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“Preventive acrobatic training has sex-specific benefits on hyppocampal



neuroinflamation, oxidative stress, astrocytic proliferation and memory impairments
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RESUMO

A deméncia vascular causa prejuizos de memoria, aprendizagem e motricidade e esta
condi¢do pode ser reproduzida experimentalmente pelo modelo de oclusdo de dois vasos
(2VO). A pratica de exercicios fisicos beneficia o encéfalo, contribuindo para a
neuroprotecdo por meio de vias celulares e moleculares distintas. A experiéncia motora
complexa proporcionada pelo treinamento acrobatico pode influenciar o desempenho
funcional, implicando a melhora de cognicdo e motricidade que ¢ acompanhada pela
preservagdo tecidual. As diferengas entre os sexos sdo reconhecidas em respostas
bioquimicas e comportamentais e também na neuroprotecao relacionada as doencas que
acometem o encéfalo. Desta forma, a identificagdo destes mecanismos pode auxiliar a
estabelecer potenciais alvos terapéuticos. Esta Tese teve como objetivo investigar os
efeitos cognitivos e motores do exercicio acrobatico no modelo murino de hipoperfusao
encefalica cronica, considerando o dimorfismo sexual. No protocolo de treinamento
acrobatico realizado precocemente, os animais foram submetidos a 2VO ap6s o periodo
de treinamento acrobatico. As amostras foram coletadas trés e sete dias apds a
hipoperfusdo para a quantificacdo de proteinas relacionadas a apoptose, mensuragdo do
estresse oxidativo e producdo de laminas imunomarcadas com anti-GFAP, anti-IL-1B,
anti-NeuN e anti-caspase 3 clivada. Parte dos animais seguiu para as avaliagdes no campo
aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de Morris. Nas fases aguda e
subaguda, o treinamento acrobatico preveniu a morte neuronal na regido CAl do
hipocampo, provavelmente devido a maior a¢do antioxidante na remog¢ao das EROs,
especialmente nas fémeas. Além disso, o treinamento acrobdtico precoce preveniu a
inflamacao local e o remodelamento neurotdxico dos astrocitos apds a hipoperfusao,
principalmente nos machos, implicando em prevengao do déficit cognitivo de memdria e
aprendizagem. O protocolo tardio de treinamento iniciou 45 dias ap6s a 2VO e os animais
realizaram o teste de reconhecimento de objetos, o labirinto aquatico de Motrris, o campo
aberto, o beam balance test e a escada horizontal. Os hipocampos foram coletados para
analise do potencial mitocondrial, contetido de DCF e NeuN por citometria de fluxo. O
volume do hipocampo, ventriculos, corpo caloso, cortex e estriado foram avaliados pela
coloracdo de H&E e o método de Cavalieri. Além disso, foi realizada a imunomarcagao
de anti-GFAP e anti-NeuN na regido CA1 a fim de analisar a densitometria Optica,
contagem de células e a andlise pelos circulos de Sholl nos astrécitos. A coloragdo de
cresil de violeta foi aplicada nas laminas contendo o cértex motor e o estriado, a fim de
realizar a contagem das células. Os danos cognitivos foram revertidos pelo treinamento
acrobatico principalmente nas fémeas, que apresentaram melhor retencdo da memoria.
Provavelmente pelo aumento do potencial mitocondrial que promoveu a sobrevivéncia
neuronal no hipocampo e pela melhor remodelacao dos astrocitos em comparagao com
os machos. Além disso, foi encontrado um déficit na qualidade do passo das patas
anteriores, no entanto o treinamento acrobatico protegeu os neurdnios do cortex e
estriado, principalmente nas fémeas, levando ao melhor desempenho funcional nos testes
motores. Os resultados sugerem que o treinamento acrobatico, tanto precoce como tardio,
possui efeito neuroprotetor na cognicdo e motricidade apdés a 2VO, beneficiando
principalmente as fémeas, por meio de mecanismos distintos: ativacao de vias de
sobrevivéncia neuronal e a remodelamento dos astrocitos. Finalmente, esses achados
podem contribuir com estudos futuros e auxiliar a identificacdo de alvos terapéuticos
relacionados a reabilitagdo clinica de pacientes com deméncia vascular.

Palavras-chave: Modelo de Oclusdao de dois vasos (2VO), Memoria, Motricidade,
Neuroprote¢do, Dimorfismo Sexual



ABSTRACT

Vascular dementia causes memory, learning and motricity impairments and this
may be reproduced by the two-vessel occlusion (2VO) model. The physical exercises
benefits the brain through distinct cellular and molecular pathways. The complex motor
experience provided by acrobatic training influences functional performance, cognition
and motricity. Differences between genders are recognized in biochemical and behavioral
responses and also in brain diseases, and these mechanisms can establish therapeutic
targets. This thesis aimed to investigate the cognitive and motor effects of acrobatic
training in the murine model of chronic cerebral hypoperfusion, considering sexual
dimorphism. In the acrobatic training protocol performed early, the animals were
submitted to 2VO after the acrobatic training period. Samples were collected three and
seven days after hypoperfusion for the protein quantification, measurement of oxidative
stress and immunostaining with anti-GFAP, anti-IL-1B, anti-NeuN and anti-cleaved
caspase 3. Animals performed open field, object recognition and Morris water maze. In
the acute and subacute phases, acrobatic training prevented neuronal death in the CA1
area, due to antioxidant defenses, especially in females. In addition, acrobatic training
influences inflammation and neurotoxic astrocytes remodeling, mainly in males,
preventing deficits in learning. The late training protocol started 45 days after the 2VO
and the animals performed the object recognition test, the Morris water maze, the open
field, the beam balance test and the horizontal ladder walk. Mitochondrial potential, DCF
and NeuN were evaluated by flow cytometry. The volume of the hippocampus, ventricles,
corpus callosum, cortex and striatum were evaluated by Cavalieri's method. In addition,
immunostaining of anti-GFAP and anti-NeuN was performed in the CA1 area to analyze
optical densitometry, cell count and Sholl circles in astrocytes. Cresyl violet staining was
used in motor cortex and striatum to cell counts. Cognitive damage was reversed by
acrobatic training, mainly in females that showed better memory retention. Probably due
to mitochondrial potential promoting neuronal survival in the hippocampus and the better
astrocytes remodeling. A quality of the step impairment was found, however the acrobatic
training protected the motor cortex and striatum neurons, mainly in females, leading to
better functional performance. The results suggest that early or late acrobatic training has
a neuroprotective effect on the cognition and motricity after 2VO, and females were more
benefited, through different mechanisms: activation of neuronal survival pathways and
astrocyte remodeling. Finally, these findings may contribute to future studies and help
identify therapeutic targets related to the clinical rehabilitation of patients with vascular
dementia.

Keywords: Two Vessel Occlusion Model (2VO), Memory, Motricity, Neuroprotection,

Sexual Dimorphism.
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1. INTRODUCAO

1.1 Um panorama sobre a Deméncia

A deméncia ¢ uma condi¢do neurodegenerativa grave e pode ser categorizada em
alguns subtipos por diferentes causas patogénicas (Pendlebury and Rothwell, 2009). Os
subtipos mais comuns sdao a doenca de Alzheimer (DA), a deméncia vascular (DV), a
demeéncia de corpos de Lewy, a deméncia associada a doenga de Parkinson e a deméncia
frontotemporal (Villarejo Galende et al., 2021). Os prejuizos causados pela deméncia
causam a incapacidade e a dependéncia entre idosos em todo o mundo, afetando a
memoria, a cogni¢do, o comportamento e consequentemente, interferindo na capacidade
de realizar atividades didrias (World Health Organization, 2017). Aproximadamente 5%
da populagdo idosa mundial foi diagnosticada com deméncia em 2015, e as estimativas
para 2050 sdo de que até 135 milhdes de pessoas sejam afetadas (World Health
Organization, 2015). A cada trés segundos um novo caso de deméncia ¢ diagnosticado,

correspondendo a 9,9 milhdes de novos casos por ano (World Health Organization, 2017).

Apesar da maior prevaléncia de riscos vasculares em homens, as mulheres sdo
mais frequentemente diagnosticadas com deméncia, o que em parte pode ser explicado
pela maior expectativa de vida das mulheres e também por diferencas sexuais que
influenciam nos mecanismos biologicos (Nichols et al., 2022). Além disso, o aumento
dos casos de deméncia sdo estimados principalmente nas regides menos desenvolvidas e
em desenvolvimento do mundo, paises de baixa e média renda, sendo o Brasil enquadrado

nesta perspectiva (Kalaria et al., 2008).

Até 40% da prevaléncia de deméncia pode ser evitavel por meio de intervengdes
direcionadas a fatores de risco modificaveis como: a baixa escolaridade, a hipertensao, o
tabagismo, a obesidade na meia-idade, a depressdao, o sedentarismo, a diabetes, o
isolamento social, o consumo excessivo de alcool e a polui¢do do ar (Livingston et al.,
2020). Conhecer as taxas de deméncia ¢ estudar o tratamento dos sintomas auxiliam os
sistemas de saude a se prepararem para o aumento esperado do uso de servigos e também

a desenvolver estratégias de prevengao e promogao de satide (Phelan et al., 2012).

1.2 Deméncia Vascular
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A demeéncia vascular (DV) € responsavel por cerca de 20% dos casos de deméncia
e ocorre por uma série de distirbios cerebrovasculares que implicam em
comprometimento cognitivo (Bir et al., 2021). A ocorréncia aumenta de acordo com o
envelhecimento, dobrando aproximadamente a cada 5,3 anos (Jorm and Jolley, 1998;
Yang et al., 2017). Desta forma, a DV caracteriza a segunda causa mais comum de
deméncia, ficando atras apenas da DA (Gorelick et al., 2011). A medida que a populagio
envelhece, a prevaléncia da DV aumenta exponencialmente acometendo um a cada trés
homens ¢ uma a cada duas em mulheres com 65 anos (Mijajlovi¢ et al., 2017). A
mortalidade ¢ maior na DV que na DA, em grande parte devido a causas cardiovasculares
e cerebrovasculares, com sobrevida média de 3-5 anos (Kua et al., 2014). A DV pode se
desenvolver em cerca de 15 a 30% dos individuos trés meses apos um acidente vascular
cerebral (AVC) (Pendlebury and Rothwell, 2009). Os fatores de risco relacionados ao
desenvolvimento da DV incluem os ja conhecidos, principalmente o envelhecimento e
fatores vasculares (Wiesmann et al., 2013) tais como hipertensdo, diabetes,
hiperlipidemia, tabagismo, fibrilacdo atrial e hiperhomocistinemia (Sahathevan et al.,

2012).

