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RESUMO

O acidente vascular encefalico (AVE) é uma enfermidade decorrente da reducdo ou
interrupcao do fluxo sanguineo cerebral, resultando em morte celular e deficits cognitivos e
sensoriomotores. E uma das principais causas de morte e incapacidade no mundo. Ap6s um
AVE, é formada uma zona central de dano tecidual irreversivel (nucleo isquémico) e uma
regido recuperavel em volta do nucleo, demonimada zona de penumbra. A hipertensao arterial
sistémica (HAS), caracterizada pelo aumento persistente da pressao arterial, é o principal fator
de risco para 0 AVE e afeta negativamente a progresséo da doenca e a resposta ao tratamento.
A HAS provoca uma série de alteracfes neurovasculares, como enrijecimento da parede de
grandes artérias cerebrais, disfuncdo da barreira hematoencefalica e alteracdo de mecanismos
de controle do fluxo sanguineo cerebral. E importante utilizar modelos animais com
comorbidades na pesquisa pré-clinica em AVE, de forma a torna-la mais translacional. Sendo
assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de um modelo de AVE
isquémico focal permanente em ratos hipertensos sobre a funcdo sensoriomotora e volume da
lesdo cerebral isquémica. A pesquisa foi previamente aprovada pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Cardiologia, registrada nos protocolos UP 5806/20 e UP
5850/20. Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar Kyoto (WKY - controle)
machos adultos foram anestesiados e submetidos a isquemia cerebral focal permanente por
termocoagulacdo dos vasos piais. Avaliacdes comportamentais foram realizadas ao longo de
42 dias para determinar a recuperacdo sensoriomotora e a memoria de habituacdo. No teste do
cilindro, os animais apresentaram assimetria dos membros anteriores e observou-se uma
recuperacao total da simetria dos ratos normotensos (WKY), mas ndo houve recuperagdo nos
ratos hipertensos (SHR). No teste de remocdo de adesivo, houve recuperacdo sensoriomotora
total nos ratos WKY e parcial nos ratos SHR. Na tarefa do campo aberto, a isquemia cerebral
afetou a memoria de habituacao a curto prazo nos ratos WKY. Ndo foi observada memoria de
habituacéo a curto prazo nos ratos SHR submetidos ou ndo a isquemia cerebral. Observou-se
uma reducdo do volume cerebral isquémico nos ratos WKY 7 dias p6s-AVE. Com estes
resultados, pode-se observar que a HAS prejudica a recuperagcdo sensoriomotora de ratos
submetidos a isquemia cerebral. A reducédo do volume de lesdo isquémica observada nos ratos
WKY pode explicar a recuperagdo sensoriomotora total observada nesses animais. O trabalho

reforca a necessidade de se utilizar modelos animais com comorbidades na pesquisa em AVE.

Palavras-chave: acidente vascular encefalico; hipertensédo arterial sistémica; funcdo motora



ABSTRACT

Stroke is a disease characterized by reduction or interruption of cerebral blood flow, leading
to cell death and cognitive and sensorimotor deficits. It is a leading cause of death and
disability worldwide. After a stroke, a central zone of irreversibly damaged tissue is formed
(ischaemic core) and a salvageable surrounding area named ischaemic penumbra.
Hypertension is characterized by sustained elevation of blood pressure and is the most
prevalent risk factor for stroke and worsens stroke outcome and response to treatment.
Hypertensions causes neurovascular alterations like stiffening of large cerebral arteries, blood
brain barrier dysfunction and alterations of cerebral blood flow regulation mechanisms. It is
important to use animal models with comorbidities in stroke research, to make it more
translational. Therefore, the study aims to evaluate the effects of a model of permanent
ischaemic stroke in hypertensive rats on sensorimotor function and cerebral infarct size. The
study was approved by IC/FUC’s Ethical Committee on Animal Use (UP 5806/20 and
5850/20). Adult male spontaneously hypertensive (SHR) and Wystar Kyoto (WKY) rats were
anesthetized and submitted to focal ischaemia by thermocoagulation of pial vessels.
Behavioral assessments were performed over 42 days to evaluate sensorimotor recovery and
habituation memory. In the cylinder task, there was a total recovery of symmetry of WKY
rats, but there was no recovery in SHR rats. In adhesive removal task, there was a total
sensorimotor recovery for WKY rats and partial recovery for SHR rats. Stroke impaired short-
term habituation memory in open field task in WKY rats. The short-term habituation memory
wasn’t observed in SHR rats. There was a bigger cerebral infarct size in SHR rats compared
to WKY at 7 days after stroke. There results shows how hypertension impairs sensorimotor
recovery in rats submitted to cerebral ischaemia. Cerebral infarct size reduction observed in
WKY might explain the total sensorimotor recovery of this strain. The study reinforce the

need of using animal models with comorbidities in stroke research.

