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RESUMO

A hipdxia-isquemia encefélica (HIE) neonatal pode levar a graves disfuncées
cognitivas e motoras. Programas de reabilitacdo fisica sdo amplamente utilizados com o
intuito de favorecer o desenvolvimento motor e reduzir problemas musculoesqueléticos
decorrentes da HIE. Neste contexto, a aprendizagem motora, que pode ser realizada
através de exercicios acrobaticos, surge como opgdo terapéutica coadjuvante frente aos
déficits causados pela HIE. Em experimentos com animais, 0 exercicio acrobatico ja €
estudado como forma de tratamento frente aos déficits motores e musculoesqueléticos
causados pela HIE, no entanto, os déficits cognitivos ainda ndo foram avaliados ap6s a
aplicacdo desta modalidade terapéutica. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos do protocolo de exercicio fisico acrobatico sobre a memoria e a atrofia no
hipocampo e estriado de ratos Wistar machos submetidos & HIE no periodo neonatal.
Aos sete dias de vida dos animais, foi realizado o modelo de HIE de Rice-Vannucci e
apos o desmame, os mesmos foram separados nos seguintes grupos: controle néo
exercitado (CTSED); controle submetido ao treinamento acrobéatico (CTACR); animais
submetidos ao modelo de hipdxia-isquemia ndo exercitados (HISED) e animais
submetidos ao modelo de hipoxia-isquemia e ao treinamento acrobatico (HIACR). Apos
4 semanas de exposicdo ao protocolo de treinamento acrobético, os animais foram
submetidos aos testes de reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de Morris;
apos, os encéfalos foram coletados para analise da atrofia do hipocampo e do estriado,
aléem da quantificacdo dos niveis de BDNF nas mesmas estruturas. Os resultados
obtidos mostraram déficit na memoria espacial causada pela HIE, nas avaliacOes
realizadas no labirinto aquatico de Morris e também no teste de reconhecimento de
objetos (RO), no entanto, no teste do RO os animais HIACR tiveram um melhor
desempenho quando comparados com HISED. A analise histolégica do hipocampo e do
estriado mostrou atrofia no hemisfério ipsilateral a lesdo, que ndo foi revertida pelo
exercicio acrobatico. Em relacdo a quantificacdo do BDNF, ndo houve diferenca em
ambas as estruturas e hemisférios cerebrais. Desta forma, este estudo sugere que o
exercicio acrobatico pode ser uma estratégia coadjuvante promissora para o tratamento
de déficits cognitivos relacionados a HIE, no entanto mais estudos sdo necessarios para

melhor compreender o0s possiveis mecanismos relacionados a este efeito benéfico.



Palavras-chave: Asfixia perinatal, treinamento de habilidade, neurodesenvolvimento,

exercicio fisico.



ABSTRACT

Neonatal hypoxia-ischemia (HI) can lead to severe cognitive and motor dysfunction in
survivors. Physical rehabilitation programs are widely used in order to promote motor
development and reduce musculoskeletal problems. In this context, motor learning,
which can be performed through acrobatic exercises, appears as a therapeutic option to
manage with the deficits caused by HI. In the experimental context, acrobatic exercise
has been already studied as a form of treatment for motor and musculoskeletal deficits
caused by HI, however, cognitive deficits have not yet been evaluated after the
application of this therapeutic modality. Thus, the objective of this study was to
evaluate the effects of acrobatic physical exercise protocol on memory, and
hippocampal and striatal size of male Wistar rats submitted to hypoxic-ischemic insult
in the neonatal period. At seven days of age, the pups were submitted to the Rice-
Vannucci hypoxia-ischemia model and after weaning, they were separated into the
following groups: non-exercised control (CTSED); control submitted to acrobatic
training (CTACR); non-exercised submitted to HI insult (HISED) and animals
submitted to HI and acrobatic training (HIACR). After five weeks of acrobatic training
protocol, the animals were submitted to the novel-object recognition task (NOR) and the
Morris water maze (WM), and after, the brains were collected for analysis of the
atrophy in hippocampus and striatum, as well as the quantification of BDNF levels in
these structures. The results showed deficits in the spatial memory caused by HlI, in the
WM and NOR evaluations, however, in the NOR evaluation the HIACR had a better
performance when compared to HISED. The results of the histological analysis of the
hippocampus and the striatum show atrophy in the hemisphere ipsilateral to the lesion,
which was not reversed by acrobatic exercise. The quantification of BDNF showed no
significant difference in both brain structures and hemispheres. Thus, this study
suggests that acrobatic exercise may be a promising adjuvant strategy for the treatment
of cognitive deficits related to HIE, however more studies are needed to understand the
possible mechanisms related to this beneficial effect.

Key-words: Perinatal asphyxia, physical exercise, neurodevelopment, motor skill

learning.



