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RESUMO

A lesdo da medula espinhal (LME) ¢ uma patologia que resulta em uma deficiéncia
motora e/ou sensorial, temporaria ou permanente. Os primeiros comprometimentos decorrentes
da lesdo, denominados como lesdo primaria, geram danos no parénquima da medula espinal
(ME) e desencadeiam uma complexa sequéncia de modificagdes metabolicas que aumenta a
morte celular nesta regido. Uma possivel intervencdo para a reabilitacdo da marcha é o treino
locomotor em esteira (TLE) a partir de estimulos motores que desencadeiam a plasticidade
dependente de atividade e favorecem a recuperagdo funcional apés a LME. Entretanto, os
resultados observados sobre os efeitos do TLE ap6s a LME, sdo controversos, assim como oS
mecanismos bioldgicos envolvidos ndo séo totalmente conhecidos. Com isto, esta tese teve
como objetivo avaliar os efeitos do TLE iniciado em um periodo precoce, intermediério e tardio
apos a lesdo medular por contuséo em ratos. O protocolo de treino locomotor teve inicio 7, 14
ou 28 dias apos a lesdo medular (20 minutos cada sesséo, uma sessdo por dia, 5 dias por semana,
durante 10 semanas). Observou-se que 0s animais que iniciaram o TLE 7 dias ap6s a lesdo
apresentaram uma piora na recuperacao funcional, sendo quantificado um menor nimero de
neurdnios na ME e uma maior morte neuronal por apoptose 6 horas depois de iniciado o
primeiro dia de treino. Além disso, 0s animais que realizaram o treino precoce tiveram um
maior volume de lesdo ao finalizar o protocolo de treino. Em contrapartida, os animais que
iniciaram o TLE com 14 ou 28 dias apresentaram uma melhor recuperacdo funcional, que pode
ter sido decorrente de uma preservacdo de motoneurdnios na ME, uma menor atrofia muscular
e maior expressdao de BDNF no musculo tibial anterior. Estes resultados obtidos permitem
concluir que o TLE promove uma recuperacao funcional dependente do periodo no qual o
estimulo foi iniciado ap6s a lesdo medular. Estas evidéncias reportam a importancia de existir
uma maior compreensdo sobre os mecanismos envolvidos no treino locomotor, visando

proporcionar aos individuos com lesdo medular a melhor recuperacdo funcional possivel.

Palavras-chave: traumatismo da medula espinal; treinamento locomotor; exercicio fisico; treino

precoce; recuperacao funcional; reabilitagéo.
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ABSTRACT

Spinal cord injury (SCI) is a disorder that results in motor and/or sensorial deficits,
temporarily or permanently. The primary impairments of the lesion, called as primary injury,
cause damage to the spinal cord parenchyma and lead to a complex sequence of metabolic
changes increasing cell death. A possible intervention to locomotor function recovery is the
locomotor training (LT) on a treadmill using motor stimuli to trigger activity-dependent
plasticity. However, the literature reports controversial results over the LT effects as well as the
biological mechanisms involved are not totally known. Thus, this thesis aimed to evaluate the
LT effects when initiated in an early, intermediate and late period after SCI in rats. The LT
protocol started 7, 14 or 28 days after the SCI (20 minutes each session, one session a day, 5
days a week for 10 weeks). Animals that started LT 7 days after the injury showed a worsening
in the functional performance, a significant neuronal reduction in the spinal cord and an increase
of neuronal cells in apoptosis 6 hours after the first day of LT. Also, animals with early LT had
higher lesion volume after the training protocol. Late training groups (14 and 28 days) showed
an improvement in the functional recovery probably related to preserved motoneurons in the
spinal cord, larger muscle fibers area and higher BDNF expression in tibialis anterior muscle.
In conclusion, treadmill training promoted time-dependent functional recovery after
experimental spinal cord contusion. These results demonstrate the importance of better
understanding of the mechanisms related to LT in order to provide functional recovery to the
individuals with SCI.

Keywords: Spinal cord contusion, locomotor training, physical exercise, early training,

rehabilitation.
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1. INTRODUCAO

Alesdo da medula espinhal (LME) ¢ definida como a ocorréncia de um dano a elementos
neurais do canal medular, resultando em uma deficiéncia motora e/ou sensorial, temporaria ou
permanente (Jackson et al, 2004). As lesdes medulares acometem anualmente milhares de
individuos de todas as faixas etarias e apresentam elevadas taxas de mortalidade e morbidade
cronica (Sumida, 2001). No Brasil, estima-se que a cada ano ocorram entre 10 e 29 novos casos
de LME a cada milhdo de habitantes (Lee et al, 2014) e, no mundo, mais de 130 mil novos

casos por ano (Sobani, Quadri, Enam, 2010).

A LME pode ter etiologia traumatica e ndo traumatica (Jia et al, 2013). Cerca de 80%
dos casos envolvem causas traumaticas, como acidentes automobilisticos, quedas, lesdes
relacionadas a pratica de esportes ou violéncia (Falavigna et al, 2018; Ho et al, 2007; Shin et
al, 2013). As lesdes ndo traumaticas podem ser decorrentes do desenvolvimento de patologias
como tumores, infec¢cdes ou processos degenerativos que comprometam a medula espinal (ME)

(Ahuja et al, 2017).

Modelos experimentais com animais permitiram demonstrar que o0s primeiros
comprometimentos decorrentes da LME, denominados como lesdo primaria, geram danos no
parénquima da ME e desencadeiam a lesdo secundaria. Esta segunda etapa da lesdo ¢
caracterizada por uma complexa sequéncia de modificacdes metabdlicas, aumentando a morte
neuronal e de células gliais, assim como leva a isquemia e desencadeia o processo inflamatorio
(Casella et al, 2006; Nicola et al, 2017). De forma associada, formam-se cavidades cisticas e
cicatriz glial, que contribuem para dificultar o crescimento axonal e a remielinizagdo no local
da lesdo. Todos estes fatores reduzem as possibilidades de recuperacao da ME, assim como

aumentam os déficits neuroldgicos (Obermair et al, 2008; Oyinbo, 2011).

Diante da complexa fisiopatologia envolvida na LME e do grande impacto na
funcionalidade e qualidade de vida dos individuos acometidos, diversas propostas terapéuticas
estdo sendo estudadas com o objetivo de atuar de forma neuroprotetora ou neuroregenerativa.
Enquanto as terapias neuroprotetoras buscam reduzir a lesdo secundaria, as neuroregenerativas
tém como objetivo superar a perda da estrutura da ME, a sinaliza¢cdo molecular inibitéria e a

presenca de cavidade cistica e cicatriz glial, recuperando o déficit instalado (Rouanet et al,



2017). Cabe ressaltar que grande parte destas propostas terapéuticas ainda esta apenas sob
estudo em modelos experimentais com animais, ndo tendo sido avaliadas ainda em estudos

clinicos com humanos.

Entre as terapias neuroprotetoras estdo os bloqueadores de canais, os farmacos anti-
inflamatérios e o transplante de ceélulas-tronco. Como propostas terapéuticas
neuroregenerativas existe a terapia com o uso do anticorpo monoclonal contra Nogo-A (Anti-
Nogo-A), o transplante de celulas tronco, o uso de biomateriais, a estimulacéo elétrica da ME
e as terapias baseadas em atividade (Behrman et al, 2017; Rouanet et al, 2017). No entanto,
infelizmente até o presente momento nenhuma proposta terapéutica conseguiu impedir
totalmente o estabelecimento de déficits decorrentes da lesdo. Da mesma forma, os tratamentos

disponiveis até o momento ndo sdo capazes de restaurar completamente a funcdo ap6s a LME.

Uma possivel intervencdo ndo farmacoldgica para a reabilitagdo da marcha, que
geralmente encontra-se comprometida devido a leséo, é o treino locomotor em esteira (TLE).
Os estimulos motores desencadeiam a plasticidade dependente de atividade na ME e, por isso,
esse estimulo tem sido proposto a fim de favorecer a recuperacdo funcional apés a LME,
melhorando a habilidade de deambulacéo (Chen et al, 2006; Hicks et al, 2005). Entretanto, 0s
resultados observados, principalmente em estudos experimentais envolvendo o TLE, s&o
controversos, assim como 0s mecanismos bioldgicos envolvidos ndo sdo totalmente conhecidos
(Battistuzzo et al, 2012).

A fim de buscar uma maior compreensao sobre os efeitos do TLE ap6s a LME em um
modelo experimental em ratos, este trabalho foi realizado e seus resultados foram divididos em
dois capitulos. O primeiro capitulo teve como objetivo comparar os efeitos do TLE em um
modelo de LME em ratos quando iniciado em diferentes periodos apds a lesdo (7, 14 ou 28
dias) em relacdo ao volume de lesdo, numero de motoneurdnios no corno ventral da ME,
expressao do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) na ME, assim como os efeitos
sob a atrofia muscular nos membros posteriores e a expressdo de BDNF também nesta
musculatura. O segundo capitulo teve como objetivo reafirmar os achados prévios expostos no
primeiro capitulo quanto aos efeitos do TLE precocemente aplicado apds a LME em um modelo
experimental em ratos e verificar os efeitos do estimulo sobre a funcionalidade e o volume de
lesdo, assim como a proporcao de neurdnios em processo de apoptose e a presenca de células

do sistema imunologico (microglia e macrofagos) na ME.



1.1 Medula Espinal

A ME constitui juntamente com o encéfalo o sistema nervoso central (SNC). O
suprimento sanguineo para a ME se da principalmente pela artéria espinal anterior. As artérias
espinais posteriores também provém aporte sanguineo para a ME, porém contribuem em menor
proporcao, perfundindo zonas periféricas da medula (Ahuja et al, 2017). A protecdo da ME
ocorre por meio da barreira dssea formada pela coluna vertebral, assim como pela presenca dos
ligamentos e das meninges dura-mater, aracnoide e pia-mater. A coluna vertebral em seres
humanos esta dividida em 29 vértebras, sendo sete vértebras cervicais, doze toracicas, cinco
lombares e cinco sacrais. A ME acompanha a dimens&o longitudinal da coluna vertebral apenas
até a décima segunda semana de vida intrauterina e, apos este periodo, torna-se perceptivel uma
discrepancia devido ao rapido crescimento longitudinal da coluna vertebral em relagdo ao
crescimento da ME. Consequentemente, em individuos adultos observa-se o término do cone
medular aproximadamente na regido entre a primeira e segunda vértebra lombar (Diaz, Morales,
2016) (Figura 1).

A organizacao da ME em substancia cinzenta e branca é caracterizada pela presenca dos
corpos das células neuronais na substancia cinzenta, enquanto os axoénios localizam-se na
substancia branca. Os axénios, que percorrem a substancia branca da ME e que se projetam
para areas especificas do encéfalo ou da periferia, estdo organizados em tratos nervosos
descendentes, ascendentes ou proprioespinais. Os tratos nervosos descendentes transmitem as
informacBes motoras e partem da ME para o sistema nervoso periférico (SNP) por meio da raiz
motora; a principal via neural descendente é o trato corticoespinal. Os tratos nervosos
ascendentes transmitem as informacgdes sensoriais de origem periférica por meio da raiz
sensorial. Os tratos proprioespinais sdo constituidos por axdnios provenientes de interneurdnios
da substancia cinzenta que transmitem informacdes para outros neurdnios localizados nesta

mesma regido (Ahuja et al, 2017; Mai, Paxinos, 2012).

A substancia cinzenta € subdividida em corno anterior e posterior, existindo ainda o
corno lateral entre o primeiro segmento toracico e o segundo segmento lombar da ME. De forma
geral, o corno anterior origina a raiz nervosa anterior que transmite a informacdo motora,

enguanto o corno posterior origina a raiz nervosa dorsal que transmite a informacéao sensorial.
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Regibes centrais da substancia cinzenta estdo associadas a fun¢des autonémicas simpaticas e
parassimpéticas. Os cornos anterior e posterior podem também ser subdivididos em camadas
denominadas laminas. No corno posterior estdo as laminas de 1 a 6 que estdo envolvidas no
processamento dos estimulos de dor, temperatura, vibracao e pressdo, assim como informacgoes
nociceptivas provenientes da pele, musculos, articulacdes e visceras (Cramer et al, 2014). No
corno anterior estdo as laminas de 7 a 9 que contém interneurdnios, neurénios proprioceptivos
e motoneurdnios que estdo envolvidos no envio de informag6es motoras. Regifes mais mediais
da substancia cinzenta contém muitos interneurénios e neurbnios proprioespinais que estdo
envolvidos nos movimentos, reflexos e fungdes autondmicas (Cramer et al, 2014; Mai, Paxinos,
2012).

A partir da ME sd@o projetados externamente 31 pares de nervos espinais, que
correspondem aos 31 segmentos espinais (oito cervicais, doze toréacicos, cinco lombares, cinco
sacrais e um coccigeo). Diferentemente do primeiro segmento da ME que tem seu nervo saindo
entre 0 0sso occipital e a primeira vértebra cervical em direcdo a periferia, todos os demais
segmentos espinais tém os seus nervos saindo da coluna vertebral pelos forames intervertebrais.
Estes nervos espinais direcionam-se para regides especificas como a pele, musculos ou 6rgéos
(Bican, Minagar, Pruitt, 2013).
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Figura 1. Anatomia da medula espinal. Imagem representativa da medula espinal, sua segmentacao e
a distribuicdo dos pares de nervos espinais. Fonte: adaptacdo de Cho (2015).

1.2 Lesdo na medula espinal
A lesdo da medula espinal (LME) é considerada uma grave afeccdo neuroldgica, que
resulta em uma perda parcial ou total de movimentos e sensibilidade (Jackson et al, 2004).
Anualmente milhares de individuos sdo acometidos por LME, apresentando elevadas taxas de
mortalidade e morbidade crénica (Lee et al, 2014; Sobani, Quadri, Enam, 2010; Sumida, 2001).

Conforme o nivel da ME acometida pela leséo, os déficits neuroldgicos podem envolver

0S membros superiores, tronco e membros inferiores (quadro de tetraplegia) ou envolver
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parcialmente o tronco e membros inferiores (paraplegia). A LME ainda pode ser classificada
conforme o grau de extensdo da lesdo, podendo ser considerada como completa quando ha
auséncia de funcdo motora e sensorial caudal ao nivel da lesdo e incompleta quando ha
preservacao parcial das fungdes motoras e/ou sensoriais abaixo do nivel lesionado (Burns et al,
2012; Maynard et al, 1997). Estes comprometimentos motores e/ou sensoriais se dao pela perda
de tecido muscular que ocorre nas lesdes que acometem a ME, lesionando tratos de fibras
responsaveis pela conducdo de informacGes entre o encéfalo e a periferia (Ahuja et al, 2017,
Bracken et al, 1990; Lee, Thumbikat, 2015) (Figura 2).

Substancia cinzenta

Substancia cinzenta

Substancia Substancia
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Figura 2. Esquema ilustrativo das lesdes primaria e secundaria apés um impacto sobre a medula
espinal. A LME provoca um dano primario, no qual ocorrem lesdes axonais que resultam na interrupgdo
parcial ou total da condugdo dos potenciais de a¢do. Este dano inicial desencadeia a lesdo secundaria,
caracterizada por morte celular acima e abaixo do local de lesdo inicial. Os complexos processos que
ocorrem na lesdo secundéria podem ser divididos em fase aguda, subaguda e cronica, que conduzem a
formacéo de cavidade cistica e cicatriz glial. Fonte: adaptacdo de Quadri et al (2018).



Os deficits neuroldgicos causados pela LME envolvem dois mecanismos principais que
podem ser observados tanto em humanos como em modelos experimentais com animais. Estes
modelos de lesdo com animais possibilitaram a aquisicdo de grande parte dos conhecimentos
fisiopatoldgicos envolvidos na LME. O primeiro mecanismo da lesdo é chamado choque
medular, sendo causado diretamente pelo trauma e responsavel por desencadear a leséo
primaria. Em humanos, o choque medular pode ser definido de um ponto de vista
fisiopatoldgico como o periodo até duas horas depois do trauma inicial (Kim et al, 2017;
Norenberg et al, 2004). Em modelos experimentais com ratos este periodo ocorre entre a leséo
e segundos ou minutos apds a mesma (Oyinbo, 2011). Nesta fase, o trauma provoca uma lesdo
dos axonios, resultando no bloqueio parcial ou total da conducdo dos potenciais de agéo.
Associada ao dano neuronal, a glia e a circulacdo local também sdo danificadas (Huang et al,
2007; Mcdonald, Howard, 2002). Esta lesdo primaria desencadeia processos complexos que
conduzem a lesdo secundaria na ME, contribuindo para exacerbar o estabelecimento dos
comprometimentos patoldgicos (Fleming et al, 2006; Hyun, Kim, 2010; Norenberg, Smith,
Marcillo, 2004; Profyris et al, 2004).

A lesdo secundéaria é marcada por diversos eventos fisiopatologicos. De uma forma
geral, estudos experimentais com animais demonstraram que a lesdo secundaria € caracterizada
pela presenca de edema, isquemia, hemorragia, inflamacédo e hipertermia, assim como danos
celulares mediados por célcio, radicais livres, 6xido nitrico e glutamato que levam a morte de
células acima e abaixo do local de lesdo (Lipton, Rosenberg, 1994). Grande parte dos danos aos
neurdnios e a glia estd completa em 24 horas apos a lesao em modelos experimentais com ratos,
mas a morte celular pode continuar por varias semanas (Casella et al, 2006; Oyinbo, 2011),
aumentando a lesdo e degenerando os tratos nervosos de substancia branca (Huang et al, 2007;
Mcdonald, Howard, 2002).

