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RESUMO

Altas concentracdes das metaloproteinases de matriz-2 (MMP-2) e -9 (MMP-9) estdo
associadas a inflamacdo logo ap6s o acidente vascular cerebral (AVC) e ao prognéstico
funcional. E proposto que, durante a fase cronica, os individuos pos-AVC apresentem um
estado inflamatdrio sistémico que pode estar relacionada as comorbidades. Por outro lado, as
caracteristicas musculares desta populacdo estdo associadas a liberacdo de algumas citocinas
que podem potencializar a inflamacdo sistémica, tais como a interleucina-6 e -10. A incluséo
de exercicios aerobicos (EA) nos programas de reabilitacao destes individuos, tem sido sugerida
como uma importante estratégia para a recuperacdao. O EA melhora a mobilidade, as condicdes
cardiopulmonares, a cognicéo e controla os fatores de risco cardiovascular destes individuos.
Além disso, tem sido associado a neuroplasticidade e, portanto, a recupera¢do motora, em
decorréncia do aumento da concentracdo do Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF)
que estaria mediado pela miocina Irisina. Diante disso, nesta tese foram desenvolvidos dois
estudos, o primeiro teve como objetivo quantificar a atividade sérica da MMP-2 e da MMP-9
em individuos cronicos p6s-AVC e correlacionar essas gelatinases com varidveis de nivel de
atividade fisica, composi¢do corporal, capacidade funcional e de marcha, bem como, com
biomarcadores metabdlicos e inflamatdrios. Além disso, a atividade das gelatinases foi
caracterizada de acordo com o comprometimento motor desses individuos. O segundo estudo,
avaliou as alteracdes na atividade destas gelatinases em amostras de soro de individuos pos-
AVC cronicos, que receberam um protocolo de intervencdo por duas semanas, que consistia em
uma sessdo de EA de alta intensidade e intervalado, antes da terapia por contensdo induzida
modificada (TCIm). Também correlacionamos as gelatinases com as concentraces de BDNF
e Irisina, e com as mudangas na destreza manual e na capacidade funcional. Foi demonstrado
com esses estudos que os individuos pos-AVC crdnicos apresentam atividade aumentada da
MMP-9 quando comparados com individuos saudaveis. Foram observadas correlacdes
positivas com tempo e passos em cadéncia baixa e negativas com cadéncia média e indice de
atividade de pico. De acordo com o comprometimento motor, a atividade da MMP-2 esta
aumentada no grupo leve-moderado em relacdo ao grupo controle. Além disso, foi observado
que o protocolo de intervencdo com a inclusdo do EA, produz uma resposta aguda na MMP-9
aumentando sua atividade. Esse aumento ndo foi correlacionado com a destreza manual nem
com a capacidade funcional destes individuos, e também néo houve relacdo com o BDNF e a
Irisina. Em conclusdo, os individuos po6s-AVC crbnicos apresentam uma alteracdo na atividade
das MMP-2 e -9 indicando uma possivel inflamacdo sistémica associada as condicdes
cardiovasculares destes individuos. Além de apresentar, diante uma intervencdo aguda, um
aumento na atividade da MMP-9, indicando um possivel processo adaptativo prévio as
modificagdes dos vasos e tecido muscular frente ao EA. Para modificacdes a longo prazo nas
condigBes cardiovasculares e/ou musculares seria necessaria uma mudanga no nivel de
atividade fisica destes individuos ou a execucéo de programas de intervencgéo de longa duracéo.

Palavras-chave:

Doencas cerebrovasculares, biomarcadores, gelatinases, inflamacdo, atividade fisica,
reabilitacéo.



ABSTRACT

High concentrations of matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) and -9 (MMP-9) are associated
with inflammation shortly after stroke and functional prognosis. It is proposed that during the
chronic phase, post-stroke individuals exhibit a systemic inflammatory state that may be related
to comorbidities. On the other hand, the muscular characteristics of this population are
associated with the release of some cytokines that may enhance systemic inflammation, such
as interleukin-6 and -10. The inclusion of aerobic exercises (AE) in the rehabilitation programs
of these individuals has been suggested as an important strategy for recovery. AE improves
mobility, cardiopulmonary conditions, cognition, regulates cardiovascular risk factors in these
individuals, and has been associated with neuroplasticity, therefore motor recovery due to the
increased concentration of Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) mediated by the
myokine Irisin. In this context, two studies were developed in this thesis, the first one aimed
to quantify the serum activity of MMP-2 and MMP-9 in chronic post-stroke individuals and
correlate these gelatinases with variables of physical activity level, body composition,
functional capacity, and walking test, as well as with metabolic and inflammatory biomarkers.
In addition, the activity of these gelatinases was characterized according to the motor
impairment of these individuals. The second study, evaluated the changes in gelatinases activity
in serum samples from chronic post-stroke subjects who received an intervention protocol for
two-week, consisting of one session of high-intensity interval EA before the modified
constraint-induced movement therapy (mCIMT). We also correlated the gelatinases with BDNF
and Irisin concentrations, and with changes in manual dexterity and functional capacity. It was
demonstrated with these studies that chronic post-stroke individuals have increased MMP-9
activity when compared to healthy individuals. Positive correlations were observed with time
and steps at low cadence and negative correlations with medium cadence and peak activity
index. According to motor impairment, MMP-2 activity is increased in the mild-moderate
group compared to the control group. Furthermore, it was observed that the intervention
protocol with the inclusion of AE, produces an acute response in MMP-9 increasing its activity.
This increase was not correlated with manual dexterity nor with the functional capacity of these
individuals, and there was also no relationship with BDNF and Irisin concentration. In
conclusion, chronic post-stroke individuals present altered MMP-2 and -9 activity indicating a
possible systemic inflammation, associated with the cardiovascular conditions of these
individuals. In addition to showing, before an acute intervention, an increase in MMP-9 activity
indicates a possible adaptive process prior to the modifications of vessels and muscle tissue to
the AE. For long-term modifications in cardiovascular and/or muscular conditions, a change in
the physical activity level of these individuals or the execution of longer duration intervention
programs would be necessary.

Keywords:

Cerebrovascular diseases, biomarkers, gelatinases, inflammation, physical activity,
rehabilitation.
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1 CONTEXTUALIZACAO

1.1 INSERCAO NA LINHA DE PESQUISA DA ORIENTADORA E DO
PROGRAMA

A presente tese foi desenvolvida pela doutoranda Luisa Fernanda Garcia Salazar,
professora do programa de Fisioterapia da Universidad del Rosario (Bogota, Colémbia),
bolsista do Programa de Estudantes-Convénio de Po6s-Graduacdo (PEC-PG), agencia
financiadora: Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq); sob orientacdo
do Prof. Dr. Thiago Luiz de Russo e coorientada pela Profa. Dra. Natalia Duarte Pereira,
ambos vinculados ao Programa de P6s Graduagcdo em Fisioterapia da Universidade
Federal de Séo Carlos (UFSCar), e coordenadores do Laboratério de Pesquisa em
Fisioterapia Neuroldgica (LaFiN) e do Grupo de Funcionalidade e Inovacgédo Tecnologica
em Neuroreabilitacdo (Gfit Neuro), respectivamente.

Especificamente, esta pesquisa se insere na linha de pesquisa do LaFiN, que envolve
a investigagdo de biomarcadores moleculares e suas relagdes com o efeito das
intervencdes e o desempenho funcional em individuos com afec¢fes do sistema nervoso

central.

1.2 PARCERIAS NACIONAIS E INTERNACIONAIS

O desenvolvimento do projeto contou com a colaboracdo da Profa. Dra. Aparecida
Maria Catai e da Profa. Dra. Stela Marcia Mattiello, professoras efetivas do Departamento
de Fisioterapia da UFSCar; Dra. Isabela Arruda Verzola Aniceto, médica cardiologista
da Unidade de Saude Escola da UFSCar e da Profa. Dra. Alexandra Borstad, professora
associada do The College of St. Thomas, Duluth, Minnesota, EUA.

1.3 ORIGINALIDADE, CONTRIBUICAO DOS RESULTADOS DA PESQUISA
PARA O AVANCO CIENTIFICO E RELEVANCIA SOCIAL

Os resultados dos estudos desenvolvidos nesta tese consideram aspectos importantes
na area de reabilitacdo dos individuos pos-acidente vascular cerebral (AVC), pois inclui
a area basica e seu impacto na clinica (estudos translacionais), sendo isto de interesse
mundial, mas mesmo assim, considerado como um grande desafio da medicina
contemporanea. Especificamente, avancamos na exploracdo de biomarcadores, como as
metaloproteinases de matriz (MMPs), que permitem identificar respostas ou condic¢des

inflamatorias nos individuos pds-AVC, além de entender a relagdo destes processos com
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0 comportamento sedentario ou as caracteristicas sensorio-motoras destes individuos.
Nossos estudos estdo focados especificamente, na fase cronica a qual tem sido pouco
explorada neste assunto.

Além disso, acrescentamos a evidencia que a associacdao do exercicio aerébio (EA)
com estratégias de reabilitacdo como a Terapia por Contensao Induzida (TCI), pode gerar
também alguns beneficios sisttmicos ou locais, e ndo sé potencializar os efeitos na
recuperacdo do membro superior, como resposta ao efeito priming, como tem sido
sugerido em estudos prévios (MANG et al., 2013). Esta contribuicdo faz parte dos
resultados preliminares de um ensaio clinico randomizado, que segue a exploracao de
biomarcadores moleculares, mas neste caso, relacionados com processos de
neuroplasticidade e recuperacdo da funcdo do membro superior, ao associar 0 EA
intervalado de moderada a alta intensidade com a TCI.

Considerando a Classificacdo Internacional de Funcionalidade, Incapacidade e
Saude (CIF), nossos resultados aportam em termos da estrutura e fungGes corporais, pela
exploracdo de mecanismos moleculares relacionados as alteracGes cardiovasculares,
metabolicas e musculares nos individuos pds-AVC em fase crénica. Além disso, busca-
se 0 estabelecimento de possiveis relacGes entre estes biomarcadores moleculares e

componentes de atividade e participacdo em pessoas que tiveram AVC.

1.4 LISTA DE TRABALHOS CIENTIFICOS E ATIVIDADES DESENVOLVIDOS
DURANTE O DOUTORADO

1.4.1 Artigos publicados relacionados a tese

Garcia-Salazar, L. F., Ribeiro, J., Cunha, J. E., Mattiello, S. M., & Russo, T. (2021).

Serum activity of matrix metalloproteinase-2 and -9 is increased in chronic post-stroke

individuals: a cross-sectional exploratory study. Topics in stroke rehabilitation, 1-11.
https://doi.org/10.1080/10749357.2021.1956048 (Ver anexo).

1.4.2 Artigos submetidos relacionados a tese
Garcia-Salazar, L. F., Pereira, D. N., Silva, E.S., Ribeiro, J., Ocamoto, G. N., Zambetta,
R. M. Oliveira, S. G., Catai, A. M., Borstad, A. & Russo, T. Serum biomarkers changes

due to the association of aerobic exercise with modified Constraint-Induced Movement
Therapy in chronic post-stroke individuals: preliminary results of a randomized

controlled trial. Topics in stroke rehabilitation.
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1.4.3 Artigos publicados desenvolvidos no LaFiN
Garcia-Salazar, L. F., Ribeiro, J., Saade-Pacheco, C. R., Mattiello, S. M., Catai, A. M.,
Garcia-Aragjo, A. S., & Russo, T. L. (2021). Adiponectin Concentration and Chronic

Stroke Individuals, Associations with Body Composition, Physical Activity Levels and
Lipid Profile: A Cross-Sectional Explorative Study. Journal of stroke and cerebrovascular
diseases: the official journal of National Stroke Association, 30(10), 105993.
https://doi.org/10.1016/j.jstrokecerebrovasdis.2021.105993 (Ver anexo).

Alex Matos Ribeiro, J., Garcia-Salazar, L., Regina Saade-Pacheco, C., Shirley Moreira

Silva, E., Garcia Oliveira, S., Flavia Silveira, A., Sanches Garcia-Aradjo, A., & Luiz
Russo, T. (2021). Prognostic molecular markers for motor recovery in acute hemorrhagic
stroke: A systematic review. Clinica chimica acta; international journal of clinical
chemistry, 522, 45-60. https://doi.org/10.1016/].cca.2021.08.006 (Ver anexo).

1.4.4 Artigos submetidos desenvolvidos no LaFiN

Trevisan, C., Garcia-Salazar, L.F., Santos, G.L., Silva, E.S. M. Duarte, N.P., Alouche, S.
R., Zambetta, R. M., Marques, L., & Russo, T. Variability of interjoint coordination
between elbow and wrist during reaching in chronic hemiparetic individuals: a pilot

study. Topics in Stroke Rehabilitation

1.4.5 Artigos submetidos desenvolvidos no Gfit Neuro
Garcia-Salazar, L. F., Pacheco, M.M, Alcantara, C.C., Russo, T. L., & Pereira, N. D.

Lower Extremity Constraint-Induced Movement Therapy increase variability in the intra-

limb coordination during walking in chronic post-stroke individuals. Clinical

Biomechanics.

1.4.6 Capitulo de Livro
Russo, T.L., Silva, E. S. M., Garcia-Salazar, L. F., & Santos, G. L. Conceito priming

aplicado a Fisioterapia Neurofuncional apos Acidente Vascular Cerebral. In: Christina
Danielli Coelho de Morais Faria; Hércules Ribeiro Leite. (Org.). Programa de
Atualizagdo ~ PROFISIO  Fisioterapia ~ Neurofuncional.  led.Porto  Alegre:
Artmed/Panamericana Editora Ltda, 2020, v. 4, p. 11-38. ISBN: 978-65-87335-47-6.
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according to the sensorimotor impairment. P0687. WFNR & SOFMER 2020 -
Neurorehabilitation and Neural Repair 1-275.
https://doi.org/10.1177/1545968320988381

Garcia-Salazar L.F., Faria, L. C., Marques, D. B., llha, J., Russo, T. L., & Pereira, N. D.

Lower Extremity Constraint-Induced Movement Therapy promotes changes on gait and

use of the lower limb in the real environment — a case series. P0863 WFNR & SOFMER
2020 - Neurorehabilitation and Neural Repair 1-275.
https://doi.org/10.1177/1545968320988381

Morais, B. S., Nogueira, S. L., Russo, T. L., Santos G.L., Garcia-Salazar. L.F., and

Montagnoli, A.N. Analysis of Myoelectric Signals to Prosthesis Applications. Congresso
Metrologia XIIl SEMETRO Seminario Internacional de Metrologia Elétrica -2019.
Journal of Physics: Conference Series. 1826 (2021). https://doi.org/10.1088/1742-
6596/1826/1/012084.

1.4.8 Participacdo em projetos de pesquisa
Terapia por contensdo induzida protocolo membros inferiores em individuos pds-AVC e
com lesdo medular. Coordenador do projeto: Profa. Dra. Natalia Duarte Pereira. Grupo
de Funcionalidade e Inovacdo Tecnologica em Neuroreabilitacdo (Gfit-Neuro).
Universidade Federal de So Carlos, Brasil. Inicio 2018.

Aplicacéo da terapia e avaliacdo da marcha por cinematica (coleta e anélises de
dados).

Biomarkers related to upper limb function in people who have suffered stroke: A
systematic review. PROSPERO 2021 CRD42021274244. Coordenador do projeto: Prof.
Dr. Jose Luiz Tatagiba Lamas. Departamento de enfermagem. Universidade Estadual de
Campinas. Brasil. Inicio 2021.

Colaboragéo na orientacdo da condugdo da revisdo. Terceira revisora no

processo de incluséo e excluséo dos artigos.


https://doi.org/10.1177/1545968320988381
https://doi.org/10.1177/1545968320988381
https://doi.org/10.1088/1742-6596/1826/1/012084
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1.4.9 Participacdo em projetos de extensao
Telesalde em Fisioterapia Neurofuncional. Coordenador do projeto: Prof. Dr. Thiago
Luiz de Russo. Laboratério de Pesquisa em Fisioterapia Neurofuncional. Universidade
Federal de S&o Carlos, Brasil. Inicio: Agosto 2020. Fim: Dezembro 2020.

Atendimentos online a pacientes com alteracdes neuroldgicas. Orientacdo a

estudantes da graduacao e participacdo de seminarios estudo de casos.

1.4.10 Participagdo em congresso, encontros ou simpadsios
Garcia-Salazar L.F. Clinical experience of the LE-CIMT protocol in Spinal Cord Injury:

biomechanical changes. | International Symposium of Constraint-Induced Movement

Therapy. On-line. Janeiro 2022.

Garcia-Salazar L.F., Silva, E. S., Ribeiro, J.M., Oliveira S. G., Zambetta, R. M., Pereira,
N. D., & Russo, T. L. Relacdo entre a forga da pinca e o desempenho dos membros

superiores no dia a dia de individuos hemiparéticos cronicos: estudo exploratério piloto.

X111 Congresso Brasileiro de Doencas Cerebrovasculares. On-line. Novembro 2021.

Garcia-Salazar L.F. Concepto Priming como facilitador de los procesos de recuperacion

funcional después de un ACV. XXVII Congreso Nacional de Fisioterapia. Medellin,
Colémbia. On-line. Agosto de 2021.

Cleves-Osorio, M., Garcia-Salazar L.F., Torres-Narvaez, M, Mora-Mera, J., Caicedo-

Caicedo, L. M., Bermudez-Hernandez, P.A., Riesgo-Prendes, L. “Desarrollo motor y
condicion metabdlica en nifios con riesgo de asfixia perinatal del Hospital Méderi”. XXVI

Congreso Nacional de Fisioterapia. Barranquilla, Colémbia. Novembro 2019.

Cleves-Osorio, M., Garcia-Salazar L.F., Cucarian-Hurtado, J. D., Efectos de la terapia

dual combinando Toxina Botulinica Tipo A y Electro estimulacion Funcional en
pacientes con Paraliss Cerebral Espastica. IV Encuentro Nacional de Estudiantes de
Fisioterapia y VI Jornada de Semilleros de Investigacion en Fisioterapia. Medellin,
Colémbia. Novembro 2018.

Silva, E. S., Ocamoto, G. N., Oliveira, S. G., Ribeiro, J. A. M., Garcia-Salazar L. F., &
Russo, T. O efeito do exercicio aerobico associado a terapia por contensdo induzida
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modificada sobre o comprometimento da funcdo sensorial e destreza manual. V

Congresso Brasileiro de Fisioterapia Neurofuncional. Floriandpolis. Outubro 2018.

1.4.11 Orientac0es e co-orientacOes alunos de graduacéao

Gabrielle Croti. Correlacdo entre a capacidade de deambulagdo e a concentragdo de
metaloproteinases de matriz em individuos pos-AVC. Trabalho de graduacdo 2.
Orientador: Prof. Dr. Thiago Luiz de Russo. Departamento de Fisioterapia. Universidade
Federal de S&o Carlos. 2018.

