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RESUMO

DAMAZIO, Laila Cristina Moreira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 2013. Avaliacao da morfologia cerebral e do desempenho
motor de ratos sedentarios e exercitados submetidos a isquemia
cerebral transitéria. Orientadora: l|zabel Regina dos Santos Costa
Maldonado.

O exercicio fisico tem sido utilizado na prevencgao e principalmente na reabilitagéo
de pacientes acometidos pela isquemia cerebral, porém, o mecanismo pelo qual a
pratica do exercicio fisico promove neuroprotecao e plasticidade neural ainda néo é
totalmente conhecido. Este trabalho teve como objetivo analisar o desempenho
motor, o volume de infarto cerebral, a densidade de astrocitos e de neurdnios no
striatum, no apice do giro denteado do hipocampo e cértex motor de ratos que
exercitaram antes e/ou ap6s a isquemia cerebral. Foram utilizados 48 ratos Wistar,
(Peso médio ~ 138g; idade: 30 dias) separados aleatoriamente em dois grupos: um
submetido a oclusdo transitéria da artéria cerebral média (OACM) e outro ao
acesso cirargico com auséncia da isquemia. Ambos os grupos foram subdivididos
em: animais que realizaram exercicio fisico prévio a OACM e a cirurgia (Al e AC,
n=12); animais que realizaram exercicio fisico prévio e apés a OACM e a cirurgia
(ADI e ADC, n=12); animais que realizaram exercicio fisico apés a OACM e a
cirurgia (DI e DC, n=12); e animais que nao realizaram exercicio fisico (Sl e SC,
n=12). O treinamento fisico foi realizado em esteira motorizada, a velocidade de 15
ou 12 m/min., 5 dias/semana, 30 min./dia, por 6 semanas. A avaliagdo do
desempenho motor foi feita através dos testes funcionais, passo em falso e barras
paralelas. Para determinagdo do volume de infarto cerebral, foram analisados
cortes de cérebro corados com solugao a 2% de 2,3,5 cloreto de trifeniltetrazdlio, a
37°C, por 30 minutos. Cortes de cérebro corados pelo método de Nissl foram
utilizados para quantificagdo de neurbnios, enquanto para quantificacdo de
astrécitos, foram utilizados cortes de cérebro submetidos a imunohistoquimica para
proteina acida fibrilar glial (GFAP). Os resultados demonstraram que os animais
exercitados antes e apds a isquemia cerebral apresentaram melhor desempenho
motor nos testes funcionais e menor volume de infarto cerebral em comparacao
com os nao exercitados. Os animais que exercitaram antes da isquemia cerebral
apresentaram menor volume de infarto cerebral e maior densidade de neurdnios no
striatum, no apice do giro denteado do hipocampo e no cértex motor contralateral a

lesdo, além de apresentarem mais astrécitos reativos no cértex motor dos dois

11



hemisférios cerebrais em comparacdo com os nao exercitados. A densidade de
neurdnios das regides do cérebro analisadas se manteve inalterada nos animais
exercitados a partir do quarto dia apds a isquemia cerebral. Estes resultados
indicam que o exercicio fisico € uma intervengcdo que promove beneficios no
desempenho motor e na neuroplasticidade do cérebro de ratos submetidos a

isquemia cerebral.
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ABSTRACT

DAMAZIO, Laila Cristina Moreira Damazio, D.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, November, 2013. Assessment of brain morphology and motor
performance in sedentary and exercised rats subject to transient
cerebral ischemia. Advisor: Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado.

Physical exercise has been used in the prevention and rehabilitation of patients
affected by cerebral ischemia, however, the mechanism by which exercise promotes
neuroprotection and neuronal plasticity is not yet fully known. This study aims to
analyze the motor performance, the volume of cerebral infarction, the density of
astrocytes and neurons in the striatum, in the apex of the dentate gyrus of the
hippocampus and in the motor cortex of rats that performed exercise before and/or
after cerebral ischemia. Forty-eight Wistar male rats (Body weight: 138g; Age: 30
days) were randomly divided into two groups: transient occlusion of the middle
cerebral artery (MCAQ); sham surgery with no ischemia. Then, both groups were
subdivided into: rats submitted to exercise training prior to sham surgery and MCAO
(Al and AC, n = 12); rats submitted to exercise training prior and after sham surgery
and MCAO (ADI and ADC, n = 12); rats submitted to exercise training after sham
surgery and MCAO (DI and DC, n = 12); and rats not submitted to exercise (S| and
SC, n = 12). Exercise training was performed on a motor driven treadmill at the
speed of 15 or 12 m/min., 5 days/wk, 30 min/day for 6 weeks. Motor performance
was assessed by motor function tests, foot fault and parallel bars. The volume of
brain infarction was analyzed in brain sections stained with 2,35
triphenyltetrazolium chloride solution (2%), at 37°C, for 30 min. Brain slices stained
with Nissl method was used to quantify neurons, while astrocytes were quantified in
brain sections by using immunohytochemistry to glial fibrillary acidic protein
(GFAP). The results showed that animals exercised before and after cerebral
ischemia exhibited better motor performance in functional tests and lower volume of
cerebral infarction as compared to those not exercised. Animals exercised before
cerebral ischemia had lower cerebral infarct volume and greater density of neurons
in the striatum, in the apex of the dentate gyrus of the hippocampus and in the motor
cortex contralateral to the lesion, and showed more reactive astrocytes in the motor
cortex of both hemispheres than animals not exercised. The density of neurons of
the brain regions analyzed remained unchanged in animals exercised after cerebral
ischemia. These results indicate that exercise training promotes benefits to motor
performance and neuroplasticity in the brain of rats subjected to cerebral ischemia.
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1. INTRODUCAO GERAL

O encéfalo é um 6rgao de extrema importancia para o organismo e
necessita de suprimento sanguineo adequado para realizar suas funcoes
(Machado, 2006; Lent, 2008). Se o fluxo de sangue é obstruido (isquemia)
ou ocorre o rompimento de algum vaso (hemorragia), temos o acidente
vascular encefalico (AVE), determinando o sofrimento ou morte da regiao
afetada e, conseqlientemente, perda ou diminuicdo das suas respectivas
funcdes (Rowland, 2011).

O AVE acarreta uma disfuncdo com desenvolvimento rapido, focal ou
global e, devido suas causas, pode ser dividido em dois subtipos
patologicos: o isquémico e o hemorragico (Lessa e Silva, 1993; Lessa,
1999).

No AVE hemorragico, ocorre rompimento de um vaso sanguineo com
consequente acumulo de sangue no parénquima encefalico, o que por sua
vez provocara destruicdo tecidual direta e compressdo dos tecidos
adjacentes. Além disso, podera levar a um aumento da pressao
intracraniana, prejudicando a circulacdo sanguinea tecidual (Cherubini et al.,
2005).

O AVE isquémico ou isquemia encefalica é a maior causa de morte no
mundo e de incapacidade permanente em adultos (Sturm et al., 2004; Strong
et al.,, 2007; Chung et al., 2010). Geralmente ocorre obstrucdo de um vaso
que determinara a falta de suprimento sanguineo adequado, falta de
oxigénio e de glicose, além de aumento dos niveis de gas carbonico. Este
evento é prejudicial ao tecido nervoso, o qual é altamente sensivel a falta de
suprimento energético, ocorrendo morte celular, mesmo apds a irrigacao
sanguinea ser restabelecida (Danbolt, 2001). Na isquemia cerebral a area
afetada esté restrita ao cérebro sendo constituida por uma zona central e
outra periférica. Na primeira, hd auséncia completa de fluxo sanguineo e
suas células sofrem despolarizacdo anodxica permanente, ocorrendo morte
neuronal apds poucos minutos. Na zona periférica ou area de penumbra, a
irrigacdo sanguinea é parcial e as células sofrem continuos processos de

despolarizacado e repolarizagdo, tornando-se funcionalmente prejudicadas,



porém, ainda viaveis, permitindo a atuacao de mecanismos neuroprotetores
(Lessa e Silva, 1993; Strong et al., 2007).

O mecanismo fisiopatolégico que desencadeia a morte neuronal na
isquemia cerebral inicia-se com a faléncia energética, ocorrendo a
diminuicdo de adenosina trifosfato (ATP) intracelular e consequente inibicao
da bomba Na*/K*-ATPase, prejudicando a repolarizacdo do axénio e da
membrana sinaptica apdés a despolarizagdo. Com isso, grande quantidade
de glutamato é liberada na fenda sinaptica, estimulando os receptores de
canais de calcio (Ca*?), como N-metil-D-aspartato (NMDA), que permitirdo a
entrada de Ca*?, sédio (Na*), cloreto (CI) e de 4gua para o meio intracelular,
determinando edema celular e lise da membrana. A degeneracdo de
neurénios mediada por ativacdo excessiva de receptores de glutamato foi
denominada como excitotoxicidade (Olney, 1969; Nishizawa, 2001). Outro
evento que acontece na fase aguda da isquemia cerebral é a inibicdo do
metabolismo oxidativo mitocondrial pela abertura dos canais de Ca* e
consequente aumento de radicais livres e morte neuronal (Lessa, 1999; Ding
et al., 2004b).

Estudos tém utilizado a oclusao transitéria da artéria cerebral média
(OACM) como mecanismo de promocdo da isquemia cerebral em ratos
(Hossmann, 1998; Ding et al., 2004a,b; Ding et al., 2006), ja que a artéria
cerebral média (ACM) irriga o cértex motor primario e sensorial, o striatum e
o hipocampo (Paxinos, 1995). Além disso, o procedimento permite a
sobrevivéncia do animal por longos periodos (Riek-Burchardt et al., 2004) e
nao utiliza craniotomia que, além de invasiva, altera a pressao intracraniana
(Longa et al., 1989).