Key words: stroke; hypertension; motor function



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AVE — acidente vascular encefalico

AVEI — acidente vascular encefalico isquémico

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

HAS — hipertensdo arterial sistémica

PA — pressdo arterial

SHR - rato espontaneamente hipertenso

SHRSP — stroke-prone spontaneously hypertensive rat

TC — teste do cilindro

TRA — teste de remocao do adesivo

WKY — Wistar Kyoto
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1. INTRODUCAO

1.1 Acidente vascular encefalico

O acidente vascular encefalico (AVE) é a segunda maior causa de morte no Brasil e no
mundo, além de ser uma grande causa de incapacidade em pacientes (BRASIL, 2017
KATAN; LUFT, 2018). A incidéncia do AVE aumenta com a idade e estima-se que cerca de
1 em cada 4 pessoas sofrerd um AVE durante sua vida (CAMPBELL et al., 2018; FEIGIN et
al., 2022).

O AVE pode ser do tipo isquémico, que representa cerca de 71% do total, ou do tipo
hemorragico (CAMPBELL et al., 2018). O AVE hemorragico ocorre quando ha ruptura de
vasos sanguineos, causando danos ao tecido cerebral devido ao extravasamento de
componentes sanguineos e formacdo de hematoma (SHI et al., 2019). J4 o AVE isquémico
(AVEiI) resulta de uma reducdo abrupta do fluxo sanguineo cerebral, que provoca morte
celular (MESCHIA; BROTT, 2018; SHI et al., 2019).

A maioria dos casos de AVEi tem origem tromboembdlica, quando um émbolo,
geralmente proveniente de placas de ateroma ou fibrilacdo atrial, oclui vasos e interrompe 0
fluxo sanguineo em uma determinada regido cerebral (CAMPBELL et al., 2018). Apds o
AVEI, é formada uma zona central de dano (infarto), onde ha morte celular e a recuperacdo
tecidual é irreversivel (nucleo da isquemia). Em volta do nucleo, hd uma regido recuperavel
denominada zona de penumbra, que progressivamente se converte em tecido com dano
irreversivel, aumentando o nucleo isquémico. A zona de penumbra contribui para déficits
clinicos, mas uma rapida reperfusdo pode recuperar sua funcdo normal (CAMPBELL et al.,

2018; MESCHIA; BROTT, 2018).
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1.2 Fluxo sanguineo cerebral

O cérebro € um 6rgédo que depende de um aporte adequado e continuo de oxigénio e
glicose (fonte energética essencial) pela circulacdo sanguinea, visto que tem glicogénio
insuficiente e possui alta demanda energética (IADECOLA, 2004).

Alteracdes no fluxo sanguineo cerebral podem prejudicar a funcdo das células
nervosas e causar danos cerebrais. Sendo assim, para garantir o suprimento de nutrientes de
acordo com as demandas de energia celular, existem mecanismos de controle do fluxo
sanguineo cerebral, como a autorregulacdo da pressao arterial (PA) e hiperemia funcional
(FARACO; IADECOLA, 2013; IADECOLA, 2004).

Existem artérias intracranianas (artérias da pia) na superficie do cérebro que se
ramificam e penetram o cérebro, se tornando arteriolas parengquimais rodeadas por astrocitos
(CIPOLLA, 2009; IADECOLA, 2004). Os vasos sdo constituidos por células endoteliais,
células musculares lisas e pericitos. As células endoteliais sdo interconectadas através de
juncdes apertadas, constituindo a barreira hematoencefalica. Elas também liberam substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras, que estimulam o mdsculo liso a contrair ou relaxar,
alterarando assim o didmetro vascular (FARACO; IADECOLA, 2013; IADECOLA, 2004).

O sistema vascular no cérebro possui um mecanismo de autorregulacdo da PA frente
as flutuacBes da pressdo que ocorrem durante as atividades do dia-a-dia. Essa regulacdo
permite a manutencdo de um fluxo sanguineo cerebral estavel, quando a PA média se
encontra entre 60-150 mmHg. Dentro dessa faixa, 0 musculo liso vascular contrai ou relaxa
para aumentar ou diminuir a pressao, mantendo um fluxo relativamente constante. Acima ou
abaixo desse limite, a autoregulacéo fica prejudicada e ha risco de dano cerebral (CIPOLLA,;

LIEBESKIND; CHAN, 2018; FARACO; IADECOLA, 2013).
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Outro mecanismo homeostatico importante na regulacdo do fluxo sanguineo cerebral é
a hiperemia funcional. A atividade neural estimula a liberacdo de susbtancias vasoativas que
possibilitam um aumento do fluxo sanguineo na regido. Dessa forma, o aporte de nutrientes e
a remocdo de metabolitos é pareado com a atividade cerebral (FARACO; IADECOLA, 2013;

IADECOLA, 2004).

1.3 Hipertensao arterial e alteracdes neurovasculares

Hipertensdo arterial sisttmica (HAS) € uma condicdo multifatorial caracterizada pelo
aumento persistente da PA. Usualmente assintomatica, representa principal fator de risco para
todos os tipos de AVE, cuja incidéncia aumenta proporcionalmente com o aumento da PA
sistolica e diastolica (BARROSO et al., 2021; CIPOLLA; LIEBESKIND; CHAN, 2018).

O estresse mecanico causado sobre a parede arterial, devido a elevacdo persistente da
pressdo sanguinea, resulta em um remodelamento da estrutura neurovascular e do fluxo
sanguineo cerebral. Dessa forma, a HAS pode agravar o desfecho de um AVE (CIPOLLA,;
LIEBESKIND; CHAN, 2018; FARACO; IADECOLA, 2013).

