neurbnios e glia a morte. Além disso, a
excitotoxicidade desencadeia diversos eventos que posteriormente contribuem para a morte tecidual, tais como
despolarizages peri-infarto, inflamacéo e morte celular programada.
Fonte: Adaptado de DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999.

Durante as fases iniciais da oclusdo, a penumbra pode compreender um terco ou
metade do volume da lesdo. Nesta regido o tecido encontra-se metaestavel, com alteracdes
metabolicas e idnicas, e as células morrem mais lentamente e a lesdo se expande ao longo do
tempo. Na penumbra, mecanismos ativos de morte celular sdo recrutados, e a orientagdo
desses mecanismos pode funcionar como abordagens terapéuticas promissoras. No centro
isquémico, a recuperacdo de células cerebrais que morrem rapidamente pode ndo ser viavel
sem reperfusdo precoce, pois uma vez que os tecidos sejam danificados para além de um
ponto critico, a morte celular é inevitavel, apesar de restauracdo do fluxo sanguineo e dos
niveis de ATP (Lo; Dalkara; Moskowitz, 2003) (FIGURA 2).

Morfologia Bioquimica
Desequilibrio idnico
Despolarizagdo anoxica
Uso da glicose §
Liberagdo de glutamato
Uso da glicose T

Sintese proteica |
Acidose

=/ Liberacéo de oxigénio ]

Infarto

Inflamacéo e
Apoptose

z Expressdo génica seletiva

o

Figura 2 — Centro isquémico e Penumbra isquémica. A regido cerebral com perda de perfusdo, onde as
células morrem rapidamente (core - vermelho) é rodeada por uma area na qual existe uma perfusdo residual e as
células tém maior potencial de recuperacdo (penumbra — amarelo).

Fonte: Adaptado de DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999.
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1.2.1 Excitotoxicidade

O sistema nervoso central tem um consumo relativamente alto de oxigénio e glicose, e
depende quase exclusivamente de fosforilacdo oxidativa para producdo de energia. Um
prejuizo focal do fluxo sanguineo cerebral diminui a chegada de substratos, particularmente
de oxigénio e glicose, prejudicando a energia necessaria para manter gradientes iénicos. Com
a alteracdo de gradientes i6nicos, o potencial de membrana também ¢é alterado e neurdnios e
glia despolarizam. Consequentemente ocorrem Varios eventos intra e extracelulares que atuam
na progressdo do dano tecidual: aminoécidos excitatorios sdo liberados para o meio
extracelular, acimulo de glutamato no meio extracelular, aumenta a concentracdo de sddio e
cloro nos neurdnios, e consequentemente de agua. Este edema subsequente pode afetar a
perfusdo de regides vizinhas. Além destes, ocorrem também eventos citoplasmaticos e
nucleares que estimulam profundamente o dano tecidual, tais como, ativacdo de enzimas
proteoliticas, que degradam proteinas do citoesqueleto e da matriz extracelular, de enzimas
que produzem espécies de radicais livres que sobrecarregam os mecanismos enddgenos de
eliminacdo, produzindo peroxidacao lipidica e danos na membrana. Espécies de radicais livres
de oxigénio também servem como importantes moléculas de sinalizacdo que desencadeiam a
inflamacAo e apoptose. Oxido Nitrico (NO) e 6xido nitrico sintase (NOS) reagem com outras
moléculas para formar espécies altamente reativas promotoras de dano tecidual, como o
peroxinitrito (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).

As alteracGes hemodinamicas, metabolicas e ibnicas ndo afetam o territério isquémico
homogeneamente. No centro isquémico, o fluxo sanguineo € 20% abaixo do normal, e logo
apos a isquemia ocorre despolarizacdo andxica e permanente. Células morrem rapidamente
por lipdlise, protedlise e desagregacdo de microtubulos. J& na area de penumbra isquémica, o
fluxo sanguineo € restrito e 0 metabolismo energético parcialmente preservado. Com o passar
do tempo e sem tratamento, a penumbra pode evoluir para infarto, devido a continua
excitotoxicidade ou fendmenos secundarios (despolarizacdo, inflamacao e apoptose). Varias
pesquisas tém sido feitas com o objetivo de preservar esta regido, pois é uma regido com
grande potencial de recuperacdo e hd ampla evidéncia de que ela existe em pacientes de AVC,
com dinamica temporal e de extensdo menos definidas (DIRNAGL; IADECOLA,
MOSKOWITZ, 1999).

1.2.2 Despolarizagdes Periinfarto
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Despolarizagfes periinfarto sdo despolarizagcbes repetitivas que ocorrem com
neurénios e glia devido a falta de fornecimento de energia e liberacdo de glutamato e potéssio.
Em modelos animais de AVC, estas despolarizacdes ocorrem com uma frequéncia de varios
eventos por hora. No centro isquémico, as células podem sofrer uma despolarizacdo andxica e
nunca repolarizar. Na regido de penumbra as células podem repolarizar, mas o consumo de
energia € maior. As mesmas celulas podem despolarizar novamente, em reposta & um
aumento extracelular de glutamato e potéassio. A medida que o nimero de despolarizagdes
aumenta a area de dano tecidual também cresce. Terapias que bloqueiam estas
despolarizagbes diminuem o tamanho da éarea de infarto (DIRNAGL; IADECOLA,;
MOSKOWITZ, 1999).

1.2.3 Inflamacéo

A inflamagdo pds-isquémica pode contribuir para o dano tecidual através da ativagdo
de diferentes mediadores moleculares: a infiltracdo de neutrdfilos pode causar obstrucdo
microvascular e aumentar o grau da isquemia; e células inflamatérias ativadas e neurdnios
lesionados produzem mediadores téxicos (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).

O déficit de energia leva ao acimulo de glutamato no espaco extracelular e
excitotoxicidade. Espécies reativas de oxigénio sdo produzidas no tecido isquémico e a
integridade da barreira hematoencefalica é prejudicada. Microglias ativadas sdo as principais
células que produzem citocinas e quimiocinas préinflamatdrias. Essa liberacdo leva a ativacao
de microglia residente, aumento de moléculas de adesdo celular e mobilizacdo de leucdcitos.
O aumento do estresse oxidativo e a ativacdo de citocinas contribuem para o agravo do
processo inflamatdrio, disfuncdo da barreira hematoencefalica e, finalmente, morte neuronal
(CYBULSKA-KLOSOWICZ et al, 2011; LIEBIGT et al, 2012; LIGUZ-LECZNAR;
KOSSUT, 2013).

1.2.4 Apoptose

As celulas que foram comprometidas pela ativagdo excessiva de receptores
glutamatérgicos, sobrecarga de Ca*® e radicais livres de oxigénio, ou pela danificacio de
DNA ou mitocondria, podem morrer por necrose ou apoptose. A apoptose é também
conhecida como tipo nuclear de morte celular, devido as alteragdes morfologicas no nucleo:

compactacdo da cromatina e condensacdo nuclear. Essas modificacdes na morfologia do
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nacleo sdo acompanhadas pela retracdo do citoplasma e uma distorcdo da membrana
plasmética, formando dobras que se quebram e formam o corpo apoptdtico. No cérebro
isquémico ocorre morte celular principalmente por padrGes semelhantes a apoptose, pois a
perda da integridade da membrana e das organelas sdo os principais mecanismos de morte
celular na isquemia, principalmente na area da penumbra (DIRNAGL; IADECOLA,
MOSKOWITZ, 1999; LO; DALKARA; MOSKOWITZ, 2003; PUYAL; GINET; CLARKE,
2013).

2 MATRIZ EXTRACELULAR E REDES PERINEURONAIS

A matriz extracelular (MEC) é formada por varias proteinas e polissacarideos
sintetizados por neurdnios, células da glia e outras células ndo neuronais (DITYATEV, 2010).
Essas moléculas secretadas no espaco extracelular e posteriormente associadas com
receptores na superficie das células sdo responsaveis pela regulagdo de diversas funcgdes
celulares, tais como proliferagdo, migracdo, diferenciacdo morfoldgica e bioquimica. No
sistema nervoso especificamente, a MEC também esta envolvida com sinaptogénese e funcéo
sinaptica (DITYATEV, 2003; DITYATEV, 2010).

As principais moléculas que compdem a MEC sdo: as glicoaminoglicanas (GAGS),
que sdo cadeias longas de dissacarideos ligados covalentemente a proteinas (principalmente
da familia das lectinas) na forma de proteoglicanos (FIGURA 3) ou na forma livre como
acido hialurénico; proteinas fibrosas (coldgeno e elastina); glicoproteinas adesivas
(fibronectina, tenascina e laminina); fatores de crescimento e outras macromoléculas
(GALTREY; FAWCETT, 2007; RHODES, 2004).
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Figura 3 — Proteoglicanos Sulfato de Condrotina. Moléculas formadas principalmente por proteinas da familia

das lectinas: Agrecan, Versican, Neurocan e Brevican. S8o as principais proteinas que compdem a MEC. Todas
as lectinas contém um dominio G1 (N-terminal) que se liga a hialuronana (na célula) e um dominio G3 (C-
terminal) que se liga a tenascina-R. Apenas a agrecan contem um dominio G2. A regido central (nucleo proteico)
contem sitios de ligacdo para cadeias de glicoaminoglicanas sulfato de condroitina (GAG-SC).

Fonte: Adaptado de BARTUS et al., 2012.

A quantidade destas moléculas na MEC varia de acordo com o tecido. No SNC, a
MEC coalesce em volta dos neur6nios em uma forma especializada composta de poucas
proteinas fibrosas e grande quantidade de GAG, denominada rede perineuronal (RPN)
(GALTREY; FAWCETT, 2007; YAMAGUCHI, 2000). As RPNs estdo associadas com uma
subpopulacdo neuronal especifica do SNC, encobrindo o corpo celular e os dendritos
proximais como uma malha reticulada. As RPNs desempenham um papel importante na
neuroprotecdo, estabilizacdo sinaptica, tamponamento idnico, desenvolvimento neuronal e
plasticidade (FAWCETT; WANG, 2012).

Outros componentes das RPNs séo proteinas de ligagdo e proteinas adesivas, como a
tenascina, que sdo importantes na estabilizacdo destas redes. Esta organizacdo complexa das

RPNs é mostrada na figura 4, a seguir:
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Figura 4 — A estrutura das RPNs. (A) RPN marcadas com Wisteria floribunda no encéfalo de rato. A
marcacdo € principalmente observada na superficie do corpo e dendritos proximais nos neurdnios. (B) A enzima
hialuronana sintase (HAS) presente na superficie neuronal produz hialuronana (HA) e secreta para a area
perineuronal. Integrantes da familia das lectinas (agrecan, neurocan, brevican e versican) ligam-se a HA (através
do N-terminal). Esta interacdo é consolidada pelas proteinas de ligacdo. As cadeias GAGSs encontram-se no
nlcleo das lectinas, variando em quantidade de acordo com a molécula. O outro dominio de ligagéo das lectinas
(C-terminal) se liga a tenascina-R, formando o estavel complexo ternario.