Em ratos adultos, para que ocorra infarto cortical significativo, a
OACM deve ser realizada por mais de 60 minutos (Klintsova et al., 2004),
sendo que a regido de infarto cortical é proporcional ao tempo de oclusao
(Hossmann, 1998). As regides do cérebro mais comprometidas pela
isquemia cerebral sdo o striatum, o hipocampo e o cértex motor, sendo que
o striatum é a mais vulneravel as lesdes isquémicas, uma vez que € irrigado
pelo ramo lenticuloestriado que se origina na base da ACM (Razzaboni, et
al. 1992; Machado, 2006; Lent, 2008). Essas areas cerebrais também sao

importantes no planejamento e execugdo do movimento, sendo muito
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estudadas nas lesdes isquémicas do cérebro. O striatum esta relacionado
com o planejamento motor, 0 hipocampo com a aprendizagem motora e o
cértex motor com a execug¢ao do movimento. Todas elas possuem conexoes
importantes para o controle motor (Machado, 2006; Lent, 2008).

A isquemia cerebral compromete de forma significativa a fungao
motora e sensorial do animal (Ding et al., 2002). Apbs o evento isquémico
ocorre diminuicdo do peso muscular, com atrofia significativa tanto dos
musculos do lado afetado quanto do lado ndo afetado (An et al., 2000).
Associado as alteracées musculares, existem comprometimentos nas areas
de planejamento motor no cérebro do rato que contribuem para o déficit na
coordenacdo motora e equilibrio do animal (Ding et al., 2004a). Baseado
nisto, existem testes funcionais que foram desenvolvidos com o intuito de
avaliar o equilibrio, coordenacdo e desempenho motor dos animais
experimentais. O teste passo em falso é muito utilizado na avaliacdo da
habilidade e resposta motora dos membros toracicos dos ratos (Hernandez e
Schallert, 1988; Jones et al., 1999). Ja o teste das barras paralelas € mais
complexo e exige mais equilibrio e coordenacdo dos membros pélvicos do
animal (Senna et al., 2011).

Atualmente existem algumas terapias que objetivam a reabilitacdo dos
animais com isquemia cerebral, dentre elas, destaca-se a pratica de
exercicios fisicos que tem sido utilizado como mecanismo de neuroprotecao.
Os protocolos utilizados para a reabilitacdo dos animais com isquemia
cerebral sdo variados e levam em consideracdo o tipo de exercicio, ser
voluntario ou forgado, assim como a duragao e a intensidade do exercicio
(Gomez, et al., 1998; Ploughman et al., 2005; Lee et al., 2013; Curlik 1l , et
al., 2013). Existem evidéncias experimentais de que a atividade fisica
realizada antes ou depois do insulto isquémico promove neuroprotecao,
dentre elas, diminuigdo da 4rea de infarto cerebral (Ploughman et al., 2007),
sobrevivéncia neuronal (Klintsova et al., 2004; Ploughman et al., 2005),
liberacao de fatores neurotréficos (Lindvall et al., 1994; Neeper et al., 1996;
Gomez et al., 1998), aumento da angiogénese (Paxinos, 1995) e liberacao
de proteinas protetoras de estresse (Zhang et al., 2012). No entanto, néo
existem trabalhos que analisam a histologia cerebral em animais com

isquemia cerebral, que realizaram exercicio fisico antes e depois ao mesmo
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tempo, o que torna de exirema relevancia o presente estudo para a
neurociéncia.

A neuroplasticidade é definida como a capacidade de adaptacao da
estrutura e funcdo do sistema nervoso em decorréncia dos padrdes de
experiéncia (Lent, 2002; Kandel et al, 2003). Durante muitos anos
acreditava-se que, a partir de certa idade, o nimero de neurdnios nao se
renovava, porém nos ultimos anos, houve duas grandes contribuicdes
cientificas sobre a capacidade de recuperagao constante do cérebro, sendo
que a primeira vem do conceito de neuroplasticidade, em que o cérebro
altera suas conexdes conforme o tipo de estimulo, e a segunda vem da
descoberta de que novos neurbnios (neurogénese) surgem em locais
estratégicos (Altman e Das, 1965; Lent, 2002). O treinamento fisico estimula
a neuroplasticidade cerebral e a recuperacado das areas de tecido nervoso
com lesdo (Neeper et al., 1996; Vaynman et al., 2004). A neuroplasticidade é
influenciada pela intensidade e tipo de exercicio executado pelo animal
(Curlik e Shors, 2011). Exercicios mais complexos estimulam a maior
liberacado de fatores de crescimento neuronal propiciando a recuperacao de
areas de penumbra do cortex (Gould et al.,1999; Curlik e Shors, 2011), pois
estes exercicios envolvem a integragdo do striatum, hipocampo, medula
espinhal e cortex motor, intensificando o processo de neuroplasticidade
(Ding et al., 2003; Ding et al., 2004b; Maldonado et al., 2008).

Dentre os fatores neurotréficos que estimulam as terminacdes
nervosas e permitem uma remodelacao do tecido nervoso (Stroemer et al.,
1998; Kleim et al., 1996; Ding et al., 2003), cita-se o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BNDF), da familia das neurotrofinas, que interfere na
célula neuronal através do receptor tropomiosina quinase B (TrkB) (Lindvall
et al., 1994). O BNDF ¢ fosforilado pelo receptor TrkB e ativa a proteina
vesicular pré-sinaptica, denominada sinapsina-l, que regula a remodelacao
das terminagdes nervosas e leva ao desenvolvimento neural (Vaynman et
al., 2004; Ploughman et al., 2005). Existem outros fatores que interferem na
neuroplasticidade e recuperacdao de uma lesao neuronal tais como, a
sinaptofisina (Nudo et al., 2001; Seo et al., 2010), o fator de crescimento
neuronal (NGF) (Lindvall et al., 1994; Neeper et al., 1996; Gomez et al.,
1998) e o fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) (Bergami et al., 2008).



O GDNF ¢ sintetizado pelos astrocitos, que séao células da glia que
interferem positivamente na neuroplasticidade, apés uma injuria cerebral.
Essas células também sintetizam a proteina acida fibrilar glial (GFAP), que
favorece a sobrevivéncia neuronal e atua como transportador do glutamato,
diminuindo a toxicidade neuronal (Henderson et al., 1994; Lin et al., 19983;
Bergami et al., 2008). Os astrécitos perineuronais absorvem o pro-BNDF
(precursor do BNDF) do meio extracelular e o secreta quando ocorre
estimulo neuronal, interferindo na regulacdo desse fator neurotréfico no
cértex cerebral (Fayard et al., 2005; Bergami et al., 2008). Outra funcao
importante dos astrocitos € a regulagcdo da interface entre os capilares
sanguineos e o tecido nervoso (Eddleston e Mucke, 1993). Os astrocitos
ajudam a manter a barreira hematoencefalica que existe entre as células
endoteliais dos capilares e os neurdnios, controlando a permeabilidade das
membranas (Arthur et al, 1987; Kondo et al, 1996). Analises
imunohistoquimicas da GFAP no cortex cerebral e striatum dos cérebros de
ratos exercitados demonstraram aumento da proliferacao de astrdcitos e da
angiogénese em decorréncia da maior demanda de oxigénio e glicose pelo
tecido neural (Li et al., 2005).

Estudos tém utilizado o calculo do volume de infarto cerebral como
forma de medir a area de lesao cerebral permitindo identificar o tamanho e a
evolucao do dano cerebral apds isquemia focal induzida (Swanson et al.,
1990; Yang et al., 1998; Joshi et al., 2004). Existem técnicas de coloracéo do
tecido nervoso que possibilitam a marcacao do volume de infarto cerebral
(Yang et al., 1998; Joshi et al., 2004; Regan et al., 2007). O método que
utiliza o corante 2,3,5-cloreto trifeniltetrazélio (TTC) permite a marcagao da
area de infarto (Altman, 1976; Bederson et al., 1986), é simples, econ6mico
e oferece preparacdes de alto contraste (Yang et al., 1998; Joshi et al.,
2004). O TTC reage com os citocromos da membrana da mitocndria,
reduzindo o tetrazé6lio em formacdo e promovendo a coloracdo do tecido
neuronal normal em vermelho (Altman, 1976; Goldlust et al., 1996).

Outra forma de corar o tecido nervoso permitindo o calculo do volume
de infarto cerebral € o método de Nissl, que utiliza de um corante basico, o
cresil violeta, para corar os corpusculos de Nissl (compostos citoplasmaticos
de RNA) presentes no citoplasma dos neurbnios. Essa coloragdo indica
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viabilidade neuronal, pois na lesdo esses corpusculos desaparecem, num
fenbmeno denominado de cromatdlise (Alvarez-Buylla et al., 1990; Scorza et
al. 2005).

