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RESUMO

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) é considerado a principal causa de
incapacidade na populagdo adulta brasileira, gerando grandes prejuizos funcionais
nos seus portadores, sendo estes, motores, cognitivos e sensoriais. Muito se sabe
sobre estas alteragdes citadas anteriormente, no entanto, pesquisas devem ser
realizadas para entender o impacto do AVE na ventilacdo. Por este motivo, avaliamos
o impacto do AVE no controle neural da ventilagao de ratos por meio da pletismografia
de corpo inteiro, utilizando os estimulos de hipercapnia (7% CO2, 21% O-, equilibrada
com nitrogénio (N2) de balango) e hipoxia (10% Oz e N2 90%). Nossos dados sugerem
que a cirurgia de ocluséo bilateral das carétidas comuns (BCAo), considerada como
um modelo de isquemia global, causou uma atenuagao da resposta ventilatéria dos
animais nos estimulos de hipercapnia e hipoxia, sendo que na hipercapnia os animais
isquemia apresentaram diferengas significativas na frequéncia respiratéria (FR), na
ventilacédo (VE) e no consumo de O2 (VO2). No estimulo de hipdxia, eles apresentaram
diferencgas significativas na FR e na VE. Realizamos também a quantificagdo das
apneias, no entanto ndo houve diferenca significativa no grupo isquemia.

Para avaliar possiveis alteragbes funcionais, motoras, e comportamentais,
realizamos o score neuroldgico, grip test e a tarefa de reconhecimento de objetos
respectivamente. O grupo isquemia nao apresentou diferengas significativas nestes
parametros, indicando que o modelo de isquemia utilizado pode ter sido
leve/moderado para estes animais.

Por ultimo, foi realizada a marcagao de morte celular com o Fluoro-Jade no
tronco encefalico e no estriado. Vimos que este modelo de isquemia ndo causou
morte celular nas areas responsaveis pela quimiorrecepc¢ao central, sendo as areas
investigadas: o Nucleo do Trato Solitario (NTS), Raphe Obscurus (RO), Raphe
Magnus (RM) e regido rostral ventrolateral do bulbo, no entanto, o insulto isquémico
pode ter causado danos na circuitaria destes neurdnios, uma vez que os dados
obtidos mostraram alteragbes em algumas variaveis respiratérias, tais como na
frequéncia respiratéria (FR), volume corrente (VT) e na ventilagédo (VE). Mais estudos
devem ser realizados para esclarecer o motivo pelo qual estas alteragcdes ocorreram,
a fim de contribuir para um maior entendimento sobre o impacto de uma leséo central

no controle neural da ventilagéo.



Palavras-chave: Neurociéncias, acidente vascular cerebral, isquemia, mecanica

respiratoria



ABSTRACT

The stroke is considered the main cause of disability in the Brazilian adult
population, causing great functional losses in its carriers, which are motor, cognitive
and sensory. Much is known about these changes mentioned above, however,
research should be carried out to understand the impact of stroke on ventilation. For
this reason, we evaluated the impact of stroke on neural control of breathing in rats
through whole-body plethysmography, using the stimuli of hypercapnia (7% CO2, 21%
O2, balanced with nitrogen (N2)) and hypoxia (10% O2 and N2 90%). Our data suggest
that bilateral common carotid occlusion surgery (BCAo0), considered as a model of
global ischemia, caused an attenuation of the animals' ventilatory response to
hypercapnia and hypoxia stimuli, and in hypercapnia the ischemia animals showed
significant differences in the respiratory rate (RR), ventilation (VE) and O
consumption (VO.). In the hypoxia stimulus, they showed significant differences in RR
and VE. We also performed the quantification of apneas, however there was no
significant difference in the ischemia group.

To evaluate possible functional, motor, and behavioural changes, we
performed the neurological score, grip test and the object recognition task,
respectively. The ischemia group showed no significant differences in these
parameters, indicating that the ischemia model used may have been mild/moderate
for these animals.

Finally, cell death labeling was performed with Fluoro-Jade in the brainstem
and striatum. We saw that this model of ischemia did not cause cell death in the areas
responsible for central chemoreception, and the areas investigated were: the Nucleus
of the Solitary Tract (NTS), Raphe Obscurus (RO), Raphe Magnus (RM) and rostral
ventrolateral region of the medulla, however, the ischemic insult may have caused
damage to the circuitry of these neurons, since the data obtained showed changes in
some respiratory variables, such as respiratory rate (RR) and ventilation (VE). More
studies should be carried out to clarify the reason why these changes occurred, in
order to contribute to a better understanding of the impact of a central lesion on the

neural control of ventilation.

Keywords: Neurosciences, stroke, ischemia, respiratory mechanics
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“A imaginagao nos levara com frequéncia a mundos que nunca existiram. Mas
sem ela nao iriamos a lugar algum”

- Carl Sagan
“Nao se conhece completamente uma ciéncia enquanto nao souber da sua
histéria.”

- Auguste Comte
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1.1 O ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) é uma afecgdo que possui uma
incidéncia elevada e € responsavel pela ocorréncia de multiplas e duradouras
incapacidades em adultos (FRENCH et al., 2016). E considerado o segundo maior
precursor de mortes no mundo, ocorrendo cerca de 5,7 milhdes de casos anuais, 0
que representa 10% de todos os obitos (VIRANI et al., 2021). No Brasil, € apontado
como o principal causador de incapacidade funcional em adultos (MARTINS et al.,
2013).

O AVE provoca a morte de neurénios e, consequentemente, a falta de conexao
entre eles, o que resulta em uma comunicacao indevida do sistema nervoso central
com os seus efetores (MOCHIZUKI et al., 2015). Como consequéncia, o individuo
pode apresentar alteragbes sensoério-motoras, comportamentais e/ou cognitivas,
sendo as alteragcbes sensorio-motoras mais prevalentes: a hemiparesia,
espasticidade, encurtamento muscular, alteracbes de equilibrio e coordenagéao
motora, que podem levar a limitagbes das atividades diarias, como incapacidade de
executar a marcha, alcance e movimentos finos distais dos membros superiores
(ALAWIEH; ZHAO; FENG, 2018). Com relagéo as alteragbes comportamentais, o
paciente pode apresentar sinais de depressdo, ansiedade e, em casos mais
extremos, agressividade (KIM et al., 2002). Dentre as alteragdes cognitivas, o
paciente pode apresentar dificuldades de memaria, déficit de atencao e alteracdes na
linguagem (AL-QAZZAZ et al., 2014).

O AVE pode ser causado por fatores modificaveis e ndo modificaveis
(SIEGLER et al., 2013). Fatores modificaveis sdo aqueles que o individuo consegue
alterar modificando o seu estilo de vida, sendo alguns deles, o sedentarismo, o fumo,
a hipertensao, a obesidade e o diabetes. Ja os fatores ndo modificaveis o individuo
nao consegue alterar, podendo ser herdados geneticamente dos familiares, sendo
alguns deles a idade, o género, a etnia e a hereditariedade (BOEHME; ESENWA,;
ELKIND, 2017).

Existem duas formas principais de AVE, sendo elas o isquémico e o
hemorragico. O AVE isquémico € o mais comum (87% dos casos) e ocorre devido ao
bloqueio do fluxo sanguineo no vaso devido a um trombo ou coagulo. Ja o AVE

hemorragico, menos comum (13% dos casos) porém mais grave, ocorre



20

principalmente devido a hipertensao e altera¢des na estrutura da parede dos vasos
sanguineos (GRYSIEWICZ; THOMAS; PANDEY, 2008).

1.1.1 FISIOPATOLOGIA DO AVE ISQUEMICO

Devido ao AVE isquémico ser o mais frequente entre os pacientes, nosso
estudo teve como foco esse tipo de AVE. Os danos causados pela isquemia resultam
de uma sequéncia complexa de eventos fisiopatoldgicos que vao se desenvolvendo
ao longo do tempo. Sendo que os mecanismos principais dessa cascata de eventos
séo a excitotoxicidade glutamatérgica, despolarizagdes na regido proxima a area de
isquemia, inflamacédo e apoptose celular (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ,
1999).

O tecido cerebral tem alta taxa de consumo de oxigénio e glicose, e depende,
principalmente, da fosforilagdo oxidativa para producédo de energia. Com a isquemia,
a chegada de oxigénio e glicose é prejudicada e dessa forma a producéo de energia
para manutengdo dos gradientes ibnicos das células também (MARTIN; LLOYD;
COWAN, 1994). Sem os gradientes ibnicos, o potencial de membrana é perdido e as
células neuronais despolarizam (KATSURA; KRISTIAN; SIESJO, 1994).
Consequentemente, canais para Ca®* dependentes de voltagem tornam-se ativados
e neurotransmissores excitatorios, como glutamato, sdo liberados no espacgo
extracelular. Por sua vez, a ativagdo dos receptores ionotropicos (AMPA e NMDA ) e
os receptores metabotrépicos de glutamato, levam a um aumento ainda maior de Ca?*
intracelular (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).

Esse aumento intracelular do segundo mensageiro, calcio, inicia uma série de
eventos citoplasmaticos e nucleares que levam a danos teciduais como, ativacao de
proteinas proteoliticas que degradam o citoesqueleto celular e a matriz extracelular,
e também a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (DIRNAGL;
IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999). Essas moléculas s&o importantes sinalizadores
que desencadeiam processos como inflamacgé&o e apoptose (Figura 1).

Todos esses eventos ndo afetam a regido isquémica de um modo homogéneo.
No centro da les&o, onde ha reducao de até 80% do fluxo sanguineo (HOSSMANN,
1994), a despolarizagdo acontece minutos apos a isquemia e as células morrem
rapidamente por lipdlise, protedlise, desagregacédo de microtubulos seguida de falha

bioenergética e alteragdo drastica da homeostase i6nica (DIRNAGL; IADECOLA;
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MOSKOWITZ, 1999). Entre o nucleo da lesdo e as células saudaveis ndo afetadas
esta a regido de penumbra, no qual o fluxo sanguineo é reduzido, mas o metabolismo

energético ainda € um pouco preservado (HOSSMANN, 1994).