As alteragdes vasculares que causam comprometimento cognitivo sdo diversas e
incluem as condigdes sistémicas que afetam a perfusdo encefalica global (Iadecola, 2013).
A natureza da patologia vascular ¢ heterogénea podendo ocorrer a obstrugdo de pequenos
e/ou grandes vasos acarretando infartos corticais e subcorticais ou microinfartos na
substancia branca e cinzenta contribuindo para as mais diversas altera¢des no tecido (Thal
et al., 2012). Os microinfartos e microsangramentos também sao preditores de disfungado
cognitiva, (Smith et al.,, 2012) sendo que os microsangramentos corticais sao
frequentemente associadas a angiopatia amiloide (De Reuck, 2012). J4 a diminuicao da
perfusdo encefalica global, como as causadas por doengas cardiacas, estenose ou oclusio
de alto grau das artérias cardtidas estd associada a isquemia cronica que
consequentemente leva ao comprometimento cognitivo independentemente das lesdes
encefalicas (Balestrini et al., 2013; Marshall, 2012). A doenca de pequenos vasos,
leucoaraiose e infartos lacunares sdo as lesdes vasculares mais prevalentes associadas ao
comprometimento cognitivo, e as complicagdes relacionadas incluem as placas
ateroscleroticas em pequenos vasos, deposicao de substancia hialina na parede vascular
(lipoialinose) e alteragcdes fibroticas que levam ao enrijecimento microvascular

(arteriolosclerose) (Thal et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Lesdes vasculares que levam ao comprometimento cognitivo vascular e

seus efeitos no encéfalo. Adaptado de IADECOLA, 2013.

Em suma, a deméncia por multiplos infartos resulta da doenga aterosclerotica em
grandes artérias, como as cardtidas, associada a eventos tromboembolicos generalizados,
principalmente em areas corticais. J4, os infartos localizados em uma area funcionalmente
critica causam déficits neuropsicologicos isolados, de inicio abrupto, devido aos insultos
isquémicos em dareas responsaveis por habilidades cognitivas especificas (Jiwa et al.,

2010).

A atrofia observada nas regides encefdlicas pode ocorrer tanto no hipocampo
quanto de forma generalizada e esta fortemente relacionada com a extensao da patologia
vascular (Fein et al., 2000). O dano da substancia branca resultante dessas lesoes consiste
em vacuoliza¢@o, desmielinizagao, perda axonal e infartos lacunares (Iadecola, 2013). As
alteragdes clinicas na DV sdo varidveis e dependentes dos circuitos neurais afetados,
podendo influenciar principalmente a memoria, a linguagem e o controle motor (O’Brien

and Thomas, 2015). O aumento do comprometimento na substancia branca correlaciona-
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se com a evolugdo do comprometimento cognitivo (Maillard et al., 2012), e as novas
lacunas causam um declinio mais acentuado, principalmente na velocidade motora e nas
funcdes executivas (Jokinen et al., 2011). A DV pode apresentar uma variedade de
manifestagdes clinicas, incluindo sinais e sintomas sensdrio-motores ou puramente
motores ou sensoriais, hemiparesia ataxica (comprometimento de um dos lados do corpo)
ou comprometimento da marcha, disartria (distirbio da articulacdo da fala), lentificagdo
cognitiva disexecutiva (que geram diferentes manifestagdes comportamentais) e

depressao, o que leva a um grande desafio diagnostico (Kalaria, 2016).

o Artéria parcialmente

ae® l ocluida

b ( Disfuncio endotelial e
Neuronal

l

Figura 2. Fisiopatologia do dano aos vasos sanguineos na DV. EROs: espécies reativas
de oxigénio; HIF-1: fator induzivel por hipdxia 1; iNOS: 6xido nitrico sintase isoforma
induzivel; eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial; IL-6: Intereucina 6; TNF-a: fator de

necrose tumoral alfa. Adaptada de BIR et al., 2021.

As caracteristica clinicas da DV que inicia apés um acidente vascular cerebral
dependem de alguns fatores a saber, 0 mecanismo do insulto isquémico, o grau de perda
de tecido bem como o impacto na conectividade das vias neurais (Iadecola, 2013;
Korczyn et al., 2012). A hipoperfusdo encefalica desencadeada por causas vasculares leva
a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e ao aumento da inflamagdo local
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contribuindo para a disfun¢do endotelial e neuronal. Essa disfungdo gera um aumento na
producdo de citocinas pré e anti-inflamatdrias, acentuando o ciclo da inflamagdo e
favorecendo, a longo prazo, a fisiopatologia do dano vascular da DV (Figura 2) (Bir et
al., 2021). Quando a quantidade de radicais livres aumenta, as fun¢des endoteliais que
sdo importantes para a manutencao da homeostase podem ser prejudicadas (Aytac et al.,
2006). As EROs inibem a vasodilatagdo dependente do endotélio e produzem lesdes
discretas do endotélio e do musculo liso vascular nas arteriolas encefalicas (Wei et al.,

1985).

1.3 Modelo Experimental de Deméncia Vascular

Os modelos experimentais de oclusdo de vasos sdo realizados em animais com o
fim de mimetizar as patologias cerebrovasculares e estudar a fisiologia e metabolismo do
encéfalo, uma vez que a organizacdo do sistema cerebrovascular dos mamiferos sdo
semelhantes em muitos aspectos (Farkas and Luiten, 2001). Devido a grande necessidade
de suprimento e a falta de reservas energéticas, o cérebro requer um fluxo continuo e
regulado de sangue (Iadecola, 2004). O encéfalo recebe o suprimento sanguineo arterial
pela artéria basilar, originada a partir das artérias vertebrais, e pelas artérias cardtidas
internas, que se comunicam formando o Poligono de Willis (Figura 3), fornecendo
possiveis atalhos entre a circulagdo encefalica lateral e anteroposterior (Farkas and
Luiten, 2001). Considerando a importancia vital do fornecimento de sangue para a
integridade estrutural e funcional do encéfalo, ndo surpreende que as alteragdes nos vasos

sanguineos cerebrais tenham um impacto profundo na fun¢do cognitiva (Ogoh, 2017).

As artérias cerebrais anterior e média provém das artérias cardtidas internas e sdo
responsaveis por transportar 80% do sangue que atinge os hemisférios encefalicos (Farkas
and Luiten, 2001). A perda da funcdo cardiaca pode gerar a faléncia global da perfusao
encefalica levando a um estado de hipoperfusdo grave, o que pode ocasionar um dano
isquémico severo nos neurdnios do hipocampo e na substincia branca profunda (Jiwa et
al., 2010). Um dos modelos experimentais amplamente utilizado para simular a
hipoperfusao encefalica cronica (HEC) ¢ o modelo de oclusdo das artérias carotidas
comuns, também conhecido como 2VO (two-vessel occlusion) (Farkas et al., 2007, 2004;
Jiwa et al., 2010). Neste modelo, a oclusdo do vaso ¢ permanente e duradoura, levando a

hipoperfusdo encefalica global sem delineamento de um nucleo isquémico nem de uma
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zona de penumbra, sendo o dano ao tecido nervoso menos severo do que aquele no

modelo de isquemia transitoria (Farkas et al., 2007).

ACM

ACP
ACS

Figura 3. Representacao esquematica do Poligono de Willis. Abreviagoes: ACA,
Artéria Cerebral Anterior; ACM, Artéria Cerebral Média; ACI, Artéria Carotida Interna;
ACP, Artéria Cerebral Posterior; ACoP, Artéria Posterior Comunicante; ACS, Artéria
Cerebelar Superior; AB, Artéria Basilar; AV, Artéria Vertebral. Adaptado de FARKAS
e LUITEN, 2001.

As alteragdes cognitivas resultam principalmente dos prejuizos na substancia
branca e da perda de neurdnios piramidais no hipocampo (Farkas et al., 2004), uma
associacdo frequentemente observada em estados de envelhecimento € deméncia em
humanos (Farkas et al., 2007). A les@o no hipocampo ¢ caracterizada pelo aumento da
densidade de astrécitos e perda de neurdnios na area CA1 (Cechetti et al., 2012a; Farkas
et al., 2004; Institoris et al., 2007). Além disso, a inflamac¢ao induzida pela hipoperfusao

pode se estender por cerca de um més e ¢ um fendmeno importante que acompanha a
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lesdo da substancia banca (Wang et al., 2009), podendo exacerbar a desmieliniza¢ao
(Masumura et al., 2001). Os eventos inflamatorios em consequéncia da isquemia incluem
recrutamento de leucécitos periféricos, ativagdo de células gliais residentes, como a
microglia e astrocitos, e regulagdo de mediadores inflamatérios, como TNF-a e

interleucina-1p (IL-1B) (Wang et al., 2007).

ApOs a isquemia, os astrdcitos no encéfalo sdo ativados resultando em aumento
da expressdo da proteina glial fibrilar 4cida (GFAP) e na chamada “gliose reativa”,
caracterizada por alteragdes estruturais e funcionais especificas (Pekny and Nilsson,
2005). Além das células inflamatdrias tradicionais, os astrocitos também expressam
diferentes tipos de mediadores inflamatorios (Sofroniew, 2014). Essas substancias podem
ser deletérias ao neuronio, promovendo a degradacdo e rompimento da barreira
hematoencefalica, o que poderia induzir o dano encefalico secundario gerando
inflamacao cronica (Liu et al., 2005). Os danos na aprendizagem e memoria ja podem ser
evidenciados precocemente na fase subaguda apos a cirurgia de 2VO por meio do

desempenho no labirinto aquatico de Morris (Pappas et al., 1996).