Esta diversidade de eventos patoldgicos permite que a lesdo secundéria seja subdividida
em trés fases conforme 0 momento no qual ocorrem e suas caracteristicas: fase aguda, subaguda
e cronica (Kwon, 2004). A caracterizagdo temporal destes periodos ainda néo esta totalmente
estabelecida na literatura, pois é algo influenciavel pelo tipo e grau de leséo, particularidades
dos individuos e necessidade informacgdes mais precisas sobre os eventos fisiopatologicos da
lesdo em humanos (Fawcett et al, 2007). Nesta tese sdo conferidas indicacdes temporais

envolvendo as fases da lesdo secundaria a partir de informacdes obtidas na literatura cientifica



(Fawcett et al, 2007; Kim et al, 2017; Norenberg et al, 2004; Oyinbo, 2011), porém deve-se
atentar que esta periodizacdo ndo é rigida e existe, inclusive, uma sobreposicdo de

caracteristicas entre as fases pds-leséo.

A fase aguda em humanos pode ser reconhecida como o periodo de aproximadamente
48 horas ap0s lesdo primaria (Kim et al, 2017; Norenberg et al, 2004), enquanto em modelos
experimentais com ratos pode ser considerada como o periodo que ocorre nas primeiras horas
apos a lesdo (Oyinbo, 2011). Estudos com roedores demonstraram que esta fase é caracterizada
pela alteragcdo da homeostase idnica em fungdo da ruptura de vasos sanguineos, aumentando o
calcio intracelular e potassio no meio extracelular. Ainda ocorre um aumento da disponibilidade
e acumulo de glutamato que conduz a excitotoxicidade glutamatérgica. Com isso, a excessiva
producdo de radicais livres seguida do processo inflamatdrio instalado, promovem danos aos
neurénios e células gliais que culminam com a morte celular em poucos minutos (Ahuja et al,
2017; Bareyre, Schwab, 2003; Hulsebosch, 2002).

A fase subaguda tem maior duracdo que a fase aguda, iniciando dias apds a lesdo em
humanos e durando algumas semanas (Kim et al, 2017; Norenberg et al, 2004). Em modelos de
LME em ratos este periodo ocorre entre horas e semanas depois da lesdo (Oyinbo, 2011).
Modelos experimentais com animais permitiram observar que a ruptura da barreira
hematoencefalica pela perda de células endoteliais do tecido vascular e perda de astrécitos
permite que células de defesa do sistema imunoldgico, como macréfagos, neutréfilos e outras
celulas inflamatdrias, além da microglia, entrem no parénquima da ME (Bethea, Dietrich,
2002). O aumento da producédo de radicais livres, influxo de célcio, resposta inflamatdria e
imunoldgica favorecem a morte neuronal e glial. Ainda nesta fase, os astrocitos aumentam a
expressao da proteina acida fibrilar glial (GFAP), tornam-se reativos e proliferam-se, iniciando
a formacdo da cicatriz glial (Assinck et al, 2017; Casella et al, 2006; Kim et al, 2017; Oyinbo,
2011).

A fase crénica em humanos pode ter inicio alguns meses apoés a leséo (Kim et al, 2017;
Norenberg et al, 2004), quando 0s 6 meses anteriores ndo apresentem nenhuma mudanca na
capacidade funcional indicando um platé de recuperacdo (Fawcett et al, 2007). Nos modelos
experimentais com ratos, esta fase é considerada como tendo inicio apds semanas de lesdo
(Oyinbo, 2011). Este periodo conduz a uma maior estabilidade na progressdo da lesdo em

relacdo as outras fases. Modelos de LME com animais caracterizaram esta fase pela presenca
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de cavidade cistica no local de lesdo e aumento da cicatriz glial, que cerca a cavidade cistica e
é composta principalmente pelos astrocitos reativos (Assinck et al, 2017; Fawcett, Asher, 1999;
Obermair et al, 2008). A desmielinizacdo dos axénios tem continuidade e ¢ acompanhada de
degeneracdo Walleriana. Além disso, observa-se a diferenciacdo de células em

oligodendrdcitos e a presenca de células de Schwann (Assinck et al, 2017).

Tanto a lesdo primaria quanto a secundaria leva a perda de funcéo e desencadeiam uma
sequéncia de reacdes que conduzem a morte celular tecidual e a producdo de moléculas
inibidoras, criando um ambiente que dificulta a regeneracéo e a remielinizagéo (Ramer, Harper,
Bradbury, 2000; Busch, Silver, 2007; McGee, Strittmatter, 2003). Estudos experimentais de
LME em animais demonstraram a ocorréncia de morte celular ap6s a inducédo do modelo (Chen
et al., 2013a; Lee et al, 2010; Popovich et al, 2012;), estimulando a degeneracdo secundaria
progressiva e resultando em disfuncées na ME (Lewen, Matz, Chan, 2000; Yune et al, 2003).

6 Dias Semanas Meses/Anos

Aguda Subaguda Cronica

é:? Horas Dias - Semanas Semanas/Meses

Figura 3. Esquema ilustrativo das fases da lesdo secundaria na medula espinal apés um trauma.
O dano inicial desencadeia uma série de respostas fisiopatoldgicas do organismo. Conforme o periodo
pos-lesdo e as caracteristicas fisiopatolégicas, a lesdo secundaria pode ser subdividida em fase aguda,
subaguda e crénica, ocorrendo em alguns momentos uma sobreposicéo de fases. Em seres humanos a
fase aguda é considerada o periodo até aproximadamente 48 horas p6s-lesdo, a fase subaguda inicia com
dias ou semanas de lesdo e a fase crbnica inicia ap6s semanas ou meses. Em modelos experimentais de
lesdo medular por contusdo em ratos, a fase aguda é considerada as primeiras horas pés-lesdo, a fase
subaguda ocorre entre horas e semanas pés-trauma e a fase cronica inicia semanas depois da lesdo.
Fonte: do autor.

1.2.1 Resposta imunoldgica e morte celular

A partir de modelos experimentais de LME em animais, principalmente roedores, vem
sendo possivel compreender os processos fisiopatologicos envolvidos nesta leséo. Estes estudos

demonstraram que em seguida ao trauma na ME, o local de lesdo é rapidamente infiltrado por
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neutrdfilos provenientes do sangue em resposta a liberacdo de moléculas pré-inflamatorias e
quimiotéticas por microglias, astrdcitos e outras células (Plemel et al, 2014) (Figura 3). Enzimas
liticas e citocinas secretadas pelos neutrofilos podem recrutar outras células de defesa para o
local (Pineau et al, 2010; Popovich, Wei, Stokes; 1997). Ainda sdo expressas moléculas de
adesdo celular pelas células endoteliais, permitindo que neutrofilos se desloquem pelo endotélio
vascular aderidos firmemente e, depois, extravasem para o parénquima medular (Plemel et al,
2014).

Depois de 24 horas da lesdo no modelo experimental com ratos, € possivel observar que
0 numero de neutrofilos circulantes diminui, enquanto o nimero de neutréfilos no local de leséo
tem o seu aumento maximo. Os mondcitos circulantes que se deslocam com moléculas de
adesdo endotelial, extravasam para a ME e, com 48 horas de leséo, existe uma grande proporgéo
de mondcitos pro-inflamatérios, microglia fagocitica e macréfagos na regido da lesdo.
Aproximadamente sete dias ap6s a lesdo ocorre o0 pico de macréfagos, linfocitos e mondécitos
no epicentro da lesdo. Em conjunto com a microglia residente no tecido local, estas células

executam a fagocitose do tecido lesionado (Dusart, Schwab, 1994; Loane, Byrnes, 2010).

Apesar do processo de recrutamento de células de defesa para o local de lesdo na ME
ter propriedades neuroprotetoras, este processo pode também demonstrar propriedades
neurotoxicas, contribuindo para um aumento na lesdo (Bethea, 2000). As células de defesa
produzem citocinas que podem propagar a resposta inflamatéria ou ter propriedades anti-
inflamatorias. No entanto, citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas e
interferons, participam da resposta inflamatdria e induzem a expressdo de cicloxigenases. A
producdo de prostaciclina 2 pelas cicloxigenases, promove a permeabilidade e o edema no local
da inflamacé&o devido as suas propriedades de vasodilatacdo, contribuindo para danos ao tecido
(Bartholdi, Schwab, 1997; Hurley, Olschowka, Kerry O’Banion, 2002; Klusman, Schwab,
1997; Smith et al, 2012).
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Figura 4. Esquema ilustrativo da resposta imunolégica a LME. A representagdo das respostas nas
imagens progride conforme o tempo depois da lesdo em modelo experimental em ratos. A. Em uma
situacdo ndo patoldgica, leucdcitos sdo observados nos vasos sanguineos e a ME apresenta em seu
parénquima axdnios mielinizados e microglia. Nas imagens foram omitidas algumas células presentes
nos tecidos a fim de facilitar a esquematizagcdo. B. Com poucos minutos de lesdo j& sdo recrutados
neutrofilos para o local. (1) Horas depois, observa-se um aumento no nimero de neutréfilos circulantes
e na regido da lesdo, assim como microglia. (II) Neutr6filos se desloquem pelo endotélio e (1)
extravasem para o epicentro da lesdo. C. Com 24h de leséo, (I) aumenta a quantidade de mondcitos
circulantes que se deslocam e extravasam para a ME. D. 48h pds-lesdo, mondcitos pré-inflamatérios,
microglia fagocitica e macr6fagos M1 e M2 estdo em grande quantidade no local de lesdo na ME. E. (1)
7 dias apos a lesdo ainda existe grande quantidade de macréfagos M1 e M2, linfocitos e microglia
fagocitica no epicentro da lesdo. (II) Mondcitos circulantes, mondcitos residentes e linfocitos séo
recrutados para o epicentro da lesdo. (IVV) Microglia fagocitica continua atuando na limpeza de
fragmentos de axonios e mielina em &reas de degeneragdo Walleriana e (V) morte axonal. Fonte:
adaptacdo de Plemel et al (2014).

A liberacdo das citocinas pro-inflamatérias associada a excitotoxicidade glutamatérgica
contribuem para a morte celular ap6s a LME, em especial a morte celular programa (apoptose)
(Casella et al, 2006; EImore et al, 2007). Estes eventos ativam a enzima Oxido Nitrico Sintase
(nNOS) que gera danos as membranas, inclusive das mitocondrias, prejudicando a fosforilagdo
oxidativa e levando a liberacdo de enzimas como a citocromo C oxidase. Estes processos podem
ativar mecanismos de morte celular por apoptose pela ativacdo da via da caspase-3, que

promove a fragmentacdo do DNA, degradacdo das proteinas do citoesqueleto e do nucleo e
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formacdo de corpos apoptoticos que sdo removidos por meio de fagocitose pelas células do
sistema imunoldgico (Blomgren et al, 2007; Elmore et al, 2007; Zhu et al, 2004).
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Figura 5. Esquema representativo dos eventos relacionados a apoptose celular ap6s a LME
evidenciados a partir de modelos experimentais com animais. A morte celular programada
(apoptose) pode ocorrer por alguns fatores como a presenca de citocinas pro-inflamatdrias ou o dano
mitocondrial. Estes fatores levam a ativagdo da caspase-3 que desencadeia uma série de eventos
patologicos (entre eles a fragmentacdo do DNA e a degradacdo do citoesqueleto e ndcleo).
Consequentemente, corpos apoptoticos sdo formados e sdo expressos ligantes para as células fagociticas
a fim de atrair estas células de defesa que atuem na remocdo dos corpos apoptéticos por meio da
fagocitose. Fonte: Nicola (2017).

1.2.2 Comprometimentos musculoesqueléticos decorrentes da lesdo medular

A morte de células na ME, decorrente tanto do trauma inicial quanto da lesdo secundaria
apos uma LME, leva a interrupcdo parcial ou total do envio de informacdes motoras e
sensoriais. A diminuicdo ou interrupcdo do controle muscular compromete de forma
significativa a musculatura esquelética distal a lesao e, em consequéncia ao desuso, ocorre uma
diminuigdo na for¢a muscular e capacidade metabolica dos masculos, evidenciadas tanto em
estudos com humanos com LME (Gregory et al, 2003; Jayaraman et al, 2005) quanto estudos
experimentais com ratos (Gregory et al, 2003; Hutchinson et al, 2001; Liu et al, 2006; Otis et

al, 2004). Alem do desuso, alteracbes nas propriedades eletrofisiolégicas intrinsecas dos
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motoneurdnios na ME contribuem para a disfungdo muscular possivelmente por estarem

envolvidos no estabelecimento da espasticidade ap0s a lesdo (Cote et al, 2003).

As modifica¢bes observadas nos musculos esqueléticos de individuos apds uma LME
estdo diretamente relacionadas a severidade de leséo (Biering-Sorensen et al, 2009; Voytik et
al, 1993). Estas alteracbes musculares envolvem uma reducdo no tamanho das fibras
musculares, perda de forca contratil e mudangas no tipo de fibras musculares (reducdo na
proporcao de fibras lentas e aumento na proporcao de fibras rapidas), resultados observados
tanto em estudos com modelos experimentais de LME em ratos (Hutchinson et al, 2001; Liu et
al, 2006) quanto avaliagbes envolvendo seres humanos com lesdo (Qin, Bauman, Cardozo,
2010).

Em consequéncia as alteragdes musculares observadas ap6s a LME, as atividades fisicas
ficam bastante limitadas nestes individuos, contribuindo para o estabelecimento de limitaces
funcionais (Edwards et al, 2013; Morse et al, 2008). Estas limita¢fes favorecem ainda mais a
atrofia muscular, levando entre 30 a 60% de reducdo na massa muscular (Biering-Sorensen et
al, 2009; Qin, Bauman, Cardozo, 2010). Consequentemente a perda muscular, ocorre uma
interferéncia na massa 6ssea, levando a perda dssea, osteoporose e aumento do risco de fraturas
(Edwards et al, 2013; Morse et al, 2008, Reilly, Frankin, 2016).

1.2.3 Modelos experimentais de lesdo medular em ratos

Diante das graves consequéncias da LME é indispensavel a utilizacdo de modelos
experimentais com animais a fim de compreender a fisiopatologia da lesdo. Estes modelos
utilizando animais sdo um pré-requisito necessario para a avaliacdo de possiveis propostas
terapéuticas que buscam interromper ou atenuar os mecanismos patoldgicos da lesdo,
aumentando a recuperacdo funcional. Para tal, diversos modelos animais foram criados com o
intuito de mimetizar os diferentes tipos de LME e comprometimentos decorrentes da lesdo que
ocorre nos seres humanos (Nardone et al, 2017). Apesar dos roedores apresentarem grande
recuperacdo espontdnea apoOs lesdes, 0s modelos experimentais com roedores s&o

frequentemente utilizados em pesquisas devido a disponibilidade e facil manutencdo dos
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animais (Nardone et al, 2017). Para a LME existem diversos modelos animais envolvendo ratos
e camundongos, incluindo transec¢do, hemiseccédo e contusdo (Young, 2002).

Os modelos de transeccdo podem comprometer toda ou parte da ME. Quando a secg¢do
é parcial, a mesma normalmente envolve uma hemisecc¢éo ou sec¢do da regido ventral ou dorsal.
Estes sdo modelos pouco comparaveis aos tipos de LME em humanos, porém permitem estudar
de forma mais especifica os mecanismos envolvidos na regeneracdo axonal no local de leséo e
proximo a ele (Fouad et al, 2005). Neste modelo, a severidade da lesdo e o nivel determinam
de forma drastica o comprometimento motor, sensorial e/ou autonémico, visto que é uma leséo

bastante agressiva (Nardone et al, 2017).

Um modelo alternativo que se assemelha com a lesdo por contusdo em humanos € o
modelo de compressdo da ME por um clip de aneurisma (Nardone et al, 2017). Desenvolvido
para experimentos com animais pequenos (Wells et al, 2003), este modelo é induzido pela
colocagdo temporaria de um clip de aneurisma em determinado ponto da ME exposta (Rivlin,
Tator, 1978). O modelo gera uma lesdo tanto na regido ventral quanto dorsal da ME devido a
uma das superficies do clip ser colocada abaixo da regido ventral e a outra acima da regido
dorsal, permitindo reproduzir diferentes graus de lesdo por meio do tempo de aplicagdo do clip
(Blight, 1991).

O modelo experimental de LME mais popular por ser um dos mais préximos em
mimetizar a clinica € o de contusdo de um peso na ME (Young, 2002). Este foi o primeiro
modelo desta patologia descrito e realizado por Allen em 1911 utilizando cées, sendo adaptado
para ratos em 1985 (Panjabi e Wrathall, 1988; Wrathall et al, 1985). Com o0 passar dos anos, 0
modelo foi adaptado e novos modelos foram criados, envolvendo lesdo na regido cervical ou
toracica da ME e diferentes niveis de comprometimento (leve, moderado ou grave) (Nardone
et al, 2017). Entre os modelos de contusdo, o mais conhecido é o que utiliza o equipamento
NYU/MASCIS Impactor desenvolvido por Gruner (1992) e no qual um peso de 10 gramas é
deixado cair de uma distancia de 6,25mm, 12,5mm, 25mm ou 50mm sobre a ME exposta. Um
padréo de resposta observado nos animais submetidos a este modelo é a recuperacdo espontanea
em média até a quarta semana pds-lesdo, seguida de um platd de recuperacdo apos este periodo
(Basso, Beattie, Bresnahan, 1995).
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1.2.4 Tratamento da LME

Os déficits funcionais e o comprometimento da qualidade de vida dos sujeitos
acometidos por uma LME tem motivado a busca por intervencdes terapéuticas que atenuem os
processos envolvidos na lesdo secundaria, inativem fatores que inibam o crescimento axonal e
a estimulem a neurogénese na ME. Durante a fase aguda os tratamentos focam na neuroprotecéo
com o objetivo de reduzir a lesdo secundaria. Na fase subaguda e cronica prevalecem os
tratamentos voltados para a neuroregeneragao, que se propdem a recuperar os déficits instalados
pela perda tecidual, sinalizacdo molecular inibitdria e presenca de cavidade cistica e cicatriz
glial na ME (Hyun, Kim, 2010; Rouanet et al, 2017).

