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RESUMO

Miranda, TAB. Analise da reorganizagdo cortical sensoério-motora induzida pela
atividade fisica em modelo experimental de lesdo medular [Tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo; 2016.

A lesdo medular (LM) promove uma condicdo devastadora que resulta em
comprometimentos sensorial e motor, impedindo o desempenho funcional do
individuo. O entendimento sobre os mecanismos envolvidos na reorganizagao cortical
apos uma eficiente estratégia terapéutica pode fornecer informacgdes relevantes para o
aprimoramento de tecnologias assistivas, como neuropréteses. Este trabalho teve
como objetivos investigar as alteragfes funcionais e estruturais no cortex sensorio-
motor de ratos Wistar submetidos a atividade fisica na esteira apés a lesdo medular
contusa. O objetivo secundario foi investigar a reorganizacdo de outras areas
relacionadas ao comportamento motor, como o estriado, a substancia negra e a
medula espinhal. 17 ratos foram divididos aleatoriamente em trés grupos: treinado
(TR, n = 6), controle (CTL, n = 7) e sham (n = 4). Todos os animais receberam um
implante de matriz de micro-eletrodos no cortex sensorio-motor. Os animais dos
grupos TR e CTL foram submetidos a LM contusa e os do grupo sham somente ao
procedimento cirargico sem a LM. Foi realizada a avaliacdo eletrofisiologica antes da
LM e nos 1°, 3°, 5°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42°, 49° e 56° dias pOs-operatorios (dPO) da
lesdo. O grupo TR realizou treinamento motor em uma esteira com velocidade
controlada, tendo inicio no 5° dPO e foi realizado por 15 minutos, cinco vezes na
semana. Os outros dois grupos ficaram sem treinamento. No 57° dPO, os animais
foram sacrificados, e as medulas espinhais e os encéfalos foram coletados para
analise imunohistoquimica. Os resultados eletrofisiol6gicos mostraram que houve uma
diminuicdo significativa do numero de neurbnios corticais registrados ao longo do
tempo para os animais com LM; existem neurdnios que disparam em fungdo do
movimento mesmo apoés a LM, sendo o nimero desses neurdnios significativamente
menor nos animais controles; observou-se um padrdo de atividade de potencial de
campo local do coértex sensorio-motor que antecede a ativagdo muscular. A analise
imunohistoquimica do encéfalo mostrou diminuigdo significativa da imunoreatividade
para o marcador de neurofilamentos no cértex motor do grupo CTL e no estriado para
os grupos CTL e TR; no cOrtex somatossensorial houve aumento significativo desta
marcagao para o grupo TR; ndo houve diferenga da imunoreatividade entre os grupos
para o marcador de neurofilamentos na substancia negra e nem para a proteina de
vesicula, sinaptofisina, nas diferentes areas encefalicas. Na medula espinhal verificou-
se, na regido rostral a lesdo, aumento significativo da imunoreatividade para os
marcadores de proteina associada ao microtubulo 2 (MAP2), da sinapsina (SYS) e da
proteina glial fibrilar &cida (GFAP) para o grupo TR e diminuigdo significativa da SYS
para o grupo CTL; no segmento central a lesdo, houve diminuicdo significativa da
imunoreatividade para os marcadores MAP2 e SYS e aumento significativo para GFAP
e OX-42 para os grupos CTL e TR; no segmento caudal a lesdo houve diminuigdo
significativa da imunoreatividade para os marcadores GFAP, SYS, MAP2 e OX-42
para o grupo CTL e aumento significativo do marcador MAP2 para o grupo TR. Os
resultados obtidos neste trabalho mostram que a atividade fisica realizada na esteira
apoés a LM é capaz de promover reorganizagao cortical sensério-motora e medular por
meio da neuroprotecdo e neuroregeneracao.

Descritores: lesdo medular, reorganizagdo cortical, atividade fisica, areas
sensorio-motoras, neuroprotecao, plasticidade.



ABSTRACT

Miranda, TAB. Sensorimotor cortical reorganization analysis induced by
physical activity in spinal cord injury experimental model [Thesis]. “Sao Paulo:
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo”; 2016.

Spinal cord injury (SCI) results in a devastating condition, which leads to motor and
sensory deficits that impair the injured person functional performance. The
understanding about the mechanisms involved in cortical reorganization after an
efficient therapeutic strategy can provide relevant information for the improvement of
assistive technology, such as neuroprosthesis. This work aimed to investigate the
functional and structural changes in the sensorimotor cortex of spinal cord injured
Wistar rats, which were submitted to treadmill training. A secondary objective was to
investigate the reorganization of other areas related to the movement, such as
striatum, substantia nigra and spinal cord. 17 rats were randomly divided into three
groups: trained (TR, n = 6), control (CTL, n = 7) and sham (n = 4). All animals received
a microelectrodes array in the sensorimotor cortex. Control and trained animals were
submitted to contusive SCI and the sham group only to the surgical procedure without
the contusion. Electrophysiological assessments were accomplished before SCI and
on the 1%, 3 5™ 7™ 14" 21% 28" 35" 42™ 49" and 56" post-operative days (POd).
The TR group performed the motor training on a treadmill with controlled speed,
starting on the 5" POd and it was done for 15 minutes, five times per week. The other
two groups did not receive any training. On the 57" POd, the animals were sacrificed
and the spinal cords and brains were collected for immunohistochemistry analysis.
Electrophysiological data revealed that there was a significant decrease of the cortical
neurons number with time for the injured animals; there was neurons that fire in
function of the movement even after the SCI, but the number of these neurons was
significant smaller in CTL group; it was observed a pattern of sensorimotor local field
potential activation before the muscular activation. Brain immunohistochemistry data
showed immunoreactivity significant decrease for neurofilament staining of the CTL
motor cortex and CTL and TR striatum; the somatosensory cortex had a significant
increase of this maker for TR group; there was no difference between groups for the
neurofilament maker in the substantia nigra and neither to the vesicle protein maker,
synaptophysin, in the different brain areas. In the spinal cord rostral to the lesion there
were significant increase of the immunoreactivity for the microtubule associated protein
2 (MAP2), synapsin (SYS) and glial fibrillary acidic protein (GFAP) for the TR group
and significant decrease of SYS for the CTL group; central to the lesion, there were
immunoreactivity significant decrease for the MAP2 and SYS makers and a significant
increase for the GFAP and OX-42 makers in CTL and TR groups; and caudal to the
lesion, there were immunoreactivity significant decrease for the GFAP, SYS, MAP2
and OX-42 for the CTL group and significant increase of MAP2 maker for the TR
group. Together these findings show that the physical activity on a treadmill after spinal
cord injury is capable of producing sensorimotor cortex and spinal cord reorganization
throughout the neuroprotection and neuroregeneration.

Descriptors: spinal cord injury, cortical reorganization, physical activity,
sensorimotor areas, neuroprotection, plasticity.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ee e 1
D2 © 1= N i I AV 1 8
3. REVISAO DE LITERATURA ..o 9
3.1 Caracterizacdo Anatomo-Funcional...........ccccevviiiiiii e, 9
G 0 I I @70 1 (=40 1Y o) (o 10
3.1.2. CoOrtex SOmMAatOSSENSONAl ........uuuuuuuuriuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirierraeeees 14
3.1.3. Ndcleos da base: foco em estriado e substancia negra.................. 17
3.1.4. Medula ESpinhal .........oouuiiiiiiiiiece e 20
3.2. Lesao medular e suas implicagles...........coooeeveeeeeieiiiieeeeeeeeeeee, 27
3.2.1. PatofiSiOlOgia.....cccceeeeeeieeiiice e 35
3.3. Abordagens TerapluULICAS ........cevvviiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeee e 42
3.4. Reabilitacdo e NeuroplatiCidade ...........cccovvvvevviiiiiiieeeeeeeeee e 48
3.4.1. Marcadores de Plasticidade...............ceiiieiiiiiiiiiiiiiiiee e, 54
1 0 I I NN [T W 0] 1 F= T 4 1= (o 54
3.4.1.2. SINAPLOTISING ...ttt 55
3.4.1.3. SINAPSING c.eevviviiiiee e ee ettt e e e e e e e e e e e 57
3.4.1.4. Proteina associada ao microtUbulo 2..............euvvvveviiiiieininnnniinninnnnns 58
3.4.1.5. Proteina glial fibrilar &cida..................viiiiiiiiiiic e, 59
I I G T @ ) 60
3.5. Reorganizacao Cortical, Eletrofisiologia e Neuroprétese................ 61
4. MATERIAIS E METODOS ..., 69
4.1. FaY g F= LRI o (= oo 71
4.2. Confeccao da matriz de micro-eletrodos ...........cccoeeeeeviviiiiiiicneneennn. 71
4.3. Procedimento cirlrgico para implante crénico da matriz de micro-
2= 10 [0 L 75
4.4. Procedimento cirurgico de lesdo medular por contuséo................. 80
4.5. Atividade fisica realizada na esteira...........cccoeeeeeeeeeeeeeeeee, 84
4.6. Avaliacdo comportamental eletrofisiolégica............ccoeeeeeeeeeeeeeeeenn. 86
4.7. Perfusdo e Andlise Imunohistoquimica.............cccovvvvvvviiiiieeeeeeeeeens 90
O N = ¢ o7 -1 (o T 90
4.7.1.1. Protocolo de imunohistoquimica: SYP € NFS ........cccooviiiiiiiiineennnn. 91
4.7.2. Medula espinhal ... 92
4.7.2.1. Protocolo de imunohistoquimica: OX-42, GFAP, MAP2 e SYS ...... 93
4.7.3. Andlise de Densidade Optica Integrada...........cccceeeveeveereereereenenn. 95

4.8. ANALISE ESTALISTICA . .e. e e 96



5. RESULTADOS ...t 97

5.1.  ASPECLOS GEIAIS....ccceeeeieeiiiiiiiieeeeeeeeeeetiee e e e e e e e e eeeaaaa e e e e e eeeeaeennnnnns 97
5.2.  Avaliagdo EletrofiSiolOgiCa .........uuviieiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 99
5.3.  Analise ImunohistoquimiCa.............ccuvviiiiiieeeeeeeece e, 106
TR 0 I i T = -1 o 106
5.3.2. Medula espinhal..............uuuiiiiiiiiiiic e 112
B. DISCUSSAD. ...ttt 119
7. CONCLUSOES ..o oottt 140
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoouiiiiiiteeieteeeeiee et 141

Apéndice A - Aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo



1. INTRODUCAO

Reverter a paralisia ap6s uma lesdo medular (LM) é uma das
questbes mais desafiadoras dentro da pesquisa em neurociéncia. Apesar de
varios anos de pesquisa nesta area, a cura para a paralisia ainda permanece
distante (Fouad e Pearson, 2004; Rowland et al., 2008). Melhorias significativas
tém sido feitas na administracdo de medicamentos (esteroides, como a
metilpredinisolona) e na realizacdo de procedimentos cirirgicos agudamente
apos LM, na tentativa de minimizar o edema medular e a cascata de eventos
secundarios decorrentes da lesao inicial (Rowland et al., 2008; Dasari et al.,
2014). Todavia, ainda ndo existem tratamentos eficazes para reverter as
consequéncias neurologicas negativas causadas pela LM (Dasari et al., 2014).

A lesdo medular € uma condicdo devastadora para 0s
individuos afetados e suas familias, em diversos aspectos: fisico, emocional,
psicolégico, social e financeiro (Thuret et al., 2006; Gomez-Pinilla et al., 2012).
Esta lesdo impede que o individuo realize atividades de maneira funcional,
devido a interrupcdo parcial ou completa das vias sensoriais ascendentes e
vias motoras descendentes (Hulsebosch, 2002; Lu et al., 2005). A LM faz com
gue centros superiores (como por exemplo, o cortex) figuem desconectados de
circuitos medulares abaixo do nivel da leséo, inclusive dos geradores centrais
de padrdo (central pattern generators, CPG), que sao responsaveis por
coordenar a atividade locomotora (Bradbury e McMahon, 2006; Moritz et al.,

2008).



De acordo com o National Spinal Cord Injury Statistical Center
(2014) é estimado que a incidéncia anual de LM seja de 40 casos por um
milhdo de habitantes nos Estados Unidos da América (EUA), com
aproximadamente 12 mil casos novos por ano. Estimou-se que 273 mil
pessoas viviam com a lesdo medular em 2013 nos EUA. Este centro de
estatistica também informa que as causas da LM se devem principalmente a
acidentes automobilisticos (36,5%), seguido por quedas (28,5%), violéncia
(14,3%), esportes (9,2%) e causas desconhecidas e/ou outras (11,4%). No
Brasil, ndo existem estudos epidemiolégicos multicéntricos realizados
recentemente referentes a lesdo medular, mas de acordo com Masini estimava-
se que, em 2001, 180 mil individuos viviam com a lesdo medular.

Diversas pesquisas tém direcionado esforcos para promover a
recuperacdo funcional de individuos lesados medulares, sendo que hoje, os
estudos tém como foco, principalmente, quatro grandes areas: neuroprotecao,
regeneracao, transplantes de diferentes tipos celulares e reabilitacdo (Craig et
al., 2002). Dentre as estratégias de tratamento apods lesdo do sistema nervoso
central (SNC), a reabilitacéo € vista como uma parte extremamente importante.
“Usar o que ainda restou de fung¢ao do individuo” deixou de ser a prioridade dos
programas de fisioterapia e outras praticas de cuidados a saude, que hoje tém
enfoque em estratégias para restaurar as funcdes perdidas (Craig et al., 2002;
Lim e Tow, 2007). Desta forma, é necessario que as pesquisas desenvolvam
procedimentos que possam ser aplicados de forma segura e efetiva em
humanos (Fouad e Pearson, 2004).

Atividade fisica realizada na esteira apds contusdo da medula

espinhal (ME) tem sido cada vez mais utilizada como estratégia terapéutica por



potencializar a melhora dos comportamentos sensoriais e motores, como
demonstrado em estudos tanto em humanos (Behrman e Harkema, 2000;
Dobkin et al., 2003; Hutchinson et al., 2004; Giangregorio et al., 2005; Dietz,
2009), como em modelos experimentais (Ahn et al., 2006; Bigbee et al., 2007;
Barriere et al., 2008; Miranda, 2011; Ichiyama et al., 2011; Wang et al., 2015).

De acordo com Cotman et al. (2007), o exercicio fisico
aumenta a plasticidade sinaptica por atuar diretamente na estrutura sinaptica e
potencializar a sua forca, além de reforcar os sistemas subjacentes que
oferecem suporte a plasticidade, incluindo a neurogénese e as funcdes
vascular e metabdlica. Essas mudancas estruturais e funcionais induzidas pelo
exercicio ocorrem em multiplos niveis do sistema nervoso. A atividade fisica
influi nas complexas interrelacbes das estruturas do SNC responsaveis por
elaborar e controlar o comportamento motor, tais como cortex cerebral, tAlamo,
nacleos da base, cerebelo e circuitos neuronais espinhais (CPG) (Dietz e
Harkema, 2004; Winchester et al., 2005; Hubli e Dietz, 2013; Nardone e Trinka,
2015).

Muitos autores relatam que ocorre uma reorganizacdo na
medula espinhal ap6s uma estratégia terapéutica realizada em modelos
experimentais de lesdo medular (Zhou e Shine, 2003; Frassen et al., 2007;
Berrocal et al., 2007; Song et al., 2008; Fortun et al., 2009; Wang et al., 2015).
No entanto, pouco se sabe 0 que ocorre com centros superiores que ficam
desconectados dos circuitos medulares, apos a LM e o tratamento. Estudos
demonstram uma reorganizagao cortical sensério-motora imediatamente apos
a lesdo medular e continuamente no decorrer do tempo (Jain et al., 1997; Lotze

et al., 2006; Kim et al., 2006; Fouad e Tse, 2008; Bareyre, 2008).



Na LM, a informacé&o sensorial aferente da medula espinhal ao
cortex é reduzida devido ao trauma direto na medula, que resulta na morte de
diversos neurdnios no foco de lesédo e ao redor dela (Bradbury e McMahon,
2006). Essa deaferentacdo associada a reorganizacao das estruturas espinhais
leva a mudancas das funcgdes sensorio-motoras do cérebro (Christensen e
Hulsebosh, 1997). Também ja foi demonstrado que a LM gera mudancas
estruturais no encéfalo, tais como alteracfes sinapticas com o aumento do
diametro e do comprimento de dendritos, fornecendo novas oportunidades de
conexdes (Kokotilo et al., 2009). Todavia, 0os mecanismos envolvidos na
reorganizacao cortical apos um procedimento de reabilitacdo ainda ndo foram
bem explorados.

Estudos realizados com gatos submetidos a transeccéo
medular no nivel toracico baixo e ao treino locomotor por meio da esteira
mostraram uma melhora significativa na capacidade de andar (Hodgson et al.,
1994; De Leon et al., 1998). Os autores sugeriram que a melhora observada
possa ter ocorrido por uma mudanca na probabilidade de neurbnios
apropriados serem ativados no tempo certo. A eletrofisiologia € uma ferramenta
potente para se estudar a atividade elétrica de estruturas encefalicas,
permitindo a identificacdo de mudancas nos padrées normais de ativacao
neuronal apés uma lesao e também apos uma intervencéao terapéutica (Herbert
et al.,, 2007). Deste modo, o uso desta ferramenta pode auxiliar no
entendimento dos mecanismos envolvidos na recuperacdo funcional apos a
lesdo medular e o procedimento de reabilitacéo utilizado.

Recentemente, um trabalho realizado pelo nosso grupo

identificou, por meio de registros eletrofisiolégicos, que a atividade fisica



realizada na esteira € capaz de promover alteracbes na atividade cortical
sensgdrio-motora apos a lesdo medular (Miranda, 2011). Neste trabalho, uma
importante relacdo da oscilacdo beta com a melhora do comportamento motor
e da oscilacao delta com a recuperacao limitada do comportamento motor foi
demonstrada a partir do registro de potencial de campo local do cortex
sensdrio-motor. Os dados iniciais demonstrados sugerem que uma analise
mais detalhada sobre a atividade cortical, como por exemplo, dos disparos
unitarios de células, possa esclarecer outros aspectos envolvidos na
reabilitacdo de animais lesados medulares. Além disso, de acordo com Gourab
e Schmit (2010), a compreensdo das mudancas dos sinais eletrofisiologicos
associadas a recuperacao funcional é de extrema relevancia, devido ao
potencial desses sinais como controladores de comando para interfaces
cérebro-maquina (ICM).

Neuroproteses com base em interface cérebro-maquina séo
promissoras na restauracdo da mobilidade corporal de pacientes com paralisia
(Kipke et al., 2008; Bensmaia e Miller, 2014). As ICM podem conectar areas do
cérebro, particularmente o cértex motor, diretamente a dispositivos protéticos
(por exemplo, membros robéticos ou exoesqueleto do corpo inteiro). A ideia
principal das ICM é usar a atividade de areas cerebrais motoras intactas, que
nos casos de paralisia devido a lesdo medular permanecem capazes de gerar
comandos motores mesmo estando desconectadas dos 6rgédos efetores, com o
objetivo de controlar ferramentas artificiais que restaurem a mobilidade do
paciente, como as proteses (Lebedev et al., 2011; McFarland e Wolpaw, 2011).

Diferentes modelos matematicos tém sido propostos para

decodificar os disparos celulares unitarios do cértex motor, com o objetivo de



encontrar relacbes entre a atividade cortical e 0os comportamentos motores
(Lawhern et al., 2010). O registro da atividade celular unitaria de diversos
neurénios pode ajudar na compreensdo de como 0s neurbnios cooperam para
gerar determinadas funcfes, assim como o movimento (Stark et al., 2008; Kim
et al.,, 2011). O presente trabalho visa elucidar como isto ocorre ao longo da
recuperacdo do movimento de ratos lesados medulares devido a atividade
fisica realizada na esteira.

Além da identificacdo de mudancas na atividade cortical por
meio de registros eletrofisioldégicos, alteracdes estruturais de outras areas
motoras (por exemplo, o estriado, a substancia negra e a medula espinhal),
demonstradas por meio de analises imunohistoquimicas também podem
contribuir para o conhecimento de como a atividade fisica pode induzir
plasticidade no sistema nervoso central, necessaria para a promocao da
recuperacdo funcional. Ferreira et al. (2010) mostraram aumento dos niveis
protéicos de sinapsinas, sinaptofisinas e neurofilamentos em areas motoras do
encéfalo de ratos sadios submetidos a atividade fisica na esteira, sugerindo
que esta atividade gera ajustes na eficiéncia sinaptica e remodelamento
neuronal relacionados a plasticidade. Esses dados foram encontrados apds um
curto periodo de exercicio (até duas semanas). Identificar mudancas neste
padrdo de plasticidade encontrado por Ferreira e colaboradores (2010) em
animais lesados medulares treinados por um longo periodo de tempo (dois
meses), pode indicar como o encéfalo se reorganiza na auséncia de aferéncias
sensoriais adequadas, mas frente aos estimulos fornecidos pelo treino na

esteira.



O entendimento sobre o0os mecanismos envolvidos na
reorganizacao cortical apés uma eficiente estratégia terapéutica pode fornecer
informacdes relevantes para o aprimoramento de tecnologias assistivas, como
neuroproteses, que tém se mostrado cada vez mais como uma medida

promissora na restauracdo do movimento apos a lesdo medular.



2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos investigar as alteracdes
funcionais, por meio da eletrofisiologia, e estruturais, por meio da
imunohistoquimica, do coértex sensorio-motor de ratos Wistar submetidos a
atividade fisica na esteira ap0s a lesdo medular contusa.

Um objetivo secundario € investigar a reorganizacdo, por meio
da imunohistoquimica, de outras areas relacionadas ao comportamento motor,
como a medula espinhal, a substancia negra e o estriado, apés o protocolo de
atividade fisica proposto e relacionar estes dados com aqueles obtidos da

regiao cortical.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Caracterizacdo Anatomo-Funcional

Os sistemas motor e somatossensorial sdo constituidos por
diversas estruturas do sistema nervoso central, sistema nervoso periférico e
sistema muscular, que estéo interconectadas por diferentes vias descendentes
(sistema motor) e vias ascendentes (sistema sensorial). Estes sistemas estao
intimamente relacionados. A informacéo sensorial somatica é essencial para
coordenar os movimentos, que, por sua vez, S0 essenciais para nos proteger
de estimulos sensoriais aversivos.

Dentre as estruturas que participam de alguma forma dos
comportamentos motor e somatossensorial encontram-se: areas corticais pré-
motoras (cortex pré-motor ventral e dorsal, area motora suplementar, cortex
cingulado motor ventral, dorsal e caudal), lobo parietal (areas sensoriais
somaticas primaria e secundaria), cOrtex motor primario, nucleos da base
(estriado, globo palido, substancia negra e nucleos subtalamicos), cerebelo,
medula espinhal, motoneurénios inferiores e masculos (Wolpaw, 2007; Kokotilo
et al., 2009).

As vias motoras descendentes sdo compostas pelos: trato
cortico-espinhal lateral e anterior; trato cortico-bulbar; trato rubro-espinhal;
tratos reticulo-espinhal pontino e bulbar; trato tecto-espinhal e tratos vestibulo-

espinhal medial e lateral. Os trés primeiros tratos iniciam na camada V do
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cortex cerebral, enquanto que os outros seis tratos tém origem em nucleos
subtalamicos (Lundy-Ekman, 2004).

As vias sensoriais ascendentes podem ser divididas em dois
grandes sistemas: coluna dorsal-lemnisco medial (CDLM, veicula as sensacdes
epicriticas) e antero-lateral (AL, veicula as sensacfes protopaticas). O sistema
CDLM é composto pelos fasciculos gracil e cuneiforme. O sistema AL é
composto pelos tratos espino-talamico lateral e ventral e espino-mesencefalico.
Ainda fazem parte destas vias os tratos espino-cerebelares dorsal e ventral,
gue também sdo importantes para o controle motor (Bear et al., 2008).

Nos proximos itens serdo abordadas estruturas do sistema
nervoso central, com o objetivo de propiciar um melhor entendimento sobre
suas composicdes e funcbes e sobre como estas estruturas sdo importantes
para a atividade sensoério-motora, que € objeto de estudo desta pesquisa. As
areas a serem descritas, que serdo investigadas neste trabalho, séo: cortex

motor, cOrtex somatossensorial, estriado, substancia negra e medula espinhal.

3.1.1. Cértex Motor

O cortex motor primario (M1) esta localizado na parte caudal do
giro pré-central, e se estende do sulco lateral a superficie medial do hemisfério
cerebral. Penfield e Boldrey mostraram, em um estudo feito em 1937, que esta
regido é a area do cOrtex que gera movimento com a menor intensidade de
estimulo elétrico, e por isso foi denominada de cértex motor primario. Neste
trabalho, os pesquisadores estimularam diversas areas cerebrais e concluiram

gue 0 movimento possui uma representacdo cortical proporcionalmente maior
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na regido anterior a fissura central e que a sensacdo esta representada
também de forma proporcionalmente maior posteriormente. Também pode ser
evidenciado que as areas motoras e sensoriais se sobrepdem
consistentemente e correspondem uma a outra horizontalmente.

Anatomicamente, o0 coOrtex M1 corresponde a area
citoarquitetbnica 4 de Brodmann. Korbinian Brodmann foi um neurocientista
aleméao que ficou conhecido por seu extenso estudo feito, no inicio dos anos
1900, para definir e numerar as areas corticais, com base em suas
organizacdes citoarquitetbnicas, identificadas a partir da coloracédo de Nissl.
Esta divisdo do cértex em areas € utilizada até hoje para designar funcbes
corticais, apesar de se saber que a classificacdo de Brodmann ndo esta
completamente correta (Ziles e Amunts, 2010).

Apés o estudo de citoarquitetura feito por Brodmann, seis
camadas corticais também foram classificadas de acordo com os tipos de
neurbnios presentes. A camada | contém principalmente dendritos de
neurbnios de camadas mais profundas. As diversas conexdes intracorticais
(inter ou intra-hemisféricas) existentes ocorrem, predominantemente, a partir
das camadas Il e Ill que séo, portanto, consideradas camadas associativas. A
camada |V recebe a maioria das aferéncias, inclusive as talamicas, sendo bem
desenvolvida nos cortices sensoriais. Por outro lado, a camada V é
predominantemente responsavel pelas eferéncias, projetando para diferentes
estruturas subcorticais. Nos cértices motores, esta camada € mais espessa. E,
por fim, a maioria dos neurbnios que projetam seus axénios ao talamo possui

0S seus corpos na camada cortical VI (Pearce, 2005; Guyton e Hall, 2006).
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A expessa camada V do cértex motor primario € composta por
diferentes tipos celulares. Entre toda populacdo neuronal existente no cortex
motor, certo tipo de neurdnio que merece destaque devido as suas habilidades
e funcdes Unicas, sendo ele conhecido como célula de Betz nos humanos.
Esses neurdnios séao caracterizados por: um grande corpo celular piramidal; um
anico dendrito apical que se prolonga em direcdo a camada |, onde exibe
ramificacdes e arborizacdo, especialmente para as camadas Il e Ill; numerosos
dendritos basais que surgem da superficie basolateral; e um longo axénio que
se projeta para alvos na medula espinhal (Molnar e Cheung, 2006; Peruzzotti-
Jametti et al., 2014).

Os neurdnios piramidais sado fortemente modulados por uma
circuitaria neuronal local e por neurbnios de projecdo de distancia longa,
incluindo os neurbnios talamo-corticais e neurdnios de projecdo ao corpo
caloso (Molyneaux et al.,, 2007; Humanes-Valera et al., 2013). Estudos
anatdbmicos sugerem que grande parte das aferéncias excitatorias a estes
neurbnios motores é proveniente das camadas Il, Il e V do coOrtex motor.
Neurdnios tdlamo-corticais sdo importantes para levar informacdes cognitivas e
sensoriais aos motoneurdnios superiores, por meio de redes neuronais que
envolvem o cerebelo e nucleos da base (Molnar e Cheung, 2006; Peruzzotti-
Jametti et al., 2014).

Os motoneurdnios cortico-espinhais constituem uma populacao
neuronal especial do cortex cerebral, pois eles séo capazes de coletar, integrar,
traduzir e transmitir eferéncias excitatdrias e inibitérias como um unico impulso
para alvos distantes localizados na medula espinhal. Sem os motoneurdnios

superiores, especialmente em humanos, a conexdo entre o cértex e a medula
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fica gravemente comprometida (Peruzzotti-Jametti et al., 2014). Axdnios das
regides corticais motora primaria e pré-motora fazem sinapse com o0s
motoneurdnios no corno ventral (laminas VIII a 1X) e com os interneurdnios na
zona intermediaria (lamina VII) da medula espinhal (Wolpert et al., 2001;
Lemon e Griffiths, 2005; Rathelot e Strick, 2006).

O cortex motor controla a sinergia muscular e a
retroalimentacdo, facilitando os movimentos de forma integral. Quando ha
mudancas na demanda de uma determinada tarefa, o cortex M1 é responsavel
por coordenar a ativacdo dos musculos sinergistas representados
corticalmente, juntamente com estruturas que residem na medula espinhal,
com o objetivo de que o ato motor seja realizado com precisédo (Oza e Giszter,
2014).