O estresse oxidativo ¢ definido como o desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes que potencialmente levam a danos nos tecidos
(Pizzino et al., 2017). A geracdo de EROs por células inflamatorias ocorre através de
varios mecanismos (Wang et al., 2007). O tecido encefélico ¢ sensivel ao dano oxidativo
causado pela 2VO, como o aumento das substincias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS) e também de tiois celulares totais no hipocampo (Cechetti et al., 2012b). Além
disso, no periodo mais agudo, ocorre a peroxidacao lipidica com o aumento dos niveis de
malondialdeido e reducdo dos niveis de glutationa e superoxido dismutase (Aytac et al.,
2006). A diminuicdo dos niveis de glutationa observados apds a HEC contribuem para a
morte neuronal (Pappas et al., 1996) e os eventos oxidativos podem estar relacionados

com o prejuizo de memoria observado cronicamente (Cechetti et al., 2012b).

Apesar da vasta evidéncia sobre a morte neuronal em decorréncia do modelo de
2VO em ratos, os mecanismos intracelulares e bioquimicos causadores desse fendmeno
ainda estdo em estudo(Farkas et al., 2007). Sabe-se que a HEC induz apoptose através da
ativacdo da via intrinseca caracterizada por alteracdes na expressao de membros da
familia Bcl-2, ativagdo de caspase e protedlise de PARP no periodo agudo (Stanojlovi¢

et al., 2014a).
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A disfuncdo mitocondrial pode ser o principal evento implicado no
envelhecimento, uma vez que as mitocOndrias fornecem energia para processos
metabolicos basicos e sua deterioracdo com a idade prejudica o metabolismo e leva ao
declinio da funcao celular (Aliev et al., 2010). Além disso, as mitocondrias também sao
bastante vulneraveis ao dano do estresse oxidativo (Zhu et al., 2006). A isquemia causa
disfun¢do mitocondrial e inibi¢do da sintese proteica, levando aos danos no parénquima
encefalico, ruptura da barreira hematoencefalica e comprometimento cognitivo (Liu and
Zhang, 2012). Na HEC ocorre déficits energéticos refletidos por mudangas de metabolitos
de energia (Plaschke et al., 2005), bem como a diminui¢ao da atividade de enzimas
relacionadas ao ATP (Ueda et al., 2000), principalmente por que as mitocondrias foram
danificadas devido a redugdo do fluxo sanguineo encefalico (FSE) (Benkhalifa et al.,
2014). As alteragdes implicadas na disfuncao mitocondrial desempenha um papel vital
no dano neuronal e no comprometimento cognitivo da HEC (Du et al., 2017); um quadro

estd apresentado na Figura 4.

Hipoperfusao Encefélica Cronica
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Figura 4. Altera¢oes bioquimicas e mecanismos induzidos pela HEC. Legenda:

TLR4-MYDS88 = via de sinalizagdo pro-inflamatéria; P38/MAPK = proteina quinase
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ativada por mitogeno; JAK-STAT = Janus quinase-transdutores de sinal e ativadores de
transcri¢do (via de sinalizacdo de citocinas); NF-Kb = factor nuclear kappa B; MMP-2 =
matriz metaloproteinase 2; MMP-9 = matriz metaloproteinase 9; VCAM-1 = proteina de
adesdo celular vascular 1; ICAM-1 = molécula de adesdo intercelular 1; ROS = espécies
reativas de oxigénio; Nrf2/ARE fator 2 relacionado ao eritroide nuclear 2 + elemento de
resposta antioxidante (via de sinalizagdo vascular e endotelial); BDNF = fator
neurotréfico derivado do encéfalo; NGF = fator de crescimento do nervo; VEGF = fator
de crescimento endotelial vascular; IGF = fator de crescimento semelhante a insulina;
PDGFa = fator de crescimento derivados de plaquetas; bFGF = fator de crescimento
fibroblastico basico; Bcl2-BAX = proteinas pro-apoptoticas; TREK-1, TREK-2 e
TRAAK = canais de K+; MDA = malondialdeido; 4-HNE = 4-hidroxi-2-nonenal,;
ABCAI1 = transportador de cassete de ligacdo de ATP Al; apo A1 = apolipoproteina A-
1. Adaptado de DU et al., 2017.

O modelo convencional de 2VO promove uma redugdo abrupta de sangue de
aproximadamente 33-58% e 52% em &reas corticais e hipocampo, respectivamente (Otori
etal., 2003; Tsuchiya et al., 1992), com uma taxa elevada de mortalidade aos animais de
até 50% (Institoris et al., 2007). Desta forma, a utilizagdo do modelo de 2VO modificado,
no qual a oclusdo das carétidas comuns direita e esquerda ¢ realizada com o intervalo de
uma semana, surge como uma alternativa, aumentando para mais de 90% a sobrevivéncia
dos animais e reproduzindo os danos cognitivos de forma similar ao protocolo
convencional (Anastacio et al., 2014; Cechetti et al., 2012b, 2012c, 2010; Jing et al.,
2015). O fluxo sanguineo ¢ reduzido imediatamente no cortex parietal, no estriado e no
cerebelo apos a oclusdo da artéria cardtida comum direita, permanecendo assim até duas
semanas apos a 2VO (Jing et al., 2015). Ainda, ¢é possivel observar dano neuronal na
regido CA1 do hipocampo e no cortex cerebral de ratos trés meses apds a hipoperfusdo
encefalica acompanhado de danos cognitivos (Qu et al., 2014). A morte neuronal e a
astrogliose reativa também se evidencia no cortex parietal e hipocampo na fase cronica
ap6s 2VO modificada, bem como o prejuizo na memoria e aprendizagem demonstrado
pelo desempenho no labirinto aquatico de Morris (Anastacio et al., 2014; Cechetti et al.,

2012a; Jing et al., 2015).

1.4 Fisiopatologia da Hipoperfusio Encefalica Cronica
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Os estudos mostram que a reducdo do FSE ¢ frequentemente observada em
pacientes com prejuizo cognitivo leve (Kume et al., 2011), bem como na DV e na DA,
indicando uma associa¢do entre o prejuizo na circulagdo encefilica e deterioracdo
cognitiva (Gao et al., 2013). Além disso, a diminui¢do do FSE causada pela hipoperfusao
encefalica cronica (HEC) esta associada ao declinio cognitivo no envelhecimento e
contribui para o aparecimento de deficiéncias cognitivas clinicas e a progressdao da

deméncia (Farkas et al., 2007).

Na 2VO classica, as alteragoes correspondentes ao FSE podem ser classificadas
em trés fases considerando o estado metabolico e homeostatico do tecido (Figura 5),
sendo a primeira caracterizada como fase aguda, que ocorre a partir do inicio da oclusdo
e dura de 2 a 3 dias (Farkas et al., 2007). Neste momento, o FSE ¢ reduzido rapidamente
e permanece baixo favorecendo as condigdes hipdxicas-isquémicas no tecido, ocorrendo
a reducdo dos niveis de glicose (Otori et al., 2003) e deplecdes subitas de ATP e
fosfocreatina (Plaschke, 2005) bem como a redugdo da atividade das enzimas ATPase
(Shang et al., 2005). A fase cronica pode durar aproximadamente de 8 semanas a 3 meses,
a redu¢do do FSE acompanha hipoglicemia cronica e moderada (oliguemia) e se
assemelha a condicdo de hipoperfusdo no envelhecimento e deméncia em humanos. Na
fase final, ocorre o reestabelecimento do FSE e a hipoperfusdo cessa gradualmente

(Farkas et al., 2007).

2VO

FSE

2-3 dias 8 semanas - 3 meses Fase da Restituigao
Fase Aguda: Isquemia Fase Cronica: Oliguemia Fluxo normal

Figura 5. Representacio esquematica das fases correspondentes da HEC.
Abreviacdes: FSC, Fluxo sanguineo Cerebral; 2VO, Oclusao de dois vasos. Adaptado de
FARKAS et al., 2007.
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Na situacao de hipoperfusdo causada por 2VO modificada, o FSE ¢ reduzido
rapidamente e apds 2 semanas se inicia um quadro de recuperagdo gradual (Jing et al.,
2015), que se reestabelece totalmente aos 6 meses apds a ultima oclusdo, se mostrando
indistinguivel dos niveis controle (Choy et al., 2006) (Figura 6). Além disso, existe uma
relagdo entre alteracao do FSE e a adaptacao das artérias vertebrais, indicando que a HEC
promove um mecanismo vascular compensatorio e as artérias vertebrais se dilatam com
o passar do tempo para manter um FSE adequado no encéfalo, porém essa compensagao
ndo consegue prevenir a morte neuronal € o comprometimento cognitivo (Jing et al.,

2015).

Pre OACCD OACCE 2s 3s 45 Bs
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Figura 6. Imagens de ressonincia magnética em ratos mostrando alteracdes no fluxo
sanguineo encefalico (FSE) do cortex parietal (CP), estriado (ES) e cerebelo (CB)
apos a oclusido da artéria carétida comum direita (OACCD) e oclusao da artéria
cardtida comum esquerda (OACCE) e imagens cinzas ponderadas em T2. Adaptado
de JING et al., 2015.

1.5 Neuroprotecio mediada pelo Exercicio Fisico

O exercicio ¢ qualquer tipo de atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva
feita com o objetivo de melhorar ou manter a aptidao fisica (CASPERSEN et al., 1985).

