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RESUMO

TRISTAO, Marina Pacheco Leardini. Efeitos do exercicio fisico sobre a microcirculacéo
cerebral em um modelo de hipoperfuséo cerebral em ratos. 2015. 73f. Dissertacdo (Mestrado
em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A diminuicdo no fluxo sanguineo cerebral pode estar relacionada com o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como a deméncia que pode ser caracterizada
por prejuizos na memoria e na cognicdo. Atualmente o exercicio fisico vem sendo proposto
como uma ferramenta capaz de auxiliar na satde e fungéo cerebral, no entanto os mecanismos
envolvidos ainda ndo estdo muito claros. O presente trabalho investigou os efeitos de um
modelo experimental de hipoperfusdo cerebral por oclusdo bilateral das carétidas comuns
(2VvO) em ratos Wistar adultos e os efeitos do exercicio fisico moderado de curto prazo (uma
semana), quando iniciado de durante a fase aguda da hipoperfusdo cerebral (intervencéo
precoce) ou na fase cronica (intervencdo tardia) sobre os parametros microcirculatorios e
inflamato6rios. A hipoperfusdo cerebral nos animais sedentarios foi capaz de reduzir a
densidade capilar funcional cerebral e o fluxo sanguineo cerebral e aumentar a interacdo
leucdcito-endotélio em vénulas cerebrais. Além disso, foram observados aumentos ndo
significativos estatisticamente, da expressdo génica de NADPH-oxidase e de IL-6 no cérebro
dos animais 2VO. A intervencdo precoce com o exercicio fisico foi capaz de reverter os danos
na densidade capilar funcional cerebral e na adesdo dos leucocitos e melhora na expressao
génica da eNOS. Embora na fase tardia da hipoperfuséo cerebral ndo sejam mais evidentes as
alteracdes na microcirculacdo e no perfil inflamatorio cerebrais dos animais 2VO, a
intervencdo tardia ndo induziu alteracOes significativas nos parametros analisados. Conclui-se
que as alteracdes microcirculatorias e inflamatorias cerebrais sdo desencadeadas na fase
inicial da hipoperfusdo cerebral. Sendo assim, a intervencgdo precoce do exercicio fisico pode
ser considerada uma abordagem preventiva para doengas neurodegenerativas decorrentes da
hipoperfuséo cerebral crénica.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Microcirculacdo cerebral. Interacdo leucécito-endotélio.

Doencas neurodegenerativas.



ABSTRACT

TRISTAO, Marina Pacheco Leardini. Effects of physical exercise on brain microcirculation
in a cerebral hypoperfusion model in rats. 2015. 73f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The decrease in cerebral blood flow is an important risk factor for dementia and
cognitive dysfunctions. Currently, exercise has been proposed as an ameliorative intervention
to promote better functioning of brain, however the mechanisms are not yet clear. The aims of
this study was to investigated the effects of an experimental model of cerebral hypoperfusion
by bilateral occlusion of the common carotid (2VO), and the impact of early versus late
short-term-moderate exercise on brain microcirculatory and inflammatory parameters in rats
after brain hypoperfusion. This 2VO model was able to decrease brain functional capillary
density and cerebral blood flow, increase leukocyte-endothelial interactions, and although not
significant, induced increases of gene expression of NADPH oxidase and IL-6. Early
intervention with physical exercise was able to reverse the alterations in brain functional
capillary density and adherent leukocyte-endothelial interactions and increases of gene
expression of eNOS. Although in the late phase of cerebral hipoperfusion functional and
inflammatory changes in brain microcirculation are no longer evident, the late exercise
intervention did not induced significant alterations in the analyzed parameters. We concluded
that the cerebral microcirculatory and inflammatory changes are triggered in first days after
2VO and therefore, early exercise intervention can be considered a preventive approach for
neurodegenerative diseases caused by chronic cerebral hipoperfusion.

Keywords: Physical exercise. Cerebral microcirculation. Leukocyte-endothelial interactions.

Neurodegenerative disease.
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INTRODUCAO

As alteracbes no fluxo sanguineo cerebral (FSC) podem estar relacionadas com
disturbios neuroldgicos, sendo a causa ou um fator coadjuvante para o seu desenvolvimento.
Relatos da literatura apontam a relacdo entre a diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral, a
deméncia e o envelhecimento (1, 2). Em um estudo feito com adultos entre 18 e 72 anos de
idade de ambos os sexos, foi verificada uma relagcdo entre a queda do fluxo sanguineo cerebral
e a idade, corroborando a relacdo entre o envelhecimento e a reducdo da perfusdo sanguinea
cerebral (3).

O envelhecimento é um dos principais fatores de risco para a degeneracdo neuroldgica
que pode ser resultado de alteracGes vasculares, neurodegenerativas ou ambas. No entanto,
muitos fatores de risco modificaveis como o diabetes mellitus, a hipertenséo arterial, a
obesidade e o sedentarismo aumentam as chances do desenvolvimento do déficit cognitivo e
principalmente para o tipo de deméncia mais comum, a Doenca de Alzheimer (2, 4, 5).

Atualmente, o aumento da populacdo idosa se faz presente ndo s6 em paises
desenvolvidos, como também nos paises em desenvolvimento como o Brasil (6). Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a expectativa de vida do brasileiro
cresceu 12,4 anos entre 1980 e 2013, representando um aumento de 13% da populacdo,
totalizando 26,1 milhGes de pessoas idosas (IBGE).

A queda no fluxo sanguineo cerebral e todas as alteracdes desencadeadas por essa
condicéo séo fatores preponderantes em diversos tipos de deméncia (1, 2, 7). No ano de 2010,
35 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com deméncia e estima-se gque este numero
duplicara em 2030 (Organizacdo Mundial da Saude, OMS). Sendo assim, torna-se importante
0 estudo dos mecanismos envolvidos nesse processo isquémico e, portanto, o uso de
ferramentas terapéuticas alternativas, como o exercicio fisico, que possam amenizar ou
reverter o quadro de hipoperfusdo cerebral evitando no futuro, o impacto socioeconémico
negativo dos agravos desse processo na memaria, No comportamento e na cognigao.

Embora o cérebro represente apenas 2% do peso corporal total e seu consumo seja de
15-20% do débito cardiaco, ele € considerado um oOrgdo com uma grande demanda
metabolica. Em um adulto normal, o fluxo sanguineo cerebral varia entre 50 a 60ml/100 g de
tecido/min e o consumo de glicose cerebral em torno de 23 pmol/100 g de tecido/ min,

normalmente, cerca de 15% da glicose no sangue arterial. Portanto, o aporte sanguineo
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constante tanto para o fornecimento adequado de glicose e oxigénio quanto para a retirada de
metabolitos, garantem a manutencédo da estrutura e fungédo neuronal (5, 8, 9).

O metabolismo cerebral € predominantemente aerdbio, ja que ndo é capaz de
armazenar oxigénio e possui uma pequena reserva de glicogénio. Sendo assim, necessita de
um fornecimento constante de nutrientes do sangue, principalmente glicose, para a
manutencdo da sintese de neurotransmissores, do potencial da membrana, ou seja, a
homeostase do microambiente cerebral (5, 9, 10). O cérebro é um tecido vulneravel as
mudancas nos niveis de oxigénio e glicose, por exemplo, e a interrup¢do desses nutrientes em
um evento isquémico pode conduzir a um quadro de deplecdo energética de forma réapida
podendo gerar lesdo cerebral (11, 12).

A revisdo de Paulson (2002) (9) defende que a circulacdo cerebral se ajusta as
demandas metabolicas do tecido e o estudo de Otori et al. (2003)(13), demonstrou que as
areas corticais dentre outras eram as que mais utilizavam a glicose e curiosamente eram
também as areas com maior fluxo sanguineo, ressaltando a importancia da relacdo entre o
metabolismo cerebral e o fluxo sanguineo.

Estudos apontam que a hipoperfuséo cerebral cronica, caracterizada pela redugéo
moderada, porém persistente no FSC, esta relacionada com o desenvolvimento e a progressao
da disfuncdo cognitiva e da deméncia vascular (2, 14-16) e a hipoperfusdo sanguinea
principalmente no cortex parietal e temporal estd bem estabelecida com a Doenca de
Alzheimer (1, 17, 18).

A microcirculacdo é a parte da circulacdo sistémica e pulmonar especialmente
adaptada para a nutricdo dos tecidos e remogéo dos produtos de excregédo celular, ou seja, as
trocas do sangue com os tecidos (19, 20). O limite entre a macro e microcirculacdo nédo
possui uma definicdo exata, porém usualmente classificam-se como microvasos, aqueles que
possuem didmetros inferiores a 150 um (20).

Pelo fato da organizacdo do leito microvascular ser semelhante a uma estrutura
arborescente, as divisdes vasculares sucessivas definem as diferentes ordens de arteriolas,
com suas estruturas e fungdes caracteristicas (20). Os capilares sdo ramificacdes de arteriolas
e apresentam um diametro entre 3-7 micrometros enquanto que as arteriolas entre 80-100
micrémetros de didmetro (19). A presenca e a necessidade dos capilares é tdo evidente que
nenhuma célula funcional estad a uma distancia maior do que 20-30 micrémetros de um capilar
(22).

No cerebro, a presenca da homeostase no microambiente cerebral garante o bom

funcionamento dos neurdnios que desempenham funcbes de comunicacéo entre eles e entre as
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células da glia (células de defesa no sistema nervoso), assim como a liberacdo de
neurotransmissores e a propagacao dos impulsos elétricos ao longo dos dendritos e axénios. A
fim de garantir o equilibrio no microambiente e no metabolismo cerebral, a barreira
hematoencefalica exerce um importante papel na circulagdo cerebral (9). E uma estrutura
membranar que protege o Sistema Nervoso Central (SNC) de substancias quimicas presentes
no sangue. Formada pela presenca de juncdes endoteliais que controlam a abertura e
fechamento coordenado das juncgdes célula-célula. Essas juncdes sdo compostas de diferentes
complexos multi-protéicos, como as jungdes oclusivas ou zonula de oclusdo (tight junctions),
e juncOes aderentes que sdo os principais reguladores da permeabilidade seletiva celular. A
permeabilidade seletiva da BHE acrescenta dificuldade as moléculas penetrarem nesta
barreira, de modo que, somente a agua, gases como oxigénio e o dioxido de carbono e
determinadas moléculas lipossollveis pequenas podem passar de forma integra. As moléculas
hidrofilicas, que sdo essenciais para 0 metabolismo do cérebro, tais como ions, glicose,
aminoacidos e componentes de &cido nucléico, passam pela BHE através de canais
especializados e pela difusdo facilitada (5, 9, 22).

Quanto maior for a necessidade metabolica de um tecido, maior ¢ a demanda de
oxigénio e nutrientes, e portanto, maior é o recrutamento de capilares. AlteracGes na parede
dos vasos, como o aumento de fibras de coldgeno e de componentes da matriz extracelular
estdo presentes em quadros de arteriosclerose cerebral, constricdo focal e o envelhecimento,
resultando na perda da distensdo e elasticidade dos vasos podendo prejudicar a perfuséo
cerebral. As mudangas microvasculares no tecido cerebral causam irregularidades na
permeabilidade da barreira hematoencefalica afetando a nutricdo tecidual e consequentemente
a dindmica e o funcionamento da unidade neurovascular. Essas as alteracGes vasculares

podem levar ao comprometimento do fluxo sanguineo cerebral (5).

Modelo Experimental de Hipoperfusdo Cerebral Crénica

Ao longo da tltima década, a hipoperfusao cerebral cronica vem sendo apontada como
um fator preditor para as alteracdes neurodegenerativas, cujas consequéncias mais comuns
séo a disfuncdo cognitiva, e a doenga de Alzheimer (1, 2, 14, 15, 23).