Entre as estratégias neuroprotetoras estdo os bloqueadores de canais. Estudos
experimentais revelaram que a nimodipina, € um bloqueador de célcio do tipo L que pode ser
utilizado para prevenir as enzimas apoptéticas dependentes de calcio e bloquear a liberacao de
glutamato (Jia et al, 2015). De forma semelhante, a liberacdo de glutamato também pode ser
reduzida por outro farmaco nomeado riluzol, um medicamento que atua como bloqueador de
canais de sédio, reduzindo a leséo secundéria por bloquear a ativacéo patoldgica destes canais
(Grossman et al, 2014). Estudos clinicos com humanos apresentam resultados inconsistentes
sobre estes farmacos, porém o riluzol tem demonstrado maior potencial de recuperacédo

funcional (Grossman et al, 2014) do que a nimodipina (Petitjean et al, 1998).

A interrupc¢do do processo inflamatorio pela utilizacdo de farmacos ou pela diminuigédo
do metabolismo é outra proposta neuroprotetora. Estudos experimentais com roedores
demonstraram que farmacos como a minociclina, um antibidtico, e a metilprednisolona, um
corticoesterdide, possuem propriedades anti-inflamatoérias pela diminuicdo da ativacdo de
macrofagos (Aras et al, 2015; Hassanzadeh et al, 2018; Li et al, 2018; Papa et al, 2016).
Beneficios funcionais também foram observados em estudos clinicos que utilizaram a
minociclina (Casha et al, 2012) e a metilprednisolona em seres humanos com LME (Bracken
et al, 1990; Karsy e Hawryluk, 2017; Sunshine et al, 2017).

Outras terapias neuroprotetoras buscam ativar a acdo de células de defesa, como a
utilizacdo de células-tronco. O uso de células-tronco, como as células-tronco neurais, células
embainhantes olfatérias e células-tronco mesenquimais, tem sido proposto em estudos

experimentais, demonstrando-se o potencial destas células em aumentar a liberacéo de citocinas
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anti-inflamatorias pela ativacdo de macréfagos e microglia (Cheng et al, 2016; Falavigna, da
Costa, 2015; Gensel et al, 2011; Kong e Gao, 2017; Nicola et al, 2016, Nicola et al, 2017).
Estudos clinicos com células-tronco ainda sdo reduzidos, porém também apresentaram
beneficios funcionais pelo uso destas células em individuos apés LME (Dai et al, 2013; El-
Kheir et al, 2014; Mendongca et al, 2014; Sykova et al, 2006).

Por outro lado, as propostas terapéuticas neuroregenerativas visam recuperar os danos
ocorridos no inicio da lesdo utilizando mecanismos de reparo enddgenos e exdgenos. Um
exemplo é a utilizacdo injetavel do anticorpo monoclonal contra Nogo-A (Anti-Nogo-A), um
componente inibidor da mielinizacdo no SNC. Este anticorpo tem demonstrado ser uma opg¢éo
farmacoldgica neuroregeneradora capaz de promover crescimento axonal e recuperagdo
funcional em modelos experimentais animais (Bregman et al, 1995) e ampliando 0s seus
beneficios quando associado ao treino fisico (Chen et al, 2017). A verificacdo destes efeitos em
estudos com seres humanos ainda é limitada, devido ao nimero restrito de estudos, porém os

resultados atuais demonstram potencial terapéutico do Anti-Nogo-A (Kucher et al, 2018).

O uso de células-tronco também € uma possibilidade terapéutica regeneradora
promissora que tem levado a um grande numero de tipos celulares serem estudados, como as
células-tronco embrionérias, células-tronco pluripotentes, células embainhantes olfatorias,
células mesenquimais, entre outras. Experimentos utilizando animais tem demonstrado que as
células-tronco tem potencial para remielinizar axénios, regenerar circuitarias neurais perdidas
e modificar o microambiente, aumentando os niveis de fatores troficos e reduzindo a cavidade
cistica (Ahuja et al, 2016; Centenaro et al, 2013; Falavigna, da Costa, 2015; Wilson et al, 2013).
Estudos com humanos também tem demonstrado efeitos benéficos das células-tronco para a
neuroregeneracao, inclusive quando aplicadas em uma fase cronica p6s-LME (Levi et al, 2018).
Associado ou ndo ao uso de células-tronco, também podem ser utilizados biomateriais a fim de
fornecer um ambiente favoravel para a regeneracdo. Esta estratégia para reproduzir a arquitetura
estrutural complexa da matriz extracelular (Ansorena et al, 2013; Caicco et al, 2013), podendo
ainda estar associado ou ndo (Hamid et al, 2008; Itosaka et al, 2009; Mothe et al, 2013).

Por fim, a estimulacdo da ME também vem sendo alvo de diversos estudos. A
estimulagdo elétrica (de forma epidural, transcutanea ou intraespinal) também é uma alternativa
que em modelos animais demonstrou potencial regenerador (Hamid e Hayek, 2008) e em

estudos com humanos promoveu recuperacao parcial de movimento voluntario apds anos de
16



lesdo (Angeli et al, 2014; Long et al, 2017). Outra estimulacédo indireta sobre a ME que vem
sendo bastante utilizado como terapia é a terapia baseada em atividade (do inglés activity-based
therapy — ABT), como, por exemplo, o treino locomotor. Por meio do treinamento de atividades
especificas, sdo fornecidas informacgdes sensoriais de forma associada a funcdo motora
repetitiva (Behrman et al, 2017), a fim de modificar o estado fisiolégico da ME (Edgerton et al,
2004).

Apesar da existéncia de diversas possibilidades de tratamento para a LME, a grande
maioria destas terapias estdo ainda sendo investigadas em modelos experimentais, ndo tendo 0s
seus efeitos totalmente reconhecidos em humanos. Além disso, mesmo diante do grande
potencial terapéutico que estes estudos tém demonstrado, nenhum até o momento foi eficaz
para impedir totalmente o estabelecimento de déficits ou restaurar a funcdo perdida apos a lesao.
Uma das possiveis justificativas destes limitados beneficios pode estar relacionada aos
possiveis efeitos negativos que estes tratamentos possam gerar, assim como a dificuldade de

definir uma janela terapéutica para o uso dos mesmos (Bracken et al, 1990).

1.3 Treinamento locomotor em esteira

O treinamento locomotor em esteira (TLE) tem sido proposto e utilizado como uma
intervengdo terapéutica na LME e tem demonstrado melhora na capacidade locomotora
(Werning et al, 1995). Esse estimulo fornece aferéncias sensoriais associadas a pratica motora
(Pearson, Rossignol, 1991) e tem como objetivo estimular o gerador de padrédo central (GPC)
que consiste de uma rede de neurdnios localizados na ME responsaveis por gerar potenciais
ritmicos e padronizados como o ato de caminhar (Duysens, Van de Crommert, 1998) (Figura
3). De forma mais especifica, 0 GPC contém centros flexores e centros extensores, que geram
movimentos com padrdo flexor e extensor, respectivamente. Por meio de interneurdnios
inibitorios que se comunicam com os centros flexores e extensores, quando um dos centros esta
ativado o outro esta inibido. Alem disso, informacdes aferentes de variadas fontes, como 0s
sistemas visual, vestibular e proprioceptivo, permitem fornecer ao corno dorsal da medula

espinal informagGes que retroalimentam o gerador ritmico (Dietz, 2002).
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A existéncia do GPC na ME foi confirmada em pesquisas experimentais com gatos,
demonstrando ser capaz de gerar atividade locomotora ritmica independente das vias
descendentes (De Leon et al, 1998). Resultados semelhantes foram observados em roedores
com lesdo completa, havendo melhora na funcdo coordenada da marcha apods realizarem o
treino com esteira, mesmo que ndo tenha sido observada regeneracdo axonal (Kubasak et al,
2005). Estudos clinicos com humanos também indicam beneficios do TLE podendo estar
relacionadas ao estimulo do GPC. Individuos que praticaram o TLE demonstraram aumento na
contracdo muscular, aumento na velocidade e duracdo do exercicio, maior coordenacdo dos
movimentos e, inclusive, melhora na habilidade de deambulacéo (Hicks et al, 2005; Werning
et al, 1995; Wirz, Colombo, Dietz, 2001).

Embora efeitos benéficos do TLE ap6s a LME venham sendo relatados na literatura
especializada, alguns estudos envolvendo modelos experimentais demonstraram resultados
controversos (Battistuzzo et al, 2012). Enquanto alguns estudos demonstraram que a
intervencdo locomotora proporcionava beneficios limitados para a recuperacdo funcional
(Battistuzzo et al, 2016; Fouad et al, 2000; De Leon et al, 2006; Lee et al, 2010; Timoszyk et
al, 2005), outros encontraram efeitos negativos em caracteristicas cinematicas apos o TLE (De
Leon et al, 2006; Lee et al, 2010; Timoszyk et al, 2005). Esta discrepancia de resultados parece
estar relacionada as diferentes lesbes realizadas nos modelos experimentais, os distintos

protocolos de treinamento e o variavel periodo de inicio do treino.
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Figura 6. Esquema ilustrativo do GPC situado na medula espinal. Depois de uma lesdo medular, a
informacdo proveniente do encéfalo para a medula fica parcial ou totalmente interrompida (linhas
descontinuas). Na medula espinal, existem centros de neurdnios responsaveis por movimentos de flexdo
(F) e outros responsaveis pela extensao (E). A presenca de interneurénios inibitérios (IN) permite que
enquanto um centro estiver ativado, o outro estara inibido. A acdo conjunta dos centros de flexdo, de
extensdo e neurdnios inibitorios constitui o gerador de padrdo central (GPC), que permite que o
movimento ocorra (linhas continuas azuis) sem necessidade uma informacdo proveniente do encéfalo.
Ainda existem informacdes aferentes que séo enviadas para a medula espinal a fim de retroalimentar o
gerador ritmico (linhas continuas vermelha e verde). Fonte: adaptacdo de Rossignol (2006).

1.4 Justificativa

Diante da relevancia clinica de um tratamento ndo farmacologico efetivo para a LME,
existe a necessidade de estabelecimento de um protocolo de treinamento que proporcione o
maximo de recuperacdo apos ocorrida a lesdo. Ainda, diante da discrepancia de resultados e da

presenca de efeitos negativos em estudos experimentais com animais submetidos a modelos de
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LME seguido de TLE, é imprescindivel o aprofundamento do estudo sobre esta proposta
terapéutica, a fim de ndo gerar prejuizos para individuos ap6s uma LME.

Considerando-se que existe uma grande variabilidade de protocolos de TLE,
dificultando a comparacdo dos resultados dos diferentes estudos, a proposta do presente
trabalho € comparar os efeitos de um mesmo protocolo de treino iniciando em trés periodos
apo6s a LME por contusdo em ratos (7, 14 e 28 dias). A definicdo destes periodos de inicio do
treino locomotor é baseada nas fases da LME e na recuperacdo espontdnea demonstrada
previamente no modelo animal de lesdo medular por contusdo moderada. Enquanto 7 e 14 dias
apos esta lesdo em ratos corresponde, respectivamente, a um momento precoce da fase
subaguda e um periodo intermediario também da fase subaguda, 28 dias apds a lesdo
corresponde a um periodo de transicdo entre a fase subaguda e crbnica neste modelo
experimental. Neste modelo experimental, a recuperacdo dos movimentos dos membros
posteriores torna-se perceptivel a partir do segundo dia de lesdo, permitindo que ja no sétimo

dia os animais apresentem movimento suficiente para realizar o treino em esteira.

Assim, o objetivo do estudo foi verificar os efeitos do TLE na funcionalidade, assim
como na medula espinal e na musculatura esquelética de ratos submetidos ao modelo

experimental de LME.

1.5 Hipotese de trabalho

As hipoteses testadas neste estudo foram: (a) o TLE iniciado em um periodo tardio apds
a LME promove uma maior recuperacdo funcional, protecdo tecidual, reducdo do volume de
lesdo, neuroprotecdo e menor atrofia muscular nos membros posteriores; (b) o TLE iniciado
precocemente ap6s a LME promove uma menor recuperagdo funcional e aumenta a morte

neuronal na ME.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do treinamento locomotor em esteira iniciado em um periodo precoce,

intermedirio e tardio apos a lesdo medular por contusdo em ratos.

2.2. Objetivos Especificos

- Verificar os efeitos do treino locomotor em esteira iniciado em diferentes periodos
apos a lesdo medular sobre a recuperacdo funcional e sobre o volume de lesdo, numero de
motoneur6énios no corno ventral da medula espinal, atrofia muscular nos musculos tibial
anterior e soleo, expressdo do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) na medula

espinal e masculos esqueléticos.

- Quantificar o nimero de neurdnios e macréfagos/microglia e a apoptose neuronal na
medula espinal 6 horas ap6s o primeiro treino locomotor em esteira iniciado em um periodo

precoce em ratos submetidos ao modelo de lesdo medular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Experimentos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS, n.28088, Anexo). A fim de estudar os dois objetivos
propostos, dividiu-se este trabalho em dois experimentos: o experimento | foi delineado a fim
de investigar o primeiro objetivo especifico (Figura 7) e o experimento Il relacionado ao

segundo objetivo especifico deste estudo (Figura 8).

Foram utilizados ratos Wistar machos com 60 dias de vida (peso entre 278 e 315
gramas), provenientes do Biotério setorial do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, totalizando um nimero amostral de 158 animais (96 animais do
experimento | e 62 no experimento Il). Durante a execugdo dos experimentos, 0S animais
permaneceram em grupos de quatro ratos por caixa (42cm x 34cm x 18cm) e mantidos no
biotério do departamento de Bioquimica da referida instituicdo sob condi¢des padrdo (ciclo de
12 horas claro/escuro), controle da temperatura (21 £ 2° C), agua e comida fornecidas a vontade.
Em ambos os experimentos os animais foram distribuidos de forma randomizada e aleatéria

nos grupos experimentais.
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Figura 7. Esquema representativo dos procedimentos do experimento I. A. Separacdo dos animais
nos grupos experimentais: grupo Controle (constituido de animais do grupo Naive e grupo Sham), grupo
lesdo (subdividido em trés grupos comparativos ao grupo esteira) e grupo Lesdo-Treino Locomotor
(subdividido em trés grupos conforme o tempo pds-lesdo no qual foi iniciado o treino: 7, 14 ou 28 dias).
B. Os animais que realizaram o Treino Locomotor em Esteira iniciaram com 7, 14 ou 28 dias depois da
lesdo da medula espinal. Ao final do protocolo de 10 semanas de treino, 0s animais foram submetidos a
eutandsia por perfusdo transcardiaca ou decapitacdo e amostras da medula espinal e musculos tibial
anterior e s6leo foram dissecados. Técnicas histolégicas foram utilizadas para a quantificacdo do volume
de lesdo e o nimero de motoneurdnios na medula espinal e mensuracdo da area média das fibras
musculares. A técnica de Western Blot foi realizada para avaliacdo da expressdo de BDNF na medula
espinal e musculo tibial anterior.
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Figura 8. Esquema representativo dos procedimentos do experimento Il. A. Separac¢do dos animais
nos grupos experimentais: grupo Controle (constituido de animais do grupo Naive e grupo Sham), grupo
de animais submetidos a lesdo por contuséo (SCI-7) e grupo de animais com lesdo e expostos ao treino
locomotor 7 dias ap6s a contusdo (SCI-T7). B. Parte dos animais que iniciaram o treino locomotor 7
dias pos-lesdo foram submetidos a eutanasia por decapitagdo 6h depois do primeiro dia de treino; o0s
demais animais continuaram o protocolo de treinamento de 10 semanas e, ao final, foram submetidos a
eutandsia por perfusdo transcardiaca. Em sequéncia a eutanasia por decapitagdo, foram dissecadas as
medulas espinais e foi realizada a técnica de Citometria de Fluxo para quantificagdo do nimero de
neurdnios, neurénios em apoptose e células de defesa no local de lesdo. As técnicas histolégicas foram
realizadas a partir da retirada da medula espinal pés-perfuséo transcardiaca e foi quantificado o volume
de leséo.

3.2. Modelo de lesdo medular trauméatica

Para inducdo do modelo experimental de lesdéo medular, todos os animais foram
anestesiados com halotano (2-4%, Cristéalia, Brasil) e, entdo, submetidos a tricotomia e
analgesia com tramadol (5mg/Kg, i.p., Grunenthal, Alemanha). Apoés, o animal foi posicionado
em decubito ventral e foi realizada uma incisdo de 5 cm sob a linha média da regido dorsal,

deixando exposta a regido da coluna vertebral entre a oitava e décima segunda vértebra toracica
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(T8 e T12). Os musculos paravertebrais inseridos entre T9 e T11 foram dissecados e, em
seguida, foi removida a ldmina da vértebra T10 e o processo espinhoso de T9, fazendo uso de
um microssaca-bocados. A lesdao medular foi realizada por contusdo de grau moderado ao nivel
de T10 por meio da queda de um peso de 10 gramas a uma distancia de 25 milimetros da medula
espinal exposta, utilizando o equipamento New York University impactor (NYU impactor),
descrito por Gruner (1992) (Figura 9).