A pratica de exercicios pode trazer beneficios para a satde, como o aumento da

20



expectativa de vida e reducdo da mortalidade (Wen et al., 2011), a redugdo do risco
cardiovascular (Anderson et al., 2016), a melhora da cognicdo (Zheng et al., 2016), a
reducdo de quedas em pessoas idosas (El-Khoury et al., 2013) e a melhora da depressao
em humanos (Josefsson et al., 2014). Nos modelos animais, ja foram observadas as
alteracdes moleculares e bioquimicas que o exercicio proporciona na regulagdao do
aprendizado, neurogénese e angiogénese por meio dos fatores neurotroficos (Cotman et
al., 2007). O aumento da expressdo do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF)
no hipocampo foi evidenciado apds curtos ou longos periodos de exercicio (Griffin et al.,
2009; O’Callaghan et al., 2009). O exercicio voluntario ¢ capaz de induzir a expressao de
genes envolvidos na plasticidade sinaptica, bem como genes associados ao sistema
glutamatérgico (Ding et al., 2011; Molteni et al., 2002; Vaynman et al., 2003; Wang et
al., 2014). Ja, o exercicio forcado em esteira pode influenciar a metilagio do DNA do
hipocampo (Elsner et al., 2013) e a acetilacao de histonas, além de melhorar a fun¢ado da

memoria e reduzir os marcadores pro-inflamatdrios (Lovatel et al., 2013).
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Figura 7. Efeitos do exercicio em modelo animal de 2VQ. Imagem ilustrativa autoral.
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Os efeitos do exercicio em esteira em modelo animal de HEC sdo muito relatados,
diversos protocolos sdo elencados e os beneficios incluem a reversdao do déficit cognitivo
de memoria espacial por meio de varios mecanismos, como a regulacdo do dano oxidativo
e da resposta antioxidante no hipocampo (Cechetti et al., 2012b) e o aumento de células
progenitoras neurais € neuronios maduros na zona subgranular do giro denteado (Choi et
al., 2016). Além disso, o exercicio promove o aumento da expressdo de MBP no cortex
motor e corpo caloso sugerindo reducdo da degradagdo da mielina induzida pela
hipoperfusao e a prevengao dos danos aos microvasos na regiao CA1 do hipocampo (Lee
etal., 2019, 2017) entre outros. Em outras regides, como o cerebelo, o exercicio em esteira
promove a atenuagdo da reatividade astrocitaria e da ativacao de células microgliais (Lee
et al., 2018a) apds a 2VO. Ja o exercicio voluntario ou for¢ado na roda de correr pode
promover aumento da plasticidade sinaptica em cortex pré-frontal (Dong et al., 2018) e
no hipocampo (Lin et al., 2015a), a modulagdo do fenoétipo microglial, o aumento da
formag¢do de oligodendrocitos e a remielinizagdo do corpo caloso (Jiang et al., 2017), a
sobrevivéncia neuronal na regido CA1 do hipocampo, o aumento da expressdo de BDNF
nas regides hipocampais CAl, CA2/3 e giro denteado (Lin et al., 2015b), além de
promover a transi¢ao no fenotipo de astrocitos reativos e induzir mudangas morfoldgicas
nos cilios primarios beneficiando a neuroplasticidade apos a 2VO (Cao et al., 2022; Jiang

etal., 2021) (Figura 7).

1.6 Exercicio Acrobatico

O exercicio acrobatico ¢ uma modalidade que requer aprendizagem de uma
variedade de movimentos coordenados e especializados entre os membros e o corpo do
animal (Jones et al., 1999). Os primeiros relatos sobre a utiliza¢ao do exercicio acrobatico
aplicado na neuroprotecdao datam de 1990, quando Black e colaboradores estudaram a
plasticidade do cerebelo de ratos adultos apoés um protocolo acrobatico. Esta proposta
requer a repeti¢do de tarefas dentro de um circuito (Figura 8) que tem o objetivo de

desafiar a coordenacdo e incentivar a resolugdo de problemas (Lambert et al., 2005).

Durante a primeira década, a maior parte dos estudos visavam descobrir os efeitos
neuroplasticos especificamente no cerebelo de animais saudaveis, com isso, foi observado

um aumento do numero de sinapses, aumento no volume da camada molecular, promog¢ao
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de angiogénese e maior ocorréncia de sinapses com as fibras paralelas (Anderson et al.,
1996, 1994; Black et al., 1990; Isaacs et al., 1992; Kleim et al., 1997, 1998). Apos estas
descobertas, algumas pesquisas induzindo lesdes corticais foram conduzidas a fim de
descobrir o potencial do paradigma acrobatico como tratamento, os resultados sugerem
aumento da plasticidade sinaptica, aumento do volume cortical e dendritico € aumento no
nimero de mitocondrias ap6s a aplicagdo do protocolo (Chu and Jones, 2000; Jones et

al., 1999; Sakata and Jones, 2003).

Figura 8. Exemplos de circuitos elevados empregados na modalidade acrobatica. A,

tarefa da corda; B, tarefa com obstaculos; C, tarefa de cordas paralelas; D, tarefa
da ponte de cordas; E, tarefa da ponte de arame. Imagem adaptada de TAMAKOSHI
etal., 2017 .
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Evidéncias apontam que o exercicio acrobatico ¢ capaz de influenciar os niveis de
BDNF, a expressao de MAP2 (proteina associada a microtubulo-2), PSD95 (proteina de
densidade pos-sindptica 95) e influenciar a expressdo das subunidades GluR1-4 do
receptor AMPA no cortex motor, sugerindo neuroplasticidade estrutural e sinaptica no
encéfalo em modelo experimental de hemorragia intracerebral (Tamakoshi et al., 2017,
2016, 2014). Além disso, o treinamento acrobatico pode induzir aumento da expressao de
sinaptofisina no cortex motor e estriado, uma proteina localizada nas vesiculas sinapticas
que auxilia na quantificagdao de sinapses (Garcia et al., 2012). Existem poucos relatos
sobre o potencial do exercicio acrobatico voltados para o estudo da memoria, porém sabe-
se que ocorre um aumento na atividade da enzima 6xido nitrico sintase do tipo NADPH-
diaforase, que combinado ao desempenho satisfatorio no labirinto aquatico de Morris
pode sugerir plasticidade no hipocampo de camundongos saudaveis (Torres et al., 2006).
Da mesma forma, ja foi relatado o efeito benéfico do exercicio acrobatico em modelo
animal de hipdxia isquemia neonatal, evidenciando a recuperacdo da memoria de curto
prazo avaliada no teste de reconhecimento de objetos (de Almeida et al., 2021). Além
disso, no mesmo modelo de lesdo, o treinamento acrobatico reverteu a hiperatividade e a
ansiedade, causou melhora da locomogao e diminuicao da atrofia encefalica (Confortim

etal., 2019).

Em suma, a experiéncia motora complexa proporcionada pelo treinamento
acrobatico influencia a melhora do desempenho funcional (Tamakoshi et al., 2016) e
causa modificacdes plasticas no cerebelo, cortex e estriado, implicando no processo de
aprendizagem motora (Anderson et al., 1994; Black et al., 1990; Kleim et al., 1998, 1996;
Salame et al., 2016). Ja foi visto que o aprendizado motor acrobatico envolve uma
remodelagdo rapida dos terminais axonicos no cortex pré frontal e cerebelar, sendo
possivel verificar o surgimento de espinhos dendriticos do tipo fino, cogumelo e achatado,
relacionados com a aquisi¢do e consolidagdo de novas informacgdes (Gonzalez-Tapia et
al., 2016, 2015). Apesar de todos os relatos sobre os beneficios do treinamento acrobatico,
inclusive em modelo animal de lesdao encefalica isquémica e hemorragica, nao existe até
o momento nenhum estudo abordando os efeitos desse paradigma na memoria e

motricidade em modelo animal de 2VO.

1.7 Dimorfismo Sexual e Lesao Encefalica
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As diferencas sexuais entre os individuos podem modular as respostas
moleculares e celulares na maioria dos tecidos, incluindo o encéfalo em condigdes
normais ou patologicas (Spychala et al., 2017). Os hormoénios gonadais influenciam o
desenvolvimento do organismo, principalmente na fase fetal e perinatal, estabelecendo
uma diferenciacdo de caracteres entre os géneros nao apenas estrutural mas que também
traz alteragdes das respostas fisiologicas, bioquimicas e comportamentais (Gerardin et al.,
2006). Muitos aspectos do funcionamento encefalico normal e patoldgico exibem
diferencas entre os sexos tao importantes quanto pouco compreendidas (Wizemann and
Pardue, 2001). A necessidade de estudar a o dimorfismo sexual nas pesquisas
experimentais ¢ pertinente, uma vez que ainda ha poucos trabalhos na literatura
investigando a influéncia do sexo a nivel neurobioldgico (National Institute of Mental

Health, 2011).

Uma revisdo recente revelou que as ratas fémeas t€ém maiores déficits de memoria
que os machos apds a indugdo da lesdo por hipoxia isquemia neonatal, e que a morte
celular nas fémeas depende principalmente da ativagao das caspases, enquanto os machos
sd0 mais suscetiveis ao estresse oxidativo (Netto et al., 2017). Apesar dos ratos machos
demonstrarem melhor desempenho no aprendizado espacial, as fémeas superam os
machos na tarefa contextual de condicionamento do medo (Keeley et al., 2015). As
diferencas entre os sexos também sao reconhecidas nao apenas nas respostas cognitivas
e emocionais relevantes para a aprendizagem e memoria mas também na linguagem,

medo e ansiedade (McCarthy et al., 2012)..

No modelo de 2VO, foi recentemente evidenciado que as fémeas possuem maior
ativacdo de uma via dependente de caspase que leva a neurodegeneracao enquanto que
os machos sdo mais afetados por vias apoptoticas adicionais (Stanojlovi¢ et al., 2014a).
Estudos pré-clinicos em modelo de isquemia reportam que as fémeas tém menos perda
neuronal, maior potencial de reparacdo astrocitaria e vasculatura mais estavel; e essas
propriedades estdo altamente relacionadas aos efeitos neuroprotetores dos hormonios
femininos (Tang et al., 2022). Além dos neurdnios, os astrocitos (Chisholm and Sohrabyji,
2016; Morrison and Filosa, 2019) e também a vasculatura respondem de forma especifica
quanto ao sexo na isquemia (Freitas-Andrade et al., 2020; Memon and McCullough,

2018).

Estudos com roedores e humanos fornecem evidéncias sobre os efeitos da
atividade fisica voluntaria entre os sexos, modulando a plasticidade cerebral, incluindo a
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promocao de respostas neurodegenerativas, adaptativas e protetoras (Rosenfeld, 2017).
Assim, identificar os agentes de prote¢do que trazem beneficios especificos do sexo pode

levar a uma melhor compreensdo das potenciais terapias (McCarthy et al., 2012).

2. JUSTIFICATIVA

Esta pesquisa se justifica considerando: (1) o aumento da ocorréncia das deméncias
de forma global, (2) os relatos da literatura sobre a neuroprotecdo e plasticidade
experimental mediada pelo treinamento acrobatico, (3) a semelhanca do treinamento
acrobatico em refletir os desafios cognitivos e motores aplicados na reabilitagdo clinica
dos pacientes com deméncia (4) os dados prévios relacionados aos prejuizos
comportamentais € cognitivos resultantes do modelo de 2VO em roedores, ¢ ainda (5)
devido a caréncia de estudos que considerem os efeitos do treinamento acrobatico e o
dimorfismo sexual na condi¢@o de hipoperfusdo encefélica cronica. Nao foi relatado até
0 momento, um protocolo de interven¢ao utilizando o treinamento acrobatico no estudo
da memoria, aprendizagem e performance motora em modelo animal de 2VO que

considere o papel do dimorfismo sexual.