Na literatura sdo escassos o0s trabalhos que descrevem o
desempenho motor e analise histopatolégica do cérebro de ratos
exercitados, principalmente em animais submetidos ao exercicio prévio e
apods a isquemia cerebral, no mesmo estudo. Assim, este estudo teve por
objetivo analisar o desempenho motor, o volume de infarto cerebral, a
densidade de astrocitos e de neurbnios no striatum, no apice do giro
denteado do hipocampo e cértex motor de ratos que exercitaram antes e/ou

apos a isquemia cerebral.
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Resumo: A atividade fisica tem sido utilizada como estratégia importante na
recuperacao das disfungcbes motoras ocasionadas pela isquemia cerebral. O
presente estudo investigou o desempenho motor e o volume de infarto
cerebral em ratos sedentarios ou que praticaram exercicio fisico antes e
apds a isquemia cerebral, promovida por oclusdo transitéria da artéria
cerebral média (OACM). Quarenta e oito ratos Wistar, foram randomizados
em dois grupos, um submetido a OACM e o outro apresentando auséncia da
isquemia. Ambos os grupos foram subdivididos em Al (n=6): animais que
realizaram exercicio fisico prévio a OACM; DI (n=6): animais que realizaram
exercicio fisico apdés a OACM; ADI (n=6): animais que realizaram exercicio
fisico antes e apdés a OACM e S| (n=6): animais que nao realizaram
exercicio. O treinamento fisico na esteira foi realizado por 6 semanas (30
min./dia), 5 dias na semana. Os resultados demonstraram perda de peso
significativa nos animais Sl apés o procedimento de OACM (81 dias) e no
final do experimento no grupo ADI (p<0.0001). Os animais dos grupos Al e
ADI apresentaram menor freqiéncia de erros no teste passo em falso e
barras paralelas aos 76 dias. Ao final do experimento o grupo ADI
apresentou melhor desempenho motor nos testes funcionais e menor
volume de infarto cerebral.

Palavras Chave: exercicio fisico, isquemia cerebral, desempenho motor, volume

de infarto cerebral.

*0 artigo foi submetido a ISRN Neurology, no dia 05 de dezembro de 2013 — n°® do
manuscrito: 982483.
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3.1. Introducao

A isquemia cerebral é importante causa de mortalidade e morbidade
[1,2,3]. Na lesdo estdo caracterizadas duas areas, uma central, com morte
neuronal, e outra denominada de penumbra, com irrigacdo parcial e células
ainda viaveis [4]. Geralmente apds a isquemia cerebral em ratos ocorre
disfuncdo motora, sensorial e cognitiva [5,6] e, conseqlentemente, a
reabilitacdo fisica parece ser uma estratégia clinica para recuperagao dos
portadores [7].

Existem algumas terapias que objetivam a reabilitagdo dos animais
com isquemia cerebral, dentre elas, destaca-se a pratica de exercicios
fisicos que tem sido utilizado como mecanismo de neuroprotecao [8,9,10]
pois, promove a integracdo de varios impulsos neuronais cerebrais,
permitindo mudangas plasticas que beneficiam as estruturas cerebrais
comprometidas [11,12,13,14,15].

O programa de exercicio fisico interfere de diferentes formas no
cérebro dos ratos portadores de isquemia cerebral [3], e quanto mais cedo é
iniciada a reabilitacdo, maior sera a neuroprotecdo [9,16]. Tem sido
demonstrado que o exercicio fisico de intensidade moderada diminui a
apoptose celular, aumenta a presenca de fatores neurotréficos [17,18],
promove a biogénese mitocondrial [19] e a angiogénese [20].

O exercicio fisico realizado previamente a isquemia cerebral também
promove neuroprotecao do cérebro do rato [10,21] e, dentre os mecanismos
neuroprotetores estdo a diminuicdo da reacdo inflamatéria e do edema
cerebral [9], além de promover aumento da sintese do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) e do fator de crescimento neuronal (NGF)
[22,23,24]. A expressdo desses fatores neurotréficos é importante no
processo de proliferagdo, maturacao e sobrevivéncia das células neuronais
[25,26].

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do
exercicio fisico em diferentes momentos sobre o desempenho motor e o
volume de infarto cerebral em animais submetidos a isquemia cerebral por

meio da oclusao transitéria da artéria cerebral média.
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Animais. Quarenta e oito ratos Wistar, machos, provenientes do
biotério central da Universidade Federal de Vicosa, com peso médio de
(138.7£2.18) g, 30 dias, que foram mantidos em gaiolas, com acesso livre a
agua e racao, em fotoperiodo de 12 horas, temperatura ambiente entre 21 e
22°C e umidade relativa do ar de 60-70%. Os animais foram pesados no
inicio do experimento (30 dias), imediatamente antes (76 dias) e ap6s (81
dias) o procedimento cirurgico e ao final do experimento (126 dias). Todos
os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vicosa (protocolo 32/2011).

Vinte e quatro animais foram submetidos a isquemia por ocluséao
transitoria da artéria cerebral média (OACM) e distribuidos (tabela 1) nos
seguintes subgrupos: Al (n=6): realizaram exercicio na esteira (Insight
Instrumentos® — Ribeirdo Preto, SP) previamente a realizacao da isquemia;
DI (n=6): realizaram exercicio na esteira ap6s a isquemia; ADI (n=6):
realizaram exercicio antes e apds a isquemia e Sl (n=6): ndo realizaram
exercicio. Outros vinte e quatro animais (controle) foram submetidos ao
acesso cirurgico, mas nao a OACM, e foram distribuidos (tabela 1) nos
seguintes subgrupos: AC (n=6): treinados antes da cirurgia; DC (n=6):
treinados apéds a cirurgia; ADC (n=6): treinados antes e apds a cirurgia e SC
(n=6): ndo treinados na esteira.

Tabela 1. Distribuicido dos quarenta e oito ratos segundo 0s grupos

experimentais

Grupos Experimentais Exercicio Exercicio Exercicio Sedentario
Prévio Posterior prévio e
posterior
Animais submetidos a Al DI ADI Sl
isquemia cerebral (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Animais operados, mas AC DC ADC SC
sem isquemia cerebral (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
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3.2.2. Treinamento Fisico. Os animais exercitados antes do
procedimento cirdrgico foram adaptados ao exercicio em esteira, por cinco
dias, na velocidade de 10-12 m/min., durante 12 min./dia antes dos
procedimentos cirlrgicos.

Apbs o periodo de adaptacdo, os ratos pertencentes aos grupos
exercitados previamente a cirurgia (Al, AC, ADI, ADC) foram submetidos ao
exercicio na esteira, sem inclinacdo, por seis semanas, cinco dias por
semana, durante 30 min./dia [27,28], na velocidade de 15 m/min. [8,10]. A
velocidade do exercicio foi gradualmente aumentada, sendo que no primeiro
dia correram com 10m/min., no segundo 12m/min. e do terceiro dia em
diante correram com velocidade de 15 m/min. [8,10].

Os ratos alocados nos grupos que exercitaram apés a cirurgia (DI,
DC, ADI, ADC), iniciaram os exercicios sete dias apds o procedimento
cirurgico e o periodo de adaptacdo na esteira. O exercicio fisico apds a
OACM (DI e ADI) e os animais do grupo controle (DC e ADC) durou seis
semanas e os ratos correram por 30 min./dia, na esteira sem inclinagao,
durante cinco dias por semana [27,28], com velocidade entre 8 a 12 m/min.
[9,14]. A velocidade do exercicio foi gradualmente aumentada, sendo que no
primeiro dia os ratos correram com 8 m/min., no segundo 10 m/min. e do
terceiro dia em diante correram 12 m/min. [9,14,19]. Os ratos que
conseguiram exercitar por 2 minutos na velocidade de 8, 11 e 12 m/min. nos
trés primeiros dias de treinamento, foram incluidos no estudo e
prosseguiram na pesquisa.

A metodologia de exercicios e a cronologia dos exames realizados no

experimento estdo resumidamente descritas na figura 1.
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Figura 1. Representagédo dos procedimentos realizados nos grupos: exercitado antes (Al e
AC), exercitado depois (DI e DC), exercitado antes e depois (ADI e ADC) e grupo sedentario
(Sl e SC). Dia da OACM (Al, DI, ADI e Sl) ou do procedimento cirirgico no grupo controle

(AC, DC, ADC e SC): (“'!“'). Dias das avaliagdes funcionais utilizando o teste passo em

falso e barras paralelas: ( ;). Periodo de avaliagdo neurolégica e observacdo dos
animais para confirmacdo da isquemia cerebral no grupo OACM e acompanhamento do

grupo controle: () Os grupos (Al, AC, DI, DC, ADI e ADC) submetidos ao treinamento
fisico na esteira passaram por um periodo de adaptagio: (=)

3.2.3. Oclus&o da artéria cerebral média. Os animais receberam analgesia
pré-empitiva com fentanil (0,3 mg/Kg/IM), foram sedados com Diazepan (2,5
mg/Kg resp., i.p.) e anestesiados com Isofluorano em circuito anestésico
com oxigénio 100 %. Foi realizada antimicrobianoprofilaxia com
enrofloxacina (10 mg/Kg) por via intramuscular.

Apo6s a anestesia, foi administrada por via intraperitoneal atropina

diluida em solucdo salina a 2 % (0,1 mL por animal) para a prevencao de
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arritmias cardiacas e hipersecrecdo bronquica secundaria a estimulacao
mecanica do nervo vago durante a operacao.

O procedimento cirargico utilizado para a realizacdo da ocluséao
transitéria da artéria cerebral média (ACM) foi o descrito por Longa et al.
[29]. Apds tricotomia e antissepsia da regido cervical ventral, foi realizada
incisdo sagital mediana de aproximadamente 3 cm de comprimento. Os
tecidos foram divulsionados até a exposi¢ao da bifurcacao da artéria carétida
comum (ACC) esquerda. O ramo pterigopalatino da artéria carétida interna
(ACI) foi clampeado em sua origem. A artéria carotida externa (ACE) foi
ligada com fio Vicryl n.0 em sua porcao distal da bifurcacdo da ACC. Apoés a
ACC e a ACI terem sido clampeadas, a ACE foi seccionada para passagem
do fio de oclusdo (monofilamento para oclusao de silicone, 5-0 de diametro e
0.12 mm de comprimento, Doccol®). O fio foi introduzido através da ACE
esquerda no interior da ACI até a origem da ACM, aproximadamente 20-21
mm de distancia em relagcao a bifurcacdo da ACC. Para permitir a passagem
do fio de oclusdo, o clipe da ACI foi removido. Para determinar o
comprimento, os fios foram previamente marcados em 18, 20 e 22 mm no
seu comprimento. A introducdo de 20 mm do fio de oclusdo associado a
discreta resisténcia a passagem do fio indicou o local da origem da ACM. A
incisdo cirurgica foi fechada, mantendo o fio de ocluséo e o clipe da ACC.