FALTA DE
ENERGIA

LIBERAGAO
GLUTAMATO

INDUGAO ENZIMATICA

N

DEGRADACAO  DANO
MEMBRANA MITOCONDRIAL DANO DNA

| I—

\ RADICAIS LIVRES

MEDIADORES
\é INFLAMATORIOS

FIGURA 1: MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DURANTE UMA ISQUEMIA CEREBRAL.

Apds o evento isquémico, acontece uma falha energética, ocasionando um excesso de entrada
de ions Ca®* e Na*, causando despolarizagéo celular, com consequente edema. O influxo de Ca?*
aumentado estimula a liberagdo de glutamato, que permanece em excesso da fenda sinaptica,
causando excitotoxicidade glutamatérgica, gera indugédo enzimatica, degradagcdo da membrana com
formacao de radicais livres e 6xido nitrico, danificando o DNA celular. Com isso, ha facilitagdo da
entrada de mediadores inflamatérios, causando ativagéo microglial e infiltragao leucocitaria. A entrada
de Ca?* citada acima e a formag&o dos radicais livres também & responsavel por danos na mitocéndria
ocasionando apoptose. Modificado de (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).

A morte celular devido a isquemia pode perdurar por varios dias, apresentando
fases distintas. As células presentes na regido central da lesdo, ou seja, no core,
morrem por necrose devido a diminui¢do do fluxo sanguineo em até 80%, mas as
células mais periféricas que ainda estao vivas compdéem a area de penumbra, uma
regido na qual as células tém o seu metabolismo diminuido como uma forma de
protecdo, havendo, portanto, a possibilidade de recupera-las, uma vez que nao
sofreram a mesma injuria causada no centro da lesdo (HOSSMANN, 1994) (Figura
2).
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Com o tempo e sem tratamento, a area de penumbra pode progredir para uma
area infartada com as mesmas caracteristicas encontradas no centro da lesao.
Portanto, o foco das pesquisas, que procuram drogas capazes de proteger o tecido
cerebral contra o AVE, é voltado para a area de penumbra (DIRNAGL; IADECOLA;
MOSKOWITZ, 1999).

Caso o paciente ndo receba o devido atendimento e a administragdo de um
trombolitico dentro de uma janela de até 3h apds o inicio da isquemia, havera a

evolugdo da area de penumbra para a morte celular (SCHELLINGER; FIEBACH,;
HACKE, 2003).

4 Excitotoxicidade

Estresse Oxidativo

Disfungao da Barreira Hematoencefalica

Dano cerebral apés AVE

4

Tempo

Minutos Horas Dias

FIGURA 2: CORRELACAO ENTRE DANOS CEREBRAIS POS-AVE COM O TEMPO.

Logo apds o inicio da isquemia, acontece uma falha energética, ocasionando excitotoxicidade
glutamatérgica e estresse oxidativo. Nos primeiros minutos, ha a formagao do core e da penumbra, no
qual acontece os eventos inflamatérios e a apoptose celular que podem perdurar por horas e até dias.
Apos algumas horas, a barreira hematoencefalica sofre danos e sua permeabilidade vascular é
aumentada, facilitando a entrada de substancias nocivas ao cérebro. Todos os processos deletérios

citados podem perdurar por dias, causando cada vez mais danos e morte celular. Modificada de
(BRUCH et al., 2019).
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Quando nos deparamos com um paciente pds-isquemia a primeira sequela
observada € a hemiparesia contralateral a lesao encefalica, por ser uma alteragao
fisica motora e por causar varias alteragdées funcionais no individuo (PAUL et al.,
2022). No entanto, n&o é recorrente a investigagao de possiveis alteragdes na fungao
pulmonar do individuo, mesmo sendo comum eles apresentarem maior fadiga ao
realizar os exercicios de reabilitacdo motora (DEME et al., 2022). A respiragao
depende da forca e resisténcia dos musculos respiratérios, dos volumes e da
capacidade pulmonar (MENEZES et al., 2018), no entanto, os individuos p6s-AVE
apresentam déficit na producédo de forca muscular respiratoria, padrao respiratorio
anormal e volumes pulmonares diminuidos que podem levar a doenca respiratoria
restritiva (LIMA et al., 2014). Assim, a intervencéo fisioterapéutica como o treinamento
muscular respiratério pode melhorar a forga ou producéo de forca e resisténcia dos
musculos respiratérios, reduzindo assim as complicagdes respiratorias em individuos
pos-AVE (MENEZES et al., 2016).

Outra alteracao bastante recorrente em pacientes pos-AVE € a apneia, podendo
ser classificada como central e obstrutiva. A apneia obstrutiva é a forma mais comum
do disturbio e acontece devido a redugao (hipopneia) ou cessagao (apneia) do fluxo
de ar durante o sono devido ao colapso das vias aéreas superiores. Ja a apneia
central também ¢€ caracterizada pela interrupcdo da respiracdo, mas como
consequéncia da perda do drive respiratorio central, ao invés do colapso fisico das
vias aéreas superiores (STEVENS et al., 2018). Mais estudos devem ser realizados

para melhor compreensao do impacto do AVE no controle neural da ventilagao.
1.2 CONTROLE DA VENTILACAO

Respirar € uma agdo motora automatica e criticamente necessaria para o bom
funcionamento corporal. Na inspiragao o oxigénio (O2) necessario para o metabolismo
celular é obtido, enquanto na expiragao o diéxido de carbono € eliminado (CO>)
auxiliando na manutencado do equilibrio acido-base do organismo (DEL NEGRO;
FUNK; FELDMAN, 2018). Para que isso aconteca, € necessario um aparato mecanico
capaz de gerar uma diferenca de pressido entre o0 meio externo (ar atmosférico) e o
meio interno dos pulmdes (alvéolos). E para resolver este problema, os pulmdes
contam com a ajuda de musculos inspiratorios e expiratérios. Os principais musculos

inspiratérios sdo o diafragma e intercostais externos, ja a expiracdo em repouso
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ocorre de forma passiva pelo relaxamento dos mesmos musculos citados
anteriormente. Em uma expiragao ativa, durante a pratica de algum exercicio fisico,
por exemplo, os musculos intercostais internos e abdominais s&o os responsaveis por
auxiliar nesta fungéo (LEIRAO et al., 2018).

Para descrever como o controle neural da ventilagdo acontece, Del Negro e
colaboradores encontraram uma area localizada no bulbo chamada de complexo
preBotzinger (preBotC), um microcircuito bulbar que faz parte a coluna respiratéria
ventral, que gera o ritmo respiratorio. Esta regido € composta por interneurdnios
ritmogénicos e formadores de padrao excitatorios e inibitorios, que juntos produzem
o impulso periddico essencial da inspiragao. O preBotC coordena todas as fases do
ciclo respiratério, a respiragao com comportamentos orofaciais, além de influenciar e
ser influenciado por emogdes e processos cognitivos (DEL NEGRO; FUNK;
FELDMAN, 2018).

O complexo foi inicialmente encontrado na regido ventrolateral do bulbo, sendo
necessario e suficiente para gerar o ritmo relacionado a inspiragdo em fatias do tronco
cerebral de ratos neonatais (SMITH et al., 1991).

A rede respiratoria que produz e controla a respiragcao pode ser dividida nos
seguintes componentes principais, sendo eles: o gerador de ritmo e padrdo
respiratorio; os musculos respiratorios (efetores), feedback dos mecano e
quimiorreceptores (sensores) e os elementos integrativos, responsaveis por
coordenar os movimentos respiratérios com outras fungdes, sendo algumas delas, a
fala, a mastigagao, a degluticdo, e a locomogédo (GREER; FUNK, 2013) (Figura 3).
Essa rede neural respiratoria é responsiva as modificacbes da pressao parcial dos
gases sanguineos, sendo detectadas pelos quimiorreceptores centrais e periféricos
(NATTIE, 1999).
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ELEMENTOS INTEGRATIVOS
(Cortex (voluntario, inclui fala), sistema limbico (emogao), hipotalamo
(temperatura), exercicio/locomogao, mastigagao, degluticao, etc.)

'

Tronco encefalico

> <

-» GERADOR DE PADRAQ 4

Redes pré-motoras
Motoneurdnios
Tronco encefalico e
medula espinhal
FEEDBACK FEEDBACK
MECANOSENSORIAL QUIMIOSENSORIAL
I Aparato respiratorio I
Ventilagao (VE= FR x VT) |
Taxa
metabolica

FIGURA 3: OS CINCO COMPONENTES PRINCIPAIS QUE COMPOEM A REDE DE CONTROLE RESPIRATORIO

A rede respiratéria pode ser alterada caso ocorra alteragdes em algum dos cinco componentes
que a compdem, sendo eles, (1) uma rede geradora de ritmo; (2) um sistema formador de padroes; (3)
0s musculos respiratérios; (4) os elementos reguladores mecanossensoriais e quimiossensoriais; e os
(5) componentes integrativos. Adaptada do capitulo “Respiration” de (GREER; FUNK, 2013).

Segundo Del Negro e colaboradores, devido a acessibilidade experimental
altamente favoravel deste complexo, em breve os fundamentos neurais da respiragao
serdo profundamente entendidos (DEL NEGRO; FUNK; FELDMAN, 2018).
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1.2.1 QUIMIORRECEPTORES PERIFERICOS E CENTRAIS

A respiracdo possui grande importancia, pois as células necessitam do
oxigénio (O2) para realizar a respiragéo celular e necessitam descartar o excesso de
didxido de carbono (CO2) para manter o equilibrio acido-base do organismo (DEL
NEGRO; FUNK; FELDMAN, 2018). A maneira pela qual o organismo detecta as
diferencas dessas substancias no sangue, € por meio de sensores sensiveis as
alteracdes de O2, CO2 e pH, que s&o classificados como quimiorreceptores periféricos
e centrais (NATTIE, 1999). Os quimiorreceptores periféricos sdo encontrados nos
corpos carotideos localizados nas proximidades da bifurcacdo carotidea e
corpusculos aorticos. Estruturalmente sdo compostos por aglomerados de células
formadas por quimiorreceptores e células de suporte. As terminagcdes nervosas
sensoriais do nervo do seio carotideo penetram nestes aglomerados para fazer
sinapse com células quimiorreceptoras.