3. HIPOTESE

A hipotese de trabalho prediz que o treinamento acrobdatico sera capaz de promover
neuroprote¢do, tanto em cardter preventivo quanto no tratamento de animais submetidos
ao modelo de 2VO. Ainda, esta neuroprotecdo estard relacionada a sobrevivéncia
neuronal e a ramificacdo astrocitaria induzida pela e pelo exercicio em paralelo,
influenciando a plasticidade nas estruturas enecefalicas estudadas. Adicionalmente,
prevemos que os animais submetidos a 2VO terdo danos cognitivos e motores que serdo
atenuados pelo treinamento acrobdtico, e que este evento esteja relacionado com a
atividade da via de morte celular, por apoptose ou pela producdo de espécies reativas de
oxigénio, bem como pela inflamagdo, liberacao de citocinas e viabilidade mitocondrial.
Ainda, esperamos que a protecdo e a plasticidade encefalica referidas possam se

apresentar de forma distinta entre os sexos.
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4.

OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos de um protocolo de treinamento acrobatico sobre o dano

cognitivo e motor em ratos machos e fémeas submetidos a lesdo por hipoperfusdo

encefalica cronica.

4.2 Objetivos Especificos

No primeiro artigo, os objetivos especificos consistiram em investigar os efeitos do

treinamento acrobatico no tratamento do déficit cognitivo em ratos machos e fémeas apos

a lesdo por hipoperfusdo encefalica cronica sobre os seguintes parametros:

X/
L4

X/
L X4

O dano tecidual por meio da avaliagdo histologica de volume de estruturas
encefélicas e contagem de neurdnios na regidao CA1 do hipocampo pela avaliacdo
com imunofluorescéncia.

A astrogliose reativa na regido CAl do hipocampo, pela avaliagio com
imunofluorescéncia e analise dos circulos de Sholl.

A funcdo mitocondrial por meio da avaliacdo com citometria de fluxo.

O dano cognitivo e memoria, por meio da avaliagdo comportamental utilizando o

labirinto aquatico de Morris e o teste de reconhecimento de objetos.

No segundo artigo, os objetivos especificos consistiram em investigar os efeitos da

lesdo por hipoperfusdo encefélica cronica na motricidade e desempenho funcional, e o

efeito do treinamento acrobatico ratos machos e fémeas sobre os seguintes parametros:

X/
L X4

O dano tecidual por meio da avaliagao histologica de volume de estruturas

encefélicas e contagem de neurdénios em cortex e estriado.
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¢ A atividade locomotora ampla, por meio da avaliacdo comportamental utilizando
o teste de campo aberto.
% O dano motor, por meio da avaliagdo comportamental utilizando o teste Beam

Balance e a caminhada na escada horizontal.

No terceiro artigo, os objetivos especificos consistiram em investigar os efeitos do
treinamento acrobatico na prevencao do déficit cognitivo em ratos machos e fémeas apos

a lesdo por hipoperfusdo encefalica cronica sobre os seguintes parametros:

O equilibrio redox na fase aguda por meio da mensuracao do estresse oxidativo,
geracao de espécies reativas de oxigénio e atividade de enzimas antioxidantes no
hipocampo dorsal.

¢ A morte celular por apoptose na fase aguda e subaguda na regido CA1 e CA3 do
hipocampo por meio da avaliagcdo com imunofluorescéncia e quantificacao de
proteinas do hipocampo dorsal por eletroforese.

¢ A inflamagdo e astrogliose reativa na regido CAl e CA3 do hipocampo, pela
avaliagdo com imunofluorescéncia e andlise dos circulos de Sholl.

.

* O dano cognitivo € memoria, por meio da avaliagdo comportamental utilizando o

labirinto aquatico de Morris e o teste de reconhecimento de objetos.
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CAPITULO 1

O Capitulo 1 ¢ constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as

paginas 31 — 76.

Effects of acrobatic training on spatial memory and astrocytic scar in CA1 subfield of

hippocampus after chronic cerebral hypoperfusion in male and female rats

Ana Paula Rodrigues Martini, Eduarda Hoeper, Thales Avila Pedroso, Andrey Vinicios
Soares Carvalho, Felipe Kawa Odorcyk, Rafael Bandeira Fabres, Natividade de S& Couto

Pereira, Carlos Alexandre Netto

Artigo publicado no periddico Behavioural Brain Research (2022); 430: 113935.

DOI 10.1016/5.bbr.2022.113935
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CAPITULO 2

O texto completo do capitulo 2, que na tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as paginas 78 — 95, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparagdo para publicagao em periodico cientifico. Neste trabalho objetivou-se estudar
os danos causados pelo modelo de 2VO (oclusdao de dois vasos) e a influéncia do
treinamento acrobatico na motricidade, desempenho funcional, e por fim, realizou-se a
analise histologica em estruturas enceféalicas relacionadas ao comportamento motor de

ratos machos e fémeas.

O trabaho foi intitulado “Behavioral and histological effects of acrobatic training on
motricity in male and female rats submitted to chronic cerebral hypoperfusion” e foi

desenvolvido pelos autores a seguir:

Ana Paula Rodrigues Martini *, Eduarda Hoeper ®°, Débora Piassarollo Dos Santos ¢
Tatiana Norman ¢, Adriana Souza dos Santos ¢, Lenir Orlandi Pereira ¢, Carlos

Alexandre Netto ¢
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CAPITULO 3

O texto completo do capitulo 3, que na tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as paginas 97 — 140, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparagdo para publicagdo em periodico cientifico. Neste trabalho objetivou-se estudar
o efeito preventivo do treinamento acrobatico sobre o comprometimento cognitivo em
ratos machos e fémeas ap6s a indu¢do do modelo de 2VO (oclusdo de dois vasos). Foram
realizadas analises de memoria espacial, analises morfoldgicas no hipocampo, estresse
oxidativo em amostra de hipocampo e quantificagao de proteinas relacionadas a morte

celular no hipocampo.

O trabaho foi intitulado “Preventive acrobatic training has sex-specific benefits on
hyppocampal neuroinflamation, oxidative stress, astrocytic proliferation and memory
impairments during the acute phase of chronic cerebral hypoperfusion” e foi

desenvolvido pelos autores a seguir:

Ana Paula Rodrigues Martini ®°, Livia Machado Schlemmer ®¢, Eduarda Hoeper *°,
Joelma Alves Lucio *° Padilha, Carine Lampert ®¢, Rafael Bandeira Fabres ®, Natividade

de Sa Couto Pereira®®, Carla Dalmaz, *® Carlos Alexandre Netto ¢
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5. DISCUSSAO

Atualmente, ha cerca de 50 milhdes de pessoas diagnosticadas com deméncia ao
redor do mundo (Wu et al., 2017), e esse numero deve crescer para aproximadamente 140
milhodes até 2050 (International Alzheimer’s Disease, 2020). Nesse cenario, a deméncia
vascular (DV) é responsavel por 20% de todos os casos, sendo a segunda mais frequente
entre as deméncias (Bir et al., 2021). O prejuizo cognitivo na DV ¢ resultado de lesdao
vascular localizada ou da doenga cumulativa de pequenos vasos (Bir et al., 2021). Devido
a heterogeneidade dos mecanismos fisiopatologicos na DV, sua patogénese envolve
alteragOes vasculares diversas que levam a condigdes sistémicas que afetam a perfusao
encefalica global (ladecola, 2013). Experimentalmente, os danos causados pela
hipoperfusdo encefalica cronica sdo reproduzidos em modelo murino pela oclusdo
permanente das artérias carotidas comuns (oclusao dos 2 vasos, 2VO) (Farkas et al., 2007,
2004; Jiwa et al., 2010); modelo que foi recentemente adaptado em nosso laboratério a
fim de reduzir a mortalidade dos animais sem prejuizo da lesdo neural e dos déficits
funcionais (Anastacio et al., 2014; Cechetti et al., 2012b, 2010; Martini et al., 2022).

O treinamento fisico ¢ uma abordagem nao farmacologica promissora na prevengao
das deméncias (Erickson et al., 2020; Winblad et al., 2016) e na promoc¢do da satude
cognitiva em idosos com deméncias (Borges-Machado et al., 2021). O paradigma do
exercicio acrobdtico surgiu na literatura experimental a partir dos anos 90; um dos estudos
pioneiros descreveu essa modalidade como uma associagdo entre a aprendizagem
visuomotora complexa com atividade motora sutil (Black et al., 1990) em circuito com
tarefas e obstaculos que proporcionam desafios cognitivos e motores que dependem da
resolugdo de problemas e da coordenagio (Lambert et al., 2005). E reconhecida a
capacidade do treinamento acrobatico em promover neuroplasticidade em vérias regides
do encéfalo, observado tanto na estrutura das sinapses (Anderson et al., 1996; Black et
al., 1990; Gonzalez-Tapia et al., 2016, 2015; Kleim et al., 1998) quanto na reatividade
dos astrocitos (Anderson et al., 1994; Kleim et al., 2007), implicando diretamente na
melhora funcional dos animais saudaveis, e também apods lesdes vasculares encéfalicas
(Confortim et al., 2019; de Almeida et al., 2021; Tamakoshi et al., 2016).

As estatisticas sobre a deméncia indicam que o sexo feminino ¢ mais frequentemente
acometido, o que pode ser reflexo tanto do aumento da expectativa de vida como das

diferengas biologicas entre os sexos (Nichols et al., 2022). Considerando que as
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diferencas entre os sexos podem modular os mecanismos celulares e moleculares em
todos os tecidos, incluindo o cérebro em condi¢cdes normais ou patoldgicas (Siegel et al.,
2010; Spychala et al., 2017), também ¢ possivel que o dimorfismo sexual influencie o
comportamento ¢ o desfecho das intervengdes terapéuticas (Netto et al., 2017). Desta
forma, ¢ de fundamental importancia investigar medidas terap€uticas que auxiliem na
prevencao ou atenuagdo dos danos relacionados ao desenvolvimento da doenga, bem
como o tratamento eficaz dos sintomas pertinentes a melhora dos desfechos clinicos,
elucidando possiveis alvos terapéuticos e o potencial neuroprotetor e neuroplastico do
treinamento acrobatico considerando o dimorfismo sexual.