Fonte: Adaptado de KWOK et al., 2011.

As RPNs estabilizam as conexfes neuronais e restringem as mudancas plasticas
relacionadas com estimulacdo ambiental. Como efeito, o pico de expressdo das RPNs
coincide com o fechamento do periodo critico de plasticidade em varias regides corticais
(YAMAGUCHI, 2000).

O periodo critico de plasticidade é a fase do desenvolvimento do SNC que é
caracterizada por um aumento na sensibilidade plastica dos circuitos corticais aos estimulos
ambientais, ou seja, 0 SNC tem a capacidade de se reorganizar em resposta aos estimulos que
recebe (DITYATEV, 2010; PIZZORUSSO, et al., 2002). As bases neurais deste evento
comecaram a ser exploradas na década de 70, através da demonstracdo do periodo critico de
plasticidade na regido binocular do cortex visual priméario de gatos (HUBEL; WIESEL,
1970). Se o animal ndo recebe o estimulo apropriado durante este periodo critico, 0s circuitos
binoculares se tornam aberrantes e disfuncionais (DITYATEV, 2010; HUBEL; WIESEL,
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1970). Cada parte do sistema nervoso possui um periodo critico de plasticidade diferente, e no
momento da maturacdo desse sistema ocorre o fechamento desse periodo critico, diminuindo

a capacidade plastica do SNC.

3 REDES PERINEURONAIS NA LESAO DO SNC

Na ocorréncia de uma lesdo, a quantidade de proteoglicanos aumenta no epicentro da
lesdo, secretados principalmente por células da glia, que formam uma barreira de contencédo
no tecido lesionado, limitando o surgimento de cavitagcdo e lesdo secundaria (GALTREY;
FAWCETT, 2007; RHODES 2004). Entretanto, esses proteoglicanos também atuam
impedindo a migracdo celular e o crescimento de neuritos, inibindo, portanto 0s processos
regenerativos que podem ocorrer no SNC (GALTREY; FAWCETT, 2007; YAMAGUCH]I,
2000). A principal acdo inibitdria dos proteoglicanos é devido & presenca das cadeias de
sulfato de condroitina que bloqueiam a formag&o de novos contatos sinépticos (FIGURA 5)
(YAMAGUCHI, 2000).

Dendrito

Sintase de
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e Proteinas de
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Restri¢do para receptores sindpticos

Figura 5 — Restricéo da plasticidade no tecido nervoso pelas cadeias de PGSC que formam as RPNs. Em a)
formacdo de uma barreira fisica contra a formacdo de novas conexdes sinapticas; b) atuando como um suporte
para a ligacdo de moléculas inibidoras da plasticidade; c) restricdo da mobilidade dos receptores sinapticos.
Fonte: Adaptado de WANG; FAWCETT, 2012.

A remocéo de PGSCs em regides especificas do cortex induz a reabertura de um novo

periodo critico de plasticidade cerebral, facilitando dessa forma a regenera¢do neuronal e
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recuperacdo funcional em situacdes de leséo (DITYATEV, 2010; PIZZORUSSO, et al., 2002;
PIZZORUSSO, et al., 2006). As RPNs sdo estruturas dinamicas que podem ser modificadas
através do enriguecimento ambiental ou, de maneira mais invasiva, pela utilizacdo de enzimas
degradantes como a condroitionase ABC (ChABC), que remove principalmente a glicosilagdo
(sulfato de condroitina) dos proteoglicanos (FIGURA 6) (FAWCETT; WANG, 2012). A
degradacdo das RPNs pode estimular o crescimento axonal, reinervacdo e formacdo de novas
sinapses (FAWCETT; WANG, 2012).
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Figura 6 — Diagrama esquematico mostrando a estrutura das lectinas e degradacgéo das cadeias de sulfato
de condroitina pela enzima ChABC. A porcdo superior do diagrama esquematico mostra 0s membros da
familia das lectinas: agrecan, versican, neurocan e brevican. Todas as lectinas contém um dominio N-terminal
(G1), uma regido medial, onde se ligam as cadeias GAG, e um dominio C-terminal (G3). Apenas 0 agrecan
contém um dominio adicional (G2), cuja funcéo ndo esté esclarecida. G1 € um dominio importante para a ligacéo
com hialuronana (HA), e G3 com a glicoproteina tenascina-R. O tamanho da cadeia GAG na regido medial é
altamente variavel de acordo com a lectina, e determina o tamanho final do nicleo da proteina. A porgéo central
da imagem mostra a cadeia GAG-SC ligada ao nicleo proteico. O SC é um polimero linear composto de
subunidades de GIcA e GalNAc. A enzima ChABC degrada as cadeias de SC removendo a cadeia GAG do
nucleo proteico. As subunidades de dissacarideos de GIcA e GalNAc sdo modificadas por sulfatacdo, conferindo
os dissacarideos de SC, como demonstrado na porcéo inferior da imagem.

Fonte: Adaptado de KWOK et al., 2011.
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4 NEUROPLASTICIDADE

Existem varias evidéncias de que o encefalo adulto mantém uma capacidade limitada
de se modificar em resposta aos estimulos ambientais, incluindo leses como o acidente
vascular cerebral (AVC) (CARMICHAEL et al., 2001; KOLB et al., 2010). E comum ap6s
um AVC os pacientes apresentarem um grau limitado de recuperacdo funcional espontanea
através da reorganizacdo de circuitos nas areas peri-infarto e nas areas corticais conectadas
com a area de lesdo (CARMICHAEL et. al., 2001).

Logo apods a lesdo cortical, ocorre reducdo temporaria de moléculas inibitorias do
crescimento axonal, como a fosfacana e os PGSC, principalmente agrecan e versican, e
aumento da expressdo de proteinas relacionadas com o crescimento neuronal — GAP43,
CAP23, MARCKS —, que favorecem a producdo de neurotrofinas e proteinas associadas ao
crescimento axonal nas areas peri-infarto, sugerindo que existe uma janela temporaria
favoravel a reorganizacdo neural (CARMICHAEL, 2005; HARRIS et al., 2009; HARRIS et
al., 2010).

Essa capacidade de reorganizacdo & denominada plasticidade neuronal (DAYAN;
COHEN, 2011; TAKEUCHI; 1ZUMI, 2012). A plasticidade neuronal espontanea que ocorre
apos a lesdo possui caracteristicas semelhantes a plasticidade observada na fase de
neurodesenvolvimento, apresentando a capacidade de reorganizacdo cortical em resposta a
estimulos externos (CARMICHAEL, 2005).

No nivel celular, os principais eventos regenerativos ocorrem na zona peri-infarto e
sdo compostos de alteracdes funcionais e anatémicas. As alteragdes funcionais incluem
modificacOes sinapticas — potenciacdo de longa duracdo (LTP) e depressdo de longa duracédo
(LTD) —; As alteracdes anatdmicas incluem: remodelamento dendritico, aumento no nimero
de espinhas dendriticas, crescimento de novas conexdes axonais (estabelecendo novos
padrGes de projecdo), formacdo de novas sinapses (sinaptogénese) e modulacdo da
neurogénese (CARMICHAEL, 2001; CARMICHAEL, 2003; CARMICHAEL, 2005;
CARMICHAEL, 2006; KATSMAN, et. al., 2003; HOSP; LUFT, 2011; STROEMER; KENT;
HULSEBOSCH, 1995; STROEMER; KENT; HULSEBOSCH, 1998; TONI et. al., 1999;
WARD; COHEN, 2004).

4.1 ALTERACOES FUNCIONAIS NA NEUROPLASTICIDADE
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O cortex motor conecta-se com outras regides corticais e subcorticais através de um
padrdo complexo de conexbes (HESS; DONOGHUE, 1996a). Estas conexdes possuem
potencial para modificacGes da eficiéncia sinaptica. As conexdes corticais horizontais podem
servir como substrato para induzir a reorganizacdo do mapa motor e tanto LTP como LTD
podem servir como mecanismos dependentes da atividade para alteracfes bidirecionais na
eficacia sinaptica (HESS; DONOGHUE, 1996b).

Alteracbes na eficiéncia sinaptica podem resultar no fortalecimento ou
enfraguecimento de sinapses existentes e podem ser induzidos no cértex motor de ratos nas
camadas I1/111, que séo o alvo das conexdes horizontais (HESS; DONOGHUE, 1996a; HESS;
DONOGHUE, 1996b; HESS; AIZENMAN; DONOGHUE, 1996; JOHNSTON, 2009).

Alteracbes na excitabilidade da membrana neuronal é um dos fatores que contribuem
para a reorganizacdo cerebral apos isquemia. Apds o evento isquémico ou hemorragico
causador do AVC ocorre uma alteragdo idnica reversivel na &rea de penumbra que pode
resultar no fortalecimento de conexdes neurais pré-existentes, ou seja, sinapses antes
silenciosas podem tornar-se ativas, com possibilidade de participacdo na recuperacdo da
funcdo pos-lesdo (FIGURA 7) (DI FILIPPO et al., 2008).

O——@Physiologic EPSP
O—‘—’@Potentiated EPSP (post-ischemic LTP)
O-----m-@Loss of cortico-subcortical connection

The induction of i-LTP in spared neurons
of the ischemic penumbra strengthens
corticostriatal connections and
partially preserves the physiological CORTEX

output signal e

Projecting
Neurons
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Figura 7 — LTP pos-isquémico (i-LTP) induzido em neurdnios subcorticais.
Fonte: Adaptado de DI FILIPPO et al., 2008.
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A depressdo de longa duracdo (LTD) é outro mecanismo de plasticidade sinaptica
dependente de atividade, mas que resulta na diminuicéo da forca sindptica. Do mesmo modo
que a LTP, a inducdo de LTD também requer uma atividade aferente repetida, porém numa
intensidade menor. Portanto, diferentes padrdes de atividade engajam mecanismos de
plasticidade diferentes (HESS; DONOGHUE, 1996a).

4.2 ALTERACOES ANATOMICAS NA NEUROPLASTICIDADE

Modificagdes estruturais como remodelamento dendritico, formacéo de novas sinapses
e crescimento axonal ocorrem nas primeiras semanas apos a lesdo. Na regido proxima a leséo
ocorre uma diminuicdo inicial da densidade de espinhas dendriticas, seguida de aumento no
remodelamento dendritico e renovacéo sindptica (HOSP; LUFT, 2011).

No cérebro adulto normal o crescimento axonal € inibido por trés classes de proteinas
inibitdrias: proteinas das redes perineuronais (tenascina e proteoglicanos com sulfato de
condroitina); proteinas associadas a mielina (Nogo-A e glicoproteina associada a mielina); e
proteinas relacionadas com o desenvolvimento (moléculas da classe das efrinas e
semaforinas). ApoOs lesdo, essas mesmas proteinas contribuem para impedir processos
regenerativos que poderiam levar a recuperacdo funcional de pacientes com AVC
(CARMICHAEL, 2005; CARMICHAEL, 2006; FIELDS; STEVENS-GRAHAM, 2002;
KATSMAN, et. al., 2003; HOSP; LUFT, 2011).

