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RESUMO

A leséo medular espinal (LME) altera o funcionamento dos sistemas sensorial, motor e
autondmico, deixando com algum grau de incapacidade a maioria dos acometidos. Sua
fisiopatologia envolve uma cascata de eventos como inflamacgéo, disfuncdo mitocondrial,
estresse oxidativo, ativacdo de vias apoptdticas e consequente morte celular, decorrentes do
impacto inicial, causado por trauma mecéanico. A maioria das LME sdo incompletas, com
alguma preservacdo medular. Estratégias terapéuticas tém se concentrado na possibilidade de
plasticidade do tecido neural residual da medula espinal (ME) lesada, visando ndo somente a
compensacdo da funcdo corporal alterada, mas também potencializar a recuperagdo do
individuo acometido. O treino locomotor em esteira (TLE) é uma importante estratégia de
reabilitacéo fisica que parece melhorar a fungcdo motora ap6s a ocorréncia da LME. Todavia,
estudos com modelos experimentais de LME trazem resultados controversos quanto a
promocao de beneficios ou prejuizos aos animais expostos ao TLE. E de comum acordo na
literatura existente que os resultados da intervencdo através do TLE sdo diretamente
influenciados pelo protocolo de treino utilizado, incluindo tempo para inicio apds a LME, além
da intensidade em que o exercicio é realizado. Essas sdo variaveis importantes e ainda pouco
estudadas. Exercicios com menor intensidade parecem estar relacionados a efeitos
neuroprotetores, enquanto aqueles realizados em maior intensidade tém demonstrado efeitos
negativos para o0 SNC, provavelmente devido & resposta ao estresse induzido. Assim, esse
trabalho teve por objetivo investigar os efeitos do TLE realizado com diferentes intensidades e
iniciado precocemente apds a LME por contusdo em ratos Wistar machos. Foram realizados
dois experimentos, ambos com protocolo de TLE de 20 minutos por dia, realizado em
intensidade leve ou moderada e iniciado 7 dias ap6s a LME. Em um dos experimentos, 0s
animais foram expostos a intervencdo somente por 5 dias e, no outro, 5 dias por semana, durante
4 semanas. Verificou-se que 0s animais treinados em maior intensidade durante 4 semanas
demonstraram pior locomocéo do que os treinados em menor intensidade e ainda, aqueles
treinados em menor intensidade durante 5 dias, tiveram melhora da fungdo mitocondrial da ME.
No entanto, esses resultados ainda sdo controversos, a medida que a pior recuperacdo motora
dos animais treinados por 4 semanas em maior intensidade nao se relacionou com maior lesao
na estrutura da ME e a melhor funcdo mitocondrial para os animais treinados por 5 dias em
menor intensidade ndo foi associada a uma recuperacdo locomotora efetiva. E importante
salientar que tdo necessario quanto compreender possiveis efeitos benéficos de um tratamento,
é preciso também ter a devida atencdo quando efeitos negativos sdo encontrados, a fim de
promover sempre a melhor forma de intervencéo, proporcionando beneficios com o0 menor risco
de prejuizos aos tratados. Novos estudos sdo necessarios para elucidar as variaveis importantes
para definir protocolos efetivos de TLE como intervencéo terapéutica apos a LME.

Palavras-chave: traumatismos da medula espinal; treinamento fisico; reabilitagdo; reabilitacdo
neuroldgica