Na presente Tese, os principais achados sobre o efeito do treinamento acrobatico
como abordagem terap€utica para os prejuizos causados pela hipoperfusdo encefalica
cronica em ratos machos e fémeas incluem: (a) a reversao do comprometimento da
aprendizagem e da memoria espacial causado pelo 2VO, principalmente nas fémeas, e
atenuacdo do comprometimento da memoria de curto prazo; (b) a prevengdo da morte
neuronal na regido CA1l do hipocampo causada pela 2VO, principalmente em machos,
sem reducao do volume hipocampal em machos e fémeas, ¢ sem eficacia sobre o dano ao
corpo caloso; (c¢) a prevengao do efeito de reatividade astrocitaria neurotoxica relacionada
ao numero e comprimento dos processos primarios causado pela 2VO, especialmente nas
fémeas na regido CA1l do hipocampo; (d) a melhora do potencial mitocondrial em
machos e fémeas sem influenciar os niveis de espécies reativas de oxigénio em machos
no hipocampo (Figura 9-A); (e) auséncia de efeito sobre a a atividade motora ampla pelo
treinamento acrobatico ou pela 2VO, (f) prejuizos em movimentos finos observados em
animais apos a 2VO, (g) promog¢dao das habilidades de equilibrio e coordenagdo,
principalmente nas fémeas, pelo treinamento acrobatico e por fim, (h) prevencao da
morte celular em cortex e estriado, principalmente nas fémeas, pelo treinamento

acrobatico (Figura 9-B).
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Figura 9. Representacdo esquematica dos resultados encontrados nos
experimentos deste Tese. A e B) Efeitos do protocolo de treinamento acrobatico
tardio na memdria, aprendizagem e desempenho motor C) Efeitos do protocolo de
treinamento acrobatico precoce na cognicio. (Imagem ilustrativa autoral).

Visto de outra forma, o efeito preventivo do treinamento acrobatico realizado antes
da hipoperfusao encefalica cronica em ratos machos e fémeas indicam o seguinte: (a) no
periodo agudo, trés dias apds o 2VO, as fémeas treinadas apresentaram maior atividade
antioxidante e reducdo do dano oxidativo causado pelas EROs; (b) ao passo que também
mostraram maior viabilidade celular conforme a expressao de PARP; e (¢) o treinamento
acrobatico induziu a expressao de GFAP, indicando uma reatividade astrocitaria; (d) no
periodo subagudo, sete dias apo6s 2VO, houve aumento de GFAP e IL-1p acompanhado
de morte neuronal por apoptose nas regides CAl e CA3 do hipocampo prevenida
parcialmente pelo treinamento acrobdtico, particularmente na area CA3; (e) houve
proliferagdo astrocitaria em CA1l e CA3 causada pela 2VO e induzida pelo treinamento
acrobatico em paralelo, principalmente em machos, No entanto, os animais apds a 2VO
apresentaram astrocitos mais longos e ramificados, enquanto o treinamento acrobdtico
impediu a ramificagcdo na regido CA1 em fémeas; (f) finalmente na fase cronica, cerca de
45 dias apos a 2VO, a memoria de longo prazo € a memoria espacial foram prejudicados
pela 2VO, e o treinamento acrobatico evitou parcialmente esses déficits, especialmente

na aprendizagem espacial e no reconhecimento de objetos (Figura 9-C). Os resultados
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acima citados estao integrados na figura 9. Os painéis A, B e C apresentam um resumo

dos principais resultados do primeiro, segundo e terceiro artigos, respectivamente.

5.1 Efeitos do treinamento acrobatico na preven¢do da morte neuronal em diferentes

estagios da hipoperfusdo encefalica cronica

A morte neuronal provocada pelo modelo de 2VO cléssico ¢ bem descrita (Farkas et
al., 2007) e isso também ¢ demonstrado no modelo modificado utilizado nesta Tese
(Anastacio et al., 2014; Cechetti et al., 2012a, 2010; Martini et al., 2022), corroborando
com os nossos achados. As evidéncias consideram que a morte neuronal tem inicio
imediato, sendo possivel observar no estdgio agudo trés dias apds o insulto isquémico em
regides corticais, demonstrado pelo aumento da fragmentacido do DNA associada a
marcacdo de células em degeneragdao (Stanojlovi¢ et al., 2014b). J4 no hipocampo, a
reacdo dos neurdnios a lesdo por hipoperfusdo em machos e fémeas foi incialmente
constatada aos sete dias apos a 2VO (Stanojlovi¢ et al., 2014a) e esse fato esta relacionado
com a reducao da expressao da proteina anti-apoptdtica Bcl-2, aumento da proteina pro-
apoptotica Bax, a ativagdo de caspase e a protedlise de PARP que fazem parte da via
intrinseca de apoptose (Stanojlovi¢ et al., 2014a), corroborando com nossos achados que
indicam perda neuronal nas regides CA1l e CA3 nesta fase da hipoperfusdo, relacionada
com a clivagem da caspase 3, tanto em machos quanto em fémeas. Apesar das adaptagoes
hemodinamicas e da irrigacdo colateral emergente (Jing et al., 2015), a neurodegeneragao
persiste com o passar do tempo apos a 2VO (Anastécio et al., 2014; Cechetti et al., 2012a;
Farkas et al., 2007, 2006; Institoris et al., 2007), conforme também foi possivel aqui
observar. Provavelmente, a morte neuronal ¢ uma das razdes que levam ao declinio
cognitivo encontrado em animais neste periodo, uma vez que a memoria espacial avaliada
no labirinto aquatico de Morris e a memoria ndo espacial acessada na tarefa de
reconhecimento de objetos depende da integridade hipocampal (Cohen et al., 2013;
Moser et al., 2008).

Apesar da extensiva perda de neurdnios piramidais na regido CA1 na fase cronica,
principalmente em fémeas, ndo foi possivel observar reducao no volume do hipocampo,
ventriculos, cortex e estriado neste trabalho, o que concorda com achados prévios sobre
a avaliagdo do volume das estruturas na fase cronica da hipoperfusdo (Cechetti et al.,
2012a, 2010). No entanto, o corpo caloso sofreu redugao do volume em razdo da

hipoperfusdo em ambos os sexos e esse dano ndo foi prevenido pelo treinamento
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acrobatico. A degeneracdo da substancia branca ¢ um achado frequente na literatura
relacionada aos efeitos deletérios da hipoperfusdo (Farkas et al., 2004; Wakita et al.,
2002), geralmente estudada em estruturas como o corpo caloso, a capsula interna e o trato
optico (Farkas et al., 2007, 2004). A perda de mielina, os danos nos axénios € o0 aumento
de axonios desmielinizados no corpo caloso ja foi relatado em ratos apos a indugao do
2VO (Niu et al., 2020). Neste trabalho também foi observada a degeneragdo dos
neurdnios do cortex motor e do estriado na fase cronica principalmente em fémeas apos
2VO, sem implicar no volume dessas estruturas encefalicas. Isso pode ser explicado pela
redugdo drastica do fluxo sanguineo no cortex e estriado apos a primeira oclusao, levando
a degeneracao neuronal observada entre 2 a 6 semanas apos o evento (Jing et al., 2015).
No entanto, o treinamento acrobatico realizado apds a lesdo também causou impacto na
prevencado da degeneragdo desses neurdnios.

Neste estudo, o treinamento acrobatico realizado antes da lesdo por hipoperfusao
preveniu a morte neuronal na regido CAl e CA3 do hipocampo em machos e fémeas,
verificada aos 7 dias apds a oclusdo das carotidas comuns, apesar de ndo evitar a apoptose
caracterizada pela clivagem da caspase 3. Outras modalidades de treinamento iniciados
precocemente, uma semana apos a hipoperfusdo, como o treinamento involuntario
utilizando eletroestimulagdo funcional, o treinamento voluntario e treinamento forgado
em roda de correr também apresentaram efeitos na preservagao dos neurdnios da regido
CA1 do hipocampo (Lin et al., 2015a) e no cortex pré-frontal apds a 2VO (Dong et al.,
2018). O treinamento em esteira realizado antes da oclusao das carétidas comuns também
possui efeito na prevengdo da morte neuronal por apoptose no cerebelo, indicando que o
efeito do exercicio na preservagdo neuronal se estende para outras regides do encéfalo
relacionadas a aprendizagem motora (Lee et al., 2018b). Além disso, encontramos que o
treinamento acrobatico preventivo aumenta a expressao de PARP no hipocampo dorsal,
especialmente em fémeas; este ¢ um efeito especifico do sexo que sugere aumento da
viabilidade celular, uma vez que a PARP repara danos no DNA adicionando polimeros
poli (ADP ribose) em resposta aos estresses celulares (Chaitanya et al., 2010).

A preservacdo neuronal na fase aguda também pode estar relacionada a acao
antioxidante das enzimas catalase e glutationa peroxidase influenciada pelo treinamento
acrobatico, auxiliando a remocao das espécies reativas de oxigénio formadas em razdo da
2VO, especialmente para as fémeas. O sistema antioxidante inclui a agdo de enzimas
como a SOD, CAT e GPx que atuam na metabolizacdo das EROs que promovem os

danos oxidativos no organismo (He et al., 2017). Evidéncias mostram que o modelo de
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2VO induz a produgdo de NADPH oxidase, enzima responsavel por uma grande
quantidade de EROs, levando ao aumento do estresse oxidativo e morte neuronal no
hipocampo (Choi et al., 2014), no entanto, o exercicio aerdbico em esteira iniciado
precocemente trés dias apds a 2VO reduz a expressdo do gene NADPH oxidase,
prevenindo o aumento do estresse oxidativo (Leardini-Tristdo et al., 2017). Na fase
cronica também sdo observadas alteracdes relacionadas ao estresse oxidativo trés meses
apos 0 2VO demonstrado pelo aumento do contetido celular de tiois e acido tiobarbittrico
no hipocampo, no entanto o dano oxidativo foi prevenido por trés protocolos distintos de
exercicio em esteira iniciados no periodo precoce a hipoperfusao, implicando em melhora
do dano cognitivo causado pelo aumento da lipoperoxidag¢do (Cechetti et al., 2012b).
Nossos achados corroboram com a literatura sobre o efeito protetor do exercicio na
prevencao do desequilibrio oxidativo, no entanto, o aumento da atividade no sistema
antioxidante em fémeas treinadas em resposta ao aumento da producao de DCF representa
um efeito sexo-especifico, sugerindo que o treinamento acrobatico beneficiou as fémeas
contra danos presumivelmente relacionados ao estresse oxidativo.