As alteragBes observadas nos vasos incluem hipertrofia ou reorganizacdo de células
musculares lisas, bem como a deposicdo de proteinas da matriz extracelular na parede do
vaso, como colageno e fibronectina, e degradacdo de fibras de elastina, levando a um
enrijecimento da parede de grandes artérias. Dessa forma, o remodelamento reduz o didmetro
do lumem dos vasos e aumenta a resisténcia vascular, podendo resultar em hipoperfuséo no
cérebro e comprometimento hemodinamico (CIPOLLA; LIEBESKIND; CHAN, 2018;

FARACO; IADECOLA, 2013).
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Em pacientes hipertensos, 0 mecanismo de autorregulacdo da PA (que mantém a PA
constante frente a variacdes dentro de uma faixa especifica de PA média), sofre uma elevacao
dos limites superior e inferior (CIPOLLA; LIEBESKIND; CHAN, 2018). A HAS também
afeta a hiperemia funcional e a funcdo endotelial. O aumento do fluxo sanguineo cerebral
induzido pela atividade cerebral é atenuado em pacientes hipertensos. Dessa forma, observa-
se que a HAS afeta varios mecanismos de controle cerebrovascular, podendo contribuir para

disfuncdes e dano cerebral (FARACO; IADECOLA, 2013).

1.4 Modelos animais de acidente vascular encefalico

Visto que o AVE é uma das principais causas de morte no mundo, é de suma
importancia estudar seus mecanismos fisiopatologicos para desenvolvimento de novas e
melhores estratégias preventivas e terapéuticas (KUMAR et al., 2016) Todavia, muitos
tratamentos para AVE isquémico testados em modelos pré-clinicos ndo obtiveram sucesso na
pesquisa clinica (MCCANN; LAWRENCE, 2020).

Sabe-se que a idade e algumas comorbidades, como a HAS, sdo importantes fatores de
risco para 0 AVE e pioram a progressdo da doenca e a resposta ao tratamento. Entretanto, a
maioria dos estudos pré-clinicos em AVE é realizada em animais jovens e saudaveis. Sendo
assim, é importante levar em consideracédo a idade e comorbidades na pesquisa pré-clinica de
forma a tornar a pesquisa mais translacional (MCCANN; LAWRENCE, 2020).

Atualmente, existem diversos modelos animais nos quais se pode simular um AVE e
possibilitam o estudo das alteracOes patoldgicas decorrentes da isquemia cerebral, como o

modelo de oclusdo intraluminal da artéria cerebral média, modelos de craniectomia,
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fototrombose, termocoagulacao, dentre outros (FLURI; SCHUHMANN; KLEINSCHNITZ,
2015; SILVA, 2018).

O AVE isquémico por termocoagulacdo € um modelo de isquemia cerebral focal
permanente, com boa reprodutibilidade e baixa mortalidade. Nesse modelo, os vasos da pia
sdo termocoagulados com uma solda quente em uma regido especifica do cortex cerebral,
apos craniectomia (SILVA, 2018).

Devido a relevancia da HAS na patogénese do AVE, é importante que se leve em
conta essa comorbidade na investigacdo pré-clinica. Um dos modelos animais mais utilizados
nesses casos € o rato espontaneamente hipertenso (SHR), um modelo de HAS genética
desenvolvida a partir de cruzamento seletivo de ratos Wistar Kyoto (WKY) (ERGUL et al.,
2016). Ha também a linhagem ratos hipertensos com predisposi¢cdo genética a isquemia
cerebral, denominada stroke-prone spontaneously hypertensive rat (SHRSP), derivada do
cruzamento de ratos SHR (MCGILL et al., 2005).

Estudos realizados com ratos SHR apontam um remodelamento cerebrovascular com
reducdo do didmetro do lumem vascular e aumento da rigidez das paredes dos vasos, alteracao
da autorregulacdo do fluxo sanguineo cerebral, disfuncdo da barreira hematoencefalica e
volume maior de infarto apds isquemia (CIPOLLA; LIEBESKIND; CHAN, 2018; ERGUL et
al., 2016).

Sabe-se que os ratos SHR sdo os mais utilizados na pesquisa em AVE isquémico com
a comorbidade hipertensdo (ERGUL et al., 2016). Entretanto, ainda ndo foi relatado na
literatura cientifica a inducdo do AVE em ratos SHR pelo modelo de termocoagulacdo de
vasos piais. Sendo assim, o trabalho visa investigar o desfecho patologico do AVE isquémico
focal permanente num modelo animal que possui a comorbidade hipertensdo (SHR),
comparado com uma linhagem normotensa (WKY) a partir da avaliacdo do comprometimento

da simetria e a sensibilidade das patas dianteiras, memdria de habituagdo e volume do infarto.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar efeitos do AVE isquémico focal permanente por termocoagulacdo dos vasos
piais sobre a funcdo sensoriomotora, memoria de habituacdo a novidade e volume da lesdo

cerebral em ratos hipertensos (SHR) e normotensos (WKY) como controle.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a recuperacdo funcional de ratos SHR e WKY submetidos a AVE isquémico
focal permanente através da avaliacdo da simetria e da fungdo sensoriomotora.