1 INTRODUCAO

1.1 HIPOXIA-ISQUEMIA ENCEFALICA NEONATAL

A hipdxia-isquemia encefélica (HIE) neonatal é uma condicao clinica que pode
ocorrer antes, durante ou ap0s 0 nascimento, sendo caracterizada pela reducdo do fluxo
sanguineo para o encéfalo, com consequente reducdo das quantidades de oxigénio e
glicose disponiveis (HABERNY et al., 2002; GOPAGONDANAHALLI et al., 2016). A
HIE é o principal fator de risco para o desenvolvimento da encefalopatia da
prematuridade, que é um termo descritivo para uma sindrome de disfuncdo cerebral
global de amplo espectro (DAVIES et al., 2012). Os danos cerebrais decorrentes da HIE
ainda permanecem como um importante problema de saide, sendo que a estimativa da
sua incidéncia varia de 1,3 a 1,7 para cada 1000 nascidos vivos a termo (KURINCZUK
et al., 2010; ARTEAGA et al., 2017). Apesar dos avangos nos cuidados obstétricos e
neonatais, a incidéncia se mantém, sendo que a HIE pode levar a graves disfuncGes
cognitivas e motoras aos sobreviventes (KIM, G. S. et al., 2014; MILLAR et al., 2017).

Sabe-se que a partir da década de 1990 houve um aumento na sobrevivéncia de
recém-nascidos, principalmente prematuros nascidos apos a 23° semana de gestacéo,
devido a melhora nos cuidados pré-natais e progressos na tecnologia de terapia
respiratoria e intensiva assistida (ROBERTSON; IWATA, 2007). Essa dimuicdo das
taxas de mortalidade dos prematuros consequentemente levou a um aumento na
frequéncia de disturbios motores e cognitivos ligados a lesdo encefalica nos periodos
perinatal e pés-natal (O'SHEA et al., 1998; LARROQUE et al., 2004; FELLMAN et al.,
2009; MILLAR et al., 2017).

Em humanos, o desenvolvimento encefalico continua durante os primeiros anos
de vida, sendo portanto muito susceptivel a lesbes nos periodos pré, peri e pos-natal
precoce (BASS, 1999; KRIGGER, 2006). Ainda, estudos sugerem que respostas
inflamatdrias ndo especificas e outros tipos de estresse durante o periodo pré-natal sao
importantes fatores de risco para o desenvolvimento da encéfalopatia hipoxico-
isquémica (DEAN et al.,, 2015). Complicacdes durante o parto, restricdes do
crescimento intrauterino, doencas pulmonares, anemia ou reducao da pressao sanguinea
sistémica fetal, também podem contribuir para a ocorréncia de andxia, asfixia, isquemia
ou HIE (O'SHEA, 2002; COQ et al., 2016; PAMENTER, 2016).
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O diagndstico clinico de hipoxia-isquemia neonatal baseia-se em dois critérios
distintos, um deles consiste em evidéncias de depressdo neurologica e
cardiorrespiratoria (obtencdo de menos de 7 no indice de Apgar aos 5 minutos apds o
nascimento) (MACLENNAN, 2000). A escala ou indice de Apgar é um teste
desenvolvido pela médica norte-mericana Virginia Apgar, que consiste na avaliacao de
5 sinais objetivos do recém-nascido (frequéncia cardiaca, respiracdo, ténus muscular,
irritabilidade reflexa e cor da pele), atribuindo-se a cada um dos sinais uma pontuacgao
de 0 a 2, 0 somatério da pontuagdo (no minimo 0 e no maximo 10) resultara no indice
de Apgar (APGAR, 1966). Outro critério consiste em acidemia (definido como um pH
do sangue arterial inferior a 7), pois o termo asfixia é definido experimentalmente como
trocas gasosas respiratorias prejudicadas, acompanhadas do desenvolvimento de acidose
metabdlica (MACLENNAN, 2000).

O diagnostico da HIE pode ser realizado com base na presenca de um ténus
muscular anormal, desenvolvimento motor lento, deficits posturais e persisténcia de
reflexos primitivos (KRIGGER, 2006). Os disturbios motores séo frequentemente
acompanhados por perturbacbes da fungdo sensorial, cogni¢do, comunicacdo e
comportamento, além de estar associada a problemas secundarios como a epilepsia e
alteracdes musculoesqueléticas (MCLEAN; FERRIERO, 2004; ROSENBAUM et al.,
2007; COQ et al., 2016). No entanto, a maioria das criancas com HIE ndo apresentam
os sinais clinicos precocemente. Em muitos casos, os déficits decorrentes dessa
encefalopatia tornam-se identificaveis a medida que os pais percebem um atraso no
desenvolvimento cognitivo de seus filhos em relacdo as demais criancas (BADAWI;
KEOGH, 2013).