Ana Maria Valbuena. Andlisis cineméatico del membro superior en sujetos con ACV.
Programa de Fisioterapia. Universidad del Rosario. Bogota, Colémbia. 2018. Intercambio

na Universidade Federal de Sdo Carlos. 2018

1.4.12 Participacdo em bancas de avaliacdo

Pereira, N.D; Gomez-Cequeira, L. H; Garcia-Salazar, L. F. Traducdo e validacdo do
questionario Lower Extremity Motor Function Test (LEMFT) baseada na versdo
brasileira do manual de aplicacdo. Estudante: Darlene Barbosa Marques. Trabalho de

conclusdo de curso 3 Fisioterapia - Universidade Federal de Sdo Carlos. 2021.

Pereira, N.D; Gomez-Cequeira, L. H; Garcia-Salazar, L. F Traducdo e validagdo do
questionario lower extremity motor activity log (LEMAL) baseada na versdo brasileira
do manual de aplicacdo. Estudante: Lisandra Cristine de Faria. Trabalho de concluséo de

curso 3. Fisioterapia - Universidade Federal de Sdo Carlos. 2021.

Russo, T. L.; Oliveira, S. G.; Garcia-Salazar, L. F. Analise das propriedades métricas da
plataforma de monitoramento de atividades em reabilitacdo (MARe) para tempo em
inatividade em individuos pds acidente vascular cerebral. Estudante: Vitoria Regina
Rocha Urruchia. Trabalho de conclusdo de curso 3. Fisioterapia - Universidade Federal
de Séo Carlos. 2019.

Russo, T. L.; Alcantara, C. C.; Garcia-Salazar, L. F. Relacdo entre a resisténcia passiva
ao alongamento e a forca de dorsiflexores e flexores plantares apds aplicacdo de

crioterapia em individuos hemiparéticos espasticos cronicos. Estudante: Lucilene
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Oliveira. Trabalho de conclusédo de curso 3. Fisioterapia - Universidade Federal de S&o
Carlos. 2018.

1.4.13 Aulas ministradas

Garcia-Salazar, L. F. “Ciclo da marcha normal, senil e patologica”. Aula ministrada aos

alunos do Curso de Graduacdo em Gerontologia e Medicina, na disciplina Aspectos

Funcionais do Envelhecimento. Carga horaria: 4 horas. 2021

Garcia-Salazar, L. F. “Avaliagdo Sensorial para pacientes neurologicos”. Aula ministrada

aos alunos do 11 Curso de Especializacdo em Fisioterapia Neurofuncional. Carga horaria:
2 horas. 2019.

1.5 LINK DO CURRICULO LATTES DO ALUNO E SEU ORCID

Curriculo Lattes: http://lattes.cnpa.br/5857467388927483

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9804-2089

1.6 DESCRIC}AO DA TESE PARA O PUBLICO LEIGO

Os estudos desenvolvidos nesta tese, investigaram como 0 comportamento sedentario de
pessoas que tiveram AV C (derrame), hd mais de 6 meses, esta relacionado com moléculas
que indicam a presenca de inflamacdo. Além disso, foi investigado como o exercicio
aerobio altera essas moléculas, sendo um possivel indicador dos beneficios da atividade

fisica para estas pessoas.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 AVC E ATIVIDADE FiSICA

O AVC é considerado a segunda causa de morte no mundo e a terceira causa de
incapacidade em adultos. Desde 0 ano 1990 tem sido observado um aumento consideravel
de casos, especificamente nos paises de baixa e média renda, sendo registrado no 2019,
12.2 milhges de casos de AVC no mundo (FEIGIN, 2021). Esse aumento ndo foi apenas
devido ao crescimento e envelhecimento da populacdo, mas também devido ao aumento

substancial da exposicdo a varios fatores de risco. No Brasil, tem sido observado um
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aumento de casos em adultos jovens, e 0 AVC é o responsavel por 40% das
aposentadorias precoces (CABRAL et al., 2017; LOBO et al., 2021). Na Colémbia,
segundo dados da Associacdo Colombiana de Neurologia, sdo observados
aproximadamente 45.000 casos de AVC por ano, sendo considerada a primeira causa de
incapacidade na populacédo adulta.

A recuperacdo sensorio-motora destes individuos depende de importantes processos
bioldgicos que ocorrem logo ap6s o AVC e que continuam acontecendo, mas em menor
intensidade, ao longo do tempo. Os mecanismos de reparo neural sugerem que as
mudangas comportamentais mais significativas sdo observadas na maioria das pessoas,
nas primeiras semanas a meses ap6s o AVC, isto significa, na fase aguda e subaguda do
AVC (BERNHARDT et al., 2017). A fase aguda é definida como os primeiros 7 dias apos
0 AVC e ¢ antecedida pela fase hiperaguda, ou seja, as primeiras 24 horas apos a leséo.
A fase subaguda é dividida em precoce, que considerada a primeira semana até os 3
meses, e a tardia, que vai desde os trés meses até os 6 meses apds 0 AVC. Finalmente, a
fase cronica do AVC é definida como os 6 meses posteriores a lesdio (BERNHARDT et
al., 2017).

Além das consequéncias sensorio-motoras que alteram a funcionalidade apés o AVC,
tem sido observado que estes individuos sdo sedentérios e permanecem nessa condicao
mesmo um ano apos 0 AVC (TIEGES et al., 2015). Também apresentam baixo nivel de
atividade fisica que tem sido associado a varios fatores como: a capacidade fisica,
depressao, fadiga e a qualidade de vida (THILARAJAH et al., 2018). O comportamento
sedentério é definido como qualquer comportamento de vigilia caracterizado por um
gasto de energia de 1,5 MET ou menos, podendo ser observado em atividades em posturas
sentada, reclinada ou deitada, como assistir a TV, ler, conversar, usar o celular e o
computador, dirigir, etc. (BULL et al., 2020).

Como medida para identificar este comportamento na fase cronica pds-AVC, 0s
estudos tém utilizado dispositivos como o0s acelerdmetros ou peddmetros, 0s quais
registram o tempo que a pessoa permanece sentada ou deitada, 0 nimero de passos e 0
tempo de deambulacéo ao dia, a estimativa de gasto energético, etc. (FINI et al., 2017,
THILARAJAH et al.,, 2018; TIEGES et al., 2015). Estes dispositivos tem sido
considerados validos para estas medidas (LEE et al., 2018). Os resultados mostram que
os individuos po6s-AVC permanecem 81% do tempo do dia em comportamentos
sedentarios (TIEGES et al., 2015). O gasto energético diminui ao aumentar o tempo pos-

AVC, sendo descrito na fase subaguda um gasto médio de 2205 kcal/dia e na fase crdnica



21

de 1257 kcal/dia. Entre as fases, também existe uma diferenca em relacdo a média de
namero de passos por dia. Por exemplo, na fase subaguda os individuos ddo em média
5535 passos, ja na fase cronica 4078, enquanto que nos individuos saudaveis, a média de
numero de passos é de 8338 por dia (FINI et al., 2017).

Assim como nos individuos sem histdria de AVC, o comportamento sedentario ou o
baixo nivel de atividade fisica aumenta o risco de complicacGes cardiovasculares, que
podem estar relacionadas a resposta celular endotelial prejudicada e vasodilatagcdo
diminuida, que leva a rigidez arterial e aumento do ténus arterial basal (LAVIE et al.,
2019; NOSOVA et al., 2014). Estas disfuncbes endoteliais s@o resultado da perda do
controle de producdo e destruicdo espécies reativas de oxigénio (aumento de estresse
oxidativo). Por outro lado, em nivel muscular observa-se um aumento de interleucina-6
(IL-6) e de proteina C-reativa (LAVIE et al., 2019), indicando que além da presenca de
inflamacdo sistémica, existem processos de inflamacdo local decorrentes da baixa
atividade fisica. Além disso, deve-se considerar, durante a fase cronica apoés o AVC, é
ainda observada uma inflamacdo que poderia estar relacionada a presenca de outros
fatores de risco comuns nestes individuos como a dislipidemia, diabetes mellitus ou
hipertensdo. Esses fatores de risco também se comportam como estimulos inflamatorios
que desencadeiam um conjunto de citocinas pré-inflamatorias (ALEXANDROVA,
BOCHEV, 2005).

Por este motivo, torna-se importante avancar em estudos com biomarcadores
moleculares que permitam identificar mecanismos relacionados a processos de
inflamag&o nos individuos p6s-AVC na fase crénica, como por exemplo, as MMPs. As
MMP-2 e MMP-9 circulantes tem sido associadas a rigidez arterial, hipertensdo sistolica
e com instabilidade de placas arterioscler6ticas (CHEN et al., 2018; YASMIN et al.,
2005), bem como na interferéncia da regulacdo da resposta adaptativa do masculo
esquelético ao exercicio fisico (LO PRESTI; HOPPS; CAIMI, 2017).

2.2 AS METALOPROTEINASES DE MATRIZ 2 (MMP-2) E -9 (MMP-9)

As MMPs compreendem uma grande familia de endopeptidases dependentes de zinco
as quais estdo compostas por um propeptideo pepitideo e um dominio catalitico. O
propéptideo de uma MMP tipica tem cerca de 80 aminoacidos e contém a sequéncia de
consenso PRCXXPD. O dominio catalitico contém a sequéncia HEXXHXXGXXH, que
ligam o sitio ativo zinco (GILL; PARKS, 2011). A combinagdo das possiveis estruturas
gera uma familia de MMPs, de cerca de 28 proteinas das quais pelo menos 23 séo
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expressas em tecido humano (CUI; HU; KHALIL, 2017), e podem ser divididas em:
colagenases (MMP-1,8 e 13), gelatinases (MMP-2 e 9), estromelisinas (MMP-3, 7 e 10),
matrilisinas (MMP-7 e 26), MMPs tipo-membrana (MMP-14, 15, 16, 17 e 24), entre
outras. Por exemplo, no caso das gelatinases, estas apresentam no seu dominio catalitico
trés histidinas que ndo sdo observadas nas outras proteinas (Para revisdo ver: LARONHA,;
CALDEIRA, 2020).

A funcdo das MMPs estd ligada a protedlises da matriz extracelular (MEC),
principalmente, na reposicdo fisiologica normal de proteina  sob condicGes
homeostaticas, e a destruicdo prematura ou excessiva da matriz (i.e. degradacdo da
matriz), como visto tipicamente em condi¢des inflamatdrias cronicas, como artropatias,
enfisema pulmonar e doenga vascular (GILL; PARKS, 2011). A liberagdo das citocinas
inflamatdrias ativa varias vias de sinalizacdo, que a0 mesmo tempo, vao acionar outras
proteinas as quais vao participar de todos mecanismos envolvidos na lesdo do tecido,
como seria a degradacdo da MEC por parte das MMPs, a qual vai estar regulada por
quatro glicoproteinas (i.e. TIMP-1, 2, 3 e 4) que tem como funcao a inibi¢do tecidual das
MMPs (GILL; PARKS, 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Ativacéo e funcdo das MMPs em processo inflamatorio. MEC:
matriz extracelular. Modificado de: CABRAL-PACHECO et al., 2020.
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Em relacdo as lesdes no sistema nervoso central, as MMPs também tém um papel
importante. Especificamente, a MMP-2 e -9 tém sido associadas aos Processos
inflamatorios apés o AVC (LUCIVERO et al., 2007; ROMI; HELGELAND; GILHUS,
2012), sendo induzidas pelas citocinas, ciclo-oxigenase e 0 estresse oxidativo
participando na abertura da barreira hematoencefalica (BHE) (Figura 2A) (YANG;
ROSENBERG, 2015). Um aumento da MMP-2 circulante tem sido observado dentro das
primeiras 12 horas ap6s o AVC (LUCIVERO et al., 2007), evidenciando uma
participacdo durante a hipoxia e a ruptura das proteinas da MEC na lamina basal
(CHANG; STANFILL; POURMOTABBED, 2016; YANG; ROSENBERG, 2015).
Enquanto o aumento da atividade de MMP-9 é observado depois de 48 horas do inicio da
leséo, pela acédo de radicais livres e outras enzimas, induzindo uma segunda abertura da
BHE, ainda mais severa (LUCIVERO et al., 2007; YANG; ROSENBERG, 2015). Na
fase aguda pos-AVC, o aumento precoce da MMP-2 parece estar relacionado a um melhor
prognostico funcional destes individuos, no entanto, 0 aumento tardio da MMP-9 tem
sido associado a maior volume de érea infartada ou desenvolvimento de hemorragia
intracerebral, e pior resultado funcional (LUCIVERO et al, 2007; ROMI,
HELGELAND; GILHUS, 2012).

Celula
endotelial

Astrocito

Neurdnio \k

Célula
endotelial

Figura 2. Participa¢do das MMPs apds um AVC. A. Fase aguda:
células endoteliais e leucdcitos recrutados secretam MMP-9, que
degrada a barreira hematoencefalica, a membrana basal, e a matriz
extracelular (MEC). B. Fase de remodelamento: os astrocitos e 0s
neurdnios secretam MMP-9, que contribui para o remodelamento da
MEC na unidade neurovascular. Modificado de: REMPE; HARTZ;
BAUER, 2016.
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Apesar das MMPs gerarem efeitos prejudiciais logo apés o AVC, o aumento das
gelatinases, especificamente da MMP-9, durante a fase de recuperagédo, parece ser
benéfica por participar dos processos de neoangiogénese que vao contribuir na reparagdo
neuronal, tanto na sinaptogénese como na neurogénese. A angiogénese requer degradacao
da membrana basal vascular e remodelamento da MEC (sendo essencial a participacdo
da MMP-9) para permitir que as células epiteliais migrem e invadam o tecido circundante
(Figura 2B), além de favorecer a liberacao de fatores neurotroficos determinantes para 0s
processos de neurogéneses, vasculogéneses e angiogénese (Figura 3). A participacdo da
MMP-9 no remodelamento neurovascular nas areas peri-infarto parece ser evidente entre
0s 7 e 14 dias apds o AVC, quando tem sido observado um aumento desta gelatinase
(YANG; ROSENBERG, 2015).

Protedlise da Clivagem fatores
MEC inativos

BDNF
Neurotrofina -3
Neurotrofina -4

VEGF

Participam na angiogénese,
vasculogénese e neurogénese

—

Figura 3. Esquema da fun¢do da MMP-9 na fase
de recuperagdo.

Por outro lado, a participacdo da MMP-2 e -9 nos processos de angiogénese também
tem sido associada ao efeito do exercicio fisico sobre as estruturas vasculares. Um
aumento das MMPs circulantes tem sido observada ap6s exercicios de resisténcia,
acompanhada de mudancgas na concentragdo do Fator de Crescimento Endotelial VVascular
(VEGF, do inglés: Vascular Endotelial Growth Factor) e liberagdo de células progenitoras
circulantes (LO PRESTI; HOPPS; CAIMI, 2017; ROSS et al., 2014). No entanto, o curso
de tempo dessas mudancas € diferente, sendo mais precoce o aumento das MMPs e do
fatores de crescimento angiogénicos, e de forma tardia, o aumento das células
progenitoras pode ser observado (ROSS et al., 2014).

A participacdo das gelatinases nos processos de angiogénese, decorrentes do
exercicio fisico tem sido associada a modificagdes locais do tecido muscular, mas também

em nivel sanguineo. Particularmente, o aumento da MMP-9 parece ser parte de uma
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reacao sistémica ao exercicio extenuante agudo, enquanto a expressao da MMP-2 ocorre
mais tardiamente apds o exercicio e deve estar envolvida na adaptacdo do tecido muscular
a carga (LO PRESTI; HOPPS; CAIMI, 2017).

Além disso, é importante considerar que a resposta das gelatinases parece depender
da intensidade do exercicio. Alguns autores dos estudos incluidos na revisdo de Lo Presti
e colaboradores (2017) sugeriram que exercicios realizados em bicicleta em intensidade
subméxima podem ndo ser eficazes para as mudancas nas concentra¢cbes de MMP-9 no
sangue, assim como programas de caminhada a intensidades de 60-65% da frequéncia
cardiaca de reserva. Ainda, segundo os diferentes estudos, a resposta das MMPs ao
exercicio depende também do tipo e do nivel de atividade fisica dos individuos (LO
PRESTI; HOPPS; CAIMI, 2017).

Apesar dos efeitos das MMPs no remodelamento vascular, desencadeados pelo
exercicio fisico, suportarem os beneficios do exercicio fisico em populacdes outras que
ndo o AVC, como nos individuos com insuficiéncia cardiaca cronica (GATTA et al.,
2012), até 0 momento, ndo foi estudada a atividade das MMPs nestes individuos em fase
crénica. Varios biomarcadores foram estudados na fase aguda do AVC, incluindo as
gelatinases, para compreender todos os sistemas implicados no processo inflamatorio ou
de reparo ap0s a lesao (GANDOLFI et al., 2017; RAMIRO et al., 2018). Porém, menos
atencdo tem sido direcionada ao comportamento desses biomarcadores na fase cronica e
sua possivel associacdo com a condic¢do funcional ou o nivel de atividade fisica destes
individuos, e o efeito de uma intervencdo com EA nestas proteinas. Essas informacoes
permitiriam identificar a presenca ou ndo de processos inflamatérios, os quais poderiam
influenciar na resposta a reabilitacdo, ou ainda, o controle desses processos inflamatdrios
serem considerados como o objetivo de reabilitacdo, para assim melhorar as condicdes
sistémicas desta populacdo as quais poderiam agravar as limitacdes funcionais desta

populacéo.

2.3 EXERCICIO AEROBIO E AVC

Assim como nos individuos saudaveis, a realizacdo de exercicio fisico como
estratégia de prevencdo de complicacdes cardiovasculares, tem sido recomendada em
pacientes pds-AVC (BILLINGER etal., 2014). Ademais, a inclusdo de EA nos programas
de reabilitacdo também pode favorecer a recuperacdo motora e ameniza alteracdes
cognitivas e emocionais nesta populacdo (BILLINGER et al., 2014). Neste tltimo caso,
0 beneficio do EA tem sido associado ao aumento significativo do Fator Neurotrofico
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Derivado do Cérebro (BDNF, do seu nome em inglés Brain Derived Neurotrophic
Factor), do VEGF e do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1, do seu nome
em inglés Insulin-like Growth Factor 1) (LIMAYE; CARVALHO; KRAMER, 2021),
biomarcadores associados a neuroplasticidade e aos mecanismos homestéaticos logo ap6s
0 AVC, auxiliando no equilibrio entre a excitacdo e a inibicdo dos neurdnios da area
lesada (MURPHY; CORBETT, 2009; REGEHR; CAREY; BEST, 2009). Por exemplo,
0 estudo de El-Tamawy e colaboradores (2014) demostrou uma melhora nas funcdes
cognitivas, acompanhada por um aumento nos niveis séricos de BDNF, além de ser
observada uma correlacdo positiva entre estas duas variaveis, apos 8 semanas de
treinamento em ciclo ergdmetro, em individuos p6s-AVC.