Verificar a habituacdo a novidade a curto e longo prazo de ratos SHR e WKY
submetidos a AVE isquémico focal permanente.

Avaliar o volume da lesdo cerebral isquémica de ratos SHR e WKY submetidos a

AVE isquémico por termocoagulacdo dos vasos piais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos envolvendo animais seguiram os cuidados preconizados por
diretrizes nacionais de experimentacdo animal, conforme a lei 11.794 de 08/10/2008, por
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e Guia
de Cuidado no Uso de Animais de Laboratorio do National Institute of Health (publicacéo n°
80-23, revisado em 1996). A eutanasia dos animais foi realizada conforme Lei 714, de
20/06/2002 que dispde sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais e outras
providéncias, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, Lei 11.794 de 08/10/2008 e das
Diretrizes da Préatica de Eutanasia do CONCEA.

A pesquisa foi previamente aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Cardiologia/Fundacdo Universitaria de Cardiologia, registrada nos protocolos UP

5806/20 e UP 5850/20.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos SHR e WKY de 90-120 dias, com peso entre 200-350g,
obtidos do biotério do Centro de Cardiologia Experimental do Instituto de
Cardiologia/Fundacdo Universitaria de Cardiologia. Os animais foram mantidos em

temperatura de 22+2° C, luz controlada (ciclo claro-escuro de 12/12 h) e com agua e ragéo
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padrdo de biotério ad libitum. Foram acomodados em até 4 animais por caixa de
policarbonato de forradas com maravalha.

Os animais foram selecionados a partir de 2 grupos experimentais principais: (1)
hipertensos (SHR) e (2) normotensos (WKY). Cada grupo foi subdividido em: (1) animais
submetidos a AVE isquémico por termocoagulacdo dos vasos piais (ISQ), (2) animais
submetidos a cirurgia de cranioectomia mas sem AVE isquémico por termocoagulacdo dos

vasos piais (sham) e (3) controle sem intervencdo cirurgica (naive).

3.3 Cirurgia de isquemia focal permanente

A lesdo isquémica foi induzida por termocoagulacdo dos vasos sanguineos da pia
(DOS SANTOS et al., 2010; HANSEL et al., 2015; MULLER et al., 2021; NONOSE et al.,
2018; ROHDEN et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2018). Os animais foram anestesiados com
cloridrato de quetamina (90 mg/kg, 450 pl/kg i.p.) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg, 300
pl/kg i.p.) e colocados em um aparelho estereotaxico. Foi realizada craniectomia, expondo a
regido do cortex parietal esquerdo (+ 2 a — 6 mm AP.e —2 a— 4 mm M.L. a partir do
bregma).

Os vasos piais foram termocoagulados pela aproximagdo uma sonda quente por 2
minutos. Logo apos, a pele foi suturada com fio mononylon em pontos isolados simples e o0s

animais foram mantidos em colchao térmico (37° C) até a recuperacdo da anestesia.
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3.4 Teste do cilindro

Para avaliacdo da simetria das patas dianteiras, foi realizado o teste do cilindro (TC)
(ROHDEN et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2018). Os animais foram colocados dentro de um
cilindro de vidro (20 cm de diametro e 30 cm de altura) e os primeiros 20 toques na parede do
cilindro utilizando os membros anteriores foram registrados por um observador. Foram
registrados os toques com as patas: ipsilateral (em relacdo ao lado da lesdo cerebral),
contralateral ou ambas. No fim de cada tarefa, o aparato foi higienizado com alcool 70%.

A assimetria de cada animal foi calculada usando a formula: assimetria = (% de toques
com pata ipsilateral = toques com pata ipsilateral/soma total de toques) — (% de toques com
pata contralateral = % de toques com pata contralateral/soma total de toques). Depois, a
assimetria foi convertida em % simetria (100 — % assimetria) (TEIXEIRA et al., 2018). Os
animais foram avaliados 1 dia antes da cirurgia e nos dias 3, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 apés a

cirurgia.

3.5 Teste de remocao de adesivo

O teste de remocdo de adesivo (TRA) é um dos mais eficientes testes comportamentais
para detecgdo de déficits sensoriomotores. Para realizagdo do teste, um adesivo de papel (13
mm de didmetro) foi colocado na parte interna de cada uma das patas dianteiras. Os animais
entdo foram colocados em uma caixa experimental acrilica de 30 cm de comprimento x 22 cm
de largura x 22 cm de altura por 60 segundos. Cronometrou-se o0 tempo para a remog¢éo do
adesivo de cada pata (laténcia de remocéo). Este ensaio foi realizado 5 vezes, com no minimo

5 minutos de intervalo entre cada ensaio. Foi realizada a média dos 2 menores tempos de
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remocao dentro dos 5 ensaios, para calcular a laténcia de remocdo do adesivo nas patas
contralateral e ipsilateral (BOUET; FRERET, 2012). Os animais foram avaliados 1 dia antes

da cirurgia e nos dias 3, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 apds a cirurgia

3.6 Tarefa do campo aberto

Esta tarefa avalia a memoria de habituacdo a novidade. Os animais foram colocados
em uma caixa preta ndo transparente, medindo 50 cm de comprimento x 50 cm de largura x
50 cm de altura, e gravou-se a atividade de locomogéo dos animais com uma camera instalada
por cima da caixa por 10 min. A distancia percorrida por minuto foi calculada pelo do
software ANY-Maze (Stoelting CO., Wood Dale, IL). No final de cada sessdo, o aparato foi
limpo com alcool a 70%. A avaliacdo dos animais nesta tarefa foi realizada nos dias 7, 21 e 35
apoés a cirurgia.