Atualmente, exames de ressonancia magnética e ultrassonografias tém auxiliado
no diagndstico dessa patologia (SALAS et al., 2018). Os achados mais comuns em tais
exames de imagem sdo a compactacdo ou reducdo das fibras nervosas, dilatacdo
ventricular, hemorragia intraventricular, hematomas subdurais ou anormalidades da
substancia cinzenta (WEIERINK et al., 2013; REID et al., 2014; LENNARTSSON et
al., 2015; SALAS et al., 2018).

A dilatacdo dos ventriculos € um dos primeiros sinais nos exames de imagem
que indicam presenca de uma anormalidade cerebral durante o periodo pré-natal
(LEITNER et al., 2004; GAREL; ALBERT]I, 2006). Esse aumento esta frequentemente

associado com a degeneracdo da substancia branca que esta ao seu redor, uma condicao
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conhecida como leucomaldcia periventricular (LPV) (GAREL; ALBERTI, 2006; COQ
et al., 2008; GIRARD et al., 2009).

O aumento da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias no encéfalo fetal devido a
infeccOes maternas no periodo pré-natal pode ser responsavel pela dilatacdo ventricular
e pela LPV (NALETILIC et al., 2009; PANG et al., 2010; MALLARD et al., 2014). As
citocinas sdo liberadas pela microglia e causam danos a células precursoras de
oligodendrocitos, uma vez que neste periodo hd uma alta proliferacdo, migracdo e a
maturacdo destas células. Consequentemente, pode ocorrer uma falha na diferenciacdo
dos oligodendrdcitos e na formacdo da bainha de mielina, levando a hipomielinizagdo e
reducdo da substancia branca periventricular (FOLLETT et al., 2000; PANG et al.,
2005; PANG et al., 2010; BACK; ROSENBERG, 2014).

A pesquisa com modelos animais € crucial para a compreensdo das respostas
frente a lesdes que acometem o sistema nervoso central (SNC), como é o caso da HIE, e
para 0 desenvolvimento de novas terapias (CLOWRY et al., 2014). Roedores sdo
animais de facil manejo e amplamente utilizados em estudos experimentais (CLOWRY
et al., 2014). O desenvolvimento do sistema nervoso em roedores tém consideravel
maturacdo pos-natal, o que difere dos seres humanos (RICE; BARONE, 2000). Além
disso, cabe citar que a HIE estd associada a varios fatores de risco, achados
fisiopatologicos, sinais e sintomas. Apesar dessas limitac6es, varios estudos vém sendo
desenvolvidos na tentativa de reproduzir em animais as caracteristicas observadas nestes
pacientes e visando o estabelecimento de novas estratégias terapéuticas (CHOI et al.,
2011; YU et al., 2013; COQ et al., 2016).

O modelo de hipoxia-isquemia em roedores proposto por (RICE et al., 1981),
conhecido como modelo de Rice-Vannucci, € amplamente utilizado como modelo de
encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal (PEREIRA et al., 2007). Neste modelo é
realizada uma isquemia unilateral através da oclusdo da artéria carotida comum (direita
ou esquerda) no 7° dia po-natal (7° DPN), seguido pela exposicdo dos animais a um
ambiente hipoxico, com 8% de oxigénio (O,). Estudos utilizando este modelo sdo
capazes de reproduzir os deéficits funcionais e neuropatolégicos também observados em
neonatos humanos acometidos pela HIE neonatal (ARTENI et al., 2003; PEREIRA et
al., 2007; PEREIRA et al., 2008; MIGUEL et al., 2017).
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1.2 FISIOPATOLOGIA DA HIPOXIA-ISQUEMIA ENCEFALICA NEONATAL

Os mecanismos patogénicos da lesdo causada pela HI foram classificados em
trés fases: falha priméaria de energia que ocorre devido a reducdo do fluxo global de
oxigénio e glicose e consequente falha no processo energético; fase secundaria, que
ocorre devido a reoxigenacdo e reperfusdo e, por fim, fase terciaria em que os eventos
anteriores podem piorar e a inflamacéo resultante tornar-se cronica (DIXON et al.,
2015).

Apb6s o insulto hipdxico-isquémico, ha uma rapida deplecdo de adenosina
trifostato (ATP) devido & diminuicdo da fosforilagdo oxidativa. Embora a célula mude
para 0 metabolismo anaerdbico, isso é energeticamente ineficiente e resulta na falha da
bomba Na* / K' dependente de ATP (Na', K* -ATPase), que é uma proteina de
membrana essencial que desempenha um papel na manutencdo do potencial de
membrana em células excitaveis (EDWARDS et al., 2013; ARTEAGA et al., 2017).
Tais falhas podem promover um aumento da liberacdo do glutamato no espaco
extracelular, levando a um fendémeno conhecido como excitotoxicidade glutamatérgica
(HABERNY et al., 2002).