Os corpos carotideos desempenham um papel importante no controle da
ventilagdo durante a hipdxia, hipercapnia e acidose (GONZALEZ; ROCHER;
ZAPATA, 2003). Eles sao responsaveis por detectar alteragdes na Pco2 no sangue,
fornecendo excitagao tonica aos neurdnios respiratérios do tronco encefalico em
condicbes normais e com aumento da atividade com a queda da Po2. Além de
detectar alteragdes na concentracdo de Po: eles também detectam alteragdes de
Pco2 juntamente com os receptores localizados no encéfalo, denominados
qguimiorreceptores centrais.

A quimiorrecepcéo central envolve os ajustes ventilatérios induzidos pela
elevacdo da Pco2 (hipercapnia). Pequenos aumentos na concentracdo de Pco2
produzem alterag¢des significativas na respiragdo. Esse aumento da CO- é detectado
pelos quimiorreceptores com consequente estimulagdo da ventilagdo. Assim, os
quimiorreceptores sensiveis ao CO2 fornecem informagdes sobre a adequacao da
ventilacdo alveolar em relacdo ao metabolismo e podem fornecer uma fonte de
informagdes aferentes excitatorias ou inibitérias para o sistema de controle
respiratério, uma classica alga de controle de feedback (NATTIE; LI, 2012). Os
quimiorreflexos minimizam as alteragbes da Paco2 corrigindo a ventilagdo pulmonar
e, portanto, eliminando o CO.. Essa regulagdo opera continuamente, pois os

quimiorreceptores atuam de modo tdnico no processo respiratorio (GUYENET;



27

BAYLISS, 2015). Com relagdo a localizagdo das células que detectam variagbes da
Pco2 e pH, existem duas vertentes principais. Uma abrange a visdo mais classica e a
outra a visdo mais atual. Na visao classica, estas células estéo localizadas na regiao
ventral do bulbo, com areas delineando as trés regides tradicionais (rostral,
intermediaria e caudal). Ja na visao atual, acredita-se que esses quimiorreceptores
estejam presentes em muitos locais no tronco encefalico, cerebelo, hipotalamo e
mesenceéfalo (NATTIE; LI, 2012) (Figura 4).

Visao Atual

Visao Classica

vi

Vi

FIGURA 4: LOCALIZAGAO DOS QUIMIORRECEPTORES CENTRAIS

A localizacao dos quimiorreceptores centrais esta dividida em duas visdes principais, sendo elas,
a visdo classica e a atual. Na visdo classica (a esquerda), os quimiorreceptores centrais estédo
majoritariamente na regido ventral do bulbo, enquanto que na visdo atual (a direita), eles estdo
localizados no bulbo ventral, cerebelo, hipotalamo e no mesencéfalo. Abreviaturas: R, rostral; M,
médio; C, caudal; LHA, hipotalamo lateral; RD, rafe dorsal; FN, nucleo fastigial; 4v, quarto ventriculo;
LC, locus coeruleus; 7N, nervo facial; cNTS, nucleo do trato solitario caudal; AMB, ambiguo; VII, nicleo
facial; SO, oliva superior; PBC, complexo pré-Botzinger; r'VRG, grupo respiratério ventral rostral; cVLM,
bulbo ventrolateral caudal; RTH/pFRG, nucleo retrotrapezdide/grupo respiratério parafacial; e Pn,
ponte. Modificado de (NATTIE; LI, 2012).

Considerando a visdo atual, os principais quimiorreceptores centrais estao
localizados no nucleo retrotrapezoide (RTN), a rafe bulbar rostral (MR) (raphe
magnus), a MR caudal (raphe obscurus), o Nucleo do trato solitario caudal (NTS), a
regido imediatamente dorsal a superficie bulbar ventral caudal e os neurdnios

orexinérgicos localizados no hipotalamo (MOREIRA et al., 2011).
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Para avaliar a resposta dos quimiorreceptores centrais e periféricos sao
utilizados dois estimulos principais, sendo eles a hipercapnia e a hipoOxia
respectivamente. A hipercapnia é caracterizada pelo aumento da Pco2, enquanto que
a hipoxia causa uma diminuigdo da Po2, estimulando as células quimiossensiveis
(GREER; FUNK, 2013).

1.3 MODELOS ANIMAIS PARA INDUGCAO DA ISQUEMIA

Em geral, existem quatro tipos principais de modelos animais de AVE
isquémico: (1) isquemia cerebral global completa; (2) isquemia global incompleta; (3)
isquemia cerebral focal e (4) isquemia cerebral multifocal (GRAHAM,;
MCCULLOUGH; MURPHY, 2004). O modelo de isquemia focal mais utilizado é a
oclusdo da artéria cerebral média (MCAO0), que consiste em inserir um fio de oclusao
na carétida comum e direciona-lo para a artéria cerebral média, a fim de impedir o
fluxo sanguineo unilateral para as regides cerebrais irrigadas por este vaso
temporariamente (LONGA et al., 1989). Uma das vantagens deste modelo € que ele
€ transiente e bastante similar com o que acontece na clinica. No entanto, as
possiveis sequelas causadas por este método se limitam apenas aquelas regides
irrigadas pela artéria cerebral média.

Aisquemia global transiente pode ser realizada através da oclus&o de 04 vasos
(4-VO) de forma temporaria, sendo eles, as duas carotidas comuns e as duas artérias
vertebrais. Outra maneira de causar uma isquemia global transiente & através da
oclusdo de 02 vasos (2-VO), denominada como oclusdo bilateral das artérias
carotidas comuns (BCAo) (TUO; ZOU; LEI, 2021). Este modelo foi inicialmente
desenvolvido como um modelo de hipoperfusdo, causando lesdo secundaria da
substancia cerebral branca. A BCAo pode causar uma reducdo severa no fluxo
sanguineo cerebral (CBF) temporariamente com recuperagéo ao nivel original apds
6 meses de 2-VO (FARKAS; LUITEN; BARI, 2007).

Neste estudo utilizamos o modelo BCAo devido a possibilidade de abranger
mais areas cerebrais, consequentemente podendo causar maior dano as células

quimiossensiveis localizadas tanto na periferia quanto no sistema nervoso central.
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“Quando algo é importante o suficiente, vocé realiza, mesmo que as chances
nao estejam a seu favor.”

- Elon Musk
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2 JUSTIFICATIVA
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O Acidente Vascular Encefalico (AVE) € considerado a principal causa de
incapacidade na populagdo adulta brasileira, gerando grandes prejuizos funcionais
nos seus portadores, sendo estes, motores, cognitivos e sensoriais.

Hoje muito se sabe sobre os comprometimentos citados anteriormente, no
entanto, poucos estudos mostram o impacto do AVE no controle neural da ventilagao.
Alguns estudos que investigaram as consequéncias do AVE na qualidade do sono
tiveram a apneia como o disturbio de sono mais comum entre os pacientes (BLISSITT,
2017) (TOSUN et al., 2008). Segundo Stevens e colaboradores, a apneia do sono
pode ser classificada em obstrutiva e central, sendo prevalente em pelo menos 50%
dos pacientes com AVE (STEVENS et al., 2018).

Um estudo na literatura mostrou que na apneia obstrutiva do sono (AOS),
episodios apneicos/hipoxémicos iniciam o processo de inflamagao e ha uma cascata
de marcadores inflamatérios como IL 1, IL 6, TNF a e interferon y (IFERGANE et al.,
2016). Esses marcadores inflamatorios danificam o revestimento endotelial dos vasos
sanguineos e ha um aumento da agregacao de plaquetas que leva a mais estresse
oxidativo e dano endotelial vascular. Este estresse oxidativo repetitivo e danos
vasculares em pacientes com AOS podem causar o AVE (SHAMSUZZAMAN,;
GERSH; SOMERS, 2003). No estudo de Tosun e colaboradores, a AOS foi
diagnosticada em 73,7% dos casos de AVE (TOSUN et al., 2008). Isso pode sugerir
uma relagao de causalidade entre a AOS e o AVE. No entanto, pouco se sabe sobre
a influéncia do AVE no controle neural da ventilacdo e se uma lesao central poderia
acarretar um padréo ventilatorio alterado. E € com esta motivagao que este trabalho
foi realizado, visando encontrar respostas relacionadas as possiveis alteracdes no

controle neural da ventilagdo em ratos pos-AVE isquémico.
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“As pessoas trabalham melhor quando sabem qual é o objetivo e o porqué...”

- Elon Musk
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar um modelo animal de estudo da ventilacdo pds-isquemia cerebral

induzida pela oclusdo transitéria das carétidas comuns.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Comparar os resultados de forga, memoria e escore neuroldgico do grupo

SHAM e isquemia.

Avaliar as respostas ventilatérias a hipercapnia (aumento de CO32) e hipoOxia
(diminuicdo de O2) dos animais dos grupos SHAM e isquemia;

Avaliar a presencga de apneias, suspiros e apneias pOs-suspiro nos registros

ventilatorios.

Avaliar possivel morte celular em algumas areas envolvidas no controle neural
da ventilagao, sendo elas o Nucleo do Trato Solitario (NTS), Raphe obscurus (RO),
Raphe Magnus (RM) e Regi&o rostral ventrolateral do bulbo (RVLM).



“Detalhes importam, vale a pena esperar e fazé-los direito.”

- Steve Jobs
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1  ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, com 8-12 semanas de idade,
provenientes do Biotério Central da UFMG e mantidos no Biotério do Departamento
de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biologicas. Os ratos foram
acondicionados em gaiolas proprias para a sua alocagéo, com até cinco animais. As
gaiolas foram mantidas em estantes e a sala teve a temperatura controlada para que
se mantivesse entre 21°C e 23°C. A umidade relativa do ar foi mantida entre 40% e
70% e o ciclo claro-escuro foi de 12/12 horas. Os animais foram alimentados com
racao balanceada padrdo (Nuvilab®) e agua “ad libitum". Todos os experimentos
foram conduzidos em concordancias com os principios éticos em experimentagao
animal, apos aprovagao da CEUA-UFMG pelo numero de protocolo CEUA: 268/2020.

Os procedimentos cirurgicos foram realizados em salas exclusivas no
laboratério (NNC). Apos a eutanasia, as carcagcas foram colocadas em sacos
plasticos branco (risco biolégico) que, por sua vez, foram armazenados em freezer
(no bloco B4) disponibilizado pelo departamento para tal fim e recolhidos
semanalmente pelo servigo de limpeza do ICB, sendo encaminhados para o abrigo
externo onde ficam estocados em contéineres especificos até seu recolhimento por
uma empresa terceirizada contratada pela UFMG, que posteriormente realiza a
incineragéo e deposito das cinzas em um aterro sanitario.