A forca muscular que gera o0 movimento, o controle da rigidez e
do torque articular, a cinematica do movimento (que pode ser entendida como
a trajetéria do movimento de um segmento corporal no espaco, incluindo a sua
direcéo e velocidade em qualquer ponto no tempo), a impedancia dos membros
(capacidade de precisar a quantidade de forca que precisa ser exercida para
pegar objetos de diferentes pesos, por meio da co-contracdo muscular) sao
comportamentos motores que estdo representados no cortex M1 e podem ser
previstos por registros eletrofisioldgicos (Bensmaia e Miller, 2014).

O desenvolvimento de redes corticais e vias motoras
descendentes esta associado a habilidade de desempenhar movimentos cada
vez mais complexos. Particularmente, o surgimento de proje¢cdes corticais
diretas a motoneurbnios da medula espinhal esta relacionado com a

capacidade de oponéncia do polegar dos seres humanos (Lemon, 2008; Borton
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et al., 2014). A interrupcdo destas projecdes afeta diretamente o controle motor
fino dos dedos das maos de humanos (Courtine et al., 2005; Guyton e Hall,
2006). Por outro lado, lesdes do trato cértico-espinhal de roedores ndo afetam
muito a capacidade de desenvolver passos, indicando que projecdes diretas do
cortex motor a medula espinhal ndo sdo essenciais para a modulacdo da
sinergia muscular que geram a locomoc¢ado em ratos e camundongos (Muir e
Whishaw, 1999).

Turner e colaboradores (2001) mostraram, a partir de um
estudo feito com ressonancia magnética funcional, que existe mudanca na
representacdo dos membros no cértex motor apdés a LM. Individuos lesados
medulares apresentaram alteracdes no padrdo de atividade cortical quando
tentavam movimentar o membro abaixo do nivel de lesdo, como uma maior
tendéncia em ativar areas parietais posteriores e também uma dependéncia
excessiva de areas cerebelares.

Em resumo, o cortex M1 recebe aferéncias das areas preé-
motoras, do lobo parietal, dos nucleos talamicos, do cerebelo, dos nucleos da
base e do aparelho vestibular, que sé@o extremamente relevantes para a
organizacdo do movimento que sera executado ap0s a conexdao de suas
projecbes com niveis mais baixos do sistema motor, incluindo a medula

espinhal (Martin, 2003; Guyton e Hall, 2006; Bear et al., 2008).

3.1.2. Cortex Somatossensorial

O cortex somatossensorial primario (Sml) corresponde as

areas citoarquitetonicas 1, 2, 3a e 3b de Brodmann e esta localizado no giro
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pos-central, no lobo parietal. Além da organizacdo em camadas horizontais que
existe em todo o manto cortical, sendo a camada IV mais espessa do cortex
Sml (como mencionado anteriormente), os neurbnios desta area estédo
organizados verticalmente em colunas que se estendem pelas camadas
horizontais. Cada coluna recebe aferéncias de uma modalidade sensorial
especifica, que teve como inicio um local especifico, isto €, axdnios que tém
origem em um determinado ndcleo talamico seguem para a mesma coluna no
cortex Sml. Além disso, colunas adjacentes correspondem a um mesmo local
de origem, porém recebem um estimulo sensorial diferente (térmico, dolororso,
mecanico, tatil). Deste modo, € formado um moddulo de colunas de uma
determinada regido do corpo, sendo que cada uma delas respondera a um tipo
de estimulo sensorial diferente. E, por fim, modulos de colunas adjacentes
respondem a estimulos originados em regides adjacentes da superficie
corporal (Martin, 2003; Guyton e Hall, 2006; Bear et al., 2008).

O cortex Sml, assim como 0 cOrtex somatossensorial
secundario e outras areas do lobo parietal, exercem influéncias diretas no
cortex motor primario, que recebe densas e extensas projecdes originadas nas
porcdes posteriores do lobo parietal superior (porcéo lateral do giro pds-central
e da margem dorsal do sulco intraparietal) (Wise et al., 1997). Existem
diferentes circuitos parieto-frontais, estando cada um deles relacionado com
um tipo de transformacéo sensoério-motora necessaria para gerar o movimento
(Wise et al., 1997; Luppino e Rizzolatti, 2000).

As areas 1 e 2 sdo responsaveis pela maior quantidade de
projecBes do coértex Sml, estando envolvidas com o processamento tardio da

informacdo aferente proprioceptiva e cutdnea em comparacdo com as
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projecdes vindas das areas 3b, que estdo relacionadas com o estagio precoce
de processamento (Martin, 2003). A area 3a recebe aferéncias proeminentes
de fibras sensoriais do tipo la que envolvem os fusos musculares e possui
projecfes substanciais ao coOrtex, estando envolvida com o controle eferente
das informacdes proprioceptivas ascendentes aos centros superiores (Rathelot
e Strick, 2006).

O cortex somatossensorial, assim como o cOrtex visual, envia
eferéncias ao cortex parietal posterior. A interacao destas projecdes no cortex
parietal posterior € extremamente importante para o controle motor, pois da
base ao processamento da percepcdo do espaco e do esquema corporal.
Pode-se dizer, portanto, que o cortex Sml estad envolvido com aspectos de
ordem superior do controle motor, uma vez que atua na interacdo da acao e
percepcdo (Fogassi e Lupino, 2005; Bensmaia e Miller, 2014). Além disso,
axonios provenientes do cortex Sml possuem projecdes diretas ao corno dorsal
da medula espinhal (laminas | a VI). Estas projecdes estéo relacionadas com o
processamento sensorial e podem modular o fluxo de informacgédo sensorial
ascendente (Lemon e Griffiths, 2005; Rathelot e Strick, 2006).

A perda da sensacdo somatica, incluindo toque e
propriocepc¢ao, tem um efeito devastador nas habilidades motoras. Sinais das
aferéncias mecanoreceptivas da pele levam informacdes sobre o local do
contato e sobre a forca exercida na pele quando um objeto é alcancado, por
exemplo. Aferéncias cutaneas também sinalizam quando um objeto esta
escorregando de nossas maos. Como esperado, estudos mostram que

anestesia cutanea da mao faz com que fique impossivel manipular objetos
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pequenos, mostrando a importancia da propriocepcdo para o controle motor
(Bensmaia e Miller, 2014).

Lesdo ou inativacdo do cortex somatossensorial priméario de
macacos resulta em movimentos descoordenados dos dedos, e
comportamentos exagerados e grosseiros ao pegar um objeto. A perda da
propriocepc¢ao elimina a habilidade de planejar a dinamica dos movimentos dos
membros (Sainburg et al., 1995). Pavlides e colaboradores (1993) também
mostraram a importancia do Sml no aprendizado de novas tarefas motoras,
apos verificarem, em um estudo experimental feito também em macacos, que a
lesdo desta estrutura prejudica de forma significativa o aprendizado.

Recentemente, Kambi e colaboradores (2014) mostraram, por
meio de registros eletrofisiolégicos multiunitarios, que apos lesédo cronica da
coluna dorsal da medula espinhal de macacos ocorre uma grande
reorganizacdo da area 3b do cortex Sml. Eles identificaram que a
reorganizacao se deve, principalmente, a mudancas na ativacdo de um nucleo
especifico do tronco encefalico (cuneiforme) e ndo devido a mecanismos

corticais.

3.1.3. Nucleos da base: foco em estriado e substancia negra

Os nucleos da base consistem em quatro estruturas
subcorticais: estriado (caudado, putamen e nucleo accumbens), globo palido
(interno e externo), substancia negra (compacta e reticulada) e nucleos
subtalamicos (Kandel et al., 2000; Bear et al., 2008). Estas estruturas estéo

conectadas reciprocamente com o sistema motor cortical. Desta forma, os
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nacleos da base exercem uma importante influéncia regulatéria sobre o
comportamento motor, participando do planejamento, aprendizado, inicio e
execucdo de novas habilidades motoras e movimentos automaticos, mesmo
nao possuindo projecdes diretas para os motoneurdnios localizados na medula
espinhal (Hoover e Strick, 1999; Doyon et al., 2009).

Os componentes dos nucleos da base podem ser divididos em
trés grupos de nudcleos: aferentes, intrinsecos e eferentes. O estriado recebe a
maioria das aferéncias aos ndcleos da base, vindas principalmente do cortex
cerebral (M1, Sml, areas associativas parietal e frontal), mas também de
nacleos intralaminares do tdlamo e da substancia negra compacta (Grillner et
al., 2005). Mais especificamente, o estriado dorso-lateral recebe aferéncias do
cortex sensoério-motor e € ativado, principalmente, nas aquisicdes de
comportamentos motores habituais e automaticos, sendo chamado também de
estriado sensério-motor (Yin, 2010). A substancia negra compacta, os nucleos
subtalamicos e o globo palido externo fazem parte dos nucleos intrinsecos, ou
seja, fazem conexdes com os nucleos da base aferentes e eferentes (Martin,
2003).

O estriado envia eferéncias ao globo palido interno e
substancia negra reticulada, que sdo as estruturas responsaveis pela maioria
das eferéncias dos nudcleos da base, sendo chamados nucleos palidais. As
projecBes mais densas sdo para o nucleo ventral anterior do tdlamo, mas ha
também projecdes ao nucleo centromediano do talamo. Do nudcleo ventral
anterior ha projecfes diretas ou indiretas ao cortex M1, por meio de conexdes

com a area motora suplementar, predominantemente. Essa via € importante
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para o controle dos movimentos da face, membros e tronco (Sakai et al., 2000;
Akkal et al., 2007).

Os nucleos da base regulam o cortex M1 por meio de dois
circuitos de retroalimentacdo: via talamo-cortical e via cortico-cortical. A
participacdo dos nudcleos da base no movimento pode ocorrer a partir da
memoria, experiéncia do ato motor (aferéncias corticais), uma vez que eles
recebem aferéncias corticais e enviam eferéncias talamicas e corticais também
(alca de retroalimentacdo negativa). Desta forma, as estruturas subcorticais
podem influenciar no movimento antes mesmo de ele ser iniciado (Kandel et
al., 2000; Bear et al., 2008).

A substancia negra € composta por dois tipos principais de
neurbnios, dopaminérgicos e GABAérgicos, que caracterizam as regides
compacta (densa em neurénios) e reticulada, respectivamente. Os neurbnios
desta regido sao caracterizados por corpos celulares de tamanho médio a
grande e com formato irregular, e apresentam de dois a quatro dendritos
principais que se ramificam. A substancia negra recebe aferéncias excitatérias
do nudcleo subtalamico e inibitérias do estriado e do globo palido lateral. Em
roedores, as principais projecdes eferentes da substancia negra sdo para o
talamo ventro-medial (Paxinos, 2004).

O grande envolvimento dos nucleos da base com o movimento
foi evidenciado a partir de estudos em que essas estruturas eram lesadas.
Apoés a lesdo destes nucleos, diferentes distirbios do movimento puderam ser
notados, como a hipercinesia e hipocinesia. A hipercinesia é caracterizada por

movimentos espontaneos involuntarios e a hipocinesia é caracterizada pela
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falta de movimentos espontaneos e uma lentificacdo do movimento voluntario
(Kandel et al., 2000).

Os nucleos da base estdo intimamente relacionados com outra
estrutura do SNC, extremamente relevante para o controle do movimento, o
cerebelo. O estriado recebe projecdes dissinapticas do nucleo denteado do
cerebelo, enquanto que o cortex cerebelar recebe projecdes dissinapticas do
ndcleo subtalamico. Essas duas vias de comunicacdo entre o cerebelo e os
nacleos da base formam uma rede funcional integrada (Hoshi et al., 2005;

Bostan et al., 2010).

3.1.4. Medula Espinhal

A medula espinhal € uma estrutura crucial para comunicacao
do cérebro com o restante do corpo. Ela € envolvida por trés meninges, que
sdo membranas conjuntivas: a dura-mater, a aracnodide e a pia-mater. A dura-
mater (mae resistente do latim) é espessa e resistente, formada por tecido
conjuntivo muito rico em fibras colagenas; contém grandes vasos e nervos.
Essa meninge possui a funcdo de atuar no combate aos agentes patoldgicos
infectantes e doencas malignas. A aracndide (possui este nome por se
assemelhar a uma teia de aranha) apresenta duas partes, uma em contato com
a dura-mater sob a forma de membrana, e outra constituida por traves que a
conecta com a pia-méater. A aracnodide € formada por tecido conjuntivo sem
vasos sanguineos. A pia-mater (made macia do latim) € a meninge mais
profunda, que recebe os prolongamentos de astrocitos, que sdo células da glia

consideradas de sustentacdo; essa meninge da resisténcia aos 6rgdos do
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sistema nervoso, que possuem uma consisténcia mole, uma vez que ela esta
acoplada a todas as curvaturas dos tecidos. A pia-mater é atravessada por
vasos sanguineos que vao do cérebro a medula espinhal e, seus capilares séo
responsaveis pela nutricdo destas estruturas (Paxinos, 2004; Guyton e Hall,
2006; Bear et al., 2008).

Os corpos das células neuronais da ME residem na susbtancia
cinzenta, que possui um formato de “borboleta” e constitui a parte central da
medula. As fibras axonais dos tratos ascendentes e descendentes estdo
localizadas ao redor da substancia cinzenta, em uma area denominada
substancia branca. Ela possui este nome, pois 0s axonios sao envolvidos por
bainha de mielina, que € um material isolador branco. Ambas as regifes sao
compostas também por células da glia, que ajudam na sobrevivéncia e
sustentacao dos neurénios. Células da glia incluem os astrdcitos (com forma de
estrela), microglia (células pequenas que apresentam componentes do sistema
imune) e oligodendrocitos, que produzem a mielina no SNC (cada
oligodendrdcito € capaz de mielinizar 40 axoénios diferentes simultaneamente)
(McDonald, 1999; Martin, 2003).

A substancia cinzenta pode ser divida em duas regides
funcionalmente distintas, os cornos ventrais e dorsais. O corno dorsal
corresponde a porcao sensorial, ou receptiva, e o corno ventral corresponde a
porcao responsavel pela funcdo motora esquelética. Essas duas regibes sao
conectadas por uma zona intermediaria, que possui no seu centro o canal
ependiméario, uma estrutura do sistema ventricular. Anatomicamente, a
substancia cinzenta é divida em X laminas de acordo com as suas estruturas

celulares. O corno dorsal € composto pelas laminas | a VI, a zona intermediaria



22

pela lamina VII, o corno ventral pelas laminas VIl e IX e a lamina X se encontra
ao redor do canal ependimario (Sarikcioglu e Ozsoy, 2008).

A gquantidade de substancia cinzenta varia entre 0os segmentos
medulares, principalmente de acordo com a riqueza da inervacao periférica.
Deste modo, nos segmentos medulares das intumescéncias cervical e
lombossacral, a quantidade de substancia cinzenta € maior, devido a inervacao
dos musculos dos membros superiores e inferiores, respectivamente. Os niveis
toracico e lombar superior, responsaveis pela inervacado de grupos musculares
do tronco e abdbmen, apresentam uma quantidade menor de substancia
cinzenta (Guyton e Hall, 2006).

Dentro da ME existem dois grandes sistemas neuronais que
constituem os tratos descendentes e ascendentes. Os tratos ascendentes
correspondem as vias sensoriais, que transmitem 0s sinais sensoriais
recebidos na superficie corporal e/ou dos 6rgdos (receptores periféricos) para
segmentos especificos da medula espinhal e, em seguida, para nucleos no
tronco encefalico, talamo e cértex. Esses sinais originam-se em células
“transdutoras” especializadas, assim como sensores presentes na pele, que
detectam mudancas no ambiente ou em células que monitoram o estado
interno dos orgaos (McDonald, 1999).

Os principais sistemas neurais implicados na transmissao das
informacOes somestésicas ao cortex cerebral sdo o sistema coluna dorsal-
lemnisco medial e o sistema antero-lateral. Mas também ha vias ascendentes
importantes que envolvem o cerebelo, que utilizam as informacfes aferentes
para regular o movimento e 0s nervos cranianos responsaveis pelas sensacoes

somaticas da face (Bear et al., 2008).
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Resumidamente, o sistema CDLM veicula as sensacodes
epicriticas a partir dos proprioceptores e mecanoceptores cutaneos que estéo
localizados nos musculos, tenddes, articulagdes e nas extremidades distais de
nervos periféricos. A informacao sensorial € transmitida por axénios de grande
calibre (fibras de conducao rapida Aa e AB), que entram na medula espinhal
pelo corno dorsal a partir das laminas Il e IV e fletem-se medialmente para
substancia branca. As fibras deste sistema ascendem pela coluna dorsal,
composta por dois fasciculos: cuneiforme (leva informacdes provenientes dos
membros superiores, tronco superior e parte posterior da cabeca) e gracil (leva
informacdes dos membros inferiores e tronco inferior) (Martin, 2003).

Os axonios de primeira ordem ascendem por estes fasciculos
até os nucleos cuneiforme e gracil, respectivamente, onde estao localizados os
corpos dos neurbnios de segunda ordem. Os ax6nios destes neurbnios
decussam no bulbo para se dirigirem até o ndcleo ventro-pdstero-lateral do
talamo por meio de um trato conspicuo de substancia branca, chamado
lemnisco medial. A decussacéo das fibras no bulbo faz com que a sensacao
epicritica originada no lado esquerdo do corpo esteja relacionada com o lado
direito do encéfalo. No nucleo ventro-péstero-lateral do talamo encontram-se os
corpos dos neurbnios de terceira ordem, cujos axénios seguem em direcao ao
cortex somatosensorial primario. Desta estrutura, a informacéo € encaminhada
para as areas sensoriais de ordem superior (Martin, 2003).

O sistema AL veicula as informacdes protopaticas, tendo inicio
em quimioceptores, nociceptores e termoceptores. Os receptores estédo ligados
a fibras do tipo Ad e C, de pequeno didmetro, muito pouco mielinizadas ou

amielinicas respectivamente, levando a uma conducéo lenta da informacédo. O
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neurbnio de primeira ordem entra pelo trato de Lissauer no corno dorsal da
medula espinhal e faz sinapse com o neurdnio de segunda ordem nas porcdes
profundas da lamina | e superficiais da lamina Il da ME. As fibras Ad penetram
ainda na lamina V, estando esta projecao relacionada com as informacdes
nociceptivas viscerais e musculares (Lundy-Ekman, 2004).

Os axbnios de segunda ordem fletem-se, decussam na
comissura branca anterior e seguem para regido antero-lateral da medula
espinhal, ascendendo para diversos ndcleos, nos quais sao feitas sinapses
com o0s neurdnios de terceira ordem em multiplos niveis neurais. Devido a
caracteristica de conexdes em diferentes niveis, 0 sistema &antero-lateral é
dividido em tratos distintos: espino-reticular, espino-mesencefalico, espino-
talamico e espino-hipotalamico. Os neurbnios de terceira ordem também
podem atingir diferentes areas corticais e ndo somente o cortex Sml, tais como
cortex cingulado e cortex insular (Lundy-Ekman, 2004).

O outro sistema de neurbnios da ME corresponde as vias de
controle motor descendentes, tanto dos musculos lisos dos 6rgaos internos,
como dos musculos estriados. Eles também ajudam a modular as acées do
sistema nervoso autondémico, que regulam as alteracées na pressdo arterial,
temperatura e circulacdo corporal em situacdes de estresse. Os sistemas
descendentes iniciam nos neurdnios localizados no encéfalo, os quais mandam
sinais elétricos para niveis ou segmentos especificos da medula espinhal.
Neurdnios deste segmento convertem entdo o estimulo recebido em impulsos
gue sao enviados para fora da medula (McDonald, 1999).

De maneira geral, as vias descendentes dorsolaterais (tratos

cortico-espinhal lateral, rubro-espinhal e reticulo-espinhal bulbar) estéo
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relacionadas, principalmente, com o controle dos musculos distais, participando
de movimentos de punhos e maos direcionados a um alvo especifico. Estes
tratos descendem pela regido dorsolateral da substancia branca e terminam
nos motoneurénios e interneurbnios em multiplos segmentos medulares,
localizados na porc¢éao lateral do corno ventral e zona intermediaria (Drew et al.,
2002; Lemon, 2008; Darian-Smith, 2009).

Por outro lado, as vias ventromediais (tratos cortico-espinhal
anterior, tecto-espinhal, reticulo-espinhal pontino e vestibulos-espinhais medial
e lateral) participam do controle dos musculos axiais e proximais, tendo acao
nos ajustes posturais, uma vez que integram informacfes somatossensoriais
visuais e vestibulares. Estes tratos descendem ao longo da substancia branca
pela regido ventromedial e terminam em motoneurdnios e interneurdnios
localizados na por¢cdo medial do corno ventral e zona intermediaria. Ainda
existe o trato cortico-bulbar, que € responsavel pelo controle dos musculos da
cabeca e face e termina em neurdnios motores e interneurdnios localizados no
nacleo motor de nervos craniais e na formacédo reticular, respectivamente
(Drew et al., 2002; Lemon, 2008; Darian-Smith 2009).

O axodnio de um neurdnio de projecao descendente pode fazer
conexdes monossinapticas (entre neurénio sensorial primario e neurénio motor,
movimento reflexo), dissinapticas e polissinapticas (entre neurbnios de
projecdo, interneurbnios e motoneurdnios). Existem dois tipos de
interneurdnios: segmentar (possuem um ax6nio curto que distribui dendritos
gue fazem sinapse com neurdnios motores dentro de um segmento espinhal) e
proprioespinhal (possuem axoénio longo que se projeta para mdultiplos

segmentos espinhais antes de fazerem sinapse com os motoneur6nios; atuam
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na coordenacdo dos movimentos entre membros) (Alstermark et al., 2007,
Lemon, 2008; Darian-Smith, 2009).

A medula espinhal possui ainda circuitos neuronais (assim
como aqueles envolvidos no reflexo e em alguns aspectos da marcha, CPG)
que podem ser ativados por sinais sensoriais sem aferéncias do cérebro,
embora estes circuitos possam ser influenciados por mensagens enviadas do
cérebro (Borton et al., 2014). Os CPGs locomotores relacionados aos membros
posteriores de roedores estdo localizados principalmente nos segmentos
lombares de L1 a L3, e compreendem células da parte ventromedial das
laminas VII, VIII e IX; enquanto que nas regifes dos cornos dorsais parecem
fornecer somente aferéncias modulatorias ao funcionamento dos CPGs
(Kuzhandaivel et al., 2011). Em roedores, a geracdo de padrdes locomotores
ocorre no segmento téraco-lombar da medula espinhal, sendo que as regides
mais caudais estdo relacionadas com ritmicidade dos movimentos (Bertrand e
Cazalets, 2002; Fouad e Pearson, 2004).

Estudos mostraram que a medula espinhal € capaz de gerar
comportamentos motores, como a locomoc¢ao, mesmo quando é desconectada
do tronco encefalico e encéfalo, devido a presenca dos CPGs (Grillner, 2006;
Edgerton et al., 2008; Dietz, 2009). Desta forma, as informacdes sensoriais
ascendentes e motoras descendentes interagem com a circuitaria da ME para
modular o movimento, incluindo a sua velocidade, dire¢cdo, coordenacao e

amplitude (Rossignol, 2006).
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3.2. Lesao medular e suas implicagdes

A lesdo medular traumatica pode ser heterogénea tanto em
causa como em desfecho, podendo resultar de: contusdo (comum em
acidentes automobilisticos e quedas; caracterizada principalmente por areas de
hemorragia com expansdo da necrose e cavitacdo, mas ndo rompimento da
superficie da medula espinhal); penetracdo/laceracdo (por armas brancas ou
de fogo; caracterizada por um claro rompimento da superficie da medula
espinhal, sendo que a lesdo é preenchida, na maioria das vezes, por tecido
conectivo rico em colageno); ou compressdao/maceracao (por presenca de
tumores, herniacdes discais, multiplas fraturas; o epicentro da lesdo € muitas
vezes preenchido por tecido conectivo e por fragmentos das raizes nervosas)
(Norenberg et al., 2004; Thuret et al., 2006; Dasari et al., 2014).

Todo o sistema nervoso deve ser investigado quando um
individuo sofre a LM, pois lesdo cerebral traumatica, principalmente as formas
mais leves, acompanha quase 50% das lesdes traumaticas da medula
espinhal. Além disso, mais de um nivel da medula espinhal também pode estar
lesionado. Portanto, a avaliacdo deve incluir o estado mental, os nervos
cranianos, 0s sistemas motor, sensorial e autondmico, a coordenacdo e a
marcha (McDonald e Sadowsky, 2002; Winter e Pattani, 2011).

De acordo com Grossman et al. (2012), insuficiéncia
respiratoria, derrame pleural, grave bradicardia, parada cardiaca e choque
estdo entre as complicacbes mais frequentes, que causam risco de vida aos
individuos lesados medulares no periodo inicial da hospitalizacdo. J4 na fase

cronica é necessario atentar as alteracdes do sistema imunoldgico, uma vez
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qgue os individuos ficam mais susceptiveis as infec¢cdes, como pneumonia,
pancreatite e infec¢do urinaria. Estudos feitos com pacientes e também com
animais mostram supressao do sistema imunologico dias ap6s a LM, com
diminuicdo dos mondcitos e linfécitos circulantes (Riegger et al., 2007; Riegger
et al., 2009; Popovich e McTigue, 2009).

O choque medular ocorre devido a ampla interrupcao de fibras
cortico-espinhais, cortico-pontinas e cortico-reticulares, sendo caracterizado por
uma série de sinais clinicos, tais como paralisia flacida, diminuicdo de reflexos
musculares e do ténus abaixo do nivel de lesédo (Lyalka et al., 2005; Elbasiouny
et al., 2010; Leech et al., 2014). Estes sinais sao caracteristicos de lesdo ou
morte de motoneurdnios inferiores segmentares localizados na substancia
cinzenta central na area de lesdo e em varios segmentos acima e abaixo
(McDonald e Sadowsky, 2002).

No entanto, a maioria das lesées medulares envolve a regido
da substancia branca, afetando os longos tratos ascendentes e descendentes,
0 que acarreta no surgimento de sinais de dano ao motoneurénio superior
abaixo do nivel de lesdo. Em todas as lesbes, exceto nas transeccoes
completas, uma pequena borda de substancia branca permanece no foco de
lesdo. Esta substancia branca residual permite que alguns axdénios
permanecam intactos, mas muitos deixam de funcionar adequadamente por
causa da desmielinizacdo segmentar. Deste modo, o0s sinais clinicos
caracteristicos desta lesdo normalmente ndo aparecem em periodo agudo,
mas sim com o tempo, conforme a lesdo vai se estendendo pelo sistema

nervoso. Entre os sinais estao a hiperreflexia, o aumento do tdnus muscular e a
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presenca de reflexos patologicos (reflexo de Babinski) (McDonald e Sadowsky,
2002; Wilkinson e Lennox, 2005).

Quando a lesao fica confinada a substancia cinzenta, prejuizos
motores e sensoriais ocorrem nas areas que sao inervadas por aquele nivel
(por exemplo, leséo na sexta vértebra cervical afeta as fungcbes da mao) sem
afetar as funcdes muito abaixo daguele segmento (como o andar e a funcéo
urinaria). Por outro lado, se ha destruicdo da substancia branca no mesmo
nivel, mesmo que haja substancia cinzenta residual, o individuo fica
tetraplégico e sem controle dos esfincteres, por exemplo (McDonald e
Sadowsky, 2002).

Outra classificacdo da LM estd relacionada com a sua
extensdo, podendo ser completa ou incompleta. Uma lesdo completa resulta
em total auséncia de funcbes motora e sensorial abaixo do nivel de lesdo. O
nivel neuroldgico é dado como sendo o nivel mais baixo, no qual ainda &
encontrada alguma evidéncia de funcdo ou sensacdo muscular, sem
preservacao, no entanto, da funcionalidade da area sacral (Kandel et al., 2000;
Lundy-Ekman, 2004).

Na lesdo incompleta ha preservacdo parcial da funcéo
neurolégica em mais de um segmento abaixo do nivel de leséo, e isso inclui a
parte mais inferior do segmento sacral. Uma profunda sensacdo anal €&
caracteristica desse tipo de lesdo e a contracdo voluntaria da musculatura do
esfincter anal é utilizada para demonstrar se a funcéo esta preservada ou nao
(Kandel et al., 2000; McDonald e Sadowsky, 2002; Wilkinson e Lennox, 2005).

Individuos com lesdo medular podem ser tetraplégicos ou

paraplégicos de acordo com a altura da leséo. A paraplegia € caracterizada por
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diminuicdo ou perda da funcdo motora e sensorial dos segmentos toracicos,
lombares ou sacrais, devido a perda de componentes neurais da medula
espinhal decorrente da lesdo. Nestes casos, a funcdo dos membros superiores
esta preservada, mas dependendo do nivel de leséo as fun¢bes do tronco, dos
orgaos pélvicos e dos membros inferiores podem ser afetadas (Wilkinson e
Lennox, 2005).