Avaliou-se a habituacdo a novidade a curto e longo prazo. A habituacédo a curto prazo
foi considerada como a diminuicdo da locomocéo do 1° ao 5° minuto na primeira exposicéo; a
habituacdo a longo prazo foi considerada como uma diminui¢do na locomogdo no 1° min

durante exposicdes sucessivas (ROHDEN et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2018).

3.7 Volume da leséo isquémica

O volume da leséo isquémica foi calculado 72h ou 10 dias apos a cirurgia. Os animais

foram anestesiados com cloridrato de quetamina (90 mg/kg, 450 ul/kg i.p.) e cloridrato de

xilazina (10 mg/kg, 300 pl/kg i.p.) e o cérebro foi rapidamente removido do créanio, congelado
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e seccionado em plano coronal em fatias de 2 mm de espessura. As fatias foram imersas por
30 min em solucéo 2% de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) a 37°C, sequido de fixacédo
em solugdo PFA 4% por 24 h (ROHDEN et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2018)

Ap0s fixacdo, as fatias foram colocadas em uma base escura e foram fotogradas. As
areas desprovidas de coloracdo vermelha foram consideradas necrosadas (infartadas). O
volume total do cérebro e do infarto foi mensurada através do software ImageJ, a partir da
qual calculou-se a porcentagem do volume da lesdo (ROHDEN et al., 2021; TEIXEIRA et al.,

2018).

3.8 Analises estatisticas

Os efeitos da isquemia no comportamento dos ratos no TC, TRA e tarefa do campo
aberto foram analisados através de ANOVA de duas vias, seguido por comparagdo multipla
de Sidak. Para comparacdo do volume da les&o isquémica dos ratos SHR e WKY ao longo do
tempo, também utilizou-se ANOVA de duas vias, seguido por comparacdo multipla de Sidak.
Os dados foram expressos como média + EPM para avaliaces comportamentais e média +
DP para volume da lesdo. O valor de alfa (nivel de significancia) foi considerado 0.05. Todas

as anélises foram realizadas através do software Graph Pad Prism 9.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Teste do cilindro

Ratos WKY submetidos ao AVEi (ISQ), em comparagdo com 0 grupo naive,
apresentaram reducdo significativa da simetria no teste do cilindro entre o 3° e 0 21° dia pos-
isquemia (Figura 1). A partir do 28° dia, houve recuperacdo espontanea dessses animais e ndo
foram mais detectadas diferencas estatisticamente significativas entre os 2 grupos. Nao foi

detectada diferenca na simetria entre 0s grupos naive e sham.

100+ - |SQ
90+

80+
704
60+
50+
404
304
204
10+

F*hk *Hhk

Simetria (%)

Dia

Figura 1. Simetria das patas dianteiras de ratos WKY no teste do cilindro. Dados expressos
como média £ EPM, analisado por ANOVA de duas vias, seguido por compara¢do mdultipla
de Sidak. *p<0,05,** p<0,01, ***p<0,001, ISQ comparado com naive. ISQ (n=10), naive

(n=6), sham (n=5).
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Nos animais SHR submetidos a AVEi, a reducdo da simetria em relacdo ao grupo
naive s6 foi detectada a partir do 7° dia pés-isquemia e se manteve em declinio até o final do
experimento (dia 42) (Figura 2). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos naive e sham.

1001
90+
80+
70+
60+
50+
40+
30+

- [SQ
= NAIVE
-+ SHAM

Simetria (%)

*kkk
20 - el *kkk

104

0 1 1 1 1 | | | |
0 3 7 14 21 28 35 42
Dia
Figura 2. Simetria das patas dianteiras de ratos SHR no teste do cilindro. Dados expressos
como média £ EPM, analisado por ANOVA de duas vias, seguido por comparacdo multipla

de Sidak. *p<0,05,****p<0,0001, ISQ comparado com naive. ISQ (n=14), naive (n=5), sham

(n=5).

4.2 Teste de remocao de adesivo

A avaliagdo dos ratos WKY submetidos a AVEi mostrou que, entre os dias 3 e 28 pds-

isquemia, removeram o adesivo da pata contralateral em um tempo significativamente maior

em relacdo ao grupo naive (Figura 3A). A partir do dia 35, essa diferenca ndo foi mais
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observada. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos sham e naive.
N&o houve diferenca no tempo de remocao do adesivo da pata ipsilateral entre os 3 grupos
(Figura 3B).