O modelo experimental de oclusdo bilateral das cardtidas comuns, que pode ser

denominado como 2VO (two vessel occlusion; oclusdo de dois vasos) ou BCCAO (bilateral
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common carotid artery occlusion; ocluséo bilateral das car6tidas comuns) é um modelo de
isquemia moderada, comumente usada para investigar os mecanismos fisiopatologicos
induzidos por uma hipoperfusdo cerebral crénica, e assim possibilitar a avaliacdo dos efeitos
de intervencOes terapéuticas (1, 2, 14, 15, 23, 24). Este modelo é caracterizado por uma
isquemia global, ndo apresentando sinais evidentes de disfungdo motora ou convulsdes, néo
sendo caracterizado assim como um modelo de acidente vascular encefélico (AVE), no qual
hd uma isquemia focal (2, 25). Nesse trabalho utilizamos “2VO” para denominar
“hipoperfusdo cerebral”.

Um estudo em roedores conduzido por Otori e colaboradores (2003) (13),
acompanhou o fluxo sanguineo cerebral durante dois dias, 1, 4 e 8 semanas apés a 2VO. Eles
observaram que o fluxo sanguineo cerebral foi reduzido entre 33-58% em algumas areas
como no cortex frontal, parietal, temporal e occipital, substancia branca e corpo caloso ap6s
dois dias. A partir da 1* semana iniciava-se a recuperacao, porém os valores do fluxo
sanguineo cerebral ainda eram significativamente baixos. Na 4% semana, o fluxo sanguineo foi
parcialmente restabelecido em todas as regides e o retorno do fluxo sanguineo aos valores
basais s6 ocorreu na 8% semana. Corroborando com estes achados, os estudos de Schmidt-
Kaster et al. (2001) (16) e o de Tomimoto et al. (2003) (26) mostram que a recuperagao do
FSC apds a 2VO inicia-se de forma gradual na primeira semana, e que 4 semanas apos ainda
apresentavam valores significativamente inferiores quando comparados com 0s animais
controle.

A hipoperfusdo cerebral cronica induzida pelo modelo 2VO pode ser dividida em trés
fases: aguda, cronica e de restituicdo ou recuperacdo. A primeira delas apresenta uma queda
acentuada na perfusdo cerebral que persiste até o terceiro dia de isquemia, conduzindo um
quadro de hipoxia-isquémica. A fase crénica pode permanecer até aproximadamente entre a
oitava e décima segunda semana e é a que se assemelha com a diminuigdo do fluxo sanguineo
no envelhecimento humano e a deméncia, nessa fase o processo neurodegenerativo é mais
extenso. E por fim, a fase final onde ocorre a restituicdo do fluxo sanguineo cerebral (2). As

fases deste modelo estdo exemplificadas na figura a sequir.
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Figura 1 - Resumo das fases ap6s a 2VO

2VO0

|

FSC

2 -3 dias
Fase Aguda

8 semanas -3 meses Fase de Restituigdo:
Fase Cronica Fluxo normal

Legenda: A primeira fase denominada, fase aguda; a segunda denominada como fase crénica e a ultima fase,
restituicdo do fluxo. FSC=fluxo sanguineo cerebral; 2VO= two vessel occlusion (oclusdo de dois
vasos) (2).

Consequéncias hemodinamicas e inflamatérias da hipoperfuséao cerebral cronica

Ap0s a oclusdo bilateral das carétidas comuns, é observado o aumento da pressdo
arterial sisttmica, que pode ser explicado como um mecanismo de retrocontrole dos
barorreceptores, localizados no seio carotideo, que respondem as mudancas no estiramento e a
pressdao. A queda dréstica de fluxo sanguineo que ocorre ap6s a oclusdo desses vasos
desencadeia uma ativacdo dos barorreceptores que entdo aumentam o tdnus simpatico,
iniciando uma resposta hipertensiva. O aumento entre 10-20 mmHg na pressao arterial foi
observado em alguns estudos, sendo mantido por até 9 semanas apds a oclusdo bilateral das
carétidas, sugerindo uma ativagdo persistente no ténus simpatico (2, 13).

O hipocampo é local mais estudado nesse modelo, por ser a regido cerebral envolvida
no processo de consolidacdo de memoria, assim como uma das &reas mais sensiveis a
isquemia (2). No trabalho de Ohtaki e colaboradores (2006) (27), foi analisada a morte
neuronal em animais submetidos a 2VO até a 4% semana. A presenca de morte neuronal no
hipocampo foi vista em aproximadamente 36% dos animais uma semana apos a 2VO,
aumentou para 57% dos animais na segunda semana e se manteve até quarta semana. No
neocoOrtex dos animais nao foi observado morte neuronal na primeira semana, porém foi
aumentando gradualmente para 28% dos animais na segunda semana e na quarta semana,
54% dos animais apresentavam neurodegeneracdo do neocortex. O dano neuronal também foi

visto apds 12 semanas de 2VO, no cortex e hipocampo de ratos (28), sugerindo que o dano
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neuronal acontece de forma gradual (2, 29). Ainda é incerto quanto ao tipo de morte neural,
apoptose ou necrose, mas como o fator chave para o seu desencadeamento ¢é a quantidade de
ATP e que durante a fase aguda ha uma queda acentuada deste nucleotideo, é provavel que a
necrose predomine nesta fase, enquanto a morte por apoptose ocorra na fase cronica. Sendo
assim, ndo se sabe se o dano neural é induzido na fase aguda ou se € resultado de um longo
periodo de hipoperfusdo, mas é provavel que ambas as fases contribuam para esse dano (2,
29).

Outra alteragdo neuropatoldgica suscetivel a hipoperfusdo cerebral é a ativacdo das
células da glia (astrocitos e micréglia) (2). Um marcador de ativacdo dos astrdcitos é a
proteina glial fibrilar acida (GFAP) (30). Em ratos submetidos a 2VO, esse marcador se
mostrou aumentado a partir da primeira semana e se manteve até o sexto més. A reducéo do
aporte adequado de nutrientes e a hipdxia dos neurdnios, podem desencadear a ativacdo dos
astrocitos adjacentes, ativando-0s, assim como a propria auto-ativagéo (24).

A micrdglia que é uma célula de defesa do SNC, e em condic¢des patoldgicas pode se
transformar em uma célula citotoxica. Qualquer sinal que desestabilize a homeostase cerebral
induz a ativacdo da micrdglia. Em ratos submetidos a 2VO sua ativacdo no hipocampo foi
notada a partir de 20 minutos apés a oclusdo (31) sendo mantida até 13 semanas (2). Além
disso, as células da glia podem secretar citocinas, como a Interleucina-1 (IL-1) e a
interleucina-6 (IL-6), durante eventos nos quais ha uma perturbacdo na homeostase cerebral
(32).

A hipoperfusdo cerebral crénica induz inflamacéo tecidual que pode durar mais de um
més, incluindo o recrutamento de leucdcitos periféricos, ativacdo das células da glia, liberacdo
de mediadores inflamatdrios, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1beta
(IL-1B) e IL-6 (15, 33)

Durante o processo inflamatério o recrutamento dos leucdcitos da corrente sanguinea
para o tecido inflamado é mediado, principalmente, por fatores inflamatorios como a IL-1B e
TNF-a. Essa interagdo leucocito-endotélio pode ser dividida (de forma didatica) em quatro
processos: marginagéo, rolamento (rolling), adesdo e transmigracao (34, 35).

Na marginacdo, ocorre 0 movimento dos leucocitos em direcdo a periferia, ou seja, a
parede do vaso sanguineo. As moléculas de adesdo que intervém nessa etapa sao as selectinas:
L-selectina (expressa pelos leucécitos), E-selecina (expressa pelo endotélio) e P-selectina
(expressa pelas plaquetas e células endoteliais), essas duas Ultimas apds a ativacdo por

quimiocinas e citocinas, como 0 TNF-a, aumentam a sua expressao (36). O rolamento €
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classificado como uma etapa de baixa afinidade entre os leucdécitos e o endotélio j& que os
mesmos rolam em uma velocidade mais baixa do que o fluxo sanguineo (36-38).

A adesdo é um processo regulado pelas integrinas, que sdo proteinas de adesao
presentes na membrana celular, a integrina-o1p2 é a mais envolvida nesse processo e pode ser
conhecida por CD11a/CD18, sdo expressas na maioria dos leucécitos e sdo moduladas por
componentes microbianos, citocinas inflamatérias e quimiocinas (37, 39). Os receptores de
interacdo das integrinas, presentes na superficie das células endoteliais como as ICAM
(intercelular adhesion molecule-1) e VCAM (vascular adhesion molecule), proporcionam
uma ligagdo mais forte leucdcito-endotélio promovendo a adesdo a parede do vaso. A
transmigracdo (diapedese) é o estagio final no qual ocorre a passagem dos leucdécitos pelas
juncoes estreitas do endotélio até o tecido inflamado, a molécula de adesdo que auxilia esse
estagio é a PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) (34, 35, 38, 39). Essa
interacdo leucocito-endotélio foi estudada por Sancesario e colaboradores, 1997 (40) que
verificaram alteracdes locais e sistémicas nas veias jugular e femoral apds o 2VO, induzindo
aumento na agregacdo de leucocitos em ambas as veias apds 5 horas de hipoperfusdo.
Resultados similares sdo vistos em outros modelos de isquemia, como a isquemia-reperfusao
e o de oclusdo da artéria cerebral média (MCAO) (41).

As citocinas podem ser dividas em pro-inflamatérias ou anti-inflamatorias, regulando
de forma positiva ou negativa, respectivamente, a producdo de mediadores inflamatorios (42).
Niveis altos de citocinas inflamatérias podem prejudicar os circuitos neurais induzindo danos
na aprendizagem, memoria e plasticidade neural (43). Normalmente a ativacdo inflamatoria é
feita a partir de estimulos periféricos que ao chegarem ao cérebro ativam particularmente, a
micrdglia e desencadeiam a producdo e a secrecdo de mediadores inflamatorios (43, 44). A
sintese e a producdo desses mediadores podem ser iniciadas no cérebro quando ocorre uma
injaria tecidual, infeccBes ou traumas cerebrais (43). Sabendo que as injdrias cerebrais podem
desencadear a producdo dessas citocinas, Khojasteh et al, 2015 (45) demonstraram que no
modelo de hipoperfusdo cerebral induzido pela oclusdo das duas carétidas comuns ocorre um
aumento dos niveis séricos de IL-6 quando comparada com o grupo controle ndo isquémico.

Trés décadas apos a sua descoberta, a IL-6 assume um papel versatil dentro do
organismo, atuando em um estado patoldgico ou fisioldgico (46). Em trabalhos como os de
Matsuda et al (1996) (47) e Yamada et al (1994) (48) foi observado um papel neuro protetor
da IL-6 (diminuigdo da perda de neurdnios) no hipocampo de ratos. Vandenabeele e Fiers
(1991) (32) propuseram que algumas citocinas, como a IL-1, IL-6 poderiam estar envolvidos
na patogénese da Doenca de Alzheimer. E Goldgaber et al. (1989) (49) sugerem que a IL-1
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como responsavel pelo aumento da sintese de um marcador para esta doenca, a proteina
amildide B. Por outro lado, as citocinas IL-1, IL-6 também podem mostrar propriedades
neuroprotetoras (43, 46, 50, 51).

Dentre outras alteracBes j& mencionadas, o estresse oxidativo também é induzido
durante um quadro de hipoperfusao cerebral cronica podendo promover a apoptose e a morte
neuronal, mecanismos que estdo ligados ao prejuizo cognitivo e o desenvolvimento do
Alzheimer (15, 52-54). Esse desequilibrio entre a producéo de espécies reativas e sua retirada,
é cada vez mais aceito como o fator chave para o processo neurodegenerativo (7, 52, 55).
Existem vérias formas de verificar o estresse oxidativo, uma delas € medindo a atividade do
complexo da NADPH-oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) (Nox) uma
enzima que exerce um papel importante na geracao de espécies reativas de oxigénio (56). Em
estudo recente foi observado que a atividade da Nox 1 no hipocampo de ratos submetidos a
2VO comecgou a aumentar a partir da primeira semana ap0s a cirurgia de forma gradual até a
15% semana acompanhado do aumento da GFAP, caspase 3, diminuicdo no numero de
neurdnios no hipocampo e comprometimento cognitivo (53). Sendo assim, torna-se mais
claro que os mecanismos que ocorrem na fase aguda podem interferir de maneira oxidativa e
inflamatéria no cérebro dos animais submetidos a 2VO e, portanto, uma intervencdo que
previna o estresse oxidativo e a inflamacdo cerebral de forma precoce pode permitir um

melhor progndstico e restabelecimento da funcéo cerebral.