Individuos tetraplégicos apresentam diminuicdo ou perda da
funcdo sensorial e motora nos segmentos cervicais da medula espinhal, devido
a danos aos elementos neurais dentro do canal medular. A tetraplegia resulta
em diminuicdo funcional dos membros superiores assim como do tronco, dos
orgaos pélvicos e dos membros inferiores. Pessoas com lesGes acima de C4
nao conseguem respirar independentemente, porque o diafragma € inervado
pelo nervo frénico (C3 a C5), e os musculos abdominais e intercostais sao
inervados por nervos toracicos (Lundy-Ekman, 2004).

A Associacdo Americana de Lesdo Espinhal (American Spinal
Injury Association) desenvolveu uma escala de incapacidade para graduar a
gravidade da lesdo medular e esta escala € amplamente utilizada no mundo.
Ela possui cinco niveis: A (lesdo completa, sem a preservacdo das funcdes
motora e sensorial no segmento sacral S4-S5), B (lesdo incompleta, com
preservacao da funcdo sensorial, mas ndo motora abaixo do nivel neurologico
e estendendo para o segmento sacral S4-S5), C (lesdo incompleta, com
preservacdo da funcdo motora abaixo do nivel neuroldgico; a maioria dos
musculos possui grau de forca menor do que trés), D (lesdo incompleta, com

preservacdo da funcdo motora abaixo do nivel neuroldgico; a maioria dos
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musculos possui grau de forca maior do que trés) e E (funcdes motora e
sensorial normais) (McDonald e Sadowsky, 2002; Thuret et al., 2006).

Como descrito, a LM pode ocorrer devido a diferentes causas e
possui diversas classificacbes de acordo com o tipo de motoneurdnio afetado,
sua extensao, nivel afetado e gravidade. Porém, independentemente destes
fatores, a lesdo medular afeta a conducdo de informacdes sensoriais e
motoras, por um rompimento dos tratos espinhais ascendentes e
descendentes, respectivamente. Isso leva a perda da percepcao adequada dos
estimulos sensoriais (sensac¢des epicriticas e protopaticas) e a imprecisao na
organizacdo do comportamento motor (movimentacao ativa abaixo do nivel de
lesédo) (Lu et al., 2005).

O comportamento motor, como mencionado anteriormente,
sofre consequéncias facilmente identificaveis imediatamente apés a LM, na
fase de choque medular, caracterizada pela paralisia flacida. Poucas semanas
apos a lesdo, mudancas estruturais na medula espinhal acarretam em ma
regulacdo da excitabilidade dos motoneurbnios e ma responsividade as
aferéncias sensoriais e aos comandos descendentes residuais. Essas
mudancas podem contribuir para o desenvolvimento de comportamentos
motores espasticos tanto em animais como em humanos (Gorassini et al.,
2004; Murray et al., 2010; Elbasiouny et al., 2010).

De acordo com Leech et al. (2014), o comportamento motor
espastico em humanos com LM consiste em hipertonia espastica, que inclui
tanto a espasticidade (aumento da velocidade da excitabilidade do reflexo de
estiramento e reflexo patelar exagerado), como os espasmos (manifestados

guando h& ativacdo muscular multi-articular involuntaria e mantida em resposta
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a multiplos estimulos sensoriais). A espasticidade pode impactar
negativamente na recuperacdo da funcdo locomotora devido a ativacao
anormal da musculatura durante o andar, estando presente em
aproximadamente 70% dos individuos com lesdes toracicas e cervicais com um
ano de lesdo (Adams et al., 2007). Por outro lado, estudos mostram que a
presenca da espasticidade pode promover a recuperacdo da atividade motora
ao usar funcionalmente esse mecanismo involuntario e reflexo durante a
locomocédo como forma de compensacéao da falta de acéo voluntaria (Gorgey et
al., 2010; Fouad et al., 2010; Leech et al., 2014).

Segundo Harkema (2008), a presenca de clénus (sintoma
muitas vezes presente apos a LM) e de espasticidade pode ser considerada
como um indicativo de que as redes neurais estao ativas e tém o potencial de
promover a recuperacao funcional, ao invés de ser uma consequéncia da perda
das aferéncias supra-espinhais que proibe a recupera¢éo da funcdo motora. E,
portanto, estes sintomas nao devem ser eliminados por intervencdes cirargicas
ou farmacologicas.

A espasticidade proporciona uma tensdo periddica, que pode
proteger os individuos lesados medulares contra a inativacdo dos musculos
esqueléticos abaixo do nivel de lesdo, e consequentemente, pode promover
descarga de peso nos membros afetados (Castro et al., 1999; Gerrits et al.,
1999; Dupont-Versteegden et al., 2000; Giangregorio e McCartney, 2006;
Grumbles et al., 2009). Este fato é extremamente importante, uma vez que a
descarga de peso fornece beneficios aos musculos (manutencdo da éarea
seccional do musculo) e aos ossos (manutencdo da densidade Ossea),

diminuindo as chances de fratura que ocorrem mais facilmente em individuos
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lesados em simples atividades diarias, como nas transferéncias posturais
(Giangregorio e McCartney, 2006; Dudley-Javoroski e Shields, 2008). Em
modelos experimentais de lesdo medular também ja foram identificadas
alteracbes musculares como hipotrofia muscular (diminuicdo da area seccional
das miofibrilas), devido a alteracbes nas propriedades contrateis dos musculos
(Biering-Sorensen et al., 2009; Ilha et al., 2011).

Em relacdo ao comportamento sensorial, as sensacfes de
pressédo, tato, vibracdo e dor sdo extremamente afetadas quando as colunas
dorsais da medula espinhal sdo atingidas. O individuo se torna incapaz de
discriminar as diferentes sensacdes e suas caracteristicas (frequéncia, duracéo
e intensidade), o que prejudica diretamente o controle motor que depende da
retroalimentacao sensorial (Kaas et al., 2008).

As consequéncias relacionadas ao comportamento de dor sdo
preocupantes, uma vez que se estima que dois tercos dos individuos com
lesdo medular apresentam algum tipo de dor e um terco desenvolve dor
neuropatica central difusa no nivel da lesdo (Gustin et al.,, 2008; Jang et al.,
2014). Ela pode estar presente tanto em lesdes completas como incompletas
(Hutchinson et al., 2004; Hains e Waxman, 2006).

A dor neuropatica é causada por disfuncbes no sistema
nervoso central ou periférico e pode estar localizada acima, abaixo ou no nivel
da lesdo. Ela pode se manifestar como hiperalgesia mecéanica e/ou térmica
(resposta dolorosa exagerada a estimulos nocivos mecanicos e/ou térmicos),
mas a sua forma mais comum € como alodinea (resposta dolorosa a estimulos
nao nocivos) (Gwak et al.,, 2006; Defrin et al., 2007; Jang et al., 2014;

M’Dahoma et al., 2014; Ward et al., 2014).
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Recentemente, M'Dahoma e colaboradores (2014) mostraram
que ratos submetidos a transeccdo da medula espinhal desenvolvem dor
neuropatica central no nivel da lesdo e sugerem que as alteracOes
neuroinflamatorias induzidas pela lesdo reforcam a ideia de que tanto a
microglia como o0s astrocitos reativos contribuem para geracdo da dor
neuropatica. Uma série de mecanismos de sinalizacao intracelular contribui
para o desenvolvimento da dor neuropatica crénica (Hulsebosh et al., 2009).

A dor ndo é por si s6 um fator incapacitante, mas também
interfere na participacdo do paciente nos programas de reabilitacéo, levando a
outras complicacbes, como disfuncdes cognitivas e emocionais, piorando a
qualidade de vida destes individuos (Jang et al., 2014; Ward et al., 2014).
Outras disfuncdes que impactam diretamente na qualidade de vida de lesados
medulares estdo relacionadas com os sistemas urinario e sexual (Thuret et al.,
2006).

Os sintomas apresentados por individuos que apresentam
comprometimento dos sistemas urinario e sexual podem ser diversos:
disfuncdo no armazenamento e na eliminacdo da urina, infeccbes urinarias
recorrentes, diminuicdo ou auséncia de lubrificacdo, erecdo e ejaculacao,
infertilidade (McDonald e Sadowsky, 2002; Vodu$ek, 2014). Em modelo
experimental, também foram identificadas mudancas na composi¢cdo da urina
(niveis proteicos) na LM crbénica, mostrando que mudancas patolégicas na
bexiga podem persistir por um longo periodo de tempo (Herrera et al., 2010).

De acordo com Ward e colaboradores (2014), as complicacdes
do trato urinario sdo responsaveis pela maioria das internacdes hospitalares

dos individuos LM, que sdo 11 vezes mais susceptiveis a morrer de doencas
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do sistema urinario do que individuos sem lesdo. Manipulacdo diaria e
frequente da bexiga € necessaria para evitar e controlar incontinéncia,
dilatacdo da bexiga, refluxo vesico-uretral, pielonefrite, infeccbes do trato
urinario inferior, cistite e disreflexia autonémica.

As complicacGes da LM, como dor neuropética, espasticidade,
hiperreflexia, disfuncbes urinarias e sensa¢des anormais sdo consequéncia de
uma série de eventos que ocorrem apos a lesdo, como por exemplo, a
liberacdo de mediadores téxicos, que sdo produtos de processos inflamatérios
e excitoxicidade (Yezierski, 2005). Um pré-requisito para o desenvolvimento de
terapias eficientes para LM (estratégias neuroprotetoras e prevencao de
sequelas) é entender detalhadamente os processos patofisiolégicos que
ocorrem durante a lesdo e como 0s varios componentes envolvidos interagem
para resultar nos déficits funcionais mencionados anteriormente (Rowland et
al., 2008; Kuzhandaivel et al., 2011). Grandes esfor¢cos tém sido empregados a
fim de se entender estas mudancas patofisiologicas, que serdo descritas no

préximo item.

3.2.1. Patofisiologia

A patofisiologia da lesdo medular € caracterizada por duas
fases: primaria e secundaria. A fase primaria envolve a lesdo mecanica inicial,
na qual a deformidade da coluna espinhal (fratura e/ou deslocamento) impacta
diretamente na medula espinhal, rompendo axénios, vasos sanguineos e
membranas celulares. Estes danos sdo seguidos pelo inicio retardado dos

eventos secundarios da lesdo que englobam: disfuncdo vascular, edema,
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isquemia, excitoxicidade, mudancas eletroliticas, producdo de radicais livres,
inflamacdo e morte celular por apoptose (Figuras 1 e 2) (McDonald e
Sadowsky, 2002; Rowland et al., 2008; Kuzhandaivel et al., 2011; Dasari et al.,
2014). Enquanto os déficits neuroldgicos estdo presentes imediatamente apos
a lesado inicial, a fase secundaria resulta em um periodo prolongado de

destruicdo tecidual (Thuret et al., 2006).

Focoda Moléculasde
lesdo matriz extracelular
inibitorias

@ Células Inflamatorias

~4K Astrocitos Reativos

Brotamento Axonal

-
;—0'5*:’{/' S
) ’\k_)\

Z — Desmielinizagdo Axonal

Figura 1 - Imagem ilustrativa dos eventos patofisiologicos da lesdo medular. O foco de lesédo
no SNC expande conforme as células inflamatérias interagem com os astrocitos reativos e
outras células da glia reativas ao redor da cavidade de lesdao. Essa regido € associada a
regulacdo de moléculas de matrix extracelular inibitérias, como proteoglicanas, que estao
distribuidas em grande concentracédo do foco de lesdo para a area de penumbra. Um ambiente
ndo permissivo para regeneracao é formado, com morte neuronal, desmielinizacdo e presenca

de neurbnios distréficos. Fonte: modificado de Fitch et al. (2008).

Os eventos primarios acontecem de maneira localizada,
restritos a area do segmento medular lesionado e sédo caracterizados por
isquemia e hemorragia (Zhang et al., 2012). Lesdes microvasculares imediatas
ocorrem com hemorragia da substancia cinzenta e rompimento da membrana
celular e da barreira sanguinea da medula espinhal, levando a infiltracéo local

de neutrofilos. A quantidade de hemorragia e edema apdés a lesdo esta
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diretamente relacionada com o grau de comprometimento neurolégico do
paciente (McDonald e Sadowsky, 2002; Losey et al., 2014).

O rompimento trauméatico dos axbénios e a morte imediata de
neurbnios e células da glia sdo responsaveis pelo fendbmeno do choque
medular, que resulta em perda instantanea de func&o no proéprio nivel de lesdo
e abaixo dele nas les6es completas (Rowland et al., 2008). Nas primeiras horas
podem ser identificadas diversas substancias prejudiciais, inibitérias no foco de
lesdo, assim como as células de fator de necrose tumoral (tumour necrosis
factor, TNF) positivas e a interleucina-6 (IL-6) (Afshari et al., 2009; Zhang et al.,
2012). Essas substancias potencializam a morte neuronal mediada por
glutamato, diminuem a quantidade de macréfagos e microglia ativa. Outras
interleucinas (IL-1a e IL-18) também sdo potentes agentes inflamatérios, que
iniciam ou amplificam uma grande variedade de efeitos associados com a
imunidade inata, as respostas locais de leséo tecidual e a invasdo microbiana
(Dasari et al., 2014; Peruzzotti-Jametti et al., 2014).

Subsequentemente, uma cascata de eventos secundarios é
desencadeada, ocorrendo necrose e apoptose que sao fatores deletérios aos
neurbnios sobreviventes ao redor, reduzindo as chances de regeneracao dos
neurbnios existentes na area de penumbra, podendo impedir ou limitar
qualquer recuperacéo funcional possivel. Com a morte dos neurénios e células
da glia, cavidades e cistos, que interrompem os tratos axonais ascendentes e
descentes, sdo formados (McDonald e Sadowsky, 2002; Thuret et al., 2006;
Afshari et al., 2009; Figura 2). Processos patofisiol6gicos que ocorrem na fase
secundaria s&o responsaveis por exarcebar os danos iniciais, podendo

expandir a lesdo para segmentos adjacentes e criar um ambiente inibitério que
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€ hostil para os esforcos enddgenos de reparacdo, regeneracdo e
remielinizacdo (Dasari et al., 2014).

A resposta inflamatoria pés-trauma exerce um papel critico na
fase secundaria pés LM por meio de modulacdo de uma série de complexos
celulares e interacbes moleculares. A ativacdo e o recrutamento de células
inflamatorias periféricas, incluindo células da microglia, astrocitos, mondcitos,
linfécitos-T e neutrofilos, promovem o desenvolvimento dos danos secundarios,
gue podem ser subdivididos em: fase aguda (de duas horas a dois dias), fase
subaguda (dias-semanas), e a fase cronica (meses-anos); cada uma com

processos patofisiolégicos distintos (Rowland et al., 2008; Dasari et al., 2014).
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Figura 2 - Imagem ilustrativa da medula espinhal intacta em uma vista sagital, com
demonstracdo dos: tratos ascendentes (roxo) e descendentes (azul) na substéncia branca;
neurbnios sensoriais de primeira ordem localizados na pele que entram pela substancia
cinzenta na ME; oligodendrdcitos que mielinizam os axdnios (A). Medula espinhal apés a LM,
com demonstracdo de: interrupcdo dos tratos ascendentes e descendentes, que falham em
regenerar longas distancias; formacdo de cistos; invasdo de células do sistema nervoso
periférico, como as células de Schwann; reatividade glial; presenca de moléculas inibitérias;
atrofia muscular (B). Fonte: modificado de Thuret et al. (2006).
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A fase aguda é caracterizada por continuacdo da hemorragia,
edema crescente, inflamacdo e marcos do inicio de processos adicionais da
lesdo secundaria, tais como producdo de radicais livres, excitoxicidade
mediada por glutamato, e neurotoxicidade associada as respostas imunes que
contribuem para lesdo axonal e morte neuronal adicional. O rompimento da
microvascularizacdo, a perda de mecanismos autoregulatorios normais, a
hipotensdo global e o aumento da presséao intersticial sdo base para a
hipoperfuséo prolongada vista ap0s a LM. A isquemia resulta em edema celular
citotoxico que afeta neurdnios e ceélulas da glia. A perda significativa de
oligodendrdcitos associado ao edema axonal levam ao bloqueio de potenciais
de acéo, por afetarem diretamente a bainha de mielina dos neurdnios (Zai e
Wrathall, 2005; Rowland et al., 2008; Kuzhandaivel et al., 2011).

A fase subaguda € caracterizada por maturacdo da cicatriz
glial, um processo multifatorial que envolve astrocitos reativos, progenitores
gliais, microglia, macréfagos, fibroblastos e células de Schwann. A cicatriz é
frequentemente orientada perpendicularmente ao neuraxis e parece
impenetravel. Ela também contém inibidores moleculares de transmembrana
de crescimento axonal (Zai e Wrathall, 2005; Thuret et al., 2006; Rowland et al.,
2008).

O término de mudancgas p6s LM (fase crbnica) é identificado
como um fendmeno patofisiolégico com solida formacédo de cicatriz glial e
apoptose neuronal, resultando em diminuicdo da funcdo neuronal como um
todo (Thuret et al., 2006). O processo de degeneracdo walleriana dos axénios

danificados continua acontecendo e pode durar anos até que o0s axdnios
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danificados e seus corpos celulares sejam completamente removidos
(Rowland et al., 2008; Kuzhandaivel et al., 2011).

Embora haja alguns casos de melhora da funcédo neurolégica
muitos anos apos a lesdo, pode ser considerado que dentro de
aproximadamente um a dois anos, o0s déficits neurologicos estejam
estabilizados e a lesdo é completamente maturada (Rowland et al., 2008).

No entanto, reparo enddgeno e mecanismos regenerativos
também ocorrem durante a fase secundaria. Células inflamatorias invasoras ou
locais (incluindo neutréfilos, microglia, macréfagos e células T) podem ter uma
variacdo de papéis destrutivos e reparativos. Essas células agem de maneira a
tentar minimizar a extensao da lesdo (por meio de astrogliose), reorganizar o
suprimento sanguineo por meio de angiogénese, limpar os debris celulares,
unir/remodelar circuitos neuronais danificados e, com isso, oferecer alvos
exploraveis para intervencdo terapéutica (Afshari et al.,, 2009; Dasari et al.,
2014).

Em contraste com o0s eventos destrutivos, caracteristicas
patolégicas comumente observadas indicam que possa haver alguma
recuperacao espontanea apés a LM. Ao passo que existe pouca ou henhuma
neurogénese na medula espinhal lesionada, proliferacdo no canal ependimario
e peri-ependimario gera células precursoras novas que se diferenciam
exclusivamente em células da glia (Thuret et al., 2006). Apesar de estas células
serem responsaveis pela formacao da cicatriz glial, que € uma barreira fisica
para o brotamento axonal, elas podem também exercer um potente papel

preventivo da resposta inflamatoria (Peruzzotti-Jametti et al., 2014).
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A cicatriz glial restringe o extravasamento de leucécitos para as
areas perivasculares e, portanto, reduz a infiltracdo prejudicial de células do
sistema imunolégico no parénquima adjacente do SNC, inibindo a
desgranulacdo de neutrofilos. Além disso, o0s astrocitos podem reparar
diretamente a barreira sanguinea (Peruzzotti-Jametti et al., 2014). No entanto,
poucos axbnios sdo capazes de regenerarem por longas distancias de volta
para os alvos de origem por causa dos fatores inibitérios presentes na leséo e
da barreira fisica formada pela cicatriz. Véarias formas de plasticidade espinhal,
do tronco encefélico e cortical ocorrem e podem contribuir para a recuperacéo
compensatoria limitada (Thuret et al., 2006; Bradbury e McMahon, 2006;
Afshari et al., 2009).

Apés a LM, novos circuitos espinhais podem atravessar a
lesdo, incluindo a presenca de brotamento de axbnios corticoespinhais
lesionados em direcdo aos tratos proprioespinhais descendentes longos
remanescentes, que aumentam conectividade com neurdnios motores
lombares (importantes para os CPGs). Areas sensério-motoras corticais e em
nivel subcortical podem rearranjar funcionalmente; o sistema rubrospinal pode
reorganizar e compensar parte da funcéo perdida apés lesédo cértico-espinhal
(Thuret et al., 2006; Bradbury e McMahon, 2006). Desta forma, apesar de
existir alguma recuperacdo espontanea apos lesdo do SNC, ela é incompleta.
Recuperacdo adicional da funcdo requer a combinacdo de intervencdes

terapéuticas seguras e eficazes, sendo este tema abordado no préximo item.
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3.3. Abordagens Terapéuticas

Ainda ndo se sabe ao certo qual € o melhor intervalo de tempo
para se iniciar um tratamento adequado apos a LM, com o objetivo de limitar ou
até prevenir os danos secundarios a lesdo, cuja extensdo esta diretamente
relacionada com a recuperacdo funcional (Rowland et al., 2008; Kuzhandaivel
et al., 2011). No entanto, o primeiro tratamento farmacolégico para LM foi
introduzido nos anos 90, apds um estudo clinico multicéntrico mostrar que altas
doses do esteroide metilpredinisolona reduzia os déficits quando administrado
dentro de oito horas ap0s o trauma (Bracken et al., 1990). Acredita-se que
metilpredinisolona possa participar na reducdo do edema, da inflamacéo, da
liberacdo de glutamato e do acumulo de radicais livres (McDonald e Sadowsky,
2002).

De acordo com Tohda e Kuboyama (2011), a
metilpredinisolona possui efeitos neuroprotetores por apresentar efeitos
antioxidantes, melhorar a circulacdo sanguinea na medula espinhal, reduzir o
influxo de célcio, reduzir a degeneracao walleriana e atenuar a perodoxicacao
lipidica. Apesar de este tratamento farmacoldgico promover bons resultados
em relacdo a neuroprotecao tanto na ME como no cérebro (Hulsebosch, 2002;
Craig et al., 2002; Lim e Tow, 2007; Chang et al., 2009), ele tem falhado em
produzir uma recuperacao funcional em modelos experimentais (Takami et al.,
2002; Pereira et al., 2009).

Existem evidéncias de que terapias que promovam a
sobrevivéncia, por meio do brotamento neuronal de fibras residuais, do

brotamento neuronal de fibras lesadas ou da regeneracao (Figura 3), mesmo
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qgue de poucas fibras, sdo eficientes na promoc¢éo da reabilitacdo de animais
lesados e podem ser promissoras para humanos com LM (Kaas et al., 2008,
Dietz e Fouad, 2014). A capacidade que os neurbnios tém de reorganizar 0s
circuitos ainda ndo é bem compreendida, mas sabe-se que este processo pode
ser influenciado por diversos fatores, incluindo: regeneracdo de multiplas
populacdes axonais, formacdo de padrdes originais de reinervacdo, formacao
de sinapses aberrantes e competicdo por conectividade sinaptica com

interneurdnios e neurdnios de projecao (Lin et al., 2014).

Rostral Caudal Brotamento de axdnios residuais
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Figura 3 - Imagem ilustrativa do que acontece com os axbnios ap6s a LM (A) e os seus
mecanismos de regeneracao (crescimento das extremidades dos ax6nios, que pode ocorrer ao
redor da lesdo; B), brotamento de axbnios residuais (normalmente, ocorre em &areas
denervadas; C) e brotamento de axénios danificados (ocorre na area integra do axdnio que
estqd danificado em direcdo a axOnios intactos presentes, proximo a lesdo; D). Fonte:
modificado de Fouad e Dietz (2014).

Nos dias de hoje, existem diferentes abordagens terapéuticas
gue podem ser adotadas de acordo com a fase da lesdo de maneira a otimizar
os resultados obtidos. Essas abordagens concentram-se em quatro grandes
areas: limitagdo da morte neuronal imediatamente apo6s a leséo
(neuroprotecdo); promocdo de regeneracdo celular; reposicdo de células
perdidas (transplantes); e, por fim, reabilitacdo (Craig et al., 2002; McDonald e

Sadowsky, 2002; Rowland et al., 2008). A seguir serdo descritos, de maneira



44

resumida, quais técnicas estdo envolvidas nas trés primeiras abordagens, que
também podem ser visualizadas na figura 4.

Em relacdo a prevencdo da progressédo da lesdo secundaria,
as mortes celulares apoptética e por necrose podem ser prevenidas com uso
de agentes anti-excitotoxicos (bloqueio de receptores de glutamato) e
tratamentos anti-apoptoticos (com fatores de crescimento como o neurotrofina-
3, NT-3; fator neurotrofico derivado do encéfalo, brain derived neurotrophic
factor BNDF; fator de crescimento de nervo). Uma estratégia para compensar a
desmielinizacdo pode ser a administracdo de substancias quimicas que
favorecem a propagacdo dos potenciais de acdo em areas desmilienizadas
(prevenindo o bloqueio da conducdo do impulso nervoso), e de agentes que
encorajam a sobrevivéncia de oligodendrocitos que remielinizam os axdnios

(como as células embainhantes olfatérias) (McDonald e Sadowsky, 2002;
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Gorrie et al., 2010).

Figura 4 - Representacdo de possiveis estratégias de intervencdo para melhorar a
recuperacdo funcional, que estdo apontadas na imagem pelos itens de um a sete. Fonte:
modificado de Tohda e Kuboyama (2011).
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Para a diminuicdo ou remocédo da inibicdo no foco de leséo,
agentes que blogueiam a acéo de inibidores naturais de regeneracdo ou que
regulam a expressdo de proteinas inibitorias podem ser fornecidos, assim
como o0s bloqueadores de receptores N-metil-D-aspartato de glutamato,
inibidores de agentes pro-inflamatérios como a inibicdo de receptores de
interleucina-1p, e degradadores de moléculas inibitérias de matriz celular como
as condroitinases. Essas substancias mostraram ser eficazes na diminuicdo da
cascata de eventos secundarios (Craig et al., 2002; Lu et al., 2005; Kaas et al.,
2008; Bradbury e Carter, 2011).

Com o objetivo de promover regeneracdo axonal, fatores de
crescimento que promovem brotamento de novos axoénios podem ser
fornecidos, como os fatores neurotréficos que sao pequenas proteinas
secretadas por diversos tipos de célula. Estimuladores de sintese dos fatores
NT-3 e BDNF tém sido introduzidos por meio de administracdo oral ou
intraperitoneal, e resultados benéficos foram notados na inducdo de
crescimento neuronal, tanto proximal como distalmente ao corpo do neurénio,
reduzindo a atrofia dos neurdnios que se projetam para a ME e, portanto,
promovendo regeneracdo (Murakami et al., 2002; Zhou e Shine, 2003; Brown
et al., 2004).

Segundo Zhou e Shine (2003), o BDNF é um potente regulador
de moléculas de crescimento neuronal, potencializa a capacidade de
regeneracdo e previne morte induzida de axbnios dos neurdnios do trato
cortico-espinhal. Estes fatos foram constatados apds os pesquisadores

verificarem um crescimento significativo da quantidade de prolongamentos
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axonais rostral ao foco de lesdo quando o BDNF foi introduzido,
continuamente, no cortex motor de ratos apos lesédo do trato cortico-espinhal.

lanotti e colaboradores (2004) estudaram os efeitos do fator
neurotroéfico derivado da linhagem de célula glial na lesdo medular realizada em
ratos. Os autores identificaram que esta neurotrofina possui um papel
importante na preservacdo e regeneracdo de axbnios de neurdnios
proprioespinhais e supraespinhais na substancia branca, sendo capaz de
promover a recuperacao funcional dos animais. Além disso, de acordo com Zai
e Wrathall (2005), o aumento de fatores neurotroficos serve como uma nova
fonte celular de oligodendrécitos e, consequentemente, de mielinizacdo, uma
vez que induz uma reativacdo mitGtica nas células precursoras de
oligodendrdcitos.

O transplante celular apés a LM tem diversos objetivos, tais
como: criar pontes que unam segmentos interrompidos por cistos e cavidades;
substituir células mortas (por exemplo, fornecer neurdnios ou células da glia);
introduzir células que sdo capazes de gerar todos os tipos celulares (por
exemplo, células tronco); e criar um ambiente favoravel para o crescimento
axonal (McDonald e Sadowsky, 2002; Thuret et al., 2006; Bradbury e
McMahon, 2006). Células transplantadas podem induzir plasticidade por
promover crescimento axonal, brotamento colateral, remielinizacdo, formacao
de novas sinapses e reducdo da degeneracdo axonal retrégrada (Ruff et al.,
2012).

Os transplantes mais estudados tém sido: nervo periférico,
células de Schwann, células do sistema nervoso olfatério, células embrionarias

do SNC, células tronco (embrionarias humanas, neurais, mesenquimais,
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endogenas e progenitoras), fibroblastos, macrofagos ativos, células estromais
da matriz 6ssea (Craig et al., 2002; Lu et al., 2005; Rowland et al., 2008; Tohda
e Kuboyama, 2011; Ruff et al., 2012; Dietz e Fouad, 2014).