A regulagdo do BDNF ap06s o exercicio parece estar mediada por outros fatores, como
por exemplo, a libera¢do da miocina Irisina. O exercicio aumenta a sinalizacao de calcio
no muasculo esquelético e ativa posteriormente varios fatores de transcricdo, como o
coativador-1 o (PGCl-a), que participa na plasticidade muscular e supressdo das
respostas inflamatérias ligadas ao exercicio. O PGCl-o. aumenta a expressao da
Fibronectina tipo Il com a proteina 5 (FNDC5), que é clivada proteoliticamente e
secretada no sangue como Irisina (MAAK et al., 2021; PEDERSEN, 2019). Esta miocina,
participa na modulacdo do metabolismo energético através da transformagéo do tecido
adiposo branco em marrom (browning). Sua fun¢do como potencial indutor do BDNF,
surge quando é indicado que a circulacdo de FNDC5 até o figado através de vetores
adenovirais, aumenta a concentracdo de Irisina no sangue que, posteriormente, atravessa
a barreira hematoencefalica para induzir a expressio de BDNF no hipocampo
(HUBERMAN et al., 2021; MAAK et al., 2021; PEDERSEN, 2019).

Por outro lado, Hsu e colaboradores (2021) concluiram que um treinamento de EA
de alta intensidade e intervalado (cinco intervalos de 3 minutos a 80% do VO2pico, cada
intervalo separado por 3 minutos de exercicio a 40% do VOzpico) induziu a um maior
aumento do VO pico e das concentracdes séricas de BDNF em pacientes com AVC
crénico, em comparagdo com um treinamento continuo de intensidade moderada (60%
do VO2 pico), indicando que a regulacéo da concentracdo de BDNF poderia depender da
intensidade do exercicio. Neste mesmo sentido, outros estudos tém observado que sdo
necessarias intensidades altas de exercicio para aumentar a expressao de neurotrofinas
que favorecem o reparo neural, sendo o treino de alta-intensidade e intervalado mais
eficaz para induzir beneficios mais pronunciados ap6s o0 AVC (CROZIER et al., 2018;
LIMAYE; CARVALHO; KRAMER, 2021). De acordo com isso, a intensidade
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recomendada para os individuos po6s-AVC é um treinamento intervalado (4 em 4 minutos)
alternando faixas de moderada/alta intensidade (75-90% FC de reserva) com periodos de
recuperacdo em intensidades moderadas (60% da FC de reserva) (BILLINGER et al.,
2014; MEZZANI et al., 2013)

No entanto, tem sido proposto que para obter efeitos mais significativos e
duradouros sobre 0 a recuperacdo motora ou a funcionalidade destes individuos, o
exercicio aerobico deveria estar acompanhado de uma pratica motora orientada a tarefa,
consistente com a mudanca comportamental desejada (MANG et al., 2013). Neste caso,
0 EA serviria como priming do sistema nervoso central, para favorecer os processos de
neuroplasticidade que subjazem a mudanga de comportamento desejada (p.e. aquisicao e
retencdo de habilidades motoras). Esta teoria descreve que o cérebro, ao passar por algum
método prévio de ativacdo, tornar-se mais responsivo ao treinamento motor, criando uma
espécie de janela terapéutica (STOYKOV; MADHAVAN, 2015), isto estaria
relacionado, por exemplo, dentre outros mecanismos, com o aumento de BDNF apds o
EA. Haveria entdo a facilitacdo processos neuroplasticos, pela ativacdo de cascatas
moleculares de sinalizacdo, que modulam os potenciais de longo prazo e a depressao de
longo prazo, os quais sdo indispensaveis para a recuperacdo e a aprendizagem motora
(PURVES et al., 2004).

Neste sentido, Linder e colaboradores (2017) observaram que o treino orientado
a tarefa (TOT) posterior ao EA forcado e de alta intensidade em individuos pés-AVC é
uma estratégia eficaz para a aumentar a recuperacdo motora do membro superior mais
afetado (parético). O treino aerdbio (cicloergbmetro de membros inferiores reclinado; 45
minutos; frequéncia cardiaca (FC) alvo entre 60% e 80% da FC de reserva, com cadéncia
forcada similar ao teste de esfor¢o cardiorrespiratério), realizado 3 vezes por semana
durante 8 semanas, associado a 45 minutos de TOT reduziu o comprometimento sensorio-
motor do membro superior, quando comparado a 0s grupos que realizaram apenas o TOT
ou o treino aerobio de forma auto selecionada. Em um estidio posterior, Linder e
colaboradores (2019) constaram que a intensidade do EA prévio ao treino motor é um
importante parametro para potencializar processos de aprendizagem. No entanto, apesar
de ambos os estudos acrescentarem evidencia sobre o EA como priming nos individuos
pos-AVC, ainda ndo foi correlacionada a melhora na coordenagdo motora grossa e fina
do membro superior paréetico de pessoas na fase cronica do p6s-AVC, com as mudancas
nas concentracdes de biomarcadores moleculares como relacionados com 0s processos

de recuperacéo ou de aprendizado como as MMPs, o BDNF e a Irisina.
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O TOT é estruturado a partir da pratica de tarefas funcionais, ou parte delas, dentro
de um contexto ambiental que permita a correcéo (feedback) e progresséo. Dentre as
técnicas usadas, a Terapia por Contensdo Induzida (TCI) apresenta alta evidéncia
cientifica para a recuperacdo funcional do membro superior parético no p6s-AVC
(WINSTEIN et al., 2016). A TCI tem como objetivo proporcionar ao individuo maior uso
funcional do membro superior mais afetado. Esta baseada nos principios do TOT e
considera os pilares de treino intensivo, com grande nimero de repetices, a incluséo de
estratégias comportamentais, como diarios de tarefas e avaliacbes diarias, além da
contensdo do membro superior menos afetado (MORRIS; TAUB, 2001; TAUB et al.,
1993). A versdo modifica da TCI (TCIm) recomenda que o individuo realize 3 horas
diérias de exercicios tarefa especifica (shaping e tasking) e 90% do dia de contensdo do
membro durante 2 semanas (5 dias por semana). Este protocolo tem evidenciado melhora
na funcdo do membro superior durante as atividades da vida diaria, na quantidade e na
qualidade do uso do membro superior mais afetado de individuos pés-AVC (CORBETTA
et al., 2015).

Contudo, mais estudos ainda sdo necessarios para compreender se a eficacia da
TCIm na recuperacdo de membros superiores poderia ser potencializada pelo uso do EA
como um priming a técnica. Além, de estabelecer se a associacdo destas estratégias de
reabilitagdo com curta duracdo (por exemplo, duas semanas de intervencdo segundo
protocolo da TCI) seriam eficazes para os individuos p6s-AVC em fase crdnica, 0s quais
apresentam diferentes condices de plasticidade neural em comparacdo com as fases
aguda e subaguda. Além disso, compreender os possiveis mecanismos moleculares
relacionados a mudanca comportamental é necessario para sugerir possiveis combinacfes
terapéuticas, como, por exemplo, a associacdo de farmacos a reabilitacédo.

Diante desta perspectiva, essa tese investigou a atividade das MMP-2 e MMP-9 em
individuos p6s-AVC em fase crénica, e sua possivel relacdo com variaveis de atividade
fisica, composigdo corporal, capacidade funcional e com outros biomarcadores
inflamatorios como TNFa, IL-6, IL-1p, IL-10; além de medir, se o exercicio aerébio
associado & TCIm, modificaria a atividade destas gelatinases, e sua possivel relacdo com
a recuperagdo do membro superior mais afetado nestes individuos. Também indagamos
se as modificacdes de outros biomarcadores como o BDNF e Irisina poderiam acontecer,

como descrito pelo conceito priming.
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3 OBJETIVOS DA PESQUISA
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacdo da atividade sérica das metaloproteinases de matriz -2 e -9
com o nivel de atividade fisica e o efeito do exercicio aerdbico em individuos p6s-AVC

em fase cronica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar a atividade sérica das metaloproteinases de matriz -2 e -9;

e Associar a atividade das metaloproteinases de matriz -2 e -9 com:
a. O nivel de atividade fisica;
b. A capacidade funcional e testes de caminhada;
c. A composicdo corporal;
d. Biomarcadores metabdlicos e inflamatorios tais como TNFa, IL-6, IL-1,

IL-10.

e Quantificar a atividade sérica das metaloproteinases de matriz -2 e -9 segundo o
comprometimento sensério-motor.

e Auvaliar as modificacOes da atividade das metaloproteinases de matriz -2 e -9 ap6s
uma intervencdo de duas semanas de EA de alta intensidade e intervalado,
associado a TCI modificada (TCIm).

e Avaliar as modificacBes das concentracbes de BDNF e lIrisina ap6s uma
intervencgéo de duas semanas de EA de alta intensidade e intervalado, associado
TCIm.

e Associar as modificacdes da atividade das metaloproteinases de matriz -2 e -9
apos a intervencao com:

a. A concentracdo de BDNF e Irisina apds a intervencao;
b. A destreza manual ap6s a intervencao;
c. A capacidade funcional ap0s a intervencao;

e Associar as modificagcdes na concentracdo de BDNF e Irisina ap0s a intervengédo

com
a. A destreza manual apos a intervencao;

b. A capacidade funcional apos a intervencao.
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RESUMO

Introducdo: Altas concentracdes das metaloproteinases da matriz -2 (MMP-2) e -9 (MMP-9)
estdo associadas a inflamacdo logo apdés o AVC. Na fase crénica, 0 aumento de algumas
citocinas esta relacionado a presenca de comorbidades nesses individuos. Além disso, algumas
caracteristicas como 0 comprometimento sensério-motor, a atrofia e o sedentarismo
predispdem o sistema a uma resposta inflamatéria. Objetivo: Quantificar a atividade sérica da
MMP-2 e -9 em individuos pds-AVC na fase cronica, e correlaciona-la com varidveis de
atividade fisica, composicdo corporal, capacidade funcional e com biomarcadores
inflamatdrios. Além disso, a atividade das gelatinases foi caracterizada de acordo com o
comprometimento motor. Métodos: Quatorze pacientes com evento de AVC> 6 meses e sete
individuos saudaveis foram incluidos neste estudo. A avaliacdo clinica incluiu: composicdo
corporal medida pelo analisador de impedancia bioelétrica; Escala de Fugl-Meyer; teste de
caminhada de seis minutos e dez metros, e nivel de atividade fisica avaliado pelo StepWatch®
Activity Monitor. Amostras de sangue foram coletadas da veia antecubital e a atividade sérica
da MMP-2 e -9 foi analisada através da técnica zimografia, e os biomarcadores TNFa, IL-6,
IL-1B, IL-10 usando kits de ELISA. Resultados: Individuos crénicos p6s-AVC apresentaram
atividade aumentada da MMP-2 e -9 em comparacdo com individuos saudaveis. Foram
observadas correlagBes positivas com o tempo e 0 nimero de passos em baixa cadéncia. J& em
cadéncia média, estas correlacdes foram negativas, assim como no pico do indice de atividade.
De acordo com o comprometimento motor, a atividade da MMP-2 estd aumentada no grupo
leve a moderado em comparagdo com o grupo controle. Concluséo: A atividade aumentada da
MMP-2 e da MMP-9 em individuos pds-AVC, em fase crbnica, pode descrever um processo
inflamatdrio relacionado a capacidade limitada de caminhar em altas intensidades.

Palavras-chave: biomarcadores, acidente vascular cerebral, atividade fisica,
comprometimento sensorio-motor, inflamacéo crénica.
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INTRODUCAO

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases
dependentes de zinco que promovem a degradacdo e a sintese de proteinas da matriz
extracelular (MEC). Entre uma das categorias deste tipo de enzimas estdo a metaloproteinase
de matriz -2 (MMP-2) e a metaloproteinase de matriz -9 (MMP-9) (YANG; ROSENBERG,
2015). Na circulacdo sanguinea, altas concentracdes dessas gelatinases estdo associadas ao
processo inflamatério observado logo ap6s o acidente vascular cerebral (AVC) (ROMI,
HELGELAND; GILHUS, 2012; ZHONG et al., 2017). A ativacdo da MMP-2 comeca durante
a hipoxia cerebral e participa da ruptura das proteinas da MEC na lamina basal, e degrada as
proteinas da juncdo de oclusdo (tight junction proteins) (CHANG; STANFILL;
POURMOTABBED, 2016; YANG; ROSENBERG, 2015). Por outro lado, as enzimas
induziveis da MMP-9, que normalmente sdo mantidas inativas, tornam-se ativas pela acédo de
radicais livres e outras enzimas, e geram a abertura da barreira hematoencefélica (BHE). Esta
gelatinase degrada a matriz neurovascular, promovendo neuroinflamacao e edema vasogénico,
incluindo a ativacdo de varias outras citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas como a
interleucina (IL) -1 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) na fase aguda do pés-AVC
(CHANG,; STANFILL; POURMOTABBED, 2016; YANG; ROSENBERG, 2015).

Tem sido proposto, que durante a fase cronica ap6s o AVC, é ainda observada uma
inflamacdo que poderia estar relacionada a presenca de fatores de risco como dislipidemia,
diabetes mellitus ou hipertensdo. Esses fatores de risco se comportam como estimulos
inflamatorios que desencadeiam um conjunto de citocinas que, a0 mesmo tempo, favorecem a
ativacdo de radicais livres (ALEXANDROVA; BOCHEV, 2005; PEREZ FERNANDEZ;
KASKI, 2002). Dentre essas citocinas, tem sido observado que a IL-10 apresenta uma expressao
baixa em individuos crénicos p6s-AVC em comparacao com individuos sem historia de AVC,
0 que aumenta a possibilidade de desenvolver placas ateroscleréticas (ALEXANDROVA,;
BOCHEV, 2005). Além disso, tem sido observado um aumento nos niveis de TNF-a, associado
a elevacdo de leucdcitos (ALEXANDROVA; BOCHEV, 2005; BRUUNSGAARD et al.,
2000); e uma modificacdo oxidativa das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sendo
considerada como um dos mecanismos de estresse oxidativo presente na fase cronica apds o
AVC (ALEXANDROVA; BOCHEV, 2005). No entanto, ainda ha uma lacuna em relacéo ao
papel da MMP-2 e da MMP-9 circulantes na fase cronica e sua possivel relagdo com esses

biomarcadores.
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Por outro lado, as deficiéncias sensério-motoras, bem como a baixa capacidade de
suportar esforco fisico, predispdem os individuos pés-AVC crbnicos a diminuigdo da sua
funcionalidade restringindo sua atividade fisica e, portanto, levando-os a um estilo de vida
sedentario (TIEGES et al., 2015). Diferentes biomarcadores, como a IL-10 e a IL-6, tem sido
associados com a piora da atrofia muscular; e com sarcopenia, no caso da MMP-2
(DRUMMOND et al., 2013; GANDOLFI et al.,, 2017); condi¢cbes que poderiam estar
relacionadas ao comportamento sedentario, e que podem ser consideradas como fatores
influenciadores da inflamacao sistémica presente nestes individuos. Além disso, em diferentes
populacdes, tem sido relatado que a resposta adaptativa do musculo esquelético ao exercicio
regular poderia ser intercedida pela expressdo da MMP-2, considerada como um marcador de
processos homeostaticos, e pela atividade da MMP-9, como marcador de inflamacdo (LO
PRESTI; HOPPS; CAIMI, 2017).

Portanto, véarios biomarcadores foram estudados na fase aguda do AVC, para
compreender todos os sistemas implicados no processo inflamatério ou de reparo apés a lesao
(GANDOLFI et al., 2017; RAMIRO et al., 2018). Porém, menos atenc¢do tem sido direcionada
ao comportamento desses marcadores na fase cronica e sua possivel associagdo com a condi¢édo
funcional ou musculoesquelética desses individuos. Essas informagdes permitiriam identificar
a presenca ou ndo de processos inflamatdrios, os quais poderiam influenciar na resposta a
reabilitacdo. Por esse motivo, este estudo teve como objetivo quantificar a atividade sérica da
MMP-2 e da MMP-9 em individuos com hemiparesia crénica, bem como correlaciona-la com
varidveis de atividade fisica, capacidade funcional, composicdo corporal e outros
biomarcadores inflamatérios. Como segundo objetivo, este estudo descreve as atividades
séricas dessas MMPs de acordo com o grau de comprometimento motor, de individuos pés-
AVC crénicos. As hipdteses deste estudo foram as seguintes: 1) A atividade da MMP-2 e -9 é
maior em individuos pds-AVC do que em controles; e 2) maior atividade de MMP-2 e -9 esta

relacionada a menor nivel de atividade fisica e piores perfis lipidicos e inflamatorios.

METODOLOGIA

Este estudo transversal foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de S&o Carlos (Parecer n® 1.873.512), que esta de acordo
com a Declaracédo de Helsinque e a Resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Todos
os procedimentos foram explicados aos participantes antes da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. A Declaracdo STROBE foi considerada para relatar esta

pesquisa.
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Populagéo de estudo

Individuos p6s-AVC com hemiparesia cronica (tempo pos-AVC> 6 meses) foram
recrutados na comunidade local de julho de 2017 a junho de 2018. Os participantes foram
incluidos se: 1) tivessem uma tomografia computadorizada ou ressonancia magnética que
confirmasse o diagndstico de AVC; 2) idade entre 40 e 80 anos; 3) auséncia de déficits
cognitivos segundo o Mini-Exame do Estado Mental (BRUCKI et al., 2003; FOLSTEIN;
FOLSTEIN; MCHUGH, 1975); e 4) que foram classificados como deambuladores
independentes segundo a Classificagdo Funcional de Ambulacdo (HOLDEN et al., 1984;
KOLLEN; KWAKKEL; LINDEMAN, 2006). Os criterios de exclusdo foram os seguintes:
doencga cronica ndo controlada, como por exemplo, hipertensdo, doenca cardiovascular e/ou
metabolica, arritmia; cirurgia cardiaca ou infarto do miocardio prévio, uso de betabloqueadores,
fumantes ativos ou passivos, consumidores regulares de bebidas alcoodlicas, participar em
programa regular de atividade fisica, exercicios fisicos e/ou qualquer outro tipo de intervencédo
nos Gltimos 3 meses.

Ao mesmo tempo, individuos saudaveis foram recrutados na comunidade local com os
mesmos critérios de exclusdo dos individuos pds-AVC, e participaram de todas as avaliagcdes

deste estudo.