Para o descarte dos dejetos e dos cadaveres foram seguidas as instrugdes
fornecidas pela Geréncia de Residuos e Biosseguranga do ICB (GERES). O
acondicionamento de residuos bioldgicos (cadaveres, maravalha, fezes e outros
residuos provenientes de animais submetidos a processos de experimentagdo) foi
realizado em saco branco leitoso, resistente e com simbologia infectante e
armazenado em local determinado pelo ICB (contéineres ou, no caso das carcagas,

freezer).

4.2 GRUPOS ISQUEMIA E SHAM

Os animais foram sorteados de maneira aleat6ria para ambos os grupos. Logo
apods, os parametros ventilatérios dos animais foram medidos, sendo expostos aos
estimulos de hipercapnia (7% CO:2 + 21% O2 + N2 balango) e hipdxia (10% O2 + 90%
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N2). Também foram realizados os testes motor, de memoéria e déficit neurolégico
antes do procedimento cirurgico.

Apos as medidas ventilatorias e os testes funcionais e comportamentais, os
animais passaram pela cirurgia, sendo que apenas o grupo isquemia teve a oclusao
bilateral das carétidas comuns (BCAo) por 30 min. Foram realizadas as medidas das
apneias (24h e 7 dias pos-cirurgia) e os testes funcionais e comportamentais (24h, 7
dias e 14 dias pds-cirurgia) nos grupos sham e isquemia, para avaliagdo das possiveis
alteragdes no controle neural da ventilagdo pés-cirurgia. Quatorze dias apds a
cirurgia, estes animais foram expostos novamente a condigbes de hipercapnia e
hipdxia. No décimo oitavo dia os animais foram eutanasiados para a realizagao da
perfusdo. Posteriormente foi realizada a histologia por meio da marcagao do estriado

e do tronco encefalico com Fluoro-Jade.

NSS, hab. GT, NSS, GT, NSS, GT, NSS,

RO (4D), MV . X Apneia, Apneia, T. Hipercapnia, Avaliagdo
e GT Cirurgia Tr. RO T. RO (24h) RO (7D) T. RO (14D) Hipéxia Perfusdo histolégica
Medidas DO D1 (24h) D2 D7 D14 D15 D18

pré-cirurgia

FIGURA 5: LINHA DO TEMPO GERAL

Linha do tempo do experimento considerando as medidas ventilatérias, comportamentais e
funcionais pré e pos-cirurgia. NSS — Escore Neurologico; hab. RO — Habituagdo do Reconhecimento
de objetos; MV — medidas ventilatdrias; GT — grip test; Tr. RO — treino do reconhecimento de objetos;
T. RO — Teste do reconhecimento de objetos.

4.3 ESCALA DE SEVERIDADE NEUROLOGICA MODIFICADA (mNSS)

Déficits neuroldgicos foram avaliados pré e pos-cirurgia (24h, 7 dias e 14 dias)
de acordo com a escala mNSS (SCHAAR; BRENNEMAN; SAVITZ, 2010). Esta
escala classifica o déficit neurologico em uma pontuacéo de 0 a 15, sendo que, quanto
maior a pontuag&o, maior é o déficit neurologico do animal (n=13). A mNSS inclui um
conjunto de testes motores (estado muscular e movimento anormal), sensoriais
(visual, tatil e proprioceptivo), de reflexo e equilibrio. Esta escala avalia 7 importantes
caracteristicas da isquemia, tais como comprometimento motor, reflexo de
endireitamento e reflexo de preensdo. O teste foi realizado por um segundo
pesquisador cego, de modo a evitar o viés de aplicagdo. Para cada déficit, o animal
recebeu 01 ponto, sendo que quanto maior o score, pior o estado do animal.
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4.4 TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Para avaliar a fungdo cognitiva dos animais foi aplicada a tarefa de
reconhecimento de objetos (ENNACEUR; DELACOUR, 1988), que consiste em expor
0s animais a uma caixa de acrilico (50 x 50 x 30 cm) com paredes e pisos pretos. Os
animais (n= 13) passaram por 10 minutos de ambientac&o a sala em que foi realizada
a tarefa. Durante trés dias seguidos, os animais foram gentilmente colocados no
centro do aparato permanecendo durante 20 minutos/dia para habituagcdo, onde
puderam explorar livremente o aparato na auséncia de objetos.

Apos, na sessao de treino, os animais foram colocados no aparato contendo dois
objetos iguais (A e A) para livre exploragao por 05 minutos. Vinte e quatro horas, 7
dias e 14 dias apods a sesséao de treino, foram realizadas sessdes de teste para avaliar
memoria de longa duragéo e persisténcia da memoria. Nas sessdes de teste, com
duracédo de 05 minutos cada, um dos objetos foi aleatoriamente substituido por um
novo objeto (B). As posi¢des dos objetos foram randomizadas (familiar ou novo), e os
mesmos eram feitos de vidro, apresentando iguais caracteristicas, como altura (ndo
superior a 10 cm), profundidade e textura. A fim de evitar interferéncias olfativas ou
preferéncias pelos objetos, a caixa e os objetos foram limpos entre as sessées com
etanol 70%. O tempo de exploracao foi contabilizado e expresso em percentual do
total de tempo de exploragdo computado em segundos (ROSSATO et al., 2007),
sendo a exploragéo definida como cheirar ou tocar o objeto com o nariz e/ou as patas
dianteiras a uma distancia de 01 a 04 cm. Sentar ou andar ao redor do objeto n&o foi
considerado como exploragédo. Um indice de discriminagéo (ID = (Tempo explorando
objeto novo - Tempo explorando objeto familiar) / Tempo total de exploragdo de
objeto) foi usado como medida de discriminagdo entre objetos familiares e novos
(RADISKE et al., 2017). ID varia entre -1 e +1. Escores de ID positivos indicam a
preferéncia dos ratos por novos objetos. Uma pontuagdo ID de zero indica
desempenho ao acaso (ou seja, sem discriminagéo). Os dados foram analisados por
meio do teste t de uma amostra com média tedrica = 0 para determinar a preferéncia
pelo objeto. Houve cegamento tanto para a realizagdo, quanto para a avaliagdo dos
experimentos. Todas as sessbOes foram filmadas para posterior analise. Esse

procedimento foi realizado entre as 13:00h e as 16:00h.
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4.5 TESTE DE FORCA MUSCULAR (GRIP TEST)

O protocolo de mensuragcédo da forga muscular foi executado conforme
previamente descrito (BONETTO; ANDERSSON; WANING, 2015). Foi utilizado um
medidor de for¢ca de preenséao (Grip Strenght Meter, BONTHER, Ribeirado Preto, SP)
préprio para pequenos roedores, que contém uma tela com grade, cuja angulagéo foi
ajustada em 45°. O animal foi aproximado da tela de forma que se segurasse na grade
somente com as patas dianteiras ou com as patas traseiras, tendo a sua cauda
segurada pelo tergo proximal e puxada horizontalmente até que se soltasse da grade.
Foram realizadas 03 medidas/teste com 1 min de intervalo, sendo a média e o maior
valor registrado pelo medidor de forga utilizados para analise. Os animais foram
submetidos aos testes no periodo da manha entre 8:20 e 11:00h. O teste foi realizado
de forma cega.

4.6 CIRURGIA DE OCLUSAO BILATERAL DAS ARTERIAS CAROTIDAS
COMUNS

O procedimento cirurgico utilizado para a indugéao da isquemia € o de oclusao
bilateral das artérias carotidas comuns (BCAo0), baseado na modificagdo do método
descrito por (SMITH et al., 1984). A anestesia foi induzida pela inalagdo de 4% de
Isoflurano (O2 de 70/30%) e mantida pela inalagdo de 2 - 3% de Isoflurano. Para
realizag&o da cirurgia, o animal foi colocado na posig&o supina na mesa cirurgica. Foi
realizada uma pequena incisdo sagital mediana na pele do pescogo e os tecidos
divulsionados até que as artérias carotidas comuns (ACC) direita e esquerda
pudessem ser visualizadas. As carotidas comuns foram ocluidas com um microclipe
(Fine Science tools No.18055-02) cada e permaneceram ocluidas por um periodo de
30 min. Enquanto a isquemia acontecia, foi realizada uma laparotomia paramediana
para inser¢ao do datalogger de temperatura (SubCue, Calgary, AB, Canada), com o
intuito de acompanhar a temperatura interna do animal com mais acuracia. A
temperatura foi posteriormente utilizada como parametro para a realizacdo dos

calculos das variaveis ventilatorias.



41

Durante o periodo da isquemia, os animais foram mantidos aquecidos e
hidratados com 1mL de salina intraperitoneal para hidrata-los. Apds os 30 minutos de
isquemia, os clipes de ocluséo foram retirados das carétidas comuns, dando inicio a
reperfusdo. Animais SHAM passaram pelo mesmo procedimento cirurgico, no
entanto, sem a efetiva oclusdo das artérias carotidas. O grupo SHAM foi suturado,
embora ndo houvesse a necessidade de promover a reperfusdo, uma vez que nao
houve o bloqueio das artérias carétidas comuns com o clipe. Apos a cirurgia, estes
animais também receberam 1mL de salina intraperitoneal para restabelecimento do
volume sanguineo e foram mantidos aquecidos em uma mesa de recuperagéo por
cerca de duas horas para a manutencdo da temperatura corporal entre 36-38°C e
receberam mais 1mL de salina e o opioide tramadol (0,5mL/Kg) via intraperitoneal.
Doze horas ap0s a cirurgia, os animais foram pesados e receberam novamente a
solugdo salina e tramadol. Também foi monitorado qualquer efeito adverso possivel.
Agua e ragdo umedecida foram disponibilizadas no fundo da gaiola para facilitar o
acesso do animal. O fundo da gaiola foi coberto com papel absorvente até que o
animal se recuperasse da cirurgia. Nos primeiros trés dias pos-cirurgia, os animais
foram pesados diariamente e receberam uma dose subcutédnea de 0,5 ml de ringer
lactato a cada 12 h. Na segunda semana pos-cirurgia, os animais continuaram sendo
pesados e aqueles que recuperaram O seu peso inicial ou ganharam peso, nao
receberam mais ringer lactato. Os ratos foram acompanhados e pesados diariamente
e aqueles que perderam mais de 10% do seu peso inicial foram eutanasiados.