Ratos SHR submetidos a AVE isquémico removeram o adesivo da pata contralateral
em tempo significativamente maior em relagdo ao grupo naive (Figura 4A) durante todo o
tempo do experimento, embora apresentaram um declinio no tempo de remocéo a partir do 3°
dia pos-isquemia. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos naive e

sham. Nao houve diferenca no tempo de remocdo do adesivo da pata ipsilateral entre os 3

grupos (Figura 4B).
(A) 60+ (B) 60- - 15Q
= NAIVE
' ] -+ SHAM
50+ 50-
0 0
@ 404 '@ 401
On On
o o
E E
et et
030' 030'
o o
K o
o *t* o
& 20- & 20-
[y} [1+}
- -
*_*
10+ Ry 10+
*&
—— i a2
D L 1 1 1 1 T T T 0 T 1 1 1 1 1 T T
0 3 7 14 21 28 35 42 0 3 7 14 21 28 35 42
Dia Dia

Figura 3. Laténcia de remocéo de adesivo da pata dianteira contralateral (A) e ipsilateral (B)
de ratos WKY, avaliada pelo TRA. Dados expressos como média + EPM, analisado por
ANOVA de duas vias, seguido por comparacdo multipla de Sidak. *p<0,05, ** p<0,01,

***n<0,001, ISQ comparado com naive. 1ISQ (n=11), naive (n=6), sham (n=>5).
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Figura 4. Laténcia de remocdo de adesivo da pata dianteira contralateral (A) e ipsilateral (B)
de ratos SHR, avaliada pelo TRA. Dados expressos como média + EPM, analisado por
ANOVA de duas vias, seguido por comparacdo mdltipla de Sidak. ***p<0,001,

****p<0,0001. ISQ comparado com naive. ISQ (n=13), naive (n=5), sham (n=5).

4.3 Tarefa do campo aberto

Na tarefa do campo aberto, a distancia percorrida nas 3 exposicOes estd representada
na figura 5 para os grupos WKY naive (Figura 5A), WKY 1SQ (Figura 5B), SHR naive
(Figura 5C) e SHR 1SQ (Figura 5D). No grupo WKY naive (Figura 5A), observou-se um
decréscimo estatisticamente significativo entre a distancia percorrida no 1° min e no 5° min da
primeira exposicdo, revelando a presenca de memoria de curto prazo de habituacdo a
novidade. Entretanto, essa diferenca ndo foi observada para o grupo WKY I1SQ (Figura 5b),

evidenciando que a isquemia afetou a memoria de curto prazo de habituag&o.
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Figura 5. Distancia percorrida na tarefa de campo aberto nos dias 7, 21 e 35. Dados expressos
como média £ EPM, analisado por ANOVA de duas vias, seguido por comparacdo multipla
de Sidak. *** p<0,001, 1° min comparado com 5° min da primeira exposicdo de WKY naive.

WKY naive (n=8), WKY ISQ (n=22), SHR naive (n=9) e SHR I1SQ (n=16).

Né&o foi observada diferenca da distancia percorrida do 1° ao 5° min para 0s grupos
SHR ISQ (Figura 5D) e SHR naive (Figura 5C). Nenhum dos grupos apresentou memoria de
longa duracdo de habituagdo a novidade, visto que ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa, em todos os grupos, entre o 1° min de cada exposi¢cdo

sequencial.



27

4.4 VVolume da lesdo
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Figura 6. Volume da lesdo isquémica em ratos SHR e WKY no 3° e 7° dia pos-isquemia
(fatias coradas com TTC). (A) - imagens representativas de cada grupo. (B) — porcentagem do
volume do infarto. Dados expressos como média + DP, analisado por ANOVA de duas vias,
seguido por comparagdo multipla de Sidak. ** p<0,01, WKY 3 dias comparado com WKY 7
dias. ## p<0,01, SHR 7 dias comparado com WKY 7 dias. WKY 3 dias (n=6), SHR 3 dias

(n=6), WKY 7 dias (n=4), SHR 7 dias (n=5).

N&o houve diferenga estatisticamente significativa no volume do infarto cerebral,

avaliado 3 dias ap0s a isquemia, entre o grupo SHR e WKY (Figura 6B), mas no 7° dia o
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volume foi menor no grupo WKY em relacdo ao SHR. No 7° dia ap6s isquemia, o volume de
infarto dos ratos WKY diminuiu em relacdo ao 3° dia, enquanto nos ratos SHR o volume se
manteve igual ao dia 3. N&o foram observadas les6es isquémicas nos cérebros dos ratos WKY

e SHR dos grupos naive e sham.
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5. DISCUSSAO

Modelos animais de isquemia cerebral sdo ferramentas essenciais para entendimento
da fisiopatologia do AVE e desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. No presente
trabalho, levou-se em consideracdo a comorbidade tida como principal fator de risco para o
AVE, que € a HAS. Pdde-se observar que os ratos hipertensos apresentaram um maior volume
de isquemia cerebral e um prejuizo na recuperacdo da funcdo sensoriomotora pds-isquemia
em relacdo aos ratos normotensos.

Sabe-se que o modelo animal mais utilizado na pesquisa em AVE isquémico com
comorbidade hipertensdo (e escolhido para o desenvolvimento do presente trabalho) é o SHR,
um modelo genético de HAS obtido a partir do cruzamento seletivo de ratos WKY. Esses
animais possuem alteracdes cerebrovasculares similares as alteracdes observadas em pessoas
com HAS. Ratos WKY sdo frequentemente utilizados como controle normotenso na pesquisa
com SHR (ERGUL et al., 2016; MCGILL et al., 2005).