A via de producdo, liberacao e recaptacdo do glutamato é uma das maiores vias
metabolicas do encéfalo. A remocao deste neurotransmissor da fenda sinaptica depende
de transportadores especificos presentes, em sua maioria, nas células da glia. Nestas
células o glutamato é convertido em glutamina, esta por sua vez é levada novamente aos
neurdnios e utilizada para nova sintese de glutamato, sendo todo este processo
dependente da maquinaria celular intacta e com funcionamento normal, o que ¢é
prejudicado apos a ocorréncia da HIE (MCLEAN; FERRIERO, 2004).

A excitotocicidade é consequéncia da entrada de fons calcio (Ca**) nos
neurdnios através de receptores N-metil D-Aspartato (NMDA) o que promove a
producdo de 6xido nitrico e ativacdo de proteases e fosfolipases. Além disso, a super
ativacdo glutamatérgica permite a entrada excessiva de agua e sodio na ceélula,
desencadeando uma série de eventos que aumentam a permeabilidade da membrana e
geram radicais livres, assim, estes processos levam a formacdo de edema celular e a
consequente morte celular (HABERNY et al., 2002; ANDRADE et al., 2009), além da
ativacdo da microglia e formagdo de uma cicatriz glial astrocitaria no local da lesdo
(KOHLHAUSER et al., 1999; CAl et al., 2001; MARCUZZO et al., 2010).
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A reoxigenacdo e reperfusdo subsequentes levam a recuperacdo parcial do
metabolismo oxidativo e desencadeiam um aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), niveis mais altos de calcio intracelular e disfungdo mitocondrial. H&
também um aumento na expressdo de genes pro-inflamatorios e morte celular tardia,
sendo que estes processos prejudiciais podem ser exacerbados na fase terciaria, que
pode durar de dias a meses (figura 1) (ARTEAGA et al., 2017).

Além das alteragdes moleculares, em estudos prévios utilizando o modelo de
HIE de Levine-Rice, foi observado déficit na memdria espacial, utilizando o teste do
labirinto aquético de Morris e também na memoria aversiva, utilizando o teste da
esquiva inibitéria (ARTENI et al., 2003; PEREIRA et al., 2007). Outros diversos
prejuizos podem ser causados pela HIE, como diminuicdo do volume hipocampal e do
estriado na regido ipsilateral a leséo e reducdo do peso encefalico (PEREIRA et al.,
2008), aléem da diminuicdo da densidade de espinhos dendriticos no hipocampo
ipsilateral a lesdo (ROJAS et al., 2013). Ainda, alteragdes bioquimicas como a
diminuicdo da atividade da enzima Na*, K*-ATPase no estriado, cortex (CARLETTI et
al., 2012) e também no hipocampo (WEIS et al., 2011).

Em particular, sabe-se que a regido do hipocampo é wvulneravel a
excitotoxicidade e aos radicais livres apds a exposi¢do ao glutamato, devido a grande
presenca de receptores glutamatérgicos nesta regido (BARTSCH et al., 2015). Além
disso, o estriado e a substancia branca no encéfalo sdo areas que parecem ser
especialmente vulneraveis a uma reducdo nas concentracdes de oxigénio (VAN DE
BERG et al., 2002; COQ et al., 2016).
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Figura 1. Esquema simplificado da cascata de eventos que ocorre ap6s a HIE. (A) Excitotoxicidade. Ca®*
= fjon célcio, Mg = ion magnésio AMPA-R = receptor alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropionico, NMDA-R = receptor N-metil-D-aspartato. (B) Estresse oxidativo. Sdo mostrados os
radicais livres. NADPH * Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Hidrogenio, O, = oxigenio, O—2
= oxigénio radical livre com carga negativa, H,O, = peroxido de hidrogénio, ROS = ROS1 receptor de
tirosina quinase expresso pelo gene ROS1, Blc = proteina de leucemia de células B, ER = reticulo
endoplasmatico, DNA = acido desoxirribonucleico. (C) Inflamacdo. BBB = Barreira hematoencefalica,
IL-6 = interleucina 6, IL-1B = interleucina 1 beta, TNFalpha = fator de necrose tumoral alfa, NO = oxido
nitrico (MILLAR et al., 2017).

Proteinas da familia das neurotrofinas também tem sua expresséo alterada frente
a lesdes hipoxico-isquémicas, como € o caso do fator neurotrofico derivado do encéfalo
(BDNF), que ¢ considerada uma proteina chave que suporta 0 crescimento,
desenvolvimento e sobrevivéncia de neurdnios (LEE et al., 2002). O BDNF e 0 seu
receptor tropomyosin receptor kinase B (TrkB), também ja s@o conhecidos por estarem
intimamente associados com a formacdo da espinhos dendriticos em neurbnios do
hipocampo, uma importante regido relacionada com a memoria (JI et al., 2005).