Coleta e armazenamento de sangue

Os participantes foram convidados a comparecer a um laboratorio de andlises clinicas
para exames de sangue. As coletas de sangue foram realizadas sempre no periodo da manha
entre as 7 e 10 horas da manha. O sangue foi coletado da veia antecubital do brago menos
afetado, com sistema de vacuo utilizando tubo estéril S-Monovette® de 4ml com gel de éster
poliacrilico. Para a obtencdo do soro, as amostras permaneceram por 30 minutos em
temperatura ambiente para permitir a coagulacdo. Posteriormente, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos na centrifuga Inbras® modelo ALB 50 CS e o soro
armazenado a -20°C.

Anélises enzimatica das MMPs

As concentragfes séricas das MMPs foram analisadas utilizando a técnica de
zimografia, que é considerada como a técnica predominante para este tipo de analise, por ser
um método simples, sensivel, quantitativo e funcional para as atividades proteoliticas (KUPAI
etal., 2010; LUCIVERO et al., 2007). O seguinte protocolo foi adaptado de Pinheiro-Dardis &
Russo (2017). As amostras foram colocadas em géis com uma concentragdo de 8% de Tris-
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Glycine, BisAcrilamida, SDS e 100mg/ml de gelatina. A eletroforese durou duas horas,
comecgando com 80v durante 15 minutos e 0 tempo restante a 100v. ApGs o0 processo de
separacdo de proteinas, foram realizadas duas lavagens de 15 minutos cada, com 2,5% de
solucdo de Triton® X-100. Em seguida, os geéis foram incubados em um tampao de substrato
(50 mM Tris-HCI, pH 8,5, 5 mM CaCl2 e 0,02% NaN3) por 20 horas a uma temperatura de
37°.

Apos a incubacdo, a coloracdo foi realizada com Coomassie Brilliant Blue R-250
(0,25%), isopropanol e acido acético por 30 minutos e a descoloracdo com 10% de metanol e
acido acético por 2 horas (WALIA; SAMUELS, 2018). Finalmente, a MMP-9 e a MMP-2
foram identificadas de acordo com o peso molecular de 92 kDa e 72 kDa, respectivamente.
Posteriormente, as imagens dos géis foram adquiridas com o gerador de imagens ChemiDoc™
MP usando um tempo de exposicdo de 30 segundos, seguindo o protocolo de “coloragdo
Coomassie Blue” do programa BioRad's Image LabTM versdo 5.1. O volume das faixas com
subtracdo de fundo foi usado para a quantificacdo da densidade. O tamanho da area ao redor da
faixa a ser considerada para quantificacdo foi estabelecido de acordo com a faixa maior
observada nos géis, e este mesmo tamanho foi usado para medir todas as amostras. Cada

atividade das gelatinases foi conduzida em triplicata e a média foi usada para a analise.

Biomarcadores inflamatorios

Um kit de Imunoensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimatica altamente sensivel (ELISA) foi
usado para quantificar a concentracéo sérica dos biomarcadores inflamatorios: TNFa, IL-6, IL-
1B, IL-10 (Invitrogen, Camarillo, CA, EUA). Todas as etapas foram concluidas de acordo com
as instrugdes de cada kit ELISA. Cada reacdo foi conduzida em duplicata e a média foi usada
para a analise.

As analises do soro (zimografia e ELISA) foram feitas por um pesquisador independente

e cego dos dados clinicos dos individuos incluidos no estudo.

Avaliacdo clinica

Os participantes foram convidados a comparecer ao laboratério em dois momentos
distintos. Inicialmente, foi realizada uma avaliacdo, que incluiu coleta de dados pessoais e dos
dados clinicos do AVC (tempo pds-AVC e lado da lesdo), classificacdo da deficiéncia motora
usando a Escala de Avaliagdo Motora Fugl-Meyer (FMA) (Leve-moderado: > 85 pontos;
Marcante-severo: < 85 pontos) (GLADSTONE; DANELLS; BLACK, 2002; MAKI et al.,
2006), e aplicacao dos testes de caminhada funcional e posicionamento do monitor de atividade.
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Nove dias depois, os participantes retornaram ao laboratorio para remover o monitor de

atividades e avaliar a composigao corporal.

Capacidade funcional e testes de caminhada

A capacidade funcional e a velocidade da caminhada foram medidas pelo teste de
caminhada de seis minutos (TC6m) e pelo teste de caminhada de dez metros (TC10M) entre as
14 e 18 horas. O TC6m foi realizado de acordo com os procedimentos e recomendacdes da
American Thoracic Society (BROOKS; SOLWAY, 2003). Os individuos foram instruidos a
caminhar o0 méaximo que pudessem durante 6 minutos a uma velocidade de caminhada rapida,
ao longo de um corredor interno de 30 metros e a distancia percorrida em metros foi registrada
para a analise. O TC10M foi realizado trés vezes em uma velocidade de caminhada rapida e
confortavel, ao longo de um corredor interno de 14 metros (2 metros de aceleracdo, 10 metros
de distancia cronometrada e 2 metros de desaceleracdo) (NASCIMENTO et al., 2012;
SALBACH et al., 2001). O tempo médio das trés tentativas foi considerado para anélise. Um
unico fisioterapeuta com experiéncia em testes funcionais realizou tanto TC6m quanto o
TC10M.

Avaliacdo da atividade fisica
O nivel de atividade fisica foi medido pelo Monitor de Atividades StepWatch® (SAM,
Modus Health, Washington, D.C., EUA (MACKO et al., 2002; MUDGE; STOTT; WALT,

2007). O SAM foi calibrado e colocado no tornozelo do lado menos comprometido dos

participantes. Os participantes foram instruidos a usar o SAM por 9 dias, retirando-o0 para
dormir, nadar e tomar banho. Os participantes receberam uma folha de instrugdes com
informac@es detalhadas sobre os cuidados e 0 uso do SAM. Para as analises, foram considerados
7 dias, excluindo o primeiro e o Gltimo dia de uso. As varidveis analisadas do dispositivo foram:
1) média de passos/dia; 2) porcentagem de tempo em inatividade (0O passos/min); 3)
porcentagem de tempo em atividade em cadéncias baixa (1-15 passos/min), media (16-40
passos/min) e Alta (> 40 passos/min); 4) porcentagem de passos em cadéncias baixa, média e
alta; 4) Pico do indice de atividade (passos/min): taxa média de passos por 30 minutos ndo

consecutivos em alta cadéncia ao longo de 1 dia (taxa de caminhada).

Composicédo corporal

A composicdo do corpo foi medida por um analisador de impedéncia bioelétrica

(InBody® 720, InBody Co., Ltd., Seul, Coréia), que tem excelente concordancia com a
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absorciometria de raios-x de dupla energia (LING et al., 2011). O protocolo de medig&o foi
realizado de acordo com as diretrizes do fabricante e, para a anélise, foram consideradas como
varidveis: massa magra, massa de gordura corporal, massa livre de gordura, massa muscular

esquelética.

Andlise estatistica

A normalidade e homogeneidade da distribuicdo dos dados foram verificadas usando o
teste Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. O teste Mann-Whitney U foi usado para as
variaveis continuas (dados clinicos, demograficos, composicao corporal, capacidade funcional,
atividade fisica, expresses de TFNa, I1L-6, IL-10, IL-1p, colesterol, HDL, LDL e triglicérides),
o0 teste Qui-quadrado para o0 género, e o Teste t independente para os dados distribuidos com
normalidade (MMP-2 e -9), a fim de determinar se havia uma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos pés-AVC e controle. Por outro lado, utilizamos o teste ANOVA
unidirecional com po6s-teste Tukey para investigar as diferencas estatisticas entre os grupos pos-
AVC (leve-moderada e marcante-severo) e o grupo de controle para a idade, e para atividade
do MMP-2 e -9.

O coeficiente de correlacdo Spearman foi usado para avaliar se existem associacfes
bivariadas entre biomarcadores, composic¢do corporal, nivel de atividade fisica e lipidios no
grupo pds-AVC. A magnitude da correlacdo foi baseada na classificacdo de Munro (baixa [0,26
a 0,49], moderada [0,50 a 0,69], alta [0,70 a 0,89] e muito alta [0,90 a 1,00]) (MUNRO, 2001).
Utilizamos o bootstrap viés-corregido e acelerado (BCa) com 10.000 réplicas para estimar um
intervalo de confianca de 95% (Clgs). A estimativa Clgs, zero excluida, foi considerada
estatisticamente significativa no nivel de 5% (FIELD, 2018). Todas as analises foram bicaudais
e realizadas com um nivel de significancia alfa de 5%. Todos os testes estatisticos foram
realizados utilizando o software SPSS versdo 26.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

O tamanho da amostra foi calculado utilizando a atividade da MMP-9 e da MMP-2 dos
cinco primeiros individuos de cada grupo. Para estes individuos, a média da atividade da MMP-
2 foi de 1.694.148 (+355.261,72) e 530.251 (x173.230,89) para o grupo AVC e o controle,
respectivamente. Para a atividade da MMP-9, a média do grupo AVC foi de 1.176.984
(£256.671,27) e do grupo controle 388.647 (+109.015,74). O tamanho total da amostra
calculado foi de 8 individuos (quatro individuos para cada grupo), o que proporcionou um poder
de 0,95 e um nivel alfa de 0,05.

Posteriormente no final do experimento, o poder do teste para a atividade da MMP-2 e

da MMP-9, para o grupo pés-AVC (n=14) vs. grupo controle (n=7) foi verificada pos-hoc com
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um teste t independente. Para a MMP-2, o poder (1-B) foi 0,72 com nivel alfa = 0,05 e tamanho
do efeito = 1,24. Para a MMP-9, o 1-8 foi de 0,99 com nivel alfa = 0,05 e tamanho do efeito =
2,77. Os célculos do tamanho da amostra e do poder do teste foram realizados com o software
G*Power 3.1.9.2 (Universidade de Kiel, Alemanha).

RESULTADOS
Caracteristicas da populacgao de estudo

Para este estudo, foi incluida uma amostragem de conveniéncia de 14 individuos pds-
AVC em fase crénica e um grupo controle de 7 individuos com idade e indice de massa corporal
(IMC) semelhantes aos individuos p6s-AVC. As principais caracteristicas dos pacientes e dos
controles estdo resumidas na Tabela 1. Como esperado, ambos os grupos diferiram no teste de
caminhada, mostrando que o grupo p6s-AVC tinha capacidade de funcional reduzida. Além
disso, estes individuos tinham baixa concentracdo de IL-6 e alta expressdo de triglicerideos em
compara¢do com o grupo controle (para ter um contexto adicional destes resultados, ver

Material Suplementar ao final do artigo, Figura S1).

Tabela 1. Principais caracteristicas dos pacientes e do grupo controle
P6s-AVC Controle

(n=14) (n=1) P
Dados clinicos e demograficos
Sexo (F/M) 6/8 4/3 0,537
Idade (anos) 63 (7) 53 (15) 0,057
Tipo de AVC 13/1 NA NA
(isquémico/hemorragico)
Lado da lesdo (esquerda/direita) 10/4 NA
Tempo p6s-AVC (meses) 24 (33) NA NA
EFM 82,5 (66,25) NA NA
IMC (kg/m?) 28,40 (6,90) 28,80 (2,50) 0,606
Massa de gordura corporal (kg) 27,60 28,70 (10,50) 0,968
(15,25)
Massa magra (kg) 44,55 43,30 (13,80) 0,606
(10,50)
Massa livre de gordura (kg) 47 (11,20) 46 (14,30) 0,606
Massa muscular esquelética 25,80 (7,15) 25,30 (8,80) 0,476
(kg)
Capacidade funcional
TC10Mc (m/s) 0,95 (0,62) 1,3 (0,40) 0,005
TC10Mr (m/s) 1,14 (0,82) 2,07 (0,54) 0,001
TC6m (m) 330 (274,20) 564 (135,05) 0,001

Atividade fisica
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Passos por dia (numero) 3806 (1751) 5242 (2689) 0,086

Tempo de inatividade (%) 74 (11,58) 70,05 (6,51) 0,296

Tempo em baixa cadéncia (%) 75,39 72,08 (6,98) 0,296
(14,33)

Tempo em média cadéncia (%) 23,16 (9,76) 26,05 (3,95) 0,136

Tempo em alta cadéncia (%) 0,42 (4,87) 1,77 (2,94) 0,156

Passos em baixa cadéncia (%) 43,84 38,94 (5,30) 0,233
(26,54)

Passos em média cadéncia (%) 44,28 52,46 (6,75) 0,233
(16,19)

Passos em alta cadéncia (%) 1,72 (17,47) 7,02 (6,67) 0,296

Pico de indice de atividade 29,60 35,60 (6,90) 0,073

(passos/min) (17,10)

Dados bioquimicos e laboratoriais

TNFa (pg/mL) 2,6 (0,9) 2,87 (0,75) 0,205

IL-6 (pg/mL) 0,29 (0,1) 0,39 (0,09) 0,009

IL-10 (pg/mL) 0,78 (0,09) 0,84 (0,11) 0,278

IL-1B (pg/mL) 0,97 (0,1) 0,94 (0,03) 0,332

Colesterol (mg/dL) 180 (42) 176 (97) 0,881

HDL (mg/dL) 47 (14) 52 (97) 0,067

LDL (mg/dL) 100 (27) 110 (83) 0,765

Triglicérides (mg/dL) 125 (54) 77 (18) 0,005

F: feminino. M: masculino. EFM: Escala Fugl-Meyer. TC10Mc: teste de caminhada de 10
metros a velocidade confortavel. TC10Mf: teste de caminhada de 10 metros a velocidade
rapida. TC6m: Teste de caminhada de 6 minutos. TNFa: fator de necrose tumoral alfa. IL-6:
Interleucina 6. IL-1B: Interleucina 1-Beta. IL-10: Interleucina 10. HDL: Lipoproteinas de
alta densidade. LDL.: Lipoproteinas de baixa densidade. Valor do P da comparagdo de grupos
utilizando o teste Mann-Whitney. Dados expressos como nimero de contagem para género,
tipo de AVC e lado lesado. Dados expressos como mediana e intervalo interquartil para o
resto das variaveis. Inativo (0 passos/min), baixa cadéncia (1-15 passos/min), media cadéncia
(16-40 passos/min) e alta cadéncia (> 40 passos/min).

Diferenca na atividade das MMPs entre o grupo p6s-AVC crénicos e o grupo controle
Como mostrado na Figura 1, foram observadas duas bandas principais representativas

da atividade da MMP-9 (95 kDa) e da MMP-2 (72 kDa). Os individuos p6s-AVC mostraram

um aumento significativo nas atividades da MMP-2 (p = 0,029) e da MMP-9 (p < 0,001) em

comparacdo com o grupo de controle (Figura 1).
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Figura 4. Atividade da MMP-9 e da MMP-2 em individuos p6s-AVC crénico (n
=14) e grupo controle (n = 7). A. Imagem representativa de zimografia de gelatina
da atividade sérica da MMP-9 e da MMP-2. Padrdo de peso molecular: Thermo
ScientificTM PageRulerTM Plus Protein Ladder (Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, US). Pocos 1 e 3, individuos p6s-AVC com deficiéncia motora
marcante-severa, Pogos 4-6, individuos pds-AVC com deficiéncia motora leve a
moderada. Pocgos 2, 7-8, dados ndo incluidos na analise. Pogos 9-15, individuos
ndo afetados por acidente vascular cerebral. Observe a maior atividade das MMPs
no gel do grupo pds-AVC. Alguns complexos de MMP-9 sdo detectados na banda
de 130 kDa. B. Comparagdo da atividade total da MMP-9 e da MMP-2. Dados
mostrados em mediana. Cada atividade de gelatinase foi conduzida em triplicata e
a média foi usada para andlise. * valor de p <0,05 da comparagdo dos grupos
usando o Teste t independente.

Relacdo entre as gelatinases e os biomarcadores inflamatdrios em individuos p6s-ACV
crénicos

Né&o foram observadas correlacdes estatisticamente significativas entre as MMP-2 e -9,
e 0s outros biomarcadores inflamatdrios (Tabela 2).
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Tabela 2. CorrelagBes de Spearman das MMPs com
biomarcadores inflamatérios em individuos cronicos pés-
AVC (n=14).

TNFa IL-6 IL-1p IL-10

MMP-9  -0262 -0,139 -0,455 -0,103

MMP-2  -0,187  -0,508 0,356 -0,042
Nota: N&do houve relacdo estatisticamente significativa entre as
variaveis analisadas (p > 0,05). MMP-2: Metaloproteinase da
matriz -2. MMP-9: Metaloproteinase da matriz -9. TNFa: fator
de necrose tumoral alfa. IL-6: Interleucina 6. IL-1B: Interleucina
1Beta. IL-10: Interleucina 10.

Relacdo dos biomarcadores com a composicdo corporal e os lipideos em individuos pos-
ACV cronicos

As MMPs nao foram significativamente correlacionadas com quaisquer variaveis de
composicao corporal e lipideos (p > 0,05). Da mesma forma, ndo foram observadas relacdes do
TNFa e da IL-10 com estas variaveis (p > 0,05). No entanto, o nivel de IL-6 foi inversamente
relacionado com a massa de gordura corporal (rs = -0,615; p = 0,025), e o biomarcador pro-
inflamatdrio 1L-1B, apresentou uma correlacdo positiva estatisticamente significativa com a
LDL (rs =0,543; p = 0,045) (Tabela 3) (ver Material Suplementar ao final do artigo, Figura S2).

Tabela 3. Correlagdes de Spearman dos biomarcadores com a composicao corporal e os lipideos
em individuos crdénicos pds-AVC (n=14).

Massa Massa
de Massa Massa muscular .
livre de ... Colesterol HDL LDL Triglicérides
gordura magra ordura esquelética
corporal 9

MMP-9  -0,324 -0,523  -0,527 -0,493 0,059 0,172 -0,064 -0,187
MMP-2 0,060 -0,006  -0,027 -0,092 0,143 -0,163 0,235 0,174

TNFa -0,220  -0,003  -0,011 0,078 0,099 -0,020 -0,042 -0,002

IL-6 -0,615° -0,135  -0,146 -0,175 -0,011 -0,207 -0,135 0,305
IL-10 -0,278 0,218 0,198 0,228 0,051 -0,281 0,125 0,048
IL-1B 0,201 0,423 0,415 0,353 0,381 -0,001 0,543* 0,062

MMP-2: Metaloproteinase da matriz -2. MMP-9: Metaloproteinase da matriz -9. TNFa: fator de necrose tumoral
alfa. IL-6: Interleucina 6. IL-1B: Interleucina 1Beta. IL-10: Interleucina 10. HDL: Lipoproteinas de alta
densidade. LDL: Lipoproteinas de baixa densidade. *p < 0,05.