4.7 MEDIDAS VENTILATORIAS
4.7.1 PLETISMOGRAFIA DE CORPO INTEIRO

As medidas de ventilagdo pulmonar foram obtidas por pletismografia de corpo
inteiro (MORTOLA; FRAPPELL, 1998). Durante a realizacdo de cada medida de
ventilacdo (Frequéncia respiratoria (FR), equivalente respiratorio (VE/VO2), Volume
corrente (VT), Consumo de Oz (VO2) e Ventilagao (VE)), o fluxo de ar foi interrompido
e a camara do animal permaneceu totalmente vedada por curtos periodos de tempo
(~2 min). As oscilagdes de pressao causadas pela respiragdo do animal (ar aquecido
e umidificado durante a respiragdo) foram captadas por um dispositivo conectado a
camara que contém o transdutor de pressao diferencial e o amplificador de sinais
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(ML141 spirometer, PowerLab, ADInstruments). O sinal é entdo enviado para o
sistema de aquisigao e analise dos dados (PowerLab, ADInstruments). A calibragao
do volume foi obtida durante cada experimento, injetando-se um volume conhecido
de ar dentro da camara do animal (1 ml) com o uso de uma seringa graduada.

Para as medidas ventilatorias pré-cirurgia e 14 dias pos-cirurgia, a camara foi
inicialmente ventilada com ar atmosférico umedecido (21% O2) por um periodo de
aclimatacdo de no minimo 30 minutos. Foram entdo realizadas as medidas da
ventilagao controle. O animal foi submetido aos estimulos de hipercapnia e hipdxia,
por 30 min. em dias consecutivos, sendo a camara ventilada com um fluxo de 1400
ml/min por uma mistura gasosa umedecida contendo 7% CO2, 21% O, equilibrada
com N2 (nitrogénio) de balango para o estimulo de hipercapnia, ou 10% O2 e N2 90%
para o estimulo de hipdxia. Apds este periodo, a ventilagcdo foi mensurada. As
variaveis volume corrente (VT, ml/kg) e frequéncia respiratéria (FR, ciclos/min) foram
quantificadas. E ventilagdo pulmonar (VE, ml/Kg/min) calculada como o produto do
VT e FR.

Como variaveis de controle, a massa corporal dos animais foi registrada para
a avaliacdo do estado de saude dos mesmos apos os procedimentos descritos. A
temperatura ambiente foi mantida em 24°C durante os protocolos experimentais.

Apoés 24 horas e 7 dias da cirurgia, os animais de ambos os grupos (sham e
isquemia) foram colocados na camara pletismografica para realizar a avaliagdo da
frequéncia de apneias, suspiros e apneias pés-suspiro dos animais em um sistema
de fluxo aberto. Neste, a configuragao do sistema é ligeiramente alterada para permitir
a manutengdo do fluxo de ar continuo através da camara e registros com duragao
maior. Neste sistema, o animal foi colocado dentro da cadmara de pletismografia
ventilada com ar atmosférico umedecido (21% O2) por um periodo de, no minimo, 50
minutos. A temperatura ambiente foi mantida em 24°C durante os protocolos
experimentais. A temperatura do animal foi registrada através do datalogger de
temperatura (SubCue, Calgary, AB, Canada). A duragédo do ciclo de cada evento
respiratério (Ttot) e a sua variabilidade durante a normdxia também foi analisada. A
anadlise de Poincaré foi utilizada para a variabilidade respiratéria e calcular a
distribuicdo dos pontos ao longo da variagdo SD1 (desvio padrdao 1) e SD2 (desvio
padrao 2) (BRENNAN; PALANISWAMI; KAMEN, 2001).
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FIGURA 6: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA MEDIDA VENTILATORIA NO ESTIMULO DE HIPERCAPNIA
Linha do tempo das medidas ventilatérias em ar ambiente e pds-estimulo de hipercapnia utilizando
o método de Pletismografia de corpo inteiro.
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FIGURA 7: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA MEDIDA VENTILATORIA NO ESTIMULO DE HIPOXIA
Linha do tempo das medidas ventilatérias em ar ambiente e pds-estimulo de hipdxia utilizando o
método de Pletismografia de corpo inteiro.
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FIGURA 8: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DAS MEDIDAS DE APNEIAS, SUSPIROS E APNEIAS POS-SUSPIRO
Linha do tempo das medidas de apneias, suspiros e apneias pds-suspiro realizadas 24h e 7 dias
pds-cirurgia.

4.8 SOLUCOES

TABELA 1: LISTA DE SOLUGOES UTILIZADAS

NOME COMPONENTES
Tampao Fosfato Salina (PBS | NaCl solucéo 0,9%: 18,0 g
-0,1M) de NaCl em 2 litros de agua

destilada
+

3,96 g de Na2HPO4.7H20
+

0,72 g de NaH2P0O4.H20

Paraformaldeido 4% 40 g de PFA em 1 litro de
PBS
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pH = 7,4 ajustado com HCI 1

M

Solugéo de uretana 28% 28 g de uretana em 100 ml
de agua destilada.

Solucgéo de sacarose 30% 30 g de sacarose em 100ml
de agua destilada.

Solugédo anti-freeze PBS (0,1 M pH 7.2)

Sacarose (30% p/v)
Etilenoglicol (30% v/v)
Polivinilpirrolidona (PVP 1%
p/v)

Fluoro-Jade 10 mg de Fluoro-Jade em
100 ml de agua destilada

+

60 mg de permanganato de
potassio em 100 ml de agua
destilada

+

1 ml de acido acético para 1
litro de agua destilada.

Obs.: Todas as solucdes foram medidas em baldes volumétricos e acertado o

menisco.

4.9 PREPARAGAO DO TECIDO CEREBRAL

Os animais foram anestesiados com uretana (0,5 ml/kg a cada 100g) e
colocados na posi¢ao supina, onde tiveram as patas superiores contidas com o auxilio
de fitas adesivas. Ap0s a verificagdo de auséncia de reflexos do animal, foi realizada
uma incisdo na cavidade abdominal abaixo do osso esterno com o intuito de expor os
orgaos presentes na cavidade toracica (pulmdes e coragédo). Com a inser¢ao de uma
agulha no apice do coragao do animal direcionada para a artéria aorta, clampeada
com uma tesoura hemostatica a fim de evitar o retorno da mesma, foi realizada a
perfusdo de PBS com fluxo de 20 ml/min. Foi realizada uma incisdo no atrio direito
para facilitar a saida do fluxo sanguineo. O PBS foi inserido no organismo do animal

por aproximadamente 5 min., até a sua saida apresentar uma cor cristalina. Logo
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apos, o PBS foi substituido pelo PFA com fluxo de 20 ml/min. com o intuito de fixar o
tecido cerebral. Este procedimento durou aproximadamente 5 minutos. O cérebro foi
retirado e colocado em uma solugdo de PFA por 24h, posteriormente sendo
substituida por uma solugdo de sacarose (30%). Os cérebros foram fatiados no
criostato em cortes coronais de 35 ym em uma temperatura de -20°C tendo como
referéncia visual o nucleo do nervo facial. As fatias foram colocadas em solugao

crioprotetora até o momento da montagem das laminas.

4.9.1 HISTOQUIMICA — FLUORO-JADE

Para verificar o insulto isquémico nas fatias cerebrais e no tronco encefalico foi
utilizado o corante Fluoro-Jade (Histo-Chem, Inc., P.O. Box 183, Jefferson, AR 72079,
EUA), um fluoréforo bastante util para marcar neurdénios em degeneragao no tecido
ex-vivo do sistema nervoso central, inicialmente descrito por (SCHMUED;
ALBERTSON; SLIKKER, 1997). O Fluoro-Jade € um derivado anibnico tribasico de
fluoresceina com um peso molecular de 445 daltons. Tem um pico de emissdo em
550 nm e picos de excitagdo em 362 e 390 nm, respectivamente. O pd seco ¢é estavel
quando armazenado no escuro em um recipiente hermético. A solugcdo estoque a
0,01% ¢é estavel por pelo menos 2 meses quando armazenada na geladeira, ao
contrario da solucdo de trabalho que deve ser utilizada no mesmo dia em que foi
preparada. As laminas foram submetidas a banhos sucessivos de etanol absoluto por
3 minutos, etanol 70% por 1 minuto, agua destilada (dH2O) por 1 minuto,
permanganato de potassio por 15 minutos em agitacéo leve, 3 lavagens com dH20
por 1 minuto, sem seguida, banho na solu¢ao de Fluoro-Jade C, que foi preparada e
utilizada no mesmo dia, com 30 minutos de agitagdo branda, 3 lavagens em dH20 por
1 minuto, secagem das l&minas no ar ambiente. As laminas foram guardadas na
geladeira e protegidas da luz. Para a analise das laminas no microscoépio foi
necessario manter o ambiente escuro, a fim de evitar a degradagdo da marcagdo com
o Fluoro-Jade. Apos analise, as laminas foram recolocadas na geladeira e protegidas

com papel aluminio.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da meédia.
Alteragbes na ventilagdo foram avaliadas por analise de varidncia (ANOVA) para
medidas repetidas (condi¢do gasosa e cirurgia como fatores, e tempo como medida
dependente), seguida pelo teste de multiplas comparagées de Bonferroni, quando
encontrada interagdo estatisticamente significativa entre os fatores. Quando
necessario, foi utilizada ANOVA de duas vias (condigdo gasosa, cirurgia). Foram
considerados significativos valores de p<0,05. O programa utilizado para as analises
estatisticas e elaboragéo dos graficos foi GraphPadPrism 8.0.2 ®.
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5 RESULTADOS
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5.1 ESCORE NEUROLOGICO