O fio e o clipe permaneceram por 60 minutos [9,30,31], quando o
animal foi novamente anestesiado, o fio foi retirado e a porcdo da ACE
proximal a bifurcacdo da ACC (por onde foi introduzido o fio de oclusao) foi
ligada. Foi realizada aproximacao dos tecidos e dermorrafia com nailon 3-0.

Apés a cirurgia, os animais foram mantidos em recuperacao por duas
horas sob luz quente para a manutengédo da temperatura corporal entre 36-
38°C, com agua e comida. O fundo da gaiola foi coberto com papel
absorvente por até 12 horas e em seguida os animais foram transferidos
para caixas forradas com maravalha. Para reposicao de liquido corporal foi
injetado diariamente 10 mL de solucdo salina intraperitoneal durante os trés
primeiros dias de observacgao [32].

3.2.4. Escala de avaliacdo neuroldgica. Foi utilizada a escala para o

modelo de OACM em ratos proposta por Menzies [33], que possui escores
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de 0 a 4, sendo que quanto maior o escore, pior € o déficit neuroldgico. No
primeiro dia ap6s a cirurgia, os animais que apresentaram escore quatro
foram incluidos no experimento e utilizados nos subgrupos Al (exercicio
antes da OACM); DI (exercicio apés OACM); ADI (exercicio antes e depois
da OACM) e Sl (sedentario e OACM).

3.2.5. Avaliagdo funcional. Os animais foram avaliados com dois
diferentes testes motores (teste passo em falso e teste das barras paralelas),
aplicados aos 30, 76, 81 e 126 dias. Trés avaliadores foram treinados antes
da aplicacao dos testes, que foi realizada de forma cega. A média dos erros
cometidos pelos ratos, nos dois testes funcionais neuroldgicos, foi calculada
posteriormente.

Para realizacdo do teste passo em falso, foi utilizada uma placa
(estrutura) gradeada de 100 x 50 cm, com intervalo de grade de 3 x 3 cm (9
cm?). A duragdo do teste foi de trés minutos, sendo o erro considerado
quando a pata do animal passava por entre a grade [34,35,36].

Para realizacdo do teste da barras paralelas foram utilizadas duas
plataformas de madeira unidas por barras paralelas de metal (115 cm), com
um estimulo aversivo (choque de baixa intensidade) nas extremidades das
barras, forcando o animal a caminhar sobre as barras. O teste teve a
duragéo de cinco minutos e foi considerado erro quando o animal colocou as
duas patas na mesma barra ou quando a pata passou entre as duas barras

ou por fora [34,35].

3.2.6. Coloracdo e mensuracdo do volume de infarto. Depois de 126
dias, todos os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de
Ketamina 1% (30 mg/Kg) e xilazina (4 mg/Kg) [36]. Na seqiiéncia, foram
perfundidos transcardiacamente com solucéo salina heparinizada (0,9 % de
NaCl contendo 5000Ul de heparina/L) por 5 minutos, seguidos da perfusao
com solugéo a 4 % de paraformaldeido, por mais 5 minutos. Em seguida, os
cérebros foram removidos e fatiados em seccées de 1 mm no plano coronal.
As seccoes foram coradas com solugédo de 2% de trifeniltetrazdlio de cloreto-
2,3,5 (TTC; Vetec; Brazil), a 37°C, por 30 minutos, para determinar a
viabilidade do tecido cerebral [37,38,39,40,41]. O volume de infarto foi
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calculado em imagens de todas as secc¢oes dos cérebros, digitalizadas por
um scanner de mesa (HP scanjet M1120MFP resolucdo de 300dpi) e, as
areas de infarto foram calculadas utilizando o programa Image J software
(Image-Pro Plus, versao 4.5, Windows 98). O volume de infarto foi calculado
pela soma de todas as areas de infarto cerebral nas seccbes de cada
animal. Para diminuir o erro introduzido pelo edema do tecido cerebral, foi
utiizado o método indireto para calculo do volume de infarto, que foi
considerado igual a area do hemisfério contralateral, subtraindo a area nao
infartada do hemisfério ipsilateral. A porcentagem foi obtida pela divisdo do
volume de infarto pela area do hemisfério contralateral multiplicado por 100
% [42,43].

3.2.7. Andlise estatistica. As andlises das médias entre os diferentes
grupos foram realizadas pelo teste One-Way ANOVA, seguido do Post-hoc
de Tukey, considerando o nivel de significancia de p<0,05. Os resultados
foram expressos em média + erro padrdo da média (SEM). As variaveis
analisadas foram o peso corporal, desempenho funcional e volume de infarto

cerebral.

3.3. Resultados

3.3.1.Analise do peso corporal. Os animais ganharam peso corporal
durante o periodo experimental, verificando-se diferenca significativa entre
as médias de peso corporal obtidas no inicio e ao final do experimento
(p<0.0001). Antes do procedimento cirurgico e da OACM, aos 76 dias, nao
foi observada diferencga significativa entre os pesos dos animais. Depois do
procedimento cirargico e da OACM (81 dias), os animais do grupo Sl
apresentaram diminuicdo do peso corporal (p<0.0001). No final do
experimento (126 dias), os animais do grupo ADI apresentaram diminui¢ao
do peso corporal (p<0.0001), como demonstrado na tabela 1.

19



Tabela I: Peso Corporal dos animais no inicio do experimento (30 dias),

antes da cirurgia (76 dias), ap6s a cirurgia (81 dias) e no final do

experimento (126 dias).

PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

GRUPOS INiCIO ANTES DEPOIS FINAL
SC 140.3+1.20 266.1+11.01 266.3+9.40  399.7+18.27
AC 142.4+2.08 286.5+5.26 289.4+5.06 387.8+9.03
DC 140.1+£1.98 285.2+5.10 284.5+5.13 396.9+8.41

ADC 139.7+£2.37 280.3+6.02 276.1+8.60  389.6+16.57
Si 140.4+£2.97 254.6£12.90 230.6+14.29  348.8+16.90
Al 138.7+£1.06 292.3+14.69 274.0+13.22  385.9+3.75
DI 138.7£2.18 278.8+8.82  240.7+23.58 373.6%£20.46

ADI 141.0+0.487 289.8+6.78 277.9+9.06 344.2+8.74

3.3.2. Testes funcionais. Os dados dos testes funcionais realizados
com 30 dias, nao identificou diferencas entre os grupos em relagdo aos
testes passo em falso e barras paralelas. Os animais com 76 dias,
exercitados antes da isquemia cerebral, demonstraram frequéncia de erros
menor no teste passo em falso (p<0.0001) e nas barras paralelas
(p<0.0001) em comparagdo com os ratos sedentarios, como demonstrado
na figura 2. Os animais do grupo controle, que exercitaram antes da cirurgia
também apresentaram frequéncia de erros menor nos testes funcionais em

comparacao com 0s animais do grupo sedentario.
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Figura 2. FreqUéncia de erros cometidos nos testes funcionais pelos animais com 76 dias.
O grupo SI - sedentario com isquemia cerebral, Al — Exercitou antes da isquemia cerebral,
DI — Exercitou ap6s a isquemia cerebral e ADI — Exercitou antes e ap6s a isquemia
cerebral. No teste passo em falso (A) durante trés minutos e no teste das barras paralelas
(B) durante cinco minutos de observagao. Os animais dos grupos Al (n=6) e ADI (n=6)
demonstraram menor freqiéncia de erros no teste passo em falso (p<0.0001; F=18.768) e
nas barras paralelas (p<0.0001; F=19.667) em comparacdo com 0s animais do grupo
sedentario. Médias * Erro padrao *p <0.0001 (teste one-way ANOVA, seguido do post-hoc
de Tukey).

Com 81 dias os testes funcionais demonstraram diferencas
significativas entre as médias dos grupos com isquemia cerebral e controle,
sendo que 0s grupos com isquemia apresentaram maior freqiéncia de erros
em relacdo aos grupos controle tanto no teste passo em falso quanto no das
barras paralelas. Os ratos exercitados antes da isquemia cerebral
demonstraram reducao na frequéncia de erros cometidos no teste passo em
falso (p<0.05) em comparagdo com o grupo sedentario. No teste das barras
paralelas, os ratos do grupo ADI demonstraram menor freqiiéncia de erros
quando comparados aos outros grupos com isquemia cerebral (p<0.0001).
Os animais do grupo controle que exercitaram antes do procedimento
cirurgico, apresentaram melhor desempenho no teste passo em falso
(p=0.0014) e nas barras paralelas (p=0.0011) em comparagdo com 0s outros
animais do grupo controle.