Relacdo dos biomarcadores com o nivel de atividade fisica e os testes de capacidade
funcional em individuos pds-AVC cronicos

A atividade da MMP-9 teve uma correlacdo positiva com o tempo e 0 nimero de em
baixa cadéncia (rs = 0,723; p = 0,003; rs = 0,785; p = 0,001, respectivamente). Foi observada
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uma relacdo negativa com o tempo e os passos em média cadéncia (rs = -0,714; p = 0,004; rs =
-0,701; p = 0,005, respectivamente), e com o pico de indice de atividade (rs = -0,691; p = 0,006)
(Tabela 4) (ver Material Suplementar ao final do artigo, Figura S3). Por outro lado, a MMP-2
ndo apresentou relacdo com nenhuma variavel (p > 0,05). No entanto, a IL-10 teve uma
correlagéo positiva significativa com o tempo em inatividade (rs = 0,625; p = 0,017) e negativa
com o numero de passos (rs = -0,618; p = 0,018) (Tabela 4) (ver Material Suplementar ao final
do artigo, Figura S4). Nenhuma outra relagéo estatisticamente significativa foi observada (p >
0,05).



Tabela 4. Correlagdes de Spearman das MMPs com testes funcionais e nivel de atividade fisica em individuos cronicos pds-AVC (n=14).

NGmero  Tempo de Tempo Tempo Tempo Passos Passosem  Passos Pico do
1 emp em baixa em média emalta embaixa média emalta indicede TC6m TC10Mc TC10Mr
de passos inatividade o A N a s N )
cadéncia cadéncia cadéncia cadéncia cadéncia cadéncia atividade
MMP-9 -0,371 0,138 0,723" -0,714" -0,236 0,785" -0,701" -0,249 -0,691° -0,455 -0,467 -0,518
MMP-2 -0,046 0,033 0,068 -0,218 0,457 0,064 -0,371 0,444 0,044 0,029 -0,063 0,014
TNFa 0,218 -0,213 -0,112 0,341 -0,126 -0,244 0,292 -0,099 0,004 -0,020 0,102 0,042
IL-6 -0,305 0,263 0,062 0,088 -0,222 -0,035 0,117 -0,177 -0,218 -0,163 -0,053 -0,203
IL-10 -0,618" 0,625" -0,015 -0,004 0,102 0,055 -0,220 0,144 -0,252 -0,018 -0,044 -0,089
IL-1p 0,376 -0,191 -0,484 0,416 0,214 -0,473 0,334 0,219 0,471 0,409 0,376 0,432

MMP-2: Metaloproteinase da matriz -2. MMP-9: Metaloproteinase da matriz -9. TNFa: fator de necrose tumoral alfa. IL-6: Interleucina 6, IL-1B: Interleucina 1Beta. IL-
10: Interleucina 10, TC10Mc: teste de caminhada de 10 metros a velocidade confortavel. TC10Mf: teste de caminhada de 10 metros a velocidade rapida. TC6m: Teste de
caminhada de 6 minutos. Inativo (0 passos/min), baixa cadéncia (1-15 passos/min), média cadéncia (16-40 passos/min) e alta cadéncia (> 40 passos/min). *p < 0,05.
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Diferenca entre os individuos pés-AVC cronicos, considerando o comprometimento
motor e o grupo de controle

De acordo com a EFM, os individuos p6s-AVC foram classificados em dois grupos
(n=7/grupo): comprometimento motor leve-moderado e marcante-severo a com uma mediana
de 97 (IQR 4) e 31 (IQR 52), respectivamente. Cada grupo tinha 3 mulheres e 4 homens; idade
média de 61,85 (£9) e 63 (£9,5) anos, e uma mediana de tempo pds-AVC de 24 (IQR 33) e 60
(IQR 163) meses para 0 grupo leve-moderado e marcante-severo, respectivamente. As
diferencas entre os grupo pés-AVC no tempo pds-AVC (p = 0,084) e idade (incluindo também
0 grupo de controlo) (p = 0,145) ndo foram estatisticamente significativas (p >0,05).

Considerando esta classificacdo, a atividade da MMP-9 estava aumentada tanto no
grupo leve-moderado (p = 0,001) como no grupo marcante-severo (n = 7/grupo) (p < 0,001) em
comparagdo com o grupo de controle, mas sem diferenca entre eles (p = 0,890). A atividade da
MMP-2 estava aumentada no grupo de leve-moderado em comparagdo com o grupo de controle
(p = 0,018) (Figura 2). Nenhuma outra diferenca foi observada para esta gelatinase (p > 0,05).
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Figura 5. Comparacdo da atividade total da MMP-9 e da MMP-2 entre
individuos pds-AVC crbnicos classificados de acordo com o
comprometimento motor e grupo controle (n = 7 / grupo). Dados mostrados
em mediana. Cada atividade de gelatinase foi conduzida em triplicata e a média
foi usada para andlise. t valor p <0,05 da comparagdo do grupo controle com
0s grupos pés-AVC leve-moderado e marcante-severo usando ANOVA de
uma via com teste post hoc de Tukey. * Valor de p <0,05 da comparagéo do
grupo de controle com o grupo p6s-AVC leve a moderado usando ANOVA de
uma via com o teste post hoc de Tukey.



45

DISCUSSAO

Embora a participacdo da MMP-2 e -9 nos processos inflamatdrios e a associagdo com
0 prognostico funcional apds o AVC sejam bem conhecidas (LI et al., 2013; LUCIVERO et al.,
2007; ZHONG et al., 2017), até onde sabemos, este é o primeiro estudo exploratorio que
caracterizou essas gelatinases na fase cronica em individuos p6s-AVC. De acordo com nossos
resultados, esta populagéo apresenta atividade aumentada da MMP-2 e -9 quando comparada a
um grupo controle.

Pode-se especular que esse aumento da atividade em estagios crénicos pode ser
decorrente de mecanismos inflamatorios devido a ativacao de vias especificas para gelatinases,
ligadas a condigOes cardiovasculares. A MMP-2 e MMP-9 circulante tem sido associada a
rigidez arterial, hipertensdo sistélica (YASMIN et al., 2005) e com instabilidade da placa
arteriosclerotica (CHEN et al., 2018); condi¢cbes que sdo considerados preditores de doencas
cardiovasculares, e inclusive, de AVC recorrentes (ZHANG et al., 2021; ZHOU; KOU, 2019).

Deste modo, é possivel que 0 aumento da atividade das MMPs observada neste estudo,
esteja relacionado a condigdes cardiovasculares semelhantes. No entanto, embora nossos
critérios de exclusdo controlassem as alteracGes cardiovasculares que poderiam gerar esse
aumento na atividade das gelatinases, e considerando que o AVC é uma doenca neuroldgica
cuja fisiopatologia se sobrepde a funcdo cardiovascular, uma explicacdo plausivel é que
algumas condigBes arteriais, como a rigidez arterial, permanecem em estadios crénicos e
aumenta a atividade das MMPs. Um estudo prévio, observou que individuos pés-AVC
apresentavam velocidade sustentada elevada da onda de pulso carotideo-femoral, medida
padrdo da rigidez arterial, apos exercicio aerdbio, e 0s autores sugeriram que isso se deve a um
desequilibrio autondémico apresentado nesta populacdo (NOGUCHI et al., 2021). Estudos
futuros com amostras maiores poderiam ser desenhados, considerando outros fatores além dos
funcionais e moleculares, como espessura da artéria carotida, formas de onda da artéria radial,
funcdo cardiaca e influéncia autondmica, para um maior entendimento da relagdo das condi¢des
cardiovasculares com a atividade das MMPs nestes individuos.

Neste estudo, observamos que a maior atividade da MMP-9 foi positivamente
correlacionada com a caminhada na vida cotidiana em baixa cadéncia e negativamente
correlacionada com média cadéncia e o pico de indice de atividade. Considerando que a
populacdo investigada neste estudo estd de acordo com a literatura (NASCIMENTO et al.,
2015), mostrando baixa cadéncia de caminhada e capacidade limitada de deambulacdo avaliada
pelos testes TC10Mc, TC10Mr e TC6m, pode-se hipotetizar que a limitacdo de caminhar a

intensidades maiores e longas distancias, pode estar relacionada ao perfil inflamatorio
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observado pela atividade da MMP-9. Nesta linha, um estudo anterior mostrou que o gasto
energético da caminhada estava positivamente associado a baixa cadéncia em individuos
crénicos p6s-AVC (RIBEIRO et al., 2019). Juntando os dois resultados, pode-se especular que
a caminhada em baixa cadéncia ndo ¢é apenas um indicador da aptiddo cardiorrespiratoria de
individuos p6s-AVC cronico, mas também de alguns processos inflamatorios paralelos a essa
condicdo. Isto reforca a necessidade de encontrar estratégias multicomponentes para melhorar
0s parametros da caminhada e, portanto, ajudar a prevenir condi¢cdes deletérias nos diversos
sistemas corporais.

Investigagdes anteriores revelaram que o exercicio modula a atividade da MMP-2 e da
MMP-9 na circulacdo sanguinea em diferentes populacfes, mas também que sua resposta
depende do tipo de exercicio, intensidade e até mesmo do nivel de atividade fisica do individuo
(LO PRESTI; HOPPS; CAIMI, 2017). No entanto, nesse estudo observaram que, apesar das
diferengas nas metodologias de cada um dos estudos, diminuicdo da atividade da MMP-9 é
observada ap0s 0 exercicio aerdbio regular. Assim, para individuos p6s-AVC cronicos, esta
resposta inflamatoria mediada por gelatinases poderia ser regulada por uma mudancga em seu
nivel de atividade fisica ou talvez até promover um aumento na cadéncia durante a caminhada
(ou seja, para cadéncia média de acordo com nossos resultados). Em contrapartida,
considerando que ndo foram observadas correlacdes para a atividade da MMP-2, é possivel que
aregulacdo dessa gelatinase aconteca de outra forma ou que sua alta atividade esteja relacionada
a outros mecanismos. Esses resultados contrastantes estdo de acordo com a literatura anterior,
gue mostrou uma tendéncia mais clara para reduzir a MMP-9 como uma consequéncia do
exercicio em comparagdo com MMP-2 (LO PRESTI; HOPPS; CAIMI, 2017). Considerando
que a populacdo investigada neste estudo é constituida por individuos sedentarios, estudos
futuros devem avaliar a atividade das MMPs em individuos p6s-AVC crénicos com diferentes
niveis de atividade fisica para verificar nossa hipotese.

Em nossa anélise por grupos de acordo com a alteragdo motora, nao foram observadas
diferencas entre os grupos nem para MMP-9 nem para MMP-2. No entanto, 0 grupo com
comprometimento motor leve a moderado apresentou maior atividade de MMP-2 em
comparagdo ao grupo controle. Embora os grupos leve-moderado e marcante-severo tenham
apresentado uma quantidade semelhante de passos por dia, o grupo leve-moderado caminhou
em uma intensidade maior do que o marcante-severo (ver Material Suplementar ao final do
artigo, Tabela S1). Foi descrito que as MMP-2 e -9 circulantes sdo pensadas para modular a
ativacdo de fatores de crescimento, citocinas e angiogénese em resposta a carga muscular (LO
PRESTI; HOPPS; CAIMI, 2017; URSO et al., 2009). Portanto, é possivel que, para o grupo de



47

comprometimento leve a moderado, o aumento da atividade de MMP-2 esteja relacionado a
caracteristicas musculares crénicas, incluindo fraqueza muscular esquelética (ALAMEDDINE,
2012; LI et al., 2013) e pequenos ciclos de remodelamento muscular de acordo com o estresse
fisico durante as atividades diarias.

Em resumo, parece que nos individuos pds-AVC cronico, cada resposta da atividade das
gelatinases ocorre de maneira diferente dependendo da intensidade da caminhada, sugerindo
que intensidades mais altas podem estar inversamente associadas com a MMP-9, mas a direcédo
da relacdo com MMP -2 pode ser dependente da intensidade da dose. Esta resposta especifica
de cada gelatinase pode ser devido a sua participacdo em processos diferenciados (ou seja,
metabolico ou inflamatdrio) ap6s a atividade fisica, conforme relatado em estudos anteriores
(LO PRESTI; HOPPS; CAIMI, 2017). Como suporte adicional das hipdteses aqui apresentadas,
sobre a relacdo entre 0 aumento da atividade das MMPs, o nivel de atividade fisica e a presenca
de um processo inflamatorio, ndo foram observadas correlacfes relevantes para o grupo de
controle em todas as variaveis do estudo (ver Material Suplementar ao final do artigo, Tabelas
S2-S4).

Em relacdo as associacdes de atividade das MMPs e outros biomarcadores, e
composic¢do corporal ou perfis lipidicos, nenhuma correlacao significativa foi observada. No
entanto, maior concentracdo da IL-10 foi associada a variaveis de durag¢do da caminhada, com
menos passos em baixa cadéncia e maior tempo de inatividade. Se considerarmos o
sedentarismo em individuos cronicos p6s-AVC, a IL-10 poderia estar regulando alguns
processos inflamatérios pela via TWEAK/Fn-14, que tém sido relacionada a inflamacdo e
fibrose em doencas cardiovasculares (MENDEZ-BARBERO et al., 2020). Por outro lado,
correlagdes moderadas foram encontradas entre 1L-6 e massa de gordura corporal e entre 1L-13
e LDL. Embora este estudo tenha controlado a inclusdo de pessoas com distirbios metabdlicos,
os individuos p6s-AVC cronicos apresentaram niveis mais elevados de triglicerideos em
comparagao aos controles; e a IL-6 e a IL-1p tém sido relacionadas & sindrome metabdlico,
resisténcia a insulina e dislipidemia (PETERSEN; PEDERSEN, 2005; SADASHIV et al.,
2015).

Como limitagdo deste estudo, podemos apontar que o numero de individuos incluidos
neste estudo talvez ndo tenha sido suficiente para observar algumas relacoes entre a MMP-2 e
as demais variaveis que poderiam facilitar sua interpretagdo. Porém, foi demonstrado que a
atividade dessa gelatinase parece estar relacionada ao comprometimento motor, sendo este um
potencial alvo de estudo para pesquisas futuras. De acordo com as caracteristicas demogréaficas

dos nossos grupos, eles poderiam apresentar potencial diferenca de idade (Tabela 1; p = 0,057)
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sendo o grupo com AVC mais velho. Apos o AVC ainda na fase aguda, as concentragdes de
MMP-2 e -9 tem sido influenciadas pela idade (KREISEL et al., 2016), além disso, sua
atividade tem sido relacionada a mudancas estruturais na vasculatura em decorréncia do
envelhecimento (KNOX, 2018); no entanto, apds verificado em andlises posteriores, esse
pardmetro ndo interferiu em nossos resultados. Por outro lado, dentro do estudo, excluimos
individuos com comorbidades que pudessem distorcer nossos resultados ou que pudessem atuar
como variaveis de confusdo, porém € importante destacar que a maioria da populagéo p6s-AVC
crénico apresentam essas caracteristicas clinicas, portanto, nossa os resultados devem ser
interpretados com cautela. Para confirmar algumas das hip6teses geradas neste estudo, estudos
futuros podem considerar: 1) varidveis diretamente relacionadas as alteragBes arteriais; 2)
inibidores das MMPs (por exemplo, o TIMP); 3) a, a fim de fortalecer nossos resultados, e
considerar variaveis que tém uma relacédo direta com as MMPs, como idade, massa muscular,
comorbidades, deficiéncia motora, intensidade da caminhada (DE SOUSA NETO et al., 2018;
LIU etal., 2010).

No entanto, este estudo mostra um ponto importante para a préatica clinica. Atualmente,
atencdo consideravel é dada aos biomarcadores que podem ser usados como um prognastico de
recuperacdo apds o AVC nos estagios agudos e até mesmo a resposta de algumas MMPs aos
processos de reabilitacdo (MA et al., 2016; ZHONG et al., 2017). Neste estudo, mostramos que
individuos pds-AVC cronicos podem apresentar processo inflamatério relacionado ao aumento
da atividade das gelatinases em resposta as caracteristicas cardiovasculares e musculares que
podem depender do nivel de atividade fisica ou intensidade durante a caminhada. Assim, em
cenarios de reabilitacdo clinica, é possivel considerar que as terapias que visam aumentar a
cadéncia da caminhada em ambientes da vida real podem controlar a atividade da MMP-9 e,
portanto, reduzir o risco de outras alteracdes cardiovasculares, como um AVC recorrente. O
treinamento resistido tem sido sugerido como um método para controlar o remodelamento
vascular associada a idade, através da regulacdo da atividade das MMPs (KNOX, 2018),
portanto, esse tipo de exercicio pode ser considerado nessa populacdo em abordagens
terapéuticas. Porém, aparentemente, a escolha da carga e intensidade de treinamento é uma
guestdo importante para modular a atividade dessas gelatinases. Estudos futuros sdo necessarios
sobre os mecanismos fisiologicos ou o efeito do exercicio sobre esses marcadores em
individuos p6s-AVC cronicos.

CONCLUSAO
Individuos p6s-AVC em fase cronica apresentam maior atividade da MMP-2 e da MMP-9 do

que controles saudaveis. A atividade das MMPs ndo foi correlacionada com outros
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biomarcadores inflamatérios e com um perfil lipidico, no entanto, pard@metros de caminhada da
vida cotidiana de cadéncia média foram associados com menor atividade da MMP-9, sugerindo
um possivel mecanismo regulador de uma resposta inflamatdria que pode estar relacionada a

condicdes cardiovasculares ou caracteristicas musculares.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem a Audrey Borghi-Silva (PhD) por compartilhar sua infraestrutura

laboratorial, o que possibilitou incluir variaveis importantes neste estudo.

FINANCIAMIENTO

Este estudo foi financiado pelos Orgdos de Financiamento do Governo Brasileiro: Coordenagio
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES sob o Cddigo de Bolsa 001;
Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo - FAPESP com sob 0 processo
2017/13655-6; Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq sob
0 processo 442972 / 2014-8; Programa Convénio Alunos de Po6s-Graduacdo - PEC-PG, do
CNPq sob o processo 190413 / 2017-4.