Para avaliar o escore neurolégico dos animais pos-cirurgia de ambos os
grupos (sham n = 06 e isquemia n = 07), foi utilizada a escala de severidade
neurolégica modificada (SCHAAR; BRENNEMAN; SAVITZ, 2010). A escala é
quantificada de 0-15 pontos, sendo que quanto maior o score, pior € o estado do
animal. O teste foi realizado pré-cirurgia e 24h, 7 dias e 14 dias pos-cirurgia. Ambos
0s grupos tiveram um escore semelhante na pré-cirurgia, ndo havendo diferenga
significativa entre os grupos (P>0,2790). Nas 24h pds-cirurgia, fase mais aguda,
houve um aumento do escore neurolégico do grupo sham e do grupo isquemia em
comparagao a medida de pré-cirurgia, no entanto, ndo houve diferenga significativa
entre os grupos (P>0,9693). Com 7 dias pos-cirurgia, os animais de ambos 0s grupos
tiveram uma diminuicdo do escore, comparado com o grupo de 24h, indicando uma
recuperacao espontanea, no entanto, nao significativa (P=0,9843). Com 14 dias nao
houve diferenga significativa entre os grupos (P>0,9999). Os dados foram
apresentados como média + EPM. (Figura 9).
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FIGURA 9 — ESCALA DE SEVERIDADE NEUROLOGICA MODIFICADA (NSS).
Escore neuroldgico dos animais pré-cirurgia e 24h, 7 dias e 14 dias pds-cirurgia do grupo sham
(n = 06) e isquemia (n = 07). Resultados representados como Média + EPM.
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5.2 TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Para avaliar a memoéria de longa duragdo foi aplicada a tarefa de
reconhecimento de objetos (ENNACEUR; DELACOUR, 1988). A tarefa foi realizada
pré-cirurgia e 24h, 7 dias e 14 dias pés-cirurgia. Esta tarefa avalia o percentual do
tempo total de exploragdo dos objetos A (objeto conhecido) e B (objeto novo). No
treino, os animais de ambos os grupos (sham e isquemia) foram expostos ao mesmo
objeto (A) por 5 min. Nos dias de teste (24h, 7 dias e 14 dias), os animais foram
introduzidos a um novo objeto (B), para avaliar o tempo de exploragao.

No treino (Figura 10A), n&o houve diferencga significativa entre os grupos sham
e isquemia no tempo de exploracédo (P>0,9999). No ID (Figura 10B), n&do houve
diferenca significativa na discriminag&o entre objeto familiar e novo ao longo do tempo
(24h, 7 dias e 14 dias) entre o grupo isquemia e sham. O ID varia entre -1 e +1.
Escores de ID positivos indicam a preferéncia dos ratos por novos objetos. Uma
pontuacgao DI de zero indica desempenho ao acaso (ou seja, sem discriminagéo). Os
dados foram apresentados como média + EPM. (Figura 10).
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FIGURA 10 — TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS (RO).

RO dos animais pré-cirurgia, 24h, 07 dias e 14 dias pés-cirurgia do grupo sham (n = 06) e isquemia
(n=07). (A) Tempo de exploragao (treino) — Direita e esquerda equivalem ao mesmo objeto (A A); (B)
indice de discriminagéo (teste) ao longo do tempo (24 h, 7 dias e 14 dias). Resultados representados
como Média £ EPM.
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5.3 TESTE MOTOR (GRIP TEST)

A avaliacdo de forga muscular dos animais foi realizada através do Grip Test
(BONETTO; ANDERSSON; WANING, 2015). Foram feitas 03 medidas/teste com 1
min de intervalo, sendo a média e o maior valor registrado pelo medidor de forga
utilizados para analise. Os animais sham (n=6) e isquemia (n=7) passaram pela
avaliacao das patas anteriores (02 patas) (Figura 11) e das quatro patas (forga total)
(Figura 12). Os dados foram organizados em forgca média (A), maxima (C) e forga
média (B), maxima (D) corrigida pelo peso do animal, tanto no teste de 02 patas
quanto no de 04 patas. Com relagdo ao teste de 02 patas (Figura 11), os resultados
de forca média (P=0.1623) (A) e maxima (P=0.3951) (C) nado tiveram diferenca
significativa entre os grupos sham e isquemia, e n&o foi possivel observar diferenca
significativa nos resultados de forga média (P=0.1001) (B), maxima (P=0.2612) (D)
corrigida pelo peso do animal. O teste de 04 patas (Figura 12) também teve um
comportamento similar. Nao houve diferenca significativa entre grupos (sham e
isquemia) nos testes de forca média (P=0.3200) (A) e maxima (P=0.1142) (C), e ndo
foi possivel observar diferenga significativa nos resultados de forga meédia (P=0.1060)
(B) e maxima (P=0.0878) (D) corrigida pelo peso do animal (Figura 12). Os dados
foram apresentados como média £ EPM.



e Sham v Isquemia
A 2500~
L[]
20004 . o "
o
= P g [
5 1500 o oe H
‘0 A
£ . .
g; 10004 |e| |V .
)
e
500+
0 ] I | |
Pré-cirurgia 24H 7 dias 14 dias
C 3000
2500 o
onoo .l °e _i_ _i,
© b v v
£ v
= % 7 3 L 4 |7
‘® 1500+ . v
£ . M
©
& 10004 | ¢
)
'8
500
0 T 1 1
Pré-cirurgia 24H 7 dias 14 dias

FIGURA 11 — GRIP TEST (TESTE MOTOR) DE 02 PATAS.

Teste de forga muscular dos animais pré-cirurgia, 24h, 7 dias e 14 dias pds-cirurgia do grupo sham
(n = 06) e isquemia (n = 07). (A) Forga média (g); (B) For¢ca média / peso (g/g); (C) Forga maxima (g);
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FIGURA 12 — GRIP TEST (TESTE MOTOR) DE 04 PATAS.

Teste de forga muscular dos animais pré-cirurgia, 24h, 7 dias e 14 dias pds-cirurgia do grupo sham
(n = 06) e isquemia (n = 07). (A) Forga média (g); (B) Forga média / peso (g/g); (C) Forga maxima (g);
(D) Forga maxima / peso (g/g). Resultados representados como Média + EPM.

5.4 RESPOSTAS VENTILATORIAS A HIPERCAPNIA E A HIPOXIA 14 DIAS
POS-CIRURGIA

Para avaliar a funcdo dos quimiorreceptores centrais e periféricos, foi realizada
a pletismografia de corpo inteiro dos animais, utilizando os estimulos de hipercapnia
e hipéxia (MORTOLA; FRAPPELL, 1998). As respostas ventilatorias, térmica e de
consumo de Oz a hipercapnia e hipoxia foram avaliadas. Em ambos os estimulos
foram quantificadas a Frequéncia Respiratéria (FR); Volume corrente (VT); Ventilagéo
(VE); Consumo de oxigénio (VOZ2); equivalente ventilatorio (VE/VO2); e temperatura
corporal.

No estimulo de hipercapnia (Figura 13), foi encontrado diferenga significativa
entre os grupos sham e isquemia nas variaveis de FR (P=0.0126) (A), VE (P=0.0259)
(E) e VO2 (P=0.0225) (D). Nao houve diferenga significativa entre os grupos nas
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variaveis VT (P=0.6622) (C) e VE/VO2 (P=0.9868) (B). Ndo houve diferenga
significativa na temperatura durante o estimulo de hipercapnia (P=0.3942) (F) entre
sham e isquemia.

Com relagdo a resposta ventilatéria a hipdxia (Figura 14), foi encontrada
diferenca estatistica entre os grupos sham e isquemia nas variaveis de FR (P=0.0064)
e VE (P=0.0088). Nao houve diferenca entre grupos nas variaveis VT (P=0.9286),
VE/VO2 (P=0.4393) e VO, (P=0.3360). Também n&o houve diferenca estatistica na
temperatura durante o estimulo de hipoxia (P=0.4284) (FIGURA 14). Os dados foram
apresentados como média £ EPM.
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FIGURA 13 — RESULTADO DAS RESPOSTAS VENTILATORIAS A HIPERCAPNIA.

Ventilagdo dos animais sham (n = 12) e isquemia (n = 14) sob o estimulo de hipercapnia. (A) FR
(frequéncia respiratoria); (B) VE/VO:2 (equivalente ventilatério); (C) VT (volume corrente); (D) VO2
(consumo de O2); (E) VE (ventilagao); (F) temperatura corporal. Resultados representados como Média
+ EPM. * grupo isquemia significativamente diferente na FR; ** grupo isquemia significativamente
diferente no VO2; # grupo isquemia significativamente diferente na VE.
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FIGURA 14 — RESULTADO DAS VARIAVEIS RESPIRATORIAS APOS O ESTIMULO DE HIPOXIA.

Ventilagdo dos animais sham (n = 12) e isquemia (n = 14) sob o estimulo de hipoxia. (A) FR
(frequéncia respiratoria); (B) VE/VO:2 (equivalente ventilatério); (C) VT (volume corrente); (D) VO2
(consumo de O2); (E) VE (ventilagéo); (F) temperatura corporal. Resultados representados como Média
+ EPM. * grupo isquemia significativamente diferente na FR; ** grupo isquemia significativamente
diferente na VE.
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5.5 QUANTIFICAGCAO DE APNEIAS, APNEIAS POS-SUSPIRO (APS) E
SUSPIROS

Analise das medidas ventilatorias em ar ambiente foi realizada a quantificacéao
do numero de apneias, apneias pos-suspiro e suspiros 24h e 7 dias apds a cirurgia
dos grupos (sham n=12 e isquemia n=14) (Figura 15). N&o houve diferenca
significativa entre os grupos sham e isquemia no numero de apneias (P=0.2507) (A);
numero de APS (P>0.9999) (B) e no numero de suspiros (P=0.4582) (C). Os dados

foram apresentados como média £ EPM.
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FIGURA 15 — QUANTIFICAGAO DE APNEIAS (A), APNEIAS POS-SUSPIRO (APS) (B) E SUSPIROS (C).

Quantificagao de apneias (A), APS (B) e suspiros (C) dos animais sham (n = 12) e isquemia (n =
14) 24h e 7 dias pods-cirurgia em um registro com duragéo de 50min. Resultados representados como
Média + EPM.
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5.6 DURAGCAO DAS APNEIAS E APNEIAS POS-SUSPIRO (APS)

A duracéo das apneias (A) e APS (B) 24h e 7 dias ap0s a cirurgia dos grupos
sham (n=12) e isquemia (n=14) também foi quantificada em segundos (Figura 16).
N&o houve diferenga significativa entre os grupos sham e isquemia na duragéo das
apneias (P=0.3292) (A) e das APS (P=0.0500) (B). Os dados foram apresentados
como média + EPM (Figura 16).
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FIGURA 16 — DURAGAO DAS APNEIAS E APNEIAS POS-SUSPIRO (APS).