Lu e colaboradores (2012) investigaram se a combinacédo de
tratamentos poderia promover a regeneracdo de axénios motores para o foco e
além da lesdo apos ratos terem sido submetidos a transeccdo da medula
espinhal. Os pesquisadores administraram inje¢cdes do nucleotideo adenosina-
monofosfato-ciclico nos motoneurénios do tronco encefélico reticular para
estimular o seu estado de crescimento endogeno, transplantaram células
estromais da matriz 6ssea no foco de lesao para fornecer matriz permissiva ao
crescimento axonal e colocaram ao longo da lesdo o BDNF para estimular o
crescimento distal dos axonios motores. O tratamento se mostrou eficaz em
formar novas sinapses abaixo do nivel de lesdo, mas o comportamento motor
nao apresentou melhoras.

De acordo com Oudega et al. (2012) é l6gico pensar que a
combinacdo de tratamentos individuais implementados na ordem e no tempo
certo deve ser necessaria para reparar a medula espinhal pos lesdo. No
entanto, a combinacdo destes tratamentos deve ser escolhida com precaucéao,
uma vez que muitos dos resultados obtidos com cada um deles podem ou nao
serem sinergistas. Alguns tratamentos podem desencadear certos efeitos e
efeitos colaterais, que podem diminuir o potencial de reparacdo, ou de outros
componentes da terapia, ou até mesmo da terapia combinatéria como um todo.
Para desenhar uma combinacdo de terapias € necessario levar em
consideracdo a nhatureza, o tempo e o método corretos de introducdo da

mesma.
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Os dados expostos até o momento mostram a complexidade
da reparacdo da medula espinhal e a necessidade de se desenvolverem
técnicas que controlem melhor os fatores neuroprotetores e neuroregenerativos
apos a lesdo medular, a fim de se promover recuperacdo funcional de
individuos lesados medulares. Neste sentido, a reabilitacdo, item a ser

apresentado a seguir, pode trazer grandes beneficios.

3.4. Reabilitacdo e Neuroplasticidade

A restauracdo da funcdo motora apos a lesdo medular tem sido
interpretada como a necessidade de regenerar fibras gravemente lesionadas
em direcdo aos seus alvos originais. No entanto, a disfuncdo neuronal
progressiva observada em individuos lesados enfatiza que a recuperacdo de
capacidades sensoério-motoras Uteis apdés a LM depende da habilidade de
desenhar intervencdes que irdo preservar a integridade de redes neuronais
caudais a lesédo (Beauparlant et al., 2013).

A plasticidade, habilidade de mudar e adaptar, ndo € mais
considerada como um fator impossivel de ser atingido no SNC de adultos.
Existem muitos trabalhos que mostram o0s mecanismos envolvidos com a
recuperacdo e evidenciam que a reorganizacdo espontanea da circuitaria
espinhal local e que a formacédo de novas vias que podem atravessar a lesao
sao responsaveis por parte da melhora funcional (Bareyre, 2008; Ghosh et al.,
2010; Martinez et al., 2010). Todavia, a recuperacdo espontanea € limitada e

isso levou a busca incansavel por estratégias que potencializem os processos
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de plasticidade que ocorrem espontaneamente na tentativa de maximizar o
potencial de recuperacao (Fouad e Tetzlaff, 2012).

A terapia reabilitativa € essencial para maximizar a
recuperacao neurologica em pacientes com LM. Diversos tipos de intervencdes
tém sido investigados em modelos experimentais de lesdo medular na tentativa
de promover a restauracdo das funcbes motoras e sensoriais, entre eles:
estimulacao elétrica funcional (Mangold et al., 2005; Fouad e Tetzlaff, 2012);
estimulacdo epidural (Gerasimenko et al., 2007); estimulagdo magnética
(Ahmed e Wieraszko, 2008; Ahmed et al., 2011); enriguecimento ambiental
(Erschbamer et al., 2006; Berrocal et al., 2007); natacdo (Magnunson et al.,
2009; Smith et al., 2009).

Uma area particularmente promissora da reabilitacdo pdés LM,
que sera o foco deste item, € o treinamento motor na esteira, que envolve o
desenvolvimento de técnicas para estimular redes de motoneurénios abaixo do
nivel de lesdo (Rowland et al., 2008). O treino locomotor tem se destacado
como uma terapia segura e eficaz para restauracdo das funcdes motoras apos
a LM. Ele foi desenvolvido com base em estudos feitos primeiramente com
animais, que executavam tarefas especificas de dar passos apos transeccéo
da medula espinhal, indicando que a ME de mamiferos é capaz de
desempenhar tarefas motoras a partir da interpretacdo de aferéncias sensoriais
mesmo com auséncia do controle supraespinhal (Fouad e Tetzlaff, 2012; Dietz
e Fouad, 2014).

Um trabalho pioneiro de Grillner (1975) identificou redes
neuronais intrinsecas na medula espinhal, CPG, que medeiam as saidas

locomotoras, inclusive o andar em vertebrados. Com base no trabalho de
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Grillner, Chau e colaboradores (1998) demonstraram que esses geradores
centrais de padrdo da medula podem ser ativados tanto farmacologicamente
com clonidina, como por aferéncias sensoriais por meio de treinamento na
esteira para resultar em locomocéo funcional com descarga de peso total,
mesmo apos transeccdo da medula espinhal. Por isso, programas de
reabilitacdo devem ser desenhados para melhorar aspectos voluntarios e
involuntarios do controle motor para maximizar a recuperacao funcional apos a
LM (Thuret et al., 2006; Rowland et al., 2008)

Tais experimentos sdo de grande relevancia para estabelecer
empiricamente quais os tipos de treinos locomotores e reabilitacdo sdo 6timos
para recuperacdo da funcdo. Estudos mostram que o treinamento locomotor
potencializa a habilidade dos humanos com LM completa a andar em uma
esteira, especialmente quando o suporte de peso é fornecido, apesar de a
reabilitacdo ainda n&o permitir que pacientes com LM completa andem sem
assisténcia alguma (Thuret et al., 2006).

Estudos com treino locomotor tém focado na mensuracdo do
desempenho motor, por meio de eletromiografia, andlise de marcha,
cinematica, equilibrio, propriocepcéo, entre outros (Ward et al., 2014). Outros
beneficios deste treinamento que ndo estdo diretamente relacionados com o
movimento funcional demonstram a necessidade de maior desenvolvimento
nesta area. Mesmo em casos de a recuperacdo sensoOrio-motora nao ser
significativa, mudancas benéficas na funcdo cardiovascular, no sistema
respiratorio, na composicdo do metabolismo muscular, na densidade éssea, na
massa muscular, na depresséo e na qualidade de vida como um todo, podem

ser consideraveis com o treino locomotor apds a LM (Harkema et al., 2012).
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Interessantemente, em um estudo feito por Barriere e
colaboradores (2008) identificou-se em gatos lesados medulares, que o0s
circuitos espinhais, incluindo as vias sensoriais aferentes, sdo capazes de
aprender e reter a informacdo aprendida apoOs reabilitacdo na esteira. Os
autores mostraram que 0s gatos se recuperaram ap0s uma hemisecccao
toracica e depois, ao receberem uma transeccdo completa caudal a primeira
lesdo, os animais treinados recuperaram muito mais rapido do que os animais
gue sO receberam a lesdo completa. Isso demonstra que, apdés a primeira
lesdo, a medula espinhal lombar passou por mudancas adaptativas que foram
retidas apds a segunda lesdo. Essas adaptacbes nao dependeram dos
estimulos descendentes supraespinhais, 0 que sugere que a medula espinhal
possa possuir “memoria”.

Por outro lado, se os circuitos neuronais ndo forem ativados
adequadamente em um determinado periodo de tempo apos a leséo, pode ser
desenvolvida uma disfuncdo neuronal. Portanto, o objetivo da reabilitacdo deve
ser concentrado em promover um bom desempenho funcional a partir da
exploracdo de centros neuronais de plasticidade, e ndo na correcao de sinais
clinicos isolados (Dietz, 2012).

A atividade fisica realizada na esteira € capaz de aumentar o
brotamento de fibras e o numero de fibras residuais que contribuem para
recuperacdo funcional. Crescimento colateral dos axdnios ocorre, podendo
surgir conexdes com novos alvos que circundam o local de lesédo. Outro
mecanismo pelo qual o treinamento locomotor induz a melhora da locomocao

esta relacionado com a sua capacidade de reduzir a inibicio de CPGs na
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medula espinhal e, portanto, melhorar a excitabilidade desta rede neuronal
(Bradbury, 2012).

A reabilitacdo na esteira também facilita a recuperacédo por
mudar as propriedades dos motoneurdnios abaixo do nivel de lesédo, que
perdem ndo somente as aferéncias glutamatérgicas do encéfalo, mas também
a conducdo neuromodulatéria do tronco encefalico, deixando-os inativos.
Estudos apontam alteracdes na condutancia ibnica e aumento da amplitude do
potencial de acdo apds a hiperpolarizacdo e o estimulo sinaptico entre os
efeitos benéficos do exercicio aos motoneurbnios (Gardiner et al., 2006;
Petruska et al., 2007; Beaumont et al., 2008).

Hutchinson e colaboradores (2004) avaliaram a influéncia de
trés paradigmas de treinamento (esteira, ficar em pé e natacdo) no
comportamento de dor. Somente o treinamento na esteira foi capaz de diminuir
a hiperalgesia abaixo do nivel de lesdo, que provavelmente ocorreu devido ao
retorno da expressdo normal de BDNF na medula espinhal e normalizacao ou
aumento da expressao de NT-3 na medula espinhal e no musculo séleo dos
ratos treinados. Portanto, o exercicio na esteira influencia também na melhora
do comportamento somatossensorial.

Dietz e colaboradores (2002) verificaram beneficios na marcha
de pacientes lesados medulares, paraplégicos completos e incompletos,
treinados na esteira com suporte de peso, entre eles: aumento da amplitude da
atividade eletromiografica dos extensores da perna durante a fase de apoio e
diminuicdo da ativacdo inapropriada do musculo tibial anterior, favorecendo
uma maior descarga de peso nos membros. A melhora da habilidade de gerar

torque isométrico sobre as articulagbes do joelho e tornozelo também foi
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evidenciada, por Jayaraman et al. (2008), em individuos com LM incompleta
treinados, sendo este fato fundamental ndo sé para uma maior descarga de
peso, mas também para geracao de forca propulsora durante a marcha.

Os mecanismos pelos quais a fisioterapia ou reabilitacdo
melhoram a funcédo apos a LM devem ser mais bem entendidos, porque eles
podem permitir uma melhora efetiva da terapia. Pessoas com LM apresentam
respostas fisiologicas atipicas frente ao exercicio (por exemplo, frequéncia
cardiaca anormal), que podem limitar a sua habilidade de sustentar um
exercicio intenso. Exercicios inapropriados podem também ser prejudiciais
apos a LM. Além disso, a reabilitacdo € um potente fator de confusdo em
experimentos clinicos, visto que é dificil de ser controlada (Thuret et al., 2006).
Para melhorar a efetividade do (re)aprendizado ou da reabilitacdo, € necessario
identificar o tempo certo e a organizacdo da pratica, do tipo e da precisdo da
retroalimentacdo a ser oferecida para execucdo de uma tarefa especifica
(Musienko et al., 2012).

Atualmente, o treinamento motor € visto como uma ferramenta
gue potencializa os resultados obtidos por meio de tratamentos farmacologicos
de promocao da regeneracdo e plasticidade, uma vez que faz com que as
conexdes existentes sejam mantidas e reforcadas, fazendo sentido para a
recuperacdo funcional. No entanto, ainda €é necessaria uma melhor
compreensao dos aspectos envolvidos na reabilitacdo de forma que terapias
eficientes sejam desenvolvidas para pacientes lesados medulares (Fouad e
Tetzlaff, 2012; Dietz e Fouad, 2014).

Neste item foi apontado como o treinamento na esteira € capaz

de atuar na lesdo medular tanto em aspectos microscopicos da medula
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espinhal, como em sinais clinicos. Porém, uma area pouco explorada, mas que
pode acrescentar dados interessantes ao conhecimento da plasticidade
neuronal apds a lesdo medular e a aplicacdo de uma estratégia terapéutica, diz
respeito ao estudo da atividade neuronal do cértex sensorio-motor. E a
eletrofisiologia, tema que serd abordado adiante, € uma ferramenta bastante
sensivel para isso. Outra forma de se estudar as alteracdes decorrentes da LM
e do treinamento motor € por meio de marcadores de plasticidade, sendo

alguns deles (importantes para este trabalho), descritos a seguir.

3.4.1. Marcadores de Plasticidade

3.4.1.1. Neurofilamento

O citoesqueleto é composto por trés tipos de filamentos
interconectados, classificados de acordo com o seu didmetro e componentes
proteicos, sendo eles: os microtibulos (~24 nm), filamentos intermediarios (~10
nm) e microfilamento (~6-8 nm). Os neurofilamentos (NFs) sao filamentos
intermediarios dos neurdnios que fornecem rigidez, forca de tensdo e
possivelmente guiam o transporte intracelular aos axénios e dendritos. Eles sao
expressos exclusivamente em neurdnios e sdao membros da familia de
proteinas de citoesqueleto, que agem para formar e manter a estrutura celular
e facilitar o transporte de particulas e organelas dentro do citoplasma (Liu et al.,
2004).

Os NFs sdo compostos por um filamento central, de onde se

estendem lateralmente finos filamentos. Eles possuem trés tipos de
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polipetideos com pesos moleculares baixo, médio e alto: NF-L ou NF68, NF-M
ou NF160 e NF-H ou NF200, respectivamente. Uma vez lesada esta estrutura
ou danificada a proteina que liga o neurofilamento ao microtibulo e ao
filamento de actina do axbnio, uma desorganizacdo axonal ou eventual
degeneracéo pode ocorrer, devido ao suporte estrutural que os NFs deixariam
de fornecer (Alberts et al., 2002).

Alteracdes tanto nos neurofilamentos fosforilados como nos
nao fosforilados foram encontradas no epicentro da lesdo, com reducédo de
50% ja no primeiro dia de lesdo na medula espinhal. O aumento da expresséo
de NF esta relacionado com a recuperacéo funcional apoés a LM (Shi et al.,
2014). Ja foi demonstrado também que exercicio moderado realizado na
esteira por animais sem lesdo € capaz de promover um aumento dos niveis
proteicos de NFs em um curto periodo de tempo em areas motoras do sistema
nervoso, como cortex motor, cerebelo, substancia negra, estriado e formacao
reticular. Este dado sugere que o exercicio pode desencadear plasticidade em
regides do ceérebro que estdo relacionadas com 0 movimento e que
frequentemente séo afetadas por desordens neurodegenerativas (Ferreira et

al., 2010).

3.4.1.2. Sinaptofisina

As sinaptofisinas (synaptophysin, SYP), apesar de serem
abundantes no sistema nervoso, pouco se sabe sobre as suas funcdes. Elas
sdo proteinas associadas a vesiculas, que sao fosforiladas em tirosina. As

sinaptofisinas parecem estar envolvidas no resgate de proteinas da vesicula
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sinaptica por endocitose e reciclagem de vesiculas sinapticas (revisado por
Evans e Cousin, 2005). De acordo com Lodish e colaboradores (2000), esta
proteina pode formar parte do poro de fusdo entre a membrana plasmatica e a
vesicula sinaptica.

A endocitose de vesiculas sinapticas € essencial para a
manutencdo da neurotransmissdo nos terminais nervosos centrais, uma vez
gue a endocitose recupera as vesiculas sinapticas da membrana plasmatica, o
que permite que elas figuem livres para exocitose ap0s a sua reciclagem e,
subsequentemente, para preenchimento de neurdnios. A fim de garantir a
eficiéncia do processo de recuperacdo, a endocitose e a exocitose estdo
acopladas temporalmente e espacialmente nos terminais nervosos (Smillie et
al., 2005).

Vaynman et al. (2006) identificaram que alteracdes nos niveis
de tanto da sinaptofisina, como da sinapsina | (marcador que sera descrito a
seguir), podem ser um indicativo de que ocorram mudancas funcionais e
estruturais da circuitaria sinaptica durante a realizacdo de exercicio. A
expressdo aumentada de sinaptofisina apdés o exercicio ja foi observada no
neocortex, hipocampo, estriado, cerebelo e cortex fronto-parietal. O aumento
de sinaptofisina indica que vesiculas sinapticas sdo formadas, devido ao
aumento do numero de sinapses ou ao aumento do namero de vesiculas
existentes em um terminal sinaptico (Lambert et al., 2005; Vaynman et al.,

2006).
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3.4.1.3. Sinapsina

A sinapsina (synapsin, SYS) pertence a familia de
fosfoproteinas especificas das terminacdes nervosas, sendo composta por dez
proteinas homologas: sinapsinas la e Ib (chamadas de sinapsina I), sinapsinas
lla e llb e sinapsinas llla-llIf (Cesca et al., 2010). Esta proteina esta relacionada
com a liberacdo de neurotransmissores, crescimento axonal, formacdo de
novas sinapses e manutencdo dos contatos sinapticos (Gomez-Pinilla et al.,
2012). A inibicdo da sinapsina | reduz tanto a reserva de vesiculas sinapticas
como a liberacdo de neurotransmissores. A sinapsina |, a mais abundante e
que sera objeto de estudo neste trabalho, fixa vesiculas sinapticas umas as
outras e também a rede de actina do citoesqueleto, funcionando para manter
uma reserva de vesiculas nas proximidades da zona ativa, necessarias para a
transmissao sinaptica adequada. Essa reserva ajuda a prevenir o esgotamento
de vesiculas durante os estimulos de alta frequéncia (Vaynman et al., 2006;
Cesca et al., 2010).

De acordo com Ying e colaboradores (2005), o BDNF esta
relacionado com a sintese e a fosforilacdo da sinapsina |, o que resulta em
aumento da liberacdo de neurotransmissores, mostrando que esta
fosfoproteina pode ser usada como um marcador para avaliar o papel do BDNF
na adaptacdo e funcdo sinaptica. Neste trabalho, os autores mostraram um
aumento dos niveis de sinapsina | na medula espinhal de ratos lesados
medulares apos serem submetidos a exercicio na roda de atividade, mostrando

um possivel papel desta proteina na plasticidade apés a leséo.
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Em um estudo feito com roedores observou-se que o aumento
dos niveis protéicos da sinapsina | € proporcional a quantidade de exercicio
realizado. Os autores sugerem que 0 aumento da expressdo desta proteina
talvez seja necessario para manutencdo da liberacdo de neurotransmissores
durante altos niveis de atividade (como imposto pelo exercicio), que requerem

um grande gasto energético nas sinapses (Vaynman et al., 2006).

3.4.1.4. Proteina associada ao microtubulo 2

A proteina associada ao microtubulo 2 (microtubule associated
protein 2, MAP2) existe em grande quantidade em neurbnios, mas também
esta presente em células ndo neuronais como os oligodencrécitos. No SNC
adulto, MAP2 esta localizada nos dendritos e nos corpos de células neuronais,
tendo multiplas funcdes, tais como: nucleacéo e estabilizacdo de microtubulos
e possiveis microfilamentos, transporte de organelas para dentro dos axonios e
dendritos e fixacdo de proteinas reguladoras como as quinases (importante
para a transducéo de sinal) (Sanchez et al., 2000).

A prevaléncia da MAP2 na substancia cinzenta da medula
espinhal faz com que esta proteina seja particularmente vulneravel as lesées
medulares, uma vez que a isquemia secundaria ocorre principalmente na
substancia cinzenta com grande entrada de célcio nas células (efeito
excitotéxico) (Zhang et al., 2000). Ward e colaboradores (2014) mostraram,
recentemente, que o evento precoce de interrupcdo do citoesqueleto neuronal
dentro da ME é marcado por uma rapida e drastica perda de neurofilamentos e

também por degradacdo da MAP2. A diminuicdo da imunoreatividade desta
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proteina ocorre em uma variedade de condicBes patolégicas em que ela &
exposta ao excesso de influxo de célcio, a ativacédo de calpaina, a ativacdo dos
receptores N-metil-D-Aspartato, ao estresse oxidativo e a desfosforilacdo
(Gonzalez et al., 2009).

O nivel de MAP2 esta altamente correlacionado com a
gravidade de uma lesdo, sendo um marcador sensivel para estudos que
envolvem lesdo na medula (Zhang et al., 2000). Intervencfes que previnem a
perda de MAP2 resultam em melhora do comportamento motor. Wang et al.
(2015) mostraram que o treinamento realizado na esteira apos LM €é capaz de

prevenir a atrofia de dendritos.

3.4.1.5. Proteina glial fibrilar acida

A proteina glial fibrilar acida (glial fibrillary acidic protein, GFAP)
€ uma proteina de filamento intermediario Il exclusivamente encontrada nos
astrocitos do SNC, em células Schwann ndo mielinizantes no sistema nervoso
periférico e em células gliais entéricas. Ela é uma proteina responséavel pela
estrutura citoesquelética das células gliais, pela modulacdo da motilidade dos
astrocitos e pela manutencéo de sua forca mecanica, assim como, o suporte de
seus neurdnios vizinhos e da barreira hemato-encefalica (Eng et al, 2000; Yang
e Wang, 2015).

Células astrogliais respondem a condicbes que afetam o
sistema neural por passar por um processo de astrogliose reativa, no qual
células astrogliais sofrem hipertrofia celular (aumento do tamanho e da

expressdo da GFAP) e proliferacdo (aumento do numero de células gliais)
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(Yang e Wang, 2015). A astrogliose reativa inicia com astrocitos que estao
adjacentes a lesdo, com rapida sintese de GFAP (Eng et al, 2000).

De acordo com Garcia-Alvarez e colaboradores (2015), apds a
LM, uma série de processos celulares ocorre nas areas afetadas. Enquanto os
fagdcitos sanguineos removem debris celulares e a morte neuronal secundaria
progride, os astrécitos préximos a zona danificada proliferam, aumentam seus
processos fibrosos e formam uma barreira com o objetivo de recriar um limite
entre o SNC e o resto do organismo. Essa barreira € denominada barreira glial,
podendo ser identificada com o aumento da expressdo de GFAP. Os
fibroblastos de tecidos conectivos adjacentes se dividem e sobrepfem a
barreira de astrocito fiboroso com colageno, completando a formacdo de uma
nova barreira ao SNC, a cicatriz glial.

As células que formam a cicatriz glial, principalmente os
astrocitos reativos, a microglia reativa, os fibroblastos e a matriz extracelular,
constituem um ambiente hostil para o crescimento axonal (Garcia-Alvarez et
al., 2015). Por outro lado, a cicatriz também representa uma limitacdo
molecular e fisica contra a liberacdo de agentes inflamatérios apds a lesao.
Possivelmente, subpopulacfes astrogliais reativas exercem ainda uma funcao

de sustentacdo para guiar o crescimento axonal (Silver et al., 2015).

3.4.1.6. OX-42

O OX-42 é um marcador de células microgliais, mais

especificamente de macrofagos meningeiais. A marcacdo com OX-42 é

evidente nos pequenos corpos celulares e nas ramificacbes dos processos
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(Csuka et al., 2000). Microglias séo células inatas do sistema imunoldgico que
medeiam respostas a patdgenos e a lesdo. Essas células fornecem
sustentacdo, supressdo de sinapse e atividades imunolégicas (limpeza de
debris) dentro do SNC. Hoje estad claro que a microglia esta ativamente
envolvida com a manutencdo da homeostase no SNC, tendo um papel
importante no desenvolvimento de cérebro (Norden et al., 2015).

Quando ha uma lesédo, a microglia se torna ativa e funciona
como mediador celular inflamatorio, fazendo a propagacédo e a interpretacao
dos sinais inflamatérios que séo iniciados perifericamente. Microglia ativada
também passa por mudancas citoesqueléticas que alteram o padrdo de
expressao de receptores e produzem citocinas inflamatorias (Norden et al.,
2015). Ainda como parte da resposta inflamatéria ao trauma do SNC, a
microglia ativada é recrutada para zona de lesdo por astrocitos reativos, e a
gliose reativa toma espaco em companhia de outros tipos celulares (Garcia-
Alvarez et al., 2015). A microglia ativada possui um papel importante na
limpeza de tecidos danificados e em degeneragcdo, contribuindo para a

regenereacao neuronal e recuperacao funcional (Zhou et al., 2014).

3.5. Reorganizacgéo Cortical, Eletrofisiologia e Neuroproétese

A reorganizacao cortical sensério-motora decorrente da LM ja
foi demonstrada em diversos estudos, por meio de diferentes ferramentas, tais
como: ressonancia magnética funcional (functional magnetic resonance
imaging, fMRI), oxigenacdo sanguinea nivel dependente, estimulacao

magnética transcraniana, estimulacao intracortical, tomografia por emisséao de



62

positron (Jain et al., 1997; Lotze et al., 2006; Kim et al., 2006; Fouad e Tse,
2008; Bareyre, 2008; Kokotilo et al., 2009; Qi et al., 2010). Também ja foi
provado extensivamente pelo grupo de Kleim (1998; 2002a; 2002b; 2004) que
o aprendizado motor é capaz de promover reorganizacao cortical. Nos ultimos
dez anos, estudos tém reforcado a ideia de que o treinamento motor induz
plasticidade cortical apos a LM (Winchester et al., 2005; Cramer et al., 2007,
Kao et al., 2009; Martinez et al., 2009).

As mudancas plasticas no cortex podem  surgir
espontaneamente apos a lesdo ou pode depender do uso e da habilidade
motora. O exercicio prolongado aumenta o fluxo sanguineo ao cortex, induz a
neurogénese e resulta na regulacdo positiva de fatores neurotroéficos, e isso
pode promover a sobrevivéncia e a diferenciacdo celular no cértex (Vaynman e
Gomez-Pinilla, 2005). Kao e colaboradores (2009) mostraram que a
estimulacdo sensoério-motora promovida pela esteira € capaz de induzir
mudancas no mapa somatotopico do cértex somatossensorial de ratos com
transeccao da medula espinhal.

Os mapas sensorio-motores corticais mudam de maneira uso-
dependente. Os mapas diminuem no caso da lesdo medular, devido aos graves
danos das funcBes motora e sensorial. Infelizmente, a contribuicdo do mapa
motor para as mudancas da recuperacdo funcional e 0s mecanismos
envolvidos neste fendmeno ainda permanecem obscuros. Imediatamente apds
a lesdo, os mapas motores diminuem e depois parecem expandir com o tempo.
Essa expansdo pode ser facilitada por treinamento reabilitativo (Fouad e
Tetzlaff, 2012). A expansdo dos mapas motores para areas do cortex

deaferentadas pode ser atribuida, em um curto periodo de tempo, a reducao da
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inibicdo GABAérgica de conexdes intracorticais latentes. Com o passar do
tempo, a plasticidade pode ocorrer devido a potenciacdo de longo prazo, ao
crescimento de novas conexdes e a sinaptogénese (Oza e Giszter, 2014).

Com a eletrofisiologia mudancas plasticas no cortex sensorio-
motor podem ser indentificadas, uma vez que este método permite
compreender tanto as propriedades de um unico canal ibnico até fenbmenos
mais complexos, assim como a atividade de centenas de células integradas em
redes neurais. A eletrofisiologia consiste no estudo de sinais elétricos, que
estdo associados as mudancas de voltagens das membranas neuronais.
(Scanziani e Hausser, 2009).

O monitoramento da atividade cerebral de humanos e animais
pode ser realizado por meio de diferentes métodos eletrofisioldgicos, tais como
magnetoencefalograma (MEG), eletroencefalograma (EEG), eletrocorticograma
(ECoG) e registros extracelulares (Bear et al., 2008; Mitra e Bokil, 2008). O
MEG consiste no registro de minusculos sinais magnéticos gerados pelas
correntes elétricas cerebrais, por meio de detectores magnéticos sensiveis
(Trindade, 2004). O EEG e o ECoG consistem no registro da atividade elétrica
por meio de eletrodos posicionados no escalpo e na superficie cortical,
respectivamente (MacKay, 2005).

Os ritmos neurofisiolégicos podem ser registrados por
eletrodos localizados dentro e fora do cérebro. Diferentes sinais tém sido
propostos para controlar dispositivos externos. Esses sinais podem ser
extraidos de diferentes registros eletrofisiolégicos, incluindo: as oscilacées do
EEG de 4 a 200 Hz (principalmente o ritmo mu ou ritmo sensoério-motor e seus

harménicos, que vao de 8 a 30 Hz); as oscilacbes do ECoG, usando
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frequéncias de 1 a 200 Hz captadas por macro-eletrodos; os sinais de potencial
evocado relacionado a eventos, principalmente o P300, potenciais corticais
lentos e potenciais subcorticais de curta laténcia; os trens de disparos
neuronais unitarios captados por micro-eletrodos; a resposta do oxigénio
sanguineo nivel dependente pela fMRI; e a oxigenacdo sanguinea por meio de
espectroscopia infravermelha funcional (near infrared spectroscopy, NIRS)
(Birbaumer e Cohen, 2007). A estratégia para o desenho dos sistemas de
interfaces corticoespinhais depende da quantidade de informacao que pode ser
extraida do cérebro tanto temporal como espacialmente, como demonstrado na

figura 5 (Borton et al., 2014).