Exercicio Fisico como uma estratégia terapéutica

Os efeitos benéficos do exercicio fisico na capacidade de aprendizagem e memoria
vém sendo objeto de estudo nos dltimos anos (7, 57, 58). O American College of Sports
Medicine (59) sugere que a préatica de atividades fisicas é uma ferramenta importante na
melhora da funcéo cognitiva, especialmente na populacéo idosa.

Dentre as novas estratégias terapéuticas utilizadas para reduzir os danos causados pela
hipoperfusdo cerebral crénica, encontra-se o treinamento fisico (7). Ja foi demonstrado que o
exercicio fisico regular é tido como um componente importante para um estilo de vida
saudavel, capaz de diminuir o risco de desenvolvimento e progressao de doencas crénicas,
como diabetes mellitus e hipertensao arterial (58, 60-63). O exercicio fisico também pode

promover beneficios na saude cerebral como a melhora na cogni¢do e memoria (7, 64, 65),
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melhora no fluxo sanguineo cerebral (66, 67) e diminui¢cdo dos sintomas de depressdo (68).
No entanto, sabe-se pouco acerca dos mecanismos induzidos ou influenciados pelo exercicio
fisico na integridade estrutural e na funcdo da microcirculacgdo cerebral.

Na meta-anélise feita por Haykowsky e colaboradores (2011)(69), pacientes que
iniciaram o programa de exercicio em até uma semana depois do infarto agudo do miocérdio,
tiveram melhora na recuperacéo quando comparados com aqueles que iniciaram a reabilitacdo
mais tarde, entre quatro e seis semanas. A recuperacdo neuroldgica comeca logo apds o
evento isquémico ou hemorragico, porém a maior parte dos pacientes que sofre um AVE
apresenta desordens neuroldgicas. (66). Ja esta descrito na literatura que o inicio precoce do
exercicio fisico em modelos de AVE como o de isquemia-reperfusdo da MCAO tém efeitos
positivos na perfusdo sanguinea, na diminuicdo da apoptose neural e na extensdo da area
isquémica, e esses efeitos foram vistos com intensidade moderada e a curto prazo ( de 3 até 14
dias de exercicio fisico), porém a intervencdo precoce no modelo 2VO nunca foi proposto
(66, 70-72).

O exercicio fisico moderado é conhecido por reduzir os parametros inflamatérios e
circulatérios, como a reducdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento das citocinas anti-
inflamatorias (73-77). A contracdo muscular pode induzir a producdo e liberacdo de
citocinas, que sdo denominadas de miocinas (74, 76). Uma citocina estudada em modelos de
exercicio fisico é a IL-6, por exercer um papel pro ou anti-inflamatério, podendo influenciar a
producdo de citocinas em outros 6rgdos e células (74-76). A 1L-6 secretada pelo musculo
esquelético durante e ap6s o exercicio fisico inibe a producdo de citocinas pré-inflamatorias
como 0 TNF-a e a IL-1B e em contra partida induz um aumento do fator anti-inflamatodrias
como a IL-1RA (antagonista do receptor da IL-1) e a IL-10, esta que inibe a producdo de
outras citocinas pro-inflamatorias como a IL-1a, IL-1p, TNF-a e um dos fatores de adesdo
celular, o ICAM (76, 77). A intensidade, a duracdo, o grupamento muscular e o nivel de
treinamento influenciam em uma maior ou menor produgdo da IL-6, sendo o HIIT (high
intensity interval training, exercicio intervalado de alta intensidade) o que mais auxilia nesse
processo (74-76), no entanto o exercicio moderado jé apresenta efeitos na liberacdo da IL-6
pelo masculo (74-76).

Citocinas pro-inflamatorias sdo potentes estimuladores da producdo de espécies
reativas de oxigénio por células endoteliais e imunolégicas induzindo a um quadro de estresse
oxidativo (56, 78). Uma das adaptacfes do exercicio fisico € o aumento das enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase e a catalase, assim como a diminuicdo da
NADPH-oxidase (79-81). Estudos como o de Pittaluga et al. (2015) (82) verificaram que ap0s
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4 meses de exercicio moderado ocorria uma diminuicdo do estresse oxidativo. Azizbeigi et al.
(2015) (83) sugerem que a intensidade do treinamento em exercicios de forca (contra a
resisténcia) nao influencia as respostas antioxidante e inflamatoria de individuos saudaveis,
embora o exercicio extenuante esteja associado ao aumento da producéo de espécies reativas
de oxigénio (84).

O efeito do exercicio aerdbio sobre a fungdo endotelial esta principalmente
relacionado com a melhora na biodisponibilidade de um potente vasodilatador, o éxido nitrico
(79, 85). A producdo de déxido nitrico pelo endotélio é mediada pela enzima Oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) (86), porém ainda ndo estdo claros os mecanismos que envolvem o
exercicio fisico e a 6xido nitrico sintase (NOS) (85, 87). A literatura sugere que o0 aumento do
débito cardiaco induzido pelo exercicio fisico contribui para o shear stress (forca de
cisalhamento) nos vasos sanguineos, que por sua vez estimularia a liberacao de oxido nitrico e
aumento da expressdo da iINOS — oxido nitrico sintase induzivel (em atividades fisicas
extenuantes) e da eNOS (87, 88) e que no estudo de Tanaka et al (2015) (85) foi observado
um aumento apds uma sessdo de exercicio fisico moderado em ratos. Por fim, a angiogénse
induzida pelo exercicio fisico tem sido relacionada com o aumento de fatores angiogénicos
(20, 79, 89). No trabalho desenvolvido por Huang et al. (2013) (90) foi verificado que o
exercicio fisico durante 16 semanas foi capaz de induzir o crescimento capilar no cortex de
ratos adultos. Trabalhos experimentais sustentam essa hipdtese ndo sé pelo efeito do exercicio
no aumento da densidade capilar (91, 92) como também um possivel mecanismo entre VEGF
e aumento da expressao da enzima e-NOS (93). Sendo assim o treinamento fisico apresenta
um efeito angiogénico, antioxidante e anti-inflamatatério podendo ser utilizado como uma
ferramenta terapéutica para atenuar os efeitos degenerativos associados a idade e a inflamacéo

sistémica.
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1 JUSTIFICATIVA

O conceito de que a progressdao do dano neuronal estd associada ao tempo de
hipoperfusdo cerebral tem sido sugerido pela literatura e, portanto, a prescricdo do inicio
precoce do exercicio fisico pode auxiliar na recuperacdo de pacientes que apresentam a
hipoperfuséo cerebral (2).

Conhecer os efeitos da hipoperfusdo cerebral cronica na microcirculagdo cerebral e 0s
efeitos da intervengdo com o exercicio fisico nestas alteracdes € determinante para o
desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas para estes casos, formando assim
uma possivel area de atuacdo, para prevenir as alteragdes cognitivas e a sua evolucao para
deméncia. Além disso, é de grande importancia verificar o efeito da intervencdo com o
exercicio fisico de inicio precoce e compara-lo com a intervencao de inicio tardio nos animais
submetidos a hipoperfusao cerebral, sobre os parametros microcirculatérios e inflamatérios
cerebrais, levando em consideracdo o papel crucial destes parametros no desenvolvimento da

deméncia e disfungédo cognitiva.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi investigar o efeito da intervencdo precoce com o
exercicio fisico sobre as altera¢cdes microcirculatérias e inflamatorias cerebrais de animais

submetidos a um modelo de hipoperfusdo cerebral cronica.

2.2 Objetivos especificos

a) Padronizar o modelo de hipoperfusdo cerebral seguida de exercicio fisico em ratos
Wistar Kyoto;

b) Investigar os efeitos da hipoperfusdo cerebral na densidade capilar funcional e
estrutural da microcirculacdo cerebral do cdrtex, no fluxo sanguineo do cértex e no
perfil inflamatorio cerebral de ratos Wistar Kyoto;

¢) Comparar os efeitos da intervencdo do exercicio fisico precoce ou tardio sobre as
alteracBes funcionais e estruturais cerebrais induzidas pela hipoperfusdo em ratos

Wistar Kyoto.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados 87 ratos machos Wistar Kyoto (WKY) com idade de 12 semanas e
peso aproximado de 300g, fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da
Fundacdo Oswaldo Cruz (CECAL). Os animais foram mantidos em condi¢fes controladas de
temperatura (21+2° C), luz (ciclos de 12h claro/escuro) e com comida e agua ad libitum.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal da Fundagéo
Oswaldo Cruz (protocolo nimero LW 14/14).

3.2 Medidas Hemodinamicas

Os procedimentos para as medidas da pressdo arterial e frequéncia cardiaca foram
realizadas por meio do método de afericdo indireta de plestimografia caudal, ndo oferecendo
riscos para os animais (BP-2000, Visitech, USA - Figura 2). E um procedimento rapido com
duragdo em torno de 20 minutos, e ndo invasivo realizado com 0s animais conscientes em um
ambiente escuro e silencioso. Os animais foram colocados dentro de baias de contencéo
fornecidas pelo préprio fabricante do equipamento.

O aparelho foi ajustado para aferir 15 medidas individuais por animal, que sao
registradas em um computador acoplado ao aparelho, gerando médias da pressdo arterial
sistdlica (PAS), diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC). Os animais foram adaptados ao
aparelho por trés dias consecutivos antes da medida basal. Essa andlise foi feita antes da
cirurgia de oclusdo bilateral das carétidas comuns -2VO (medida basal), 48 horas apds a 2VO

e apds os sete dias de exercicio fisico.
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Figura 2 - Pletismografo Caudal

3.3 Modelo de hipoperfusao cerebral: procedimento cirdargico de Oclusao bilateral das
cardtidas comuns (two vessel occlusion, 2VO)

Os animais foram anestesiados com associagéo de ketamina (90 mg/kg, ip) e xylazina
(10 mg/kg, ip), e apos a verificacdo da anestesia pela perda do reflexo podal através do
pincamento da pata traseira, 0s animais foram posicionados em decubito dorsal, submetidos a
tricotomia no pescogo e, com o auxilio de um bisturi, foi realizada uma pequena inciséo para
0 acesso das artérias carétidas comuns esquerda e direita. Em seguida, com auxilio de duas
pincas, ambas as artérias foram delicadamente separadas do nervo vago e ocluidas com fio de
seda 6-0 ndo absorvivel. A sutura foi feita com fio de sutura Categute absorvivel estéril 3.0.
O grupo Sham também foi submetido a cirurgia, porém sem a oclusdo. Logo apds o
procedimento, na regido do dorso do animal, foram feitas as administragdes subcutaneas do
antibiético meropenem (10mg/kg — dose Uunica) e do anti inflamatério cetoprofeno
(Img/kg/dia por trés dias). Ap6s os procedimentos cirargicos e até o fim do protocolo
experimental, os animais foram mantidos em gaiolas individuais para amenizar o possivel

estresse entre eles.
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3.4 Protocolo experimental de exercicio fisico

Os animais foram divididos de forma randomizada em dois grupos: Sham e 2VO. A
partir de entdo, os animais foram divididos nos grupos de intervencdo: (1) Grupo de
Intervencdo Precoce, iniciando o protocolo de exercicio fisico trés dias apés a cirurgia e (2)
Grupo de intervencdo Tardia, iniciando o protocolo de exercicio fisico dez dias apo6s a
cirurgia. E cada grupo de intervengéo foi dividido em quatro subgrupos: (1) grupo Sham
sedentario (Sham Sed); (2) grupo 2VO sedentéario (2VO Sed); (3) grupo 2VO + exercicio
(2VO+EX) e (4) grupo Sham + exercicio (Sham+EXx). A divisdo dos animais entre 0S grupos
pode ser exemplificada na figura abaixo (Fig. 3). Neste trabalho, o grupo controle selecionado
(Sham Sedentario) foi o Sham Sedentéario Intervengdo Precoce, ja que ndo houve diferenca

estatistica entre 0s grupos.