Os resultados ora apresentados sugerem que o tratamento tardio por meio do
treinamento acrobatico em animais submetidos a hipoperfusdo também preservou os
neurdnios da regido CA1 do hipocampo da degeneracdo na fase cronica, especialmente
os machos, e esse efeito pode estar relacionado ao aumento do potencial mitocondrial
promovido pelo treinamento. O metabolismo neuronal utiliza a energia produzida pelas
mitocondrias em diversos processos como neurogénese, diferenciacao neural,
remodelagdo dendritica e liberagdo de neurotransmissores (Cheng et al., 2010). A
biogénese mitocondrial esta relacionada com a redugdo da lesdo isquémica e a
preservacao neuronal (Valerio et al., 2011), bem como a redug¢dao de EROs derivadas das
mitocondrias (Onyango et al., 2010). Apesar de relatos sobre os efeitos antioxidantes do
exercicio em esteira e do enriquecimento ambiental na redu¢do dos niveis de TBARS,
tidis e DCF em ratos machos apds 3 meses de hipoperfusdo (Cechetti et al., 2012c,
2012b), no presente estudo o treinamento acrobatico ndo influenciou o contetido de DCF
no hipocampo dos ratos machos, sugerindo uma relagdo com o déficit de memoria
espacial observado no probe trial do labirinto aquatico de Morris. Conforme os achados,
foi visto que o treinamento acrobatico parece auxiliar a manutengdo do equilibrio entre
agentes oxidantes e antioxidantes, especialmente nas fémeas no periodo agudo apds a

hipoperfusao e, com isso, proporciona maior viabilidade mitocondrial a longo prazo.
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5.2 Efeitos do treinamento acrobatico sobre a reatividade astrocitaria nos diferentes

estagios da hipoperfusdo encefalica cronica

A hipoperfusao e o treinamento acrobatico sao estimulos distintos que promoveram a
modulagdo da reatividade dos astrécitos no hipocampo de duas maneiras, a saber: (a)
aumentando a proliferacdo e (b) aumentando o nimero de processos primdrios € o
comprimento destes. A astrogliose reativa ndo ¢ uma resposta de “tudo ou nada” e pode
ser caracterizada por hipertrofia ou proliferacdo celular com formagao de cicatriz e
rearranjo tecidual permanente (Sofroniew, 2014). Recentemente, dois fendtipos de
astrocitos reativos foram definidos: o subtipo neurotoxico Al, que exacerba o dano
inflamatorio, e o subtipo A2 que esta associado a neuroprotecao (Liddelow et al., 2017).
Ha evidéncias de que, de 2 a 3 meses apos a hipoperfusao, roedores apresentaram
astrocitos ativados principalmente para o fenotipo neurotdxico, porém o exercicio fisico
precoce mostrou potencial para regular a polarizagdo dos astrocitos para o fenotipo
neuroprotetor (Cao et al., 2022; Jiang et al., 2021). Isto corrobora com nossos achados
sobre a reatividade dos astrocitos expressada na fase aguda deste experimento, na qual
animais hipoperfundidos treinados apresentaram aumento do conteudo proteico de GFAP
no hipocampo.

J& na fase subaguda, os animais treinados precocemente a hipoperfusao apresentaram
proliferagdo dos astrocitos, especialmente os machos na regidao CAl, enquanto na regiao
CA3 a proliferagdo ocorreu para ambos os sexos igualmente. Também observamos
aumento da ramificacdo, caracterizada pela quantidade e comprimento dos processos
primarios em ratos hipoperfundidos, principalmente nas fémeas sedentarias, sugerindo
que o treinamento acrobatico preveniu a ramificagao dos astrocitos em ambas regides do
hipocampo. Os astrocitos podem reagir a estimulos por meio de mudangas em sua
morfologia e modificacdo funcional, apresentando plasticidade (Santin et al., 2011). O
exercicio fisico pode influenciar os astrocitos em aspectos como: tamanho, expressao de
aquaporina-4, numero de transportadores (Loprinzi, 2019), bem como nimero de novos
astrocitos, aumento da captacdo de glutamato e liberacao de fatores troficos (Maugeri et
al., 2021). As alteragdes nos astrocitos induzidas pelo exercicio podem ser um mecanismo
chave para melhorar as func¢des cognitivas e executivas (Li et al., 2021; Maugeri et al.,
2021), desempenhando um papel importante na neuroplasticidade e auxiliando na

neuroreabilitacdo (Lundquist et al., 2019).
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Na regiao CA3, os animais hipoperfundidos sedentarios apresentaram aumento do
nimero de processos primarios, especialmente em fémeas, que foi prevenida pelo
treinamento acrobatico. Isto sugere que as regides do hipocampo podem ser distintamente
influenciadas pelo estimulo, apoiando a hipdtese de que os astrdcitos sao remodelados de
maneira dependente do exercicio e da regido cerebral estudada (Lundquist et al., 2019).
Assim, sugerimos que a proliferagdo e a ramificagdo podem ter sido moduladas tanto de
forma neuroprotetora como neurotoxica, sendo desencadeada pelo estimulo. Essa
hipdtese encontra suporte no fato dos animais hipoperfundidos sedentarios apresentarem
aumento de IL-1p naregido CA1 e CA3 em comparacao aos animais treinados, indicando
um processo inflamatorio que pode estar sinalizando a reatividade astrocitaria. Uma
variedade de moléculas extracelulares pode induzir ou modular a ativag@o de astrocitos,
como as citocinas pro-inflamatorias IL-1f € TNF-a (Sofroniew, 2014). Ha relatos
anteriores de que niveis de TNF-a e IL-1p aumentados na fase aguda, 1 e 3 dias apds a
hipoperfusao, podem estar relacionados ao inicio de processos patoldgicos que levam ao
comprometimento da memoria (Hei et al., 2018; Moghaddasi et al., 2017).

Na fase cronica da hipoperfusdo evidenciamos maior proliferacao astrocitaria na
regido CA1 em fémeas hipoperfundidas e astrocitos com maior nimero € comprimento
de processos primdrios principalmente em machos, sugerindo aumento da ramificagdo e
formagao de cicatriz resultante da isquemia cronica instalada apds o 2VO. A fun¢do da
formacao cicatricial no tecido neural ainda estd em estudo, no entanto, dependendo das
circunstancias, pode levar a efeitos deletérios contribuindo com mecanismos patoldgicos
no sistema nervoso central (Sofroniew, 2009). Foi observado que apos trés meses de
hipoperfusdo em ratos machos, os astrocitos apresentam processos hipertroficos,
interdigitados e muitas vezes sobrepostos formando uma microcicatriz em torno de
neurdnios ectopicos migrados do estrato piramidal, provavelmente atuando na fagocitose
de neuronios em degeneragdo da regido CAl do hipocampo (Lana et al., 2014). Esse
processo também ocorre na regido CA3 em ratos envelhecidos, com a finalidade de
remover detritos neuronais derivados da inflamacao e apoptose, variando de acordo com
a gravidade da neurodegeneragao (Lana et al., 2016).

No presente estudo, as correlacdes evidenciaram que quanto maior o tempo no
quadrante alvo ou na zona da plataforma, maior a preservacdo neuronal e menor a
ramificacdo dos astrocitos. Com isso, sugerimos que a ramificagdo pronunciada nos

machos na fase cronica da hipoperfusdo pode produzir uma cicatriz glial menos
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organizada na regido CA1 do hipocampo, influenciando o desempenho de recuperagao

de memoria espacial durante o teste no Water Maze.

5.3 Efeitos do treinamento acrobatico sobre o comportamento motor e cognitivo apos

hipoperfusdo encefalica cronica

Os resultados deste estudo mostram que a indu¢do do modelo de 2VO causou
prejuizo de memoria espacial ¢ de memoria de reconhecimento em ratos machos e
fémeas, conforme esperado (Cechetti et al., 2012a; Choi et al., 2016; Dong et al., 2018;
Langdon et al., 2014, 2013; Lin et al., 2015a). O dano no aprendizado espacial foi
parcialmente prevenido pelo treinamento acrobatico realizado previamente a lesdo por
hipoperfusao, principalmente em machos. Até 0 momento existem poucos relatos sobre
o efeito do exercicio prévio a hipoperfusao, no entanto, alguns estudos relatam prevengao
do déficit de aprendizagem atribuidos ao modelo de 2VO em protocolos de treinamento
aerdbico iniciados precocemente (Cao et al., 2022; Cechetti et al., 2012b; Jiang et al.,
2021, 2017). De acordo com outro estudo, um protocolo de reabilitacdo cognitiva
utilizando exercicio voluntario associado a tarefa de cruzar um labirinto € capaz de
atenuar os comprometimentos da memoria espacial causada pelo 2VO e prevenir
alteracdes na regido CA1l de hipocampo em machos, mas ndo em fémeas, infelizmente
nao foram comparados no mesmo estudo (Langdon et al., 2014, 2013). No presente
estudo, as fémeas apresentam um aumento de EROs na fase aguda, o que pode ter
contribuido para a sinalizacdo da inflamagao e reacdo astrocitaria neurotoxica adicional
explicando o melhor desempenho dos machos na tarefa de aprendizagem, uma vez que o
prejuizo no desempenho na tarefa de labirinto aquatico apds 2VO ja foi anteriormente
relacionado a um aumento de radicais livres (Cechetti et al., 2012c, 2012b). O déficit de
aprendizado espacial foi prevenido, como demonstrado na analise da area sob a curva de
aquisi¢ao durante o treinamento de seis dias, no entanto a retencdo da memoria
permaneceu prejudicada, uma vez que no dia do probe os animais treinados nao tiveram
melhor desempenho do que os sedentarios.