Duragéo das apneias e APS dos animais sham (n = 12) e isquemia (n = 14) 24h e 07 dias pos-
cirurgia, durante um registro de 50min. (A) duragéo da apneia em segundos; (B) duragao da APS em
segundos. Resultados representados como Média £ EPM.
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5.7 VARIABILIDADE RESPIRATORIA (FR)

Os resultados seguintes mostram graficos de Poincaré da variabilidade
respiratoria dos animais sham e isquemia 24 h (Figura 17) e 7 dias pos-cirurgia
(Figura 18). Os graficos mostram os valores da variabilidade da duragdo do ciclo
(TTOT) em ar ambiente para animais sham e isquemia (A e B). Os parametros SD1
e SD2 foram utilizados para calcular a distribuicdo dos pontos (C e D).

A isquemia causou um aumento significativo na variabilidade respiratoria 24 h
pos-cirurgia (SD1 P=0.0354 e SD2: P=0.0187) (Figura 17) em comparagdo com o
grupo sham. Considerando uma janela temporal maior de 7 dias pos-cirurgia, também
foi possivel observar um aumento significativo na variabilidade da frequéncia
respiratoria do grupo isquemia (SD1 P=0.0176 e SD2: P=0.0187) (Figura 18) em

comparagio com o grupo sham.

Sham 24h Isquemia 24h
2.5+ 2.0
£ 207 2 154
+ +
= 1.54 =
z £ 1.0-
£ 1.0- E
6 o
£ 054 e 0.5
0 C 1 T T T 1 0 C 1 ] 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 15 2.0 25
TTOT interval (s) TTOT interval (s)
#
0.3 039
* v
v
v
_ 024 M - 0.29 2 2=
2 oo ~ L]
C . i N _vlvF_
[a] r 122 a —— A
7] —;— (7] o0
0.1 0.1 .
oo L]
0.0 T T 0.0 T T
Sham Isquemia Sham Isquemia

FIGURA 17 — VARIABILIDADE DA FREQUENCIA RESPIRATORIA 24H POS-CIRURGIA.

Graficos representativos de plotagem de Poincaré para duragéo da respiragéo (TTOT) vs. duragao
da respiragao subsequente (TTOT N+1), durante condigdes de normoxia dos grupos sham e isquemia.
Resultados representados como Média + EPM. * grupo isquemia significativamente diferente no SD1;
# grupo isquemia significativamente diferente no SD2.
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FIGURA 18 — VARIABILIDADE DA FREQUENCIA RESPIRATORIA 7 DIAS POS-CIRURGIA.

Graficos representativos de plotagem de Poincaré para duragéo da respiragéo (TTOT) vs. duragao
da respiragao subsequente (TTOT N+1), durante condi¢gdes de normoxia dos grupos sham e isquemia.
Resultados representados como Média + EPM. * grupo isquemia significativamente diferente no SD1;
# grupo isquemia significativamente diferente no SD2.

5.8 ANALISE QUALITATIVA DA MARCAGCAO DE FLUORO-JADE NO TRONCO
ENCEFALICO E ESTRIADO

Para verificar a morte neuronal em regides do tronco encefalico foi utilizado o
corante Fluoro-Jade, um fluoréforo para marcagéo de neurénios em degeneragado em
tecido ex-vivo do sistema nervoso central (SCHMUED; ALBERTSON; SLIKKER,
1997). No tronco encefalico foram avaliadas regiées que contém grupamentos de
neurénios respiratorios envolvidos na geracdo de ritmo e padrdo, bem como
quimiorrecepgéao central, sendo elas: o Nucleo do Trato Solitario (NTS) (Figura 19),
Raphe Obscurus (RO) (Figura 20), Raphe Magnus (RM) (Figura 21) e a regido rostral
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ventrolateral do bulbo (RVLM) (Figura 22), que inclui uma parte do Grupo Respiratorio
Ventral (VRG) e o RTN.

As regides citadas anteriormente n&o apresentaram a marcagédo com o Fluoro-
Jade no grupo isquemia (n=05) comparado ao grupo sham (n=05), indicando que nao
houve morte celular nestas regioes.

Foi possivel observar a marcagao com o Fluoro-Jade no estriado de 01 animal
do grupo isquemia (n=3), enquanto que grupo sham (n=03) ndo apresentou nenhuma
marcacgao, indicando que a técnica cirurgica de isquemia (BCAo) e a histoquimica

funcionaram (Figura 23).
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FIGURA 19 — MARCAGAO COM FLUORO-JADE DO TRONCO ENCEFALICO REPRESENTANDO O NTS.
Representacdo dos grupos sham (A e A1) e isquemia (B e B1). Imagens representativas de 01
animal do grupo sham (n=05) e 01 animal do grupo isquemia (n=05). Imagens com 200 um.
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FIGURA 20 — MARCAGAO COM FLUORO-JADE DO TRONCO ENCEFALICO REPRESENTANDO A RAPHE OBSCURUS.
Representagdo dos grupos sham (A e A1) e isquemia (B e B1). Imagens representativas de 01
animal do grupo sham (n=05) e 01 animal do grupo isquemia (n=05). Imagens com 200 um.
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FIGURA 21 — MARCAGAO COM FLUORO-JADE DO TRONCO ENCEFALICO REPRESENTANDO A RAPHE MAGNUS.
Representagdo dos grupos sham (A e A1) e isquemia (B e B1). Imagens representativas de 01
animal do grupo sham (n=05) e 01 animal do grupo isquemia (n=05). Imagens com 200 um.
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FIGURA 22 — MARCAGAO COM FLUORO-JADE DO TRONCO ENCEFALICO REPRESENTANDO A REGIAO ROSTRAL
VENTROLATERAL DO BULBO.
Representagéo dos grupos sham (A e A1) e isquemia (B e B1). Imagens representativas de 01

animal do grupo sham (n=05) e 01 animal do grupo isquemia (n=05). Imagens com 200 um.
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FIGURA 23 — MARCAGAO COM FLUORO-JADE DO TRONCO ENCEFALICO REPRESENTANDO A REGIAO DO
ESTRIADO.
Representagdo dos grupos sham (A e A1) e isquemia (B e B1). Imagens representativas de 01
animal do grupo sham (n=03) e 01 animal do grupo isquemia (n=03). Imagens com 200 um (Ae B) e
em 50 um (A1 e B1). Setas indicam morte celular.
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“Acreditar que os pontos vao se conectar dara a vocé a confianga necessaria
para seguir seu coragao.”

- Steve Jobs
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6 DISCUSSAO
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No presente estudo avaliamos o impacto do AVE no controle neural da
ventilagcdo por meio da pletismografia de corpo inteiro, utilizando os estimulos de
hipercapnia (7% CO2, 21% O», equilibrada com N2 de balango) e hipdxia (10% Oz e
N2 90%). Nossos dados sugerem que a cirurgia de ocluséo bilateral das carétidas
comuns (BCAo0), considerada como um modelo de isquemia global (TUO; ZOU; LEl,
2021), ndo foi eficiente para causar morte neuronal nas areas responsaveis pela
quimiorrecepgao central, sendo as areas investigadas: o Nucleo do Trato Solitario
(NTS), Raphe Obscurus (RO), Raphe Magnus (RM) e Grupo Respiratério Ventral
(VRG), no entanto, o insulto isquémico pode ter causado danos na circuitaria destes
neurénios, uma vez que os dados obtidos mostraram alteragbes em algumas
variaveis respiratorias.

As artérias carotidas comuns (CCA) s&o artérias que fornecem sangue para a
cabeca, face e pescogo. Cada CCA se bifurca em artérias carétidas interna e externa.
Apos a bifurcagdo das CCA, as artérias cardtidas internas entram no cérebro e
fornecem sangue por meio de seus ramos terminais, contribuindo para a formagao do
Poligono de Willis. A artéria cardtida interna se ramifica na artéria cerebral anterior, e
esta supre o lobo frontal medial e superiormente. O ramo cerebral médio da carétida
interna supre a porgao lateral dos lobos frontais e a metade superior dos lobos
temporais. O suprimento sanguineo das artérias cerebrais médias € tdo vasto que
chega a suprir alguns dos nucleos profundos e a porgao anterior dos lobos parietais
(NGUYEN; DUONG, 2021). Isto indica que, mesmo utilizando um modelo de isquemia
global (BCAo0), ndo esperavamos encontrar morte neuronal no tronco encefalico, mais
especificamente no bulbo, ja que o suprimento sanguineo desta regido € proveniente
da circulagdo posterior (artérias vertebrais), por meio da artéria basilar.

A marcacao de morte neuronal no cérebro dos animais mostra morte neuronal
no estriado de 01 animal, sendo que nem todos os animais apresentaram esta lesao.
Isso mostra a eficiéncia do modelo de isquemia global, apesar de alguns animais n&o
apresentarem morte neuronal nesta regido. E importante lembrar que, assim como
em humanos, cada animal possui suas particularidades fisioldgicas que podem
interferir nas sequelas apresentadas futuramente. Cirillo e colaboradores citaram que
o déficit inicial, o tamanho da lesao, a localizagdo e a natureza da lesdo (isquémica
ou hemorragica), sao elementos cruciais que regulam os processos de recuperagao

pos-AVE (CIRILLO et al., 2020). N&do observamos através do score neuroldgico
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diferenca significativa entre os grupos sham e isquemia, mostrando que a cirurgia de
isquemia causou apenas danos leves nestes animais. Outro fator que indica a
recuperagcédo dos animais € o ganho de peso. Ambos os grupos (sham e isquemia)
ganharam peso apos o procedimento cirurgico, indicando uma recuperagao
espontanea. Nos primeiros dias pos-cirurgia, ou seja, na fase aguda, € comum que
0s animais percam peso devido ao procedimento invasivo realizado na regido do
pescogo, o que pode prejudicar a degluticdo, movimentag&do da cabega e mastigagao
(FARKAS; LUITEN; BARI, 2007). No entanto, com o passar dos dias e com os devidos
cuidados pos-operatorios, 0s animais recuperam o peso inicialmente perdido e
conseguem se alimentar de forma independente novamente. Animais do grupo sham,
que passaram por todo o procedimento cirurgico sem a oclusdo das CCA, tendem a
recuperar o0 seu peso mais rapidamente, enquanto que os animais BCAo demoram
mais tempo (FARKAS et al., 2002). Ndo observamos isso no nosso trabalho, pois
ambos os grupos tiveram uma recuperacéao similar.