Figura 3- Divisdo dos grupos experimentais

RatosWistar
12 semanas
300g

Exercicio Precoce Exercicio Tardio
Inicio do Exercicio Fisico: Inicio do Exercicio Fisico:
3 dias apos a cirurgia 10 dias apds a cirurgia
1 1
1 1 1 1 f T T 1

2vosed [ 2v0 + Ex A Sham + Y] I P Sham Sham +

Sed Ex € +EX Sed Ex
(n=15) (n=15) (n=12) (n=9) (n=8) (n=6) (n=8) (n=8)

3.5 Teste Incremental Maximo e Protocolo de Treinamento Fisico

Todos os animais foram adaptados durante trés dias consecutivos na esteira
ergométrica para ratos em uma velocidade de 10m/min durante 10 minutos (Modelo HT 2.0,

Hectron Fitness Equipment, Rio de Janeiro, RJ - Figura 4). A fim de prescrever a intensidade
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do exercicio fisico correta para cada animal, ap6s a adaptacdo, foi realizado o teste
incremental maximo (TIM). O teste foi iniciado com velocidade de 10 m/min e incrementos
de 3 m/min a cada trés minutos. O TIM era encerrado quando o animal chegava a exaustdo e
mantinha-se por mais de 5 segundos na grade de choque. J& foi demonstrado que o resultado
entre o0 TIM e o teste de consumo méximo de oxigénio (VO, méax) sdo similares garantindo
assim, que a intensidade do exercicio foi equivalente a 60% do consumo maximo de oxigénio
(94).

O grupo de Intervengdo precoce com o exercicio fisico realizou o TIM trés dias apés a
cirurgia, enquanto que o grupo de Intervencédo tardia com o exercicio fisico o realizou no
décimo dia apos a cirurgia. Ambos 0s grupos iniciaram o treinamento 24 horas ap6s o TIM. O
protocolo consistiu em um treinamento durante 7 dias, 30 minutos por dia a intensidade de
60% da velocidade méxima atingida no TIM. Os animais dos grupos sedentarios também
foram colocados nas esteiras, mas sem estimulo para correr.

Apds os sete dias de treinamento fisico ou sedentarismo, os animais foram avaliados
em relacdo aos parametros microcirculatérios e inflamatdrios; fluxo sanguineo cerebral e

analises histoldgica e molecular.

Figura 4 - Esteira de treinamento adaptada para ratos

3.6 Microscopia Intravital Cerebral por Epi-lluminacéo e Fluorescéncia

Para a visualizacdo da microcirculagdo cerebral os animais foram anestesiados com

ketamina (90 mg/kg) e xylazina (10 mg/kg), via intra peritoneal e colocados em decubito
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ventral em um aparelho estereotdxico. Com o auxilio de uma broca de alta frequéncia, foi
feita uma janela craniana (0,5 cm2 e 0,1 mm de profundidade) no osso parietal esquerdo do
animal para visualizacdo da microcirculacdo da superficie cerebral e observacdo desta no
microscopio por epi-iluminagdo (95). Nao sdo necessarios procedimentos de hemostasia, mas
caso ocorresse sangramento, utilizar-se-ia uma esponja hemostéatica (Hemospoon) prépria

para este procedimento.

3.6.1 Anélise da Densidade Capilar Funcional (DCF)

Para que 0s vasos sanguineos cerebrais da superficie cerebral fossem visualizados, foi
administrado fluoresceina acoplada ao dextran de alto peso molecular (FITC-dextran 150) via
intravenosa (veia peniana). As imagens da microcirculacdo foram adquiridas por meio do
software Archimed 3.7.0 (Microvision, France). A contagem dos capilares foi feita com o
auxilio do software Saisam 5.1.3 (Microvision, France), sendo feitas imagens seriadas com
oculares de 10 x e objetivas de 10x (Olympus BX150WI, NY, U.S.A.), em quatro campos.
Para cada campo, era destinado um minuto para a contagem dos capilares, obtendo ao final o
nGmero de capilares por mm?. Foram quantificados os capilares que estavam continuamente
perfundidos por hemacias e expressos em densidade capilar funcional média (96). A

representacdo da DCF pode ser vista na figura 5.

Figura 5 - Fotomicrografia representativa da microcirculagdo cerebral de rato Wistar Kyoto

Legenda: Campo pontilhado representa a area de analise da densidade capilar funcional e cruzes vermelhas
marcam os capilares perfundidos. Animal controle exercitado.
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3.6.2 Avaliacdo da Interacdo Leucocito-endodélio

Para marcacdo dos leucdcitos circulantes, foi feita a administracdo intravenosa (veia
peniana) de 0,3 mg/kg de rodamina 6G e os leucdcitos com a fluorescéncia associada seréo
visualizados através da microscopia descrita acima. A interacdo leucocito-endotélio foi
avaliada determinando o numero de leucdcitos aderidos a parede venular por um periodo de
30 segundos e o rolamento de leucdcitos quando as células brancas se moveram dentro do
vaso em velocidade inferior aos eritrocitos circulantes e expressos em células/min. Foram
analisados vasos da superficie cerebral com didmetros variando de 50 a 100 um e a adesao
leucocitaria sendo expressa em numero de células/min/100 pum. O tempo do procedimento
cirargico total durou em média 40 minutos (95). A figura 6 representa a interacao leucécito-

endotélio a parede venular.

Figura 6 - Imagem representativa da interacéo leucdcito-endotélio

Legenda: Leucécitos marcados com rodamina 6G, aderidos e/ou rolando em vénulas pds-capilares de ratos 2VO
exercitados. Barra: 50pum.

3.7 Avaliacéo do Fluxo Sanguineo Cerebral por Fluxometria a Laser

A partir da janela craniana descrita acima, a avaliagdo do fluxo sanguineo cerebral foi
feita por meio da metodologia de laser speckle com contraste de imagem — LSCI (Perimed,
Estocolmo, Suécia). Essa técnica permite a analise do fluxo sanguineo em superficies

extensas sem a necessidade de administrar marcadores sisttmicos. Com o comprimento de
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onda de 785 nm, o LSCI mede a velocidade média das hemacias sendo assim, consegue medir
em tempo real o comportamento e a perfusdo do tecido desejado (97, 98).

Com o animal ainda anestesiado e no aparelho estereotaxico, 0 mesmo foi colocado
debaixo do feixe de raios laser a uma distancia de 10 cm (recomendada pelo fabricante) entre
a superficie cerebral e o emissor de luz laser. A partir disso, trés areas cerebrais foram
selecionadas (ROI): (1) janela craniana com a exposicdo da superficie cerebral; (2) o lado
oposto a janela, com o osso parietal direito intacto e (3) a pele. As imagens foram analisadas
utilizando o software do mesmo fabricante (PIMSoft, Perimed, Estocolmo, Suécia) sendo
ajustadas para gravar 16 imagens por segundo.

Apbs a morte do animal por overdose de pentobarbital (150 mg/kg de, i.p.),
imediatamente o cérebro foi retirado e dissecado. Um dos hemisférios foi fixado em solucéo
de formalina em tampdo de Millonig para andlises histologicas e a outra metade foi

armazenada no freezer a -80°C para analises moleculares.

3.8Analise Histoldgica

Posteriormente a fixacdo do tecido e a lavagem das amostras em agua corrente por 40
minutos, as mesmas sofreram o processamento para a incluséo de parafina a fim de tornar os
fragmentos teciduais rigidos para mais tarde serem seccionados em fatias finas para coloracéo
e andlise no microscopio. [Esse processamento passa por trés etapas: desidratacdo,
clarificacdo e impregnacéao.

A primeira etapa baseia-se na remocdo da agua dos tecidos, pois as substancias
utilizadas para inclusdo em parafina ndo se combinam de forma homogénea com a agua. O
agente desidratante usado foi o alcool etilico por apresentar bons resultados e custo baixo.
Nessa etapa foram utilizadas séries graduadas de etanol (70, 80, 90, 95 e 100%), para que a
parafina se penetre de forma homogénea no tecido. A clarificacdo ou diafanizacdo consiste
em retirar completamente o alcool da etapa anterior, utilizando o Xilol (Xilol I e 1) que
penetra no tecido, tornando o material mais claro. Enquanto as etapas anteriores ocorreram em
processadores automaticos (carrossel), a ultima etapa, impregnacdo, foi feita de forma manual
com dois banhos (aproximadamente quarenta minutos cada) de parafina (parafina | e 1) em

estufa a 60°C (99). Apos o processamento e 0s banhos de parafina o material foi incluido em
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parafina liquida para, mais tarde, serem cortados em sec¢@es sagitais de 5 um com o auxilio de
um micrétomo (Leica RM 2125, Germany).

Para que o processo de coloracdo das laminas fosse iniciado, as laminas passaram por
duas etapas: (1) desparafinizacdo utilizando o Xilol (Xilol 1 e Il) e a hidratagdo com as
sequéncias alcoolicas decrescentes (100, 65, 90, 80 e 70%). ApOs esses dois processos, em
uma ambiente escuro, as laminas foram coradas com a lectina de Griffonia simplicifolia
conjugada a FITC (diluicdo de 1:20) a qual permite a marcacdo de células endoteliais e

portanto, vasos sanguineos.

3.8.1 Anélise da Densidade Capilar Estrutural (DCE)

A densidade capilar estrutural expressa em ndmero de capilares por mm?, foi
determinada e analisada usando o programa saisam (100, 101) e o microscopio com epi-
iluminacdo e fluorescéncia (Olympus BX150WI, NY, U.S.A) com uma objetiva 20x e um
aumento total de 200x no monitor (Figura 7). A densidade capilar estrutural do cérebro foi
analisada utilizando cinco campos aleatérios do cortex cerebral. Foram considerados capilares
apenas os pontos fluorescentes com até 10 um de didmetro presentes no cértex cerebral em 1
mm?2, Para evitar qualquer tipo de viés na analise das ldminas, a contagem dos capilares foi
feita com duplo mascaramento, no qual primeiramente um avaliador fotografava as laminas e
as salvava em dois arquivos, um contendo 0 nome dos respectivos grupos e outro de forma
alfabetada para que um segundo avaliador fizesse a contagem de forma imparcial. Apds a

contagem eram entdo reveladas as pastas alfabetadas e seus respectivos grupos.

Figura 7 - Imagem representativa da densidade capilar estrutural

Legenda: Cortes histolégicos do cortex de rato WKY. Endotélio marcado com lectina de Griffonia simplicifolia
conjugada a FITC. Barra: 100pum.
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3.9 Anédlise Molecular: avaliacdo da expressao génica por PCR em tempo real (RT-PCR)

A avaliacdo da expressdo génica foi feita por meio da técnica de PCR em tempo real

(RT-PCR). O RNA total foi isolado do hemisfeério direito do cérebro dos animais utilizando o
Kit RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit high

capacity cDNA reverse transcription Kit (Applied Biosystems) a partir de 1 ug de RNA, em

um volume final de 20 pl. Os primers para a amplificacdo de NADPH oxidades subunidade
p47, eNOS e IL-6 estdo descritos na tabela 1. A RT-PCR foi realizada com o power SYBR

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) de acordo com as indicaces do fabricante e

foram realizadas na plataforma do 7500 fast (Applied Biosystems). A expresséo relativa dos

genes de interesse foi calculada através do método de AACt e normalizada pela expressao de

beta-actina.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados

Alvo

Sequéncia

NADPH oxidase p47

5 GTG AAGCCATCGAGGTCATICY

3 CCCGCGGCTTCTAATCTGTS

eNOS 5 GTATTT GAT GCT CGG GAC TG 3 3 AGATTGCCTCGGTTTGTTGS’
IL-6 5 AATCTGCTCTGG TCTTCT TGG AG 3 3 GTTGGATGG TCTTGGTCCTTAG 5
Beta-actina 5 CCACCCGCGAGTACAACCTTCTT 3 3" GAAGCCGGCCTTGCACATGCC 5’

3.10 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM) para cada

grupo. A anélise do modelo (Sham vs 2VO Sedentario) foi utilizado o teste t-Student néo

pareado com pos teste Mann-Whitney e para as demais analises, com mais de 2 grupos foi

feita a analise de variancia (ANOVA), utilizando o teste de Bonferroni como pds-teste.