A cicatriz glial é uma regido com ocorréncia elevada de morte celular e proteinas
inibidoras do crescimento. Ao redor da cicatriz glial ocorre a degradacdo parcial das redes
perineuronais e facilitacdo do crescimento axonal (CARMICHAEL, 2005). Este local é
denominado zona permissiva de crescimento, onde moléculas inibidoras do crescimento
permanecem com niveis reduzidos por até um més apds o infarto, enquanto neurbnios ativam
genes promotores de crescimento que expressam as proteinas GAP43 e CAP23, além do
aumento da expressdo de proteinas que regulam o processo de maturacdo (FIGURA 8)
(CARMICHAEL, 2005).



30

Lesion
Cavity Proteoglycan
Upregulation
—
X

we @.) Inflammatory Cell

£y . j" a *k
AN '# ~¥K Reactive astrocyte
Dystrophic ¢ - ¥

neurons 7K

Secondary
axon damage

Axon demyelination

Figura 8 — Cavidade de uma lesdo do SNC. Este centro de lesdo contém células inflamatdrias que interagem
com astrocitos reativos (e outras células da glia reativas) ao redor da lesdo. Esta regido de formacdo de cicatriz
glial estd associada ao aumento da expressdo de moléculas inibitdrias da matriz extracelular, tais como
proteoglicanos, que estdo distribuidos em um gradiente de concentracdo crescente da area de penumbra ao
epicentro da lesdo. Esta resposta inflamatoria intensa conduz & uma cascata de efeitos secundarios para axénios
inicialmente poupados do traumatismo direto, e desmielinizagdo dos axénios adjacentes que ndo sdo facilmente
remielinizados por oligodendrécitos e células precursoras adultas. O gradiente aumentado de moléculas
inibitérias na area de intensa inflamagdo proporciona um ambiente ndo permissivo para a regeneracdo. Os
neurdnios distréficos desenvolvem uma deformidade classicamente descrita no bulbo dos terminais axonais,
caracteristicos de tentativas de regeneragdo fracassadas.

Fonte: Adaptado de FITCH; SILVER, 2008.

A expressdao destas proteinas (GAP43 e CAP23) na zona permissiva apos a lesdo
aumenta a probabililidade de formacdo de novas projecOes axonais, estabelecendo novos
padrbes de conex0es corticais nas regides cerebrais parcialmente danificadas
(CARMICHAEL, 2003; CARMICHAEL, 2006; HOSP; LUFT, 2011).

Portanto, o ambiente celular apds AVC esta longe de ser apenas um ambiente de morte
e destruicdo, abrigando também processos de regeneracdo neuronal, que podem ser
influenciados e optimizados por diversas terapias, contribuindo para uma melhor recuperagéo
funcional (CARMICHAEL et. al., 2001; HOSP; LUFT, 2011).
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A recuperacdo funcional é acompanhada por modificagbes nos circuitos neurais
subjacentes que podem ser agrupados da seguinte maneira: (1) reorganizagdo ou
redistribuicdo das interagdes funcionais em redes ja existentes; (2) recrutamento de novas
areas dentro de uma rede, ou uso de uma rede alternativa, que ndo era utilizada anteriormente
para execucdo da tarefa; (3) plasticidade em regifes do cortex proximo & area danificada
(FIGURA 9) (MUNOZ-CESPEDES et al., 2005).

Lesdo Ativacédo Crescimento Transplante

}

Figura 9 — Diagrama esquematico das modifica¢bes em circuitos neurais ap6s lesdo no SNC. A lesdo pode

!

resultar em dois tipos de dano: morte neuronal e deaferentacdo. O Ultimo processo provoca uma maior perda
inicial de funcdo que pode ser explicada pela perda de neurdnios. Varios processos podem restabelecer o
funcionamento da rede e levar a recuperagdo: conexdes restantes dentro de conjuntos de células danificadas
podem ser reforgadas, tratos silenciosos podem ser ativados, e axénios podem superar as interrupcdes resultantes
dos danos. No futuro, também pode ser possivel reduzir as consequéncias dos danos no SNC através de
transplante.

Fonte: Adaptado de TAUB; USWATTE; ELBERT, 2002.

A forma e o grau de recuperacdo estdo também relacionados com a extensdo da area
primaria de lesdo e da penumbra isquémica (MUNOZ-CESPEDES et al., 2005).

Uma abordagem experimental comum para promover a recuperagéo da area de leséo é
inibir os fatores negativos (proteinas inibitdrias) liberados no meio extracelular e promover os
fatores que induzem o crescimento e sobrevivéncia celular, através de diversas terapias,
farmacologicas (como anti-inflamatorias com a minociclina, uso do anticorpo anti-NOGO, ou
remocdo das RPNs com ChABC); celulares (usando-se células tronco); ou exercicios de

reabilitacdo (ambiente enriquecido, terapia de movimento induzido por restricdo e exercicios
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especificos para 0s membros comprometidos) (BIERNASKIE; CORBETT,
2001;CARMICHAEL et al., 2005; CARMICHAEL, 2008;CHEATWOOD et al., 2008;
CHENet al. 2001; CRESPO et al., 2007; DROMERICK, 2009; FOX et al., 2005; GALTREY
et al., 2007; HIMANEN et al., 2004; HYATT et al., 2010; JONES et al., 1999; MOON et al.,
2001; MURPHY; CORBETT, 2009; NAKAGAWA et al., 2013; PAPADOPOULOS et al.,
2006; YRJANHEIKKI et al., 1999).

4.3 EXERCICIO FiSICO E NEUROPLASTICIDADE

Apo6s o estabelecimento do quadro neuroldgico p6s-AVC, segue um periodo de
recuperacdo espontanea dos sintomas, refletindo a reorganizacdo espontanea do sistema
nervoso central. O exercicio fisico e a reabilitacdo especifica podem interagir com estes
fatores espontaneos, estimulando ainda mais a recuperagdo (CHEN et al., 2010).

O treinamento de uma atividade motora especifica também facilita a melhora do
desempenho funcional em modelos experimentais de AVC (MURPHY; CORBETT, 2009).
Protocolos de avaliacdo do desempenho funcional sdo comumente usados em humanos e em
modelos animais, porém raramente determinam o quanto a melhora do desempenho reflete a
verdadeira recuperacdo funcional, movimentos de compensa¢do ou uma combinacdo de
ambos, por isso muitos autores tém verificado a correlacdo entre diversos tipos de exercicio e
a recuperacdo da funcdo motora, tentando excluir ao maximo os movimentos de compensacao
(MURPHY; CORBETT, 2009).

Varios estudos tém mostrado que, apés uma lesdo isquémica, o exercicio fisico
promove efeitos que melhoram a circulagdo e perfusdo cerebral a curto e longo prazo e a
recuperacdo funcional (DING et al., 2004; 2005; ENDRES et al., 2003; GERTZ et al., 2006)
através da arteriogénese, vasculogénese e angiogénese (SCHMIDT et al., 2013).

A arteriogénese € estimulada pelo aumento da tensdo nas paredes das artérias devido
ao aumento do fluxo sanguineo cerebral, induzido pelo exercicio. O aumento da tenséo
sanguinea no endotélio produz uma cascata molecular, incluindo a expressdo da molécula de
adesdo intracelular (ICAM-1), aumento da enzima éxido nitrico sintase (eNOS) e proteina 1
quimioatraente de mondcitos (MCP1), que desencadeiam uma invasdo de células
mononucleares derivadas da medula 0ssea, levando a proliferacdo de células endoteliais e da
musculatura lisa do endotélio, aumentando o didmetro de artérias colaterais existentes
(SCHMIDT et al., 2013).
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Com relagdo a vasculogénese e angiogénese, 0 exercicio também atua aumentando a
quantidade de células progenitoras endoteliais (EPCs), que sdo células-tronco derivadas da
medula 6ssea, com potencial de diferenciacdo em células endoteliais. Estas células estdo
envolvidas no crescimento de capilares e na liberacdo de fatores neurotréficos, como o fator
neurotrofico derivado de encéfalo (BDNF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
resultando no recrutamento de progenitores neuronais residentes e migracdo de neuroblastos,
facilitando a neurogénese (SCHMIDT et al., 2013; YUEWEN; QIANG; HE, 2013).

Esse aumento da vascularizagdo tem sido encontrado em varias regides do encéfalo,
incluindo cerebelo, hipocampo, cdrtex frontal e cortex motor (ERICKSON; GILDENGERS;
BUTTERS, 2013; NUDO, 2003).

O exercicio também é capaz de influenciar o perfil de expressdo temporal de varias
moléculas, tais como o BDNF, o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) e
sinapsina-1, relacionadas com processos plasticos fundamentais a recuperacao
(PLOUGHMAN et al., 2007; YUEWEN; QIANG; HE, 2013).

As alteracdes neurais induzidas pelo exercicio acontecem paralelamente aquelas
observadas durante a recuperacdo espontdnea, mas persistem por um periodo maior e
dependem de experiéncia individual e adaptacdo e/ou reabilitacdo especifica (CHEN et al.,
2010; LUFT et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2008).

De forma geral o aumento da plasticidade neuronal ap6s lesdo permite recuperacao
funcional, observada em niveis micro e macroscopicos, podendo ser espontaneo ou induzido
pelo treinamento, embora ocorra apenas dentro de um periodo critico ap6s a lesdo. Esse
periodo critico tem sido alvo de muitas investigacdes, com o intuito de descobrir o melhor
momento para iniciar as diversas terapias. A intensidade do treino reabilitativo pode induzir
efeitos permanentes nos fatores de crescimento e moléculas envolvidas na plasticidade
sinaptica, favorecendo o remodelamento cerebral (CHEN et al., 2010; DI FILIPPO et al.,
2008).
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito combinado da remocdo dos PGSCs com exercicio fisico para o

membro afetado na recuperacdo motora apo6s isquemia experimental do cortex sensério-
motor.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito combinado da remocdo dos PGSCs com exercicio fisico sobre
0 tamanho da area de lesdo e no desempenho motor do membro afetado ap6s
isquemia experimental no cértex sensério-motor;

b) Awvaliar o efeito somente do exercicio fisico sobre o tamanho da area de lesdo e
no desempenho motor do membro afetado apds isquemia experimental no
cortex sensorio-motor;

c) Auvaliar o efeito somente da remoc¢do dos PGSCs sobre o tamanho da area de
lesdo e no desempenho motor do membro afetado ap6s isquemia experimental

no cortex sensério-motor.



6 METODO

6.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS
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Foram utilizados 16 ratos (Ratus norvergicus) da linhagem Wistar, todos machos com

peso corporal entre 250 e 300g. Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais (ver

TABELA 1) e receberam diferentes protocolos de treinamento comportamental (FIGURA

10). Todos os procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em

Pesquisa com Animais de Experimentacao da Universidade Federal do Para (CEPAE — UFPA

n° 156-13).

TABELA 1: Grupos experimentais, descri¢do e quantidade de animais por grupo.