No final do experimento, também foram identificadas diferengas entre
0s grupos quanto a freqiéncia de erros nos testes funcionais (p<0,0001). O
grupo Sl apresentou mais erros no teste passo em falso (p<0.0001) e nas
barras paralelas (p<0.0001) quando comparado aos animais dos outros
grupos com isquemia cerebral. Os animais do grupo ADI apresentaram
melhor desempenho nos dois testes funcionais, como demonstrado na figura

3. Os animais do grupo controle exercitados antes do procedimento
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cirurgico, também apresentaram menor freqiéncia de erros no teste passo
em falso (p<0.0001). Os animais do grupo exercitados apenas depois do
procedimento cirdrgico cometeram mais erros nos dois testes funcionais
(p<0.0001).
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Figura 3. Frequéncia de erros cometidos nos testes funcionais pelos animais com 126 dias.
O grupo SI - sedentario com isquemia cerebral, Al — Exercitou antes da isquemia cerebral,
DI — Exercitou ap6s a isquemia cerebral e ADI — Exercitou antes e apds a isquemia cerebral.
No teste passo em falso (A) durante trés minutos e no teste das barras paralelas (B)
durante cinco minutos de observagdo. Os animais do grupo ADI (n=6) cometeram menor
frequencia de erros no teste passo em falso (p<0.0001; F=19.885) e nas barras paralelas
(p<0.0001; F=11.642) quando comparado aos animais dos grupos com isquemia cerebral
(p<0.000.1). Médias * Erro padrao *p <0.0001 (teste one-way ANOVA, seguido do post-hoc
de Tukey).

3.3.3. Medida do Volume de Infarto Cerebral. As analises das fatias
dos cérebros dos ratos dos grupos controle ndo demonstraram area de
infarto no hemisfério cerebral esquerdo. As imagens das fatias coronais dos
cérebros dos ratos com isquemia cerebral demonstraram uma diminuicao
das areas dos hemisférios cerebrais esquerdos correspondentes a regiao de
infarto.

Os grupos Al e ADI demonstraram menores areas corticais de infarto
no hemisfério cerebral esquerdo quando comparado aos grupos Sl e DI
(p<0.0001). Ao comparar o volume de infarto cerebral entre os grupos Sl e
DI e o grupo Al com o ADI, ndao foi possivel identificar diferencas
significativas entre eles (Figura 4).
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Figura 4. Imagens representativas de secgdes do hemisfério cerebral direito e esquerdo,
2.20 mm do Paxinos e Watson [44], coradas por TTC, de ratos dos grupos DI, Al, ADI e SI.
Barra = 1 mm. Representagdo grafica do volume de infarto cerebral dos grupos submetidos
a OACM. Média + Erro padrao “p < 0.0001; F=49.515 (teste one-way ANOVA, seguido do
post-hoc de Tukey).

3.4. Discussao

A isquemia cerebral causa comprometimento motor que prejudica o
desempenho funcional dos ratos, e isso foi observado nos animais
submetidos ao procedimento de OACM do presente estudo. Esses animais
apresentaram diminuicdo significativa do peso corporal, o qual néao
ultrapassou 30 % do seu peso antes do procedimento cirlrgico e, que pode
estar relacionada a dificuldade de movimentacdo e de apreensdo do
alimento.

O presente estudo demonstrou que um programa de atividade fisica
realizado antes e depois de um evento isquémico pode promover melhor
desempenho motor e diminuicdo do volume de infarto cerebral nos ratos
com lesdo cerebral. O exercicio fisico regular tem sido utilizado na
reabilitacdo de ratos com isquemia cerebral demonstrando beneficios
funcionais e estruturais no cérebro de animais treinados [7,44].

Os dados do presente estudo demonstraram que 0s animais do grupo

que exercitou apenas depois do evento isquémico ndo apresentaram melhor

23



desempenho motor no final do experimento e ndo foram beneficiados com
uma regido menor de infarto cerebral. Isso pode estar relacionado com o
inicio tardio dos exercicios fisicos (no quarto dia pds-operatério), pois
estudos que iniciaram o0s exercicios 24 horas apds a isquemia cerebral
demonstraram menor volume de infarto cerebral quando comparado ao
grupo sedentario [9,14,19,45]. Apds 24 horas da isquemia cerebral a area de
infarto aproxima de um estado de maturacdo onde a capacidade de
alteracao histopatolégica permanece diminuida e a recuperacao da area de
penumbra permanece reduzida [46]. Outro fator que deve ser considerado
como limitante na recuperacdo da area de penumbra, apds a isquemia
cerebral, é a realizacdo de atividades motoras simples, como a corrida na
esteira, que ndo necessita do recrutamento de um circuito neuronal mais
complexo, o0 que otimizaria a plasticidade cerebral [11,16,47,48,49]. A
velocidade do exercicio fisico empregada nesse estudo aumentou
progressivamente até atingir uma velocidade moderada de 12m/min. na
tentativa de minimizar o impacto do exercicio fisico na lesdao cerebral. A
velocidade excessiva apdés o evento isquémico promove aumento da
excitotoxicidade na area de penumbra determinando aumento do volume de
infarto cerebral [46,50].

Os resultados demonstraram que o0s animais do grupo controle,
exercitados antes da cirurgia, foram beneficiados com o programa de
exercicio fisico, pois demonstraram melhor desempenho nos testes
funcionais durante todo o experimento. No grupo com isquemia cerebral, a
pratica de exercicio fisico antes da isquemia cerebral promoveu efeitos
neuroprotetores no cérebro dos animais treinados e isso foi evidenciado pela
diminui¢do significativa do volume de infarto cerebral nos animais treinados
nesta circunstancia. A pratica de exercicio fisico apds o evento isquémico,
no grupo que exercitou antes e depois, também beneficiou o tecido neuronal
permitindo que ocorra o reaprendizado motor e consequentemente o melhor
desempenho motor desses animais nos testes funcionais do presente
estudo. O exercicio fisico estimula a reorganizagao cortical [23] das areas de
planejamento motor que foram lesadas [51,52,53], com o estimulo da
sinaptogénese, neurogénese, regeneragdo axonal e consequente

recuperacao da area de penumbra na lesédo isquémica [7,13,14,15,54,55].
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Os animais com isquemia cerebral que nao praticaram exercicio fisico
apresentaram regidao de infarto cerebral maior quando comparado aos
animais treinados apenas antes e antes e depois. Estes resultados séo
semelhantes aos encontrados em outros estudos [8,9,10,35] onde foi
demonstrado que o exercicio fisico promove reabilitacdo fisica e
recuperacao das areas cerebrais acometidas na isquemia cerebral [9,14]. A
realizacdo de atividade fisica previamente a inducado da isquemia cerebral
promove reducdo do infarto cerebral por desenvolver neurotolerancia
enddgena a lesdo isquémica [8]. Diversos mecanismos sdo descritos como
fatores de neuroprotecado no cérebro de ratos com isquemia cerebral, como:
aumento de densidade microvascular [10], diminuicdo de proteinas indutoras
de apoptose [21], aumento do fator neurotréfico derivado do cérebro [25] e
do fator de crescimento neuronal [23,24].

Com isso, demonstra-se a importancia da pratica de exercicio fisico
antes e apds o evento isquémico, enfatizada pelos dados do presente
estudo, quando foi observado melhor desempenho funcional e menor
volume de infarto cerebral, nos animais que exercitaram antes e depois da
isquemia cerebral. A rede treinada antes da isquemia cerebral precisa ser
constantemente ativada ap6s a isquemia para que se tenha manutencao do

beneficio do treinamento.

3.5. Conclusao

O estudo demonstrou que a realizacdo de um programa de atividade
fisica antes do evento isquémico diminui o volume de infarto cerebral
beneficiando o processo de reaprendizado motor que foi intensificado pelo
programa de exercicio fisico ap6s a isquemia cerebral. Os animais que
exercitaram antes e depois da isquemia cerebral apresentaram melhor

desempenho motor nos testes funcionais.
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Resumo: O objetivo do presente estudo foi analisar a densidade de astrécitos e de
neurbnios nas areas do cértex motor, striatum e hipocampo de ratos que praticaram
exercicio fisico, antes ou apo6s a isquemia cerebral. Foram avaliados trinta e seis
ratos Wistar, separados em dois grupos, um submetido a oclusdo da artéria
cerebral média (OACM) e outro ao acesso cirlrgico com auséncia da isquemia.
Ambos os grupos foram subdivididos em: animais que realizaram exercicio fisico
préevio a OACM e a cirurgia (Al e AC, n=12); animais que realizaram exercicio fisico
apés a OACM e a cirurgia (DI e DC, n=12) e animais que nao realizaram exercicio
(Sl e SC, n=12). Os cérebros dos ratos foram seccionados e corados pelo método
de Nissl para coloracdo dos neurbnios, e os astrécitos foram marcados por
imunohistoquimica com a proteina &cida fibrilar glial (GFAP). O treinamento fisico
na esteira foi realizado por seis semanas (30 min./dia), cinco dias na semana. Os
animais que exercitaram antes da isquemia cerebral apresentaram maior densidade
de neurbnios no striatum, no apice do giro denteado do hipocampo e no cértex
motor contralateral a lesdo, além de mais astrocitos no cértex motor dos
hemisférios cerebrais, em comparagdo com o grupo sedentario (p<0.05). A
densidade de neurdnios das regides do cérebro analisadas se manteve inalterada
nos animais exercitados a partir do quarto dia apds a isquemia cerebral quando
comparado ao grupo sedentario.

Palavras-Chave: isquemia cerebral, imunohistoquimica por GFAP,
astrocitos, neurénios.

4.1. Introducao

Os astrocitos estdo envolvidos com a neuroplasticidade por meio da
absorgao e liberacdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), pela
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sintese da proteina acida fibrilar glial (GFAP), e pelo transporte do glutamato
e da sintetase glutamina [1,2]. Um mecanismo de regulagdo da
excitotoxicidade na isquemia cerebral € a conversdao do glutamato em
glutamina pela enzima sintetase glutamina, presente nos astrécitos [3,4].