MATERIAL SUPLEMENTAR

FIGURAS

A B
*
3,00 * 800 —
2,50
50
= 600
3 2,00+ * B
2 ' 3
T 150 E 400+
.§ 5‘3
= 1,004 ]
- 200
0,50
0,00 T , 0
TC10Me TC10Mr TC6m
C D .
0,6+ * 200+
= 150
5 0,44 ‘g.
£ £ 100
= - -
3
= 0,24 £
E 50
0,0 0

1 Grupo Controle [ Grupo pos-AVC

Figura S1. Diferenca estatisticamente significativa nos dados entre
0s pacientes pds-AVC crénico (n = 14) e o grupo controle (n = 7)
para as caracteristicas principais. A. Diferencas para o Teste de
Caminhada de Dez Metros realizado em uma velocidade de
caminhada confortavel e em uma velocidade de caminhada rapida.
B. Diferenca para o Teste de Caminhada de Seis Minutos realizado
em uma velocidade de caminhada réapida. C. Diferenca para a IL-6.
D. Diferenga para triglicérides. TC10Mc: Teste de caminhada de dez
metros em uma velocidade de caminhada confortavel. TC10Mr:
Teste de caminhada de dez metros em uma velocidade de caminhada
rapida. TC6m: caminhada de seis minutos. IL-6: Interleucina 6.
Dados apresentados em média e desvio padrdo. * Valor de p <0,05
da comparacdo dos grupos pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura S2. Resultado estatisticamente significativo na relacdo de alguns biomarcadores
inflamatorios com varidveis de composigdo corporal e LDL em individuos p6s-AVC
crénicos. IL-6: Interleucina 6. IL-1B: Interleucina 1 Beta. LDL: Lipoproteina de baixa
densidade. BCa: Viés corrigido. C195: intervalo de confianca de 95%. rs: coeficiente de
correlagdo de posto de Spearman.
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Figura S3. Resultado estatisticamente significativo na relagdo da MMP-9 com as variveis do nivel de
atividade fisica em individuos p6s-AVC cronicos. Baixa cadéncia (1-15 passos / min), media cadéncia
(16-40 passos / min) e alta cadéncia (> 40 passos / min). BCa: Viés corrigido; CI95: intervalo de
confianca de 95%. rs: coeficiente de correlagdo de posto de Spearman.
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Figura S4. Achado estatisticamente significativo na relacdo de um biomarcador
inflamatdrio com variaveis do nivel de atividade fisica em individuos cronicos pés-AVC.
IL-10: Interleucina 10. BCa: Viés corrigido. CI95: intervalo de confianca de 95%. rs:
coeficiente de correlacéo de posto de Spearman.
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TABELAS

Tabela S1. Nivel de atividade fisica de individuos pds-AVC cronicos de acordo com comprometimento

sensério-motor e controles

Grupo leve- Grupo Controle p
moderado marcante- (n=7)
(n=7) severo (n=7)
Passos por dia (nimero) 3808 (3833) 3536 (1865) 5242 (2682) 0,175
Tempo de inativade (%) 76,87 (16,95) 70,92 (10,95) 70,05 (6,51) 0,561
Tempo em baixa cadéncia (%) 74,13 (7,02) 80,50 (12,78) 72,08 (6,98) 0,068
Tempo em média cadéncia (%) 23,79 (3,98) 19,44 (12,71) 26,05 (3,95) 0,143
Tempo em alta cadéncia (%) 3,81 (5,38) 0,040 (0,11)*t 1,77 (2,94) 0,003
Passos em baixa cadéncia (%) 40,65 (18,39) 55,44 (25,04) 38,94 (5,30) 0,111
Passos em média cadéncia (%) 48,60 (12,72) 44,28 (26,12) 52,46 (6,75) 0,490
Passos em alta cadéncia (%) 15,77 (17,46) 0,23 (0,48) *t 7,02 (6,67) 0,006
Pico do indice de atividade 38,50 (16,70) 24,90 (9,10)* 35,60 (6,90) 0,018

(passos/min)
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Dados expressos em mediana e intervalo interquartil, valor de p: diferencas entre os grupos usando o teste de
Kuskall-Wallis, *valor de p <0,01 da comparacéo do grupo marcante-severo com o grupo controle usando o teste
de Mann-Whitney, 1 valor de p <0,01 da comparagdo do grupo marcante-severo com o grupo leve-moderado usando
o0 teste de Mann-Whitney, Inativo (0O passos / min), baixa cadéncia (1-15 passos / min), média cadéncia (16-40
passos / min) e alta cadéncia ( > 40 passos / min),



Tabela S2. Correlagbes de Spearman das MMPs com
biomarcadores inflamatorios no grupo controle (n = 7).

TNFa IL-6 IL-1B IL-10

. 0607 0613 0071  0.109
MMP-9 0.148 0144 0879  0.816
. 0464 0468 -0214 0218
MMP-2 ) 0204 0289 0645 0.638

Nota: Ndo houve relacdo estatisticamente significativa entre as
variaveis analisadas (p > 0,05). MMP-2: Metaloproteinase de
matriz -2. MMP-9: Metaloproteinase de matriz -9. TNFa.: fator
de necrose tumoral alfa. IL-6: Interleucina 6. IL-1B: Interleucina
1Beta. IL-10: Interleucina 10.
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Tabela S3. CorrelacGes de Spearman de biomarcadores com composi¢do corporal e lipidios no grupo controle (n = 7).

Massa de Massa Massa Massa
gordura maara livre de muscular Colesterol HDL LDL  Triglicérides

corporal g gordura  esquelética
MMP-9 s -0.429 0.607 0.607 0.607 -0.571 -0.739 -0.571 0.071
p 0.337 0.148 0.148 0.148 0.180 0.058 0.180 0.879
MMP-2 s -0.286 0.321 0.321 0.321 -0.714 -0.450 -0.714 -0.357
0.535 0.482 0.482 0.482 0.071 0.310 0.071 0.432
TNFa " -0.750 0.786 0.786 0.786 0.036 -0.919 0.036 0.429
p 0.052 0.036 0.036 0.036 0.939 0.003 0.939 0.337
IL-6 r's -0.721 0.523 0.523 0.523 0.000 -0.736  0.000 0.342
p 0.068 0.229 0.229 0.229 1.000 0.059 1.000 0.452
10 5 -0.218 -0.273 -0.273 -0.273 -0.145 -0.339 -0.145 0.273
0.638 0.554 0.554 0.554 0.756 0.456  0.756 0.554
IL-1 r's 0.429 0.357 0.357 0.357 -0.143 0.072 -0.143 0.179
b 0.337 0.432 0.432 0.432 0.760 0.878 0.760 0.702

Os valores de p significativos estdo em negrito. MMP-2: Metaloproteinase de matriz -2. MMP-9: Metaloproteinase de matriz -9.
TNFa: fator de necrose tumoral alfa. IL-6: Interleucina 6. IL-1B: Interleucina 1Beta. IL-10: Interleucina 10. HDL: Lipoproteinas
de alta densidade. LDL: Lipoproteinas de baixa densidade.
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Tabela S4. CorrelagBes de Spearman das MMPs com testes funcionais e nivel de atividade fisica no grupo controle (n = 7).

. Tempo Tempo Passos  Passos .
NUmero Tempo de em em Tempo em em Passos  Pico do
de emp ) - em alta . L emalta indicede TC6m TC10Mc TC10Mr
inatividade baixa meédia N baixa meédia N h
passos A ~ . cadéncia A ~ . cadéncia atividade
cadéncia cadéncia cadéncia cadéncia

MMP- rs -0.536 0.571 0.214 -0.107  -0.071 0.321 -0.679 0.179 -0.393 0321 0.3321 0.426
9 p 0.215 0.180 0.645 0.819 0.879 0.482 0.094 0.702 0.383 0.482 0.482 0.337

MMP- s -0.464 0.643 0.000 0.179 0.143 0.107 -0.321 0.250 -0.321  0.107 -0.036 0.289
2 p 0.294 0.119 1.000 0.702 0.760 0.819 0.482 0.589 0.482 0.819 0.939 0.535

rs -0.429 0.143 0.179 -0.429  -0.036 0.214 -0.786 0.393 -0.286 0,536  0.679 0.643

TNFo p 0.337 0.760 0.702 0.337 0.939 0.645 0.036 0.383 0.535 0.215 0.094 0.119
L6 -0.414 0.487 0.054 -0.234  -0.054 0.090 -0.450 0.396 -0.306 0.685  0.396 0.270
p 0.355 0.268 0.908 0.613 0.908 0.848 0.310 0.379 0.504 0.090 0.379 0.558

.10 ™ 0.309 -0.346 -0.073 0.018 0.018 0.127 0.018 -0.091 -0.018 0.673  0.273 0.673
p 0.500 0.448 0.877 0.969 0.969 0.786 0.969 0.846 0.969 0.098 0.554 0.098

IL-1p rs -0.393 0.071 0.571 -0.429  -0.500 0.464 -0.321  -0.429 -0.321 -0.289 0.214 -0.179

p 0.383 0.879 0.180 0.337 0.253 0.294 0.482 0.337 0482 0535 0.645 0.702

Os valores de p significativos estdo em negrito. MMP-2: Metaloproteinase de matriz -2. MMP-9: Metaloproteinase de matriz -9. TNFa: fator de necrose
tumoral alfa. IL-6: Interleucina 6, IL-1B: Interleucina 1Beta. IL-10: Interleucina 10, TC10Mc: teste de caminhada de 10 metros a velocidade confortavel.
TC10Mf: teste de caminhada de 10 metros a velocidade rapida. TC6m: Teste de caminhada de 6 minutos. Inativo (0 passos/min), baixa cadéncia (1-15
passos/min), média cadéncia (16-40 passos/min) e alta cadéncia (> 40 passos/min).
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4.2 DIRECIONAMENTO PARA PROXIMO ESTUDO

O resultado deste primeiro estudo, que foi chamado de exploratdrio, permitiu identificar
que nos individuos p6s-AVC em fase cronica apresentam uma atividade aumentada das MMPs
em comparacdo com individuos saudaveis. Foram observadas correlacdes positivas com o
tempo e numero de passos em cadéncia baixa, e negativas com as estas mesmas variaveis em
cadéncia média, e com o indice de atividade de pico. De acordo com o comprometimento motor,
a atividade da MMP-2 esta aumentada no grupo leve-moderado em relacéo ao grupo controle.

Nossos resultados sugerem que a forma como os individuos pos-AVC distribuem os
passos ao longo do dia, € um determinante para o controle da MMP-9, portanto, em cenérios de
reabilitacdo clinica, a caracterizagdo e o acompanhamento desta condi¢do deve ser considerada
(p.e. comparar quantidade de passos por minuto durante o dia — cadéncia, e ndo s6 considerar a
a velocidade ou numero total de passos por dia), pois pode ser considerado como um indicador
de risco de outras alteracGes cardiovasculares, como um AVC recorrente. Além disso,
aparentemente, a escolha da carga e a intensidade de treinamento é uma questdo importante
para modular a atividade dessas gelatinases, no entanto, estudos futuros seriam necessarios para
compreender os mecanismos fisioldgicos relacionados a esta possivel regulacdo, ou o efeito do
exercicio sobre esses marcadores em individuos cronicos p6s-AVC.

Por este motivo, surgiu a necessidade de conhecer como o EA poderia modificar a
atividade das MMPs nesta populacdo, considerando que atualmente, a inclusdo do EA nos
programas de reabilitacdo tem sido postulada como uma estratégia essencial para favorecer a
recuperacdo desta populacdo. Portanto, aproveitamos a realizacdo de um ensaio clinico, que
tem como objetivo avaliar o efeito da associagdo do EA com a TCIm sobre as concentragdes
séricas de marcadores moleculares e sua relacdo com a destreza manual, para iniciar a
exploracdo de estratégias que poderiam regular esta atividade aumentada das gelatinases,
entender ainda mais essa condicdo, e assim, obter beneficios no controle das condicdes
cardiovasculares dos individuos p6s-AVC em fase cronica, além de favorecer a recuperacao.

E importante esclarecer que este ensaio clinico foi diretamente impactado pela pandemia
de COVID-19. As coletas tiveram que ser suspensas devido aos riscos envolvidos e as restricdes
de circulagdo no campus. Logo, este ensaio clinico foi recentemente retomado e no futuro

poderemos ampliar o entendimento destes biomarcadores.
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RESUMO
Introducéo: Uma sessao de exercicio aerdbico (EA) prévia ao treinamento motor atuaria como

uma estratégia priming que facilitaria a recuperacdo motora em individuos com acidente
vascular cerebral (AVC). A liberagéo do Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) apés
0 EA tem sido postulada como a responsavel por este efeito, e parece que a miocina Irisina
poderia influenciar esta expressdo de BDNF. No entanto, até 0 momento nenhum estudo
investigou o efeito do EA como priming, nesses biomarcadores. Além disso, individuos pos-
AVC em fase cronica apresentaram maior atividade da metaloproteinase de matriz -9 (MMP-
9) e foi relacionada a capacidade limitada para caminhar em altas intensidades. O efeito do EA
neste biomarcador € desconhecido. Assim, este estudo teve como objetivo mensurar as
alteracdes no BDNF e na Irisina, e a atividade da MMP-2 e MMP-9 em individuos p6s-AVC
crénicos que receberam treinamento de EA de alta intensidade, antes da terapia de contensao
induzida modificada (TCIm). Materiais e Métodos: Nove individuos pds-AVC cronicos
receberam EA combinado com TCIm por duas semanas, e 0 grupo controle (n=7) recebeu
apenas TCIm. Avaliacdo da destreza manual e da capacidade funcional foram feitas antes e
apos a intervencdo. Além disso, a concentracdo de BDNF e Irisina, e a atividade de MMP-2 e -
9 foram analisadas em amostras de soro. Resultados: o grupo TCIm aumentou a destreza
manual grossa apo6s a intervencdo. A concentracdo de BDNF e Irisina, e a atividade de MMP-2
ndo mudaram significativamente ap0s a intervencdo em nenhum dos grupos, e ndo houve
diferenca entre eles em nenhuma das avaliacdes. No entanto, o grupo que recebeu EA,
aumentou a atividade da MMP-9 ap0s a intervencdo. Conclusdes: o EA prévio a TCIm induz
aumento agudo da atividade da MMP-9, sem associagdo a mudancas na destreza manual ou
funcionalidade, sugerindo possiveis beneficios nas condi¢Bes cardiovasculares desta
populacéo.

Palavras chaves:
BDNF, irisina, metaloproteinases de matriz, gelatinases, recuperacdo, membros superiores,
exercicio aerdbio, doencas cerebrovasculares.
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INTRODUCAO

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é a segunda causa de morte e a terceira de
incapacidades na populacdo adulta mundial (FEIGIN, 2021; GENEVA., 2020).
Aproximadamente 40% dos individuos p6s-AVC na fase cronica, apresentam reducdo no uso
do membro superior contralateral ao hemisfério cerebral lesionado afetando a funcionalidade
destes individuos (LANGHORNE; COUPAR; POLLOCK, 2009; NAKAYAMA et al., 1994).
Ainda nesta fase, apresentam um comportamento sedentario sendo evidente pela reducéo de
numero de passos por dia e 0 aumento no tempo gasto em sedestacdo (FINI et al., 2017;
MOORE et al., 2013), condicdo que agrava as alteracfes cardiovasculares que podem estar
presentes nestes individuos; e inclusive, afetar a recuperacdo devido a baixa oportunidade de
realizar tarefas didrias com o membros superior mais afetado.

Como uma estratégia para melhora das alteracbes motoras e condi¢cdes cardiovasculares
vem sendo considerado a inclusdo do exercicio aerébio (EA) de alta intensidades nos programas
de reabilitacdo para esta populacdo. Tem sido observado que o EA modula o sistema nervoso
central a través da liberacdo de moléculas como o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro
(BDNF) (ALCANTARA et al., 2018; LINDER et al., 2019). Nesse raciocinio, tem sido
sugerido que um episédio de EA antes do treinamento motor melhora a funcdo do membro
superior em individuos p6s-AVC (MANG et al., 2013). Deste modo, o EA servira como
priming do sistema nervoso central, para favorecer os processos de neuroplasticidade que
subjazem & mudanca de comportamento desejado. Esta teoria de “priming” descreve que o
cérebro, ao passar por algum método prévio de ativacdo, tornar-se-4 mais responsivo ao
treinamento motor, criando uma espécie de janela terapéutica e facilitando assim, a
aprendizagem motora (STOYKOV; MADHAVAN, 2015). Portanto, a liberacdo de BDNF ap6s
0 EA favoreceria 0s processos de aprendizado relacionados ao treino especifico, gerando efeitos
mais significativos e duradouros sobre o déficit motor (MANG et al., 2013).

Recentemente tem sido colocado que o aumento da expressdo do BDNF estaria
relacionado com 0 aumento da miocina irisina apos uma sesséo aguda de exercicios (NICOLINI
et al., 2020). A fibronectina tipo Ill contendo o dominio 5 (FNDC5) é uma proteina de
membrana que é clivada e secretada na circulagcdo como Irisina ap6s o exercicio. Normalmente,
esta miocina converte o tecido adiposo branco em tecido adiposo marrom (browning),
aumentando assim a termogénese e o consumo de energia (JIN et al., 2018). A relacdo com o
BDNF tem sido colocada ao observar que a irisina poderia entrar no sistema nervoso central
através da barreira hematoencefalica (BHE) e aumentar a expressao de BDNF (JIN et al., 2018;

PEDERSEN, 2019). No entanto, em estudo com populacéo idosa foi observado um aumento da
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irisina e do BDNF também no soro apds a realizacao de exercicio fisico (KIM; KIM, 2018). O
comportamento desses dois biomarcadores apds EA, como estratégia para melhorar a funcéo
do membro superior em individuos crénicos pos-AVC, néo foi estudado até o0 momento.

Por outro lado, estd bem estabelecido que o exercicio aerébico melhora a capacidade
aerobica e as condicGes cardiovasculares (BERNHARDT et al., 2014; PANG et al., 2006),
através da regulagdo de biomarcadores cardiometabolicos como fatores inflamatorios,
adipocinas e mudancas no perfil lipidico (D’ISABELLA et al., 2017; LIN et al., 2015). Além
disso, tem sido observado ap6s o EA um aumento nas células progenitoras endoteliais
circulantes que podem contribuir a angiogénese e melhora na funcdo endotelial, sendo um
mediador deste processo a metaloproteinase de matriz -2 (MMP-2) e a metaloproteinase de
matriz -9 (MMP-9) (GATTA et al., 2012; SUHR et al., 2007). No entanto, a liberacdo dessas
gelatinases apds o exercicio depende da dose, do tipo de exercicio e do nivel de atividade fisica
dos individuos (CARRICK-RANSON et al., 2019; GATTA et al., 2012; LO PRESTI; HOPPS;
CAIMI, 2017).

Em individuos pds-AVC em fase cronica foi observado um aumento da MMP-9 e
correlacionado com possiveis processos inflamatorios associados a limitagdo de caminhar em
altas intensidades. Foi sugerido que uma mudanca no nivel de atividade fisica ou a promocao
do aumento da cadéncia durante a caminhada, poderia gerar uma reducdo desta condigédo
(GARCIA-SALAZAR et al., 2021). No entanto, até 0 momento, nio ha estudos que tenham
avaliado como a inclusdo de EA em programas de reabilitacdo poderia afetar as
metaloproteinases de matriz (MMPs) em individuos crénicos po6s-AVC.

Assim, o objetivo deste estudo foi medir as mudancas das concentracdes de BDNF e da
Irisina, e a atividade das MMPs no soro de individuos pds-AVC cronicos que receberam EA de
alta intensidade e intervalo, prévio a TCIm por duas semanas. Além disso, tentamos encontrar
associacOes dentro desses biomarcadores moleculares, e com as mudancas na destreza manual
e a capacidade funcional apds o protocolo de intervencdo. Nossa hipbtese era que o EA prévio
a TCIm aumentaria as concentracfes do BDNF e da Irisina, e a atividade das MMPs, e que

essas alteragdes estariam relacionadas a recuperacdo do membro superior.