No presente estudo, a recuperacdo sensoriomotora dos animais hipertensos e
normotensos p6s-AVEi foi avaliada através do TC e TRA, que avaliam a simetria e 0 tempo
para sentir e remover adesivos das patas dianteiras, respectivamente (BOUET; FRERET,
2012; ROHDEN et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2018). Pdde-se observar no TC que, ap0s
inducdo de AVEi nos ratos SHR, a simetria das patas dianteiras foi prejudicada sem
recuperacao até o ultimo dia avaliado (42 dias). J4 no TRA, houve uma recuperacgéo parcial da
funcdo sensoriomotora das patas dianteiras desses ratos ao longo do tempo, mas que
permaneceu significativamente prejudicada até o 42° dia. Tais resultados tem um grande
contraste em relacdo aos ratos WKY, que apresentaram uma recuperacdo total da simetria e

funcdo sensoriomotora das patas dianteiras a partir do 28° dia no TC e 35° dia no TRA.
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Outros estudos realizados com diferentes modelos de isquemia cerebral tambeém
relatam um maior prejuizo na recuperacdo funcional pos-isquemia em ratos hipertensos em
relacdo a normotensos (MAGUIRE et al., 2004; MCGILL et al., 2005), corroborando com 0s
resultados obtidos no presente estudo. Maguire e colaboradores (2004) submeteram ratos
WKY, SHR e SHRSP de 16-22 semanas a isquemia cerebral permanente por oclusdo da
artéria media e avaliaram a recuperacao funcional através de um score de deficit neuroldgico
nos dias 1, 4, 11, 18 e 28 pos-isquemia. Foi observado que os ratos WKY apresentaram um
prejuizo funcional apenas no 1° dia avaliado, se recuperando totalmente nas avaliacfes
seguintes. Os ratos SHR mantiveram um deficit funcional até o 11° dia, se recuperando
totalmente nas avaliacGes subsequentes. J& os ratos SHRSP ndo apresentaram melhora em
nenhum momento avaliado (MAGUIRE et al., 2004).

Em estudo realizado por Mcgill e colaboradores (2005), ratos SHRSP adultos foram
submetidos a isquemia cerebral focal permanente por eletrocoagulacdo da porcdo distal da
artéria cerebral média, utilizando WKY como controle normotenso. Apds avaliacGes
funcionais (score neurol6gico) realizadas ao longo de 28 dias, foi observado que os ratos
SHRSP apresentaram apenas uma recuperacao parcial até o fim do experimento, enquanto 0s
WKY se recuperaram totalmente (MCGILL et al., 2005).

Estudos utilizando modelo de isquemia cerebral focal permanente por
termocoagulacdo de vasos piais em ratos Wistar mostram uma recuperacao parcial da simetra
das patas dianteiras avaliado no TC até 42 dias (ROHDEN et al., 2021; TEIXEIRA et al.,
2018). Tais dados evidenciam que a resposta funcional motora pds AVEi de ratos Wistar em
relacdo a WKY e SHR ¢ diferente, enfatizando a importancia de se realizar estudos com
diferentes linhagens e modelos de dano isquémico cerebral.

No presente trabalho, pdde-se observar que o modelo de isquemia cerebral utilizado

afetou a memoria de curto prazo de habituacéo a novidade dos ratos WKY na tarefa do campo
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aberto. Ja nos ratos SHR, tanto no grupo naive quanto no grupo submetido a isquemia
cerebral ndo foi detectada memoria de curto prazo de habituacdo a novidade, sugerindo uma
possivel influéncia da HAS na memoria desses animais. Sabe-se que a hipertensao arterial é
um fator de risco para declinio cognitivo em humanos (QIU; WINBLAD; FRATIGLIONI,
2005). Ha estudos que indicam que ratos hipertensos apresentam prejuizo na memoria em
relacdo a ratos normotensos (NAKAMURA-PALACIOS et al., 1996; WYSS et al., 2000), o
que poderia justificar o prejuizo na memoria de habituacdo de ratos SHR observado no
presente estudo.

A memoria de longo prazo de habituacdo a novidade, considerada no presente trabalho
como a diminuicdo na locomocao no 1° min durante exposicdes sucessivas na tarefa do
campo aberto, ndo foi estatisticamente detectada em nenhum dos grupos testados. Entretanto,
observou-se uma tendéncia no grupo WKY naive a apresentar esse tipo de memodria,
indicando que mais estudos precisam ser realizados para caracterizar e elucidar o0s
mecanismos envolvidos na memdria e declinio cognitivo desses animais. Ha trabalhos
realizados em ratos Wistar onde a memoria de habituacdo foi avaliada de forma semelhante,
que indicam que esses animais apresentam memoria de longo prazo de habituacéo & novidade,
e que a isquemia cerebral prejudica a meméria de longo prazo (ROHDEN et al., 2021;
TEIXEIRA et al., 2018).