O protocolo de treinamento acrobatico aplicado na fase cronica também foi eficaz
no tratamento do prejuizo da aprendizagem e memoria espacial, especialmente para as
fémeas ao avaliar os parametros do probe, a saber: tempo e distancia no quadrante alvo,
tempo na plataforma e nimero de cruzamentos pela area da plataforma. Ha evidéncias

sobre os beneficios do exercicio fisico no tratamento do declinio cognitivo ¢ de memoria
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causados pela hipoperfusdao, contudo tais relatos nao comparam machos e fémeas
(Cechetti et al., 2012b; Choi et al., 2016). Por outro lado, um estudo mostrou que a
retencao de memoria ¢ melhor em fémeas quando comparadas aos machos tratados com
enriquecimento ambiental pos-natal em modelo de hipoxia-isquemia neonatal, indicando
um efeito especifico do sexo (Duran-Carabali et al., 2019). E possivel que o desempenho
insuficiente dos machos na tarefa de memoria no presente estudo possa ser atribuido ao
aumento das ramificagdes dos astrécitos na fase cronica apos 2VO, indicando um efeito
neurotoxico no hipocampo. Outros relatos mostram que esse padrao de reatividade se
repete em modelo e hipoxia-isquemia neonatal (Fabres et al., 2022) e hemorragia
intracerebral (Mestriner et al., 2011).

O treinamento acrobatico realizado previamente também foi capaz de prevenir o
prejuizo da memoria de reconhecimento causado pela 2VO, especialmente nas fémeas.
ApoOs a hipoperfusdo, os animais demonstram comprometimento da memoria de
reconhecimento de curto e longo prazo e muitas modalidades de exercicio iniciadas antes
da lesdo ou de forma precoce podem prevenir tais déficits (Dong et al., 2018; Jiang et al.,
2021, 2017; Lin et al., 2015a), incluindo o proprio treinamento acrobatico no modelo de
hipdxia isquemia neonatal (de Almeida et al., 2021). Nossos resultados sugerem que isso
pode ser devido ao aumento da viabilidade celular na fase aguda demonstrada pela
expressao da PARP e a eficiéncia da funcdo antioxidante. Por outro lado, quando os
animais foram avaliados na fase cronica, o treinamento acrobatico foi capaz de prevenir
o déficit de memoria de curto prazo apenas, uma hipdtese para explicar esse fato seria a
auséncia de componentes aerobicos o suficientes no protocolo para promover
neurogénese tanto quanto o exercicio em esteira (Choi et al., 2016) e a for¢a insuficiente
do traco de memoria produzido pelo estimulo nas condigdes experimentais utilizadas
neste periodo da hipoperfusao (Ennaceur and Meliani, 1992).

O prejuizo funcional na motricidade dos animais apos a 2VO ¢ pouco estudado.
Inicialmente foi relatado um comprometimento persistente do desempenho da marcha
sem danos sensorio-motores significativos, caracterizando a marcha como incerta e
hesitante avaliada quando os ratos se movimentavam em uma ponte de madeira suspensa
entre duas plataformas (Sarti et al., 2002). Essas caracteristicas também foram observadas
durante o treinamento acrobatico, o que parece estar de alguma forma relacionando a
cronicidade do evento isquémico a destreza na execucao do circuito, porém ao final do
protocolo, as fémeas treinadas conseguiram reverter esse déficit. Quando avaliada de

forma ampla, a atividade locomotora das fémeas ¢ maior que a dos machos, o que pode
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ser visto no proprio treinamento acrobdtico e no teste de campo aberto, sendo que no
ultimo nao foi possivel identificar alteracdes de motricidade ampla em animais apos a
hipoperfusdo. O aumento da locomocdo espontanea em fémeas foi observado
anteriormente em modelo de hipoxia-isquemia neonatal (Arteni et al., 2010),
corroborando nossos achados. No entanto, neste estudo foi observado déficit motor nos
animais ap6s 2VO em movimentos de colocacdo das patas anteriores no teste de
caminhada em escada horizontal, que pode ser explicado pela dificuldade dos ratos
durante a marcha apos o periodo cronico de 2VO apresentando as caracteristicas citadas
acima. Prejuizos motores avaliados na escada horizontal ja foram observados em ratos
machos em modelo de hipdxia isquemia neonatal, mostrando que os efeitos deletérios da
isquemia promovem um maior niimero de erros durante a tarefa (Confortim et al., 2019).

Por outro lado, o treinamento acrobatico parece melhorar as habilidades de
marcha, melhorando o desempenho das patas posteriores dos animais treinados e
promovendo menos erros na tarefa, corroborando com outros estudos que utilizaram o
treinamento acrobatico em outros modelos de lesdo vascular central (Confortim et al.,
2019; Tamakoshi et al., 2014). Além disso, o treinamento acrobatico preveniu déficits de
equilibrio e coordenacdo durante a tarefa de Beam Balance, especialmente para fémeas.
Corroborando com as evidéncias que indicam que o treinamento acrobatico promove
recuperagdo das habilidades motoras grossas, equilibrio e coordenacio avaliadas em uma
barra estreita ou larga em animais apds lesao hemorragica intracerebral, provavelmente
promovida pelo treinamento de habilidades motoras (Tamakoshi et al., 2014). As
melhoras de equilibrio e coordenagdo promovidas pelo treinamento acrobatico também
foram observadas em ratos machos e fémeas em modelo de exposi¢ao pos-natal ao alcool
(Klintsova et al., 1998). Evidéncias sugerem que o treinamento acrobatico realizado por
4 semanas em dias alternados promove aumento da expressdo de proteina-2 associada a
microtibulos e de proteinas relacionadas a plasticidade sindptica no cortex motor, no
estriado e na camada granular cerebelar (Salame et al., 2016). Nossos achados indicam
que os efeitos positivos do treinamento acrobatico em animais na fase cronica da
hipoperfusao estao relacionados a preservagao de neurdnios em area essenciais para o

controle motor, como o estriado e o cortex motor.

6. CONCLUSAO
Demonstramos que o treinamento acrobatico, precoce ou tardio, preveniu os déficits

152



de memoria espacial e de reconhecimento de objetos causados pelo 2VO, principalmente
em fémeas, um efeito especifico do sexo possivelmente associado a preservagao neuronal
e melhor resposta astrocitaria. Os mecanismos envolvidos na melhora destes desfechos
foram observados na fase aguda, subaguda e cronica da hipoperfusao. Na fase aguda e
subaguda, a preservagao neuronal na regido CA1 do hipocampo parece estar relacionada
com a eficiéncia da agdo antioxidante das enzimas catalase e glutationa peroxidase na
remo¢dao das EROs, especialmente nas fémeas. Também ocorreu o fenomeno da
ramificacdo dos astrocitos apds a hipoperfusao, provavelmente induzido pela liberacao
de IL-1PB e aumento da inflamacao na regido CA1 do hipocampo, o que foi prevenido pelo

treinamento acrobdtico precoce, principalmente nas fémeas.

Na fase cronica, o treinamento acrobdtico tardio promoveu sobrevivéncia
neuronal provavelmente relacionada ao melhor potencial mitocondrial em ambos os
sexos. Também houve prevencdo dos déficits de aprendizagem espacial em machos,
embora os machos apresentem maior produ¢do de EROs e maior e mais desorganizada
ramificacdo astrocitdria em relagdo as fémeas, implicando no melhor desempenho
cognitivo das fémeas. Nesta fase também foi demonstrado que as alteragdes motoras apos
2VO sdo leves e ndo sdo evidentes em testes de atividade motora ampla, contudo prejuizos
sutis relacionados a motricidade foram observados em avaliagdes refinadas da colocagao
dos membros durante a marcha na escada horizontal. Este prejuizo foi atenuado pelo
treinamento acrobdatico, provavelmente pela preven¢ao da morte neuronal em regides
associadas a motricidade no cortex e no estriado. Desta forma, apresentamos neste
trabalho evidéncias de que o treinamento acrobatico ¢ uma abordagem terapéutica eficaz
no tratamento dos efeitos deletérios causados pela hipoperfusao encefélica cronica e traz
beneficios especificos para ratos machos e fémeas por meio de diferentes vias
moleculares e celulares. O estudo dessas caracteristicas pode contribuir na identificag¢do
de possiveis alvos terapéuticos, e futuramente, auxiliar na reabilita¢do clinica de pacientes

com deméncia vascular.
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7. LIMITACOES

Este trabalho de doutoramento incluiu uma agenda extensa de procedimentos
experimentais tendo em vista o delineamento do estudo. Desta forma, além do tratamento
proposto, estavam previstas uma série de analises comportamentais, estudos bioquimicos
e histologicos, e por essa razao, foi pensado para ser executado em equipe. O
cumprimento do cronograma original e a finalizacdo deste trabalho foram prejudicados
em muitos aspectos devido a pandemia de Coronavirus. Em virtude desta
excepcionalidade que transtornou o cotidiano de trabalho, em margo de 2020 este projeto
foi redesenhado, inicialmente em funcao das limitagdes de espago fisico e de recursos
humanos disponiveis, em consonincia com as medidas de precaugdo necessariamente
adotadas na época pelo Departamento de Bioquimica vinculado ao ICBS-UFRGS. Em
certos momentos, foi necessario interromper a pesquisa para auxiliar a finaliza¢do
emergencial de outros estudos em andamento no laboratorio. Outros percalgos envolvidos
incluem a disponibilidade de reagentes e materiais e a propria prorrogagdo dos beneficios
concedidos a pesquisa que ndo contemplaram suficientemente o tempo para o retorno das
atividades. Apesar dos contratempos e dificuldades, houve um esfor¢o coletivo para a

conclusao do estudo inicialmente proposto, hoje materializado nesta Tese de Doutorado.

8. PERSPECTIVAS

1) Analisar aspectos motores relacionados ao protocolo de prevencgdo pelo tratamento

acrobatico em ratos machos e fémeas apds a hipoperfusdo encefalica cronica.

2) Realizar estudos bioquimicos e histoldgicos da fase cronica do protocolo de prevencgao
pelo tratamento acrobatico em ratos machos e fémeas apds a hipoperfusdo encefilica

cronica.
3) Aprofundar o estudo da ramificacdo dos astrdcitos.

4) Acrescentar andlises sobre o ciclo estral das fémeas e verificar sua possivel

interferéncia nos resultados.
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