Depois da lesdo medular, foi realizada a sutura dos animais e 0os mesmos foram
acondicionados isoladamente nas caixas moradia nas mesmas condi¢des de temperatura e
controle de luz. Para a prevencao de infeccGes do trato urinario, todos os animais receberam 0,1
mL de Enrofloxacino (Bayer, Brasil) e para analgesia foi utilizado o tramadol (5mg/kg, i.p.,
Grunenthal, Alemanha) por 5 dias ap6s a lesdo. A manobra vesical manual pelo método de
Crede foi realizada duas vezes ao dia por 5 dias ou até os animais adquirirem o controle
voluntério da funcdo. A partir do terceiro dia pés-lesdo os animais foram agrupados em caixas

com no maximo 4 animais por caixa.

Figura 9. Fotos ilustrativas do equipamento New York University Impactor. A. Visdo frontal do
equipamento. B. Visdo lateral com destaque as diferentes alturas para o posicionamento da haste. Fonte:
Nicola (2017).

3.3. Programa de Treinamento Locomotor

Para o treinamento locomotor foi utilizada uma esteira ergométrica adaptada para ratos
INSIGHT® (Figura 10).
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Uma semana antes da cirurgia, todos os animais realizaram um periodo de adaptagéo a
esteira ergométrica. Durante esta adaptacdo, a velocidade utilizada foi de 10 m/min durante 5
minutos.

Depois do procedimento cirdrgico, alguns animais foram novamente expostos a esteira
em periodos determinados conforme os grupos experimentais: ratos do grupo SCI-T7 iniciaram
0 estimulo 7 dias apo6s a lesdo, SCI-T14 iniciaram 14 dias e SCI-T28 iniciaram 28 dias depois
da leséo.

O programa de treinamento utilizado para os diferentes grupos experimentais foi o
mesmo, realizado durante 20 minutos, 5 dias por semana, totalizando 10 semanas de
treinamento. A velocidade da esteira iniciou com 6 m/min, progredindo semanalmente,
conforme as condi¢6es locomotoras dos animais, até atingir 11,5 m/min (Fouad et al, 2000). A
progressao da velocidade nas quatro primeiras semanas de treinamento foi 0,5 m/min. Da quarta
a décima semana do treinamento, a velocidade progrediu semanalmente 0,75 m/min.

Figura 10. Foto ilustrativa da esteira ergométrica adaptada para ratos INSIGHT®. Visao superior
do equipamento subdividido em 6 ambientes, permitindo a realizagdo do treinamento de no maximo 6
animais simultaneamente. Fonte: Nicola (2017).

3.4. AvaliagOes comportamentais

Todos os animais foram submetidos as avaliag6es funcionais dois dias antes da data de
lesdo da medula espinal a fim de verificar que todos eram capazes de realizar os testes. Depois
da leséo, todos os ratos foram novamente submetidos as avalia¢Ges a partir do segundo dia pos-

lesdo, dando continuidade aos testes semanalmente.

Os déficits funcionais e a recuperacgéo da fun¢do motora dos membros posteriores foram
avaliados por meio da atividade locomotora livre em campo aberto durante 5 minutos,

juntamente com a escala de Basso, Beatie e Bresnahan (BBB). Esta escala foi descrita por
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Basso, Beatie e Bresnahan (1995) e tem 22 valores que vao de O (paralisia total) ao 21

(locomocgdo normal).

A avaliacédo da habilidade e coordenacdo dos membros posteriores foi avaliada com o
teste da Escada Horizontal. O aparato contou com uma escada posicionada horizontalmente, a
30cm de altura e com comprimento de 100cm. Os degraus de metal foram posicionados em
distancias variaveis e seus posicionamentos foram modificados ao longo das semanas. Para 0
teste os animais foram colocados em uma extremidade da escada e foram permitidos andar em
direcdo a outra extremidade da escada (na qual tinha uma caixa preta) durante 3 vezes. A
trajetéria dos animais pelo aparato foi filmada utilizando uma camera digital (Sony, DCR-
SR47, USA) e o numero de erros de posicionamento dos membros posteriores e 0 nimero de
acertos foi quantificado. A porcentagem de erro foi calculada de acordo com a equacao
[(number of errors / number of steps) x 100]. Foi considerado como escore final a media dos
trés trials (Metz e Whishaw, 2002).

3.5. Perfusdo Transcardiaca

Para a realizacdo das anélises histologicas e morfométricas, metade dos animais do
experimento 1 e 2 foram anestesiados com tiopental sédico (50mg/kg, i.p.; Cristélia, Brazil) e
injetados com 1000 IU de heparina sédica (Cristalia, Brazil) no ventriculo esquerdo. Foi
inserida uma canula no ventriculo esquerdo e ligada em uma bomba de perfusdo (Control
Company) inicialmente com solucdo salina (150mL), seguida de uma solucdo fixadora
(300mL) com paraformaldeido 4% (Reagen, Brazil) diluido em tampé&o fosfato 0.1 M (pH 7.4).
A medula espinal (porcéo entre C5 e L5) e os musculos tibial anterior e séleo foram dissecados,
pos-fixados na mesma solucdo fixadora utilizada na perfusdo transcardiaca durante 4h em
temperatura ambiente. Depois foram crioprotegidas por imersdo em sacarose 15% diluida em
tampéo fosfato a 4°C até submergirem, seguida de solucdo sacarose 30% diluida em tampé&o
fosfato 4°C até submergirem. Por fim, as amostras foram congeladas em isopentano resfriado

em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -70°C.
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3.6. Analises histologicas e morfométricas

A medula espinal (por¢do entre T8 e T12) e os musculos esqueléticos (por¢do central, 2
x 1mm) foram cortados em criostato (CM1850, Leica, Alemanha) em secg¢des transversais (20
um), que foram posteriormente coradas com hematoxilina e eosina (Sigma-Aldrich. St Louis.
MO. EUA) (Zaccagnini et al, 2007). As imagens foram capturadas e digitalizadas inicialmente
em 20x e depois ampliadas em 100% para analise. A &rea da lesdo nos cortes da medula espinal
e a area das fibras musculares dos musculos tibial anterior e séleo foram estimadas utilizando
o Software Image Pro Plus. Na medula espinal foi medida a area da lesdo e a area de tecido
integro, sendo os valores multiplicados pela distancia entre os cortes (100um) a fim de obter o
volume da lesdo e o volume de tecido integro. O volume da leséo foi calculado pela equacgéo
[(volume da lesdo x 100) / volume de tecido integro]. O nimero de motoneurdnios presentes
20um rostral e 20um caudal a lesdo também foi quantificado no corno ventral da medula
espinal. Nos musculos, a area da sec¢do transversa das fibras musculares do musculo do lado
direito e lado esquerdo foram quantificadas (um?) e, depois, a distribuicdo de frequéncia foi
realizada. As fibras foram definidas como pequenas ou grandes se a area fosse menor ou maior
que 3 desvios padrdes do grupo controle (Phelan e Gonyea, 1997). Dessa forma, as fibras do
musculo tibial anterior foram consideradas fibras pequenas quando com éarea até 1000um?,
fibras médias com area entre 1000 e 2000um? e fibras grandes com area maior que 2000um2,
No masculo soleo, as fibras pequenas foram as com area média de até 750um2, fibras médias

entre 750 e 1500um? e fibras grandes com area maior que 1500um2.

3.7. Anélise de Western Blot

Para a realizacdo da técnica de Western Blot, alguns animais foram submetidos a
eutanasia por decapitacéo e, posteriormente, a medula espinal e 0 masculo tibial anterior foram
obtidos para quantificacdo da expressdo protéica do fator neurotréfico derivado de encefalo
(BDNF).

As medulas espinais e o musculo tibial anterior foram dissecados, homogeneizados em
solugéo tampdo de lise. As amostras de medula espinal foram centrifugadas a 12000 rpm

durante 30 minutos e as amostras de muasculo a 3000 rpm por 10 minutos. Concentragdes
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proteicas iguais foram carregadas em NUPAGE® 4-12% Bis-Tris Gels e transferidas para
membranas de nitrocelulose por 1h45min em tampé&o de transferéncia (Arcego et al, 2016). As
membranas foram incubadas por 2h em solugdo bloqueio e depois incubadas durante a noite
em uma solucdo bloqueio com o anticorpo primario anti-BDNF (Rabbit, Cell Signaling) para
as amostras de medula espinal e musculo, f-actina (Rabbit, Cell Signaling) para as amostras de
medula espinal e anti-GAPDH (Rabbit, Sigma) para as amostras de musculo. Posteriormente
as amostras foram lavadas trés vezes, incubadas por 2h em uma solugéo contendo o anticorpo
secundario (anti-mouse, Millipore) e lavadas novamente. O sinal foi detectado com o Kit ECL
de quimioluminescéncia (GE Life Sciences), os imunoblots foram quantificados por
escaneamento das membranas no equipamento ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare Life
Sciences — Reino Unido) e as densidades épticas foram determinadas pelo software Image
Studio Lite V5.0 (LI-COR Biosciences - EUA). Os resultados foram expressos como a razao
entre a intensidade da proteina de interesse comparada com a [-actina no caso das amostras de
medula espinal ou entdo comparadas com anti-GAPDH nas amostras de musculo de uma

mesma membrana (Nicola et al, 2017).

3.8. Andlise por Citometria de Fluxo

Para a realizacdo da técnica de Citometria de Fluxo, alguns animais do experimento 2 foram
submetidos a eutanasia por decapitacdo e, posteriormente, a medula espinal foi dissecada
(Control n=8; SCI n=10; SCI-T7 n=8).

As medulas espinais foram dissociadas e as células permeabilizadas por 10 minutos. Em
seguida foram bloqueadas por 15 minutos com soro de cabra 3% (Sigma-Aldrich) a uma
concentracdo final de 1:100. As células foram incubadas por 1h com anticorpos primarios a
uma concentracdo de 1:100 para marcacdo de neurdnios (NeuN, mouse, Sigma Aldrich),
macrofagos/microglia (CD11b, mouse, Millipore) e neurénios em apoptose (dupla marcacéao
com NeuN e caspase clivada-3 [rabbit, Cell Signalling]). Posteriormente as células foram
lavadas e incubadas por 1h com anticorpo secundario. Controles negativos foram incluidos para
configurar as voltagens da maquina e determinar a regido negativa da plotagem de pontos. A
emissdo de fluorocromo foi registrada por meio de um filtro de fluorescéncia e a emisséo de

fluorescéncia foi coletada usando a amplificacdo logaritmica. Dados a partir de 10.000 eventos
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(células intactas) foram adquiridos e o nimero de células foi determinado ap6s a excluséo dos
debris. O numero de células em cada quadrante foi calculado e as células coradas
separadamente foram expressas como a porcentagem de células marcadas positivamente
(Nicola et al, 2017).

3.9. Analise Estatistica

As andlises estatisticas deste trabalho foram realizadas no software IBM SPSS Statistics
21. A normalidade dos dados foi confirmada, assim como a igualdade das variancias, e testes
estatisticos paramétricos foram utilizados. A analise dos testes comportamentais ao longo do
tempo foi realizada pelo teste de Analise de Variancia de medidas repetidas (ANOVA). As
demais avalia¢es foram analisadas por Anélise de Variancia de uma via (ANOVA), seguida
do teste de post hoc de Duncan, ou pelo teste de T de Student. As correlagdes foram calculadas
pelo teste de correlacdo de Pearson. Os resultados foram expressos pela média + erro padrdo e

a significancia estatistica estabelecida foi de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Capitulo | — Artigo publicado na revista Neuroscience (ISSN: 0306-4522):

Locomotor training promotes time-dependent functional recovery after experimental

spinal cord contusion
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Abstract—Locomotor training (LT) has been exhaustively investigated as a treatment for the spinal cord injury
(SCI), however the literature reports both positive and negative effects over the functional recovery. The initiation
period of LT following SCI is one of the major variables that needs attention. To investigate the better period, three
different starting times were investigated after SCI in rats. Methods: Wistar rats were randomly divided into
groups: control, SCI (rats with spinal cord contusion), and SCI groups exposed to LT starting 7, 14 or 28 days after
the injury (SCI-T7, SCI-T14 and SCI-T28). LT was performed on a treadmill, five days a week, 20 minutes per day,
for ten weeks. Basso, Breattie and Bresnahan (BBB) scale and Horizontal Ladder walking test were used to eval-
uate the motor function; at the end, morphological and biochemical analyses of the spinal cords, tibialis anterior
muscle. SCI-T7 group had higher lesion volume after LT in comparison with the SCI group. Late onset of LT
promoted an increment of the hindlimb function, while early onset of training worsened the functional recovery
of the SCI animals. These results demonstrate a critical LT starting time after the injury, contributing to define
the best therapeutic window for rehabilitation. © 2018 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: spinal cord injury (SCI), treadmill training, therapeutic window, locomotor impairment, tissue protection, neuropro-
tection.

INTRODUCTION leading to partial functional improvement (Chen et al.,
2006).

The activity-based therapy (ABT) is a neural retraining
mode, based on specific tasks, providing sensory cues
and intense repetitive motor function (Behrman et al.,
2017). Specific therapies, such as locomotor training
(LT), shape the physiological state of the spinal cord
(Edgerton et al., 2004). LT is used to activate locomotor
circuits and to provide appropriate peripheral inputs,
which contributes to the spinal cord plasticity and the loco-
motor function recovery after SCI (Edgerton et al., 2004;

Spinal cord injury (SCI) is a central nervous system
disorder that causes motor and sensory impairments
and has a significant impact in the individual's
functionality and quality of life. Unfortunately, the
available treatments are not able to completely restore
the function after SCI; however, the motor stimulation
triggers the spinal cord activity-dependent plasticity,
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generation, survival, differentiation and regeneration of
neural cells (Thoenen, 1991).

Secondary to the interruption of supraspinal inputs,
the disuse of skeletal muscles distal to the injury leads
to muscle fiber atrophy and a decrease in voluntary
muscle strength and metabolic capacity (Hutchinson
et al.,, 2001; Gregory et al.,, 2003; Otis et al., 2004;
Jayaraman et al., 2005; Liu et al., 2008). Tibialis anterior
and soleus are important muscles for a stable posture and
gait that are usually impaired after SCI (Liu et al., 2010;
Wang et al., 2015). The atrophy and the functionality of
tibialis anterior and soleus muscles are dependent of
injury severity (Voytik et al., 1993; Biering-Sorensen
et al., 2009); however, even after a severe SCI, LT has
shown positive results on walking (Wirz et al., 2001;
Maegele et al., 2002; Edgerton et al., 2004). Stimulation
of rhythmic pattems of leg muscles (Wirz et al., 2001,
Maegele et al., 2002) reduces the muscles atrophy below
the lesion level after treadmill training (Giangregorio et al.,
2005; Gorassini et al., 2009).

Although experimental studies show positive effects
after locomotor stimulation, some reports have shown
that the early LT intervention presents limited benefits to
the functional recovery of SCI rats (Fouad et al., 2000;
Timoszyk et al., 2005; De Leon and Acosta, 2006; Lee
et al., 2010; Battistuzzo et al., 2016), with negative effects
in kinematic features (Timoszyk et al., 2005; De Leon and

Acosta, 2006; Lee et al., 2010). Controversial LT results
occur due to different injury severity among experimental
models, distinct training protocols and different training
start time after the lesion.

Given the clinical relevance of SCI treatment, it is
important to establish an efficient training protocol to
promote locomotor recovery after the SCI. In order to
understand the factors that contribute to the LT positive
and negative effects, the aim of the present study is to
determine the best time window to start the LT after
SCI. For this purpose, the locomotor function, injury
volume, motoneuron density and neurotrophic factor
expression in the spinal cord, atrophy and neurotrophic
factor expression in hindlimb muscles were evaluated
ten weeks after the SCI.

The working hypothesis is that 10 weeks of treadmill
training could promote different effects in motor function
if started at different periods after the injury. This would
imply in altered lesion volumes, motoneuron density and
neurotrophic factor expression in the spinal cord and
affected muscles.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animal care and ethics committee approval

Animal care and handling procedures were in accordance
with current international laws and policies (NIH Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, NIH Publication
n® 85-23, 1985, revised 1996) and with the Arouca
Brazilian Law for animal care and ethical use of
animals. The study was approved by UFRGS Ethics
Committee (28088). All efforts were made to minimize
animal suffering and to reduce the number of animals.
Animals had free access to food and water and were

maintained in a controlled temperature (~22 °C) room
with 12-h light/dark cycle. The experimental design is
shown in Fig. 1.

Animals

Adult male Wistar rats (8 weeks old, 278-315 g) were
used. Animals were randomly divided into four groups:
control (constituted by naive animals, rats not exposed
to any surgical procedure or treatment, n = 8; and
sham rats, surgical control animals submitted to
laminectomy surgery without SCI, n = 9), SCI groups
(animals that underwent laminectomy and SCI, n = 38)
and SCI groups receiving LT. Animals exposed to
treadmill were divided into three subgroups, according
to the day of LT start: 7, 14 or 28 days after SCI (SCI-
T7, SCI-T14 and SCI-T28, respectively with n = 13,
n =14 and n = 14). In order to match with LT groups,
the SCI group was divided into three subgroups (SCI-7,
SCI-14 and SCI-28, respectively with n = 12, n = 13
and n = 13). A total of 95 animals were used.

Surgical procedures

Rats were anesthelized with ketamine (80 mg/kg) and
xylazine (10 mgfkg) injected intraperitoneally. A 2.5-cm
incision in the animal's back was made using a surgical
blade. Spinous process and vertebral lamina were
remnved tn expnse the medalla region at T10 spinal
level (Noble and Wrathall, 1985). Incomplete SCI was
made using the New York University (NYU) Impactor Sys-
tem (Nicola et al., 2016). The lesion consists of dropping a
device rod (10 g) from a distance of 25 mm onto the intact
exposed dura mater (Basso et al, 1996; Hutchinson
et al., 2001). Postoperative care included regular bladder
emptying and antibiotic treatment (Trimethoprim,
0.85 mgfkg) (Wu et al., 2016).