ABSTRACT

Spinal cord injury (SCI) alters the function of the sensory, motor and autonomic
systems, leaving most of those affected disabled. Its pathophysiology involves a cascade of
events such as inflammation, mitochondrial dysfunction, oxidative stress, activation of
apoptotic pathways and consequent cell death, resulting from the initial impact caused by
mechanical trauma. Most SCls are incomplete, with some spinal cord preservation. Therapeutic
strategies have focused on the possibility of plasticity of the residual neural tissue of the injured
spinal cord (SC), aiming not only to compensate for the altered body function, but also to
enhance the recovery of the affected individual. Treadmill training (TT) is an important physical
rehabilitation strategy that seems to improve motor function after the occurrence of SCI.
However, studies with experimental models of SCI bring controversial results regarding the
promotion of benefits or harm to animals exposed to TT. It is in common agreement in the
existing literature that the results of the intervention through the TT are directly influenced by
the training protocol used, including time to start after the SCI, in addition to the intensity at
which the exercise is performed. These are important variables and still little studied. Lower
intensity exercises seem to be related to neuroprotective effects, while those performed at higher
intensity have shown negative effects on the central nervous system (CNS), probably due to the
response to induced stress. Therefore, this study aimed to investigate the effects of TLE
performed at different intensities, starting early after SCI due to contusion in rats. Two
experiments were carried out, both with a TT protocol of 20 minutes per day, performed at mild
or moderate intensity and started 7 days after the SCI. In one of the experiments, the animals
were exposed to the intervention only for 5 days and, in the other, 5 days a week, for 4 weeks.
It was found that animals trained at a higher intensity for 4 weeks showed worse locomotion
than those trained at a lower intensity, and even those trained at a lower intensity for 5 days
seem to have improved the mitochondrial function of spinal cord (SC). However, these results
are still controversial, as the worse motor recovery of animals trained for 4 weeks at higher
intensity was not related to greater damage to the SC structure and better mitochondrial function
for animals trained for 5 days at lower intensity was not associated with effective locomotor
recovery. It is important to point out that as necessary as it is to understand possible beneficial
effects of a treatment, it is also necessary to pay due attention when negative effects are found,
in order to always promote the best form of intervention, providing benefits, without risk of
harm to those treated. It is suggested that new studies be carried out, which may elucidate the
important variables to define effective TT protocols as a therapeutic intervention after SCI.

Keywords: spinal cord injury; exercise; rehabilitation; neurological rehabilitation
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1 Introdugéo

A medula espinal € o principal canal de comunicacgéo entre encéfalo e o corpo, pelo qual
passam informagfes sensoriais e motoras através dos tratos espinais longitudinais
(componentes da substancia branca), localizados ao redor de corpos neuronais espinais
(componentes da substancia cinzenta) (KIRSHBLUM et al., 2011). A Figura 1A apresenta uma
visdo posterior e longitudinal dessa estrutura, que é circundada e protegida pela coluna vertebral
(BEAR; CONNORS; PARADISO, 2017). A Figura 1B apresenta uma visdo transversa da
medula espinal, envolta pelas meninges pia-mater, aracnoide e dura-mater, em que € possivel
visualizar a substancia branca, composta pelas colunas de fibras axonais: lateral, ventral e
dorsal, bem como, a substancia cinzenta, composta pelos corpos neuronais nos cornos lateral,
ventral e dorsal (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2017).
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Figura 1 — RepresentacOes anatdmicas macroscopicas da medula espinal em visdo longitudinal (A) e transversal
(B) (Adaptado de BEAR; CONNORS; PARADISO, 2017).

A lesdo na estrutura da medula espinal, comumente denominada como leséo medular
espinal (LME) afeta a conducdo de sinais sensoriais, motores e autonémicos, repercutindo
diretamente na funcionalidade desses sistemas. De acordo com a American Spinal Injury
Association (ASIA), quando esta lesdo acontece nos elementos neurais da medula espinal a nivel
cervical ou toracico alto, hd comprometimento na fungdo dos membros superiores e inferiores,

do tronco e drgdos pélvicos, sendo essa condi¢do definida como tetraplegia. Quando o dano
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neuroldgico se da ao nivel dos segmentos toracico baixo, lombar e sacral da medula espinal, o
comprometimento funcional pode ocorrer na regido do tronco, érgdos pélvicos e membros
inferiores de acordo com o local precisamente afetado, sendo paraplegia a denominacao dessa
condicdo (KIRSHBLUM et al., 2011). A figura 2 ilustra esquematicamente a classificacao

topogréfica funcional (tetraplegia e paraplegia) nas LME em humanos.