As células da glia mais abundantes no sistema nervoso central (SNC)
[5,6] sé@o os astrécitos, que cobrem 90% da superficie cerebrovascular [7], e
que participam da regulacdo de neurotransmissores livres, resposta imune,
reparagcdo da matriz extracelular, controle da barreira cerebrovascular e
suporte trofico [3]. A GFAP é uma proteina que compde os filamentos
intermediarios do citoesqueleto dos astrécitos [2] e sua imunomarcacao
permite evidenciar os astrdcitos reativos em lesées do SNC [8].

A maior densidade de astrocitos constitui um mecanismo relacionado
com a recuperacdo da area ao redor da isquemia cerebral em ratos
treinados ap6s a lesdo [9], ja que essas células também participam da
regulacao da barreira hematoenceféalica, sendo importantes na manutencao
da permeabilidade cerebral [10,11,12].

O exercicio fisico reduz a injuria cerebral pela diminuicdo do edema
local e pela manutencdo da integridade microvascular [9,13]. Também
promove remodelacdo das sinapses no hipocampo [14] e os astrdcitos
desempenham papel importante nesse processo [15,16] por meio da sintese
do fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), que é responséavel pelo
aumento da sobrevivéncia dos neurGnios motores dopaminérgicos, além de
favorecer a neuroplasticidade [17,18,19].

Como sao escassos o0s estudos que descrevem a densidade de
astrécitos e de neurbnios em ratos com isquemia cerebral submetidos ao
exercicio fisico, este estudo teve por objetivo analisar a densidade de
astrécitos e de neurdnios no cérebro de ratos que praticaram exercicio fisico

antes ou apés isquemia cerebral.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Animais. Trinta e seis ratos Wistar, machos, provenientes do

biotério central da Universidade Federal de Vigcosa, com peso médio de
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(138.7£2.18) g, 30 dias, que foram mantidos em gaiolas, com acesso livre a
agua e racgao, fotoperiodo de 12 horas, temperatura ambiente entre 21 e
22°C e umidade relativa do ar de 60-70 %. Os animais foram pesados no
inicio do experimento (30 dias), imediatamente antes (76 dias) e ap6s (81
dias) o procedimento cirurgico e ao final do experimento (126 dias). Todos
os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vicosa (protocolo 32/2011).

Dezoito animais foram submetidos a isquemia por oclusao transitoria
da artéria cerebral média (OACM) e distribuidos (tabela 1) nos seguintes
subgrupos: Al (n=6): realizaram exercicio na esteira (Insight Instrumentos® —
Ribeirao Preto, SP) previamente a realizacdo da isquemia; DI (n=6):
realizaram exercicio na esteira apds a isquemia e Sl (n=6): ndo realizaram
exercicio.

Outros dezoito animais (controle) foram submetidos ao acesso
cirurgico, mas nao a OACM, e foram distribuidos (tabela 1) nos seguintes
subgrupos: AC (n=6): treinados antes da cirurgia; DC (n=6): treinados apés a
cirurgia e SC (n=6): ndo treinados na esteira.

Tabela 1. Distribuicdo dos 36 ratos segundo 0s grupos experimentais.

Grupos Experimentais Exercicio Exercicio Sedentario
Prévio Posterior
Animais submetidos a isquemia Al DI SI
cerebral (n=6) (n=6) (n=6)
Animais operados, mas sem AC DC SC
isquemia cerebral (n=6) (n=6) (n=6)

4.2.2.Treinamento  Fisico. Os animais exercitados antes do
procedimento cirlrgico foram adaptados a esteira por cinco dias, na
velocidade de 10-12 m/min., durante 12 min./dia.

Apbs o periodo de adaptacdo, os ratos pertencentes aos grupos
treinados previamente a cirurgia (Al e AC) foram submetidos ao exercicio, na

esteira sem inclinacdo, por seis semanas, cinco dias por semana, durante 30
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min./dia, na velocidade de 15 m/min.. A velocidade do exercicio foi
gradualmente aumentada, sendo que no primeiro dia eles correram 10
m/min., no segundo 12m/min. e do terceiro dia em diante correram com
velocidade de 15m/min. [13,20].

Os ratos alocados nos grupos exercitados apds a cirurgia (DI e DC)
iniciaram os exercicios sete dias apds o procedimento cirdrgico e do periodo
de adaptacao na esteira. Os exercicios apés a OACM (Dl), e dos animais do
grupo controle (DC), duraram seis semanas e os ratos correram por 30
min./dia, na esteira sem inclinacdo, durante cinco dias por semana, com
velocidade de 12 m/min. [14,21,22]. A velocidade do exercicio foi
gradualmente aumentada, sendo que no primeiro dia os ratos correram 8
m/min., no segundo 10 m/min. e do terceiro dia em diante 12 m/min.
[14,21,22]. Os ratos que conseguiram se exercitar por 2 minutos nas
velocidades de 8, 11 e 12 m/min., nos trés primeiros dias de treinamento,
prosseguiram na pesquisa.

A metodologia de exercicios e a cronologia dos exames realizados no

experimento estdo apresentadas na figura 1.
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Figura 1. Representagédo dos procedimentos realizados nos grupos: exercitado antes (Al e
AC), exercitado depois (DI e DC) e grupo sedentario (Sl e SC). Dia da OACM (Al, DI e SI)

ou do procedimento ciriirgico no grupo controle (AC, DC e SC): (™). Periodo de
avaliagao neurolégica e observacédo dos animais para confirmagédo da isquemia cerebral no

grupo OACM e acompanhamento do grupo controle: ( =), Os grupos (Al, AC, DI e DC)
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submetidos ao treinamento fisico na esteira passaram por um periodo de adaptagdo:
( —)

4.2.3. Oclusdo da artéria cerebral média. Os animais receberam
analgesia pré-empitiva com fentanil (0,3 mg/Kg/IM), foram sedados com
Diazepan (2,5 mg/Kg/IP) e anestesiados com Isofluorano em circuito
anestésico com oxigénio 100%. Foi realizada antimicrobianoprofilaxia com
enrofloxacina (10 mg/Kg) por via intramuscular.

Apo6s a anestesia, foi administrada por via intraperitoneal atropina
diluida em salina a 2% (0,1mL por animal) para a prevencao de arritmias
cardiacas e hipersecregcao brénquica secundaria a estimulagao mecénica do
nervo vago durante a operagao.

O procedimento cirargico utilizado para a realizacdo da oclusédo
transitoria da artéria cerebral média (OACM) foi o descrito por Longa et al.
[23]. Apds tricotomia e anti-sepsia da regido cervical ventral, foi realizada
incisdo sagital mediana de aproximadamente 3 cm de comprimento. Os
tecidos foram divulsionados até a exposi¢ao da bifurcacao da artéria carétida
comum (ACC) esquerda. O ramo pterigopalatino da artéria carétida interna
(ACI) foi clampeado em sua origem. A artéria carétida externa (ACE) foi
ligada com fio vicryl 0, na porcao distal da bifurcacao da ACC. Apds a ACC e
a ACI terem sido clampeadas, a ACE foi seccionada para passagem do fio
de oclusdo (monofilamento para oclusédo de silicone, 5-0 de diametro e 0,12
mm comprimento, Doccol®). O fio foi introduzido através da ACE esquerda
no interior da ACI até a origem da ACM, aproximadamente 20-21 mm de
distancia em relacao a bifurcacao da ACC. Para permitir a passagem do fio
de ocluséao, o clipe da ACI foi removido. Para determinar o comprimento, os
fios foram previamente marcados em 18, 20 e 22 mm no seu comprimento.
A introducao de 20 mm do fio de oclusdo associado a discreta resisténcia a
passagem do fio indicou o local da origem da ACM. A incisédo cirurgica foi
fechada, mantendo o fio de oclusé&o e o clipe na ACC.

O fio e o clipe permaneceram por 60 minutos [24,25], quando o animal
foi novamente anestesiado, o fio foi retirado e a porcao da ACE proximal a
bifurcacdo da ACC (por onde foi introduzido o fio de ocluséo) foi ligada. Foi
realizada aproximacgao dos tecidos e dermorrafia com nailon 3-0.
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Apdés a cirurgia, os animais foram mantidos em recuperagao, por duas
horas, com a temperatura corporal entre 36-38°C, com agua e ragao a
vontade. Para reposicao volémica foi injetado, diariamente, 10 mL de
solucdo salina intraperitoneal, durante as primeiras 72 horas [26].

4.2.4. Escala de avaliacao neurologica. Foi utilizada a escala para o
modelo de OACM em ratos proposta por Menzies [27], que possui escores
de 0 a 4, sendo que quanto maior o escore pior € o déficit neurolégico. No
primeiro dia ap6s a cirurgia, os animais que apresentaram escore quatro
foram incluidos no experimento e utilizados nos subgrupos DI (exercicio
apos OACM); Sl (sedentario e OACM) e Al (exercicio antes da OACM).

4.2.5. Histoquimica pelo método de Nissl. Depois de 126 dias, todos
os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina 1 %
(30mg/Kg) e xilazina (4mg/Kg) [28]. Na sequéncia, foram perfundidos
transcardiacamente com solucdo salina heparinizada (0,9 % de NaCl
contendo 5000UI de heparina/L) por 5 minutos, seguidos da perfusao com
solucdo de 4 % de paraformaldeido, por mais 5 minutos. Em seguida, os
cérebros foram removidos e fatiados em secgées de 1 mm no plano coronal.
As fatias foram parafinizadas e as secc¢des, 3,20 mm, 0,20 mm e -2,80 mm
[29], em relacdo ao bregma, foram selecionadas para colorag¢édo pelo método
de Nissl. Essas secgbes foram novamente seccionadas (micrétomo rotativo
Leica®, modelo RM2255), obtendo-se seccdes transversais de 10 um de
espessura. Apdés a desparafinizagdo e hidratagdo numa série alcoodlica
decrescente, as seccdes foram coradas com uma solucédo de cresil violeta
(Sigma-Aldrich) a 0,5 %, por 30 minutos, para marcacao dos corpusculos de
Nissl presentes no citoplasma dos neurdnios. Em seguida procedeu-se a

montagem e analise das laminas [29,30].