Locomotor training (LT)

LT was made using a rat treadmill. One week before the
surgery, all rats ran on the treadmill during five minutes at
10 m/min for adaptation. After the surgery, according to
the experimental group, the rats were placed in the
treadmill with the initial speed of 6 mfmin and gradually
it was increased to 11.5m/min over the course of
training (Fouad et al., 2000). Protocol consisted of five
sessions a week, 20 min per day, with a total training time
period of ten weeks.

Locomotor assessment

All animals were submitted to behavioral evaluation two
days before the injury and all rats were able to perform
the tests. After injury, rats were submitted to the same
evaluations at the second postoperative day and weekly
throughout the experiments. Evaluation assessments
were run by an investigator blinded to the animals’
group allocation.

Locomotor recovery was assessed by Basso, Breattie
and Bresnahan locomotor scale (BBB scale; Basso et al,
1995). Rats were placed individually in a circular open
field (100 cm diameter), where they were allowed to freely
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Fig. 1. Experimental design.

move for 5min for locomotor activity evaluation. Rats
were tested from the second postoperative day and then,
weekly for 10 weeks.

Horizontal ladder apparatus was used to assess the
hindlimb coordination and skills weekly. The ladder has
100 em long. Metal rungs were positioned with variable
distances and positions were modified along each
training session. Apparatus remained 30 cm above the
ground. Rats were placed in one extremity of the ladder
and taught for walking three times
untii the opposite extremity,
entering a dark cage. Animals
were filmed using a digital camera
(Sony; DCR-SR47, USA) and the
number of hindlimb placement
errors and steps were counted.
Error percentage was calculated
according to the equation [(number
of errors/number of steps) x 100].
The final score was the mean of
the three ftrials (Metz and
Whishaw, 2002).

r
N

BBB Score

Histological and morphometric

1w 12w 14w was made by immersion in 15%
| | |  and 30% sucrose (Synth, Brazil) in
| | | phosphate buffer at 4°C. After,
- H 1 spinal cords and muscles were
: H , frozen in isopentane (Merck,
- - ll Germany) cooled in liquid nitrogen
: F . and kept frozen (-70°C) for
v v w further  analysis.  Transversal

Euthanasia sections (20 um) were cut using a
Transcardiac perfusion or  cryostat (CM1850, Leica,
decapitation Germany) and the sections were

stained with hematoxylin and eosin
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) (Zaccagnini et al., 2007).
Images were captured and digital-
ized (initially 20x and further amplified 100% for analy-
sis). The areas in the spinal cord and the mean fiber
cross-sectional area (CSA) of tibialis anterior and soleus
muscle were estimated using Image Pro Plus Software.
In the spinal cord, the lesion area and the area of intact
tissue were measured and multiplied by the distance
between sections (100 um) to obtain the volume of lesion
and the intact tissue volumes. The lesion volume was cal-
culated by the equation: [(lesion volume x 100)/intact vol-

BBB

e A S
- -

analysis
After behavioral evaluations, half of

the rats were deeply anesthetized

7 9 1 13
Time (weeks)
Control ... 8Cl = = =SCI-T7 ----- su-‘rm—sm-mﬂ

with sodium thiopental (50 mg/kg,

i.p.; Cristalia, Brazil) and injected B 100 Horizontal Ladder
with 10001U heparin (Cristalia, .
Brazil). Euthanasia was made by F80{ N Ut tecccacce-a..
transcardiac perfusion of saline — | T
solution, followed by 4% & 801 00 Ny T
paraformaldehyde (Reagen, Brazil) ‘é -
diluted in 0.1 M phosphate buffer & §
(pH 7.4). Spinal cord, tibialis & 40
anterior and the soleus muscles E
were obtained for subsequent 5 20
histological and morphometrical
analysis. 0
Spinal cord (segment between 1 5 7 9 1 13

T8 and T10 levels), tibialis anterior
and soleus muscle were dissected
out and post-fixed for 4 h with 4%
paraformaldehyde in 0.1 M
phosphate buffer. Cryoprotection

Time (weeks)

Fig. 2. BBB and horizontal ladder walking behavioral assessment. (A) BBB locomotion scale scores.
(B) Assessment of the ability of the hindlimbs to cross the horizontal ladder by the ratio of errors to the
number of steps. ‘Difference compared to the control group. *Difference compared fo the SCI group.
*Difference from SCI group. Dala expressed as mean & SE.
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ume). The number of motoneurons present 20 pm rostral
and 20 pm caudal to injury were quantified separately. In
the muscles, the mean CSA value of the right and left
muscle areas were considered (um?) and, after, the fre-
quency distribution was made. The fibers were defined
as “small” or “large” if the CSA was greater than the three
standard deviations range from the control group means
(Phelan and Gonyea, 1997). Thus, the small fibers of
the tibialis anterior were those fibers up to 1000 pm?,
medium fibers with an area between 1000-2000 pm?
and large fibers with an area bigger than 2000 pm?. In
the soleus muscle, the small fibers were those fibers up
to 750 ym?, medium fibers with an area between 750
1500 um?, and large fibers with an area bigger than
1500 pm?. All analysis was made by an investigator
blinded to the animals' group allocation.

Western Blot analysis

Forty-eight rats were euthanized by decapitation and the
spinal cord and tibialis muscle were obtained for brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) expression
quantification. Since no difference was observed in
histological analysis, the quantification of BDNF was not
performed in the soleus muscles. All analyses were
evaluated by an investigator blinded to groups.

Spinal cords and tibialis muscles were homogenized
in ice-cold lysis buffer (10 mM KCI, 10 mM HEPES,
0,6mM EDTA, 1% NP 40, 150 mM NaCl, 1% Triton-X,
sodium deoxycholate (1% for spinal cord and 0.5% for
muscles), 1% glycerol and 1% protease inhibitor cocktail
pH 7.9). Samples were centrifuged at 12,000 rpm during
30 min (spinal cord) and at 3000 rpm for 10 min
(muscle). Equal protein concentration (40 pgflane of
total protein, using a kit BCA Protein Assay [Thermo
Scientific, USA]) were loaded onto NUPAGE® 4-12%
Bis-Tris Gels, and transferred (XCell SureLock® Mini-
Cell, Invitrogen) to nitrocellulose membranes for

0
S, e

1h45min in transfer buffer (48 mM Trizma, 20%
methanol. 39 mM glycine and 0.25% SDS) (Arcego
et al., 2016).

Membranes were incubated for 2h in blocking
solution (Tris-buffered saline [TBS; 0.14 M NaCl,
2.4 mM Trizma, pH 7.7] and 5% bovine serum albumin)
and then incubated overnight (4°C) in a blocking
solution (dilution 1:1000) with primary antibodies anti-
BDNF (Rabbit, Cell Signaling), B-actin (Rabbit, Cell
Signaling) and anti-GAPDH (Rabbit, Sigma). Further,
blots were washed three times (for 5 min) in Tween-TBS
and incubated for 2h in a solution containing
peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (Millipore -
402335) diluted 1:1000. Then the blots were washed
three times for 5 min with Tween-TBS and once with
TBS for 5min. The chemiluminescence ECL Kit (GE
Life Sciences — RPN2109) was used to detect the
signal. Immunoblots were quantified by scanning the
membranes in ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare
Life Sciences — United Kingdom) and optical densities
were determined using Image Studio Lite V5.0 (LI-COR
Biosciences — US). Results were expressed as the ratio
between the intensity of interest protein compared to
anti-p-actin (for spinal cords) or anti-GAPDH (muscles)
from the same membrane (Nicola et al., 2017).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS
Statistics 21. Data normality was confirmed, as well the
equality of variances, thus, allowing for the use of
parametric statistical tests. Statistical analysis of
behavioral evaluation was performed using repeated-
measures analysis of variance (ANOVA) for detecting
LT effects over time. Differences among groups were
determined using One-way ANOVA followed by
Duncan’s post hoc test. Results are expressed as

Spinal Cord Injury

Injury volume (um?)
»N
o

SCI SCI-T7

SCI-T14 SCI-T28

SCI-T28

Fig. 3. Spinal cord histological evaluation. (A) Representative photomicrographs of control, SCI (injured animals) and SCI-T (injured trained
animals) groups corresponding to the different starting times of treadmill training: 7, 14 or 28 days after injury. (B) Quantification of injury volume in
all injured groups. “Difference between SCI-T7 and the other SCI groups. *Difference of SCI-T14 and SCI-T28 when compared with the SCI-T7

group.
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mean #+ standard error of the mean (SEM). Statistical
significance was established at P < 0.05.

RESULTS
Functional response

The functional evaluation (BBB Locomotor rating scale
and the Horizontal Ladder) was performed two days
before the injury, two days and weekly after injury, until
the 11th , 12th or the 14th week. All rats showed normal
motor function in BBB scale before the injury. Two days
after the injury, all lesion animals presented no
hindlimb movements, being different from controls
[F(4,86) = 930.65, P < 0.01]). The difference between
injured animals and control group remained throughout
the experiment. SCI animals without treadmill training,
as expected, demonstrated a spontaneous recovery
until the fifth week after lesion [F(4,86) = 75.10,
P < 0.01], reaching a plateau of recovery as from the
fifth week (Fig. 2A).

Treadmill training promoted
high scores on the BBB scale
when started at late time points
after contusion. Animals that
started training 7 days after the
injury, presented the worst result,

beina sianificantly lower than the
SCI and the other groups from the
second week [F(4,86) = 224.95,

P < 0.01]. Animals exposed to the oS
treadmill from the 14th or 28th ‘t " N
day, had a score increase on the O 3.;', 3

BBB, presenting significantly better
locomotor results than the SCI
group from the sixth week after
contusion [F(4,86) = 63.73,
P < 0.01].

The assessment of hindlimb

ability presented in Fig. 2B shows ' SCI

the ratio between the number of

errors and the number of steps .
given in the Horizontal Ladder.
SCI group had higher proportion
of errors in comparison to the
control group as from the first
evaluation after contusion [F
(4,86) = 849.10, P < 0.01]. From
the fifth week of evaluation, the
SCI-T7 group presented higher A
proportion of errors and became .x,’r‘f:
different from the SCI group, SCI- S

T14 and SCI-T28 [F(4,86) O
= 43.04, P < 0.01]. SCI-T14 and " f\‘r
SCI-T28 groups presented better i MR

results in the hindlimb ability when
compared to others injured
animals as from the sixth week [F
(4,86) = 55.15, P < 0.01]. There
was no difference between SCI-
T14 and SCI-T28 (P > 0.05;

Fig. 2B). from SCI-T7 group.

Control

- SCI-T14

. SCI-T28

Lesion volume

The rats that received LT seven days after injury, SCI-T7
group, presented the highest lesion volume when
compared to all other injured groups [F(3,24) = 10.63,
P < 0.01]. Both SCI-T14 and SCI-T28 group presented
an injury volume similar to the SCI group (P > 0.05)
and different to SCI-T7. (P < 0.05; Fig. 3).

Motoneuron evaluation

Motoneuron quantification in the ventral hon of cephalic-
region of the SCI group spinal cords showed a reduced
number of neurons in comparison to the control animals
[F(4,28) = 6.01, P < 0.01; Fig. 4B). The SCI-T7 group
presented the smallest number of motoneurons,
presenting no difference in relation to the SCI group
(P > 0.05). SCI-T14 and SCI-T28 groups presented a
similar motoneuron number to the control group and
more motoneurons when compared to SCI-T7 group

Cephalic-region of injury

Motoneurons

Control  SCI  SCI-T7 SCI-T14 SCI-T28

Caudal-region of injury

154

124

Motoneurons

Control  SCI  SCI-T7 SCI-T14 SCI-T28

Fig. 4. Motoneuron analysis in the ventral homn of the spinal cord at 20 ym cephalic and 20 pm
caudal to injury (captured at 5x and amplified 200%). (A) Representative photomicrographs of
motoneurons in ventral horn of spinal cord at 20 um cephalic to injury in all experimental groups. (B)
Quantification of the number of motoneurons in the cephalic-region of injury. (C) Quantification of the
number of motoneurons in the caudal-region of injury. ‘Difference from control group.

*Difference
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(P < 0.05); however, no difference was observed in
comparison to SCI group (P > 0.05). In the caudal-
injury region, all injured animals showed significant
difference in the number of motoneurons when
compared to the control group [F(4,28) = 5.45,
P < 0.01; Fig. 4C]; no difference was observed between
injured animals with or without treadmill training
(P = 0.05).

BDNF expression in the spinal cord

There was no difference in the expression of BDNF
assessed by Western Blot in the spinal cord of the
experimental groups (P > 0.05; Fig. 5).

Muscle atrophy of tibialis anterior and soleus
muscles

The mean area analysis of the muscles fibers showed a
decrease in the area of tibialis anterior fibers of SCI
animals in relation fo the control group [F(4,38)
= 16.61, P < 0.01; Fig. 6B]. SCI-T14 remained similar
to the SCI group; whereas the SCI-T28 animals
presented larger fiber areas in comparison to the SCI.
SCI-T14 and SCI-T28 had higher areas in tibialis
anterior fibers when compared to the SCI-T7 group.

The ratio of muscle fiber number and the fiber size in
the tibialis anterior revealed a higher percentage of small
fibers, up to 1000 pm?, in the SCI, SCI-T7 and SCI-T14
groups when compared to the control [F(4,36) = 9.58,
P < 0.01; Fig. 6C). SCI-T28 group presented similar
percentage of small fibers in relation to the control
group (P > 0.05). For medium-sized fibers, between
1000 pm? and 2000 um?; SCI, SCI-T7 and SCI-T14
showed lower proportion of fibers when compared to the

Spinal Cord - BDNF

2501
— 2004
c &
23
w
g = 150
£3
j=!
52 1004
0 =
&3
£ 504

G_
Control SCI  SCI-T7 SCI-T14 SCI-T28

EONF Sy I S S S

B-ACtn W c— — P —

Fig. 5. Western Blot analysis of brain derived neurotrophic factor
(BDNF) expression in the spinal cord and representative images of
BDNF and [i-Actin. No differences were found between groups.

control group [F(4,36) = 7.31, P < 0.01). The SCI-T28
group had similar percentage to the control group
(P > 0.05). In the larger fibers, between 2000 pm® and
3000 um?, all groups with injury had lower percentage of
fibers in relation to the control group [F(4,36) = 7.86,
P < 0.01).

No difference was found in the mean area of soleus
muscle fibers between the groups [F(4,37) = 0.78,
P = 0.05; Fig. 7B]. However, the ratio between the
muscle fiber number and the size of the fibers showed
an increase of small fibers (up to 750 um?) in the SCI,
SCI-T7 and SCI-T14 groups when compared to the
control group [F(4,37) = 2.95, P < 0.05; Fig. 7C]. SCI-
T28 had a similar percentage of small fibers in
comparison to the control group (P > 0.05). The
proportion of soleus medium-sized fibers (750-
1500 pum?) and larger fibers (1500-2250 ym?) was
similar among groups [F(4,37) = 0.14, P > 0.05 and
F(4,37) = 0.25, P > 0.05, respectively].

BDNF expression in the tibialis anterior muscle

The BDNF expression evaluated in fibialis anterior
muscles showed significant difference among groups [F
(4,35) = 3.15, P < 0.05; Fig. 8]. SCI, SCI-T7 and SCI-
T14 decreased the BDNF protein expression when
compared to the control group (P < 0.05). The SCI-T28
group had higher BDNF expression in comparison to
other injured groups (P < 0.05), having no statistical
difference from control group (P > 0.05).

DISCUSSION

The present study showed that the benefits of LT on
functional recovery following SCI may differ according to
the time in which it starts. After the SCI, the early start
training worsened the motor function and the lesion
volume. Late training promoted functional recovery
associated with preservation of motoneurons in the
ventral horn of spinal cord, larger muscle fiber area and
higher BDNF expression in fibialis anterior muscle.
These findings indicate the ideal period to start the LT
stimuli after the injury, since the effecls are different and
dependent on the injury stage.

After SCI, supraspinal control is impaired and the
repetitive task practice may facilitate the locomotor
recovery (Edgerton et al., 2004; Rossignol et al., 2004,
Cha et al., 2007; Battistuzzo et al., 2012: Behrman
et al., 2017). Here it was shown that different starting
points result in different functional response after the
injury. SCI animals exposed to early LT showed worse
hindlimb ability, whereas the animals exposed to late-
onset LT had better functional performance. Spontaneous
recovery is observed in both clinical (Steeves et al., 2011)
and experimental studies (Gensel et al.,, 2006; Hilton
et al., 2013) as a consequence of an incomplete lesion.
The influence of therapeutic stimuli on the spontaneous
recovery is not clear. The SCI-T7 started the stimulus with
less spontaneous functional recovery than the SCI-T14
and SCI-T28 groups, which may have impaired the bene-
ficial effect of LT in this group. In addition, previous stud-
ies indicate that training periods should be longer, in some
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Fig. 6. Tibialis anterior muscle analysis. (A) Representative photomicrographs of tibialis anterior
muscie in all experimental groups. (B) Quantification of the mean CSA of the tibialis anterior fibers.
(C) Frequency histograms of tibialis anterior fiber CSA. "Different from control group. *Difference of
SCI-T14 in comparison with the SCI-T7 and control groups. “Difference of SCI-T28 when compared
with control, SCI and SCI-T7. *SCI-T28 significantly different from other injured animals.

cases more than 9 weeks, in order
to enhance the behavioral recovery
(Battistuzzo et al., 2016;
Battistuzzo et al., 2017). Besides,
the literature suggests that more
than 12 weeks of training are nec-
essary to regenerate some corti-
cospinal synapses (Bareyre et al,,
2004). In this way, the animals with
early training might have had not
enough time to show functional
improvement and more weeks of
treadmill treatment would be
needed. However, all injured ani-
mals reached a plateau of results
in the behavioral evaluations during
the experiment, including the ani-
mals with early training. This indi-
cates that more weeks of training
would probably not increase the
functional recovery.