Grupo Tratamento N
Controle 21 dias | Isquemia, implante de Elvax saturado com BSA, avaliacdo | 04
comportamental em -1, 3, 7, 14 e 21 dias pds-lesdo e perfusao.
Exercicio Isquemia, implante de Elvax saturado com BSA + exercicio | 04
21 dias fisico, avaliacdo comportamental em -1, 3, 7, 14 e 21 dias p6s-
lesdo perfusdo.
ChABC 21 dias | Isquemia, implante de Elvax saturado com ChABC, avaliagéo | 04
comportamental em -1, 3, 7, 14 e 21 dias p6s-lesdo e perfuséo.
ChABC + | Isquemia, implante de Elvax saturado com ChABC + |04
Exercicio exercicio fisico, avaliacdo comportamental em -1, 3, 7, 14 e
21 dias 21 dias pds-leséo e perfusao.
Total 16
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[|Habituagio e treinamento no staircase
[ JHabituacdoe treinamento naescada horizontal

[l Reavaliagio

[ Exercicio + Reavaliacdo

Controlen=4
ChABCn=4
-14 -1 0 3 7 14 21
Exercicio n=4
ChABC+ n=4
Exercicio
-28 4

Figura 10 - Desenho experimental.

6.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Antes de qualquer manipulacdo os animais foram habituados ao toque humano pelo
periodo de duas semanas. A analise comportamental foi realizada através dos testes de
exploracdo vertical (SCHALLERT et al., 2000) e da escada horizontal (METZ; WHISHAW,
2002) em -1 (um dia antes da inducdo da lesdo isquémica), 3, 7, 14 e 21 dias apds a leséo
isquémica, para observar o desempenho motor nas fases aguda (3 e 7 dias) e cronica (14 e 21

dias) apos a leséo.

6.2.1 Teste da Exploracéo Vertical

Os animais foram colocados em um cilindro de vidro para avaliar a frequéncia de
utilizacdo das patas anteriores durante a exploracdo vertical espontanea. Este procedimento
permite quantificar a preferéncia de uso das patas e 0 comportamento exploratério do animal
(SCHALLERT et al., 2000).

O cilindro de vidro mede 20 cm de diametro por 40 cm de altura e o registro do video
foi feito por 5 minutos, com dois espelhos com angulagdo de 90° entre si atras do cilindro para
permitir a visualizacdo de mais de um angulo de visdo dos animais (FIGURA 11).
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Figura 11 - O teste da exploracéo vertical.

A andlise offline dos videos para determinar a frequéncia de uso das patas anteriores
durante a exploracdo vertical foi realizada com o auxilio do programa VLC media player
2.0.1 (VideoLAN Organization). Quantificamos o primeiro contato na parede do cilindro no
momento da icada do animal: primeiro contato com a pata esquerda, primeiro contato com a
pata direita ou a realizagdo do primeiro contato com ambas as patas anteriores. A frequéncia
de uso das patas foi expressa em porcentagem do total de eventos. Permaneceram no estudo
0s animais que mantiveram o comportamento exploratorio, indicando que a lesdo isquémica

foi focal e ndo alterou este comportamento espontaneo.

6.2.2 Teste da Escada Horizontal

O aparato para o teste da escada horizontal consiste em duas placas de acrilico,
paralelas entre si, de 100 cm de comprimento e 20 cm de altura, com hastes de metal inseridas
na porcao inferior do aparato & uma distancia minima de 1 cm entre elas. A distancia entre as
placas de acrilico deve ser cerca de 1 cm maior que o eixo latero-lateral do animal para
dificultar que 0 mesmo se vire, estimulando que o animal tenha trajeto unidirecional de uma
extremidade a outra do aparato. O aparato devera ser colocado a 30 cm de altura de uma
superficie plana (FIGURA 12) (METZ; WHISHAW, 2009).
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20cm

~
“em

Figura 12 — Esquema ilustrativo do aparato do teste da escada horizontal.
Fonte: Adaptado de METZ; WHISHAW, 2002.

Para executar a tarefa, todos os animais foram treinados por duas semanas antes da
inducdo isquémica. O treinamento foi diario e consistiu em habituar os animais a atravessar o

aparato em um padrdo regular (FIGURA 13), por trés vezes consecutivas.

Padrdo Regular ’ ’ ' . ’ ' . " .

Figura 13 — Esquema ilustrativo do padrdo regular utilizado para pré-treino no teste da escada horizontal.
Pontos pretos: presenca das hastes de metal; pontos cinzas: auséncia das hastes de metal.

A dificuldade da tarefa foi controlada modificando-se as posi¢des das hastes de metal,
a uma distancia que variou de 1 a 5 cm. Todos os animais atravessaram 0 aparato em cinco
padrdes de distribuicdo das hastes de metal ja utilizados no Laborat6rio de Neuroplasticidade
(HUJBB/ICS/UFPA) para padronizar a dificuldade do teste e melhorar a interpretacdo dos
resultados (FIGURA 14).

Padrao
Padrao
Padrao
Padrao
Padrao

Uk W N
.
.
.
.
.
.
.
.

Figura 14 — Esquema ilustrativo dos 5 padroes irregulares utilizados no teste da escada horizontal. Pontos

pretos: presenca das hastes de metal; pontos cinzas: auséncia das hastes de metal.

A analise qualitativa do teste foi realizada de acordo com a TABELA 2 e a FIGURA

15 a sequir:



TABELA 2: Descrigdo da analise comportamental do teste da escada horizontal.
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indice Colocacéo da pata Descricao
Queda profunda do membro entre as
0 Total miss (Erro total) hastes, sem fazer nenhum contato,
perturbando a postura e equilibrio do
animal.
Apbs fazer contato com a haste, o
() Deepslip (Queda da | membro escorrega com a descarga de
pata) peso, e cai profundamente entre as hastes.
Apbs fazer contato com a haste, o
()] Slightslip membro escorrega com a descarga de
(Deslizamento leve) peso, mas ndo ha queda. O animal
continua a marcha.
Replacement O membro é reposicionado de uma haste
{ID) (Reposicionamento) para outra antes de ocorrer a descarga de
peso e a queda da pata.
(V) Correction (Correcdo) | A posicdo do membro na haste ¢é
corrigida.
V) Partial placement O membro faz contato com a haste
(Apoio parcial) usando os dedos ou 0 punho.
A porcdo média da pata é colocada sobre
(VI) Correct placement a haste, ndo ocorre queda com a descarga

(Apoio correto - acerto)

de peso.

Fonte: Adaptado de METZ; WHISHAW, 2002.



40

Total miss

Deepslip Slightslip
O %%O @ %.

Replacement Correction
. .94

Partial placement Correct placement

L. 4.

Figura 15 — Variacdo do posicionamento da pata anterior nas hastes de metal da escada horizontal. A
analise qualitativa foi feita através da identificacdo dos erros (Total miss, Deepslip, Slightslip), compensagdes ou
ajustes (Replacement, Correction, Partial placement) e acertos (Correct placement).

Fonte: Adaptado de BARBOSA et al., 2014.

A analise quantitativa do teste foi feita a partir das frequéncias de erros agrupados
(Total miss, Deepslip, Slightslip), compensagdes ou ajustes (Replacement, Correction, Partial

placement) e acertos (Correct placement).
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6.3 EXERCICIO FISICO: Teste do Staircase

O teste do staircase avalia o desempenho do animal na tarefa de alcance e preenséo de
um objeto com a pata anterior. Essa avaliacdo pode ser feita de maneira independente para as
duas patas anteriores (MONTOYA et al., 1991).

No presente estudo, o aparato do staircase foi utilizado para exercicio fisico especifico
para a pata afetada pela isquemia experimental do cértex sensério-motor. Este teste foi
escolhido para a realizacdo do exercicio porque ele permite o treinamento independente das
patas anteriores. O aparato consiste em uma caixa com uma plataforma central para o animal
subir e 6 degraus localizados de cada lado da plataforma (FIGURA 16).

Os animais do grupo ChABC + Exercicio e grupo Exercicio foram habituados ao
aparato por duas semanas, e depois treinados nesta tarefa diariamente, durante duas semanas
anteriores a cirurgia, com duas sessdes de 15 minutos por dia. Trés bolas de aglcar foram
colocadas em cada degrau, de cada lado, e ele fazia o alcance e a preenséo das bolas de
acucar. Apds este periodo foi possivel identificar a pata preferencial do animal e iniciou-se o
treino na escada horizontal.

No 4° dia apds a lesdo isquémica (abrangendo o periodo de pico maximo de
inflamacdo po6s-lesdo — 3 a 7 dias), iniciaram-se as sessdes de exercicio fisico especifico para
a pata afetada. As sessdes foram diarias, com duracéo de 20 minutos (média de 80 alcances), e
as bolas de acucar foram colocados apenas nos degraus do lado da pata afetada, induzindo o
uso desta pata pelo animal. O exercicio fisico foi realizado cinco vezes por semana, por duas

semanas consecutivas.
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Figura 16 — Aparato do teste do staircase. A) Visdo lateral do aparato. B) Visdo superior do aparato.
6.4 CIRURGIA PARA INDUQAO DE ISQUEMIA

Apbs anestesia (com Cloridrato de Cetamina — Vetanarcol®, Kénig. 72mg/kg — e
Cloridrato de Xilazina — Kensol®, Koénig. 9mg/kg) e observada a auséncia dos reflexos
dolorosos os animais foram ajustados a um aparelho estereotaxico (Insight®, EFF-336) e
submetidos a craniotomia para exposi¢do do cortex sensorio-motor (a area de representacdo
motora da pata anterior encontra-se superposta com a regido sensorial). A isquemia
experimental foi induzida com 3 microinjecdes de 0,5ul do vasoconstritor endotelina (ET-1 -
Sigma-Aldroch) a uma concentra¢do de 80pmol, diluida em azul de colanil para marcacéo das
areas de injecdo no cortex cerebral, nas seguintes coordenadas estereotaxicas (todas relativas
ao bregma): (-/+3,0mm ML, -0,5mm AP), (-/+3,0mm ML, +0,5mm AP), e (-/+3,0mm ML,
+1,5mm AP) (area de representacdo sensério-motora da pata anterior contralateral) (FIGURA
17) (CASTRO-ALAMANCOS; BORREL, 1995).

ApoOs as microinjecbes de ET-1, uma fatia de ELVAX de 150um de espessura
saturado com Condroitinase ABC (grupos ChABC e ChABC + Exercicio) ou com BSA
(grupos Controle e Exercicio), foi posicionada no espaco epidural, imediatamente em cima da

lesdo isquémica do cdrtex sensdrio-motor.
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Lesao Unilateral

Pata Nio Afetada

Pata Afetada

Figura 17 — llustracdo esquemadtica da lesdo unilateral e comprometimento do membro
contralateral a lesdo. M1: Cortex motor primario; S1: Cdrtex somatosensorial primario; FL: pata
anterior.

Fonte: Adaptado de JONES et. al., 2003.