Diferencas com valores de p menores que 0,05 foram consideradas significativas. Todos 0s

calculos foram realizados por analises informatizadas através do programa estatistico

comercialmente disponivel (Graphpad Instat e Graphpad Prism, Graphpad Software,

California, USA). A seguir um resumo ilustrativo sobre a metodologia do estudo:




Figura 8 - Protocolo experimental
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4 RESULTADOS

4.1 Modelo de Hipoperfuséo Cerebral (2VO)

4.1.1 Confirmacdo do modelo de hipoperfusdo cerebral

Com o objetivo de verificar a eficacia do procedimento de oclusdo das carétidas
comuns e se seu efeito no fluxo sanguineo cerebral se mantinha antes dos animais serem
submetidos aos treinamentos, seis animais foram selecionados de forma aleatdria, para medir
0 impacto agudo da hipoperfusdo cerebral induzida pela oclusdo bilateral das carotidas
comuns utilizando o LSCI.

Ap0s os procedimentos cirurgicos da 2VO descritos anteriormente, os animais foram
submetidos a medida de fluxo sanguineo cerebral pela técnica de LSCI com contraste de
imagem. Apds dez minutos foi feita a medida do fluxo sanguineo cerebral basal (antes da
2V0), em seguida foi realizada a oclusdo bilateral das car6tidas comuns e a queda do fluxo
foi acompanhada em tempo real. A hipoperfusdo foi mensurada durante uma hora de
experimento. Os trés minutos finais do tempo basal e do procedimento da 2VO foram
utilizados como média. Utilizando o teste pareado, observamos uma queda significativa entre
os valores basais e aqueles apds 1 hora da 2VO (Basal: 213 + 10 vs. 2VO: 179 + 14, unidades
arbitrarias de perfusdo — APU, p<0,01). A figura 9 ilustra a reducdo do fluxo sanguineo
cerebral apos 1 hora de oclusdo bilateral das carétidas comuns através da técnica LSCI por

contraste de imagem.
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Figura 9 - Efeito agudo da 2VVO no fluxo sanguineo cerebral
e 55 s v oy s i -o-.t-“ "‘2'_

Antes da 2VO 1 hora depois da 2VO

Legenda: Imagem representativa do fluxo sanguineo cerebral medido por LSCI de rato WKY submetido a 2VO.

4.2 Efeito da hipoperfusédo cerebral (2VO) sobre a Pressao Arterial Sistolica (PAS) e
Frequéncia Cardiaca (FC)

O gréfico 1A representa os valores basais de pressdo arterial sistélica e frequéncia
cardiaca dos grupos Sham e 2VO. As medidas hemodindmicas foram feitas antes da
intervencdo cirdrgica. Os grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas tanto na PAS
(Sham: 132 = 1.8 mmHg vs 2VO: 132 + 2.1 mmHg,) como na FC (Sham: 348 + 4 bpm vs
2VO: 357 £ 5.7 bpm).

Os animais do grupo 2VO apresentaram aumento significativo na PAS (147 + 2.8
mmHg, p<0,001) quando comparados com o grupo Sham (132 + 2 mmHg), porém ndo houve
diferenga significativa em relacdo a FC como mostra o grafico 1B (Sham: 361 + 5 bpm vs.
2VO 355 + 7.0 bpm; p<0,05).
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Gréafico 1 - Pressédo arterial sistdlica e frequéncia cardiaca antes (A) e 48 horas ap6s (B) o
procedimento de hipoperfusdo cerebral (2VO) ou cirurgia ficticia (Sham) em

animais WKY
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Legenda: Os valores representam a média £ E.P.M. de 29 animais no grupo Sham e 35 no grupo 2VO para A e
33 animais no grupo Sham e 36 animais no grupo 2VO para B. ***p<0,001 teste t-Student. Sham:
cirurgia ficticia; 2VO: animais com hipoperfusdo cerebral.

4.3 Efeito da hipoperfusao cerebral (2VO) ap6s 10 dias sobre a microcirculacéo cerebral
e inflamacao

4.3.1 Andlise da densidade capilar funcional cerebral (DCF)

Através da microscopia intravital por epi-iluminacdo e fluorescéncia foi possivel
visualizar a microcirculagdo cerebral, para a contagem da DCF, expressa em capilares por
mm2, O grupo 2VO quando comparado com o grupo controle Sham (355126 capilares/mm?),

apresentou rarefacdo capilar (2VO: 226128 capilares/mmg?, p<0,01, grafico 2).



38

Gréfico 2 - Densidade capilar funcional cerebral apds 10 dias de 2VO em ratos Sham ou 2VO
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Legenda: Os valores representam a média + E.P.M. de 7 animais no grupo Sham e 8 animais no grupo 2VO.
**p< 0,01 teste t-Student Sham: cirurgia ficticia; 2VO: animais com hipoperfuséo cerebral.

4.3.2 Avaliacdo da interacdo leucécito-endotélio na parede vascular cerebral

O perfil inflamatério dos vasos cerebrais foi avaliado pela interacdo leucdcito-
endotélio através da microscopia intravital. Os resultados demonstram um aumento
significativo no rolamento de leucécitos a parede venular no grupo 2VO (7+0.3, 2VO
cel/min) quando comparado com grupo Sham (3.0+0.6 cel/min, p<0,001) assim como na
adesdo de leucdcitos a parede venular (2VO: 5.0 £0.64 vs Sham: 0.9+0.3 cel/min/100 pm,
p<0.001, gréfico 3).
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Gréfico 3 - Densidade capilar funcional cerebral apds 10 dias de 2VO em ratos Sham ou 2VO
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Legenda: Os valores representam a média + E.P.M. de 9 animais no grupo Sham e 6 animais no grupo 2VO.
*** n< 0,001, teste t-Student Sham: cirurgia ficticia; 2VO: animais com hipoperfusdo cerebral.

4.4 Avaliacdo do Fluxo Sanguineo Cerebral

Utilizando a mesma janela craniana da microscopia intravital, o fluxo sanguineo
cerebral foi medido por meio da técnica de LSCI com contraste de imagem. O grupo 2VO
apresentou diminuicdo significativa no fluxo sanguineo cerebral quando comparado com o
grupo controle (Sham: 226+12 vs. 2V0:184+11 APU, p<0,05 teste t-Student, grafico 4).

Grafico 4 - Fluxo sanguineo cerebral apds 10 dias da 2VO em ratos Sham ou 2VO
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3001
n
©
& 2504
k= I
o2 *
o ®© 2004
<8 e
S [ e D
S Qe e e e
o 150+ [ e D
c Yo e
=) [ e D
~ Yo e
100 T '-F-F-F-H.H.:-F-F-F-H.H.'
Sham 2VO

Legenda: Os valores representam a média £ E.P.M. de 12 animais no grupo Sham e 15 animais no grupo 2VVO.
*p<0,05 vs. Sham teste t-Student. Sham: cirurgia ficticia; 2VO: animais com hipoperfusdo cerebral.



4.5 Andlise da densidade capilar estrutural cerebral (DCE)

A DCE foi avaliada a partir de cortes histolégicos do cortex cerebral, marcados com
lectina Griffonia simplicifolia acoplada ao FITC. No grafico 5, observamos que ndo ha

diferenca significativa entre os grupos Sham (51 £ 3.0 capilaressrmm?) e 2VO (58 + 3.0

capilares/mma?).

Gréfico 5 - Densidade capilar estrutural de amostras de cérebro ap6s 10 dias da 2VO em ratos
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Legenda: Os valores representam a média + E.P.M. de 10 animais no grupo Sham e 11 animais no grupo 2VO.
p>0,05 Teste t-Student. Sham: cirurgia ficticia; 2VO: animais com hipoperfusdo cerebral.

4.6 Analises da expressdo génica de parametros inflamatorios no cérebro de animais

submetidos a 2vVO

A analise da expressdo génica das enzimas eNOS e NADPH-oxidase e de IL-6 foram
avaliadas em amostras de cérebro dos ratos do grupo SHAM e 2VO atravées de RT-PCR. Foi
observado um aumento, porém nao significativo estatisticamente da expressdo da NADPH-

oxidase (grafico 6 B). Por outro lado, a expressdo génica de IL-6 e eNOS ndo foram alteradas

Sh an; Sed

2VOI Sed

nos grupos estudados (grafico 6 A e C, respectivamente).
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Gréafico 6 - Analises de RT-PCR apo6s 10 dias de 2VO. Expressdo génica de e-NOS (A),
NADPHoxidase e (B) e de IL-6 (C) de amostras de cérebro apds 10 dias da 2VO
em ratos WKY
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Legenda: Os valores representam a média = E.P.M. de 4 animais no grupo Sham e 3 animais no grupo 2VO.
p>0,05; Teste t-Student. Sham: cirurgia ficticia; 2VO: animais com hipoperfusao cerebral.

4.7 Parametros do Exercicio Fisico

4.7.1 Resultado do Teste Incremental Maximo (TIM) e Velocidade Média dos Treinamentos

Antes de iniciar o programa de treinamento fisico, os animais dos grupos exercicio
foram submetidos ao TIM a fim de prescrever a intensidade de treinamento correta para cada
animal. O resultado do teste ndo demonstrou diferenca significativa entre os grupos (tabela 2 e

gréafico 7) e consequentemente na velocidade média dos treinamentos (tabela 3 e gréafico 8).
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Tabela 2 - Média da velocidade méxima atingida no teste incremental maximo

Intervencéo Grupos n TIM (m/min)

Precoce Sham+Ex 12 28+1,0
2VO+Ex 15 24+0,9

Tardia Sham+Ex 8 25+1.2
2VO+Ex 6 2514

Legenda: Os valores representam a média £ E.P.M do nimero de animais por grupo. p<0,05. ANOVA.
Grupo Precoce: intervencdo com o exercicio iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou cirurgia Sham. Grupo
Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10 dias apds a 2VO ou cirurgia Sham.

Gréafico 7 - Teste incremental maximo realizado para os grupos de intervencdo com o
exercicio fisico Precoce ou Tardio

Teste Incremental Maximo
30-

m/min
metros por minuto

104

L
Sham+EXx 2VO+Ex Sham+Ex 2VO+Ex

Precoce Tardio

Legenda: Os valores representam a média + E.P.M. referente ao nimero de animais por cada grupo.
p<0,05. ANOVA. Grupo Precoce: intervencdo com o exercicio iniciada 3 dias apés a 2VO ou cirurgia
Sham. Grupo Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10 dias apds a 2VO ou cirurgia Sham.
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Tabela 3 - Velocidade média do treinamento fisico para cada grupo

Intervencéo Grupos n 60% da Veloc. Méx.
(m/min)
Precoce Sham+EXx 12 17+0,6
2VO+EX 15 15+£0,6
Tardia Sham+Ex 8 15+0,7
2VO+EX 6 15+ 0,7

Legenda: Prescricdo da intensidade (60%) em relagdo a velocidade méxima atingida no teste incremental
maximo. Os valores representam a média + E.P.M do nimero de animais por grupo. p<0,05.
ANOVA. Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou cirurgia Sham.
Grupo Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10 dias ap6s a 2VO ou cirurgia Sham.

Gréfico 8 - Média da intensidade do treino (60%) com base no TIM
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Legenda: Os valores representam a média + E.P.M. referente ao nimero de animais por cada grupo.
*p<0,05. ANOVA. Grupo Precoce: interven¢do com o exercicio iniciada 3 dias apds a 2VO ou
cirurgia Sham. Grupo Tardio: intervencdo com o exercicio iniciada 10 dias ap6s a 2VO ou cirurgia

Sham.