Several studies have reported
beneficial effects of LT after SCI,
both in human (Brazg et al., 2017;
Morrison et al., 2018) and in exper-
imental subjects (Moshonkina et al.,
2004; Boyce et al., 2007; Goldshmit
et al., 2008). However, some exper-
imental studies showed that LT
could not influence (Li et al., 2013;
Nicola et al., 2016; Battistuzzo
et al., 2016) or may even impair
recovery (Fouad et al., 2000; Lee
et al., 2010; Kubasak et al., 2008),
as observed in the functional results
presented here. These controver-
sial results suggest that factors
such as the different training start
time after the lesion, as well as the
LT protocol may be influencing in
the SCI individual's recovery.

The establishment of early
therapeutic protocol of LT, within
7 days after injury, is a similar
point in most studies reporting
negative effects on locomotor
function (Fouad et al, 2000;
Nothias et al., 2005; Erschbamer
et al., 2006; Smith et al., 2009,
Ung et al., 2010). During the first
days after lesion, the spinal cord tis-
sue presents an intense immune
response mediated by macro-
phage/microglia, ftriggering the
phagocytosis and the release of
cytokines (Ufuk et al, 2005;
Rowland et al., 2008; Ankeny and
Popovich, 2009; Ward et al., 2014,
Ahuja et al., 2016; Samano and
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Fig. 7. Soleus muscle histological analysis. (A) Representative photomicrographs of soleus muscle
in all experimental groups. (B? Quantification of the mean soleus fibers CSA. (C) Frequency
histograms of soleus fiber CSA. "Difference vs. control group. “Difference between SCI-T28 and SCI-
T7 groups.

Nistri, 2017). The exercise, a pro-inflammatory stimulus,
combined with a period where there is a high release of
excitatory and toxic substances in the injured tissue,

with better locomotor

can increase the tissue damage
process (Risedal et al., 1999).
These previous reports are in
agreement with the increased tis-
sue damaged visualized in the
spinal cord of animals trained early
after injury, SCI-T7. As conse-
quence, there was a worsening of
the functional activity of these SCI-
T7 animals.

The loss of specialized cells is
associated with increased injury in
the spinal cord, i.e., the tissue
preservation in the spinal cord
favors the cell survival (Casella
et al., 2006; Sakai et al., 2012;
Taghipour et al., 2012). Animals
with early intervention had
increased tissue damaged in spinal
cord and presented smaller number
of motoneurons when compared to
the late training group. After SCI,
cell death is expected (Collazos-
Castro et al., 2005; Gensel et al.,
2006; Grumbles and Thomas,
2017) and occurs by necrosis and
apoptosis, especially in the first
hours and days after injury (Beattie
et al., 2000; Grossman et al,
2001; Nicola et al., 2017). The num-
ber of motoneurons in rats with
early training was not significantly
lower than in the SCI group; how-
ever the early starting time of LT
coincided with the 7-day peak of
inflammatory cells entry from the
peripheral system (Beattie et al,
2000; Grossman et al, 2001,
Casella et al.,, 2006). The early
training may have potentiated the
entry of these cells and contributed
to increase the inflammatory reac-
tion and to prevent the tissue recov-
ery. Late LT groups showed similar
number of motor neurons com-
pared to the control group, indicat-
ing less cells loss, as observed by
Wu et al. (2016). It is important to
state that they found this protective
effect in the injury caudal region, not
evaluating the cephalic region that
is the most affected. This motoneu-
ron preservation at late stages, in
which the apoptosis is still noticed
(Hulsebosch, 2002), could be the
LT contribution to the normalization
of motoneuron electrophysiological
properties after the SCI (Cote
et al., 2003) and could be related
ability (Nicola et al., 2017). These

results help to understand the effects of early and late
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Fig. 8. Western Blotting analysis of brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) expression in the tibialis anterior muscle and representative
images of BONF and GAPDH. "Difference compared to the control.
Difference between SCI-T28 and the other injured groups.

locomotor therapy over spinal cord tissue and neuronal
protection.

Allied to the functional deficits and central nervous
system impairments, secondary changes in skeletal
muscles distally to injury, as morphological and
metabolic adaptations, are expected in the injured
animals (Hutchinson et al., 2001; Gregory et al., 2003).
Treadmill training is one way of reducing muscle atrophy
by exercising (Battistuzzo et al., 2017). Animals exposed
to late locomotor stimulus had larger fiber areas in tibialis
anterior muscle in comparison to those with early training;
this finding confirms that LT can accelerate CSA muscle
recovery (Giangregorio et al.,, 2005; Gorassini et al.,
2009), except when the animals had an early start of
treadmill training (Battistuzzo et al., 2017). Early training
was not able to prevent muscle atrophy, an effect proba-
bly due to a lower number of motoneurons in the ventral
horn of the spinal cord.

No difference was observed in the CSA soleus muscle
(Fig. 7). This could be related to early recovery observed
in this muscle. Studies show that, when early evaluated,
the soleus muscle show marked atrophy (Zeman et al.,
2009; Liu et al., 2010). This atrophy is more evident in
plantiflexor than in dorsiflexor muscles (such as the tibialis
anterior), probably due to its antigravity role in rats
(Dupont-Versteegden et al., 1998). It is possible that the
muscle atrophy in the soleus decreases around the fourth
and fifth week after the injury, while spontaneous recov-
ery occurs (Hutchinson et al., 2001). A greater neuromus-
cular activity observed in the direction of the plantiflexor
compared to the dorsiflexor muscles, probably con-
tributed to earlier recovery in this muscular group.

Skeletal muscles submitted to locomotor stimulus
present higher expression of neurotrophic factors

(Gomez-Pinilla et al., 2001); more evident during the initial
phase of training and less evident in later periods (Liu
et al., 2006). In our study, BDNF showed significant
increase when compared to controls in a late analysis,
in the tibialis anterior muscle. Exercise can induce the
potentiation of spontaneous myocytes twitching, increas-
ing the muscle contraction and the maintenance of neuro-
muscular connectivity (Bamber et al., 2001). Besides,
BDNF can be retrograde transported into the spinal cord,
which may be influencing the activity-related neuronal
regenerative response after the injury (Martinez et al.,
2013; West et al.,, 2014). This protection may have con-
tributed to the maintenance of motoneurons in the spinal
cord of the injured animals with late training and, conse-
quently, induced better function.

CONCLUSION

Treadmill training promotes time-dependent functional
recovery after experimental spinal cord contusion. While
late locomotor stimulus caused better results in the
hindlimb function of SCI animals, early training produced
worsening in relation to injured animals without treadmill
training. The present study provides evidence that
treadmill training presents a critical starting time phase
after the injury, which should be respected in future
studies. There are many other concerns around the LT
that should be explained; therefore, further studies are
needed to understand the mechanisms involved in the
positive and negative effects of LT protocols, in the
initial and late phases after lesion.
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Abstract

Introduction: Locomotor training (LT) has been investigated as a treatment for the spinal
cord injury (SCI) in order to activate spinal cord plasticity contributing to the locomotor
function recovery. However the literature reports some negative effects over the functional
recovery after early training. The initiation period of LT following SCI seems to be an important
variable in this therapy. To investigate the functional effects of early LT after SCI, injured rats
initiated the LT 7 days after injury and were evaluated early and late.
Methods: Wistar rats were randomly divided into groups: control, SCI (rats with spinal cord
contusion), and SCI group exposed to LT starting 7 days after the injury (SCI-T7). LT was
performed on a treadmill, five days a week, 20 minutes per day, for ten weeks. 6h after the first
day of training, some rats were submitted to euthanasia and the neuronal survival, the neurons
mitochondrial mass and the presence of macrophages in the spinal cord injury region were
evaluated. The other animals were kept performing LT and the Basso, Breattie and Bresnahan
(BBB) scale was used to evaluate the motor function. At the end of the training protocol,
animals were submitted to euthanasia and morphological analysis of the spinal cords was
performed. Results: SCI-T7 showed a significant neuronal reduction, while had an increase in
the number of neurons in apoptosis and in the number of microglia/macrophages in the spinal
cord. After the LT protocol, SCI-T7 had a higher lesion volume and a worse locomotor
performance. These results demonstrate a critical LT starting time after the injury, contributing

to a greater understanding of the effects of LT on rehabilitation after spinal cord injury.

Keywords: spinal cord injury (SCI); early therapy; treadmill training, therapeutic window,

locomotor impairment, neuronal death.
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INTRODUCTION

Spinal cord injury (SCI) is a devastating disorder resulting in incapacitating impairments.
The disconnection between axons and neuronal cells leads to functional deficits, such as the
loss of voluntary movements and decreased sensibility (Hagen et al, 2012; Norton, 2010). The
primary injury is characterized by immediate cell death, hemorrhage, membrane disruption and
local circulation impairment (Fawcett, Asher, 1999; Hausmann, 2003; Yune et al, 2003). In a
second moment, a variety of pathologic events are triggered: glial activation (Hausmann, 2003),
leukocyte infiltration (Fleming et al, 2006; Hausmann, 2003; Popovich et al, 1997, Sroga et al,
2003), necrosis (Ducker et al., 1971), free radical formation (Anderson et al., 1985; Braughler
and Hall, 1989), glutamate-mediated excitotoxicity (Dorsett et al., 2016), edema (Ge et al.,
2013), apoptosis (Liu et al., 2015; Nicola et al, 2018) and formation of cystic cavities
(Bresnahan et al, 1991). Consequently, prolonged cell death occurs and a large number of
neurons are lost (Lee, Thumbikat, 2015; Nicola et al, 2018; Rowland et al., 2008; Sadowsky et
al., 2002).

Non-pharmacological therapies such as locomotor training (LT) are used in order to
activate spinal cord plasticity contributing to the locomotor function recovery after SCI even
after severe lesions (Battistuzzo et al, 2012; Chen et al, 2006; Edgerton et al, 2004; Goldshmit
et al, 2008; Maegele et al, 2002; Rossignol et al, 2004; Wirz et al, 2001). However, although
studies show positive effects, some data using SCI in rats have shown that LT intervention may
have limited functional benefits (Battistuzzo et al, 2016; De Leon et al, 2006; Fouad et al, 2000;
Lee et al, 2010; Timoszyk et al, 2005) or even negative effects on injury recovery (De Leon et
al, 2006; Lee et al, 2010; Marques et al, 2018; Timoszyk et al, 2005), depending on the different
LT starting periods seem to be related to such detrimental results (Marques et al, 2018). Thus,
early LT starting time in a critical period after SCI could lead to the functional worsening.

The clinical relevance of LT on SCI treatment and its controversial results highlight the
importance of understanding the functional effects of early treadmill training and by which
pathways these effects act following injury. In order to understand the early effects of LT, the
present study aims to evaluate the locomotor function, the neuronal survival, the neurons
mitochondrial mass and the presence of macrophages in the spinal cord injury region 6 hours

after early LT following SCI.
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The working hypothesis is that the early treadmill training after the SCI would facilitate
neuronal death, tissue loss and cause functional recovery impairment, and that is related to the

immune cells presence in the spinal cord tissue after the injury.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Experimental design

Adult male Wistar rats (8 weeks old, 285-305g) were used. They had free access to food
and water and were maintained in a controlled temperature (22+2° C) room with 12h light/dark
cycle. All procedures were in accordance with current international laws and policies (NIH
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH Publication n® 85-23, 1985, revised
1996) and with the Arouca Brazilian Law for animal care and ethical use of animals. The study
was approved by UFRGS Ethics Committee (28088). All efforts were made in order to reduce
the number of animals and to minimize animal suffering. The Figure 1 shows the experimental
design.

Animals were randomly divided into three groups: control (constituted by naive
animals, rats not exposed to any surgical procedure or treatment, n=11; and sham rats, surgical
control animals submitted to laminectomy surgery without spinal cord injury, n=9), spinal cord
injury group (animals that underwent laminectomy and spinal cord injury, n=23) and spinal
cord injury group receiving locomotor training (SCI-T7, n = 19). A total of 62 animals were

used.

Animals

Surgical procedures

Rats were intraperitoneally anesthetized with ketamine (80 mg/kg) and xylazine (10
mg/kg). After a 2.5cm incision in the animal’s back, the spinous process and vertebral lamina
were removed and the medulla region at T10 spinal level was exposed (Noble and Wrathall,
1985). The New York University (NYU) Impactor System was used to make an incomplete

spinal cord injury (Nicola et al, 2016). A moderate injury was made with the device rod (109)

48



dropped from a distance of 25 mm onto the intact exposed dura mater (Beattie and Bresnahan,
1995). Regular bladder emptying and antibiotic treatment (Trimethoprim, 0.85 mg/kg) were
included in the postoperative care (Wu et al, 2016).

Locomotor training (LT)

For adaptation to the locomotor training, one week before the surgery all rats ran on the
treadmill at 20m/min, for five minutes. According to the experimental group, after the surgery,
the rats were placed in the treadmill for five sessions a week, during 20 minutes/day, with a
total training period of ten weeks. The initial speed was 6m/min, and gradually it was increased

to 11.5m/min over the course of training (Fouad et al, 2000).

Locomotor assessment

Two days before the injury all animals were submitted to locomotor evaluation using
Basso, Breattie and Bresnahan locomotor scale (BBB scale; Basso, Beattie and Bresnahan,
1995). Following injury, rats were submitted to the same evaluation at the second post-operative
day and weekly throughout the experiments. The evaluation was assessed with the rats kept
individually in a circular open field (100 cm diameter) and allowed to move freely for 5 minutes.
Locomotor activity assessment was run by an investigator blind to the animals’ group

allocation.

Flow cytometry analysis

Flow cytometry was run six hours after the first day of treadmill training in order to
evaluate the number of neurons, caspase-3, and microglia in spinal cord tissue. For the analysis,
some animals from each experimental group were euthanized by decapitation (Control n=8;
SCI n=10; SCI-T7 n=8) and the spinal cord was obtained. Spinal cords were dissociated with
Tripsin/PBS (0.006 g/mL) (Sigma-Aldrich — T2600000), and the cells were permeabilized with
0.1% PBS Triton X-100 (Tx) for 10min at room temperature and blocked for 15 min with 3%
normal goat serum (Sigma-Aldrich — G9023), at a final concentration of 1:100, at room
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temperature for 2h. The cells were incubated for 1h with primary antibodies, against neuron
NeuN (Mouse, Sigma Aldrich - M4403) and macrophage/microglia (Mouse, Millipore -
CBL1512). For assessing neuronal apoptosis, the cells were double labeled with NeuN (Mouse,
Sigma Aldrich - M4403) and cleaved caspase 3 (Rabbit, Cell Signalling - #9661). The final
concentration was 1:100. After, the cells were washed twice with PBS and incubated for 1hour
with IgG antibody Alexa-fluor 488 anti-mouse and 1gG antibody 633 anti-rabbit in a
concentration of 1:200. Negative controls were included for set up the machine voltages and to
determine the negative region of the dot plot. The emission of fluorochrome was recorded
through a specific band-pass fluorescence filter: green (FL-1; 488 nm long pass). Fluorescence
emission was collected using logarithmic amplification. Data from 10,000 events (intact cells)
were acquired, and the number of cells was determined after exclusion of debris events from
the dataset. The number of cells in each quadrant was computed, and cells stained separately
were expressed as the percentage of positive immune labeled cells (Heimfarth et al, 2013). All
flow cytometric acquisitions and analyses were performed using FACSCalibur (Becton
Dickinson, Franklin Lakes NJ, USA) and Flow Jo Software v10.1 (Weis et al, 2012). An

investigator blinded to groups evaluated all analysis.

Histological and morphometric analysis

At the end of the locomotor training, rats were deeply anesthetized with sodium
thiopental (50mg/kg, i.p.; Cristalia, Brazil) and injected with 1000 IU heparin (Cristalia,
Brazil). Rats were euthanized (Control n=12; SCI n=13; SCI-T7 n=11) by transcardiac
perfusion with saline solution, followed by 4% paraformaldehyde (Reagen, Brazil) diluted in
0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). Spinal cords (segments between T8 and T10 levels) were
dissected for histological and morphometrical analysis and post-fixed in 4% paraformaldehyde
in 0.1M phosphate buffer. The segments were cryoprotected by immersion in 30% sucrose
(Synth, Brazil) in phosphate buffer at 4°C and frozen in isopentane (Merck, Germany) cooled
in liquid nitrogen. After, transversal sections (20 um) were cut using a cryostat (CM1850, Leica,
Germany) and stained with hematoxylin and eosin (Sigma-Aldrich. St Louis. MO. USA)
(Zaccagnini et al, 2007). Images were captured and digitalized (initially 20x and amplified

100% for analysis). The lesion area and the area of intact tissue were measured by an
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investigator blinded to the animals™ group allocation using Image Pro Plus Software and
multiplied by the distance between sections (100um) to obtain the volume of the lesion and the
intact tissue volumes. The lesion volume was calculated by the equation: [(lesion volume x 100)

/ intact volume].

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics 21. Data normality were
confirmed, and parametric statistical tests were used. For detecting LT effects over time in the
behavioral evaluation, statistical analysis was performed using repeated-measures analysis of
variance (ANOVA). Differences among groups were determined using One-way Analysis of
Variance (ANOVA) followed by Duncan’s post hoc test, except for analysis of the lesion
volume, that the Student’s T-test was used. Correlation coefficients (r) were calculated by
Pearson’s correlation. Results are expressed as mean * standard error of the mean (SEM) and

the statistical significance was established with p < 0.05.