METODOS

Este estudo apresenta os resultados preliminares de um ensaio clinico randomizado
(protocolo no REBEC UTN U1111-1227-7341) que foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Sdo Carlos (Relatério n° 3.316.052),

conforme Resolucdo do Conselho Nacional de Satde 466/2012. Todos os procedimentos foram
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explicados aos participantes e a aceitacdo foi considerada apds a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O protocolo da avaliacéo clinica e da intervencéo aplicada
neste estudo ja foi publicado em detalhes previamente (DA SILVA et al., 2019).

Populagéo de estudo

Individuos pds-AVC com hemiparesia cronica (tempo desde o AVC > 6 meses) de
ambos os sexos com idade entre 25 e 80 anos foram recrutados na comunidade local desde abril
de 2018 ate agosto de 2020. Os critérios de incluséo e exclusdo foram relatados detalhadamente
em Da Silva et al., 2019. Resumidamente, os participantes incluidos apresentavam: 1) lesdo
por AVC em apenas um hemisfério cerebral; 2) capacidade de pegar uma toalha usando
qualquer tipo de agarre; 3) uso assimétrico dos membros superiores, < 2,5 na Escala de
Quantidade da Motor Activity Log (MAL); 4) capacidade de permanecer sentado sem apoio de
tronco por 1 min. Os participantes excluidos foram: 1) tabagistas, etilistas ou usuarios de drogas
ilicitas no momento da avaliacdo; 2) individuos com alteracBes estruturais nos sistemas
cardiovascular e respiratorio que contraindicam a realizacdo de EA ou com alteracdo no
eletrocardiograma; 3) individuos com indice de massa corporal > 28 kg/mz; 4) individuos com

diabetes mellitus ou hipertenséo ndo controlada, 5) afasia de compreensao ou apraxia.

Intervencéo

Um investigador cego realizou a randomizacdo por idade e sexo com uma geracao de
randomizacédo de bloco de 1:1 usando uma ferramenta de randomizacgédo baseada na web (DA
SILVA et al., 2019). Os participantes foram alocados no grupo experimental que recebeu EA
combinado com a TCIm (grupo EA+ TCIm), ou no grupo controle que realizou exercicios de
alongamento combinados com TCIm (grupo TCIm). O EA foi realizado em bicicleta
ergométrica seguindo um protocolo intervalado. A frequéncia cardiaca e carga de trabalho para
cada participante foi prescrita com base em dados de um teste incremental realizado em
bicicleta ergomeétrica antes do inicio do programa de intervencdo. O EA comegou com um
aquecimento de 10 minutos na faixa de 45% de frequéncia cardiaca de reserva (FCR), seguido
de 24 minutos de treinamento intervalado e terminou com 6 minutos de desaquecimento entre
45% e 60% da FCR. O treinamento intervalado foi de quatro intervalos de 4 minutos em
intensidades moderadas e altas com 75-90% de FCR, cada intervalo separado por 3 minutos de
exercicio em intensidade moderada (60% de FCR). Individuos que ndo atingiram a meta de
intensidades moderadas e altas (75-90% FCR) foram encorajados a manter pelo menos 60% da

FCR. O alongamento foi realizado bilateralmente em membros superiores e inferiores, com 3
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repeticdes, cada um com uma duragdo de 30 segundos, e com um intervalo de 60 segundos
entre cada exercicio. Os participantes tiveram 10 minutos de descanso e, em seguida, iniciaram
o protocolo da TCIm com duracéo de 3 horas por dia. O protocolo TCIm incluiu: 1) treinamento
orientado a tarefa intensivo e gradual do membro superior parético, que consistia em
treinamento de seis tarefas especificas planejadas antecipadamente, com alto numero de
repeti¢des e um nivel de dificuldade crescente entre cada sesséo, de acordo com a progresséo
dos participantes e necessidades (modelagem); 2) restricdo do membro superior ndo acometido
por 90% do total de horas acordado com uso de luva e, 3) pacote de transferéncia, que consiste
em uma lista com dez tarefas que devem ser realizadas em casa entre cada sesséo e registradas
em domicilio diario. Nos primeiros 30 minutos de cada sessdo da TCIm, o pacote de
transferéncia foi discutido, seguido do treinamento orientado a tarefas aplicado nas horas
restantes. Todo o protocolo de intervencdo foi aplicado diariamente durante 10 dias (duas
semanas, excluindo finais de semana). Informagdes adicionais estdo descritas em Da Silva et
al., 2019.

Avaliacao clinica

Como parte da avaliacdo inicial, foram coletados os dados pessoais, do AVC (tempo
pés-AVC e lado da lesdo) e o comprometimento motor usando a Escala de Fugl-Meyer (EFM)
(MAKI et al., 2006). Como parte do protocolo da TCIm foram usadas a MAL, para avaliar o
uso do membro superior mais afetado nas atividades de vida diaria (SALIBA et al., 2011;
USWATTE et al., 2006), e a Wolf Motor Function Test (WMFT) como medida da funcédo
motora do membro superior (MORRIS etal., 2001; PEREIRA et al., 2011). Para avaliar o efeito
da intervengdo na recuperacdo dos individuos, foram aplicados testes de destreza manual e

capacidade funcional antes e ao terceiro dia apos finalizada a intervencao.

Teste de destreza manual

O Box and Block Test (BBT) foi utilizado para avaliar a destreza manual grossa
(MATHIOWETZ et al., 1985a). Consiste em uma caixa dividida com um pequeno obstaculo,
em dois compartimentos de tamanhos iguais. Cem blocos quadrados de madeira de 2,5 cm séo
colocados em uma metade da caixa, proximo ao membro superior a ser testado. O participante
foi posicionado em uma cadeira em frente a uma mesa com a mao sendo testada ao lado da
caixa. O participante foi instruido a passar um bloco de cada vez pelo obstaculo até a outra
metade da caixa durante 60 segundos. O teste foi realizado inicialmente com o membro superior

menos comprometido e depois com o mais comprometido. A pontuagé@o na escala corresponde
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ao numero de blocos que o participante passou de um lado para o outro. Quanto maior o nimero
de blocos por minuto, melhor o desempenho da destreza manual grossa (MATHIOWETZ et
al., 1985a). Trés tentativas foram realizadas e a média foi utilizada para a analise.

O Nine Hole Peg Test (NHPT) foi usado para medir a destreza manual fina
(MATHIOWETZ et al., 1985b). Consiste em uma tabua de madeira de com nove furos e um
recipiente com nove pinos. O participante posicionado em frente a uma mesa foi instruido a
pegar os pinos e coloca-los nos orificios, um de cada vez, e em seguida retira-los e recoloca-los
no recipiente. O lado com o recipiente dos pinos foi colocado proximo ao membro superior
testado. O teste foi realizado inicialmente com o membro superior menos comprometido e
depois com o mais comprometido. O tempo para completar a tarefa foi registrado e a média de
trés tentativas foi utilizada para a analise. O tempo maximo de realizacdo do teste foi de 180
segundos e esse tempo foi considerado caso o participante ndo tivesse habilidade suficiente para
concluir o teste (EKSTRAND; LEXELL; BROGARDH, 2016).

Capacidade Funcional

O Teste de Caminhada de Seis Minutos (TC6m) foi utilizado para mensurar a
capacidade funcional e foi realizado de acordo com os procedimentos e recomendacdes da
American Thoracic Society (CRAPO et al., 2002). Os participantes caminharam em velocidade
autocontrolada por 6 minutos em uma distancia de 30 metros, demarcada por cones. A distancia

percorrida em metros foi registrada para analise.

Coleta e armazenamento de sangue

Os participantes foram convidados a comparecer a um laboratoério de analises clinicas
para exames de sangue antes e 3 dias (x2 dias) ap0s o término da intervencao. As coletas de
amostras de sangue foram realizadas sempre no periodo da manhd entre as 7 e 9 horas da manha,
os participantes foram restritos a tomar café ou chas antes da coleta da amostra. O sangue foi
coletado da veia antecubital do bragco menos afetado usando um tubo estéril Vacutte® de 5ml
com gel éster poliacrilico. As amostras permaneceram por 30 minutos em temperatura
ambiente para permitir a coagulacdo. Nesse momento, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos na centrifuga Thermo Scientific® modelo Sorvall

ST8 e 0 soro armazenado a -80°C.
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Anélises das concentragdes de BDNF e Irisina

A concentracdo serica de BDNF e lIrisina foi analisada usando um kit de ensaio de
imunoabsorcao enzimatica (ELISA) altamente sensivel para cada biomarcador (Human Free
BDNF, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA,; Irisin, AdipoGen, Liestal, Switzerland). Para
cada kit ELISA, todas as etapas foram concluidas de acordo com as instruc@es fornecidas pelos
fabricantes. As amostras foram diluidas em uma proporcao de 1:20 e 1:4 para o ensaio de BDNF
e Irisina, respectivamente. Cada reacdo foi conduzida em duplicata e a média foi usada para
analise. A densidade 6ptica de cada poco foi medida usando um leitor de microplacas
automatizado (Thermo Scientific™ Multiskan™ FC, Life Technologies Holdings Pte. Ltd.,
Singapore).

Analises enzimatico das MMPs

A atividade das MMPs foi medida usando a técnica de zimografia e seguindo todas as
etapas e composicdo de reagentes do nosso estudo anterior (GARCIA-SALAZAR et al., 2021).

Foram utilizados géis com concentracdo de 8% de Tris-Glicina, BisAcrilamida, SDS e
100mg/ml de gelatina. A eletroforese durou duas horas a 100v. Em seguida, foram realizadas
duas lavagens de 15 minutos cada, com 2,5% de solucdo de Triton® X-100. Em seguida, 0s
géis foram incubados em tampdo substrato por 20 horas a uma temperatura de 37°C.
Posteriormente, foi realizada coloragdo com Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,25%) por 30
minutos e descoloracdo com metanol 10% e &cido acético por 2 horas. Posteriormente, uma
imagem foi adquirida com o ChemiDoc™ MP Imager usando um tempo de exposicao de 30
segundos e seguindo o protocolo de coloracdo Coomassie Blue. O volume das bandas com
subtracéo de fundo foi quantificado por quantificacdo de densidade usando o programa Image
LabTM versdo 5.1 da BioRad. A MMP-9 e a MMP-2 foram identificadas de acordo com o peso
molecular de 92 kDa e 72 kDa, respectivamente. Cada atividade das gelatinases foi medida em
duplicata e a média foi usada para analise. Durante esse procedimento, o pesquisador estava

cego sobre o grupo ao qual os participantes pertenciam.

Anélises estatistica

Todos os testes estatisticos foram realizados usando o software SPSS versao 25.0 (SPSS
Inc, Chicago, IL, USA). A normalidade e a homogeneidade da distribui¢do dos dados foram
verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para comparar os dados

clinicos e demogréaficos entre os grupos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney e também o
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teste do Qui-Quadrado para sexo, tipo de AVC, lado do AVC e medicacdo. O nivel de
significancia foi estabelecido em p < 0,05.

Para identificar as mudancas na destreza manual e capacidade funcional dentro de cada
grupo como resposta as intervencgdes, usamos um teste t pareado. Para comparagao entre 0s
grupos em cada avaliagéo foi utilizado um teste t independente. Da mesma forma, para avaliar
a atividade das MMPs e a concentragdo de BNDF e Irisina comparando o grupo EA+TCIm com
0 grupo TCIm em cada avaliacao, foi utilizado um teste t independente, e para comparar as
alteracdes de cada biomarcador apés a intervencdo dentro de cada um dos grupos foi usado o
teste t pareado. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.

O coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado para avaliar as associagdes entre
0s biomarcadores e com as escalas de destreza manual e o teste de capacidade funcional. Todas
as andlises foram bicaudais e realizadas com nivel alfa de significancia de 5%.

Posterior as andlises, foi calculado o tamanho do efeito do resultado obtido ao comparar
a atividade da MMP-9 antes e depois da intervencao no grupo EA+TCIm. O tamanho do efeito
foi calculado utilizando o valor t do teste t pareado (FIELD, 2018). A magnitude foi baseada na

classificacdo de Cohen (pequeno [r = 0,10], médio [r = 0,30] e grande [r = 0,50]).

RESULTADOS
Caracteristicas dos participantes

Na Figura 6 o diagrama do CONSORT que apresenta a inscri¢do, alocacdo e analise dos
participantes do estudo é apresentado. Inicialmente, 484 individuos foram identificados como
possiveis participantes. Destes, 410 foram excluidos e 74 foram contatados para comparecer a
avaliacdo inicial (triagem). Finalmente, 16 individuos pés-AVC em fase cronica foram
incluidos neste estudo. Apds a randomizacdo, 9 participantes foram designados para o grupo

EA+TCIm e sete para o grupo TCIm.
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Possiveis participantes

(n=484) Excluidos (n=410}

Sem contato (n=121)
Desistiram de participar (n=39)
Sem movimentagdo do MS (n=18)
Sem alteracio do MS (n=60)
Faleceu (n=18)
Com alteragdes musculoesqueléticas (n=5)
Nio moram mais em S3o0 Carlos (n=11)
Acamados (n=12)
Sem controle de tronco (n=153)
AVC em outras areas cerebrais (n=7)
Outras alteragdes neurolégicas (n=33)
Déficit de linguagem (n=4)
Deéficit visuais (n=5)
AVC bilateral (n=7)
Etilista (n=1)
Fumante (n=16)
AIDS (n=1)
y Maiores de 80 anos (n=10)
Avaliado para IMC 28 (a=1)
elegibilidade Doenga cardiaca (n=24)

(n=74)

Excluidos pés-triagem (n=57)

Sem movimentagio do MS (n=9)
Sem alteracio do MS (n=13)
Dor no MS (n=1)
- Mini-Mental (n=7)
Fumante (n=5)
IMC =28 (n=9)
Qutras alteracdes neurologicas (n=3)
Déficit de linguagem (n=2)
Doenca cardiaca (n=6)

Incluidos
(n=17)

!

Sem amostra de soro

(n=1)
- Aleatorizacio
Grupo EA+TCIm Grupo TCIm
(n=9) (n=T7)
Intervencdo
Grupoe EA+TCIm Grupo TCIm
(n=9) (n=7)

Figura 6. Fluxograma da populacéo do estudo

Os dados clinicos e demograficos dos participantes estdo descritos na tabela 5. A idade
mediana foi de 62 (IQR 20,50) e 63 (IQR 14) anos no grupo EA+TCIm e no grupoTCIm,
respectivamente. O tempo pos-AVC foi de 48 (IQR 107) e 30 (IQR 23) meses em cada grupo.
De acordo com a avaliagdo de Fugl-Meyer, os individuos pds-AVC crénicos foram
classificados como deficiéncia motora entre moderada e marcante. As informacdes dos dados

clinicos e demograficos basais foram semelhantes em ambos os grupos (p > 0,05).
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Tabela 5. Dados clinicos e demogréficos dos participantes

Grupo Grupo
EA+TCIm TCIm p valor
(n=9) (n=7)
Sexo (F/M) 4/5 2/5 0,513
Idade (anos) 62 (20,50) 63 (14,00) 0,244
IMC (kg/m?) 25,51 (2,05) 23,45 (4,12) 0,064
Tipo de AVC (I/H) 8/1 710 0,273
Lado do AVC (esquerdo/direito) 4/5 6/1 0,080
Tempo p6s-AVC (meses) 48 (107) 30 (23) 0,266
EFM 71 (15) 81 (10) 0,100
MAL
EQT 0,56 (0,63) 1,16 (0,96) 0,186
EQL 0,73 (1,18) 1,37 (1,96) 0,064
WMFT tempo (S) 126 (462) 81 (95) 0,101
Medicacao, n (%)
BRA/ECA 4 (44) 4 (57) 0,614
B-bloqueador 2 (22) 3 (43) 0,377
BCC 1(11) 2 (28) 0,375
AAS 6 (67) 4 (57) 0,697
Estatinas 4 (44) 4 (57) 0,614
Anticoagulantes 1(11) 2 (28) 0,375
Diuréticos 2 (22) 2 (28) 0,772

F: feminino; M: masculino; IMC: indice de massa corporal; AVC: acidente vascular
cerebral; I: isquémico; H: hemorragico; EFM: Escala Fugl-Meyer, fungdo motora; MAL:
motor activity log; EQT: escala de quantidade de movimento; EQL: escala de qualidade
de movimento; WMFT: wolf motor function test; BRA: bloqueadores do receptor da
angiotensina; ECA: inibidor da enzima conversora de angiotensina; BCC: bloqueadores
dos canais de célcio; AAS: acido acetilsalicilico. p valor da comparacéo entre os grupos
usando o teste Mann-Whitney e Qui Quadrado para as varidveis categéricas. Dados
expressos como nimero de contagem para sexo, tipo de AVC, lado do AVC e medicagao.
Dados expressos em mediana e intervalo interquartil para o restante das variaveis.

Alteracdes na destreza manual e teste de capacidade funcional ap6s a intervencao

No grupo TCIm, uma diferenca foi observada antes e apds a intervengdo mostrando um
melhor desempenho apods a intervencao (p<0,001). Para EA+TCIm, ndo foram observadas
diferencas. As alteracGes observadas para 0 NHPT e para TC6m ndo foram significativas para
nenhum dos grupos (Tabela 6).

Comparando ambos os grupos na avaliacdo pds-intervencao foi observada diferenga no
BBT, sendo evidenciado no grupo TCIm uma melhor destreza motora grossa (Tabela 6). Para

as demais varidveis em ambas as avaliag@es, ndo houve diferenga entre os grupos.
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Tabela 6. Diferenca entre os grupos e dentro dos grupos para os testes de destreza manual e capacidade funcional.

Grupo EA+TCIm (n=9) Grupo TCIm (n=7)
Pré- Pos- Pré- Pos-
: u , x p valor . x . x p valor
intervencao intervencao intervencao intervencao
BBT 19,11 (13,10) 21,33 (13,02)* 0,051 28,40 (8,40) 34,93 (7,63) < 0,001
NHPT 119,03 (69,39) 108,41 (59,58) 0,532 95,09 (60,03) 85,07 (59,43) 0,589
TC6m? 227,51 (145,39) 223,55 (132,93) 0,565 276,68 (127,51) 292,80 (128,52) 0,378

BBT: Box and Block Test. NHPT: Nine Hole Peg Test; TC6m: teste de caminhada de 6 minutos; p valor das comparacao entre as avaliacGes
em cada grupo usando um teste t pareado. *p < 0,05 ao comparar 0s grupos na avaliacdo poés-intervencao usando um teste t independente.
Dados expressos em média e desvio padrao.

aGrupo EA+TCIm (n=6) ; Grupo TCIm (n=5)
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Efeito da intervengdo na concentragéo de Irisina e BDNF

A concentragéo de Irisina ndo foi diferente quando comparado o grupo EA+TCIm (n=9) e
0 grupo TCIm (n=4) em ambas as avaliacdes, antes (p=0,648) e apos a intervencdo (p=0,912).
Além disso, dentro de cada grupo, ndo foram observadas alteracdes significativas de Irisina apds
a interveng@o nem no grupo TCIm (p=0,909) nem no grupo TCIm (p=0,453) (Figura 4A).