Outro aspecto que avaliamos foi a memoria de longa duragdo. O processo
isquémico tem grande influéncia na memoédria do animal, podendo afetar
drasticamente a sua capacidade de lembrar algumas tarefas, tais como, reconhecer
um novo objeto, por afetar regides do hipocampo. A cognigao envolve uma variedade
de fung¢des neuroldgicas importantes, incluindo memdéria e emogdes. Muitos testes
comportamentais foram desenvolvidos para avaliar a memoria em animais. Em
primatas, como humanos e macacos, o reconhecimento visual € comumente usado
para refletir a memaria (RUAN; YAO, 2020). No nosso trabalho optamos pelo teste
de reconhecimento de objetos, devido a sua ampla utilizagdo em modelos animais de
isquemia. Um trabalho de Gulinello e colaboradores mostrou que ratas com isquemia
global transitoria gastaram significativamente menos tempo de exploragdo no novo
objeto apods a lesdo em comparagao com ratas controle, indicando déficits de memoria
de trabalho visual de curto prazo apos acidente vascular cerebral (GULINELLO et al.,
2006). Da mesma forma, esses ratos isquemiados gastaram muito menos tempo de
exploracédo do objeto no novo local apos a lesdo em comparagao com os controles,
indicando déficits de memoria espacial. Neste estudo ndo encontramos diferenca
significativa entre os grupos sham e isquemia no tempo de exploragédo do novo objeto,
o que indica que os animais nao apresentaram alteragdes cognitivas apos a isquemia.

No estudo citado anteriormente, além da oclusdo transitoria das CCV, as artérias
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vertebrais foram expostas através de uma incisdo occipital-suboccipital na linha
meédia e coaguladas com cauterizagdo bipolar entre o primeiro e o segundo corpos
vertebrais cervicais. Isto pode ter aumentado a severidade da isquemia nestes
animais, consequentemente gerando mais sequelas, pois sem o aporte sanguineo
proveniente das artérias vertebrais os animais ficam sem a circulagado colateral.
Acreditamos que no nosso trabalho, os animais ndo apresentaram muitas sequelas
devido ao fluxo sanguineo compensado pela circulagédo cerebral posterior.

Para avaliar a fungcdo de forca muscular dos animais, realizamos o "Grip
Strength Test", anteriormente descrito por Bonetto, Andersson e Waning (BONETTO;
ANDERSSON; WANING, 2015). E possivel encontrar varios trabalhos na literatura
que mostraram alteragbes motoras em ratos pos AVE-isquémico (SCHAAR;
BRENNEMAN; SAVITZ, 2010) (ZVEJNIECE et al., 2012) (DING et al., 2002), no
entanto estes trabalhos optaram pelo modelo de oclusdo da artéria cerebral média,
que mimetiza o AVE isquémico clinico. Nao encontramos diferencga significativa entre
0s grupos sham e isquemia no teste de forga média e maxima, indicando que o
modelo global de isquemia utilizado (BCAo0), pode ter causado apenas uma isquemia
leve nos animais. Em roedores, o estriado dorsal pode ser subdividido em regides
dorsolateral (DLS) e dorsomedial (DMS), correspondendo em primatas ao putdmen e
nucleo caudado, respectivamente. Acredita-se que o estriado dorsal esteja
principalmente envolvido no movimento, particularmente em habilidades finas
automatizadas e micro movimentos incorporados em uma agédo (CATALDI et al.,
2022). Lesbes no estriado dorsal produzem deficiéncias motoras notaveis,
dependendo do local e método da lesao, da tarefa comportamental e do que é medido
(MINK, 1996). Como citado anteriormente, no nosso trabalho apenas 01 animal
apresentou morte neuronal no estriado, no entanto, esta morte nao foi suficiente para
gerar sequelas motoras.

Para a avaliagdo das variaveis respiratorias, utilizamos a pletismografia de
corpo inteiro, descrita por Mortola e Frappell (MORTOLA; FRAPPELL, 1998).
Segundo Greer e Funk, niveis elevados de CO: (hipercapnia) causam um aumento
na ventilagao e este fendbmeno esta 80% atribuido aos quimiorreceptores centrais. Ja
a diminuigao dos niveis de Oz (hipOxia) esta diretamente ligada aos quimiorreceptores
periféricos (GREER; FUNK, 2013). No nosso trabalho, vimos que em ambos os

estimulos (hipercapnia e hipdxia), os animais dos grupos sham e isquemia tiveram



70

um aumento na FR e na VE, sendo consistente com a literatura. No entanto, o grupo
isquemia apresentou uma resposta significativamente menor do que o grupo sham,
em ambos os estimulos (hipercapnia e hipoxia). O grupo isquemia também
apresentou uma variabilidade na FR significativamente maior em comparagao ao
grupo sham. Acreditamos que no grupo isquemia, isto pode estar relacionado a
alguma alteragdo na capacidade dos quimiorreceptores centrais responderem as
alteragdes na Pcoz, comparado aos animais sham. Entretanto, quando corrigida pelo
VO2 (VE/VO2), ndo ha diferenga nas respostas ventilatorias a hipercapnia e a hipoxia.
Como discutimos anteriormente, ndo encontramos morte neuronal nas areas
responsaveis pela quimiorrecepgéo central, sendo as areas investigadas: o Nucleo
do Trato Solitario (NTS), Raphe Obscurus (RO), Raphe Magnus (RM) e Regiao
rostral ventrolateral do bulbo, entretanto, acreditamos que a isquemia pode ter
causado alguma alteragdo na circuitaria destes neurdnios. A diasquise € definida
como a perda da funcionalidade em regides cerebrais distantes da lesédo primaria,
que é causada pela diferenciagao dessas regides, com hipoestimulagdo consecutiva
(CIRILLO et al., 2020). Além disso, uma diminuicdo substancial do metabolismo
celular, que pode ser transitoria ou persistente, neste ultimo caso causando lesées
secundarias, esta presente nessas regides. Um estudo de Cai e colaboradores,
mostrou que um AVE subcortical em humanos reduziu a densidade da substancia
cinzenta distante do core isquémico nos pedunculos cerebrais, substancia negra,
ponte, cerebelo e talamo dos pacientes (CAl et al., 2016). Ha também estudos na
literatura que correlacionam o processo inflamatorio gerado pos-AVE com alteragdes
na respiragao. Ainda, dano alveolar difuso com edema e inflamagao pulmonar foram
observados pos-AVE isquémico agudo em camundongos, associados ao aumento de
citocinas pro-inflamatoérias e a uma capacidade fagocitaria reduzida de macréfagos
pulmonares (SAMARY et al.,, 2018). Ndo realizamos a medida de citocinas pro-
inflamatdrias, mas achamos pertinente considerar esta possibilidade em trabalhos
futuros. Vimos que algumas areas de quimiorrecepgao central ndo apresentaram
morte neuronal, como mostrado pela marcagdo de Fluoro-Jade, no entanto, os
neurdnios destas regides podem ter tido alguma alteragdo no seu metabolismo devido
a isquemia global, sendo que posteriormente, o metabolismo foi recuperado pela

circulagao colateral proveniente das artérias vertebrais.
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O AVE pode levar a disturbios respiratorios do sono, como apneia do sono
central ou obstrutiva (ROCHESTER; MOHSENIN, 2002). Na quantificagao e duragao
das apneias, apneias poés-suspiro (APS) e suspiros, ndo encontramos diferenca
significativa entre os grupos sham e isquemia na quantidade e duragao das apneias,
mesmo a apneia sendo um evento comum em pacientes pos-AVE. Isto pode estar
relacionado ao fato de o bulbo n&o ter apresentado morte neuronal e ao fato de a
isquemia global ter sido leve para os animais.

Ao que sabemos, este € um dos primeiros estudos que avaliou especificamente
o impacto do AVE no controle neural da ventilacdo. Estes resultados sdo importantes,
pois além de caracterizar o modelo de AVE e controle neural da ventilagdo, abrira
novos caminhos para a investigagcdo através de outros métodos de indugdo da

isquemia.



72

“Eu NUNCA desisto. Precisaria estar morto ou completamente incapacitado.”

- Elon Musk
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7 CONCLUSAO
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No presente estudo avaliamos o impacto do AVE no controle neural da
ventilagdo por meio da pletismografia de corpo inteiro, utilizando os estimulos de
hipercapnia (7% CO2, 21% O», equilibrada com N2 de balango) e hipdxia (10% Oz e
N2 90%). Nossos dados sugerem que a cirurgia de ocluséo bilateral das cardétidas
comuns (BCAo0), considerada como um modelo de isquemia global, causou uma
atenuagdo da resposta ventilatoria dos animais nos estimulos de hipercapnia e
hipdxia, sendo que na hipercapnia os animais isquemia apresentaram diferengas
significativas na frequéncia respiratoria (FR), na ventilagdo (VE) e no consumo de O2
(VO2). No estimulo de hipoxia, eles apresentaram diferengas significativas na FR e
na VE. Este modelo de isquemia nao foi eficiente para causar morte celular nas areas
responsaveis pela quimiorrecepgéo central, sendo as areas investigadas: o Nucleo
do Trato Solitario (NTS), Raphe Obscurus (RO), Raphe Magnus (RM) e Grupo
Respiratério Ventral (VRG), no entanto, o insulto isquémico pode ter causado danos
na circuitaria destes neurdnios, uma vez que os dados obtidos mostraram alteracdes
em algumas variaveis respiratorias. Mais estudos devem ser realizados para melhor
compreensao destas alteragdes, o que proporcionara novas descobertas acerca do
impacto do AVE no controle neural da ventilagao.



“As coisas nao precisam mudar o mundo para serem importantes.”

- Steve Jobs
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