RESULTS

Functional response

The functional evaluation using BBB Locomotor rating scale is presented in Figure 2.
The evaluation started two days before the injury and then, two days and weekly after injury,
until the 11" week. All rats showed normal motor function in BBB scale before SCI. Two days
after the injury, all lesion animals presented no hindlimbs movements, being different from
controls [F(2,62)=4214,56, P<0.01]. This difference between injured animals and the control
group remained throughout the experiment. The SCI animals, without treadmill training, as
expected, demonstrated a spontaneous recovery until the fifth week after lesion, reaching a
plateau of recovery as from the fifth week. From the third week, all animals that started training
7 days after injury presented functional impairment, when compared with SCI group
[F(2,36)=206.53, P<0.01].
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Spinal cord cell quantification by flow cytometry

Seven days after the SCI and six hours after the first LT day, flow cytometry was run
(Figure 3). There was a significant reduction in the number of neurons in the spinal cord of
injured animals compared to the control group [F(2,22)=22.75, P<0.01]. While the SCI group
reduced the proportion of neurons, SCI-T7 rats showed lower proportion of neurons in the
spinal cord compared to the control group and the SCI group. The neuronal apoptosis measured
by flow cytometry showed that the SCI animals had no difference in comparison with the
control group seven days after the injury; however SCI-T7 rats presented a high proportion of
neuronal cells in apoptosis [F(2,22)=8.63, P<0.01]. Measurements of microglia/macrophages
by CD11b in the spinal cord revealed a higher percentage of these cells in the SCI and the SCI-
T7 groups compared to the control group [F(2,22)=5.74, P<0.01].

Correlation between neuronal loss, neuronal apoptosis and presence of

macrophage/microglia

Pearson’s correlation was run in order to verify the possible association between
neuronal apoptosis and the presence of macrophage/microglia in the spinal cord injury region
(Figure 4). The neuronal apoptosis was correlated positively with the macrophage/microglia
presence (r = 0.661, P<0.01), i.e., the increase in the neuronal apoptosis is associated with the

increase in macrophage/microglia proportion in the injured region.

Lesion volume

Histology analysis was performed to measure the lesion volume in the spinal cord of all
experimental groups (Figure 5). As expected, the SCI animals presented an injury in the spinal
cord (8.80 £ 3.21). Rats treated with LT seven days after injury (SCI-T7 group) presented higher
lesion extension (32.12 + 1.70) when compared to injured animals without treadmill training
(te) = 6.75; p < 0.01).

DISCUSSION
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The present study showed that the early locomotor training worsened the functional
recovery following the SCI. Seven days after the early start treadmill training in the injured
animals, the neuronal loss was increased in the spinal cord. It could be related with the highest
lesion volume in the spinal cord, neuronal apoptosis as well as the macrophage/microglia
increment in the spinal cord of trained animals. These findings indicate that the first days after
injury constitute a critical period for the recovery process and the locomotor training stimuli
could worsen the function.

Clinical (Steeves et al, 2011) and experimental studies (Gensel et al, 2006; Hilton et al,
2013) demonstrated spontaneous recovery after an incomplete lesion to the spinal cord.
Therapeutic stimuli could interfere in the spontaneous recovery resulting in different functional
responses after injury. Repetitive task practice, such as treadmill training may facilitate
locomotor recovery (Battistuzzo et al, 2012; Behrman et al, 2017; Cha et al, 2007; Edgerton et
al, 2004; Rossignol et al, 2004) and some studies have reported beneficial effects of LT
following SCI (Boyce et al, 2007; Brazg et al, 2017; Goldshmit et al, 2008; Morrison et al,
2017; Moshonkina et al, 2004). However, treadmill training seems to present a critical starting
time phase after injury (Marques et al, 2018). Here it was shown novel evidence that early LT
worsened hindlimb ability in SCI animals compared to injured rats with no training. As
suggested for pathologies such as stroke, possibly intensive treatments in the early phases may
exacerbate injury (Risedal, Zeng, Johansson, 1999). These findings confirm previous reports
showing that early therapeutic protocol of LT could negatively interfere in the locomotor
recovery (Battistuzzo et al, 2016; Erschbamer et al, 2006; Fouad et al, 2000; Kubasak et al,
2008; Lee et al, 2010; Marques et al, 2018; Nothias et al, 2005; Nicola et al, 2016; Smith et al,
2009; Ung et al, 2010).

This critical period after SCI is characterized by a cascade of events leading to cell death
(Collazos-Castro et al, 2005; Gensel et al, 2006; Grumbles and Thomas, 2017), especially in
the first hours and days after injury (Beattie et al, 2000; Grossman et al, 2001; Nicola et al,
2017). Flow cytometry analysis showed that early intervention using LT increased the neuronal
loss in the spinal cord of injured animals six hours after the start of the training. Similar result
was observed in a previous study comparingthe effects of early and late LT and assessing the
number of motoneurons in the injured spinal cord (Marques et al, 2018). Late training also

contributes to preservation of cells in the spinal cord (Marques et al, 2018; Wu et al, 2016)

53



probably due to the contribution of the normalization of motoneurons properties after injury
(Cote et al, 2003). Early training seems to act in the opposite way, increasing the neuronal loss
and, consequently, worsening the locomotor ability (Marques et al, 2018; Nicola et al, 2017).

One of the main mechanisms of cell death after SCI is apoptosis (Beattie et al, 2000;
Grossman et al, 2001; Nicola et al, 2017; Rios et al, 2015). This pathway is activated mainly
by the cleavage of caspase 3 molecule (Elmore, 2007; Qiu et al, 2001). SCI animals treated
with treadmill training increased the number of apoptotic neurons measured by flow cytometry,
while injured rats with no LT had similar results compared to the control group. It is expected
that around 7 days after injury, a normalization in cleaved caspase 3 levels occurs. Early
treadmill could stimulate a new response triggering apoptosis. Moreover, the number of
apoptotic neurons showed a negative correlation with the number of neurons in the injured
spinal cord, indicating that the neuronal loss is influenced by the increase in neuronal apoptosis.

Cell death occuring due to the secondary spinal cord damage is directly related to the
immune response mediated by the recruitment of microglia and macrophages to the site of
injury (David and Kroner, 2011; Fathali et al, 2013). This intense immune response triggers the
phagocytosis and the release of cytokines (Ahuja, Martin, Fehlings, 2016; Ankeny, Popovich,
2009; Rowland et al, 2008; Sdmano, Nistri, 2017; Ufuk et al, 2005; Ward et al, 2014). Flow
cytometry showed an increase in macrophages/microglia number in the spinal cord seven days
after injury. It is expected that in this period a peak of inflammatory cells entry from the
peripheral system to the CNS (Beattie et al, 2000; Casella et al, 2006; Grossman et al, 2001),
however the early starting time of LT may have contributed to the increase in
macrophages/microglia response and, in consequence, contributed to cell death. Also, the
number of macrophages/microglia in the spinal cord lesion showed a positive correlation with
the number of apoptotic neurons and a negative correlation with the number of neurons,
suggesting that the increase in the immune response mediated by these cells interferes in the
apoptosis and neuronal loss.

The high concentration of macrophages/microglia in the spinal cord within (and near)
the lesion site may contribute to the tissue damage (Carlson et al, 1998). The combination of
this critical period after SCI with the exercise, a pro-inflammatory stimulus, can increase the
tissue damage process and prevent the tissue recovery (Risedal, Zeng, Johansson, 1999), mainly
when the treatment is intensive (Risedal, Zeng, Johansson, 1999). The increase in the lesion

volume in the spinal cord was evidenced 11 weeks after the beginning of the early LT compared
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to the injured animals with no training. This increase in the lesion was expected, since the loss
of specialized cells is associated with tissue damage (Casella et al, 2006; Sakai et al, 2012;
Taghipour et al, 2012) and the functional deficits are proportional to the lesion severity (Basso,
Beattie, Bresnahan, 1996) as evidenced in this study.

In conclusion, early treadmill training worsened the recovery after experimental spinal
cord contusion. Additionally, the neuronal loss, the increased apoptosis and the presence of
macrophages/microglia was observed in the spinal cord six hours after early treadmill.
Furthermore, the late evaluation of injury evidenced an increase in the lesion volume. The
present study provides evidence that early locomotor training has a critical starting time phase
after the injury, improving cell loss and tissue damage in which must be avoided. Many other

processes involved in locomotor training response should be explored infurther studies.
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Figure 2. BBB locomotion scale scores. * Difference compared to the control group. #

Difference between the SCI and SCI-T7 groups. Data expressed as mean.
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Figure 3. Spinal cord cell quantification by flow cytometry six hours after the the LT (seven
days after SCI). A. Quantification of the number of neurons in the spinal cord injury region. B.
Quantification of the number of neurons in apoptosis in the spinal cord injury region. C.
Quantification of the number of microglia/macrophages in the spinal cord injury region.*
Difference from control group. # Difference from SCI group. Data expressed as mean + SE.
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Figure 4. Significant positive correlation between NeuN and CD11b quantification (p < 0.01).
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Figure 5. Spinal cord histological evaluation. A. Representative photomicrographs of control,
SCI (injured animals) and SCI-T7 (injured trained animals) groups. B. Quantification of injury

volume in all injured groups. # Difference between SCI. Data expressed as mean + SE.
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5. DISCUSSAO GERAL

Os resultados apresentados nesta tese confirmam as hipoteses do trabalho em que o TLE
tardio promoveu melhora funcional enquanto o treino precoce produziu efeitos negativos sobre
a recuperacdo funcional de ratos submetidos ao modelo experimental de lesdo medular por
contusdo. O estimulo locomotor, quando iniciado em periodos mais tardios, contribuiu para a
menor perda de motoneurdnios no corno ventral da ME, redugéo da atrofia muscular e maior
expressdo de BDNF no musculo tibial anterior, porém néo interferiu no volume de lesdo na
ME. Em contrapartida, o TLE precoce aumentou o volume de lesdo na ME e, 6 horas ap6s o
primeiro dia de treino, reduziu o numero de neurdnios, assim como aumentou a morte de
neurdnios por apoptose na ME. Estes achados indicam que existe um periodo ideal para iniciar
0 TLE apds a LME, a fim de promover melhor recuperacédo funcional.

5.1. Recuperagéo funcional

Neste trabalho, o inicio do TLE em diferentes momentos ap6s a LME proporcionou
respostas funcionais variadas nos animais. Ainda, como esperado neste modelo experimental,
0s animais com lesdo que ndo receberam estimulo terapéutico também apresentaram
recuperacdo funcional (Basso, Beattie, Bresnahan, 1995). Esta recuperacdo espontanea €
observada ndo apenas em modelos experimentais de LME (Gensel et al, 2006; Hilton et al,
2013), mas também em estudos clinicos que demonstraram que grande parte dos individuos que
tiveram perda sensoriomotora ap6s uma lesdo medular incompleta possuem uma recuperagdo
parcial (Fawcett et al, 2007; Steeves et al, 2011). Sugere-se que esta recuperagcdo ocorra no
nivel motor da lesdo na ME, evoluindo para um ou até dois niveis caudais a lesdo (Steeves et
al, 2011). A melhora esponténea ocorre principalmente quando existe alguma funcgéo
neurologica preservada abaixo do nivel da lesdo, porem também pode ser observada em
individuos com diagndstico clinico de lesdo medular completa (Fawcett et al, 2007), assim
como modelos experimentais com animais submetidos & lesdo total por transec¢do da ME
(Tillakaratne et al, 2010).
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Estudos experimentais demonstraram que em ratos a recuperacdo espontanea esta
relacionada a vérias formas de neuroplasticidade envolvendo o GPC, vias descendentes
integras, aferéncias sensoriais e plasticidade das vias espinais comprometidas, podendo este
processo ser chamado de aprendizagem espinal (de Leon et al., 2001; Edgerton et al, 2004;
Raineteau, Schwab, 2001; Wolpaw, Tennissen, 2001). Um importante mecanismo para esta
recuperacdo € o remodelamento da estrutura e trajeto das fibras do tracto corticoespinal,
permitindo um contato com neur6nios proprioespinais ao desviarem da lesdo (Pierrot-
Deseilligny, 2002; Rosenzweig et al, 2010). As fibras preservadas do tracto reticuloespinal
também contribuem pelo processo de brotamento e aumento de densidade, aumentando o
acesso indireto aos comandos reticuloespinais (Ballermann, Fouad, 2006; Zorner et al, 2014).
As evidéncias destas melhoras funcionais, mesmo sem estimulos externos como exercicio fisico
ou tratamentos farmacologicos, demonstra o potencial de plasticidade da circuitaria da ME
(Gulino et al, 2007).

A pratica de tarefas repetitivas como o TLE apds a lesdo medular tem sido utilizada com
0 objetivo de reabilitar a funcdo locomotora (Battistuzzo et al, 2012; Behrman et al, 2017; Cha
et al, 2007; Edgerton et al, 2004; Rossignol et al, 2004). Os efeitos benéficos do TLE apds a
LME séo relatados tanto em estudos clinicos quanto em experimentais com animais (Boyce et
al, 2007; Brazg et al, 2017; Goldshmit et al, 2008; llha et al, 2011; Morrison et al, 2018;
Moshonkina et al, 2004). Uma justificativa para 0 uso do TLE em individuos com LME é
fornecer aferéncias sensoriais pela pratica motora, estimulando o GPC (Pearson, Rossignol,
1991). Em consequéncia, os efeitos benéficos reportados estdo relacionados ao aumento da
contracdo muscular, melhor coordenacdo motora e melhor habilidade de deambulacdo nestes
individuos (Hicks et al, 2005; Wirz, Colombo, Dietz, 2001), principalmente quando a lesdo
medular € incompleta (Harkema, 2001; VVan de Crommert, Mulder e Duysens, 1998).

Estes estimulos terapéuticos sdo propostos a fim de contribuir e facilitar a recuperacéo
funcional ap6s uma LME. Estudos observacionais e retrospectivos demonstraram que quanto
maior o tempo decorrido apés uma LME e o inicio da reabilitacdo, menor o desempenho
funcional e a qualidade de vida dos individuos (DeJong et al, 2013; Scivoletto et al 2005;
Sumida et al, 2001; Teeter et al, 2012; Whiteneck et al, 2012). Por isso atualmente sugere-se
que a reabilitacdo seja iniciada em um periodo precoce ap6s a LME. No entanto ndo existem

estudos clinicos que avaliem diretamente o efeito do tempo na eficacia da reabilitagdo (Burns
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et al, 2017), sendo ela com o TLE ou outras formas de reabilitacio motora. Soma-se ainda a
dificuldade em pesquisas envolvendo seres humanos em diferenciar quais efeitos séo
decorrentes da reabilitacdo e quais estdo relacionados a recuperacdo natural da funcdo motora
(Burns et al, 2017; Sumida et al, 2001).

No presente estudo foi observado que animais submetidos ao TLE néo iniciado
precocemente proporcionou uma maior recuperacdo motora. Estes beneficios também foram
demonstrados em outros estudos experimentais de LME com modelos com ratos evidenciando
maior qualidade na locomocéo avaliada pela escala BBB (Liu et al, 2008; Jung et al, 2016; Oh
et al, 2009; Shin et al, 2014; Stevens et al, 2006) e maior habilidade motora dos membros
posteriores no teste da Escada Horizontal (Jung et al, 2014). No entanto, alguns trabalhos
reportaram que o TLE pode n&o influenciar na recuperacdo funcional (Battistuzzo et al, 2016;
Fouad et al, 2000; Li et al, 2013; Nicola et al, 2016) ou pode ter efeitos negativos, prejudicando
a marcha (Lee et al, 2010; Kubasak et al, 2008). Um fator que parece ter influenciado para esta
discrepancia de resultados é o periodo de inicio do TLE. Os resultados observados na literatura
prévia, bem como os resultados desta tese, indicam que o estimulo locomotor iniciado em uma
fase subaguda parece contribuir para uma maior recuperacdo funcional, enquanto o inicio em

um periodo mais precoce pode diminuir a recuperacédo (Battistuzzo et al, 2012).

Os piores resultados na performance quando o estimulo motor é precoce em relacdo ao
inicio mais tardio também foram observados em estudos com outras patologias envolvendo o
SNC. No estudo clinico realizado por Sundseth et al (2012) com individuos ap6s acidente
vascular encefélico, foram observados piores resultados funcionais naqueles que receberam o
estimulo antes de 24 horas pds-lesdo quando comparados a aqueles com inicio entre 24 e 48
horas. Estudos experimentais com outros modelos animais, como modelos de leses encefalicas
por trauma, também demonstraram que o treino locomotor voluntério iniciado em um periodo
precoce de até 7 dias p6s-lesdo piorou a fungdo cognitiva aumentando os déficits neurolégicos
em comparagao aos animais que iniciaram a terapia em periodos mais tardios ou ainda em
comparacdo a aqueles que ndo receberam o estimulo (Chen et al, 2013b; Crane et al, 2012;
Griesbach et al, 2004; Piao et al, 2013). Estes efeitos adversos dos estimulos iniciados em
diferentes periodos apos lesbes do SNC ressaltam a necessidade de uma maior compreensédo

sobre estes diferentes efeitos a fim de reduzir o risco de piora da condigéo patoldgica.
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5.1.1 Intensidade do treino locomotor e recuperacéo funcional

O periodo de inicio do TLE ap6s a LME pode ndo ter sido a Unica varidvel que
influenciou os diferentes resultados deste estudo. A intensidade do exercicio realizado pode ter
contribuido para os beneficios e prejuizos observados na recuperagéo funcional, considerando-
se que a intensidade do exercicio locomotor em esteira esta relacionada a quantidade de trabalho
por unidade de tempo e ndo a duracdo ou frequéncia das sessdes do treinamento (George et al,
2011).