Da mesma forma, para o0 BDNF ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos
EA+TCIm (n=8) e TCIm (n=7) na avaliacdo pré-intervencdo (p=0,571) e pds-intervencao
(p=0,456). Além disso, como efeito da intervencdo, ndo foram observadas alteracdes na
concentracdo de BDNF dentro de cada grupo nem no grupo EA+ TCIm (p=0,639) e no grupo
TCIm (p=0,768) (Figura 4B).
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Figura 7. Comparacdo da concentracdo de Irisina e BDNF
entre 0s grupos e dentro das avaliagdes. A. Concentracdo de
Irisina. Grupo EA+TCIm (n=9) e grupo TCIm (n=4). B.
Concentracdo de BDNF. Grupo EA+TCIm (n=8) e grupo
TCIm (n=7). Cada amostra foi realizada em duplicata e a
média foi utilizada para a analise em ambos 0s biomarcadores.
N&do foram observadas diferengas para a concentracdo de
Irisina e BDNF.
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Efeito da intervencdo na atividade de MMP-2 e MMP-9

Conforme mostrado na figura 5, ndo houve diferenca entre os dois grupos na atividade da
MMP-2 na avaliacdo pré (p=0,552) e pds-intervencao (p=0,789). A MMP-2 manteve sua atividade
semelhante na avaliacdo pré-intervencéo e ao final da intervencéo no grupo EA+ TCIm (p=0,145)
e no grupo TCIm (p=0,894).

Além disso, a atividade da MMP-9 ndo diferiu entre os grupos antes (p = 0,983) e apés a
intervencdo (p = 0,122). No entanto, apos a intervencdo, houve um aumento na atividade da MMP-
9 no grupo EA+TCIm em comparacdo com sua avaliacdo pré-intervencdo (p=0,033). Ndo foram
observadas alteracfes na atividade da MMP-9 no grupo controle (p=0,973). Como resultado o
tamanho de efeito foi classificado como grande (r = 0,67).
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Figura 8. Atividade da MMP-2 e da MMP-9 no grupo EA-TCIm (n=9) e no
grupo TCIm (n=7). A. Imagem representativa da zimografia de gelatina da
atividade sérica da MMP-2 e da MMP-9. Padrdo de peso molecular: Thermo
ScientificTM PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fischer
Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). Pocos 1-4 e 7-8, individuos do grupo
EA+TCIm. Pogos 5-6, individuos do grupo TCIm. Pogos impares, atividade das
MMPs pré-intervencdo e pogos pares, atividade das MMPs pés-intervengéo.



Observe a maior atividade da MMP-9 na pés-intervencdo. B. Comparacdo da
atividade da MMP-2 e da MMP-9 entre grupos e dentro das avalia¢cdes. Cada
amostra de atividade das gelatinases foi conduzida em duplicata e a média foi
usada para analise. *p valor = 0,033 da comparagdo entre as avaliagGes no grupo
avaliacdo EA+TCIm usando o teste t pareado.

Associacao entre biomarcadores e testes de destreza manual e capacidade funcional
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Né&o foi observada relagdo estatisticamente significativa entre a MMP-2 ¢ a MMP-9, o

BDNF e a Irisina no grupo EA+TCIm apos a intervencdo (Tabela 7). Além disso, as variveis

relacionadas a destreza manual e a capacidade funcional ndo apresentaram associacdo com

nenhum biomarcador (Tabela 7).

Tabela 7. Correlagdes de Spearman entre os biomarcadores e com 0s testes
de destreza manual e capacidade funcional na avaliacdo pds-intervencao

no grupo EA+TCIm (n=9).

BDNF MMP-2 MMP-9 BBT NHPT TC6m?

risin ' 9133
p 0,753

BDNF® .
p

MMP-2 .
p

MMP-9 e
p

0,034
0,091

-0,304
0,427

0,357
0,385

0,033
0,932

-0,008
0,983

-0,381
0,352

-0,293
0,444

0,360
0,342

0,055
0,887

-0,165
0,696

0,657
0,054

-0,091
0,815

0,647
0,165

0,543
0,266

-0,771
0,072

-0,086
0,872

BDNF: Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro; MMP-2: metaloproteinase de matriz -
2; MMP-9: metaloproteinase de matriz -9; BBT: Box and Block Test; NHPT: Nine Hole

Peg Test; TC6m: teste de caminhada de 6 minutos.

2EA+TCIm grupo (n=6)
PEA+TCIm grupo (n=8)

DISCUSSAO

Nos ultimos tempos, tem sido descrito que a inclusdo de EA nos programas de reabilitacdo

dos individuos p6s-AVC poderia aumentar a efetividade de outras terapias como a TCIm, nos

processos de recuperacdo da fungdo do membro superior (MANG et al., 2013). Embora alguns

estudos tenham sido realizados para entender os mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos
da TCIm (ABDULLAHI; TRUIJEN; SAEYS, 2020), as respostas moleculares a combinacdo do

EA e a TCIm ainda néo sdo claras. Os resultados preliminares mostrados neste estudo indicam que

uma sessdo de EA prévio a TCIm ndo gera mudancas nas concentragoes séricas de BDNF e Irisina
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em individuos pés-AVC com hemiparesia cronica. No entanto, foi observado um aumento da
atividade do MMP-9 circulante ap6s duas semanas de intervencdo no grupo de individuos que
recebeu a combinacdo de terapias. Ndo foram observadas associagcfes entre estes biomarcadores
moleculares, e nem com varidveis de destreza manual e de capacidade funcional apés a
intervencao.

Em individuos pds-AVC tem sido observado um aumento de BDNF sérico apds o EA
realizado em altas intensidades (60-85% FCR) e de forma intervalada em comparacdo com
exercicios de moderada intensidade (BOYNE et al., 2019; HSU et al., 2021). O aumento do BDNF
como resposta a0 EA estaria relacionado ao efeito priming potencializando os processos de
recuperacdo dos individuos p6s-AVC (MANG et al., 2013; STOYKOV; MADHAVAN, 2015).
Apesar gque, no presente estudo, os participantes do grupo EA+TCIm terem sido treinados em altas
intensidades, ndo foram observadas diferencas significativas na concentracdo de BDNF entre os
grupos, embora tenha sido observada uma tendéncia de aumento desse biomarcador no grupo
EA+TCIm apds o treino. Esses resultados podem estar relacionados com a duracao da intervencéo.
Foi sugerido anteriormente que a quantidade de tempo gasto no exercicio pode estar relacionada a
mudancas na concentracdo de BDNF (MACKAY; KUYS; BRAUER, 2017). O aumento do BDNF
sérico foi observado em estudos com individuos p6s-AVC ap06s treinamento aerébico com duracao
entre 8 e 36 semanas (2 a 3 sessdes/semana), porém sem associa¢do de treinamento motor (38,40).
No presente estudo, a duracdo da intervencdo seguiu o protocolo estabelecido da TCIm (ou seja,
duas semanas de treinamento), sugerindo que isso poderia ser uma restricdo para se obter
beneficios de EA como priming desse tipo de terapia. No entanto, deve-se considerar que, apesar
de se tratar de um treinamento intensivo diario de 4 horas, a frequéncia nas sessdes supervisionadas
foi de 100%, sem desisténcias, sendo uma terapia de reabilitacdo clinica vidvel para essa
populacdo. Além disso, em um estudo piloto, usando um desenho de estudo semelhante, ndo foram
observadas alteracGes neste biomarcador e as melhorias na funcdo do membro superior foram
semelhantes em ambos os grupos de intervencdo (VALKENBORGHS et al., 2019).

Além disso, também deve ser considerado que os estudos realizados com humanos, que
observaram um aumento das concentracdes de Irisina e BDNF apos exercicio, fizeram a coleta de
sangue nos 30 minutos posteriores ao exercicio (BOYNE et al., 2019; KIM; KIM, 2018). Neste
estudo, as coletas foram realizadas trés dias ap0s o termino completo do protocolo de intervencéo,
reduzindo o viés de efeito agudo da intervencdo. Em estudos prévios com individuos pos- AVC, a
resposta aguda do BDNF foi encontrada em torno do inicio do aumento de lactato sanguineo
durante um exercicio de intensidade vigorosa de 20 minutos, com bouts repetidos de 30 segundos

(BOYNE et al., 2019). Apds 30 e 60 minutos quando o treinamento terminou, a concentragdo de
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BDNF permaneceu inalterada em comparacdo com a medida inicial. Portanto, € possivel que em
nosso estudo o BDNF, e até mesmo a concentracdo de Irisina, possam ser alteradas durante o
treinamento de EA. Entretanto, este fator ndo foi controlado no presente trabalho. Para estudos
futuros, medidas adicionais durante o treinamento devem ser consideradas para confirmar o efeito
de priming da EA na populacéo p6s-AVC.

Por outro lado, até onde sabemos, este é o primeiro estudo a avaliar o efeito do EA na
concentracdo de Irisina em individuos pés-AVC em fase cronica. Nenhuma diferenca observada
entre 0s grupos ou alteracdo apOs a intervencdo pode estar associada aos resultados na
concentracdo de BDNF, considerando que o exercicio induz a expressdo de BDNF pela via PGC-
1o/FNDCS5 e que a irisina ¢ considerada a forma clivada do FNDC5 (GANDOLFI et al., 2017;
HUBERMAN et al., 2021). No entanto, nossos resultados ndo mostraram associa¢cdo entre esses
biomarcadores, o que pode sugerir que o efeito do EA na concentracao de irisina nessa populacao
esta relacionado ndo apenas aos processos de recuperacdo ou funcgdo cerebral, mas também ao
efeito a nivel muscular ou metabdlico cerebral (HUBERMAN et al., 2021). Por esse motivo, seria
importante considerar outras analises que incluam medidas antropométricas ou do perfil lipidico
para uma maior compreensdo desse biomarcador como resposta ao EA nessa populacao.

Em relacdo a atividade dos MMPs, diferente dos outros biomarcadores o grupo de
EA+TCIm apresentou um aumento significativo na atividade sérica do MMP-9. No nosso estudo
prévio foi demostrado que os individuos pds-AVC apresentam um aumento na atividade desta
gelatinase em comparacdo com sujeitos sem histdria de AVC (GARCIA-SALAZAR et al., 2021).
Esse aumento foi relacionado a processos inflamatorios em decorréncia da limitagcdo para caminhar
longas distancias e a altas intensidades. Portanto, foi sugerido que a mudanca do nivel de atividade
fisica ou promover um aumento na cadéncia durante a caminhada poderia reduzir o aumento desta
gelatinase.

Segundo os resultados do presente estudo, a combinacdo do EA e a TCIm gerou um
aumento na atividade de MMP-9, apresentando uma resposta “oposta” conforme sugerido pelo
estudo anterior (GARCIA-SALAZAR et al.,, 2021). No entanto, deve-se considerar que no
presente estudo o aumento da atividade da MMP-9 demonstra uma resposta aguda ao estimulo
fornecido durante duas semanas e ndo como consequéncia de um estimulo persistente ou por
mudancas de longo prazo no comportamento sedentario, como sugerido previamente. O aumento
da atividade do MMP-9 pos-exercicio poderia estar relacionado ao estimulo gerado pelo exercicio
na producdo de células progenitoras endoteliais circulantes as quais contribuem a angiogénese
(CARMELIET, 2000; ROSS et al., 2014). Para este processo do remodelamento da MEC é
essencial a acdo das MMPs (CARMELIET, 2000; ROSS et al., 2014). A MMP-9 tem sido
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considerada como o ativador principal para a geracdo dos novos capilares, enquanto a MMP-2
contribui a maturacdo dos mesmos (CARMELI et al., 2004), o que poderia explicar o ndo aumento
desta gelatinase como consequéncia do estimulo agudo proporcionado no presente estudo.

No entanto, para reforcar esta hipdtese seria necessario conhecer o efeito do EA nesta
populacdo em outros biomarcadores como o Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF)
e a Endostatina. E importante notar que os efeitos das mudancas das MMPs como resposta ao EA
ndo tem sido observado so6 a nivel muscular. Em pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica foi
observado um aumento das MMPs no soro (de forma indireta pela reducdo dos inibidores
teciduais: TIMP-1) ap6s 30 min de EA em bicicleta ergométrica e associado a possivel reducéo da
rigidez cardiaca e acumulacdo de colageno (GATTA et al., 2012). Estes resultados sugerem que o
aumento da atividade da MMP-9 nos individuos p6s-AVC em fase cronica pode ser considerada
como uma resposta sistémica e ndo local, o que reforca a inclusdo do EA nos programas de
reabilitacdo como estratégia de controle das alteracdes cardiovasculares persistentes nesta
populacdo. O efeito a longo prazo da inclusdo de EA nas condicBes vasculares e inflamatorias
destes individuos, deve ser avaliado em futuros estudos.

Apesar de ndo terem sido encontradas associagcdes entre os biomarcadores e a avaliacao
clinica, alteracBGes estatisticamente significativas e melhora clinica (> 5,5 bloqueio ap6s
intervengéo) (CHEN et al., 2009) foram observadas no BBT no grupo TCIm, sugerindo que os EA
ndo interveio na recuperacdo motora, estando este resultado alinhados com a inalteracdo dos
biomarcadores. Poderia ser especulado que a adicdo do EA atrapalha os efeitos ou beneficios da
TCIm, no entanto, mudancas detectadas pelo BBT ap0s esta terapia s6 foram observadas na fase
subagudas pés-AVC (YOON et al.,, 2014), e em individuos mais novos e com menos
comprometimentos motores em comparagdo com a nossos participantes (SIEBERS; OBERG;
SKARGREN, 2010). Em uma analise adicional, foram observadas alteracdes ap0s a intervencéao
na escala WMFT para ambos os grupos, apoiando a melhora ap6s o protocolo TCIm, sem diferenca
entre eles (Tabela S5).

CONCLUSAO

O exercicio aerobico prévio a TCIm néo afetou a concentracdo de BDNF e Irisina, € a
atividade de MMP-2 ap6s duas semanas de intervengdo nos individuos cronicos pos-AVC aqui
estudado. No entanto, esses resultados preliminares sugerem que a adigédo de EA em programas de
reabilitacdo induz um aumento agudo da atividade de MMP-9 como um possivel mecanismo de

resposta vascular que poderia beneficiar a condicdo cardiovascular nessa populacdo. Os resultados
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deste estudo piloto ndo excluem os possiveis efeitos positivos dos EA na recuperacao da funcédo

do membro superior.
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Tabela S5. Diferenca entre os grupos e dentro dos grupos para a escala Wolf Motor Function

Test.

Grupo EA+TCIm (n=9) Grupo TCIm (n=7)

Pré- Pos- p Pré- Pos- p

intervencao intervencao valor | intervencdo intervencdo valor

WMFT
tempo 196,77 (208,72) 177,33 (205,66) 0,161 | 117 (87,38) 50 (6,65) 0,018
(seg)
MET 255(076) 342(0,65) 0008 | 3,15(054) 4,08(0,68) 0,018

WMFT: Wolf Motor Function Test. EAF: Escala de Habilidade funcional; p valor das comparagéo entre
as avaliacbes em cada grupo usando 0 Wilcoxon test., Nota: Ndo foram observadas diferencas

entre 0s grupos em nenhuma avaliagéo.
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5 CONCLUSOES

Os individuos p6s-AVC em fase crbnica apresentam uma atividade aumentada da MMP-9
quando comparados com individuos saudaveis da mesma idade, contudo, a atividade da MMP-2
parece ser similar. Segundo a nossa populacdo de estudo, a atividade das MMPs ndo esta
relacionada com a capacidade da deambulacdo, com a composi¢édo corporal e o perfil lipidico, nem
com outras condigdes metabdlicas ou inflamatdrias presentes nestes individuos. No entanto, o
aumento da MMP-9 esta relacionado com a limitacdo destes individuos de andar em cadéncias
média e alta por um periodo prolongado durante o seu dia a dia, indicando a presenca de processos
inflamatorios que poderiam prejudicar a condicao cardiovascular destes individuos. Além disso, a
atividade sérica da MMP-2 esta aumentada nos individuos com comprometimento motor leve a
moderado, segundo a escala Fugl-Meyer, quando comparado com individuos saudaveis.

Um protocolo de intervencdo de duas semanas de duracao, que inclui EA de altas intensidades
e intervalado, associado a TCIm, gera um aumento na atividade da MMP-9 mas ndo modifica a
MMP-2. A atividade destas MMPs ap0s a intervencdo, ndo esté relacionada com a expressao de
BDNF nem de Irisina, e também nao foi observada relacdo com a destreza manual e a capacidade
funcional destes individuos. O que pode sugerir, que o0 aumento agudo da MMP-9 poderia ser a
consequéncia de alguns mecanismos de resposta vascular associados ao exercicio.

Por fim, o EA associado da TCI ndo modificou as concentracdes de BDNF e de Irisina nem

modificou a destreza manual e a capacidades funcional destes individuos.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O aumento da atividade da MMP-9 nos individuos p6s-AVC cronicos diante um protocolo
de intervencdo de curta duragdo, pode ser considerada como um mecanismo adaptativo prévio a
modificacdes sistémicas ou locais frente ao EA. No entanto, para uma regulacdo a longo prazo
desta gelatinase e, portanto, para mudancas permanentes no sistema cardiovascular o muscular
destes individuos, parece ser necessario aumentar o nivel de atividade fisica destes individuos ou
a executar programas de intervencdo com uma duragdo de mais de duas semanas. Para confirmar
estas hipOteses sdo necessarios estudos futuros, que incluam também, um seguimento ao
comportamento das gelatinases como resposta aos planos de intervencdo e/ou comparagOes de
individuos pés-AVC com diferentes niveis de atividade fisica.

Reforcamos também a necessidade de continuar na exploragdo dois mecanismos
moleculares envolvidos no uso do EA como metodo priming para a recuperacao da funcionalidade

dos membros superiores destes individuos. Nossos resultados ndo descartam os beneficios desta
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estratégia, e sim enfatiza, a inclusdo de mais participantes no ensaio clinico que esta sendo
desenvolvido nesta area. Atualmente os estudos que incluem a area bésica e sua aplicacgdo clinica
(estudos translacionais) sdo de interesse mundial, no entanto, é importante considerar que, segundo
o0 vivenciado durante o desenvolvimento desta tese, este tipo de estudos sdo um grande desafio

para a pesquisa na fisioterapia neurofuncional.
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