A isquemia encefalica global ou transitoria pode levar a um aumento na
expressdo do gene do BDNF (KOKAIA et al., 1995; TSUKAHARA et al., 1998). Isso
também foi observado no modelo de HI de Rice-Vannucci, onde o0 BDNF teve seus
niveis aumentados no hipocampo ipsilateral a lesdo (PEREIRA et al., 2009; DENIZ et
al., 2018). A normalizacdo na expressdo de BDNF observada no modelo de HIE,
utilizando um modelo de enriquecimento ambiental, foi associada a melhora em
parametros cognitivos dos animais (PEREIRA et al., 2009).

Neurogénese, aumento da densidade sinaptica, assim como de proteinas
envolvidas no funcionamento da sinapse e de fatores neurotréficos ocorrem
especialmente no hipocampo, mas também no estriado e no cortex, sendo também
associados a um melhor desempenho nas tarefas de memdria (ICKES et al., 2000;
LAMBERT et al., 2005; PEREIRA et al., 2008).
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A proteina sinaptofisina estd localizada nas vesiculas pré-sinapticas sendo
relacionada a fungdo sinaptica e a neuroplasticidade nos neurdnios do hipocampo
(TARSA; GODA, 2002), podendo ser um importante indicador de alteracbes plasticas
nessa estrutura encefalica (GRIVA et al.,, 2017; DENIZ et al., 2018). Estudos
utilizando o0 mesmo modelo de HIE ndo encontraram diminuicdo na expressdo dessa
proteina no hipocampo ipsilateral a lesdo, mesmo que se tenha observado uma
diminuicdo no numero de neurbnios (ZHAO et al., 2012; DENIZ et al., 2018),
indicando a tentativa do tecido de preservar sua funcao.

1.3 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA A HIPOXIA-ISQUEMIA
ENCEFALICA NEONATAL

Como citado anteriormente, a HIE pode ser causada por danos nos periodos pre,
peri e pos-natal. Assim, o acompanhamento medico e da equipe multidisciplinar durante
a gestacdo e parto é importante para prevencdo de anormalidades e deteccdo precoce de
eventuais problemas (O'SHEA et al., 1998; OHSHIMA et al., 2012; DAVIES et al.,
2012; MILLAR et al., 2017). Em gestacbes com crescimento fetal anormal ou risco de
prematuridade utiliza-se a terapia com glicocorticoides para aumentar a chance de
sobrevivéncia fetal e diminuir a ocorréncia da HIE (LEVITON et al., 1999; O'SHEA,
DOYLE, 2001; O'SHEA, 2002; MILLAR et al., 2017). Ap0s o nascimento, uma ampla
variedade de terapias € utilizada em pacientes com essa condicdo clinica e suas
consequéncias, devido ao amplo espectro da fisiopatologia causada pela HIE
(MATTHEWS; BALABAN, 2009; CHAN; MILLER, 2014; GILSON et al., 2014). Em
ralacdo aos distirbios motores, como para o tratamento da espasticidade, sdo utilizados
medicamentos como o baclofen e os benzodiazepinicos (TEIVE et al., 1998; LEITE;
PRADO, 2004; GOYAL et al., 2016).

Como alternativa frente a utilizacdo de medicamentos, programas de reabilitacdo
fisica também sdo amplamente utilizados em pacientes com HIE, no intuito de favorecer
0 desenvolvimento motor, reduzir a espasticidade e problemas musculoesqueléticos,
aumentar a forca muscular, flexibilidade articular e a coordena¢do motora. Para isso séo
utilizadas técnicas que utilizam estimulos tateis, proprioceptivos e cinestésicos que
favorecem o padrdo normal de movimento (LEITE; PRADO, 2004; DAVIES et al.,
2012; CHIU; ADA, 2016).
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No ambito experimental da pesquisa basica, diferentes metodologias de
exercicios fisicos e estimulos ambientais sdo relatados na literatura de acordo com o
objetivo proposto por cada estudo, dentre eles o enriquecimento ambiental, exercicios
em esteira e 0 exercicio acrobatico (JONES et al., 1999; SAMPAIO-BAPTISTA et al.,
2013).

O enriquecimento ambiental (EA) € uma estratégia que utiliza interacdo social,
resolucdo de tarefas e exercicio fisico, sendo considerado um eficiente neuroprotetor e
capaz de promover a recuperacao de déficits de memoria espacial e aversiva causados
pela HIE (PEREIRA et al., 2007; ROJAS et al., 2013; ROJAS et al., 2015; DIAZ et al.,
2016). Por outro lado, a utilizacdo do exercicio em esteira frente a HIE também tem
bons resultados, levando a uma reducdo de morte neuronal no hipocampo e estriado,
alem de melhora na aprendizagem espacial (PARK et al., 2013; CHOI et al., 2013; KIM
etal., 2017).