Com o objetivo de verificar se a intervencdo precoce do treinamento fisico teria

impacto diferenciado daqueles produzidos pelo exercicio fisico tardio a 2VO, foram avaliados

0s parametros hemodinamicos, microcirculatorios e inflamatorios cerebrais 24 horas apds a

ultima sessao de exercicio fisico ou sedentarismo ap6s 10 dias (precoce) ou 17 dias (tardio) da

2VO0.
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4.8 Efeito do treinamento fisico iniciado de forma precoce ou tardia sobre os parametros

hemodinamicos de animais submetidos a 2vVO

4.8.1 Pressao Arterial Sistolica (PAS) e Frequéncia Cardiaca (FC)

O treinamento fisico durante 7 dias a uma intensidade moderada (60%) n&o induziu

alteracdo significativa na pressao arterial sistolica, no entanto foi observado um discreto

aumento, porém ndo significativo, na pressdo arterial sistélica dos grupos 2VO, e este efeito

se manteve durante todo o periodo de experimento (tabela 4 e grafico 9).

Tabela 4 - Média da Pressdo Arterial Sistolica ap6s 7 dias de treinamento fisico ou

sedentarismo

Intervencéo Grupos n PAS (mmHQ)
Controle Sham Sed 9 134+2,0
Precoce 2VO Sed 9 151+5,0
2VO+Ex 9 151+4,6
Tardia 2VO Sed 8 148+7,0
2VO+Ex 4 146+7,7

Legenda: Os valores representam a média £ E.P.M. do ndmero de animais por grupo. p<0,05. ANOVA.
Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3 dias apds a 2VO ou cirurgia Sham. Grupo
Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10 dias apds a 2VO ou cirurgia Sham.
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Gréafico 9 - Pressdo arterial sistdlica apds 7 dias de treinamento fisico ou sedentarismo
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Legenda: Os valores representam a média = EPM do nimero de animais por grupo. *p<0,05. ANOVA. Grupo
Precoce: intervencdo com o0 exercicio iniciada 3 dias apds a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio:
intervencdo com o exercicio iniciada 10 dias apds a 2VO ou sedentarismo.

Em relacdo a frequéncia cardiaca o grupo 2VO+EX Precoce apresentou uma diferenca
significativa quando comparado com o grupo 2VO+Ex Tardio como mostra a tabela 5 e o
grafico 10 (p<0,05).

Tabela 5 - Média da Frequéncia cardiaca ap6s o treinamento fisico por 7 dias de treinamento
fisico ou sedentarismo

Intervengéo Grupos n FC (bpm)
Controle Sham Sed 9 374 +9
Precoce 2VO Sed 9 356 + 10
2VO+Ex 9 335+8
Tardia 2VO Sed 8 380 + 17
2VO+Ex 4 397+18 &

Legenda: Os valores representam a média + EPM do nimero de animais por grupo.
& p<0,05 vs. 2VO+Ex Precoce. ANOVA. Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3 dias
apos a 2VO ou cirurgia Sham. Grupo Tardio: intervencdo com o exercicio iniciada 10 dias apds a
2VO ou cirurgia Sham.
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Gréfico 10 - Frequéncia cardiaca apos o treinamento fisico ap6s 7 dias de treinamento fisico
ou sedentarismo
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Legenda: Os valores representam a média £ EPM do nimero de animais por grupo. & p<0,05 vs. 2VO+EXx
Precoce ANOVA. Grupo Precoce: intervengdo com 0 exercicio iniciada 3 dias apds a 2VO ou
sedentarismo. Grupo Tardio: intervencdo com o exercicio iniciada 10 dias apés a 2VO ou
sedentarismo.

4.9 Efeitos do treinamento fisico iniciado de forma precoce ou tardia sobre a
microcirculacéo cerebral de animais submetidos a hipoperfuséo cerebral

4.9.1 Densidade Capilar Funcional

A medida da densidade capilar funcional (DCF) foi feita como anteriormente, sendo
que nos grupos exercitados tanto na intervengdo precoce quanto na intervencdo tardia a
analise foi feita 24 horas apds a ultima sessao de exercicio para que fosse visto o impacto dos
7 sete dias de treinamento fisico e ndo o efeito agudo da ultima sessé@o de exercicio fisico. Os
animais submetidos & 2VO e sedentarios apresentaram diferenca significativa quando
comparados com o grupo controle Sham. No entanto, os animais exercitados de ambas as
intervencdes (precoce e tardia) foram capazes de reverter a rarefacdo capilar ndo havendo
diferenca estatistica entre os grupos 2VO+EXx e o grupo Sham (Tabela 6 e grafico 11).
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Tabela 6 - Densidade capilar funcional cerebral apés 7 dias de treinamento fisico ou
sedentarismo

Intervencéo Grupos n DCF
(capilares/mm?)
Controle Sham Sed 7 355 + 26
Precoce 2VO Sed 8 226 + 28**
2VO+EXx 7 290 + 29
Tardia 2V O Sed 9 243 + 14*
2VO+EXx 4 279 + 38

Legenda: Os valores representam a média + E.P.M do numero de animais por grupo. ** p<0,01 2VO Sed
Precoce vs. Sham Sed. ANOVA. * p<0,05 2VO Sed Tardio vs. Sham Sed. ANOVA. Grupo Precoce:

intervencdo com o exercicio iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervencéo
com o exercicio iniciada 10 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo.

Gréafico 11 - Valores da densidade capilar funcional apds 7 dias de treinamento fisico ou
sedentarismo

Densidade Capilar Funcional

Cerebral
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Legenda: Os valores representam a média + EPM do nimero de animais por grupo.** p<0,01 2VO Sed Precoce
vs. Sham Sed. ANOVA* p<0,05 2VO Sed Tardio vs. Sham Sed. ANOVA. Grupo Precoce:

intervencdo com o exercicio iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervencao
com o exercicio iniciada 10 dias apés a 2VO ou sedentarismo.
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4.9.2 Interacdo Leucdécito-Endotélio: Rolamento e Adesédo

Através da microscopia intravital e da administracdo de rodamina-6G para marcacao
de leucocitos circulantes, foi possivel avaliar o efeito do treinamento fisico no perfil
inflamatdrio dos animais em ambas as intervencdes. Os animais analisados 10 dias ap6s da
oclusdo bilateral das car6tidas comuns apresentavam aumento significativo no rolamento de
leucdcitos quando comparados com o grupo controle Sham Sed (Tabela 7).

O grupo de animais que recebeu o exercicio fisico iniciado de forma precoce
apresentou resultado heterogéneo na analise no rolamento de leucdécitos na parede vascular
cerebral. Portanto, a melhor maneira de apresentar esses resultados foi utilizando o gréfico de

dispersdo, para que pudesse ser visto a distribui¢do dos resultados (gréafico 12).

Tabela 7 - Rolamento de leucdcitos apds 7 dias de treinamento fisico ou sedentarismo

Intervencéo Grupos n Rolling

(células/min)

Controle Sham Sedentério 9 3,0+0,6

Precoce 2VO Sed 6 70+03*
2VO+EX 15 6,0+1,0*

Tardia 2VO Sed 7 38104
2VO+Ex 6 3,0+£0,6

Legenda: Os valores representam a média + EPM do ndimero de animais por grupo. *p<0,05 vs. Sham Sed.
ANOVA. Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3 dias apos a 2VO ou sedentarismo.
Grupo Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10 dias apos a 2VO ou sedentarismo.
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Gréfico 12 - Rolamento de leucdcitos apds 7 dias de treinamento fisico ou sedentarismo
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Legenda: Os valores representam a média + EPM do nimero de animais por grupo.* p<0,05 vs. Sham Sed
ANOVA. Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3 dias apds a 2VO ou sedentarismo.
Grupo Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo.

No grupo 2VO Sed Precoce foi observado aumento da adesédo de leucdcitos ao endotélio
vascular cerebral quando comparado com o controle Sham Sed. Assim como, no rolamento
dos leucdcitos, houve uma melhora espontanea apds 17 dias de 2VO, 0 mesmo ocorreu na
adesdo dos leucdécitos demonstrando que mesmo sedentdrio os animais apresentavam uma
melhora significativa quando comparado com o seu respectivo grupo controle (2VO Sed

Precoce vs. 2VO Sed Tardio). Este resultado pode ser visto na tabela 8 e grafico 13.
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Tabela 8 - Efeito de 7 dias de treinamento fisico ou sedentarismo sobre a adesdo de leucocitos
na parede das vénulas cerebrais

Intervencéo Grupos n Adeséo

(células/mm/100um)

Controle Sham Sedentério 9 09+0,3

Precoce 2VO Sed 6 5,0+ 0,7%**
2VO+EX 15 0,9 + 0,3 ###

Tardia 2VO Sed 7 1,5 + 0,6 ###
2VO+EX 6 0,6+0,2

Legenda: Adesdo leucocitaria a parede vascular cerebral apés 7 dias de exercicio fisico ou sedentarismo. Os
valores representam a media + E.P.M do numero de animais por grupo.*** p< 0,001 vs. Sham Sed.
ANOVA ### p< 0,001 vs. 2VO Sed Precoce. ANOVA. Grupo Precoce: intervencdo com o exercicio
iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10
dias apds a 2VO ou sedentarismo.

Gréafico 13 - Adesdo de leucdcitos a parede das vénulas apos 7 dias de treinamento fisico ou
sedentarismo
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Legenda: Os valores representam a média + E.P.M do nimero de animais por grupo. *** p< 0,001 vs. Sham Sed.
ANOVA. ### p< 0,001 vs. 2VO Sed Precoce. ANOVA. Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio
iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10
dias apés a 2VO ou sedentarismo.
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4.9.3 Avaliacdo do Fluxo Sanguineo Cerebral por LSCI com contraste de imagem apés 7 dias
de exercicio fisico

Os efeitos da intervencdo precoce ou tardia do treinamento fisico em animais
submetidos a 2VO, ndo induziram alteracGes estatisticamente significativas no fluxo
sanguineo cerebral. No entanto, foi observado que a intervengdo precoce do treinamento
fisico apds a 2VO exibiu um discreto aumento da perfusdo cerebral. Por outro lado pode-se
observar que a intervencdo tardia do treinamento fisico ndo foi tdo evidente ja que 0s animais
sedentarios apresentaram uma melhora no fluxo sanguineo cerebral quando comparados com
o0s sedentarios da intervencdo precoce (sem diferenca estatistica) (Tabela 9 e grafico 14). A
figura 10 representa o fluxo sanguineo cerebral pela técnica LSCI por contraste de imagem
dos animais submetidos a oclusdo bilateral das cardtidas comuns (2VO) ou cirurgia ficticia
(Sham) e submetidos ao exercicio fisico (2VO+Ex Precoce e 2VO+Ex Tardio) ou
sedentarismo (2O Sed Precoce e 2VO Sed Tardio).

Tabela 9 - Efeito do treinamento fisico por 7 dias ou sedentarismo sobre o fluxo sanguineo
cerebral de animais submetidos a hipoperfusdo cerebral crénica

Intervencéo Grupos n Fluxo Sanguineo
Cerebral (APU)

Controle Sham Sedentério 12 226 £12

Precoce 2VO Sed 15 184 +11*
2VO+Ex 15 196 + 17

Tardia 2VO Sed 9 204 +6,0
2VO+Ex 6 207 £ 25

Legenda: Os valores representam a média + E.P.M do nimero de animais por grupo. *p<0,05. Sham Sed vs 2VO
Sed Teste t-Student , p6s teste: Mann-Whitney. Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3
dias apds a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervencdo com o exercicio iniciada 10 dias ap6s a
2VO ou sedentarismo.
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Gréfico 14 - Imagens do fluxo sanguineo cerebral por LSCI de animais dos grupos estudados
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Legenda: Os valores representam a média = EPM do nimero de animais por grupo. *p<0,05. Sham Sed vs 2VO
Sed Teste t-Student , pos teste: Mann-Whitney. Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3
dias ap6s a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervencdo com o exercicio iniciada 10 dias apds a
2VO ou sedentarismo.



53

Figura 10 - Imagens do fluxo sanguineo cerebral por LSCI de animais dos grupos estudados

Legenda: A é&rea circulada representa o ROl mensurado pelo LSCI.
A : Sham Sed; B: 2VO Sed Precoce; C: 2VO+Ex Precoce; D: 2VO Sed Tardio e E: 2VO+Ex
Tardio.Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo.
Grupo Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10 dias apds a 2VO ou sedentarismo.