6.5 IMPLANTE DE ELVAX SATURADO COM CHABC OU BSA: PROTOCOLO DE
SATURACAO

Uma pequena quantidade de etileno-vinil-acetato (Elvax®-DUPONT) foi lavada
previamente com alcool comercial (90-95%) sob agitacdo constante durante 24 horas. Em
seguida, 200mg do polimero foram dissolvidos em 2 mL de diclorometano (Vetec). Aliquotas
de 2 mL foram separadas em tubos de vidros de 70 x 9mm e adicionadas de 20uL de
condroitinase ABC (50U/ml, Sigma Aldrich®) ou o mesmo volume de albumina soro
bovino (BSA, para os animais dos grupos Controle e Exercicio). O volume resultante foi
homogeneizado durante 1 minuto e armazenado em ultrafreezer (-80°C). Em seguida, as
aliquotas foram transferidas para um tubo de liofilizacdo e colocadas sob vacuo durante 24
horas para a evaporacgdo do diclorometano e foram entdo cortadas em fatias de 150 um com o
auxilio de um criostato. Os cortes foram mantidos a -20°C até o momento do implante. A
concentracdo de ChABC é de 1,5 U/mL por fatia (SA, et al., 2010).

Apos os implantes de Elvax saturado com Condroitinase ABC ou BSA, 0s animais
foram submetidos ao exercicio fisico (4° dia pds-lesdo) e perfundidos em 21 dias apds lesdo

isquémica.
6.6 PERFUSAO E ARMAZENAMENTO DOS CORTES
Os animais foram perfundidos no tempo de sobrevida de 21 dias. Foram anestesiados

com Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Konig. 72mg/kg) e Cloridrato de Xilazina

(Kensol®, Konig. 9mg/kg). E depois de abolidos os reflexos corneanos e de retirada da pata,
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os animais foram perfundidos pelo ventriculo esquerdo com 250-300 ml de tamp&o fosfato
salina (PBS 0,1M; 0,9%; pH 7,2 — 7,4) heparinizada (Cristalia), seguido de 250-300 ml de
paraformaldeido 4% em tampao fosfato (PB 0,1M; pH 7,2 — 7,4). ApOs craniotomia, 0S
encéfalos foram retirados, pds-fixados por 24h na mesma solucdo fixadora e em seguida
crioprotegidos por imersdo em solucdo com concentragfes crescentes de sacarose diluida em
glicerina (10%, 20% e 30%) com tampdo fosfato 0,05M, pH 7,2 — 7,4. Os encéfalos foram
entdo emblocados por congelamento em Tissue-Tek® (Sakura) e seccionados no criostato
(Micron, HM505E) em fatias com espessura de 50 pum. Para marcacao de corpos celulares
foram utilizadas laminas histoldgicas previamente gelatinizadas, montadas com 3 seccles
cada, sendo 3 laminas para cada animal. Os cortes restantes foram armazenados em solucao
tampdo fosfato (PB 0,1M; pH 7,2 — 7,4) em placas de 24 pogos, com 2 sec¢des em cada pogo,

e guardados na geladeira para posterior realizacdo da imunofluorescéncia.

6.7 HISTOLOGIA

6.7.1 Area de Lesdo

Para verificar a area de lesdo, utilizamos a técnica de coloracdo pela violeta de cresila
(coloracdo de Nissl), que permite a identificacdo de corpos celulares neuronais e de células da
glia. Para isto utilizamos sec¢Ges com espessura de 50um. A area lesionada foi identificada
pela presenca do corante azul de colanil, utilizado na dilui¢do da ET-1, ou simplesmente pela
necrose tecidual. A andlise quantitativa da area de lesdo foi realizada com o auxilio do

programa de computacdo ImageJ.

6.8 IMUNOMARCACAO

6.8.1 Degradacdo dos PGSCs da Rede Perineuronal

Para investigar a degradacdo dos PGSCs das redes perineuronais da area de leséo na
recuperagéo funcional do cortex sensorio-motor, realizamos imunomarcagao para o anticorpo
anti-chondroitin-4-sulfate (anti-C4S), que marca moleculas de PGSCs degradadas (KARIMI-
ABDOLREZAEE et al, 2012). O processo de imunomarcagao consistiu, primeiramente, de
lavagem em solugdo PBS sob agitacdo constante por 10 minutos. Apds isso, as sec¢les foram

imersas em soro de jumento a 10% e PBS triton a 0,25% em temperatura ambiente durante 1
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hora. Esse procedimento foi realizado para bloquear as reacdes inespecificas. Em seguida, as
seccOes foram incubadas com anticorpo anti-chondroitin-4-sulfate (C4S, Milipore; 1:200 em
PB 0,1M) durante a noite em temperatura ambiente. No segundo dia, as seccdes foram
lavadas sob agitacdo constante e suave, 3 vezes, com duracdo de 10 minutos cada em PBS
triton a 0,25%. Apos isso, as sec¢des foram incubadas por 2 horas com o anticorpo secundario
feito em cabra anti-camundongo fluorescente (goat anti-mouse, Sigma Aldrich®; 1:125 em
PB 0,1M) em temperatura ambiente, no escuro. Depois, as sec¢des foram novamente lavadas
sob agitacdo constante e suave, 3 vezes, com duracdo de 10 minutos cada em PBS triton a
0,25%. Apds isso, as seccdes foram colocadas nas laminas previamente gelatinizadas, e
colocadas para secar no escuro. Posteriormente, foram enxaguadas em &gua destilada por
alguns segundos e colocadas para secar novamente. Depois foram montadas com a laminula e
glicerina.

A andlise da imunomarcacdo para anticorpo anti-C4S foi realizada de maneira

qualitativa, evidenciando ou ndo a marcacdo do PGSC degradado.

6.9 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica dos testes comportamentais foi realizada através do teste de
analise de variancia (ANOVA), com pds-teste de Tukey (para as andlises intragrupo) e pos-
teste de Bonferroni (para as analises intergrupo), com nivel de significancia de 95% (0=0,05).

Os graficos e a andlise estatistica foram realizados no programa GraphPad (Prism 5.0).
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7 RESULTADOS

No presente estudo, induzimos AVC isquémico experimental no cortex sensorio-
motor, especificamente na representacdo motora da pata anterior de ratos adultos, utilizando-
se microinjecdes do peptideo vasoconstritor ET-1 e, em seguida, implantamos Elvax®
saturado com BSA (grupos controle/exercicio) ou ChABC (grupos ChABC/ChABC e
exercicio) na superficie do cortex cerebral, na regido correspondente ao cértex motor (M1) e
somestésico (S1) aqui referida como cOrtex sensorio-motor. Para avaliarmos se houve
recuperacdo funcional da pata anterior afetada pelo AVC ap6s remocdo das RPNs associada
ao exercicio fisico, realizamos o teste comportamental da escada horizontal, especifico para
atividade motora da para anterior. Adicionalmente, foi realizada analise histoldgica (area de
lesdo) e imunofluorescéncia para marcacdo de proteoglicano de sulfato de condroitina

degradado.

7.1 O AVC ISQUEMICO EXPERIMENTAL INDUZIU MORTE DO TECIDO
NERVOSO

Avaliamos a area de lesdo com auxilio do programa ImageJ (NIH, USA), delimitando
a area com palor celular e também marcada com azul de colanil que estava presente na

solucdo de injecdo do peptideo vasoconstritor ET-1 (FIGURA 18).
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Figura 18 — Area de lesdo. Coloracdo com violeta de cresila no cortex sensdriomotor apés AVC isquémico
experimental provocado por microinjec6es de ET-1 nos grupos Controle (A), Exercicio (B), ChABC (C) e
ChABC + Exercicio (D). Em pontilhado, a delimitacdo da area de lesdo. Escala: 200um.

Fonte: Pesquisa, 2014.
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A remoc¢do dos PGSCs, assim como a realizacdo de exercicio fisico ou mesmo a
associacdo de ambos ndo interferiram no tamanho da area de lesdo, pois nossos resultados
demonstram que ndo houve diferenca significativa no tamanho da éarea de lesdo entre os
grupos experimentais do presente trabalho (FIGURA 19).
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Figura 19 — Analise quantitativa da &rea de lesdo. Gréfico representando a anélise quantitativa da area (mm?)
de lesdo dos grupos experimentais. Ndo houve diferenga significativa entre os grupos Controle (média=0,48 e
DP=0,12), Exercicio (média=0,46 e DP=0,05), ChABC (média=0,50 e DP=0,18) e ChABC + Exercicio
(média=0,55 e DP=0,05) (ANOVA, pos-teste de Tukey, ***p<0,001; **<0,01; *p<0,5).

Fonte: Pesquisa, 2014.

7.2 REMOCAO DOS PGSCs NA BORDA DA LESAO

Animais que foram submetidos a remocdo dos PGSCs das RPNs apresentaram
neurdnios com epitopos para o anticorpo anti-condroitin-4-sulfato (C4S) na borda da area de
lesdo ao final da sobrevida (FIGURA 20).
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(A)
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Figura 20 — Imagens de microscopia confocal representativas da marcacdo de PGSCs degradados na
borda da &rea de lesdo. Grupo Controle (A); Grupo Exercicio (B); Grupo ChABC (C); Grupo ChABC +
Exercicio (D). (A), (B) Nao ha evidencias de degradacdo de PGSCs nos grupos Controle e Exercicio. (C), (D) A
remocdo das RPNs é confirmada nos animais dos grupos ChABC e ChABC + Exercicio, pelo aparecimento de
imunomarcacéo de condroitin-4-sulfato (C4S) ao redor da area lesionada (C) e na borda da leséo (D). Coluna da
direita é a ampliacdo da imagem delimitada pelo boxe branco.

Fonte: Pesquisa, 2014.
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7.3 0 AVC ISQUEMICO EXPERIMENTAL NAO ALTEROU O COMPORTAMENTO
EXPLORATORIO

Antes da realizacdo do teste da escada horizontal, realizamos o teste do cilindro para
avaliarmos a capacidade exploratoria dos animais. Neste teste, quantificamos o uso da pata
afetada ao explorar o cilindro e ndo houve variagdo significativa deste comportamento em

todos 0s grupos experimentais avaliados apds a lesdo (FIGURA 21).
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Figura 21 — Comportamento Exploratério dos grupos experimentais. Graficos representando o percentual de
uso da pata afetada ao explorar o cilindro antes da cirurgia ou baseline (dia -1) e apds a cirurgia (dias 3, 7, 14 e
21) nos grupos Controle (A), Exercicio (B), ChABC (C) e ChABC + Exercicio (D). Ndo houve diferenca
significativa entre pré-lesdo ou baseline e 3, 7, 14 e 21 dias apds a lesdo em todos 0s grupos experimentais
(ANOVA, pos-teste de Tukey, ***p<0,001; **<0,01; *p<0,5).

Fonte: Pesquisa, 2013.