O protocolo de exercicios acrobaticos surge com uma opc¢ao intermediaria em
relacdo ao EA e ao classico exercicio em esteira, pois tem a presenca de estimulos
ambientais, com diferentes tipos de obstaculos que estimulam o aprendizado, memoria,
equilibrio entre outras funcdes motoras e cognitivas, sendo formado por uma série de
tarefas repetidas destinadas a incentivar a resolucdo de problemas e a melhorar a
coordenacdo motora (BLACK et al., 1990; JONES et al., 1999; TAMAKOSHI et al.,
2014). E além dessa estimulacdo cognitiva, possui o estimulo ao exercicio, uma vez que
0S animais precisam atravessar a pista de treino, composta por obstaculos como cordas,

grades, escada de cordas e barra estreita (figura 2).
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Figura 2. Conjunto de aparatos utilizados para o treinamento acrobatico. E possivel observar os
diferentes meios utilizados para estimular o equilibrio e a coordenagdo motora dos animais durante a fase
de treinos (imagem do autor).

Um estudo experimental que comparou diferentes tipos de exercicio em ratos
jovens revelou que tanto o exercicio acrobatico quanto o exercicio em esteira induziram
mudancas na expressdo de proteinas sinapticas, como a sinaptofisina (GARCIA et al.,
2012). Neste estudo as principais alteracbes ocorridas no protocolo de esteira foram
observadas no circuito cerebelo-talamo-cortical, responsavel pelo aprendizado e
movimentos ritmicos automatizados (GARCIA et al., 2012). Por outro lado, o protocolo
que utilizou circuito acrobatico requer mais planejamento e maior recrutamento dos
circuitos nucleos da base-talamo-corticais (GARCIA et al., 2012; SALAME et al.,
2016). Ainda, o exercicio acrobatico pode levar a mudancas na sinaptogénese, ativacdo
e protecdo celular, além da fungcdo mitocondrial e vascular (GUTIERREZ et al., 2018).

Frente a patologias que acometem o sistema nervoso, como a HI, o exercicio
fisico surge como opcdo terapéutica, possuindo a¢oes benéficas e tendo a capacidade de
melhorar estruturalmente e funcionalmente o sistema nervoso (CHANG et al., 2014;
KIM, K. et al., 2014). Porém, poucos estudos avaliaram os efeitos benéficos do
exercicio acrobatico em modelos animais, principalmente avaliando aspectos cognitivos
(GUTIERREZ et al., 2018).

Em um recente estudo desenvolvido pelo nosso grupo, o exercicio acrobatico foi
capaz de reverter os déficits motores causados pela HIE, sem promover alteragdes
morfoldgicas relacionadas ao controle motor (CONFORTIM et al., 2018). No entanto,
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avaliagdes cognitivas dos animais submetidos ao modelo de HIE e treinados com a
modalidade de exercicios acrobéticos ainda néo foi realizada.

Assim, levando em consideragdo que a HIE é uma condigdo multifatorial e que
necessita de uma estratégia terapéutica mais abrangente; que estudos experimentais
mostram resultados mais satisfatérios dos exercicios acrobéaticos em relacdo a
aprendizagem de tarefas complexas; e ainda, que os dados ja obtidos pelo nosso grupo
indicam que esta modalidade de exercicio é mais efetiva em relacdo ao exercicio em
esteira na reversao dos déficits motores causados pelo modelo de HIE, este trabalho
justifica-se na medida em que busca avaliar a fungdo cognitiva de animais submetidos a

um modelo de HIE tratados com a modalidade de exercicios acrobaticos.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do protocolo de exercicio fisico
acrobaticos sobre a memdria, hipocampo e corpo estriado de ratos Wistar machos

submetidos a um evento hipoxico-isquémico encefalico no periodo neonatal.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o efeito do protocolo de exercicio fisico acrobatico em ratos Wistar
machos submetidos a hipdxia-isquemia encefalica neonatal avaliando:
a) O desempenho em relagcdo a memoria de curta duracao;
b) O desempenho em relacdo a memoria de trabalho e de referéncia;
c¢) Marcador de plasticidade no hipocampo e no estriado;
d) Estimativa da area do estriado e do hipocampo;
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5 DISCUSSAO

O treinamento motor tem capacidade de induzir alteragdes plasticas no tecido
nervoso, além de promover a recuperacdo apés lesdo encefalica (TAMAKOSHI et al.,
2014; GONZALEZ-TAPIA et al., 2016; KIDA et al., 2016; GONZALEZ-TAPIA et al.,
2017). Assim, o presente estudo se prop0s a investigar a capacidade do treinamento
acrobatico em melhorar a memoria e diminuir a lesdo encefélica, associado a melhora
de parametros relacionados a plasticidade de animais submetidos ao modelo HIE. Como
esperado, nossos resultados mostram déficit de memoria induzido pela HIE. O
treinamento acrobatico reverteu parcialmente os déficits de meméria causados pela
leséo, sem diminuir o dano nas estruturas avaliadas, além disso, a avaliagdo do BDNF
ndo mostrou diferenca no hipocampo e no estriado, sugerindo outro mecanismo plastico
envolvido nessa recuperacéo.