4.9.4 Densidade Capilar Estrutural (DCE)

A andlise histologica da densidade capilar estrutural foi feita a partir de cortes do
cortex cerebral marcado com lectina Griffonia simplicifolia acoplada ao FITC. A DCE néo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos estudados. A tabela 10 e o grafico 15

representam esse resultado.
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Tabela 10 - Densidade capilar estrutural do cérebro de animais 2VO ou Sham submetidos ao
treinamento fisico ou sedentarismo

Intervencéo Grupos n DCE

(capilares/mm?)

Controle Sham Sed 10 51+3,0
Precoce 2VO Sed 11 58 +3,0
2VO+EX 9 51+£5,0
Tardia 2VO Sed 5 58 +3,0
2VO+EX 4 63+7,0

Legenda: Valores da DCE ap6s 7 dias de exercicio fisico ou sedentarismo. Os valores representam a média *
E.P.M do nimero de animais por grupo. p<0,05. ANOVA. Grupo Precoce: intervencdo com o
exercicio iniciada 3 dias apds a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervengdo com o exercicio
iniciada 10 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo.

Gréfico 15 — Densidade capilar estrutural apds 7 dias de treinamento fisico ou sedentarismo
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Legenda: Os valores representam a média + EPM do nimero de animais por grupo. p<0,05. ANOVA.
Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo. Grupo
Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10 dias apds a 2VO ou sedentarismo.
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4.10 Efeitos da intervencao do exercicio fisico precoce ou tardio sobre a expressao génica
de parametros inflamatorios no cérebro de animais submetidos a 2vVO

A andlise da expressdo génica por RT-PCR de NADPH-oxidase, e-NOS e de IL-6
foram avaliadas em amostras de cérebro dos ratos do grupo SHAM e 2VO submetidos aos
protocolos de intervencdo precoce ou tardia do exercicio fisico. Foi observado um aumento
significativo, da expressdo da e-NOS no grupo 2VO+Ex Precoce quando comparado com 0s
grupos Sham Sed, 2VO Sed Precoce e 2VO+Ex Tardio (Gréafico 16 A e Tabela 11, p<0,05).
A expressao génica da NADPH-oxidase (gréafico 16 B e a Tabela 12) mostra uma tendéncia de
aumento no grupo 2VO Sed Precoce quando comparado com o grupo controle (Sham Sed),
assim como quando comparado com o grupo 2VO Sed Tardio. Por fim, a expressdo génica da
IL-6 foi menor no protocolo de intervengdo tardia do exercicio fisico (2VO+Ex Tardio)
quando comparado com o grupo 2VO+EXx Precoce (grafico 16 C e Tabela 13).

Gréfico 16 - Andlises de RT-PCR apds 7 dias de exercicio fisico ou sedentarismo em ratos
Sham ou 2VO. Expressdo de RNA das enzimas e-NOS e NADPHoxidase (A e
B, respectivamente) e da interleucina-6 (C) de amostras de cérebro
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Legenda: *p<0,05 vs. Sham Sed. ANOVA; #p<0,05 vs. 2VO Sed Precoce. ANOVA; &p<0,05 vs. 2VO+Ex
Precoce. ANOVA,; &&p<0,01 vs. 2VO+Ex Precoce. ANOVA. Grupo Precoce: intervencdo com o
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exercicio iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervencdo com o exercicio
iniciada 10 dias ap06s a 2VO ou sedentarismo.

Tabela 11 - Expressao génica da enzima e-NOS apds o protocolo de treinamento

Intervencéo Grupos n e-NOS/Beta-actina

(unidades arbitrarias)

Controle Sham Sedentario 3 1,12+ 0,14

Precoce 2VO Sed 4 1,3+0,07
2VO+Ex 3 28 0,6 *#

Tardia 2VO Sed 3 09+0,1
2VO+Ex 3 1,2+0,05 &

Legenda: Valores da expressdo génica da e-NOS apds 7 dias de exercicio fisico ou sedentarismo. Os valores
representam a média + E.P.M do nimero de animais por grupo. *p<0,05 vs. Sham Sed. ANOVA,;
#p<0,05 vs. 2VO Sed Precoce. ANOVA; &p<0,05 vs. 2VO+Ex Precoce. ANOVA,; Grupo Precoce:
intervencdo com o exercicio iniciada 3 dias apds a 2VO ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervencao
com o exercicio iniciada 10 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo.

Tabela 12 - Expressdo génica da NADPH-oxidase apds o protocolo de treinamento

Intervencéo Grupos n NADPH oxidase /Beta-
actina

(unidades arbitréarias)

Controle Sham Sedentério 3 1,0+0,1
Precoce 2VO Sed 4 33+09
2VO+Ex 3 1,7 £0,2
Tardia 2VO Sed 3 1,1 £0,2
2VO+EX 3 1,0+ 0,08

Legenda: Valores da expressdo génica da NADPH-oxidase ap0s 7 dias de exercicio fisico ou sedentarismo. Os
valores representam a média £+ E.P.M do nimero de animais por grupo. * p= 0,0571 vs. Sham Sed.
Teste t-Student , pos teste: Mann-Whitney. # p=0,0571 vs 2VO Sed Precoce. Teste t-Student
, pos teste: Mann-Whitney. Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3 dias ap6s a 2VO

ou sedentarismo. Grupo Tardio: intervencdo com o exercicio iniciada 10 dias ap6s a 2VO ou
sedentarismo.
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Tabela 13 - Expressao génica da interleucina-6 apés o protocolo de treinamento fisico

Intervencéo Grupos n IL-6/Beta-actina

(unidades arbitrarias)

Controle Sham Sedentério 3 1,0+0,1

Precoce 2VO Sed 4 1,4+0,1
2VO+EX 3 1,7 £0,2

Tardia 2VO Sed 3 0,8+£0,2
2VO+Ex 3 0,7 +0,05 &&

Legenda: Valores da expressdo génica da IL-6 apds 7 dias de exercicio fisico ou sedentarismo. Os valores
representam a média = E.P.M do nlimero de animais por grupo. &&p<0,01 vs. 2VO+Ex Precoce.
ANOVA. Grupo Precoce: intervengdo com o exercicio iniciada 3 dias ap6s a 2VO ou sedentarismo.
Grupo Tardio: intervengdo com o exercicio iniciada 10 dias apds a 2VO ou sedentarismo.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que o modelo de hipoperfusdo
cerebral, 2VO, induziu rarefagdo capilar cerebral, queda no fluxo sanguineo cerebral e
ativacdo da resposta inflamatoria, primordialmente nos animais analisados na intervencéo
precoce. A intervencao precoce com o exercicio fisico (trés dias ap6s a 2VO) foi capaz de
aumentar a densidade capilar funcional, o fluxo sanguineo cerebral e reduzir a adeséo dos
leucdcitos a parede venular. No entanto, esses efeitos foram menos expressivos no grupo de
intervencdo tardia com o exercicio fisico (10 dias apés a 2VO).

Neste trabalho investigamos as consequéncias da hipoperfusdo cerebral sobre os
aspectos estruturais e funcionais da microcirculacdo e o perfil inflamatério do cérebro de ratos
Sham e 2VO. E ainda, avaliamos 0s possiveis efeitos protetores do exercicio fisico quando
iniciado da fase aguda ou crénica da hipoperfusdo nos ratos 2VO.

No presente trabalho, primeiramente avaliamos o efeito do modelo de 2VO sobre a
densidade capilar funcional, estrutural e o fluxo sanguineo cerebral. Foi observado que a
reducdo do fluxo sanguineo cerebral uma hora apds a oclusdo bilateral das carétidas comuns
era mantido por até 10 dias nos animais ndo exercitados. Observamos que essa reducdo do
fluxo sanguineo cerebral nos animais sedentarios submetidos a hipoperfusdo cerebral foi
acompanhada por uma queda significativa na densidade capilar funcional cerebral,
justificando assim, a escolha da intervencdo do exercicio fisico na fase aguda da hipoperfusao
cerebral. A rarefacdo capilar funcional observada nesse trabalho justifica-se pela queda do
fluxo sanguineo apo6s a oclusédo bilateral das carétidas, tendo como consequéncia um menor
recrutamento de capilares cerebrais. A rarefacdo funcional pode ser decorrente de disfuncéo
endotelial e de processos oxidativos culminando com a perda de capacidade de responder ao
aumento de fluxo arteriolar. Este efeito ndo foi acompanhado de rarefagdo capilar estrutural,
descartando a possibilidade de processos apoptoticos e desaparecimento definitivo dos
capilares.

As alteracbes microvasculares cerebrais precedem e acompanham a disfuncdo
cognitiva relacionada a idade e a neurodegeneracgédo (102). Diversos estudos tém demonstrado
que o envelhecimento, assim como, modelos para a doenga de Alzheimer apresentam redugéo
na densidade capilar cerebral (103-105). Neste trabalho demonstramos que a hipoperfuséo
cerebral foi capaz de induzir danos na microcirculagdo cerebral que poderiam ser protegidos

pela intervencdo precoce com o exercicio fisico. No trabalho de Jucker et al. (1990) (103) no
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qual analisaram o efeito da idade sobre a densidade vascular cerebral de ratos idosos,
verificaram que ocorria queda significativa no numero e no comprimento dos capilares em
algumas regides do cérebro como o hipocampo e o cortex.

A hipoperfusdo cerebral induzida pelo modelo 2VO em ratos é considerada uma
isquemia moderada (2, 16). Na literatura, estudos descrevem que a recuperagdo do fluxo
sanguineo cerebral pode ser iniciado a partir da 1* semana (13) e o retorno do fluxo sanguineo
cerebral entre 8 semanas e seis meses apds a 2VO (13, 27, 106). Ja foi documentado o retorno
do fluxo sanguineo aos niveis basais ap6s uma semana de 2VO em &reas que nao
apresentaram dano neuronal, evidenciando a relagdo entre a perfuséo tecidual e a funcao
neuronal (107).

Nos trabalhos de Otori et al. (2003) (13) e Tsuchiya et al. (1993) (107) o fluxo
sanguineo cerebral local foi medido pela técnica descrita por Sakurada et a.l (1978) (108) na
qual utilizavam uma técnica auto radiogréafica com o [14C] iodo antipirina, ja Tomimoto et al.
(2003) (26) utilizaram a fluxometria por Laser Doppler, um método que permite a avaliacdo
do fluxo microvascular, incluindo capilares arteriolas e vénulas. A técnica de laser speckle
com contraste de imagem (LSCI) quantifica o fluxo sanguineo sobre uma area em tempo real
e exibe uma boa reprodutibilidade (98). O LSCI vem sendo utilizada no estudo clinico da
microcirculacdo cerebral como uma avaliacdo ndo invasiva que permite 0 acompanhamento
do fluxo sanguineo cerebral de forma dindmica durante uma cirurgia neurovascular, por
exemplo, otimizando os procedimentos cirargicos (109).

A diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral acarreta a restricdo da oferta de nutrientes,
como a glicose e o oxigénio. Corroborando com esse conceito, Otori et al. (2003) (13)
observou que ap6s 1 semana de 2VO a utilizacdo de glicose no cortex cerebral estava
reduzida. As alteracfes da microcirculacdo cerebral podem estar relacionadas com a restri¢ao
de glicose e a diminuicdo da sintese de ATP, induzindo mudancas deletérias ao
microambiente vascular com aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
resultando em aumento do estresse oxidativo e libera¢do de citocinas pré-inflamatorias.

Apds a oclusdo das cardtidas comuns, mecanismos adaptativos ou compensatorios sao
ativados para que o fluxo sanguineo cerebral seja mantido ou restaurado, como a angiogénese,
a dilatacdo arteriolar e 0 aumento da circulacdo posterior contribuindo para um aumento no
fluxo do Poligono de Willis (2, 27, 106). Sendo assim, ja era esperado que na fase cronica da
hipoperfuséo cerebral estes mecanismos estivessem mais pronunciados. No entanto, no
presente trabalho, o restabelecimento do fluxo sanguineo cerebral na fase tardia, ndo foi

acompanhado da reversao da rarefagéo capilar.
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Estudos anteriores descreveram que a hipoperfusdo cerebral induz um quadro
inflamatdrio acompanhado por estresse oxidativo e producéo de citocinas pré-inflamatorias. A
hipoperfusdo cerebral induzida pela 2VO propicia um ambiente isquémico persistente e
suficiente para promover e manter um estado de estresse oxidativo (2, 15, 33, 51, 52).