Da mesma forma, na avaliacdo intergrupo do teste do cilindro, ndo observamos
diferenca significativa entre 0s grupos experimentais, ou seja, a indugdo da lesdo isquémica
ndo provocou uma perda funcional ampla, ndo alterando o comportamento exploratorio e nem

a frequéncia de uso da pata afetada dos animais apos a leséo (FIGURA 22).
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Figura 22 — Teste do Cilindro. Comparacdo da frequéncia de uso da pata afetada entre os grupos Controle,
Exercicio, ChABC e ChABC + Exercicio, antes da cirurgia ou baseline (-1) e ap0s a cirurgia (dias 3, 7, 14 e 21).
N&o houve diferenca significativa entre os grupos Controle (pré-lesdo ou baseline média=0,33 e DP=0,10; dia 3
média=0,29 e DP=0,17; dia 7 média=0,30 e DP=0,10; dia 14 média=0,29 e DP=0,16; e dia 21 média=0,27 e
DP=0,13); Exercicio (pré-lesdo ou baseline média=0,30 e DP=0,12; dia 3 média=0,32 e DP=0,24; dia 7
média=0,19 e DP=0,37; dia 14 média=0,31 e DP=0,10; e dia 21 média=0,32 e DP=0,09); ChABC (pré-lesdo ou
baseline média=0,34 e DP=0,07; dia 3 média=0,20 e DP=0,11; dia 7 média=0,23 e DP=0,07; dia 14 média=0,33
e DP=0,14; e dia 21 média=0,39 e DP=0,16); e ChABC+Excercicio (pré-lesdo ou baseline média=0,34 e
DP=0,04; dia 3 média=0,20 e DP=0,09; dia 7 média=0,26 e DP=0,04; dia 14 média=0,18 e DP=0,08; e dia 21
média=0,27 e DP=0,04). (ANOVA, pos-teste de Bonferroni, ***p<0,001; **<0,01; *p<0,5).

Fonte: Pesquisa, 2013.

7.4 AVC ISQUEMICO EXPERIMENTAL PROVOCOU DEFICIT MOTOR NA PATA
ANTERIOR

O teste da escada horizontal foi analisado em trés parametros: Acertos; Ajustes; e
Erros. E, ap6s avaliacdo intragrupo deste teste, podemos afirmar que houve declinio da funcéo
motora apds a lesdo isquémica experimental nas areas M1/S1 para todos 0S grupos
experimentais. Observando reducdo significativa na frequéncia de acertos, e aumento
significativo na frequéncia de ajustes e erros ao realizar a tarefa de atravessar a escada
horizontal nos dias avaliados.

Com relacdo a frequéncia de acertos verificamos que houve diferenca significativa do

desempenho motor entre 0s grupos nos dias de reavaliagdo (FIGURAS 23 e 24).
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Figura 23 — Frequéncia de Acertos no Teste da Escada Horizontal. Graficos representando a frequéncia de
acertos antes da cirurgia ou baseline (dia -1) e ap6s a cirurgia (dias 3, 7, 14 e 21) nos grupos Controle (A),
Exercicio (B), ChABC (C) e ChABC + Exercicio (D). (A) Houve diferenca significativa entre pré-lesdo ou
baseline (média=7,70 e DP=0,54), e 3 (média=5,30 e DP=0,71), 7 (média=5,4 e DP=1,14), 14 (média=5,20 e
DP=0,37) e 21 (média=6,70 e DP=0,48) dias apds a lesdo; (B) Houve diferenca significativa entre pré-leséo ou
baseline (média=8,40 e DP=0,28), e 3 (média=4,30 e DP=0,48), 7 (média=4,75 e DP=0,50), 14 (média=5,35 e
DP=0,41) e 21 (média=5,05 e DP=0,67) dias apds a lesdo; (C) Nao houve diferenca significativa entre pré-lesdo
ou baseline e 3, 7, 14 e 21 dias ap0s a lesdo; (D) Houve diferenca significativa entre pré-lesdo ou baseline
(média=8,10 e DP=0,22), e 3 (média=3,65 e DP=1,48) e 7 (média=4,95 e DP=1,06) dias apo6s a lesdo (ANOVA,
pos-teste de Tukey, ***p<0,001; **<0,01; *p<0,5).

Fonte: Pesquisa, 2013.

A figura 23 mostra reducdo na frequéncia de acertos altamente significativa nos
grupos Controle e Exercicio (p<0,001) durante toda a sobrevida, ou seja, 0s animais nédo
recuperaram a frequéncia de acertos obtida antes da lesdo. O grupo ChABC + Exercicio
também teve uma reducdo significativa nessa frequéncia em 3 e 7 dias (p<0,001), porém essa
reducdo ndo se manteve ao final da sobrevida, logo, estes animais recuperaram seu
comportamento pré-lesdo. J& o grupo que teve apenas a remocao dos PGSCs (ChABC) néo

apresentou reducéo significativa da frequéncia de acertos durante toda a sobrevida.
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Figura 24 — Analise intergrupo da Frequéncia de Acertos. Grafico representando a frequéncia de acertos dos
grupos experimentais no teste da escada horizontal. Comparagdo entre os grupos Controle, Exercicio, ChABC e
ChABC + Exercicio. Houve diferencga significativa entre os grupos no dia 3 média=6,9 e (DP)=0,65; dia 7
média=7,8 e (DP)=0,37; dia 14 média=7,15 e (DP)=0,87; e dia 21 média=7,4 e (DP)=0,32 para o grupo ChABC;
e no dia 3 media=3,65 e (DP)=1,48; e dia 14 media=7,35 e (DP)=0,37 para o grupo ChABC+Excercicio; e no dia
21 média=5,05 e (DP)=0,67 para o grupo Exercicio. (ANOVA, pos-teste de Bonferroni, ***p<0,001; **<0,01;
*p<0,5).

Fonte: Pesquisa, 2013.

Comparando o comportamento de todos 0s grupos na escada horizontal, como mostra
a figura 24, o grupo ChABC manteve sua frequéncia de acertos, enquanto os demais grupos
tiveram a frequéncia de acertos significativamente menor em 3 e 7 dias pds-lesdo em relacédo
aos seus baselines (grupo Controle: p<0,01 em 3 dias e p<0,001 em 7 dias; grupos Exercicio e
ChABC + Exercicio: p<0,001 em 3 e 7 dias). Em 14 dias pds-lesdo, apenas 0s grupos
Controle e Exercicio apresentaram uma frequéncia de acertos significativamente menor do
que o grupos ChABC (p<0,001 para o grupo controle; p<0,01 para 0 grupo exercicio) e
ChABC + Exercicio (p<0,001). Em 21 dias ap6s a lesdo apenas o grupo Exercicio manteve a
frequéncia de acertos significativamente reduzida em comparagdo aos grupos Controle
(p<0,01), ChABC (p<0,001) e ChABC + Exercicio (p<0,01).

Portanto, a figura 24 mostra que houve melhora no desempenho sensério-motor da
pata afetada pelo AVC isquémico experimental precocemente (3 dias apds lesdo) no grupo em
que foi realizada a remogdo enzimética das RPNs, enquanto 0s demais grupos permaneceram
com déficit sensorio-motor acentuado em 3, 7 e 14 dias apos lesdo, sendo que ao final da
sobrevida de 21 dias os grupos Controle e ChABC + Exercicio alcangcaram a recuperacao
funcional equiparando-se ao grupo ChABC. A apenas o0 grupo Exercicio ndo obteve

recuperagdo sensorio-motora semelhante aos demais grupos experimentais.
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A frequéncia de Ajustes ou de compensacfes também apresentou diferenca estatistica
significativa em todos os grupos experimentais ao longo dos tempos (FIGURAS 25 e 26).
Como mostra a figura 25, todos os grupos apresentaram, em algum momento, um aumento
significativo da frequéncia de ajustes. Os grupos Controle e Exercicio apresentaram um
aumento significativo de ajustes até o final da sobrevida de 21 dias. Enquanto os grupos que
tiveram remocdo dos PGSCs apresentaram aumento significativo na frequéncia de ajustes em
14 (p<0,01) e 21 (p<0,5) dias (ChABC) e em 3 e 7 dias (p<0,001) (ChABC + Exercicio).
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Figura 25 —Frequéncia de Ajustes no Teste da Escada Horizontal. Gréaficos representando a frequéncia de
ajustes antes da cirurgia ou baseline (dia -1) e ap6s a cirurgia (dias 3, 7, 14 e 21) nos grupos Controle (A),
Exercicio (B), ChABC (C) e ChABC + Exercicio (D). (A) Houve diferenca significativa entre pré-lesdo ou
baseline (média=1,00 e DP=0,46), e 3 (média=2,25 e DP=0,88), 7 (média=3,20 e DP=1,03), 14 (média=3,55 e
DP=0,65) e 21 (média=2,15 e DP=0,73) dias apds a lesdo; (B) Houve diferenca significativa entre pré-leséo ou
baseline (média=0,60 e DP=0,28), e 3 (média=3,80 e DP=0,70), 7 (média=3,05 e DP=1,33), 14 (média=2,90 e
DP=0,86) e 21 (média=3,40 e DP=1,19) dias ap0s a lesdo; (C) Houve diferenca significativa entre pré-lesdo ou
baseline (média=0,40 e DP=0,46), e 14 (média=1,95 e DP=0,85) e 21 (média=1,75 e DP=0,94) dias apds a leséo.
(D) Houve diferenca significativa entre pré-lesdo ou baseline (média=0,70 e DP=0,27), e 3 (média=3,85 e
DP=1,88), e 7 (média=3,60 e DP=1,13) dias apds a lesdo (ANOVA, pobs-teste de Tukey, ***p<0,001; **<0,01;
*p<0,5).

Fonte: Pesquisa, 2013.
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Comparando os grupos, observamos na figura 26 que os grupos Exercicio e ChABC +
Exercicio apresentaram maior frequéncia de ajustes em 3 (p<0,01) e 7 dias (p<0,01, para o
grupo Exercicio; e p<0,001 para o grupo ChABC + Exercicio) pds-lesdo em comparacdo com
o grupo ChABC. O grupo Controle também apresentou maior frequéncia de ajustes quando
comparado ao grupo ChABC em 7dias pos-lesdo (p<0,01). Em 14 dias apds a lesdo o grupo
Controle apresentou maior frequéncia de ajustes quando comparado ao grupo ChABC +
Exercicio (p<0,01). Em 21 dias p6s-lesdo ndo houve diferenca significativa na frequéncia de

ajustes entre 0s grupos.
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Figura 26 — Andlise intergrupo da Frequéncia de Ajustes. Grafico representando a frequéncia de ajustes dos
grupos experimentais no teste da escada horizontal. Comparacéao entre os grupos Controle, Exercicio, ChABC e
ChABC + Exercicio. Houve diferenga significativa entre os grupos no dia 3 média=1,3 e Desvio padrdo (DP)=
1,0; dia 7 média=0,85 e (DP)= 0,64; dia 14 média=1,95 e (DP)= 0,85 para o grupo ChABC e no dia 14
média=1,4 e (DP)=0,74 para o grupo ChABC+Exercicio (ANOVA, pos-teste de Bonferroni, ***p<0,001;
**<0,01; *p<0,5).

Fonte: Pesquisa, 2013.