4.2.6. Imunohistoquimica. Secgdes de 3 um, dos intervalos de 3,20
mm, 0,20 mm e -2,80 mm, em relacdo ao bregma, foram desparafinizadas
em xilol, sob aquecimento na estufa, a 60°C, durante 30 minutos. O
anticorpo primario utilizado foi para a proteina acida fibrilar glial (1:200; anti-
GFAP, Sigma-Aldrich). Para recuperagdo antigénica, foi utilizado um pré-
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tratamento com tampéao de citrato (pH 6,0) a 95°C, durante 30 minutos no
microondas. Apés lavagem com PBS, um tampao com 2% BSA + TritonX-
100 + Tween 20 foi utilizado para bloquear as reagdes nao especificas e
deixar o tecido mais permeavel. Logo, foram imersas em H>O. a 3 %, para o
bloqueio da peroxidase enddgena. As secc¢des foram incubadas com o
anticorpo primario durante a noite numa camara umidificada a 4°C. Em
seguida, as seccOes foram lavadas em PBS e incubadas com anticorpo
secundario biotinilado (LSAB 2 Sistema de HRP, DakoCytomation) durante 2
horas e depois com estreptavidina conjugada com peroxidase, durante 45
minutos. Para a imunocoloracdo os cortes foram revelados com solucao de
cromégeno de tetracloreto de 3-3'diaminobenzidina (1:2; DAB, Sigma-
Aldrich) e contrastadas com hematoxilina. Para o controle negativo, um dos
cortes histoldgicos nao recebeu o anticorpo primario.

4.2.7. Morfometria. Para anadlise quantitativa das células, foram
capturadas trés imagens de cada corte histoldgico, totalizando 9 imagens de
cada animal e 54 imagens de cada grupo. Utilizando-se na captura das
imagens o programa Axio Vision (versdo 4.8) e camera digital (AxionCam
ERC5S) acoplada no microscopio (Zeiss Axio Lab A1), com aumento de 200
X, com area de andlise das imagens de 50x10° um?. Em seguida, as células
das imagens selecionadas foram quantificadas com auxilio do programa
Image J software (Image-Pro Plus, versado 4.5, Windows 98), obtendo-se a
média de células de cada corte histoldgico. A quantificacédo foi realizada nos
dois hemisférios cerebrais, em regides especificas de cada seccao, em
relacdo ao bregma: na seccao 3,20 mm, foram consideradas duas regides: a
borda da regidao do coértex motor com isquemia e a area de penumbra; na
seccao 0,20 mm foi considerada a transicdo entre o striatum e 0 coOrtex
motor e, na seccdo -2,80 mm foi quantificada a regidao do &pice do giro
denteado (hipocampo). Na quantificagdo dos neurénios, foram consideradas
as maiores células com os limites do nucleo e nucléolo bem definidos, além
da marcacao dos corpusculos de Nissl no citoplasma dos neurdnios [29].
Para quantificacdo dos astrécitos imunoreativos ao GFAP, foram

consideradas as células cujo citoplasma apresentou coloracdo marrom.
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4.2.8. Estatistica. As andlises das médias referentes a densidade de
neurdnios e astrécitos, entre os grupos, foram realizadas pelo teste one-way
ANOVA, seguido do post-hoc de Tukey, considerando o nivel de
significAncia de p<0,05. Os resultados foram expressos em média £ erro
padrao da média (SEM).

4.3. Resultados

Na analise da densidade de neurbnios no apice do giro denteado do
hipocampo, dos animais com isquemia cerebral, foi evidenciada diferenga
entre os hemisférios cerebrais direito (p<0.05; Figura 2B e 2C) e esquerdo
(p<0.05; Figura 2D) dos animais que exercitaram antes da OACM e do grupo
sedentario (Figura 2B). No grupo controle ndo foi observada diferenca entre
0s hemisférios cerebrais (p<0.05).
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Figura 2. Quantificacdo de neur6nios do apice do giro denteado pela marcacdo do método
de Nissl. Grupo sedentario (Sl), animais que exercitaram antes da OACM (Al) e que
exercitaram ap6s a OACM (Dl). Em (A): hipocampo, onde H representa o hilus e A o apice
do giro denteado. Barra = 40 um. Em (B): células do apice do giro denteado. Barra = 50um.
Em (C): representagdo dos dados no hemisfério cerebral direito. (D): representagdo dos
dados no hemisfério cerebral esquerdo. Média + SEM (n= 6/grupo), * p<0.05 comparado
com o grupo sedentario, pelo teste one-way ANOVA, seguido do post-hoc de Tukey.

O estudo identificou maior densidade de neurbnios no striatum do
hemisfério cerebral direito (p<0.05) entre o grupo que exercitou antes e o
grupo sedentario e o que exercitou apoés a OACM (Figura 3B). No hemisfério
cerebral esquerdo também foi identificada maior densidade de neurdnios no
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grupo que exercitou antes da OACM em comparagdo com O Qrupo
sedentario (p<0.05; Figura 3A e 3C).

No grupo controle, foi observada maior densidade de neurbnios no
striatum do hemisfério cerebral esquerdo dos animais que exercitaram antes
da cirurgia em comparag¢do com 0s animais sedentarios e que exercitaram
apds a cirurgia (p<0.05). No hemisfério cerebral direito ndo foi observada

diferenca entre os grupos (p<0.05).
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Figura 3. Quantificagdo de neurbnios no striatum do hemisfério cerebral esquerdo e direito
pelo método de Nissl. (A): células do striatum do hemisfério cerebral esquerdo dos animais
do grupo sedentario (Sl), dos animais que exercitaram antes da OACM (Al) e que
exercitaram apés a OACM (D). Barra: 50 um. (B): dados da quantificacdo de neurénios do
striatum do hemisfério cerebral direito. (C): dados da quantificacdo de neurbnios do striatum
do hemisfério cerebral esquerdo. Média + SEM (n= 6/grupo), * p<0.05, pelo teste one-way
ANOVA, seguido do post-hoc de Tukey.

A analise da densidade de neurbnios da area de penumbra do
hemisfério cerebral direito foi identificada diferenca (p<0.05) na densidade
de neurdnios do grupo cujos animais foram exercitados antes da OACM em
comparacdo com o grupo sedentario e o que foi exercitado depois da
isquemia cerebral (Figura 4C). No hemisfério cerebral esquerdo nao foi
observada diferenca entre os grupos (Figura 4D).

Apés anadlise da densidade de neurbnios na borda do infarto cerebral
em ambos os hemisférios cerebrais, ndo foi observado diferenca entre os

grupos. Ja os resultados das areas correspondentes no cértex motor dos
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hemisférios cerebrais do grupo controle, houve menor densidade celular no
grupo de animais que foi exercitado apds a cirurgia em comparagao com o
grupo sedentério (p<0.05).
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Figura 4. Quantificagdo de neurdnios do cértex motor dos hemisférios cerebrais direito e
esquerdo pelo método de Nissl. (A): esquema da fatia do coértex motor, sendo a
representacdo da borda da area de infarto e b a area de penumbra do coértex motor. (B):
Neur6nios da borda (a) e da area de penumbra do hemisfério cerebral esquerdo (b) de um
animal do grupo Al. Barra: 50um. (C): dados da quantificagdo de neurbnios na regido de
penumbra dos hemisférios cerebrais direito. (D) dados da quantificagdo de neurdnios na
regido de penumbra do hemisfério cerebral esquerdo. Média + SEM (n= 6/grupo), * p<0.05,
pelo teste one-way ANOVA, seguido do post-hoc de Tukey.

Os dados da quantificacdo de astrocitos no apice do giro denteado do
hipocampo de ambos os hemisférios cerebrais, ndo demonstraram diferenga
significativa na imunoreatividade do GFAP nos astrocitos entre os grupos
com isquemia cerebral. A quantificacdo dos astrocitos no striatum do
hemisfério cerebral direito ndo demonstrou diferenca significativa (Figura
5A). No hemisfério cerebral esquerdo, foi evidenciada diferenga no numero
de células reativas ao GFAP nos animais treinados apés a isquemia cerebral
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em comparagdo com a quantificagdo de astrdcitos nos animais treinados
antes da isquemia (Figura 5B).
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Figura 5. Quantificacao de astrécitos no striatum dos ratos com isquemia cerebral. Em (A):
dados da quantificacdo de células reativas ao GFAP de uma &rea de 50x10°um2 do
hemisfério cerebral direito. (B): dados de quantificacado de células reativas ao GFAP de uma
area de 50x10°um2 do striatum do hemisfério cerebral esquerdo. Média + SEM (n=6/grupo),
* p<0.05, pelo teste one-way ANOVA, seguido do post-hoc de Tukey.

Foi observado maior niumero de astrécitos na borda do cértex motor,
do hemisfério cerebral direito e esquerdo, dos animais que exercitaram antes
da isquemia em comparacao com o grupo sedentario (Figura 6A e 6B). Na
area de penumbra do coértex motor do hemisfério cerebral direito foi
evidenciado maior quantidade de astrocitos nos animais exercitados antes
da isquemia cerebral em comparacao com o grupo sedentario (Figura 6C).
Na area de penumbra do hemisfério cerebral esquerdo ndo foi observada
diferenca no numero de astrocitos na area de penumbra entre os grupos
com isquemia (Figura 6D).