Parametros
Decodificados
e Cinematica
EMG
e Fasesda marcha
® Tarefas
e Iniciagdo

Resolugéo Espacial (mm)

Spike

Y

Resoluc&o Temporal (s)

Figura 5 - Sinais elétricos relacionados com a sua entrada neural e 0 com 0 Seu uUso na
decodificagdo de parametros motores (representados pelos circulos coloridos a direita). O
gréafico mostra as resolucdes espaciais e temporais, nas quais cada sinal eletrofisioloégico se
encontra. Fonte: modificado de Borton et al. (2014).

O registro extracelular € um método invasivo, no qual micro-
eletrodos séo introduzidos no espaco extracelular do tecido cerebral. Nesta
metodologia podem ser registrados tanto potenciais de campo local (local field

potentials, LFP), como potenciais unitarios (spikes), isto €, potenciais de acao
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de neurbnios individuais. Os LFPs consistem em correntes sinapticas
(potenciais  pos-sinapticos excitatorios e inibitérios) moduladas pelo
comportamento e codificam tanto propriedades de redes locais como aspectos
globais da dinamica cerebral (Mitra e Bokil, 2008; Sauseng e Klimesch, 2008;
Stamoulis e Richardson, 2010).

Os neurdnios emitem potenciais de acdo (spikes), que sao
eventos discretos, cuja frequéncia e tempo de disparo carregam informacédo. O
processo de decodificacdo neuronal envolve tipicamente o desenvolvimento de
uma série de funcbes (normalmente lineares) que convertem sequéncias de
potenciais de acéo, registradas de muitos neurbnios, em um numero pequeno
de sinais continuos. Essas funcdes podem ser utilizadas para controlar, por
exemplo, o movimento de um cursor na tela de computador ou membros
robéticos (Bensmaia e Miller, 2014).

Estudos mostram que as células do cértex motor e de varias
areas pré-motoras disparam durante a execucdo do movimento voluntario de
modo relativamente especifico, isto é, a atividade dos neurdnios motores
corticais foi associada a diferentes parametros motores, como: forca; torque
articular; posicéo, direcdo e velocidade de movimento de uma articulacéo (Fetz,
2007; Stark et al., 2008).

Aguilar et al. (2010) e Yague et al. (2011) foram os primeiros
autores a relatarem mudancas na atividade cerebral apos a lesdo medular,
identificada por meio de registros extracelulares. As novas evidéncias indicam
que a perda das aferéncias da medula espinhal € capaz de promover
profundas mudancas em centros cerebrais. Porém, o registro foi feito com os

animais anestesiados, imediatamente apdés a leséo.
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N&o existem trabalhos que mostrem alteracbes crbnicas nos
disparos unitarios de células ap6s a LM associada a um programa de
reabilitacdo, o que faz com que esta area de pesquisa seja de extrema
importancia para investigacdo da reorganizacdo cortical relacionada a
recuperacado funcional. Novas informacdes sobre este tema podem contribuir
para elaboracdo de estratégias terapéuticas mais eficazes aos pacientes
lesados medulares, visando uma melhor qualidade de vida destes individuos.
Dentro desta area, as neuroproteses tém sido um grande alvo das pesquisas
na area da neurociéncia (Gourab e Schmit, 2010; Lawhern et al., 2010;
McFarland e Wolpaw, 2011; Lebedev et al., 2011; Mikolajewska e Mikolajewski,
2012; Borton et al., 2014; Bensmaia e Miller, 2014).

O desenvolvimento de neuroproteses foi possivel devido aos
avancos no entendimento da fisiologia do cérebro humano e desenvolvimento
de software e hardware. Uma maior atencdo tem sido fornecida as
neuroproéteses desenvolvidas para pacientes com paralisia, com desordens de
comunicacao e amputados (Mikolajewska e Mikolajewski, 2012).

Os ritmos sensério-motores sao ritmos eletroencefalogréaficos
gue mudam com 0 movimento ou com a imaginacdo do movimento e séo
espontaneos no sentido de que eles ndo requerem nenhum estimulo especifico
para a sua ocorréncia. Os sistemas de interface cérebro-maquina atuais, que
operam utilizando a atividade cerebral, podem promover op¢des de controle e
comunicacao que sao de valor pratico principalmente para pessoas que estao
gravemente limitadas em suas habilidades motoras (McFarland e Wolpaw,

2011).
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Pfurtscheller e colaboradores (2005) foram os primeiros a
usarem 0s ritmos sensoério-motores na ICM para um paciente com lesao
medular alta. O paciente aprendeu a controlar a estimulacédo elétrica enviada
para os musculos do braco e méo, usando aumento e diminuicdo dos ritmos
sensdrio-motores. Essa aplicacdo permitiu que o paciente pegasse um copo de
vidro e o levasse em direcdo a sua boca com sucessivas ativacdoes da
eletroestimulacdo dos musculos do membro superior. No entanto, 0 paciente
usou esta ICM somente com o0 propdsito de demonstracdo e nao para as
atividades de vida diaria.

As ICM utilizam os registros dos sinais corticais com o objetivo
de gerar interagdo com o mundo externo, por meio de controle de membros
artificiais, de dispositivos robéticos ou de interfaces para comunicacdo. A
extracdo de informacfes confiaveis de sinais neurais disponiveis é muito
importante, e o sinal eferente produzido deve ser util para as atividades de vida
diarias (Mikolajewska e Mikolajewski, 2012).

As neuropréteses, que controlam os musculos paralisados,
podem teoricamente preencher a lacuna entre a intencdo motora codificada
nos sinais corticais (motoneurdnios superiores) e a estrutura locomotora abaixo
da lesdo (motoneurénios inferiores) (Figura 6; Borton et al., 2014). Uma vez
gue esse processo de controle motor difere dos processos fisioldgicos, cada
paciente precisa aprender a controlar as ICM. Esse aprendizado se da pela
neuroplasticidade do encéfalo. O ponto chave deste aprendizado € o
treinamento do paciente a imaginar a realizacdo de uma atividade motora

especifica (Mikolajewska e Mikolajewski, 2012).
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Retroalimentacao
A\ 4
Cérebro | >Medu|aEspmha| ......... > Efetor (musculo)
Eletrodos, sensores 4
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Figura 6 - Desenho esqueméatico de como funcionam as neuropréteses, como as ICM, no
controle de musculos paralisados ap6s a LM. As ICM fazem o papel das conexdes
ascendentes e descendentes dos motoneurbnios da medula espinhal. Fonte: modificado de
Mikolajewska e Mikolajewski (2012).

As interfaces cérebro-maquina podem permitir que o0s
pacientes exercam controle voluntario de uma prétese ou membro robotico,
induzindo contracbes elétricas dos muasculos paralisados. O recente
desenvolvimento de algoritmos que decodificam a intencdo motora da atividade
neuronal e suas abordagens para transformar a retroalimentacdo sensorial por
neurbnios eletricamente estimulados tém mostrado serem promissores como
interfaces invasivas no coértex sensoério-motor, apesar de ainda existirem
desafios nesta area (Bensmaia e Miller, 2014).

A falta da retroalimentagdo somatossensorial pode contribuir
substancialmente para a qualidade relativamente baixa das ICM. Interfaces
aferentes tém sido desenvolvidas para restaurar a sensacdo do toque e do
movimento dos membros aos pacientes, por meio de estimulagdo elétrica
fornecida por eletrodos implantados no cértex somatossensorial. No entanto,
estas ICM ainda estdo pouco desenvolvidas em comparacdo com as ICM
motoras. O desenvolvimento das futuras interfaces cérebro-maquina deve ser
concentrado na conducdo das informagdes nos dois sentidos, com o objetivo
de promover a restauracdo das fungbes somatossensoriais e motoras, que é o
maior alvo dentro da reabilitagdo de pacientes lesados medulares (Bensmaia e

Miller, 2014).
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4. METODOS

Este projeto foi submetido e aceito pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo (FMUSP),
em 18 de abril de 2012 (APENDICE A). A pesquisa foi realizada em trés
laboratérios. No Laboratério de Neurociéncias, ‘Prof. Dr. César Timo-laria’ -
Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio Libanés (IEP/HSL) foram
realizadas as cirurgias de implante de matriz e perfusdo, as avaliacbes
eletrofisiologicas e as analises estatisticas dos dados. No Laboratorio de
Estudos do Traumatismo Raquimedular e Nervos (LETRAN) - Instituto de
Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas (IOT/HC) foram realizadas
as cirurgias de lesdo medular contusa. E no Laboratério de Neurobiologia
Celular - Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo
(ICB/USP) foram realizadas as reac¢des imunohistoquimicas e suas analises.

Para este estudo foram selecionados 18 ratos Wistar, de peso
entre 350 e 400 g com quatro meses de idade, provenientes do Centro de
Bioterismo da FMUSP. Os animais foram divididos aleatoriamente em trés
grupos: treinado (TR, n=7), controle (CTL, n=7) e sham (n=4). Os animais do
grupo controle e sham ficaram acomodados em caixas individuais sem
qualquer treinamento, mas foram avaliados com a mesma periodicidade do
grupo treinado. Os grupos treinado e controle foram submetidos a leséo
medular e o grupo sham foi submetido a todo procedimento cirdrgico de lesao

medular, sem a lesdo propriamente dita.
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Todos os animais ficaram acomodados em caixas individuais,
sendo agua e comida oferecidas ad libitum. Antes de ser realizado qualquer
procedimento experimental, eles foram manipulados pela experimentadora por
10 minutos em dois dias consecutivos, com o0 objetivo deles se acostumarem
com a experimentadora.

Uma linha do tempo (Figura 7) foi desenhada com o objetivo de
demonstrar em que ordem 0s eventos experimentais ocorreram. Todos 0S
eventos estdo descritos em detalhes ao longo dos métodos. Os procedimentos
iniciais consistiram em: manipulacdo do animal; habituacdo aos equipamentos
da avaliacdo eletrofisiologica; habituacdo e aprendizado da tarefa no
equipamento de treinamento para os animais treinados; e confec¢cdo das

matrizes de micro-eletrodos.

Dias po6s-operatorios de implante

de micro-eletrodos (POl Dias p6s-operatorios de leséo medular (dPO)

)
A A~
9POI| 1° 3° 50 7° 14° 21° 28° 35° 42° 49° 56°
Procedimento Procedimento Procedimento
cirargico de cirargico de cirrgico de
implante de les@o medular perfuséo
micro-eletrodos

Procedimentos
iniciais
@ Procedimentos cirdrgicos: Implante de micro-eletrodos, lesdo medular e perfuséo
@ Registros Eletrofisioldgicos

Figura 7 - Linha do tempo mostra os diferentes procedimentos realizados ao longo do
experimento. A abreviacdo POI significa dia pdés-operatério de implante da matriz de micro-
eletrodos e dPO significa dia poOs-operatorio de lesdo medular. Essas abreviagGes serédo
utilizadas no decorrer do texto também.
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4.1. Analise derisco

O risco fornecido pela experimentacdo ao pesquisador foi
minimo. Todas as medidas de precaucdo foram tomadas durante o0s
procedimentos experimentais, entre elas a utilizacdo de mascara cirdrgica, a
fim de ndo se inalar urina ou pélos do sujeito experimental, que poderiam,
eventualmente, vir a desencadear uma reacdo alérgica no pesquisador; e a
utiizacdo de luvas durante todos o0s procedimentos experimentais para
minimizar o risco de infeccdo poés-procedimentos cirargicos de implante de

matriz de micro-eletrodos e de lesdo medular.

4.2. Confeccgao da matriz de micro-eletrodos

Para a construcdo das matrizes de micro-eletrodos foram
utilizados fios de tungsténio revestidos com Teflon (California Fine Wire
Company), de 50 um de diametro para registro da atividade cortical (n=31) e de
75 um de diametro para registro da atividade muscular (n=1). Os fios para
registro cortical foram estendidos sobre uma madeira com fenda para encaixe
de uma das laminas da tesoura e segurando as duas pontas firmemente, eles
foram cuidadosamente cortados, um a um, formando um angulo agudo para
formacdo de uma ponta semelhante a um bisel de agulha. Posteriormente, foi
construido um molde em papel perfurado de acordo com planejamento
realizado para a estrutura anatdmica do cértex sensorio-motor do rato Wistar,

utilizando o atlas de Paxinos e Watson (2007; Figura 8).
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Para a construcdo do molde foi utilizado equipamento
especifico, constituido por uma base fixa transladavel, com dois eixos de
precisdo micrométrica (XY Translation Stage Model 401, Newport, Irvine,
Califérnia) e uma furadeira de alta precisdo (Servo Products Company Model

7000) com broca de cobalto de 0,7 mm de diametro na ponta (Titex Plus,

Alemanha).
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Figura 8 - Trés imagens do atlas de Paxinos e Watson (2007) mostrando cortes coronais da
regido cortical no sentido rostro-caudal (de cima para baixo). As coordenadas em relacéo ao
bregma estdo apontadas no canto superior direito de cada imagem, correspondendo a area de
implante da matriz de micro-eletrodos no sentindo rostro-caudal e também no sentido latero-
lateral, apontado pelas setas.
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Uma placa plastica com trilhas metalicas condutivas para 32
fios, feitas sob encomenda (Printed Circuit Boards - PCBoards) foi soldada a
um micro-conector (Omnetics®) a ser fixado na cabeca do animal (Nicolelis et
al., 1995; Figura 9A). Cada um dos 32 pontos de solda foi testado com auxilio
de um multimetro, para confirmar a passagem de corrente em todos e a
inexisténcia de curto-circuito entre quaisquer pontos.

Paralelamente, os fios foram entdo colocados no molde,
passando-os por duas folhas de papel perfuradas, mantidas paralelas entre si
(Figura 9B). Apés o ajuste de todos os 31 fios em suas posicdes, o feixe foi
colado com cola ep6xi (5 Minute Epoxy, Devcon® Scientific Yet Simple),
tornando-se firme e estavel sem que os fios pudessem mover-se entre si
(Figura 9C). Este feixe foi, entdo, cuidadosamente posicionado sobre a placa
plastica, onde foi colado na posicdo desejada com cola epdxi e sob
visualizacdo no microscopio, cada um dos fios foi inserido em seu respectivo
local da placa (Figura 9D). Além disso, o fio a ser implantado na regido anterior
do musculo quadriceps da pata posterior direita foi soldado na placa plastica
em um local correspondente a um dos canais de registro (Figura 9E). A matriz
recebeu ainda o fio terra, que foi soldado no local adequado da placa plastica,
onde se situa sua trilha metalica (Figura 9E).

Depois de passados todos os fios, um lado da matriz foi
finalizado com o revestimento de cola epdxi (Figura 9F). No outro lado da
matriz, todos os fios foram entdo cortados e desencapados um a um na ponta a
ser conectada a placa com tinta metalica condutiva (High Purity Silver Paint,
SPI Supplies; Figuras 9G e 9H), criando um circuito condutivo desde as pontas

a serem implantadas no cértex e no musculo e os 32 pontos machos do
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conector a ser fixado na cabega do animal, que puderam entédo ser conectados

ao cabo durante as sessdes de registro, ficando o animal livre nos demais

momentos.

..
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Figura 9 - Sequéncia de fotos da construcdo de matriz de micro-eletrodos. Placa com trilha
metdlica soldada ao conector da Omnectis®, fio terra apontado por === e eletrodo para
registrar a atividade muscular apontado por e« «p>, soldados a trilha metélica da placa amarela
(A). Fios passados por duas folhas de papel perfuradas como molde da matriz de eletrodos (B).
Fios fixados entre si pela cola epoéxi (C). Fios colados na placa amarela também com cola epoxi
e os 16 primeiros fios passados nos seus respectivos furos (primeira fileira; D). Detalhe de
alguns fios de micro-eletrodos, passados pelos buracos e os fios do eletromiograma e terra
passados e soldados (E). Finalizagdo do lado anterior da matriz, sendo que todos os fios
passados foram recobertos com cola epoéxi (F). Vista posterior da matriz com os fios que foram
passados para este lado cortados, descascados e dobrados para fazerem contato fisico com a
trilha metélica (G). O contato elétrico entre os fios e a placa amarela foi feito com o silver paint
mostrado na imagem por pontos em prata (H). Finaliza¢édo do lado posterior da matriz com cola
epoxi (1). Vista lateral da matriz finalizada, mostrando as quatro fileiras de micro-eletrodos no
sentido latero-lateral (J). Oito fileiras de micro-eletrodos no sentido céfalo-caudal (K). Tamanho
(em centimetros) antero-posterior da regido da matriz que foi introduzida na camada V do
coértex sensoério-motor dos ratos (aproximadamente 0,4 cm; L).
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Depois de montada e conectada a placa com tinta condutiva, a
passagem de corrente por cada um dos 32 fios da matriz foi verificada,
inserindo-se os fios em agua e passando-se corrente, canal por canal, a partir
do respectivo pino macho do conector. Pequenas bolhas de ar ao redor da
ponta do fio ligado ao respectivo canal do conector puderam ser observadas.
Este processo permitiu conferir se todos os fios estavam conectados aos
canais planejados e se ndo havia curto-circuito na matriz. Apés o teste em
agua, a matriz foi toda selada e protegida com cola epoOxi, restando exposta
apenas a pequena parte a ser inserida no cortex e o fio a ser inserido no
muasculo durante a cirurgia (Figuras 91 a 9L). A impedancia final de cada

eletrodo foi de cercade 1,0 MQ a 1,0 kHz.

4.3. Procedimento cirargico para implante créonico da matriz de micro-

eletrodos

O procedimento cirdrgico e o0 registro multi-unitario de
neurénios do cértex sensoOrio-motor primario seguiram uma metodologia
intensivamente publicada (Shin e Chapin, 1990; Nicolelis et al., 1993; Nicolelis
et al., 1995; Chapin e Nicolelis, 1996; Nicolelis et al., 1997; Chapin et al., 1999;
Nicolelis e Chapin, 2002). A matriz de micro-eletrodos foi implantada na
camada V do coértex sensoério-motor primario, correspondente aos membros
anteriores e posteriores direitos, de acordo com as coordenadas do Atlas de
Paxinos e Watson (2007). Durante a cirurgia para implante da matriz de 32

eletrodos, o nivel de anestesia foi periodicamente verificado e doses
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suplementares foram fornecidas quando necessarias. A duracdo da cirurgia
(aproximadamente de 5 a 7 horas) variou de acordo com o animal.

O animal foi pesado e anestesiado com 100 mg/kg de ketamina
(cloridrato de S(+) cetamina, Ketamin—S(+)®, Cristélia) e 5 mg/kg de xilazina
(cloridrato de xilazina, Anasedan®, Vetbrands) intraperitonealmente (ip), apés
uma prévia inducdo anestésica com halotano 5%. A area de interesse foi
tricotomizada e o animal foi posicionado no estereotaxico (Kopf Intruments,
Model 900; Figura 10A).

Em seguida foi realizada a limpeza da pele na regido da
cabeca com iodopovidona degermante (Riodeine®, Bioquimica) e alcool 70%,
seguido de injecdo subcutanea de anestésico local e vasoconstritor, cloridrato
de lidocaina com epinefrina (Xylestesin®, 2%, Cristalia). A protecdo ocular foi
feita com pomada oftalmica estéril (Epitezan® Allergan), com posterior
cobertura com gaze no rostro (Figura 10B). Depois foram feitos: incisdo na
pele, da altura dos olhos até o final do cranio, retirada do periosteo e leve
raspagem do cranio. Sempre que necessario foi utilizada solucéo de cloreto de
sédio 0,9% para limpeza do local cirargico.

Apés o alinhamento do cranio pelo bregma e lambda (Figura
10C), as marcacdes da janela para implante da matriz no cortex sensoério-motor
foram realizadas utilizando-se as coordenadas estereotaxicas definidas na
construcdo das matrizes, sendo estas: 1 mm para o lado esquerdo em relacao
ao bregma, a partir deste ponto 2 mm para frente e 2 mm para tras e 3 mm
para o lado esquerdo (Figura 10D). Com uma broca dental foram realizados
quatro pequenos orificios para fixacdo dos parafusos de sustentacdo em

lugares pré-determinados (dois frontais e dois occipitais) e também foi feita a
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abertura da janela para implante da matriz de micro-eletrodos no cortex
(Figuras 10E a 10G).

A matriz foi posicionada corretamente para a insercao,
utiizando o manipulador estereotaxico e introduzida lentamente em
coordenadas precisas para minimizar danos cerebrais e sangramento (Figuras
10H e 10I). Um fio de prata para servir de referéncia (“terra”) foi enrolado em
torno dos quatro parafusos e em seguida foi feito o contato com tinta metalica
condutiva (Figura 10J). A atividade celular foi monitorada durante o implante
para auxiliar na localizacdo da matriz de eletrodos em relacdo a sua
profundidade, variando entre 1700 a 1800 um, com o objetivo de atingir a
camada V do cortex sensorio-motor.

Finalizado o implante, a janela com a matriz implantada foi
coberta por gelatina absorvivel (Gelfoam® Pharmacia) para protecdo da
superficie cortical e uma camada de supercola instantanea de cianoacrilato foi
aplicada ao redor da matriz e dos parafusos para criar uma capa fixada ao
cranio. Um catalisador (cyanoacrylate accelerator, Flashtac™, NHP Co., Inc.)
para supercola foi usado para acelerar o endurecimento da cola e assim
diminuir o tempo de cirurgia (Figura 10K). A pele da area com a incisao foi
limpa e aplicou-se uma camada de antibiotico em gel.

Em seguida, o animal foi retirado do aparelho estereotaxico
para realizar a passagem do eletrodo muscular, que foi inserido na regido
anterior do masculo quadriceps direito. Para isto, os procedimentos realizados
foram: assepsia do local com povedine e alcool 70%; anestesia local com
cloridrato de lidocaina com epinefrina; abertura de aproximadamente 1,5 cm,

realizada com o bisturi; divulsionamento da pele da regido com tesoura para
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facilitar a entrada de uma agulha com um tubo guia, que atravessou o corpo do
animal com o objetivo de realizar a passagem do eletrodo muscular (Figuras
10L e 10M). Uma vez passado o fio e retirado o tubo guia, ele foi inserido uma
vez na musculatura anterior da coxa do animal para ficar fixado e em seguida,
a regido do eletrodo que deveria ficar em contato direto com o musculo era
descascada (retirada a camada isoladora de Teflon). Mais duas lacadas do fio
para dentro do musculo foram realizadas e no fim da ponta do eletrodo um
pequeno no foi dado, para tentar minimizar as chances do mesmo sair do lugar.

Apoés a limpeza do local, foram dados trés pontos na pele com
fio de sutura monofilamento 4.0 e ap6s nova limpeza do local, foi aplicada a
pomada Fibrase® (Pfizer) na regido da cicatriz (Figura 10N). A pele da cabeca
com a incisdo também foi limpa e dois ou trés pontos foram dados com fio de
sutura 4.0 na regido posterior ao implante, de onde o eletrodo muscular saia e
apos a limpeza final, uma camada de Fibrase® foi aplicada ao redor de todo o
implante.

Ao término da cirurgia de implante, o animal foi colocado em
uma gaiola individual limpa sob uma lampada de aquecimento, sendo
observado até plena recuperacéao (Figura 100). Racéo e agua foram oferecidos
logo que o animal ficava totalmente acordado, assim como Tylenol® (15-20
mg/kg) via oral para alivio da dor. No dia seguinte, também foi dado o Tylenol®.
Se a cicatriz cirdrgica apresentasse sangramento, secrecdo ou sujeira, 0
animal era sedado com halotano (5%) e a cicatriz cirdrgica era limpa com
solucdo de cloreto de sédio 0,9% e uma nova camada de Fibrase® era

aplicada.
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Figura 10 - Sequéncia de fotos da cirurgia de implante de micro-eletrodos. Animal posicionado
no aparelho estereotaxico (A). Protecao ocular com pomada oftalmica e do rostro e vibrissas
com gaze (B). Alinhamento do cranio feito a partir da medi¢do do bregma e lambda com a torre
moével do aparelho estereotaxico (C). Marcacdes da janela que foi aberta para implante da
matriz de micro-eletrodos (D). Utilizac&o da broca dentéria para realizar os furos de colocacéo
dos parafusos (E). Animal ja com os quatro parafusos fixados no cranio, antes de ser realizada
a craniotomia (F). Janela de implante da matriz de micro-eletrodos aberta, com exposicdo da
dura-mater (G). Introducdo da matriz de micro-eletrodos nas camadas corticais (H).
Visualizacdo dos micro-fios sendo inseridos no cortex apos a retirada da dura-mater (1). Fio
terra ligando os quatro parafusos, sendo feito o contato com a tinta metdlica condutiva (J).
Finalizado o implante que é fixado com a cola de cianoacrilato (em preto), o animal é retirado
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do aparelho estereotaxico para inicio da insercéo do eletrodo muscular (K). Incisdo na pele da
regido anterior da coxa da pata posterior direita (L). Entrada de uma agulha com um tubo guia,
que atravessava o corpo do animal para realizar a passagem do eletrodo muscular (M). Trés
pontos simples dados para aproximar a pele com incisdo (N). Animal na caixa moradia, com luz
para aquecimento durante as primeiras horas apés a cirurgia (O). Aspecto final do animal com
o implante de matriz de micro-eletrodos (P).

4.4. Procedimento cirurgico de lesdo medular por contusao

O modelo experimental de lesdo medular adotado foi o de
contusdo padronizado para ratos Wistar por meio do equipamento New York
University (NYU) Spinal Cord Contusion — Impactor (NYU-Impactor; Figura 11),
de acordo com as normas do Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study. Os
ratos foram anestesiados com 100 mg/kg de ketamina e 5 mg/kg de xilazina, ip.
Para anestesia local utilizou-se o cloridrato de lidocaina com epinefrina,
subcutaneamente. O plano anestésico profundo era confirmado pela auséncia
dos reflexos da cornea e pela auséncia de reacado a compressao da cauda.

Apbs tricotomia (Figura 12A), realizou-se uma incisdo na linha
média dorsal para expor os arcos posteriores da coluna vertebral, da 82 (T8) a
112 (T11) vertebra toracica (Figura 12B). Os musculos inseridos nos processos
espinhosos e nas laminas da 92 (T9) a 102 (T10) vértebra toracica foram
divulsionados e desinseridos. Os processos espinhosos destas vértebras foram
removidos com micro saca-bocado, até expor totalmente a face dorsal da
medula espinhal (Figura 12C) e permitir o contato pleno da ponta da haste do

NYU-Impactor.
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Figura 11 - Imagens do equipamento de lesdo, NYU-Impactor. O aparelho estava conectado
ao computador que armazena os parametros da leséo (A). Vista lateral do equipamento (B).
Vista lateral do equipamento com aproximagdo para mostrar a altura pré-determinada de 25
mm (indicada pela seta), para a queda do peso (C). Desenho esquematico do NYU-Impactor
com as suas estruturas apontadas e nomeadas (D).

Duas garras regulaveis foram ajustadas, para a fixacdo da
coluna vertebral, presas aos processos espinhosos das vértebras T8 e T11. As

garras tinham como objetivo diminuir as deformacdes do corpo do rato e,
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consequentemente, o movimento da coluna, que poderia causar uma lesao
inconsistente (Figura 12D). O modelo de lesdo por impacto consiste na queda
de uma haste de impacto de 10 g de peso de uma altura pré-determinada de
25 mm (lesdo moderada; Basso et al.,, 1995) entre a ponta da haste e a
superficie da medula espinhal, por meio de um tubo guia, de maneira a reduzir
os fatores de imprecisdo. O aparelho foi construido de modo a produzir um
impacto direto de alto rendimento, reduzir atritos e a resisténcia do ar,
causando uma contuséao reproduzivel.

Apbs a contusdo, o local foi inspecionado e em seguida, lavado
com solucdo de cloreto de sédio 0,9%, em temperatura ambiente. A
aproximacdo dos planos teciduais musculares e fasciais foi realizada com
sutura de dois pontos Donati com fio de nylon monofilamento 4.0 (Figura 12E).
Depois, a sutura cutanea foi realizada com pontos simples separados, também
com fio de nylon monofilamento 4.0, sendo realizados em média sete pontos
(Figura 12F). Apos a limpeza da cicatriz cirargica foi aplicada uma camada da
pomada Fibrase®.

Os animais foram submetidos a antibioticoterapia para prevenir
e/ou reduzir a infeccao na ferida cirdrgica e nas vias urinarias. Administrou-se
intraperitonealmente, cefazolina sédica (Cefazolin®, AB Farmo), com dose de 5
mg/kg, imediatamente apds a lesdo e uma vez ao dia durante os trés dias
seguintes. Caso a infeccdo persistisse, 0 uso do antibiotico era prolongado.
Racado e agua foram oferecidos logo que o animal ficou totalmente acordado,
assim como Tylenol® (15-20 mg/kg) via oral para alivio da dor. No dia seguinte,

ao da cirurgia, também era dado o Tylenol®. Esses medicamentos também
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foram dados aos animais do grupo sham pelo mesmo periodo de tempo para

gue nao houvesse viés nas avaliacbes comportamentais.