Com relacdo a frequéncia de Erros, observamos na figura 27 que os grupos Controle,
ChABC e ChABC + Exercicio apresentaram diferenca altamente significativa (p<0,001)
comparando o desempenho motor pré-lesdo (-1) e 3 dias pos-lesdo. Houve também diferenca
significativa nos grupos Controle e ChABC + Exercicio comparando-se o desempenho
sensorio-motor 3 dias pos-lesdo com 7, 14 e 21 dias pds-lesdo (p<0,05). Para o grupo ChABC
houve também diferenca significativa comparando o desempenho motor 3 dias pos-lesdo com
14 e 21 dias poés-lesdo (p<0,01), e comparando 7 dias pos-lesdo com 21 dias pos-lesao
(p<0,05). Para o grupo tratado somente com exercicio fisico, essa diferenca foi significativa

comparando o desempenho motor pré-lesdo e 3 (p<0,05) e 7 (p<0,01) dias pds-lesdo, sendo
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que a frequéncia méxima de erros ocorreu em 7 dias pés-lesdo, onde houve diferenca
significativa quando comparado com 21 dias pds-lesdo (p<0,05).
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Figura 27 — Frequéncia de Erros no Teste da Escada Horizontal. Graficos representando a frequéncia de
erros antes da cirurgia ou baseline (dia -1) e apds a cirurgia (dias 3, 7, 14 e 21) nos grupos Controle (A),
Exercicio (B), ChABC (C) e ChABC + Exercicio (D). Houve aumento significativo da frequéncia de erros em
todos os grupos. (A) Houve diferenca significativa entre pré-lesdo ou baseline (média=0,30 e DP=0,44), e 3
(média=1,45 e DP=0,94) dias ap6s a lesdo; (B) Houve diferenca significativa entre pré-lesdo ou baseline
(média=0,00 e DP=0,00), e 3 (média=0,90 e DP=0,58) e 7 (média=1,20 e DP=0,98) dias ap0s a lesdo. (C) Houve
diferenca significativa entre pré-lesdo ou baseline (media=0,20 e DP=0,36), e 3 (média=1,05 e DP=0,83) dias
pos-lesdo. (D) Houve diferenca significativa entre pré-lesdo ou baseline (média=0,20 e DP=0,36) e 3
(média=1,50 e DP=0,77) dias pds-lesdo (ANOVA, pds-teste de Tukey, ***p<0,001; **<0,01; *p<0,5).

Fonte: Pesquisa, 2013.

Como todos 0s grupos apresentaram um aumento na frequéncia de erros, verificamos
na figura 28 que ndo houve diferenca significativa desta frequéncia entre os grupos em

nenhum dos periodos avaliados no presente trabalho.
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Figura 28 — Andlise intergrupo da Frequéncia de Erros. Grafico representando a frequéncia de erros dos
grupos experimentais no teste da escada horizontal. Comparacéao entre os grupos Controle, Exercicio, ChABC e
ChABC + Exercicio. Nao houve diferenca significativa entre os grupos Controle, Exercicio, ChABC e ChABC +
Exercicio nos dias avaliados (ANOVA, pdés-teste de Bonferroni, ***p<0,001; **<0,01; *p<0,5).

Fonte: Pesquisa, 2013.
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8 DISCUSSAO

8.1 CONSIDERACOES GERAIS

A inducdo de isquemia experimental utilizando microinjecBes do peptideo
vasoconstritor ET-1 foi eficaz em provocar lesdo do tecido nervoso no cortex cerebral, pois
provocou déficits funcionais associados a area lesionada como demonstrado em outros
estudos (ADKINS; VOORHIES; JONES, 2004; CARDOSO et al., 2010; FUXE et al., 1997;
HUGHES et al., 2003).

Neste trabalho as microinjecdes de ET-1 foram focais e restritas ao cortex sensorio-
motor, na representacdo cortical da pata anterior, provocando déficits motores restritos a
porcdo distal da pata anterior contralateral a lesdo. Este modelo experimental de lesdo no SNC
ja foi utilizado por Gilmour et al. (2004) para ratos da linhagem Lister Hooded. Para o
presente trabalho, as coordenadas estereotaxicas para localizacdo de M1/S1 foram adaptadas
para ratos da linhagem Wistar (CASTRO-ALAMANCOS; BORREL, 1995). Apds inducéo da
lesdo, uma fatia de 150 um do polimero de Elvax® saturado com BSA (grupos Controle e
Exercicio) ou ChABC (grupos ChABC e ChABC+Exercicio) foi implantada sobre a
superficie do cortex cerebral lesionado. Nosso modelo experimental apresenta diversas
vantagens na aplicacdo de drogas por matrizes de polimero: os polimeros sdo biologicamente
inertes, ndo ativando resposta imunoldgica no SNC; sdo capazes de difundir lentamente a
droga para o parénquima do tecido nervoso, resultando em maior regularidade na liberacdo e
maior tempo de acdo da enzima, diferente de técnicas que sdo limitadas a apenas uma Unica
aplicacdo e evitam o desperdicio da droga (RECINOS et al., 2006; SA et al., 2010; SMITH et
al., 1995).

No presente estudo, investigamos a influéncia da remogéo dos PGSCs das RPNs e da
terapia por exercicio fisico especifico para a pata afetada, de maneira isolada e em associagéo,
na recuperagédo funcional apds a inducéo experimental de AVC no cortex sensériomotor de

ratos.

8.2 A DEGRADACAO DOS PGSCs DAS RPNs E O EXERCICIO FiSICO NAO
INFLUENCIARAM NO TAMANHO DA AREA DE LESAO

A degradacdo dos PGSCs ndo influenciou no tamanho da area isquémica. Apos leséo
no cortex sensériomotor, os PGSCs sdo liberados em grande quantidade por astrdcitos
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reativos e passam a ser superexpressados, formando a cicatriz glial. Uma das funcdes da
cicatriz glial é inibir a propaga¢do da lesdo (BARTUS et al., 2012; CARMICHAEL et al.,
2005). Logo, a auséncia da cicatriz, com a remocdo dos PGSCs, poderia promover o
alastramento da lesdo. Porem, isto ndo foi verificado de forma significativa neste trabalho
(FIGURA 17). Outros estudos envolvendo modelo de lesdo traumatica do encéfalo, oclusdo
da artéria cerebral média e contusdo da medula espinhal também apresentaram resultados
semelhantes (CAGGIANO et al., 2005; CHEN et al., 2014; HARRIS et al., 2010). O grau de
recuperacdo visto com o exercicio fisico forcado pode ser variavel, pois ndo se tem muito
conhecimento sobre 0 melhor momento para iniciar a reabilitacdo apds a lesdo ou a duragdo
da sessdo, o que pode ser prejudicial para a leséo inicial e a recuperacéo. Porém, neste estudo
o0 exercicio fisico ndo influenciou no tamanho da area de lesdo, semelhante ao encontrado em
outros autores (LIVINGSTON-THOMAS et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2014)

8.3 A DEGRADACAO DE PGSCs FOI OBSERVADA AO FINAL DA SOBREVIDA

A degradacdo de PGSCs foi avaliada através da imunomarcacdo de proteoglicano de
sulfato de condroitina degradado usando o anti-corpo anti-C4S (anticorpo anti-condroitin-4-
sulfato; Milipore). Este anticorpo reconhece um epitopo que fica exposto apds a degradacao
dos PGSCs (ndo reconhece o PGSC intacto) e estratégia semelhante ja foi utilizada em outros
trabalhos (COVERT]I; ROSSI, 2005; MOON et al., 2001). A referida marcacdo foi observada
apenas nos animais que receberam implante de Elvax® previamente saturado com ChABC.
Outros trabalhos também encontraram degradacdo de PGSCs ap6s a utilizacdo da enzima,
mesmo utilizando diferentes formas de administracdo, como injecdo intraparenquimatosa de
ChABC no estado liquido ou infusdo por cateter (COVERTI; ROSSI, 2005; CHEN et al.,
2014; CRESPO et al., 2007; HARRIS et al., 2010; HUANG et al., 2006). No estudo de Harris
e colaboradores (2010), foi observada degradacdo de PGSCs até 7 dias apds trauma
encefalico, enquanto Huang e colaboradores (2006) encontraram marcacéo para condroitin-4-

sulfato até 2 semanas apés lesdo da medula espinhal.

8.4 O AVC ISQUEMICO EXPERIMENTAL NAO ALTEROU O COMPORTAMENTO
EXPLORATORIO

No teste do cilindro, os animais encontraram-se aptos para realizar icadas e pousos

com ambas as patas, ndo alterando o seu comportamento exploratorio. Isso se deve ao fato de
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que a isquemia induzida experimentalmente foi focal e restrita a representacao sensorial (S1)
e motora (M1) da pata anterior contralateral, provocando déficits motores finos, como o
movimento de preensdo, da pata afetada. Estudos que mostraram alteracdo na frequéncia de
uso das patas anteriores e no comportamento exploratdrio estdo associados a uma lesdo mais
ampla do cdrtex sensério-motor, como no modelo de oclusdo da artéria cerebral média
(OACM), que causa deficits motores mais severos como hemiparesia contralateral a ocluséo
(BRENNEMAN et al., 2010; SCHALLERT et al., 2000). Nosso modelo experimental de
lesdo isquémica focal da representacdo sensdrio-motora apresentou vantagens em relacéo a
outros métodos, como 0 OACM, porque o animal ndo fica severamente debilitado permitindo,
assim, que melhoras funcionais sutis sejam observadas.

Sendo assim, torna-se um modelo experimental atraente para testes de drogas ou
farmacos, ou mesmo terapia celular, que promovam neuroprotecao e recuperacao funcional do
membro afetado (BARBOSA, 2013; SOARES, 2012).

8.5 O AVC ISQUEMICO EXPERIMENTAL PROVOCOU DEFICIT MOTOR NA
PATA ANTERIOR AFETADA

A inducéo isquémica experimental provocada pelas micro-injecdes de ET-1 promoveu
monoparesia da pata anterior contralateral a lesdo, com alteracdo da funcdo do membro
afetado e flexdo deste membro quando o animal era sutilmente elevado pela cauda.
Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores (BEDERSON et al., 1986;
CENCl et al., 2002).

No teste da escada horizontal, sensivel para avaliar o desempenho motor do animal, 0s
animais apresentaram menor quantidade de acertos (FIGURA 23) e maior quantidade de
ajustes (FIGURA 25) e erros (FIGURA 27) ao realizar a travessia da escada horizontal ap6s a
lesdo isquémica, semelhante ao que foi encontrado por outros autores (METZ; WHISHAW,
2009; SOLEMAN et al., 2012). Liebigt et al. (2012) em modelo experimental de
fototrombolismo de M1 encontraram prejuizo na coordenacdo motora dos animais para o teste
da escada horizontal, os quais mostraram um aumento significativo de erros apds a lesdo,
quando comparados com seus respectivos baselines.