No grupo controle foi observado aumento significativo no nimero de
astrécitos no striatum e no cortex motor do hemisfério cerebral esquerdo e
direito dos animais que exercitaram antes da cirurgia em compara¢cao com

0s sedentarios e que exercitaram apds a cirurgia.
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Figura 6. Quantificacdo de astrocitos na borda e area de penumbra do cértex motor dos
ratos com isquemia cerebral. Em (A): quantificagdo de astrécitos da borda do cértex motor
do hemisfério cerebral direito. (B): quantificacao de astrocitos da borda do cértex motor do
hemisfério cerebral esquerdo. (C): quantificagdo de astrécitos da area de penumbra do
cortex motor do hemisfério cerebral direito. (D): quantificacdo da area de penumbra do
cértex motor do hemisfério cerebral esquerdo. Média + SEM (n=6/grupo), * p<0,05, pelo
teste one-way ANOVA, seguido do post-hoc de Tukey.

Nas fotomicrografias da imunohistoquimica para GFAF é possivel
observar o maior nimero de astrécitos marcados no striatum e no cortex
motor dos ratos com isquemia cerebral do grupo Al em comparacdo com o
grupo Sl, do hemisfério cerebral esquerdo (Figura 7A e 7B). Na figura 7C,
observa-se maior numero de astrocitos reativos a GFAP na area de
penumbra do hemisfério cerebral direito dos animais do grupo Al em
comparagdo com o grupo SI. Também é possivel observar nessas
fotomicrografias a presengca de astrécitos gemistociticos (astrécitos com
citoplasmas grandes) na area de penumbra do grupo DI, no hemisfério
cerebral direito.
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Figura 7. Imunohistoquimica para GFAP dos astrocitos do striatum e do cortex motor de
ratos com isquemia cerebral. Em (A) imagens do striatum do hemisfério cerebral esquerdo.
(B): imagens da borda do cortex motor do hemisfério cerebral esquerdo. (C): imagens da
area de penumbra do cortex motor do hemisfério cerebral direito. Barra: 20 um; astrécitos
reativos ao GFAP (seta); astrécito gemistocitico (asterisco).

4.4. Discussao

Este estudo teve como objetivo analisar a densidade de astrécitos e
de neurbnios no cérebro de ratos que praticaram exercicio fisico antes ou
apos a isquemia e os resultados indicaram que a pratica de exercicio fisico,
antes da isquemia cerebral, beneficiou a morfologia do tecido cerebral, pois
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ocorreu aumento da densidade de neur6nios em regides importantes do
planejamento motor, como o hipocampo, striatum e cortex motor.

O presente estudo demonstrou que a pratica de exercicio fisico
previamente a lesdo promove diminuicdo da morte neuronal e conseqliente
recuperacdo da area de lesdo. No estudo de Wang et al [31] o pré-
condicionamento fisico, ocasionou aumento da angiogénese pelo aumento
na demanda metabdlica em regides corticais e subcorticais do cérebro do
rato. Endres et al. [32] identificou 0 aumento da expressdo de 6xido nitrico
endotelial como fator neuroprotetor da atividade fisica no cérebro de ratos
com isquemia cerebral.

No grupo controle, que exercitou antes da cirurgia, também foi
evidenciado aumento de neurénios e de astrécitos no striatum e cortex motor
dos hemisférios cerebrais, 0 que confirma os beneficios de um programa de
exercicios fisicos como forma de prevencdo de patologias cerebrais e
neuroplasticidade. Existem varios fatores neurotréficos que sao liberados em
conseqiéncia do treinamento fisico, permitindo o aumento da
neuroplasticidade cerebral [33].

O presente estudo identificou uma maior densidade de neurdnios no
hemisfério cerebral contralateral a lesdo nos animais exercitados antes da
isquemia cerebral em comparacdo com 0s animais sedentarios. Isso pode
ser justificado pelas mudancas neuroplasticas que ocorrem na regido de
leséo [33,34], pois, apds a injuria cerebral ocorre crescimento de axdnios no
cértex contralateral que se projetam para o cértex motor e corpo estriado da
regido lesionada, como forma de recuperacdo da parte prejudicada [35,36].
Esse processo acontece através da emissdo de estimulos neuronais da
regidao da lesdo para os neurdnios do cértex motor contralateral permitindo a
reorganizagao cortical [36,37]. Também estdo envolvidos neste processo, o
aumento da sintese de fatores neurotréficos como, BDNF e fator de
crescimento neuronal (NGF) no cortex motor contralateral a lesao [33,34,
38,39].

Os dados do programa de exercicio fisico empregado apo6s a
isquemia cerebral, ndo demonstrou aumento no nimero de neurénios nas
areas cerebrais analisadas, mas permitiu o aumento de astrécitos no

striatum do hemisfério com lesdo. Estes resultados sdo importantes, pois o0s
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astrécitos desempenham diversas fungdes no cérebro, sendo que a
reparacdo da area lesionada € realizada pela liberacdo de fatores de
crescimento que estimulam os fibroblastos a depositarem proteinas na
matriz extracelular para remodelacdo do tecido da regido da lesédo [3].
Mesmo assim, a pratica de exercicios fisicos deve ser considerada benéfica,
uma vez que favorece o fortalecimento muscular, o desempenho motor, a
coordenacao e o equilibrio dos animais [22,40].

A velocidade maxima empregada nesse estudo foi obtida de forma
progressiva para minimizar o impacto sobre a regido da lesdo cerebral. No
entanto, admite-se que o inicio do programa de exercicio pode ter sido tardio
(quarto dia pés-operatorio). Alguns estudos que iniciaram o programa de
exercicios um dia ap6s a isquemia cerebral demonstraram recuperag¢ao da
regido de isquemia cerebral [14,21,22].

A andlise dos astrocitos reativos ao GFAP no hipocampo dos ratos do
presente estudo demonstrou que existe menor densidade dessas células no
apice do giro denteado em comparacdo com o striatum e o cortex motor,
confirmada em outros trabalhos onde foram apresentadas algumas
particularidades da morfologia hipocampal [3,8]. Apesar dos dados do
presente estudo demonstrarem uma menor densidade de astrocitos no
hipocampo, a quantificagcdo dos neurbnios demonstrou que os ratos
treinados antes da isquemia cerebral apresentaram maior densidade de
neurénios em comparagao com o grupo sedentario. Estes resultados podem
ser sustentados por alguns trabalhos que demonstram os beneficios do
exercicio fisico no resgate da morte neuronal e recuperagdo da area de
lesdo [41,42,43,44]

A maior densidade de astrocitos evidenciada no cértex motor dos
ratos treinados antes da isquemia, e no striatum dos ratos treinados apdés a
isquemia cerebral demonstra a interferéncia do exercicio fisico no nimero
dessas células, e conseqlentemente a sua participagdo na reparacao da
regiao de lesao cerebral do presente estudo. Os astrécitos sdo importantes
na modulacdo da neuroplasticidade, sendo que a complexidade e
versatilidade dessas células na reparacao do tecido nervoso dependem da
diversidade do repertério de marcadores, receptores, fatores de expressao,
bem como da localizacdo e da extensao da leséo [8].
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Os resultados demonstraram que o0s animais treinados antes da
isquemia cerebral também foram beneficiados com maior numero de
astrécitos no coértex motor dos hemisférios cerebrais, o que pode ter
contribuido para a sobrevivéncia neuronal. Os astrécitos atuam na
regeneracao do tecido cerebral e na integridade microvascular, interferindo
na lamina basal e diminuindo o edema cerebral na isquemia [13,20]. Os
fatores neurotréficos sintetizados pelos astrécitos também protegem o SNC,
pois participam da homeostasia do calcio neuronal e da diminuicdo da
toxicicidade no local da lesao [3].

Os resultados do presente estudo mostram que existem mecanismos
neuroprotetores importantes na regeneracao de areas de lesdo isquémica
dos ratos previamente treinados, mas os mecanismos exatos envolvidos
nesse processo precisam ser mais estudados. Além disso, protocolos
diferentes de treinamento fisico podem interferir de forma adversa na

morfologia cerebral dos ratos.

4.5. Conclusao

Os animais que exercitaram antes da isquemia cerebral apresentam
maior densidade de neurbnios no striatum, no apice do giro denteado do
hipocampo e no cértex motor contralateral a les&o, além de mais astrécitos
reativos no cértex motor dos hemisférios cerebrais.

Os animais exercitados a partir do quarto dia apdés a isquemia
cerebral ndo demonstram maior densidade de neurbnios no apice do giro

denteado, striatum e cértex motor dos cérebros analisados.
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5. CONCLUSOES GERAIS

- O programa de atividade fisica antes do evento isquémico diminuiu o
volume de infarto cerebral, beneficiando o processo de reaprendizado motor,
o qual foi intensificado pelo programa de exercicio fisico apds a isquemia
cerebral;

- Os animais que exercitaram antes e depois da isquemia cerebral
apresentaram menor volume de infarto cerebral e melhor desempenho motor
nos testes funcionais;

- Os animais que exercitaram antes da isquemia cerebral também
apresentaram menor volume de infarto cerebral e maior densidade de
neurénios no striatum, no apice do giro denteado do hipocampo e no cortex
motor contralateral a lesdo, além de apresentarem mais astrocitos reativos
no cortex motor de ambos os hemisférios cerebrais.

- Os animais exercitados a partir do quarto dia ap6s a isquemia cerebral nao
demonstraram maior densidade de neurbnios nas regides do cérebro

analisadas.
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