A memdria de reconhecimento ou memoria declarativa € dependente do estriado
e um estudo anterior demonstrou melhora na plasticidade dessa estrutura apds o
treinamento acrobatico (TAMAKQOSHI et al., 2014). Assim, decidimos investigar esse
tipo de memaria mais relacionada ao corpo estriado, usando a tarefa de reconhecimento
de objetos. O procedimento de HIE resultou em déficits na memoria de curto prazo.
Esses déficits ja foram observados em estudos anteriores utilizando o mesmo modelo
(PEREIRA et al., 2008; ROJAS et al., 2013; DENIZ et al., 2018), sendo que este
resultado pode ser explicado pelos danos no estriado e no hipocampo que ja foram bem
descritos ap6s HIE. Os animais submetidos a HIE e ao treinamento acrobatico nédo
apresentaram esse déficit, indicando um efeito benéfico relacionado ao treinamento. Em
um estudo que utilizou EA como estratégia de tratamento frente a HIE, também foi
observada a recuperacdo da memdria de reconhecimento, mas ndo na memoria aversiva
avaliada no teste da esquiva inibitéria (ROJAS et al., 2013). Outro estudo também
identificou o aumento de sinaptofisina no estriado apo6s a realizacdo de treinamento
acrobatico, indicando alteracGes plasticas nesta estrutura (TAMAKOSHI et al., 2014).

Assim, podemos sugerir que o melhor desempenho observado no teste da
memoria de reconhecimento identificado em nossas avaliacbes pode ter ocorrido devido
a esta maior plasticidade no estriado em decorréncia do treinamento acrobatico.

O labirinto aquatico de Morris € um teste importante para avaliar a memoria

espacial. Neste estudo, os animais que sofreram HIE apresentaram déficit na memdria
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espacial e na memdria de trabalho, assim como ja relatado em trabalhos prévios
(PEREIRA et al., 2007; PEREIRA et al., 2008; DENIZ et al., 2018). Este resultado
pode estar relacionado ao dano causado pela lesdo em diversas regies e,
particularmente, no hipocampo (PEREIRA et al.,, 2007; PEREIRA et al.,, 2008;
MIGUEL et al., 2017), uma vez que esta é uma estrutura crucial para a aprendizagem
espacial (D'HOOGE; DE DEYN, 2001; DENIZ et al., 2018). Entretanto, 0 exercicio
acrobatico ndo reverteu o deficit na memoria espacial avaliado por esta tarefa.
Provavelmente, por ndo ter sido capaz de reverter os danos no hipocampo, ja que essa
regido é muito importante para esse tipo de memoria. Além disso, 0 exercicio acrobatico
comecou mais tarde, no DPN 22 e ndo p6de evitar tais danos, uma vez que esta lesdo €
muito proeminente e j estava instalada.

Ainda, de forma semelhante ao identificado por nosso estudo, trabalhos previos
desenvolvidos com EA identificaram apenas recuperagdo parcial na memoria de
trabalho, sendo esta recuperacdo observada apenas em animais jovens, mas ndo em
adultos (PEREIRA et al., 2009). Outro parametro para identificar a recuperagédo
estrutural na HIE é a avaliacdo da atrofia. Esta avaliacdo foi realizada no hipocampo e
no estriado, que sdo regides encefalicas relacionadas a memoria.

Acredita-se que os sistemas de memoria do hipocampo e do estriado operam de
forma independente e em paralelo, apoiando a memoria cognitiva € a memoria
episodica, respectivamente (FERBINTEANU, 2016). O corpo estriado faz parte dos
chamados nucleos da base. O estriado dorsal, juntamente com o estriado ventral, servem
como as principais vias de entrada e saida de informacdo dessa area do encéfalo
(SOMOGYI et al., 1981; GOODMAN; PACKARD, 2015). Ainda, o estriado
desempenha um papel crucial no aprendizado e na memdria, coordenando a exploracao
espacial e mediando a atualizacdo das informacGes, uma vez que inativacdo funcional
desta estrutura altera a flexibilidade comportamental e a meméria de reconhecimento
em roedores (QIAO et al., 2017).