Figura 12 - Sequéncia de fotos da cirurgia de lesdo medular. Animal anestesiado, com a regido
dorsal tricotomizada (A). Abertura da regido de interesse para realizar a LM, sendo separadas
as vértebras T9 e T10 (B). Musculatura afastada e processos espinhos das vértebras T9 e T10
retirados, com exposicéo total da medula espinhal em uma extenséo suficiente para permitir o
contato da haste de impacto (indicada pela seta; C). Animal posicionado no NYU-Impactor (D).
Aproximac@o da musculatura com dois pontos Donati (E). Aproximacdo da pele com oito
pontos simples separados (F). Aspecto final do animal apés a cirurgia de leséo, posicionado na
caixa moradia (G).



84

Apoés a lesdo medular, os animais perdem o reflexo de urinar,
sendo necessario realizar o esvaziamento da bexiga. Este procedimento foi
realizado por meio de uma manobra manual na regido vesical, em uma
frequéncia de acordo com as necessidades individuais de cada animal, sendo
realizado no minimo duas vezes por dia durante os trés primeiros dias pos-
operatorios. O esvaziamento foi realizado até que o animal recuperasse a

funcao de urinar espontaneamente.

4. 5. Atividade fisica realizada na esteira

Os animais do grupo treinado foram submetidos a atividade
fisica na esteira com controle de velocidade (Figura 13), antes e ap0s a leséo
medular. Trés treinos anteriores a lesdo foram realizados por 15 minutos com
0s objetivos de adaptar o animal ao ambiente de treinamento, ensinar a tarefa
que seria realizada e obter dados sobre a atividade cortical do animal sem
lesdo durante e apOs o0 exercicio.

Os treinos posteriores a lesdo foram iniciados no 5° dia pos-
operatdrio e se estenderam por oito semanas. Eles foram realizados com uma
frequéncia de cinco vezes na semana, durante 15 minutos cada, até o final do
experimento. Devido a auséncia de movimentos dos membros posteriores
(MMPP) nos primeiros dias ap6s a LM, um dispositivo auxiliar (Figura 14) foi

utilizado para que o treinamento fosse realizado de maneira eficaz.
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Figura 13 - Esteira motorizada controlada por velocidade utilizada para o treinamento motor
dos ratos lesados do grupo treinado.

Figura 14 - Vista superior do dispositivo auxiliar, sendo possivel observar a superficie plana na
gual o abdémen do animal era apoiado e os pedais onde as patas eram posicionadas (A). Vista
posterior do dispositivo permite visualizar que quando um pedal esta para cima (direito), o outro
esta para baixo (esquerdo), permitindo que os “passos” passivos dos membros posteriores
fossem realizados de forma alternada e ritmica, simulando a marcha (B).

Os animais foram colocados neste dispositivo, de forma que o
abdbémen ficasse apoiado em uma superficie plana, os MMPP presos nos
pedais, e o tronco preso por uma fita de velcro (Figura 15). Além disso, foi
utilizada uma coleira para o suporte de peso do animal, de forma que o
dispositivo ficasse somente com suas rodas apoiadas na esteira e 0 movimento

dos membros anteriores do animal pudesse ser realizado livremente.
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Figura 15 - Animal posicionado no dispositivo desenvolvido para auxiliar no movimento dos
membros posteriores no periodo agudo da lesdo medular. As fotos mostram uma sequéncia de
“passos” realizada passivamente.

Quando os animais comecaram a apresentar movimentos dos
MMPP, o dispositivo ndo era mais usado, porém era fornecido auxilio manual
para que o movimento das articulacdes dos MMPP fosse realizado de maneira
mais adequada. Os animais foram treinados a andar na esteira inicialmente
com velocidade de 4,5 metros/minuto (m/min) e conforme eles apresentassem
movimento extenso das articulagdes dos MMPP, a velocidade era aumentada
até 8,5 m/min (metodologia adaptada de Bigbee et al., 2007). Quando sinais de
estresse, tal como aumento da defecacdo, fossem notados, a velocidade era

diminuida (Hutchinson et al., 2004).

4.6. Avaliagcdo comportamental eletrofisiolégica

A primeira avaliacao eletrofisiolégica foi realizada no 9° dia
apos cirurgia de implante com o objetivo de verificar as condi¢cdes basais de
cada animal, isto é, antes da cirurgia de lesdo medular que foi realizada no 10°
dia pos-cirdrgico de implante. Apés a lesdo medular, as avaliacbes foram
realizadas no 1°, 3°, 5°, 7° 14° 21° 28° 35° 42° 49° e 56° dias pos-

operatorios.
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O animal foi primeiramente colocado em uma camara com
halotano (5%) para promover uma leve sedacédo e permitir um correto e firme
acoplamento do conector do cabo com o0 soquete implantado na cabeca. Apés
este procedimento, que durava em torno de cinco minutos, o animal era
colocado de volta na gaiola até se recuperar dos efeitos do halotano antes do
inicio das sessbdes de registro (Nishikawa e Maciver, 2000). Em seguida, o
animal era colocado dentro de uma caixa de madeira, posicionada dentro de
uma camara de registro isolada eletricamente (gaiola de Faraday), e o lado
livre do cabo era conectado ao equipamento de aquisicdo (Multichannel

Acquisition Processor — Plexon Inc., Figura 16).

Figura 16 - Caixa preta posicionada dentro da gaiola de Faraday, local onde eram realizados
os registros dos animais. A caixa azul, em cima da gaiola de Faraday, é o pré-amplificador ao
qual o cabo de registro era conectado e o pré-amplificador, por sua vez, era conectado ao
sistema de aquisi¢cdo da Plexon Inc. (A). Animal com o cabo de registro conectado, dentro da
caixa preta (B).

Entre o cabo de registro e o capacete do animal foi utilizado um
pré-amplificador (Plexon Headstage 0.8 Hz VLSI AC Coupled, com impedancia
de entrada 22 MQ2 a 1 kHz). Os sinais foram, entdo, amplificados e filtrados em

cada canal de aquisicdo, sendo que continuamente eram armazenados no
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computador com o software Rasputin (Plexon Inc.) e a interface de aquisicdo
Multichannel Acquisition Processor (MAP®, Plexon Inc., Figura 17). Os dados
registrados foram analisados posteriormente em outro computador com o

software Matrix Laboratory (MATLAB) e Neuroexplorer (Plexon Inc.).

Figura 17 - Animal sendo registrado durante o treinamento na esteira, no 9POIl (A).
Equipamento de aquisicdo do sinal eletrofisiologico (B). Camera de video para filmar animal
sendo treinado, posicionada dentro da gaiola de Faraday (C). Camera de video para filmar
animal quando o registro era realizado dentro da caixa preta (D).

A primeira sessao de registro iniciou-se com a discriminacéo da
atividade celular do cortex sensério-motor. Nesta fase, com duracdo de duas
horas, um grande nuamero de sinais eletrofisiologicos de neurbnios foram

reconhecidos e marcados no software do sistema de registro. Uma vez que
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todos os sinais relevantes fossem identificados, o aparato era organizado para
registrar tais sinais de forma continua durante as avaliacbes comportamentais.

Os animais foram filmados por camera de video durante toda
a duracao dos registros (Figura 17). Um Light-Emitting Diode (LED) vermelho
posicionado no canto da caixa comportamental era acionado manualmente,
enviando simultaneamente pulsos Transistor-Transistor Logic (TTL) para o
sistema de registro eletrofisiolégico, permitindo sincronizar os sinais registrados
ao video comportamental.

Os registros eletrofisiologicos de todos os animais foram
coletados inicialmente durante o comportamento livre dentro da caixa preta por
15 minutos. Em seguida, os animais foram colocados em um campo aberto, e
ao mesmo tempo, a atividade cortical foi registrada por sete minutos. Logo
apos, os animais treinados realizaram atividade fisica na esteira, durante a qual
também foi feito o registro eletrofisiolégico por 15 minutos (Figura 17). E por
fim, os animais treinados foram colocados de volta na caixa preta para serem
registrados por mais 15 minutos.

Os animais controles e sham, ap0s o registro no campo aberto,
foram colocados diretamente de volta na caixa preta, onde foi feito o registro da
atividade cortical por 15 minutos também. Em resumo, 0s animais controles e
sham foram registrados por 37 minutos e os treinados por 52 minutos em todos
os dias de avaliacao (exceto nos 1° e 3° dPO, quando o treinamento ndo era
realizado, sendo registrados pela mesma duracdo de tempo que 0s animais

controles e sham).



90

4.7. Perfusédo e Andlise Imunohistoquimica

Todos os animais foram eutanasiados por meio do
procedimento de perfusdo transcardiaca no 57° dia pos-operatorio. Antes do
procedimento, os animais foram colocados em uma camara com halotano e
oxigénio para promover uma leve sedacdo, em seguida foram anestesiados
com 100 mg/kg de ketamina e 5 mg/kg de xilazina, ip. Durante a perfuséo,
foram utilizadas as solucbes salina tamponada e paraformaldeido 4%
tamponado (fixador), em pH fisiolégico. Dois niveis acima e dois niveis abaixo
do foco de lesdo da medula espinhal e os encéfalos dos animais foram
cuidadosamente extraidos. Estas estruturas permaneceram no mesmo fixador
por 24 horas, sendo “crioprotegidas” por mais 24 horas em solugdo de
sacarose a 20% em tampdao fosfato, e em seguida, congeladas para analise
subsequente. Todos os materiais bioldgicos utilizados neste projeto foram
encaminhados e descartados pelo Centro de Material Biologico da

Universidade de Sao Paulo.

4.7.1. Encéfalo

Os encéfalos foram cortados no microtomo deslizante de
congelamento (Leica SM2000R), sendo realizados cortes transversais de 30
pm de espessura, que foram coletados em placa de cultivo de seis unidades
com solucéo fosfato tamponada 0,1 M (phosphate buffer, PB). A andlise desta
estrutura foi realizada para verificar a reorganizacdo sinaptica e estrutural de

areas envolvidas no comportamento sensorio-motor, como 0 coOrtex motor,
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cortex sensorial, estriado e substancia negra. Foram investigadas proteinas
consideradas como marcadores de densidade sinaptica, como a sinaptofisina

(SYP), e marcadores neuronais estruturais, como os neurofilamentos (NFs).

4.7.1.1. Protocolo de imunohistoquimica: SYP e NFs

Apés trés lavagens (de 10 minutos cada) em PB, os cortes
foram incubados com os seguintes anticorpos primarios: anticorpo policlonal de
coelho dirigido contra a proteina SYP (concentracdo 1:1000 - DakoCytomation,
Glostrup, Dinamarca) e anticorpo monoclonal de camundongo dirigido contra
NFs (concentracdo 1:1000 - Zymed Laboratories, San Francisco, CA, EUA). O
anticorpo dirigido contra NFs reconhece a regido homologa dos trés
neurofilamentos (68 kDa, 160 kDa e 200 kDa). Os anticorpos primarios foram
diluidos em PB contendo 0,3% de Triton X-100 e 5% de soro normal de burro
(normal donkey serum).

As incubacBes com os anticorpos primarios foram por um
periodo de 14 a 20 horas a temperatura ambiente. Apos trés lavagens de 10
minutos em PB, os cortes foram incubados com 0s respectivos anticorpos
secundarios (anti-coelho obtido em burro para o anti-SYP, anti-camundongo
obtido em burro para o anti-NFs) diluidos em PB contendo 0,3% de Triton X-
100 por 2 horas a temperatura ambiente. Os cortes foram entdo lavados,
novamente em PB por trés vezes de dez minutos e incubados com o complexo
avidina-biotina-peroxidase (ABC Elite Kit, Vector Labs) por 2 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, apos trés lavagens de PB de dez minutos

cada, foi feita a reacdo com 0,05% de 3-3’ diaminobenzidina (Sigma-Aldrich,
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Saint Louis, MO, EUA) e uma solucdo de peroxido de hidrogénio a 0,03% em
PB.

Atingida a marcacao, foram realizadas mais seis lavagens em
PB (de cinco minutos cada) e os cortes foram montados em laminas
histolégicas gelatinizadas. As laminas foram intensificadas por 0,05% de
tetroxido de 6smio 0,05% diluido em agua por 30 segundos. Apds a contra-
coloracao, foi realizada a desidratacéo das laminas em alcool 70%, 90%, 100%
e 100%, por cinco minutos cada. Por fim, as laminas foram colocadas no xilol |
(por dez minutos) e I, sendo que permaneceram no ultimo até a montagem.
Para finalizar o procedimento foi realizada montagem com laminulas fixadas
com Permount® (Fisher).

O material foi posteriormente analisado em microscopio optico
(Nikon, Eclipse E1000), pelo qual imagens digitais das areas de interesse
(cortex motor, cértex somatossensorial, estriado e substancia negra) foram
coletadas com o programa Nikon ACT-1. As imagens foram analisadas pelo

programa ImageJ (National Institute of Health, EUA).

4.7.2. Medula espinhal

Todas as medulas espinhais foram emblocadas em Tissue
Tek® OCT™ Compound (Sakura) para serem cortadas no criostato (Leica
CM3050). Cortes transversais das medulas espinhais, de 14 um de espessura,
foram realizados no criostato (Leica CM3050) e coletados em laminas
histolégicas gelatinizadas. Os cortes coletados foram distribuidos em 20

laminas de maneira que em cada lamina houvesse cortes representativos dos
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segmentos rostral a lesdo, da lesdo propriamente dita (central) e caudal a
lesdo. A cada 20 cortes coletados (cada um posicionado em uma lamina
histoldgica), eram descartados 30 cortes. Deste modo, cada lamina histologica
ficou com aproximadamente 36 cortes. ApoOs coletados todos os cortes, as
laminas foram colocadas em uma placa quente (37° C) para melhor fixacdo do
tecido na lamina por 24 horas, antes de serem guardadas no freezer - 20° C,
onde permaneceram até serem coradas.

Reacdes imunohistoquimicas foram realizadas com quatro
marcadores, sendo eles o OX-42 (marcador para microglia) e proteina glial
fibrilar &cida (GFAP, marcador para astrocitos), por determinarem a morfologia
dos astrocitos e oligodendrocitos, estes marcadores podem indicar alteracdes
destas células em um tecido lesado, mostrando a contribuicdo delas para
formacdo de cicatriz glial (Gwak e Hulsebosch, 2009; Hu et al., 2010); proteina
associada ao microtubulo 2 (MAP2, marcador para microtubulos - participam do
crescimento e arborizagdo dendritica, remodelamento dendritico pds lesdo e
estabelecimento e manutencdo da sinaptogénese; Ferreira, 2011); e a
sinapsina (SYS, com o objetivo de verificar a modulacdo da liberacdo de
neurotransmissores pelos terminais pré-sinapticos, uma vez que estas
proteinas controlam a disponibilidade de vesiculas sinapticas por ancora-las ao

citoesqueleto do terminal nervoso (revisado por Cesca et al., 2010)).

4.7.2.1. Protocolo de imunohistoquimica: OX-42, GFAP, MAP2 e SYS

As laminas histoldgicas, retiradas do freezer - 20°C (uma

lamina de cada animal para cada anticorpo utilizado) foram colocadas na placa
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guente por uma hora antes de serem iniciados o0s procedimentos da
imunohistoquimica. Primeiramente foram realizadas duas lavagens das laminas
histoldgicas, de 10 minutos cada, com solucéo tampéao (PB) 0,1 M. Em seguida
foi feita a incubacdo com o anticorpo primario monoclonal obtido em
camundongo contra a proteina OX-42 (1:1000 - Pharmigen, San Diego, CA,
EUA), anticorpo primario monoclonal obtido em camundongo contra a proteina
GFAP (1:1000 - Sigma Aldrich, Saint Louis, MO EUA), anticorpo monoclonal
obtido em camundongo contra a proteina MAP2 (1:1000 - Chemicon,
Temecula, CA, EUA), e anticorpo policlonal obtido em coelho contra a proteina
SYS (1:1000 - Chemicon, Temecula, CA, EUA). Estes anticorpos foram diluidos
em PB, contendo 0,3% de Triton X-100 e 5% de soro normal de burro. A
incubacéo foi conduzida por 20 a 24 horas a temperatura ambiente. Apos este
periodo, as laminas foram lavadas trés vezes de 10 minutos cada com PB e
depois incubadas com o anticorpo secundario biotinilado. Os anticorpos
secundarios biotinilados utilizados foram anti-coelho feito em burro para o anti-
SYS e anti-camundongo obtido em burro para o anti-MAP2, o anti-OX-42 e o
anti-GFAP (Jackson Immuno Research Lab., West Grove, Pennsylvania, EUA),
contendo 0,3% de Triton X-100, por duas horas a temperatura ambiente.

As laminas foram entéo lavadas novamente em PB (trés vezes
de 10 minutos cada) e incubadas com o complexo avidina-biotina-peroxidase
(ABC, Elite Kit, Vector Labs) diluido em PB contendo 0,3% de Triton X-100
ABC, por duas horas a temperatura ambiente. Em seguida, ap0s trés lavagens
em PB de 10 minutos, foi feita a reacdo com 0,05% de 3-3-
diaminobenzidina(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e uma solucdo de

peréxido de hidrogénio a 0,03% em PB. Nesta etapa da imunohistoquimica, as
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laminas foram colocadas nesta solucdo por cinco minutos e, em seguida, a
reacao foi “interrompida” pelo PB e a marcacdo foi verificada em um
microscopio. Caso a marcacdo nao estivesse evidente, as laminas eram
novamente colocadas na solucéao de 3-3’-diaminobenzidina. Esse procedimento
foi repetido até atingir uma boa marcacéo do anticorpo.

Atingida a marcacdo, mais seis lavagens em PB (de cinco
minutos cada) foram realizadas e as laminas foram colocadas por cinco
minutos na agua destilada para retirar os residuos restantes. Depois foi feita a
intensificacdo e fixagcdo da coloracdo no tetroxido de 6smio 0,05% diluido em
agua, por 30 segundos. Novamente, as laminas foram colocadas na agua
destilada por cinco minutos antes de iniciar a desidratacdo a temperatura
ambiente. Os procedimentos de desidratacdo foram cinco minutos em cada
concentracdo de alcool: 70%, 95%, 100% e 100%. Em seguida, as laminas
foram colocadas em duas cubas de xilol por 10 minutos cada. E por fim, foi
feita a montagem com laminulas, utilizando Permount® (Fisher).

O material foi posteriormente analisado em microscopio Optico
(Nikon, Eclipse E1000), pelo qual imagens digitais das areas de interesse
(cornos ventrais da medula espinhal) foram coletadas por meio do programa
Nikon ACT-1. As imagens foram analisadas pelo programa ImageJ (National

Institute of Health, EUA).

4.7.3. Andlise de Densidade Optica Integrada

Com a imunohistoquimica foi possivel realizar uma analise dos

tipos e localizacdo das estruturas imunorreativas e uma analise subjetiva de
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intensidade de marcacdo, como o aumento ou diminuicdo. As imagens
capturadas do encéfalo e da medula espinhal foram analisadas pelo programa
ImageJ. Para analise das estruturas encefalicas foram selecionados de cinco a
sete cortes de cada area para cada animal. Nos cortices foi selecionada uma
grande area (com o tamanho de 46669 mm?2) por corte para quantificacdo da
densidade o6ptica integrada (DOI). As camadas corticais IV e V foram
analisadas nos cortices somatossensorial e motor, respectivamente. Para o
estriado e substancia negra foram selecionadas de cinco a sete areas menores
(com o tamanho de 728 mmz2 e 8824 mmzZ, respectivamente) por corte para a
qguantificacdo da densidade Optica integrada.

Para a analise da medula espinhal também foram selecionados
de cinco a sete cortes para trés regides: cefélico a lesdo, central a leséo e
caudal a lesdo para cada animal. Em cada um dos cortes foi selecionada uma
grande area (com o tamanho de 42048 mm?2) no corno ventral para a

quantificacdo da DOI para cada um dos marcadores.

4.8. Anédlise estatistica

Os dados resultantes das avaliacbes comportamentais foram
submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA) para investigar significancia
entre atividade neural, controle/reabilitacdo motora, alteracfes estruturais das
areas encefalicas e da medula espinhal. Os programas utilizados foram
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 15.0 e Matrix Laboratory
(MATLAB) 7.6. Nivel de significancia utilizado foi de 0,05. Quando necessario

foi utilizado teste post hoc Bonferroni de comparaces multiplas.
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5. RESULTADOS

5.1. Aspectos Gerais

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar submetidos a
treinamento na esteira para avaliar a plasticidade cortical sensdrio-motora apos
a lesdo medular toracica. Apés o periodo de habituacdo e manipulacao inicial
dos animais, a primeira intervencao experimental deste trabalho foi a realizacéo
da cirurgia de implante de micro-eletrodos para analisar a plasticidade cortical,
por meio dos registros eletrofisiologicos. Para este procedimento, todas as
matrizes de micro-eletrodos foram igualmente confeccionadas e os 18 animais
foram submetidos a cirurgia de implante de micro-eletrodos. Nenhum deles
apresentou complicacdes pos-cirurgicas.

O modelo de lesdo utilizado foi o de contusdo, por meio do
equipamento NYU-Impactor, que causa lesGes medulares consistentes e
reproduziveis, o que é fundamental para que os resultados da influéncia da
intervencao terapéutica nas alteracdes corticais possam ser comparados entre
0S grupos experimentais. Todos os animais foram submetidos a lesdo medular
(grupos treinado e controle) ou ao procedimento cirirgico sem lesdo medular
(grupo sham). Dos 14 animais que sofreram a contusdo da medula espinhal,
um foi a 6bito apds a cirurgia de lesado, restando seis animais no grupo treinado
e sete no grupo controle.

Logo apés a LM, todos os animais apresentaram paralisia

flacida abaixo do nivel de leséo, conforme pode ser visualizado na figura 18. O
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padrdo postural apresentado pelos animais no 1° dPO foi abdémen arrastado,
apoio dorsal das patas posteriores e cauda baixa. Todos apresentaram
auséncia total dos movimentos de quadril, joelho e tornozelo. Por outro lado, os
animais do grupo sham nédo apresentaram qualquer comprometimento motor,
indicando que o0s comprometimentos observados nos grupos lesados sao

decorrentes da contusdo da ME e nédo do procedimento cirdrgico.

Figura 18 - Foto de um animal com lesdo medular no 1° dPO, apresentando abdémen
arrastado, apoio dorsal da pata posterior e cauda baixa.

Logo apds a LM, os animais perderam o reflexo de urinar,
sendo realizado diariamente o esvaziamento vesical até que eles
recuperassem o controle voluntario deste comportamento. Dentre os cuidados
pos-operatorios administrou-se antibidtico, a fim de se prevenir o surgimento de
infeccdo urinaria. Este tratamento foi feito por quatro a cinco dias pés-leséo, de
acordo com a cor da urina de cada animal.

Os 17 animais que completaram o estudo tiveram a atividade
cortical sensorio-motora avaliada com a mesma periodicidade por meio dos
registros eletrofisiolégicos. A avaliacdo foi feita um dia antes da cirurgia de
lesdo medular ou s6 do procedimento cirlirgico sem lesdo no 9° POI; e depois
no 1°, 3° 5° 7° dPO e semanalmente até completar oito semanas. Portanto,
foram coletados 12 registros do cértex sensorio-motor.

Os animais do grupo treinado foram submetidos ao treinamento

cinco vezes na semana por 15 minutos, sendo completadas ao final do
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experimento, 38 sessdes de treinamento. Devido a paralisia flacida decorrente
da lesdo, os primeiros treinamentos foram realizados com o auxilio do
dispositivo, que foi mantido em média por 10 dias ap6s a LM, pois este foi 0
periodo em que 0s animais ndo apresentavam mobilidade suficiente para iniciar
o treinamento somente com o auxilio manual. Assim que foi adquirida certa
movimentacdo dos membros posteriores, foi inciado o auxilio manual por meio
do movimento das patas posteriores pelo experimentador ou segurando a
cauda do animal. A maioria dos animais precisou deste tipo de auxilio até o 28°
dPO. Com o passar do tempo, maior controle motor era atingido e os
treinamentos passaram a ser feitos com o uso de uma cinta (sem controle
exato do suporte de peso) até que 0s animais conseguissem desempenhar a
tarefa de maneira totalmente independente. Somente um dos animais treinados
precisou usar o cinto até o final do experimento.

Todos os animais foram perfundidos no 57° dPO e o0s seus
encéfalos e medulas espinhais foram coletados para analise
imunohistoquimica. Os encéfalos foram imunoreagidos com 0s anticorpos
sinaptofisina e neurofilamentos e as medulas com os anticorpos GFAP, MAP2,

OX-42 e sinapsina.

5.2. Avaliacao Eletrofisiologica

No registro basal da atividade cortical sensoério-motora,
realizado no 9° POI, foram identificados os neurdnios de cada um dos 31
canais de registro de cada animal. O sistema de registro utilizado da Plexon

Inc. permite que em cada canal até quatro neurdnios sejam selecionados de
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acordo com o formato dos potenciais de acéo (spikes) e os seus clusters, como

pode ser visualizado na figura 19.
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Figura 19 - Imagem retirada do programa de aquisicdo dos sinais eletrofisiol6gicos. Quatro
neurbnios marcados com cores diferentes de acordo com o seu formato podem ser observados
em A. Spikes mostrados individualmente de cada um dos neurdnios selecionados (B). 32
canais de registro com os spikes de seus neurdnios (C). Frequéncia de disparo de cada um
dos neur6nios selecionados (D). Clusters formados pelo os disparos dos quatro neurdnios que
estdo demonstrados em A (E).

Uma anélise do niumero de neurdnios registrados foi feita ao
longo do tempo. A ANOVA mostrou diferenca significativa do namero de
neurdnios entre os dias (F11.132 = 15,44, p < 0,05) e interacdo entre dias e grupo
(F22132 = 2,813, p < 0,05), mas nao evidenciou diferenca significativa entre os
grupos. Uma andlise post hoc SNK mostrou diferenca significativa (p < 0,05)
entre 0s quatro primeiros dias de registros e os quatro ultimos dias de registros
para os grupos lesados, CTL e TR (Gréfico 1). Portanto, pode-se dizer que
houve diminuicdo significativa do niamero de neurdnios em funcdo do tempo

nos grupos com lesdo medular, enquanto o grupo sham apresentou uma
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tendéncia a manter a quantidade de neurbnios identificada no inicio do

experimento, ndo mostrando diferenca significativa.
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Gréfico 1 - NUumero de neurbnios registrados ao longo do experimento. Houve uma diminuicéo
significativa do nimero de neurénios quando comparados os quatro primeiros dias de registro
com os quatro ultimos dias para os grupos treinado e controle (*p < 0,05).

Outra andlise foi realizada a partir dos registros
eletrofisiologicos para verificar se existiam neurdnios que disparavam de
maneira especifica em funcdo da atividade motora. Para esta analise foram
selecionados neurdnios relacionados ao movimento dos animais treinados. A
partir dos videos realizados durante o treinamento na esteira foram
selecionados trechos dos ciclos de marcha. Isto quer dizer que, nos primeiros
dias de treinamento, a selecéo foi feita a partir de uma volta completa da roda
do dispositivo auxiliar utilizado e, depois, os ciclos de marcha correspondiam
ao contato inicial, balanco e contato final da pata do animal na esteira. Cada
ciclo durava um segundo. A frequéncia de disparo dos neurdnios selecionados
foi analisada em varios trechos do ciclo de marcha (de 1 s cada). Foi possivel
observar, como demonstrado na figura 20, neurénios no cértex sensério-motor
que aumentam ou diminuem a taxa de disparo em funcdo do movimento,

mesmo com lesdo medular.
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Figura 20 - As imagens mostram, em um segundo, movimento da pata do animal treinando na
esteira (A), o ciclo da pata (B), espectrograma do neurdnio selecionado para a andlise (C), a
sua taxa de disparo e o seu histograma em 316 trechos no 5° dPO (D), em 1156 trechos no 14°
dPO (E) e em 964 trechos no 56° dPO (F).
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Esta mesma analise foi feita para animais do grupo CTL,
guando estes apresentavam movimento da pata posterior e animais do grupo
sham. Os trechos dos ciclos de marcha destes animais foram selecionados a
partir das imagens dos videos feitos com os animais no campo aberto. O canal
de registro da atividade muscular (quadriceps da pata posterior direita) também

foi utilizado para ajudar na sincronizacdo do sinal cortical e o movimento dos

animais do grupo sham (Figura 21).

Figura 21 - Spikes (representados tragos em verde amarelo, azul e vermelho) de dois canais
de registros eletrofisiolégicos (primeira e segunda linhas), sincronizados com o sinal do
eletrodo muscular (terceira linha), de um animal sham, em um trecho de um segundo.