Os resultados do presente estudo mostram que ndo houve diferenga significativa no
volume da lesdo isquémica no 3° dia pos-isquemia entre WKY e SHR (Figura 6B).
Entretanto, observou-se no 7° dia pds-isquemia uma reducdo desse volume somente nos ratos
WKY. Neste dia, 0 volume da lesdo isquémica foi menor nos ratos WKY em relacdo aos
SHR. Essa reducdo do volume da lesdo nos ratos WKY pode estar envolvida na recuperacao
sensoriomotora total que esses animais apresentaram nos testes do cilindro e de remogéo de

adesivo.
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Ha estudos que apontam um maior volume de isquemia cerebral em ratos hipertensos
comparado aos normotensos. Hom e colaboradores (2007) submeteram ratos SHR de 10 e 15
semanas a isquemia cerebral permanente por oclusdo da artéria média e observaram que o
volume da lesdo (mensurado pelo método de coloragdo com TTC) 4 h pds-isquemia foi
consideravelmente maior nos ratos SHR em relacdo ao controle normotenso (WKY). Maguire
e colaboradores (2004) quantificaram, através de técnicas de ressonancia magnética, o volume
da isquemia cerebral em ratos WKY, SHR e SHRSP submetidos a isquemia permanente por
oclusdo da artéria média e observaram um menor volume de infarto nos ratos WKY em
relacdo aos ratos hipertensos (SHR e SHRSP) no 1° e 10° dia pds-isquemia.

Alguns trabalhos ndo observaram diferenca no volume da isquemia cerebral entre
ratos hipertensos e normotensos. Garcia e colaboradores (2013), compararam os efeitos de um
modelo de AVE transitorio (oclusdo da artéria média por 1 h) entre ratos WKY e SHR de 3
meses de idade, observando que ndo houve diferenca no tamanho da lesdo 23h apds o insulto
isquémico (pelo método de coloracdo com TTC). Os autores também relataram que também
ndo houve diferenca na reducdo do fluxo sanguineo cerebral entre os grupos nesse mesmo
periodo de tempo (GARCIA et al., 2013).

Em um trabalho realizado com ratos WKY e SHR de 12-14 semanas submetidos a
isquemia por fototrombose, o volume da lesdo isquémica foi mensurado por ressonancia
magnética e ndo foi observada diferenca entre os grupos no 1° e 3° dia pds-isquemia
(MOLLER et al., 2015). Em ratos Wistar adultos, o volume da lesdo isquémica de AVE
transitorio (oclus@o da artéria media de 1 h) foi mensurado através de coloragdo com TTC e
observou-se que ndo houve diferenca no volume do infarto entre o 3° e 0 7° dia pos-isquemia
(SHEN et al., 2010).

O prejuizo na recuperacdo sensoriomotora pés-isquemia observada nos ratos SHR

pode ser explicado pelas alteracGes neurovasculares que estes animais apresentam por conta
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da HAS, como o remodelamento dos vasos sanguineos cerebrais, disfuncdo da barreira
hematoencefalica e prejuizo da autoregulacdo do fluxo sanguineo cerebral e da hiperemia
funcional (CALCINAGHI et al., 2013; CIPOLLA; LIEBESKIND; CHAN, 2018; UENO et
al., 2004).

Diversos tratamentos para o0 AVEiI vém sendo estudados, geralmente utilizando-se
animais jovens e saudaveis (MCCANN; LAWRENCE, 2020). Um dos tratamentos que se
revelam mais promissores é o uso de vesiculas extracelulares de células-tronco mesenquimais
(LI et al., 2018). Varios estudos ja apontam que a administracdo dessas vesiculas p6s-AVE
em linhagens normotensas de roedores promove uma recuperacdo funcional desses animais e
um efeito neuroprotetor. (LI et al., 2018; ROHDEN et al., 2021). Todavia, é importante
investigar se este e outros tratamentos também podem promover uma melhor recuperacédo
p6s-AVEi em animais que possuem HAS, ja que essa comorbidade pode piorar a progressao
da doenca e afetar seu tratamento (MCCANN; LAWRENCE, 2020).

Com os resultados do presente estudo, foi possivel observar o impacto negativo da
HAS na recuperacdo sensoriomotora poés-AVEi. Ndo foram encontrados na literatura
cientifica outros estudos que realizaram isquemia cerebral focal permanente pelo modelo de
termocoagualcdo de vasos piais em ratos SHR e WKY ou que avaliaram o desfecho
sensoriomotor pés-isquemia nessas linhagens a longo prazo através do teste de cilindro e teste
de remocdo de adesivo. Os resultados obtidos reforcam a necessidade de se utilizar modelos
com comorbidade para tornar a pesquisa em AVE mais translacional e oferecem a perspectiva
de se utilizar esse modelo na investigacdo pré-clinica de tratamentos para o AVE com

comorbidade HAS.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliar tratamentos promissores para 0 AVEi em ratos hipertensos, como por
exemplo, vesiculas extracelulares derivadas de células tronco mesenquimais.

Avaliar os efeitos do AVEiI na memoria de ratos hipertensos utilizando outras
metodologias, de forma a entender melhor os mecanismos envolvidos na perda de meméria de
habituacéo.

Verificar tamanho da lesdo isquémica e fluxo sanguineo pds-AVEi em ratos

hipertensos através de técnicas de ressonancia magnética.
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