Como esperado, no presente estudo encontramos atrofia no hipocampo e
estriado. Em relacdo a essas estruturas, um estudo anterior desenvolvido por Miguel et
al., 2015, encontrou o maior dano no hipocampo em relacdo ao corpo estriado. N&o
obstante, 0s nossos resultados mostram um dano de cerca de 70% no hipocampo, sendo
importante notar que essa regido € muito vulneravel a excitotoxicidade (BARTSCH et

al., 2015), que é um dos principais mecanismos na fisiopatologia da lesdo causada pela
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HIE. No entanto, o dano na area do estriado foi menos proeminente e isso também
poderia explicar parcialmente a melhora cognitiva na tarefa de reconhecimento de
objetos, causada pelo treinamento acrobético. Ainda, outro estudo que utilizou EA
como estratégia terapéutica obsevou apenas uma recuperacdo parcial da atrofia no
encéfalo ap6s HIE quando o tratamento foi precoce (iniciado 24h apé6s a lesdo),
mostrando que a HIE leva a atrofia severa e de dificil reversdo (SCHUCH et al., 2016).

Além disso, a extensdo de dano encefalico e o desempenho em tarefas
comportamentais podem ser diferentes de acordo com o hemisfério em que ocorre a
lesdo, sendo que o hemisfério direito é mais vulneravel ao dano causado ela HIE
neonatal (ARTENI et al., 2010). No presente estudo, a HIE foi realizada no hemisfério
esquerdo e isso também pode estar relacionado ao melhor desempenho observado na
tarefa de reconhecimento de objetos.

E importante notar que a exposicdo de animais a um ambiente diferente pode
gerar um comportamento exploratorio que possibilita o processo de familiarizacdo com
0 novo ambiente, sendo este comportamento motor exploratorio intimamente
relacionado a funcdo do estriado (YAMIN et al., 2013). Ainda, o treinamento acrobatico
envolve a aprendizagem motora e a exposi¢do a um ambiente diferente ao longo das
semanas de treino (CONFORTIM et al., 2018). Esses fatores também podem ter
contribuido para um aumento na plasticidade sindptica no estriado, o que ja foi
observado em estudos prévios (TAMAKOSHI et al., 2014). Assim, a recuperacdo da
memoria de reconhecimento no grupo HIACR pode estar relacionada diretamente ao
tipo de treino motor/cognitivo propiciado pelo exercicio acrobatico.

Ainda, buscando entender os mecanismos envolvidos nessa melhora na memoria
de reconhecimento, decidimos investigar os niveis de BDNF no hipocampo e estriado
dos animais. Surpreendentemente, ndo encontramos diferenca neste fator neurotréfico
em ambas as estruturas. A analise estatistica mostrou apenas uma tendéncia de aumento
dos niveis de BDNF no estriado dos animais HI. Esse aumento ja foi indicado como
uma estratégia de preservacdo apds a HIE (PEREIRA et al., 2009; DENIZ et al., 2018)
e também ja foi relacionada a melhora cognitiva na resposta ao exercicio (CHEN et al.,
2017). No entanto, nosso estudo ndo encontrou tais alterac6es relacionadas a HIE ou ao
treinamento. Este resultado pode ter sido observado devido a perda da janela de

expressao desta proteina, uma vez que, ja se sabe que a expressao do BDNF pode mudar
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ao longo do tempo, estando assim associada a efeitos efémeros ou alteragdes plasticas
transitérias (MEGA et al., 2018).

Em conclusédo, este estudo sugere que a aprendizagem motora pode ser uma
estratégia coadjuvante promissora para o tratamento de déficits cognitivos relacionados
a HIE, podendo ser facilmente adaptados na pratica clinica, especialmente na
reabilitacdo motora em criangas, uma vez que este tipo de exercicio envolve tarefas que
estimulam a aprendizagem, podendo também ser associadas a jogos ou atividades
ludicas (SIDAWAY et al., 2012). No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para
compreender em maior profundidade os mecanismos de acdo responsaveis por esse

efeito benéfico.
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6 CONCLUSOES
- A hipoxia-isquemia encefélica neonatal leva a prejuizo cognitivo em avaliagdes
realizadas no labirinto aquatico de Morris e teste de reconhecimento de objetos em ratos

adultos jovens;

- A hipoxia-isquemia encefélica neonatal causa atrofia no estriado e no hipocampo

ipsilaterais a lesdo em animais adultos jovens;

- A hipoxia-isquemia encefélica neonatal parece aumentar os niveis de BDNF no

estriado ipsilateral a lesdo nos animais adultos jovens;

- O exercicio acrobatico promove recuperagdo da memoria de reconhecimento de

objetos em animais submetidos ao modelo de hipdxia-isquemia encefalica neonatal.
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7 PERSPECTIVAS

- Avaliacdo da plasticidade sindptica por meio da marcacao da proteina sinaptofisina no

hipocampo e estriado;

- Quantificacdo de perda neuronal pela marcacdo de neurdnios utilizando o anticorpo

para NeuN, no hipocampo e estriado;

- Quantificacdo da expressao do receptor de BDNF / Trkp no hipocampo e estriado;

- Mensuracgéo do volume do hipocampo e estriado para uma quantificacdo mais refinada

do dano causado nessas estruturas e possiveis efeitos do treinamento acrobatico.
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