Uma vez identificada a existéncia de neurbnios que disparam
em relacdo ao movimento, foi feita uma analise de trechos selecionados
somente em que 0s animais estivessem andando no campo aberto para
classificacdo destes neurdnios, por meio de histogramas como demonstrado na
figura 22, considerando como intervalo de confiangca 75%. A partir desta
classificacdo, o numero de neurbnios que disparam em relacdo ao movimento
pode ser comparado entre grupos ao longo do tempo. A ANOVA mostrou
diferenca significativa do namero de neurbnios relacionados ao movimento
entre os grupos (F2.132= 27,5, p<0,001), entre os dias (F1o,132 = 83,15, p < 0,001)

e interacao entre dias e grupo (F20132 = 2,615, p < 0,001). Uma andlise post hoc
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Bonferroni mostrou diferenca significativa entre o grupo CTL e os grupos sham
e TR nos 35°, 42°, 49° e 56° dPO (p<0,001), sendo o numero de neurdnios que
disparam em relacdo ao movimento nos grupos treinados e sham maior do que

no grupo controle (Grafico 2).

55 210 24

’g 50 200 22
45 20
et - @ ol S 8 .
= e e 190
~ 40 18
£ 180
@ s 16
170
l°- 30 14
S .. D r 160
,ﬂ A B e B 12 c
o 20 A 150 10
0 500 1000 0 500 1000 0 500 1000
Tempo (ms)

Figura 22 - Perievento histograma de trés neur6nios, sendo em A e B considerados como
relacionados ao movimento, e em C néo relacionado ao movimento. Linha central representa
disparo médio e linhas tracejadas superior e inferior representam o intervalo de confianca de
75%, tamanho bin 10ms.
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Grafico 2 - NUumero de neurdnios que disparam em relagdo ao movimento ao longo do tempo
para 0s grupos treinado, controle e sham. Existe um ndmero significativamente maior de
neurdnios que disparam em relacdo ao movimento para os grupos treinado e sham quando
comparados com o controle nos 35°, 42°, 49° e 56° dPO (*p < 0,001).

Além da andlise dos disparos unitarios, a partir de selecdo de
trechos de um segundo da atividade de potencial de campo local (LFP) do
cortex sensorio-motor e da atividade eletromiografica (EMG) do musculo
quadriceps pdde-se observar frequentemente um padrdo de ativacdo cortical
gue antecede a ativacdo muscular mesmo apés a lesdo medular, como é

possivel verificar na figura 23.
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Figura 23 - Imagens ilustrativas da atividade de campo local (LFP) do cértex sensério-motor (a
esquerda) e seu respectivo espectrograma (a direita), em cima; e na parte de baixo, a atividade
eletromiogréfica (EMG) do musculo quadriceps referente ao mesmo trecho do LFP (a
esquerda) e seu respectivo espectrograma (a direita). Note que atividade cortical antecede a
atividade muscular.

Estes dados mostram nos registros eletrofisiolégicos: presenca
de neurbnios do cortex sensorio-motor relacionados com a atividade motora
realizada na auséncia da integridade dos tratos ascendentes e descendentes;
mesmo se 0s animais nao sao estimulados (pelo treinamento motor na esteira)
apos a leséo, seus neurdnios corticais sdo capazes de disparar em funcdo do
movimento; a relagcédo entre a taxa de disparo e o movimento ocorre mesmo
guando o movimento ndo é voluntario, nos casos dos movimentos passivos das
patas posteriores realizados por meio do dispositivo auxiliar nos primeiros dias
de treinamento; apesar da diminuicdo de neurbnios registrados em ambos 0s
grupos lesados com o passar do tempo, 0os animais do grupo treinado
apresentaram maior namero de neurbnios que disparam em relacdo ao
movimento; e existe um aumento da atividade de potencial campo local do
cortex sensorio-motor imediatamente antes de haver atividade muscular,

mesmo apoés a leséo.
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5.3. Andlise Imunohistoquimica

5.3.1. Encéfalo

Areas sensorio-motoras do encéfalo (cortex motor, estriado,
cortex somatossensorial e substancia negra) foram escolhidas para se estudar
os efeitos da lesdo medular e do treinamento na esteira sobre a proteina de
vesicula sinaptofisina e sobre os neurofilamentos. Nas figuras 24, 25, 26 e 27
sdo mostradas imagens digitais representativas de cada area sensorio-motora
de um animal de cada grupo (sham, treinado e controle), para NFs e SYP. De
uma maneira geral, o padrdo de marcacao imunohistoquimica para os NFs foi
mais visivel ao longo dos axénios e nos corpos celulares. E em relacéo a SYP,
o padrdo de marcacdo imunohistoquimica observado foi mais difuso,
citoplasmatico e puntiforme-granular em regides de maior densidade sinaptica.

No cértex motor, a marcacao para NFs se apresentou ao longo
dos processos e dos corpos celulares de forma mais intensa na camada V
(Figura 24A). Houve uma diminuicéo significativa (F,13 = 8,23, p = 0,008) da
densidade Optica integrada deste marcador para o grupo CTL quando
comparado aos grupos sham e TR, como é possivel observar na figura 24C.
Em relacdo a SYP, houve uma marcacéo citoplasmatica mais difusa (Figura
24B). Nao houve diferenca significativa da DOI deste marcador entre 0s grupos
(F29=2,09, p =0,17; Figura 24D).

Para o estriado foi escolhida a regido dorso-lateral para ser
analisada. A proteina para NFs apresentou uma marcacao de forma pontilhada

e agrupada em regides que coincidem com a passagem de feixes nervosos
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(Figura 25A). Houve uma diminuicdo significativa (F29 = 4,39, p = 0,047) da
DOI deste marcador para os grupos lesados, TR e CTL, quando comparados
ao grupo sham (Figura 25C). Nesta regido, o padrdo de marcacdo observado
para proteina de vesicula SYP também foi bastante difuso e puntiforme por
todo estriado (Figura 25B). Nao houve diferenca significativa da densidade
Optica integrada deste marcador entre os grupos (F.¢ = 1,69, p = 0,238; Figura
25D).

No cortex somatossensorial, assim como no cortex motor, a
marcacdo para NFs se apresentou ao longo dos processos e dos corpos
celulares, porém de forma mais intensa na camada IV (Figura 26A). Houve um
aumento significativo (F210 = 6,72, p = 0,014) da DOI deste marcador para o
grupo TR, quando comparado ao grupo CTL, mas ndo quando comparado ao
grupo sham (Figura 26C). O grupo CTL também n&o diferiu em relacdo ao
grupo sham. Para a proteina de vesicula SYP, houve uma marcacéo
citoplasmatica difusa (Figura 26B), ndo havendo diferenca significativa da DOI
deste marcador entre os grupos (F,¢= 0,61, p = 0,565; Figura 26D).

Na substancia negra, o padrao para os NFs formou uma densa
malha de processos (Figura 27A), enquanto que para a SYP pdde-se observar
a prevaléncia de um padrdo de marcacao citoplasmatico (Figura 27B). N&o
houve diferenca significativa da densidade Optica integrada de ambos o0s
marcadores entre os grupos (F210 = 1,96, p = 0,19 e F,9 = 0,52, p = 0,613;

Figuras 27C e 27D, respectivamente).
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Figura 24 - Imagens de cortes coronais (30 um de espessura) do cortex motor representativos de um animal de cada grupo (sham, treinado e controle),
ilustrando o padrdo de marcacdo para neurofilamentos (imagens de cima; barra de escala 50 um) e sinaptofisina (imagens de baixo; barra de escala 50
pm). Houve menor imunorreatividade para NFs do grupo CTL comparado aos grupos sham e TR, que apresentaram intensa marca¢édo ao longo dos
processos (A). Ndo houve diferenca entre os grupos em relagdo a imunorreatividade para SYP (B). Grafico da densidade 6ptica integrada de NFs no
cOrtex motor para os grupos sham, treinado e controle. Houve uma diminuicédo significativa da DOI deste marcador para o grupo CTL (*p = 0,008) (C).

Gréfico da densidade 6ptica integrada de SYP no cértex motor para os grupos sham, treinado e controle. Ndo houve diferenga da DOI deste marcador
entre os grupos (p = 0,17) (D).
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Figura 25 - Imagens de cortes coronais (30 um de espessura) do estriado representativos de um animal de cada grupo (sham, treinado e controle),
ilustrando o padrdo de marcacdo para neurofilamentos (imagens de cima; barra de escala 50 um) e sinaptofisina (imagens de baixo; barra de escala 50
pm). Houve menor imunorreatividade para NFs dos grupos lesados (TR e CTL) com discreta marcacdo comparada ao grupo sham, que apresentou
intensa marcacdo de forma agrupada em regides por onde passam os feixes nervosos (A). Nao houve diferenca entre os grupos em relagdo a
imunorreatividade para SYP (B). Gréafico da densidade Optica integrada de NFs no estriado para os grupos sham, treinado e controle. Houve uma
diminuigdo significativa da DOI deste marcador para os grupos treinado e controle (*p = 0,047) (C). Grafico da densidade 6ptica integrada de SYP no
estriado para os grupos sham, treinado e controle. N&o houve diferenca da DOI deste marcador entre os grupos (p = 0,238) (D).
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Figura 26 - Imagens de cortes coronais (30 um de espessura) do cortex somatossensorial representativos de um animal de cada grupo (sham, treinado e
controle), ilustrando o padrdo de marcagéo para neurofilamentos (imagens de cima; barra de escala 50 pm) e sinaptofisina (imagens de baixo; barra de
escala 25 um). Houve aumento da imunorreatividade para NFs do grupo TR, com intensa marcagdo ao longo dos processos, quando comparado ao
grupo CTL, mas ndo quando comparado ao grupo sham (A). Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a imunorreatividade para SYP (B). Grafico
da densidade Optica integrada de NFs no cértex somatossensorial para os grupos sham, treinado e controle. Houve um aumento significativo da DOI
deste marcador para o grupo treinado (*p = 0,014) (C). Grafico da densidade Optica integrada de SYP no cértex somatossensorial para os grupos sham,

treinado e controle. Nao houve diferenca da DOI deste marcador entre os grupos (p = 0.565) (D).
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Figura 27 - Imagens de cortes coronais (30 um de espessura) da substancia negra representativos de um animal de cada grupo (sham, treinado e
controle), ilustrando o padrao de marcagéo para neurofilamentos (imagens de cima; barra de escala 50 um) e sinaptofisina (imagens de baixo; barra de
escala 25 um). Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a imunorreatividade tanto para NFs (A), como para SYP (B). Grafico da densidade Optica
integrada de NFs na substéncia negra para os grupos sham, treinado e controle. Ndo houve diferenca da DOI deste marcador entre os grupos (p = 0,19)
(C). Gréfico da densidade 6ptica integrada de SYP na substancia negra para os grupos sham, treinado e controle. Ndo houve diferenca da DOI deste
marcador entre os grupos (p = 0,613) (D).
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5.3.2. Medula espinhal

Na medula espinhal, os marcadores MAP2, SYS, GFAP e OX-
42 foram escolhidos para se estudar as alteracdes na arborizacdo dendritica,
eficiéncia sinaptica, reacdo astrocitaria e microglial, respectivamente, apos a
lesdo medular e o procedimento de reabilitacdo realizado na esteira. De
maneira geral, foi possivel notar uma grande alteracdo na conformacdo da
medula espinhal dos animais dos grupos treinado e controle. Tanto a
substancia cinzenta, como a substancia branca foram drasticamente afetadas
pela lesdo por contuséo, podendo ser observados diversos cistos e cavidades.

A imunoreatividade produzida pelo anticorpo MAP2 se
apresentou ao longo das neurodpilas (densa malha de processos) de forma
difusa e mais intensa na substancia cinzenta. A sinapsina, assim como a
sinaptofisina utilizada como marcador no encéfalo, apresentou uma marcacéo
puntiforme-granular mais difusa no citoplasma em regifées de maior densidade
sinaptica. O GFAP marcou principalmente 0s processos e 0S corpos de
astrocitos. O OX-42 apresentou marcacdo noS processos e nos corpos das
células microgliais.

Nas figuras 28, 29, 30 e 31 sdo mostradas imagens digitais
representativas de cortes transversais do corno ventral da medula espinhal de
um animal de cada grupo (sham, treinado e controle) para cada segmento da
medula em relacdo a lesdo (rostral, central e caudal) imunoreagidos com 0s
anticorpos MAP2, SYS, GFAP e OX-42, respectivamente.

Para MAP2, na regido rostral a lesdo houve aumento

significativo (F213 = 4,46, p = 0,033) da imunoreatividade no grupo TR, com
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intensa marcacdo quando comparado ao grupo CTL, mas ndo quando
comparado com o grupo sham. O grupo CTL também néo diferiu em relacdo ao
grupo sham. Na regido central a lesdo houve diminuicao significativa (F,13 =
29,38, p < 0,001) da imunoreatividade para este marcador nos grupos lesados
(TR e CTL), com discreta marcacdo, quando comparados ao grupo sham. Na
regido caudal a lesdo houve diminuicdo significativa da imunoreatividade para
este marcador no grupo CTL (com discreta marcagdo) e aumento significativo
da imunoreatividade no grupo TR (com intensificacdo da marcacéo), quando
comparados ao grupo sham (F,13 = 21,01, p < 0,001). Estes dados podem ser
visualizados na figura 28 e no grafico 3.

Para SYS, na regido rostral a lesdo houve um aumento
significativo da imunoreatividade no grupo TR (com intensificacdo da
marcacdo) e diminuicdo significativa da imunoreatividade no grupo CTL,
guando comparados com o grupo sham (F; 14 = 25,49, p < 0,001). Na regido
central & lesdo houve diminuicdo significativa (F214 = 8,51, p = 0,004) da
imunoreatividade para este marcador nos grupos lesados (TR e CTL), com
marcacao discreta, quando comparados ao grupo sham. Na regido caudal a
lesdo houve diminuicao significativa (F2.14 = 4,4, p = 0,033) da imunoreatividade
para este marcador no grupo CTL, com discreta marcacéo, quando comparado
aos grupos sham e TR. Estes dados podem ser visualizados na figura 29 e no
gréfico 4.

Para GFAP, na regido rostral a lesdo houve aumento
significativo (Fz13 = 9,16, p = 0,003) da imunoreatividade no grupo TR, com
intensificacdo da marcacédo, quando comparado aos grupos CTL e sham. Na

regido central a lesdo houve aumento significativo (F2 13 = 35,91, p < 0,001) da



114

imunoreatividade para este marcador nos grupos lesados (TR e CTL), com
intensificacdo da marcacdo, quando comparados ao grupo sham. Na regiao
caudal a lesdo houve diminuicdo significativa (Fz13 = 9,17, p = 0,003) da
imunoreatividade para este marcador no grupo CTL, com discreta marcacéao,
quando comparado aos grupos sham e TR. Estes dados podem ser
visualizados na figura 30 e no gréfico 5.

Para o OX-42, a regido rostral a lesdo ndo houve diferenca da
imunoreatividade entre os grupos (F214 = 5,15, p = 0,24). Na regido central a
lesdo houve aumento significativo (F212 = 54,68, p < 0,001) da
imunoreatividade para este marcador nos grupos lesados (TR e CTL), com
intensificacdo da marcacdo, quando comparados ao grupo sham. Na regido
caudal a lesdo houve diminuicao significativa (F,1, = 23,68, p < 0,001) da
imunoreatividade para este marcador no grupo CTL, com discreta marcacao,
guando comparado ao grupo TR, mas ndo em relacdo ao grupo sham. O grupo
TR também néo difere em relagcdo ao grupo sham. Estes dados podem ser

visualizados na figura 31 e no gréfico 6.
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Figura 28 - Imagens de cortes transversais do corno ventral da medula espinhal (14 pm de
espessura) representativos de um animal de cada grupo (sham, treinado e controle nas
colunas) para cada segmento da medula em relacéo ao local de leséo (rostral, central e caudal
nas linhas), ilustrando o padrao de marcagdo para MAP2 (barra de escala 100 um). Na regido
rostral a lesdo houve maior imunoreatividade no grupo TR, com intensificacdo da marcacgdo
guando comparado ao grupo CTL, mas ndo quando comparado ao grupo sham (que
apresentou marcacdo parecida ao grupo CTL). Na regido central & lesdo houve menor
imunoreatividade nos grupos lesados (TR e CTL), com discreta marcacdo, quando comparados
ao grupo sham. Na regido caudal a lesdo houve menor imunoreatividade para no grupo CTL
(com discreta marcacdo) e maior imunoreatividade no grupo TR (com intensificacdo da
marcacao), quando comparados ao grupo sham.
MAP2

T 4500000

5

3500000 -

§

2500000 OSHAM
2000000 BTR

1500000 @CTL

Y

Densidade Optica Integrada (pixel/j

ROSTRAL CENTRAL CAUDAL
Posicdo da medula espinhal em relagéo a lesdo

Grafico 3 - Densidade Optica integrada da proteina MAP2 no corno ventral de acordo com o
segmento da medula espinhal em relacédo a lesdo medular. No segmento rostral a lesdo houve
diminuicdo da DOI no corno ventral do grupo CTL, quando comparado aos grupos sham e TR
(*p = 0,033). Houve diminuicéo significativa da DOI na regiéo central da lesdo para os grupos
TR e CTL quando comparados ao grupo sham (**p < 0,001). E no segmento caudal a lesao
houve uma diminuicdo significativa da DOI para o grupo CTL em relacdo aos grupos TR e
sham (***p < 0,001).
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Figura 29 - Imagens de cortes transversais do corno ventral da medula espinhal (14 pm de
espessura) representativos de um animal de cada grupo (sham, treinado e controle nas
colunas) para cada segmento da medula em relagédo ao local de leséo (rostral, central e caudal
nas linhas), ilustrando o padrédo de marcacéo para SYS (barra de escala 25 um). Na regiao
rostral a lesdo houve maior imunoreatividade no grupo TR (com intensificagdo da marcacéo) e
menor imunoreatividade no grupo CTL, quando comparados com o grupo sham. Na regido
central & lesdo houve menor imunoreatividade com discreta marcagdo nos grupos lesados (TR
e CTL), quando comparados ao grupo sham. Na regido caudal & lesdo houve menor
imunoreatividade com discreta marcagdo no grupo CTL, quando comparado aos grupos sham
e TR.
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Gréfico 4 - Densidade Optica integrada da proteina SYS no corno ventral de acordo com o
segmento da medula espinhal em relacéo a lesdo medular. No segmento rostral a lesdo houve
aumento da DOI no corno ventral do grupo TR, quando comparado aos grupos sham e CTL (*p
< 0,001). Houve diminuicéo significativa da DOI na regido central da lesdo para os grupos TR e
CTL quando comparados ao grupo sham (**p = 0,004). E no segmento caudal a lesdo houve
uma diminui¢&o significativa da DOI para o grupo CTL em relagédo aos grupos sham e TR (***p
=0,033).
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Figura 30 - Imagens de cortes transversais do corno ventral da medula espinhal (14 pm de
espessura) representativos de um animal de cada grupo (sham, treinado e controle nas
colunas) para cada segmento da medula em relagéo ao local de leséo (rostral, central e caudal
nas linhas), ilustrando o padrédo de marcacéo para GFAP (barra de escala 50 um). Na regiao
rostral a lesédo houve maior imunoreatividade no grupo TR, com intensificacdo da marcacéo,
guando comparado aos grupos CTL e sham. Na regido central a lesdo houve maior
imunoreatividade nos grupos lesados (TR e CTL), com intensificacdo da marcacéo, quando
comparados ao grupo sham. Na regido caudal a lesdo houve menor imunoreatividade no grupo
CTL, com discreta marcagdo, quando comparado aos grupos sham e TR.
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Gréfico 5 - Densidade Optica integrada da proteina GFAP no corno ventral de acordo com o
segmento da medula espinhal em relacédo a lesdo medular. No segmento rostral a lesdo houve
aumento da DOI no corno ventral do grupo TR, quando comparado aos grupos sham e CTL (*p
= 0,003). Houve aumento significativo da DOI na regido central da leséo para os grupos TR e
CTL quando comparados ao grupo sham (**p < 0,001). E no segmento caudal a lesdo houve
uma diminuig¢&o significativa da DOI para o grupo CTL em relagéo aos grupos sham e TR (**p
=0,003).
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Figura 31 - Imagens de cortes transversais do corno ventral da medula espinhal (14 um de
espessura) representativos de um animal de cada grupo (sham, treinado e controle nas
colunas) para cada segmento da medula em relacéo ao local de les&o (rostral, central e caudal
nas linhas), ilustrando o padrdo de marcacao para OX-42 (barra de escala 100 um). Na regido
rostral a lesdo ndo houve diferenca da imunoreatividade para este marcador entre 0S grupos.
Na regido central a lesdo houve maior imunoreatividade nos grupos lesados (TR e CTL), com
intensificagdo da marcagdo, quando comparados ao grupo sham. Na regido caudal a lesao
houve menor imunoreatividade para este marcador no grupo CTL, com discreta marcagéo,
guando comparado ao grupo TR, mas ndo em relagdo ao grupo sham. O grupo TR também
néo difere do grupo sham.
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Grafico 6 - Densidade optica integrada da proteina OX-42 no corno ventral de acordo com o
segmento da medula espinhal em relacdo a lesdo medular. Na regido central a lesdo houve
aumento significativo da DOI para os grupos TR e CTL quando comparados ao grupo sham (*p
< 0,001). E no segmento caudal a lesdo houve uma diminui¢éo significativa da DOI para o
grupo CTL em relacdo ao grupo TR (**p < 0,001), mas ndo em relagdo ao grupo sham.
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6. DISCUSSAO

‘O objetivo de qualquer intervencdo reabilitativa € treinar
habilidades no ambito clinico que possam ser transferidas para as atividades
de vida diaria...” (Marsh et al., 2011). Apesar dos avancos tecnoldgicos nos
altimos anos, a recuperacao funcional do individuo lesado medular, com
retorno para as suas atividades de vida diaria, ainda é um desafio na area da
reabilitacdo. Estudos com modelos animais de lesdo medular, que ajudem a
entender os processos envolvidos na plasticidade cortical e da ME apos um
programa de reabilitacdo, sdo relevantes para o desenvolvimento de futuras
intervencdes terapéuticas.

O modelo de lesdo medular utilizado neste trabalho foi o de
contusdo, uma vez que ele é clinicamente pertinente por ser o tipo de leséo
mais comum em seres humanos. Além disso, de acordo com lanotti e
colaboradores (2004), a lesdo medular contusa em animais produz um padrao
previsivel de lesédo progressiva, resultando em morte neuronal e de células da
glia, lesdo vascular, destruicdo axonal e desmielinizacdo que é analoga a leséo
medular contusa em humanos. Deste modo, os achados em modelos
experimentais nos permitem fazer inferéncias sobre o que se pode esperar de
algumas intervencdes que eventualmente possam ser utilizadas em humanos.

Neste estudo, o treinamento na esteira foi escolhido como o
procedimento de reabilitacdo para os animais com lesdo medular. Este tipo de
reabilitacdo é amplamente estudado em pesquisas com animais e pacientes

que apresentem LM (Behrman e Harkema, 2000; Dobkin et al., 2003;
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Hutchinson et al., 2004; Giangregorio et al., 2005; Ahn et al., 2006; Bigbee et
al., 2007; Barriere et al., 2008; Dietz, 2009; Ichiyama et al., 2011). Quando
iniciar o treinamento motor € um assunto debatido na literatura (Coumans et al.,
2001; Norrie et al., 2005; Winchester et al.,2005; Kuzhandaivel et al., 2011).

Ao se tratar de humanos, o tempo de inicio depende da
condicdo geral do paciente que precisa estar estavel apés o trauma, mas é
necessario estar atento a “janela de oportunidade” para que o treinamento
reabilitativo seja mais eficaz. Os animais treinados neste trabalho iniciaram as
atividades na esteira em um curto periodo de tempo pés LM, no 5° dPO. De
acordo com Fouad e Tetzlaff (2012) existem diversas explicacbes para o
declinio da resposta benéfica ao treinamento reabilitativo com o tempo, tais
como: reducdo da expressdo de genes associados a plasticidade e ao
crescimento neuronal; degradacdo das funcdes neuronais e musculares; e
aumento de fatores inibitérios, como as proteoglicanas.

Desta forma, a fim de se favorecer de um ambiente mais
permissivo a regeneracao, os treinamentos na esteira foram iniciados de
maneira precoce neste estudo. Para que isso acontecesse, foi necessario
desenvolver um dispositivo para o auxilio do movimento dos membros
posteriores, que ficaram paralisados apds a LM. Segundo Lee e colaboradores
(2011), um treinamento que executa padrdes de movimentos rigidos dos
membros pode ser vantajoso na geracdo de padrBes precisos de aferéncia
sensorial, necesséarios para o aprendizado da locomocdo apés a LM. O
dispositivo auxiliar permitiu que movimentos passivos ritmicos, coordenados e

continuos fossem realizados durante o treinamento.
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O auxilio manual foi oferecido em uma fase mais avancada da
recuperacdo, quando algum movimento era realizado pelos animais lesados
medulares. Este tipo de auxilio também ¢é utilizado no treinamento de marcha
de humanos com LM (Duschau-Wicke et al., 2010; Field-Fote e Roach, 2011;
Harkema et al., 2012), com o objetivo de incentivar o individuo a fazer um
esforco maior para gerar a marcha quando comparado com o uso de um auxilio
robético. O aprendizado motor também pode ocorrer a partir do treinamento
com assisténcia manual devido a variabilidade do movimento a cada ciclo de
marcha e a participacdo ativa do paciente. A utilizacdo destes auxilios na
reabilitacdo dos animais lesados deste trabalho se mostrou eficaz na
recuperacdo motora, visto que, ao final do experimento, o treinamento na
esteira pode ser realizado de maneira independente.

No entanto, apds a lesdo medular incompleta, em humanos e
em modelos animais, uma recuperacdo espontanea moderada ¢é
frequentemente observada, mesmo sem qualquer intervencao reabilitativa ou
farmacoldgica (Kim et al., 2006). Este fato também foi observado nos animais
do grupo controle que recuperaram alguns movimentos dos membros
posteriores apés LM, inclusive, de forma a permitir que o movimento destes
animais pudesse ser correlacionado com a atividade cortical sensério-motora.
Para Fouad e Tetzlaff (2012), essa recuperacdo espontanea deve-se a
plasticidade temporal e variacbes entre propriedades neuronais, desde
mudancas anatdbmicas como o crescimento colateral acima e abaixo do nivel
de lesdo, até mudancas complexas nas redes neuronais nos mapas corticais

ou nos CPGs da medula espinhal.
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Neste trabalho, a camada V do cortex sensorio-motor foi
escolhida para o registro eletrofisiolégico. De acordo com Humanes-Valera et
al. (2013), o cortex infragranular é particularmente apropriado para se
investigar mudancas em redes de nivel cortical apés a deaferentacéo por ser
uma camada que expressa maxima convergéncia de aferéncias excitatorias e
inibitorias, tanto locais como de longa distancia, assim como é o local de
origem de maior quantidade de eferéncias corticais.

O cortex sensorio-motor do rato € uma area de sobreposicao
sensorio-motora. Deste modo, a atividade neural durante o andar indica
também o processamento da informacdo sensorial. A partir do registro de
campo local pode-se observar uma ativacdo do cortex sensorio-motor antes da
realizacdo do movimento, identificado pelo registro eletromiografico. Segundo
Rigosa e colaboradores (2015), o aumento da atividade cortical pode
representar sinais de planejamento motor ou de execucdo motora, do sistema
nervoso central para a periferia, € ndo somente a representacdo da informacao
sensorial.

Os resultados eletrofisiologicos deste trabalho mostraram ainda
gue existem neurénios corticais que continuam disparando ao longo do tempo
de acordo com o movimento mesmo apos terem sido desconectados
parcialmente de seus circuitos medulares e ndo serem estimulados por alguma
atividade externa. Isto indica que, provavelmente, uma remodelacéo
compensatoria cortical pode ser um dos fatores que contribui para a
recuperacao espontanea dos animais do grupo controle.

De acordo com Putrino e colaboradores (2010), os disparos

neuronais no cortex motor formam redes neurais relacionadas a associacao e
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formacdo de aspectos do movimento. Estudos investigaram as interacfes dos
spikes no cortex M1 e relacionaram-nas com envolvimento nas tarefas
motoras, nos parametros do movimento (por exemplo, direcdo, amplitude,
velocidade), na preparacdo do movimento, no aprendizado motor e em outros
contextos comportamentais motores (Stark et al., 2008; Lawhern et al., 2010;
Putrino et al., 2010; Denker et al., 2010). Além disso, esses estudos mostram
que estas interacdes entre os neurbnios sdo dinamicas em relacdo a sua
natureza, ocorrendo em estagios especificos da tarefa motora (por exemplo,
antecipacao ao estimulo, preparacdo, execucao).

Os dados coletados sobre a atividade cortical mostraram que
houve uma diminuicdo significativa do nimero de neurénios com o tempo, que
€ decorrente da lesdo, uma vez que os animais do grupo sham, apresentaram
uma tendéncia a manter este nimero. De acordo com o Moxon et al. (2014), a
diminuicdo da atividade cortical relacionada a deaferentacdo pode ser
decorrente, primeiramente, da diminuicdo da atividade de estruturas sensério-
motoras primarias como as conexdes talamo-corticais e, em seguida, por
diminuicao da atividade de estruturas secundarias que regulam a sincronizacao
cortical e o “despertar” do talamo e do tronco encefalico, provavelmente,
envolvendo uma depressao do sistema colinérgico.