Os processos de rolamento e adesdo de leucocitos observados neste trabalho foram
mais pronunciados nos animais sedentarios analisados pela microscopia intravital na fase
aguda do evento isquémico do que aqueles realizados na fase tardia. Na fase aguda da
isquemia cerebral induzida pelo 2VO, foi observada a ativagdo da interagdo leucocito-
endotélio venular, acompanhada de rarefacdo capilar funcional, reducdo do fluxo sanguineo
cerebral e embora ndo significativo, um aumento na expressdo génica da IL-6. Os
mecanismos envolvidos no recrutamento de leucdcitos para o sistema nervoso central durante
a inflamacéo ainda ndo estdo claros, mas ja se sabe que a inflamacéo vascular esta envolvida
na disfuncdo endotelial (95) e que a presenca de moléculas de adesdo € uma caracteristica
relacionada a algumas doencas neuroldgicas que envolvem a inflamacdo aguda e crénica
(110, 111).

Na revisdo de Perry et al. (2007) (112) os autores apontam que a inflamacao sistémica
é em geral um fator de risco para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer e que aumentos
de IL-6 detectados cinco anos antes da presenca da deméncia, sugerem que a ativacdo da
resposta inflamatéria pode ser um fator preditivo para a evolucdo de processos
neurodegenerativos. Sendo assim, o aumento da interacdo leucdcito-endotélio e da IL-6 no
cérebro dos animais submetidos a 2VO, sugerem que a ativacdo das vias inflamatdrias sdo
mais evidentes na fase aguda da hipoperfuséo cerebral.

A ativacdo dos leucocitos pode induzir a liberacdo de citocinas inflamatorias e
producdo radicais livres (113, 114). Deste modo, os resultados da interacdo leucdcito-
endotélio, da expressdo da IL-6 e do aumento, porém ndo significativo, da expressdo génica
da NADPH-oxidase nos animais 2VO analisados na fase aguda sugerem estdo de acordo com
a literatura e que € neste momento que esse processo inflamatério deve ser tratado. Como foi
demonstrado, os animais analisados na fase tardia da 2VO apresentaram auséncia de
rolamento e adeséo de leucdcitos ao endotélio vascular cerebral e menor expressao génica da
NADPH-oxidase e da IL-6, sugerindo que nesta fase os animais ndo apresentam mais ativacao
da resposta inflamatdria e estresse oxidativo cerebrais.

Em modelos de MCAO com ratos, o exercicio fisico demonstrou efeitos positivos em
até 14 dias de treinamento como a melhora do fluxo sanguineo cerebral (70) diminuicdo da

apoptose de células neuronais (70, 71) e na reducdo da area de infarto (71), sendo este Gltimo
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um resultado apos 3 dias de treinamento. Com o intuito de investigar o efeito em curto prazo
do treinamento fisico no modelo de hipoperfusdo cerebral, o presente estudo propds a
utilizacdo do exercicio fisico de intensidade moderada (60% da velocidade maxima do TIM)
durante uma semana. Como a hipo6tese do estudo era investigar se o inicio precoce do
exercicio fisico seria capaz de reverter ou amenizar as alteracdes inflamatorias e
microcirculatérias cerebrais nos animais submetidos a hipoperfusao cerebral, foi adicionado
um grupo que iniciaria o exercicio na fase tardia da hipoperfusao cerebral.

A melhora na densidade capilar induzida pelo treinamento fisico j& foi vista em areas
corticais, em especial no cortex motor (67, 115). A angiogénese induzida pelo exercicio fisico
no cortex de ratos Sprague—Dawley (fémeas) pode ser um dos fatores que explicam a melhora
induzida pelo exercicio na capacidade de aprendizagem espacial desses animais (90). No
trabalho conduzido por Wang et al. (2015) (116) utilizando ratos de meia idade submetidos ao
treinamento fisico a longo prazo, foi verificado que o exercicio desencadeou efeitos positivos
na aprendizagem espacial e memdria, assim como aumento da area de superficie total de
capilares corticais. O exercicio fisico também ¢é capaz de melhorar o fluxo sanguineo cerebral,
como foi mostrado no trabalho de Viboolvorakul e Patumraj (2014) e por Gertz et al. 2006
(93).

No presente trabalho, os efeitos do exercicio fisico se mostraram mais evidentes no
grupo que iniciou o treinamento mais cedo (precoce). Embora os animais que comegaram 0
exercicio tardio tenham melhorado a densidade capilar funcional espontaneamente (efeito
compensatério), nota-se que eles partiram de uma rarefagdo capilar menos evidente do que
quando comparados com 0s animais do grupo precoce, sendo assim o efeito do exercicio se
mostrou mais evidente naqueles animais que iniciaram o treinamento fisico logo ap6s o
evento de hipoperfuséo cerebral.

Os nossos resultados indicam que a intervencdo precoce foi capaz de reverter a
rarefacdo capilar funcional e a reducdo do fluxo sanguineo cerebral quando comparados com
0 seu respectivo controle. No grupo de intervengdo tardia, os resultados indicam que o
exercicio fisico também foi capaz de amenizar a queda da densidade capilar funcional quando
comparado com o controle sedentario. No entanto, a analise feita através da fluxometria por
LSCI, os animais sedentarios e submetidos a 2VO ndo apontou queda significativa no fluxo
sanguineo cerebral e o exercicio fisico ndo interferiu nesse parametro. A explicacdo para a
diferenga entre as referidas técnicas é que apesar de serem complementares, a analise de DCF

pela microscopia intravital identifica apenas os capilares perfundidos e a fluxometria por
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LSCI abrange uma area maior que representa a resultante do sistema circulatorio da regido
observada na microcirculacao.

Embora alguns trabalhos tenham demonstrado que o exercicio moderado € capaz de
induzir o aumento da expressao de IL-6 num contexto anti-inflamatério (74, 75), nos animais
exercitados em ambas as fases ndo foram alteradas, indicando que a intensidade ou a duragéo
do exercicio fisico ndo foram capazes de modificar esse parametro.

O endotélio desempenha um papel importante na regulacéo da atividade inflamatoria e
0 estresse oxidativo. Varios estudos sugerem que o exercicio fisico € capaz de reduzir o
estresse oxidativo, diminuir a producdo de citocinas pré-inflamatorias e melhorar a
biodisponibilidade do éxido nitrico (73-77). Neste trabalho, o exercicio fisico ocasionou
reducdes na adesdo leucocito-endotélio e, embora ndo significativo uma reducéo na expressao
génica da NADPH-oxidase e aumento da expressdo génica da eNOS, principalmente nos
grupos analisados na intervencdo precoce com o exercicio fisico. No entanto, em relacdo ao
rolamento dos leucdcitos, o exercicio fisico causou uma resposta heterogénea em ambas as
intervencdes (precoce ou tardia). Apesar de o exercicio demonstrar efeitos positivos na
interagdo leucocito-endotélio, futuras anélises moleculares da ICAM, VCAM e selectinas sdo
necessarias para o maior entendimento desse mecanismo e de que forma o exercicio interfere
nesta via. Os resultados sugerem que ambas as intervencbes foram capazes de reduzir a
adesdo leucdcito-endotélio, principalmente na intervencao Precoce.

A intervencdo precoce do exercicio fisico nos animais submetidos & 2VO apresentou
uma tendéncia em reduzir a expressdo génica da NADPH-oxidase, e consequentemente a
diminuicdo no estresse oxidativo. No entanto, o exercicio fisico iniciado na fase tardia da
2VO ndo foi capaz de interferir nesse parametro, ja que nesta fase a expressdo génica dessa
enzima ndo estava alterada.

Como ja era esperado, o exercicio fisico moderado durante 7 dias, promoveu o
aumento na expressao génica da e-NOS corroborando para os efeitos benéficos do exercicio
fisico, sendo mais expressiva nos animais que iniciaram o exercicio fisico na fase aguda da
2VO, quando havia uma maior queda no fluxo sanguineo cerebral e rarefacdo capilar. No
entanto, acreditamos que a melhora no fluxo sanguineo cerebral e na densidade capilar
funcional nédo seja decorrente de uma resposta angiogénica, ja que analisamos o efeito em
curto prazo do exercicio, mas sim a necessidade de recrutar um namero maior de capilares
para suprir a demanda energética e consequentemente o metabolismo cerebral, auxiliando na

melhora inflamatoria desses animais.
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Por fim, a hipoperfuséo cerebral induzida pela oclus&o bilateral das carétidas comuns,
apresentou como consequéncia hemodindmica o aumento na pressao arterial sistolica. A
acentuada queda no fluxo sanguineo cerebral que ocorre ap0s essa oclusdo, reduz o
estiramento das paredes arteriais resultando em reducdo da estimulacdo dos barorreceptores
que, sensiveis ao estiramento, respondem a queda da pressdo arterial aumentando o ténus
simpatico e consequentemente o aumento da pressdo arterial sistémica (2). Estudos anteriores
que analisaram o0 comportamento da pressdo arterial media verificaram aumentos
significativos ap6s a 2VO tanto em curto prazo (117) quanto em longo prazo (13).
Corroborando com os nossos resultados, Farkas e colaboradores (2007) (2) descreveram um
aumento de 10 a 20 mmHg na pressao arterial sistolica a partir de 24 horas apds a 2VO,
persistindo até 9 semanas.

A intervencdo terapéutica com o exercicio fisico moderado durante 7 dias, ndo foi
capaz de diminuir a pressdo arterial sistolica, o que ja era esperado pois de acordo com Fagard
e Tipton (1994) apud Farinatti et al. 2005 (118), as mudancas na pressao arterial sistémica s
sdo vistas a partir da terceira semana de treinamento moderado. No entanto, Seron et al.
(2014) (119) e Thomas et al. (2006) (120) consideram os efeitos cronicos do exercicio fisico a
partir de 8 semanas de treinamento. Logo, esses autores respaldam nossos resultados ja que

estamos analisando os efeitos do exercicio fisico em curto prazo.
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CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse trabalho sugerem que o modelo de ocluséo bilateral
das carotidas comuns em ratos Wistar, foi capaz de induzir uma hipoperfuséo cerebral
moderada acompanhada por rarefagdo capilar funcional e reducdo da perfusdo sanguinea
cerebral. Em conjunto com os efeitos na microcirculacéo, foi notado também um aumento da
interacdo leucdcito-endotélio nos animais 2VO sedentarios, concluindo que o modelo foi
capaz de induzir alteracfes microvasculares e inflamatdrias cerebrais.

O exercicio fisico moderado durante 7 dias iniciado na fase aguda da isquemia foi
capaz de reverter a rarefacdo capilar e a queda da perfusdo sanguinea cerebral, assim como a
reducdo da adesdo dos leucdcitos a parede venular. Contudo, o exercicio fisico iniciado na
fase cronica da isquemia demonstrou efeitos positivos, porém ndo significativos nesse
pardmetro, jA que 0S mecanismos compensatorios estavam mais atuantes e dessa forma os
beneficios do exercicio ndo foram tdo evidentes.

Concluimos que as alteragbes microcirculatérias e inflamatorias cerebrais sao
desencadeadas na fase inicial da hipoperfusdo cerebral e que a intervencdo precoce com 0
exercicio fisico moderado foi capaz de reverter os efeitos inflamatérios decorrentes do
processo isquémico. No presente trabalho ndo analisamos a cognicdo desses animais, no
entanto acreditamos que 0s processos neurodegenerativos sdo iniciados na fase aguda da
hipoperfusdo cerebral, e que a intervencdo terapéutica sendo feita neste periodo ira amenizar

os efeitos cognitivos que s&o vistos em longo prazo.
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