O exercicio fisico produz muitas adaptacdes fisioldgicas no organismo que permitem a
ele realizar as atividades com maior eficacia (George et al, 2011, Gray et al 1990). No entanto,
0 estresse fisico como o treino locomotor em esteira com intensidade moderada e alta pode
também levar a adaptacdes prejudiciais ao organismo, conforme observado em estudos
experimentais com ratos saudaveis (Kiecolt-Glaser et al, 1991; Moraska et al, 2000; Plotnikoff
etal, 1991).

O tipo de estimulo terapéutico e, no caso do treino locomotor em esteira, a velocidade a
qual os animais serdo submetidos sdo fatores relevantes considerando-se a dificuldade de
locomocdo apo6s a LME, que ocorre principalmente nos primeiros dias pés-lesdo. A velocidade
da esteira deve ser adaptada as condi¢des dos animais. Em geral, estudos com modelos de LME
em ratos utilizam uma velocidade média da esteira de 6m/min (Battistuzzo et al, 2017; Fouad
et al, 2000; Wang et al, 2015), assim como realizado neste estudo. Mesmo com a adaptacédo da
velocidade a fase aguda e inicio da fase subaguda é um periodo critico ap6s a LME e a
associacao deste periodo com o estresse gerado pelo exercicio fisico precoce pode gerar
prejuizos (Battistuzzo et al, 2012) diante de diferentes intensidades de exercicio.

S&o limitadas as informacdes na literatura atual a cerca dos efeitos de diferentes
intensidades de TLE em modelos experimentais de lesdo medular em ratos, no entanto estudos
com modelos de lesbes encefalicas demonstraram que a intensidade do exercicio fisico € uma
variavel importante na recuperacdo da fungdo cognitiva, principalmente quando a exposicéo
ocorre nos primeiros dias pos-leséo (Griesbach et al, 2004; Hicks et al, 1998; Shen et al, 2013).
Enquanto o exercicio de baixa intensidade em esteira demonstrou em um modelo de lesdo
encefalica por trauma uma melhora na performance cognitiva, 0 mesmo estimulo com grande

intensidade nédo reduziu os déficits cognitivos (Shen et al, 2013). Estes resultados sugerem que

67



a intensidade do exercicio em um periodo critico pds-lesdo encefélica ndo é benéfico para a
recuperacdo cognitiva e, possivelmente, esta associacdo possa também promover déficits

neuroldgicos semelhantes na ME ap6s uma lesé@o medular.

5.2. Neuroprote¢do

A combinacéo do estimulo locomotor e o periodo precoce ap6s a LME, no qual existe
uma grande liberacdo de substancias excitatorias e toxicas no tecido lesado, pode ter contribuido
para 0 aumento do processo de lesdo nos animais que iniciaram o treino locomotor
precocemente (Risedal, Zeng, Johansson, 1999). Ainda, o somatorio destes fatores pode ter
contribuido para diminuir o processo de recuperacdo tecidual na medula destes animais
(Carlson et al, 1998; Risedal, Zeng, Johansson, 1999). Em consequéncia, quando avaliados 11
semanas apos a lesdo, os animais que foram submetidos ao TLE precoce, apresentaram um
maior volume de lesdo em relacdo aos animais que ndo fizeram o exercicio. Este aumento na
lesdo tecidual era esperado, visto que os déficits funcionais s@o proporcionais a severidade da
lesdo (Basso, Beattie, Bresnahan, 1995) e estes animais apresentaram um maior déficit

funcional em relacdo aos demais grupos experimentais.

O aumento do volume de leséo e os déficits funcionais normalmente estdo associados a
reducdo de células especializadas na ME (Casella et al, 2006; Sakai et al, 2012; Taghipour et
al, 2012), assim como observado no grupo experimental que iniciou o TLE precocemente. Os
resultados da citometria de fluxo demonstraram que estes animais apresentaram uma reducao
no nimero de neurdnios na ME 6 horas apds o primeiro dia de treino e um aumento do nimero
de células neuronais em processo de morte por apoptose. Ainda, na analise histolégica da regido
cefalica a lesdo foi observada uma menor quantidade de motoneurdnios apds as 11 semanas de
treino locomotor nos animais que realizaram o exercicio precoce. Apesar de grande parte dos
danos neuronais e gliais ocorrerem nas primeiras 24 horas pds-lesdo neste modelo experimental,
a morte celular continua ocorrendo principalmente ao longo dos primeiros dias pds-lesdo
(Casella et al, 2006; Oyinbo, 2011). Provavelmente o somatdrio do periodo critico com o inicio
precoce do TLE contribuiu para uma agudizacdo da lesédo, aumentando a propor¢éo da perda
neuronal neste grupo, observada logo apds o primeiro dia de treino e no final do protocolo de

exercicio.
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Por outro lado, neste estudo os animais que iniciaram o TLE com 14 e 28 dias pds-lesdo
apresentaram uma maior numero de motoneurénios na regido cefalica a lesdo na ME em relacéo
aos que iniciaram precocemente. Estes resultados indicam um papel neuroprotetor do TLE
iniciado em um periodo tardio, possivelmente relacionado a uma combinagdo de efeitos
celulares, moleculares e troficos induzidos pelo exercicio na ME (Foret et al, 2010; Houle e
Cote, 2013; Kao et al, 2009; Ying et al, 2005).

Estudos prévios com modelos animais demonstraram que o exercicio fisico estimula a
producdo e secrecdo de neurotrofinas como o BDNF (Chou et al, 2018; Cote et al, 2011; Himi
etal, 2017; Song et al, 2018). A quantificacdo da expressao de BDNF na ME ap06s o protocolo
de TLE no presente estudo ndo demonstrou diferenca entre 0s grupos experimentais, no entanto
deve-se considerar que esta avaliacdo foi tardia. Possivelmente 10 semanas ap6s o inicio do
treino locomotor j& ndo seja mais possivel observar diferencas na expressdo deste fator
neurotrofico, diferentemente de outros estudos que verificaram que animais submetidos a
modelos experimentais de LME e TLE apresentaram aumento na expressdao de BDNF ao
realizarem o exercicio (Wang, Pearse, 2015). Este fator neurotrofico é expresso por
motoneurénios do SNC e tem sido relacionado a prote¢do e crescimento de axdénios e dendritos
(Carty et al, 2013; Cortes et al, 2013; Cristante et al, 2013). A sua expressao pode ter contribuido
para a neuroprotecdo dos motoneurdnios que em um primeiro momento sobreviveram a leséo
na ME, porém que secundariamente poderiam atrofiar e entrarem em processo de morte (Byers
et al, 2012; Liu et al, 2015). Em consequéncia, estes animais com TLE tardio demonstraram
um maior numero de motoneurdnios em relacdo aos que iniciaram em um periodo precoce,

contribuindo para a melhor habilidade funcional nestes animais (Nicola et al, 2017).

5.3. Resposta imunoldgica

Sabe-se que a morte celular que ocorre na ME devido a lesdo secundaria esta
diretamente relacionada a resposta imunologica mediada pelo recrutamento de microglia e
macrofagos para o local da lesdo (David, Kroner, 2011). Estudos experimentais permitiram
observar que a partir do trauma inicial na ME, astrdcitos, microglias e outras células liberam
moléculas pré-inflamatorias e quimiotaticas que rapidamente atraem para o local de lesdo

neutrofilos provenientes do sangue (Plemel et al, 2014). O processo de chegada de novas células
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de defesa ao local de lesdo continua pela acdo de enzimas liticas e citocinas liberadas pelos
neutrdfilos, assim como pelas moléculas de adesdo expressas pelas células endoteliais (Pineau
et al, 2010; Plemel et al, 2014; Popovich, Wei, Stokes; Stokes, 1997). Com isto, em modelos
animais as primeiras horas e em estudos clinicos os primeiros dias depois da lesdo medular sdo
marcados por uma intensa resposta imunoldgica mediada por células de defesa que promovem
a fagocitose e a liberacdo de citocinas (Ahuja, Martin, Fehlings, 2016; Ankeny and Popovich,
2009; Rowland et al, 2008; Sdmano, Nistri, 2017; Ufuk et al, 2005; Ward et al, 2014).

Em modelos experimentais de LME em ratos foi observado que aproximadamente no
sétimo dia apos a lesdo ocorre o pico de macrdfagos, linfocitos e mondécitos no epicentro da
lesdo. Estas células atuam em conjunto com a microglia residente no tecido local a fim de
executar a fagocitose do tecido lesionado (Dusart, Schwab, 1994; Loane, Byrnes, 2010). A
citometria de fluxo realizada neste estudo confirma a maior proporcdo de células de defesa
presentes na ME dos animais com lesdo medular em relacdo aos animais controle no sétimo dia
pos-lesdo. No entanto, ndo houve diferenca entre os animais com lesdo que iniciaram o treino
precoce em relacéo aos que ndo realizaram o treino quando avaliados 6 horas depois do estimulo
locomotor. Neste periodo € esperado um aumento na entrada de células inflamatdrias do sistema
nervoso periférico para o SNC, independente de ocorrer ou ndo um estimulo terapéutico
(Beattie et al, 2000; Casella et al, 2006; Grossman et al, 2001). Apesar do TLE ndo ter
aumentado a entrada de células de defesa neste periodo, pode ter aumentado a resposta
inflamatoria, contribuindo para a morte celular. Esta suposicdo pode ser reforcada pela
correlacdo positiva entre 0 nimero de microglia/macréfagos na ME e o nimero de neurénios

em apoptose.

A intensa resposta inflamatdria e imunolégica ap6s a LME é observada tanto em estudos
clinicos com humanos quanto em modelos animais (Assinck et al, 2017; Casella et al, 2006;
Kim et al, 2017; Oyinbo, 2011; Petersen, Pederesen, 2005). Estudos experimentais com ratos
permitiram verificar que, apesar do processo de recrutamento de células de defesa para o local
da LME ter objetivos neuroprotetores, este processo pode favorecer a neurotoxicidade pela
grande liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, assim como pela excitotoxicidade
glutamatérgica (Casella et al, 2006; Elmore et al, 2007; Hoffman-Goetz et al, 2008). Estes

fatores contribuem para a morte neuronal e glial, em especial a morte celular programa
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(apoptose) e promove um aumento na leséo (Bethea, 2000; Casella, Bunge e Wood, 2006;
Elmore et al, 2007; Hoffman-Goetz et al, 2008).

Por outro lado, o exercicio fisico aumenta a demanda energética do organismo, podendo
se tornar um estressor nessa fase critica da LME (Shen et al, 2013). Um estresse neste periodo
jacritico pos-lesdo pode contribuir para um aumento na liberacéo de citocinas pro-inflamatérias
e danos as membranas, inclusive das mitocondrias (Shen et al, 2013; (Casella et al, 2006;
Elmore et al, 2007). Estes eventos podem culminar com a morte celular por apoptose pela
ativagdo da via da caspase-3 (Blomgren et al, 2007; Elmore et al, 2007; Zhu et al, 2004) como
observado neste estudo em que 0s animais com LME que iniciaram o TLE precocemente
apresentaram um aumento da quantidade de células neuronais expressando caspase-3 apds o
primeiro dia de treino. Assim, o TLE pode ter ampliado a severidade da lesdo e gerado maiores
danos celulares e comprometimentos funcionais (Griesbach et al, 2007).

Estudos experimentais com ratos demonstraram recentemente que o treinamento em
esteira logo apds a LME pode ser prejudicial as propriedades musculares (Battistuzzo et al,
2017), assim como a piora do volume de lesdo e menor recuperacdo locomotora observada nos

animais que iniciaram precocemente o TLE na presente tese.

5.4. Musculatura esquelética

Aliado aos déficits funcionais e comprometimentos no SNC, mudancas na musculatura
esquelética distal a lesdo, como adaptacGes morfoldgicas e metabdlicas, sdo esperadas em
animais que sdo submetidos a modelos de LME (Gregory et al, 2003; Hutchinson et al, 2001).
A morte de células na ME durante o processo inicial de trauma, assim como na lesdo secundaéria,
levam a interrupcao parcial ou total do envio de informagdes motoras e sensoriais, diminuindo
o controle muscular (Gregory et al, 2003; Hutchinson et al, 2001; Liu et al, 2006; Otis et al,
2004). Estudos clinicos e experimentais demonstraram que a diminui¢cdo do controle da
musculatura ou até mesmo o desuso muscular conduzem a uma reducéo na forca e capacidade
metabolica dos masculos (Gregory et al, 2003; Hutchinson et al, 2001; Jayaraman et al, 2005;
Liu et al, 2006; Otis et al, 2004).
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Neste estudo foi observada reducdo na area média das fibras musculares do musculo
tibial anterior dos animais submetidos ao modelo LME. Esta atrofia ndo apenas € esperada
como também esta diretamente relacionada a severidade da lesdo (Biering-Sorensen et al, 2009;
Voytik et al, 1993). Em paralelo a atrofia muscular, outros estudos clinicos (Qin, Bauman,
Cardozo, 2010) e experimentais com ratos (Hutchinson et al, 2001; Liu et al, 2006)
demonstraram que ocorre perda de forga contratil e mudancas no tipo de fibras musculares,
reduzindo a proporcdo de fibras lentas e aumentando a proporcdo de fibras rapidas. Em
consequéncia as diversas alteracbes musculares observadas ap6s a LME, a pratica de atividades
fisicas fica limitada nos individuos com LME, contribuindo para que limitagdes funcionais
sejam estabelecidas (Edwards et al, 2013; Morse et al, 2008).

O treino locomotor € utilizado como uma forma de reducdo da atrofia muscular,
inclusive em sujeitos com LME (Battistuzzo et al, 2017). Neste estudo observou-se uma
recuperacdo da atrofia no musculo tibial anterior de animais que iniciaram o TLE tardiamente,
demonstrando um efeito benéfico do treino em esteira para acelerar a restauracdo da area média
das fibras musculares (Giangregorio et al, 2005; Gorassini et al, 2009). Esta recuperagéo
favorece a melhoria na funcdo coordenada da marcha e, consequentemente, na fungéo
locomotora (Kubasak et al, 2005). Estudos clinicos demonstraram que individuos com LME
que praticaram o TLE apresentaram aumento na contracdo muscular, velocidade e duracdo do
exercicio, assim como maior coordenacdo dos movimentos e melhora na deambulagdo (Hicks
et al, 2005; Werning et al, 1995; Wirz, Colombo, Dietz, 2001). No entanto, estes ganhos
parecem ser dependentes da severidade da lesdo medular, visto que individuos com paraplegia
por lesdo incompleta apresentaram maiores beneficios que individuos com lesdo completa
(Harkema, 2001; Van de Crommert, Mulder e Duysens, 1998). Possivelmente por este motivo
0s animais com LME que iniciaram o TLE precocemente ndo reverteram a atrofia muscular até
o final do protocolo de treinamento do presente estudo, visto que apresentaram um maior

volume de lesdo e do menor nimero de neurénios na ME.

Estudos experimentais prévios relataram atrofia muscular no musculo séleo em animais
submetidos a modelos de LME (do Espirito Santo et al, 2018; Liu et al, 2010; Zeman et al,
2009), inclusive sendo observada uma atrofia mais evidente nesta musculatura em relagéo ao
masculo tibial anterior (Liu et al, 2010; Zeman et al, 2009). Provavelmente este maior

comprometimento esteja relacionado ao seu papel antigravitacional em ratos (Dupont-
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Versteegden et al, 1998). No entanto a anélise do musculo séleo neste estudo nédo evidenciou
modificagdes decorrentes tanto da LME quanto do TLE quando avaliado 10 semanas depois da
lesio. E possivel que, pela maior atividade neuromuscular observada nos musculos
plantiflexores devido ao papel antigravitacional, o esta musculatura tenha uma recuperacao

espontanea precoce mais rapida do que a musculatura dorsiflexora (Hutchinson et al, 2001).

O treino locomotor é reconhecido como um estimulo que proporciona uma maior
expressdo de fatores neurotréficos na musculatura esquelética (Gomez-Pinilla et al, 2001),
sendo mais perceptivel durante a fase inicial do treinamento do que em periodos tardios (Liu et
al, 2006). O aumento da expressao de BDNF no musculo tibial anterior em animais que
iniciaram o TLE mais tardiamente pode estar relacionado ao efeito benéfico do exercicio por
induzir a potencializacdo dos espasmos dos midcitos, aumentando a contragdo muscular e a
manutencdo da conectividade neuromuscular (Bamber et al, 2001). Além disso, 0 BDNF pode
ser transportado retrogradamente para a ME, podendo influenciar a resposta regenerativa
neuronal ap6s uma lesdo (Martinez et al, 2013; West et al, 2014). Este fator neuroprotetor do
BDNF pode ter contribuido para a manutencdo dos motoneurénios na ME dos animais que

iniciaram o treino em um periodo tardio, induzindo uma melhor funcdo motora.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o treino locomotor em esteira
promove uma recuperacdo funcional dependente do periodo no qual o estimulo foi iniciado

apos uma lesdo medular por contusdo em ratos.

- O treino locomotor precoce promoveu uma pior recuperacdo funcional que pode estar

relacionada a uma maior perda neuronal e a um maior volume de les@o na medula espinal.

- O treino iniciado mais tardiamente gerou uma melhor recuperacdo funcional associada
a uma preservacao de motoneurénios na medula espinal e menor atrofia muscular, assim como

maior expressdo de BDNF, no musculo tibial anterior.
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PERSPECTIVAS

Verificar as vias moleculares de ativacdo do processo apoptotico descadeado pelo treino

locomotor precoce apos a lesdo medular.

. Estudar os efeitos do treino locomotor precoce ao longo do periodo pos-lesdao medular.
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9. Anexo

Carta de aprovacao da Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA-UFRGS).
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