No entanto, apesar de existir esta diminuicdo do numero de
neurénios registrados, foram identificados neurénios no cortex sensério-motor
que continuam disparando de maneira especifica em relacdo ao movimento
apos a lesdo medular. Dados preliminares de Rigosa et al. (2015) vado de
encontro com 0s nossos resultados, mostrando que uma grande parte de

neurdnios registrados permanecem ativos alguns dias ap6s uma hemiseccao
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da medula espinhal no nivel de T10, porém por serem observacées
preliminares estes dados ainda ndo foram publicados pelo grupo de
pesquisadores. Os autores sugerem que 0S neurdnios que permanecem ativos
podem ser particularmente Uteis para a decodificacdo da informacdo motora e
esta informacéo é suficiente para guiar um sistema neuroprotéstico com base
na deteccao online dos eventos da marcha (fase de apoio e balanco).

No presente trabalho, entretanto, péde-se observar que o
namero de neurbnios que disparam em relacdo ao movimento nos animais do
grupo controle foi menor quando comparado com 0s grupos treinado e sham.
Além disso, na analise imunohistoquimica verificou-se um maior niumero de
neurofilamentos no coOrtex motor e somatossensorial no grupo treinado
comparado ao grupo controle. Estes dados nos ajudam a compreender melhor
como as redes corticais atuam para compensar a perda neuronal apés a leséo
medular e permitem que 0 movimento seja aprimorado quando 0s animais sao
submetidos ao procedimento de reabilitacéo.

Para Nardone e colaboradores (2015), alteracdes funcionais e
estruturais na conectividade intra-cortical podem resultar de processos
degenerativos que afetam os neurdnios cortico-espinhais, como a diminuicéo
do tamanho dos corpos das células piramidais e a degeneracdo de seus
axonios. Este fato estd de acordo com os dados encontrados para 0 grupo
controle deste trabalho, que apresentou diminuicdo da densidade integrada
para o marcador de neurofilamentos nos coértices motor e somatossensorial.

A partir de uma andlise funcional, eletrofisiolégica e
neuromorfolégica da circuitaria abaixo do nivel de lesdo, incluindo sua

densidade sinaptica e de filamentos, Beauparlant e colaboradores (2013)
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mostraram que a interrupcdo das vias supraespinhais induz uma extensa
conexao entre os segmentos espinhais denervados, que podem levar a
formacdo de circuitos sensorio-motores desordenados em um estagio crénico
da lesdo. Eles acreditam que as novas conexdes estabelecidas dificultam a
informac&o neural nos circuitos espinhais durante a execucao da marcha, que
leva a disfuncdo neuronal em ratos lesados medulares e, provavelmente, em
humanos com LM que ndo deambulam.

Por outro lado, segundo Van Den Brand e colaboradores
(2012), a ativacao repetida de certas vias sensoriais e motoras a partir de uma
tarefa especifica (como no caso deste trabalho por meio do treinamento na
esteira), pode recrutar e reforcar os circuitos e suas conexdes de forma que a
habilidade de desempenhar o movimento praticado seja melhorada de maneira
significativa. Este fato pdde ser observado nos animais treinados, uma vez que
eles melhoraram a capacidade de andar na esteira ao longo do tempo com 0s
treinamentos, precisando de cada vez menos auxilios (dispositivo auxiliar,
auxilio manual nas patas ou na cauda e cinto para suporte de peso).

Humanes-Valera et al. (2014) sugerem que diversos
mecanismos podem contribuir para a reorganizacdo cortical apos a
deaferentacdo, incluindo o crescimento de novas conexdes devido ao
brotamento axonal, “reativacdo” de conexdes latentes devido a reducdo da
inibicdo intra-cortical ou mudancas nas propriedades intrinsecas neuronais.
Estes dados podem explicar o que foi encontrado nos animais do grupo
treinado deste trabalho, que apresentaram um maior numero de neurdnios que

disparam em relacdo ao movimento e a manutencdo da densidade Optica
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integrada para o marcador de neurofilamentos nos cértices motor e
somatossensorial.

Para Hajela e colaboradores (2013), duas possiveis
explicacbes para as mudancas apos a lesdo medular e uma estratégia
terapéutica sdo que as conexdes supraespinhais intactas podem ser
reorganizadas e/ou que novas conexdes supraespinhais com redes espinhais
podem ser formadas com o treino locomotor, como resultado de mecanismos
dependentes da atividade desencadeados por dicas sensoriais especificas da
tarefa. Essas dicas sensoriais incluem alteracdo de carga e posicionamento de
pernas com a cinematica dos quadris, joelhos e pés sincronizados com o ciclo
da marcha por meio de um padréo fisiologico pré-determinado por um sistema
de exoesqueleto robodtico. Da mesma forma, os treinamentos na esteira
realizados pelos animais do presente trabalho também proporcionaram
alteracbes dos estimulos sensoriais conforme os auxilios fornecidos eram
mudados ao longo do tempo. A plasticidade dependente de atividade envolve
tanto mudancas fisiolégicas como mudancas estruturais que alteram a
conectividade anatbmica de neurdnios.

De acordo com Graziano et al. (2013), o aumento da resposta
neural em relacdo ao exercicio, pode ser mediada ndo somente por brotamento
axonal, mas também por alteracdo do equilibrio dinamico dos espinhos
dendriticos e dos botbes axonais entre o0s interneurénios e neurbnios
piramidais, possivelmente como um processo compensatério para manter o
equilibrio cortical fino entre inibicdo e excita¢do, ou ainda, por uma alteracdo de
propriedades mais intrinsecas dos neurénios corticais. Humanes-Valera et al.

(2014) afirmam ainda que parte da reorganizacdo observada no nivel cortical
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pode ser reflexo de uma reorganizacdo que ocorre em niveis subcorticais.
Kokotilo e colaboradores (2009), em uma revisdo sistematica sobre a
reorganizacao e preservacao do controle encefalico do comportamento motor
apos a LM, verificaram que existem alteracfes na eficiéncia sinaptica (com
aumento do diametro e do comprimento de dendritos) em areas corticais, o que
fornece oportunidade de novas conexdes.

O uso da proteina considerada como marcador de densidade
sinaptica, a sinaptofisina, teve como objetivo poder verificar os fatos propostos
pelos autores citados no paragrafo anterior. No entanto, neste trabalho nao
foram identificadas mudancas na densidade integrada da proteina de vesicula
sipnaptofisina em nenhuma das areas estudadas do encéfalo entre os grupos.
E também quando analisada a densidade integrada de neurofilamentos e
sinaptofisina em estruturas subcorticais como o estriado e substancia negra,
ndo foram encontradas diferencas entre os grupos lesados. O exercicio
realizado na esteira, apos a interrupcdo das vias sensoriais ascendentes e
motoras descendentes, ndo se mostrou, portanto, ser uma atividade capaz de
promover alteraces nos processos neuronais e na eficiéncia sinaptica em
areas relacionadas ao movimento, como o0 estriado e substancia negra,
identificadas por meio de imunohistoquimica.

Diferentemente dos nossos resultados, remodelamento
neuronal e ajustes na eficiéncia sinaptica de areas motoras do encéfalo foram
apontados no estudo de Ferreira et al. (2010), que aplicaram um protocolo de
curta duracdo de atividade fisica na esteira em animais sem comprometimento
motor. Os autores sugerem que o exercicio foi capaz de induzir uma

reorganizacdo funcional dos circuitos motores, uma vez que encontraram
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alteracbes na densidade da proteina de vesicula no estriado, na substancia
negra e no cortex motor apos aproximadamente sete dias de exercicio. No
entanto, algumas dessas alteracdes ndo foram mantidas por um longo periodo
de tempo (alguns dados mostraram retorno aos valores iniciais no 15° dia de
exercicio) e, além disso, as medidas de quantificacdo utilizadas ndo foram
somente a densidade Optica integrada, mas também Western Blotting e Real-
time PCR. Essas medidas sdo mais precisas para quantificar a expressao de
proteinas, sendo uma area de investigacao cientifica que deve ser explorada
para um melhor entendimento dos mecanismos relacionados a plasticidade pés
LM e uma intervencéo terapéutica.

Outras ferramentas também sdo capazes de identificar
alteracOes estriatais apos lesdo do SNC. Nishimura e colaboradores (2011)
identificaram, por exemplo, um aumento da conexao funcional entre o cortex
M1 e o estriado, por meio de tomografia por emissdo de pdésitron, durante a
recuperacdo da destreza dos dedos de macaco com lesdo medular parcial. Os
autores inferem que o fortalecimento progressivo desta conexdo possui um
papel importante na regulacdo dos aspectos motivacionais relacionados ao
aprendizado motor, necessaria para a recuperacao funcional apés a LM. O fato
de ndo terem sido encontradas alteracdes no estriado em relacdo a
imunohistoquimica também pode ser devido o estriado ser uma area
responsavel pelo aprendizado da sequéncia motora e automatizacdo do
movimento (Holschneider et al., 2007; Doyon et al., 2009), que sao
comportamentos motores que ocorrem logo apos a lesdo medular. A analise

imunohistoquimica dos animais deste estudo so6 foi feita apds 57 dias de lesao
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medular, quando, possivelmente, as alteracbes estriatais ja estivessem
adaptadas a condicdo motora adotada pelos animais.

Uma pesquisa mais recente realizada com quatro macacos
lesados medulares mostrou que existe relacdo do estriado com o controle
motor durante tarefa de destreza manual (Sawada et al., 2015). Todavia, 0s
autores também sugerem que o estriado, mais precisamente o nucleo
accumbens, contribui diretamente para o desempenho motor nos estagios
precoces apos a LM. Uma relacdo entre a atividade estriatal com os aspectos
motivacionais do desempenho motor também foi encontrada, uma vez que ao
final do experimento, quando os animais ja haviam aprendido a tarefa motora, a
ativacdo desta area era menor. Mais uma vez, estes dados mostram que
possivelmente ndo foi encontrada uma alteracédo no estriado dos animais deste
estudo, pois a andlise s6 foi feita ao término do experimento e ndo em uma
fase precoce de aprendizado motor.

A substancia negra foi outra area encefélica escolhida para se
estudar neste trabalho por se tratar de uma regido que esté relacionada com as
funcdes motoras, e também com aspectos cognitivos e de memaria que estéo
envolvidos no aprendizado de uma tarefa motora (Doyon et al., 2009). Porém,
ndo foram identificadas alteracBes estruturais (neurofilamentos) e funcionais
(sinaptofisina) por meio da imunohistoquimica na substancia negra dos animais
deste trabalho. Na literatura, até o momento, ndo ha relatos de alteracdes
nesta regido apdés a lesdo medular e um procedimento de reabilitacdo
demonstrada imunohistoquimicamente, mas existem pesquisas que mostram

efeitos benéficos da atividade fisica exercidos sobre a substancia negra de
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animais com outros tipos de lesdes, tais como doenca de Parkinson e
Alzheimer (Lau et al., 2011; Paillard et al., 2015).

De acordo com Filli e Schwab (2015), apesar de ser necessario
0 aporte supraespinhal para execer algumas tarefas motoras especificas, a
restauracdo do andar pode ocorrer com a total auséncia de projecdes
supraespinhais diretas em roedores. As lesfGes parciais sdo seguidas de uma
recuperacao consideravel de andar estereotipado de roedores adultos. Para os
autores, essa recuperacdo motora € alcancada por meio de desvio de
neurbnios proprioespinhais que fazem um novo caminho para os comandos
supraespinhais interrompidos ao redor da lesdo. Neste processo, os tratos
descendentes lesionados reconectam com neurdnios proprioespinhais
localizados acima da lesdo, projetando os axdnios para parte denervada da
ME. Talvez essa reconexdo possa estar refletida nos disparos de neurdnios
corticais observados nos animais controles deste trabalho.

Apesar dos animais controles terem apresentado certa
recuperacdo motora, ela foi limitada quando comparada com os animais do
grupo treinado. Dietz e Curt (2006) sugerem gque a limitacdo da recuperacéo
pode ser devido a habilidade limitada de restabelecimento de conexdes
neuronais funcionais. As alteracdes estruturais, encontradas por meio da
imunohistoquimica na medula espinhal dos animais do grupo controle, podem
nos ajudar a entender a recuperacédo limitada apresentada por estes animais.
De maneira geral, houve diminuicdo de células da glia, de microglia e
diminuicdo da arborizacdo dendritica acima e abaixo do nivel de lesdo. Além

disso, observou-se uma diminuicdo da eficiéncia sinaptica, representada por
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menor densidade Optica integrada do marcador de vesicula sinapsina, também
acima e abaixo do epicentro de leséo.

Por outro lado, o treinamento na esteira parece ter exercido um
papel neuroprotetor e neuroregenerativo na medula espinhal dos animais do
grupo treinado. AlteracBes nos diferentes segmentos da ME puderam ser
identificadas com a analise imunohistoquimica. Nas por¢des rostral e caudal a
lesdo, o grupo treinado apresentou de maneira geral aumento significativo da
arborizacdo dendritica, da eficiéncia sinaptica, do numero de células gliais e
microgliais. Na porcéo central a lesdo, os resultados encontrados para o grupo
treinado foram iguais aos do grupo controle, o que mostra que o treinamento na
esteira ndo é capaz de mudar as mudancas estruturais e funcionais no foco de
lesdo. Estas alteracdes foram diminuicdo significativa da arborizacdo
dendritica, da eficiéncia sinaptica, e aumento significativo do nimero de células
gliais e microgliais.

A medula espinhal ndo é uma estrutura somente de conexao
entre o cérebro e os musculos. Ela possui uma circuitaria complexa, capaz de
se adaptar apos a lesdo, de forma a permitir ajustes das saidas motoras
quando retroalimentacdo sensorial é fornecida (Fouad e Tetzlaff, 2012;
Harkema et al., 2012). A leséo por contusao afetou tanto a substancia branca,
como a substancia cinzenta da medula espinhal dos sujeitos experimentais
deste trabalho. Ja estd bem estabelecido na literatura que a quantidade de
substancia branca residual esta4 diretamente relacionada com a melhora
funcional apos a LM (Basso et al., 2002; Loy et al., 2002; Hutchinson et al.,

2004; Zai e Wrathall, 2005). A formacéo de cavidades cisticas, descrita nesses
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trabalhos, também pbde ser observada na medula espinhal dos animais
lesados medulares deste estudo.

Estudos anatdmicos em modelos animais de LM incompleta
mostram que tanto axénios intactos como danificados ao redor da lesdo brotam
para formar circuitos intraespinhais. De forma mais importante, esse novo
brotamento tem a capacidade de reconectar com os seus alvos denervados
originais. Notavelmente, o periodo de plasticidade anatdmica é paralelo a
recuperagdo espontanea da funcdo que ocorre em semanas e meses apoés a
LM. Por isso, os dados existentes sugerem que a recuperacao espontanea da
funcdo em modelos animais de LM incompleta ocorre dentro de circuitos pré-
existentes e recentemente formados via reorganizacdo anatdmica de axonios e
suas sinapses (Rank et al., 2015).

Takeoka et al. (2014) acreditam que o0 movimento repetitivo
durante um treinamento reabilitativo potencializa a retroalimentacdo sensorial
via 0s ganglios das raizes dorsais glutamatérgicos, que constituem a principal
fonte extrinseca de entrada excitatoria na medula espinhal abaixo do nivel de
lesdo. O treinamento na esteira promove além de estimulos motores, estimulos
proprioceptivos. Os neurbnios sensoriais proprioceptivos inervam os fusos
musculares, que transmitem por sua vez a informacdo para a ME sobre a
contragdo muscular. As aferéncias dos fusos musculares sao, portanto,
importantes para o fornecimento de sinais excitatérios aos circuitos espinhais
relevantes para a regulacdo do comportamento motor, especialmente em
condicBes de interrup¢éo de estimulos descendentes.

Os resultados do presente trabalho sugerem que o sistema de

retroalimentacdo parece ser estimulado por meio do treinamento na esteira, da
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mesma forma proposta por Takeoka e colaboradores (2014), uma vez que
aumento da densidade Optica integrada de sinapsina p6de ser observado no
segmento rostral a lesdo e manutencdo da densidade desta proteina de
vesicula sinaptica foi encontrada no segmento caudal a leséo.

Por outro lado, de acordo com De Luca et al. (2016), axénios
de motoneurbnios danificados reinervam e regeneram parcialmente as suas
conexdes sinapticas, mas as sinapses excitatérias dos fusos musculares nunca
recuperam os niveis basais mesmo quando os fusos musculares e os musculos
sao corretamente reinervados. Porém, segundo os autores, na ME apés a LM,
0 circuito sinaptico ativo pode mudar devido tanto por modificacdo na forca
sinaptica (plasticidade funcional), como por adicdo de novos botdes sinapticos
por meio de remodelamento anatdmico e brotamento de ramos axonais e
dendriticos. O brotamento de fibras de sistemas nao afetados e formacéo de
circuitos colaterais com vias indiretas estdo atualmente se mostrando
mecanismos cruciais para promover a recuperacao funcional, mesmo quando a
integridade anatdbmica € permanentemente comprometida.

Zhang e colaboradores (2000) observaram logo apds uma hora
da lesdo medular uma dréastica reducdo da imunoreatividade dos processos
dendriticos para MAP2, dentro de 3 a 4 mm de distancia do epicentro de lesdo
tanto na direcéo rostral como caudal. Os dendritos residuais apresentaram uma
aparéncia de degeneracdo. Os animais do grupo controle deste trabalho
também apresentaram diminuicao significativa da imunoreatividade para MAP2
no segmento caudal a lesdo. No entanto, diferentemente dos dados
encontrados por Zhang et al. (2000), no segmento rostral ndo houve diferenca

da densidade O6ptica integrada dos marcadores de microtibulos nos animais
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lesados medulares ndo submetidos ao treinamento na esteira quando
comparados com o grupo sham deste trabalho. Talvez essa diferenca dos
resultados se deva ao fato do estudo imunohistoquimico do presente estudo ter
sido realizado 57 dias apos a LM, e ndo em um curto periodo de tempo como
dos autores mencionados. De alguma forma, a medula apresentou uma
reorganizacao da arborizacdo dendritica no segmento rostral a lesdo, que pode
estar relacionada a recuperacao espontanea dos animais controles.

Rank e colaboradores (2015) verificaram uma diminuicéo
progressiva do numero de dendritos e de seus tamanhos logo ap6s a LM (uma
a duas semanas) dos motoneurdnios de ratos. Este fendmeno é rapidamente
seguido por uma expansédo da arborizacdo dendritica, que comeca em 14 dias
apos a leséo inicial. Essa expansdo parece persistir e chegar proximo aos
limites normais de dendritos em 60 a 90 dias apés a LM, no entanto, alteracfes
nos padrées de arborizacdo podem persistir em estagios mais avancados da
recuperacdo. Em algumas formas de recuperacdo espontanea, o tamanho da
arborizacdo dendritica de motoneurdnios realmente aumenta, comparado com
motoneurdnios intactos, logo apds o dano inicial (11 a 17 semanas).

Os nossos dados vao de encontro com os de Wang e
colaboradores (2015) que mostraram um aumento do crescimento dendritico
apos o exercicio, assim como aumento da densidade sinaptica em redes de
motoneurdnios lombares de animais lesados medulares no nivel toracico. De
acordo com os autores, o0 treinamento na esteira fornece novos focos de
formacdo sinaptica e reinervacdo de axonios residuais descendentes e/ou de
fibras ascendentes segmentares ap6s LM contusa. O grupo treinado na esteira

mostrou inclusive um aumento da densidade Optica integrada de dendritos em
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relacdo ao grupo sham no segmento caudal a lesdo, mostrando que a atividade
fisica exerceu um papel neuroregenerativo na medula espinhal.

Segundo Zhou e colaboradores (2014), hoje existe um
consenso de que a inflamacéo tem efeitos benéficos e prejudiciais ao tecido. A
inflamacéo causa atividades destrutivas como a exacerbacéo do dano celular e
a deterioriacdo da matrix extracelular, criando um microambiente hostil para
varios tratamentos da LM. Respostas inflamatérias locais e sistémicas néo
resultam somente em patogénese de eventos neurodegenerativos durante as
fases agudas e crbnicas da LM, mas também subsequentemente levam a
morte de células da glia e neurdnios, formando cicatriz glial e cavidade no
parénquima espinhal (Okano et al., 2003; Sinescu et al., 2010). Por outro lado,
estudo recente mostra que a inflamacao beneficia a regeneracdo neuronal e
recuperacdo funcional (Greenhalgh e David, 2014). Macréfagos
ativados/microglia possuem um papel importante na limpeza de tecidos
danificados e em degeneracéao.

Também de acordo com Zhou e colaboradores (2014), apos a
lesdo, os macréfagos derivados de medula 6ssea migram para o epicentro da
lesdo, enquanto que a microglia se localiza nas bordas da lesdo. Essas duas
populacdes de macrofagos possuem diferentes funcdes. Células da microglia
residentes formam um limite que parece selar a leséo e bloquear o aumento da
lesdo. Em contraste, os macréfagos derivados da medula 6ssea entram no
epicentro da lesdo e fagocitam as células apoptoticas e necroéticas, limpando os
debris teciduais, como os debris de mielina. No presente trabalho houve uma
diminuicdo da densidade optica integrada de células microgliais no segmento

caudal a lesdo para o grupo controle, que ndo foi observada no grupo
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submetido ao treinamento na esteira. Neste sentido, o treinamento parece ter
exercido um papel neuroprotetor na medula espinhal.

Além de as células da microglia serem importantes para a
‘limpeza” do SNC, segundo Bhatt e colaboradores (2014), elas séo, cada vez
mais, reconhecidas pelo papel significativo no inicio do desenvolvimento
neural. Neste periodo, a microglia controla o nimero de neurbnios e sinapses,
mas 0 seu envolvimento com o desenvolvimento de oligodendrécitos e de
mielinizacdo ndo estdo claros. Ja foi mostrado que, em um meio de cultura, a
microglia fornece grande suporte para a sobrevivéncia de células precursoras
de oligodendrécitos e também potencializa a diferenciacdo destas células,
assim como o processo de mielinizagéo in vitro (Pang et al., 2013).

Shin e colaboradores (2014) mostraram que apds o
treinamento na esteira, animais lesados medulares apresentaram aumento da
ativacdo microglial na substancia cinzenta proxima aos neurdnios motores no
corno ventral e em seus processos dendriticos, dados que corroboram os
achados deste trabalho. Os autores especulam que células da microglia
ativadas préximas aos neurbnios motores apds a LM devem participar do
remodelamento das estruturas sinapticas, uma vez que o numero de pontos
sinapticos colocalizados com o marcador de microglia aumentou
substancialmente na regido motora lombar apdés a LM e o treinamento
realizado na esteira.

No entanto, a relacdo entre eficiéncia sinaptica e ativacéo
microglial ainda ndo esta bem descrita na literatura. Shafer e colaboradores
(2012) acreditam que durante uma tarefa especifica, a atividade fagocitaria da

microglia faz com que sinapses mais fracas sejam eliminadas, levando a uma
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maior ativacdo de sinapses mais fortes. No segmento caudal a lesdo da
medula espinhal dos animais do grupo treinado foi encontrado aumento da
densidade sinaptica e aumento de células da microglia, resultados que podem
reforcar a ideia de Shafer et al. (2015) de que uma atividade especifica, neste
caso o treinamento na esteira, pode melhorar a eficiéncia sinaptica, por meio
de ativacdo microglial.

Como mencionado, as células microgliais, assim como 0s
astrocitos, respondem rapidamente a lesdo, estendendo os processos celulares
ou migrando em direcdo ao local de lesdo, onde elas participam da formacéo
da cicatriz glial. Esta resposta precoce e rapida serve como uma protecao, por
formar uma parede fisica e molecular de isolamento de zonas de inflamacé&o
intensas e fornece uma medida de protecdo ao fragil tecido residual. O
bloqueio ou a prevencédo de ativacdo microglial, tanto por via farmacologica
como por meio genético, exarceba a lesdo e impede a recuperacao da funcéo
(Silver et al., 2015).

Neste estudo notou-se um aumento da densidade Optica
integrada do marcador de astrécitos para ambos 0s grupos lesados no foco de
lesdo, enquanto que no segmento caudal a lesdo houve uma manutencao
destas células para o grupo treinado e uma diminuicdo para o grupo controle
guando comparados aos animais sem lesdo. Noble e colaboradores (2011)
afrmam que, no SNC intacto, os astrocitos sdo fundamentais para o
fornecimento de substratos para o crescimento axonal, a regulacdo da
arborizacdo dendritica, a promocdo da funcdo sinaptica, a producdo de
diversos fatores que contribuem para sobrevivéncia de neurbnios e

oligodendrdcitos, entre outros. A falta destas células gliais no segmento caudal
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a lesdo nos animais controles deste trabalho pode ter contribuido, portanto,
para menor recuperacao funcional desses animais ao longo do tempo.

Ainda no presente trabalho verificou-se aumento da marcacéo
de astrocitos no segmento rostral a lesdo nos animais do grupo treinado. De
acordo com Garcia-Alvarez e colaboradores (2015), os astrcitos s&o
possivelmente os componentes do SNC mais plasticos da cicatriz glial,
capazes de mudar em numero e morfologia em resposta a perturbacdes. Apos
a lesdo eles se tornam reativos ou fibrosos (processo nomeado como
astrogliose reativa). Evidéncias mostram que a cicatriz glial pode contribuir para
0 insucesso da regeneracdo axonal nos focos de lesdo medular, ou podem
ainda inibir a entrada de células progenitoras de oligodendrdcitos no local da
lesdo, diminuindo as chances de remielinizacédo (Thuret et al., 2006; Rowland
et al., 2008; Noble et al., 2011). Essas informac¢Bes sugerem que 0 aumento
das células gliais acima do foco de lesdo encontrado nos animais treinados
pode ser um fator negativo para regeneracdo, impactando na recuperacao
funcional de um animal lesado medular. Porém, os animais submetidos ao
treinamento na esteira apresentaram melhora da funcdo motora.

Segundo De Luca e colaboradores (2016), os astrocitos
exercem um papel central na homeostase extracelular de neurotransmissores,
predominantemente o glutamato. Este neurotransmissor é a principal molécula
extracelular do SNC, mas em excesso ela desencadeia morte neuronal
excitotéxica. O equilibrio entre glutamato e GABA é o pilar da transmisséo
sinaptica. No corno ventral da medula espinhal, a modulacdo do equilibrio
excitatério e inibitério é crucial para prevenir o Vviés homeostatico e

eventualmente a perda neuronal. O papel central exercido pelos astrécitos no
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metabolismo do glutamato e na manutencdo da homeostase sinptica esta
claramente estabelecido.

Os fatos mencionados por De Luca et al. (2016) sao
interessantes ao notarmos que no segmento rostral a lesdo houve um aumento
significativo da imunoreatividade para o marcador de astrocitos, quando
comparados 0s animais lesados treinados na esteira com 0s animais sem lesao
e com os do grupo controle, e da mesma forma, houve um aumento
significativo da imunoreatividade para o marcador de vesicula sinaptica para os
animais treinados, indicando realmente uma possivel relacdo entre as células
da glia e a manutencdo das sinapses. Desta forma, as alteracdes
imunohisquimicas encontradas no presente trabalho indicam que o treinamento
na esteira foi capaz de melhorar funcionalmente e estruturalmente as redes de
células da medula espinhal, o que pode ter contribuido para promocdo da

recuperacao funcional do animal lesado medular.
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que o treinamento na esteira apos
lesdo medular €, idependentemente do exato mecanismo, suficiente para
promover reorganizacao cortical sensorio-motora e medular, por meio da
neuroprotecado e neuroregeneracdo. O exercicio abaixo do nivel de lesdo em
ratos alterou tanto as proteinas relacionadas a plasticidade no coértex sensorio-
motor, como promoveu reorganizacdo mensuravel eletrofisiologicamente na
area cortical dos membros posteriores que foi deaferentada apos a lesdo
medular incompleta. Além disso, o treinamento na esteira também foi capaz de
promover alteracdes estruturais e funcionais em niveis acima e abaixo do nivel
de lesdo na medula espinhal. Esses resultados suportam o importante papel da
atividade fisica para o aprendizado e a plasticidade e sugerem que o exercicio
deve ser considerado, entre outros efeitos, como uma estratégia de reabilitacédo
que genericamente produz plasticidade cortical e medular, revelando a
interacdo entre corpo e encéfalo que ndo tem por base vias sensorio-motoras
intactas, que conectam partes do corpo exercitadas com o encéfalo. Com isto,
pretende-se ajudar na elaboracéo de estratégias terapéuticas mais eficientes
para individuos lesados medulares, levando em consideracao, principalmente,

a independéncia e qualidade de vida dos individuos lesionados.
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APROVACAO

0 Coordenador da CEUA do Comité de Flica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em 18.04.2012, apos
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de Pesquiza n? oz3/12 intiulado: "Reorganizacio cortical sensorio-motora
mmdurida pela atividade fisica realizada na esteira por ratos lesados
medulares” gune wutlizara =i animais da especie Ratos Wistar,
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