De acordo com Nudo e colaboradores (2001), pequenos infartos podem causar déficits
sensorio-motores transitérios com recuperacdo funcional espontanea (total ou parcial). Neste
trabalho, observamos recuperagdo espontanea dos animais do grupo controle onde o

desempenho motor deles, 21 dias apos a lesédo, ficou semelhante ao desempenho motor pré-
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lesdo, sendo que esta evolucdo de melhora se deu a partir do 14° dia pés-lesdo (FIGURA 23).
Evolucdo semelhante aconteceu no grupo ChABC+Exercicio (FIGURA 23). No grupo
ChABC, esta melhora do desempenho motor aconteceu precocemente, a partir do 3° dia apds
a lesdo. Enquanto que no grupo tratado somente com Exercicio ndo houve recuperagédo
espontanea ao final da sobrevida (FIGURA 23).

Portanto, ao contrario do exercicio fisico, a degradacdo dos PGSCs das RPNs foi
eficaz para promover a melhora precoce do déficit sensorio-motor, pois 0s animais
submetidos a este procedimento apresentaram melhora no desempenho motor da pata anterior
afetada pelo AVC experimental ja em 3 dias apds a lesdo isquémica (grupo ChABC). Ja o
grupo ChABC + Exercicio apresentou melhora funcional apenas 14 apds o evento isquémico
(FIGURA 23). Os animais do grupo ChABC tiveram sempre melhor evolucdo da
recuperacdo motora ao longo do tempo que os demais grupos experimentais analisados
(FIGURA 24).

A melhora funcional precoce observada no grupo ChABC pode estar relacionada a
degradacdo dos PGSCs das redes perineuronais. Estudos com administracdo intermitente ou
injecdo de ChABC no local da lesdo, em modelo de lesdo da medula espinhal, também
mostraram melhora na recuperacdo motora (BRADBURY et al., 2002; HUANG et al., 2006).
Neste ultimo estudo, os autores encontraram re-crescimento axonal associado a melhora
funcional significativa (HUANG et al., 2006). A degradacdo dos PGSCs das redes
perineuronais torna o tecido nervoso lesionado mais permissivo a formacéo de novas sinapses,
0 que pode explicar tanto o crescimento axonal nos resultados de Huang e colaboradores
(2006) quanto a recuperagdo funcional no nosso modelo experimental e nos resultados de
Bradburry e colaboradores (2002). Entretanto, ainda sdo necessarios experimentos que
analisem especificamente a formacao de novas sinapses em nosso modelo experimental.

Outro fator que pode ter contribuido para a melhora funcional encontrada em nosso
modelo experimental & que os PGSCs comecaram a ser degradados imediatamente apés a
lesdo isquémica. Cafferty e colaboradores (2008) encontraram melhor recuperacdo funcional
nos animais que foram submetidos a degradacdo dos PGSCs imediatamente apos lesdo da
medula espinhal, comparados aos animais cuja degradacdo dos PGSCs aconteceu tardiamente.
Estudos envolvendo lesdo parcial da medula espinhal e degradacdo dos PGSCs, associada a
um programa de exercicios de reabilitacdo especificos para 0 membro afetado, demonstraram
que a degradacdo precoce dos PGSCs foi mais eficiente em promover melhora funcional. Os
resultados destes estudos sugerem que a degradagdo dos PGSCs das RPNs pode abrir uma

janela de oportunidade (efeito semelhante a reabertura do periodo critico de plasticidade,
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tornando o tecido nervoso mais sensivel a estimulos externos) e, se associada a exercicios
fisicos especificos, promove recuperagdo funcional mais eficaz do membro afetado
(GARCIA-ALIAS; FAWCETT, 2012; GARCIA-ALIAS, et al., 2009; GARCIA-ALIAS, et
al., 2008; LEE, et al., 2008).

Porém, no presente estudo o exercicio fisico associado a degradacdo dos PGSCs das
RPNs ndo promoveu a recuperacao funcional precoce do grupo ChABC + Exercicio quando
comparado ao grupo ChABC. O grupo Exercicio, submetido somente ao protocolo de
exercicio fisico, ndo apresentou melhora funcional precoce da pata afetada em nosso modelo
experimental.

Trabalhos que associam o exercicio fisico com outras terapias (uso de drogas anti-
inflamatdria, por exemplo) demonstraram que houve recuperacdo funcional significativa em
contraste com 0s grupos que receberam somente terapia com exercicio fisico apds isquemia
focal no cortex cerebral e 0 mesmo fendmeno foi observado em modelo experimental de
contusdo da medula espinhal (ICHIYAMA et al., 2009; LIEBIGT et al., 2012). De acordo
com Ichiyama e colaboradores (2009), a terapia de radiacdo localizada pode manipular o
ambiente patoldgico apos a lesdo pela eliminacdo especifica de algumas células no sitio de
lesdo, facilitando a cicatrizacdo e reparo tecidual. Para Liebigt e colaboradores (2012), a
utilizacdo de anti-inflamatérios (minociclina e indometacina) diminuiu a proliferacao
microglial e esta diminuicdo foi relacionada com melhora funcional. Isso porque apds uma
isquemia, a microglia apresenta fun¢bes complexas, que envolvem reparo tecidual com a
secrecdo de moléculas neuroproteras, ou inducdo de moléculas citotoxicas promovendo dano
do tecido nervoso. A utilizacdo da minociclina, um anti-inflamatério, modulou a microgliose
através do declinio de 6xido nitrico e citocinas pro-inflamatorias (LIEBIGT et al., 2012). A
indometacina também inibiu a inducdo de citocinas pré-inflamatorias e levou a um equilibrio
entre sobrevivéncia e morte celular no ambiente inflamatorio (LIEBIGT et al., 2012). No
presente trabalho utilizamos a enzima ChABC que tem a funcdo de degradar os PGSCs das
RPNs, porém n&o se conhece sobre a existéncia de manipulacdo do ambiente inflamatorio e
da cicatriz pela enzima. Pesquisas em nosso laboratorio mostraram que a utilizacdo da enzima
ndo influenciou a quantidade de astrécitos na regido peri-infarto (dados ndo publicados). Em
nosso Laboratorio, ainda estamos investigando os efeitos da degradacéo dos PGSCs das redes
perineuronais na atividade microglial.

Neste trabalho, o exercicio fisico realizado foi do tipo forgado que, ao contréario do

exercicio voluntério, impede o animal de escolher 0 momento e dosagem do exercicio, e
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usualmente depende de um estimulo aversivo para condicionar 0 comportamento, o que cria
um ambiente estressante para o animal (LANDERS et al. 2013).

Em nosso modelo experimental, os animais dos grupos ChABC + Exercicio e
Exercicio, antes da inducdo da lesdo, foram submetidos a restricdo alimentar e treinados
diariamente na tarefa de alcance e preensdo das bolas de acglcar, em um aparato com
dimensdes pequenas, que evitava a livre circulagdo do animal (agente estressor). Este treino
ocorria duas vezes por dia, e 0 primeiro momento acontecia durante o ciclo claro (momento
em que o animal estd menos ativo), que associado a restricdo alimentar pode contribuir ainda
mais para o ambiente ja estressante do exercicio forcado.

Howells e colaboradores (2005) realizaram um estudo para determinar se 0 estresse
pode influenciar no efeito neuroprotetor do exercicio voluntario em modelos experimentais de
doenca de Parkinson. Os autores utilizaram como agentes estressores restricdo alimentar,
imobilizacéo e alteragdo do ciclo claro/escuro dos animais, e encontraram que 0 exercicio
voluntario foi realmente neuroprotetor e que o estresse anulou estes efeitos neuroprotetores.

Portanto, 0 ambiente estressante que o animais dos grupos ChABC + Exercicio e
Exercicio foram submetidos antes da inducdo da isquemia pode ter contribuido para a piora
do desempenho motor ja em 3 dias apds a lesdo quando comparados aos grupos Controle e
ChABC (FIGURA 24). Por isso, a associacdo de exercicio fisico com a degradagdo dos
PGSCs (grupo ChABC + Exercicio) ou somente o protocolo de exercicio fisico (grupo
Exercicio) ndo foi capaz de promover melhora funcional da pata anterior afetada apds a leséo
em nosso modelo experimental.

O protocolo de exercicio fisico utilizado tinha duracdo de 20 minutos, iniciou-se
precocemente (4 dias ap6s a lesdo) e consistiu na extensdao da pata anterior (alcance) e
preensdo das bolas de aclcar (movimento de flexdo dos dedos), sendo considerado de maxima
intensidade (média de 80 repeticbes) e curta duracdo (menor que 30s cada movimento),
realizado intermitentemente em intervalos pequenos sugerindo uma contribuigcdo do sistema
aerobio (FRANCHINI et al., 2003).

Alguns trabalhos sugerem que espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo continuamente
produzidas durante metabolismo aerébico e a modulacdo de niveis de ERO induzida por
exercicio fisico pode desempenhar um papel importante na formagéo proteica e na expressao
do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), resultando em melhor funcdo e aumento
da neurogénese. No entanto, a contribuicdo do sistema aerdbio neste modelo de exercicio
fisico pode levar a producéo de altos niveis de ERO, que ultrapassa a tolerancia adaptativa da

célula nervosa, resultando em significativo dano oxidativo, apoptose e necrose da area de
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lesdo (RADAK et al., 2013). Portanto, nesta situacéo o exercicio fisico pode aumentar o dano
oxidativo e a neurodegeneracdo, prejudicando a recuperacdo do desempenho motor, 0 que
pode, pelo menos em parte, explicar nossos resultados.

No trabalho de Smith e colaboradores (2009), o protocolo de reabilitacdo fisica
aplicado precocemente (3 dias apds a lesdo) foi menos efetivo do que quando iniciado
tardiamente (2 semanas ap6s a lesdo). Segundo esses autores, o comprometimento da
recuperacdo funcional pela reabilitacdo precoce ocorreu devido a mecanismos que podem
estar relacionados a um, ou mais, eventos de lesdo secundaria ocorridos na fase aguda pos-
lesdo. Foud e colaboradores (2000), também relataram que o treinamento dirio na esteira
precocemente aplicado ndo melhorou a recuperacdo locomotora dos animais apos lesdo da
medula espinhal. Como nosso modelo experimental utilizou exercicio fisico iniciado ainda na
fase aguda da inflamacdo pos-lesdo isquémica, a reabilitacdo funcional dos animais do grupo
ChABC + Exercicio e do grupo Exercicio pode ter sido prejudicada por isso. Futuros
experimentos cujo exercicio fisico inicie somente apds o fim da fase aguda da inflamacéo
podem ajudar a explicar qual o melhor momento para se realizar intervencdo por exercicio

fisico em modelo experimental de AVC.

9 CONCLUSOES

e A remocdo dos PGSCs das redes perineuronais associada ao exercicio fisico
precoce ndo aumentou o tamanho da area de lesdo, e melhorou o desempenho
motor do membro afetado apds isquemia experimental no cértex sensorio-
motor, porém essa melhora foi tardia;

e O exercicio fisico aplicado precocemente apds isquemia experimental no
cortex sensorio-motor ndo influenciou no tamanho da &rea de lesdo, porém
prejudicou o desempenho motor do membro afetado;

e A remogéo dos PGSCs das redes perineuronais ndo influenciou no tamanho da
area de lesdo, e melhorou precocemente o desempenho motor do membro

afetado apds isquemia experimental no cdrtex sensério-motor.
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