TETRAPLEGIA =

n :
PARAPLEGIA
n

Figura 2 — llustracdo esquemética demonstrando a classificacdo topografica funcional — tetraplegia e paraplegia
— nas lesbes medulares espinais em humanos, de acordo com o segmento neural atingido. (Modificada de
BARNABE-HEIDER; FRISEN, 2008).

e

As incapacidades individuais resultantes de uma LME s&o diretamente dependentes da
gravidade do insulto. Uma ruptura completa da medula espinal leva a perda permanente e
irreversivel de todas as conex@es neuronais abaixo do nivel lesado, tornando a recuperacéo
funcional altamente improvavel. Lesbes incompletas, com preservacdo do tecido medular,
apresentam potencial para algum nivel de recuperacao, variando de acordo com a quantidade
de tecido neural preservado (BAREYRE; LOY, 2019).

Estima-se que em torno de 133 a 226 mil pessoas sejam afetadas pela LME no mundo
por ano, gerando consequéncias devastadoras a esses individuos, além de elevados custos
sociais (KUMAR et al., 2018; LEE et al., 2013). A principal etiologia da LME é traumatica,
destacando-se entre as causas: acidentes automobilisticos, quedas e violéncia (KUMAR et al.,
2018; JAZAYERI et al., 2014). No Brasil, presume-se que ocorram entre 16 a 26 novos casos
desse tipo de leséo por milh&o de habitantes a cada ano (ROUANET et al., 2017). O trauma na
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medula espinal atinge principalmente homens jovens, com média etéria de 40 anos (KUMAR
etal., 2018).

1.1 Fisiopatologia da Lesdo Medular Espinal

A complexa fisiopatologia da LME acontece em duas etapas, denominadas fases
primaria e secundaria. A fase priméaria ocorre no momento do impacto inicial, podendo a
medula espinal ser contundida ou seccionada devido a um mecanismo de lesdo por compressao,
distracdo ou translacéo da coluna vertebral (QUADRI et al., 2018). A ocorréncia de contusao é
0 achado mais frequente e essa fase € marcada por hemorragia local, edema e isquemia, que
progridem até o inicio da fase secundaria (ZHOU; HE; REN, 2014; QUADRI et al., 2018).

Visando compreender a fisiopatologia da fase secundaria da LME, estudos em
diferentes modelos animais tém sido amplamente utilizados ha algumas décadas. Uma vez que
a LME em humanos ocorre comumente em funcdo de algum impacto fisico sobre o canal
vertebral circundante, que posteriormente comprime a estrutura da medula espinal, é possivel
reproduzir esse tipo de lesdo em ratos, removendo parte da parede 6ssea do canal espinal e, em
seguida, submetendo a medula espinal exposta a lesdes por compressao ou contusdo (KJELL,;
OLSON, 2016). As lesdes por contusao tém sido realizadas através de um dispositivo de queda
de peso, causadas por uma haste de aceleracdo que impacta a medula espinal, sendo considerado
um modelo bastante fiel a biomecanica que ocorre nas lesdes humanas (KJELL; OLSON, 2016;
SHARIF-ALHOSEINI et al., 2017). O aparato amplamente utilizado para mimetizar esse tipo
de LME em animais € o New York University Impactor (NYU Impactor), descrito por Gruner
(1992), que possui uma haste com peso de 10 gramas, podendo ser elevada a alturas de 6,25;
12,5; 25; 50 ou 75 mm, produzindo lesdes de gravidade variavel ap6s a queda que impacta
diretamente a estrutura da ME (GRUNER, 1992; NICOLA, 2013; NICOLA et al., 2016;
NICOLA etal., 2017; MARQUES, 2018; MARQUES et al., 2018).

Frente a esses estudos, foi possivel determinar que a fase secundaria é subdividida em
aguda, subaguda e cronica; compreendendo uma cascata de eventos decorrentes da fase
primaria, como inflamacédo, estresse oxidativo e ativacdo de vias apoptoticas, levando a
progressdo da lesdo para além da zona central atingida pelo trauma mecénico (LI et al., 2018;
QUADRI et al., 2018, ANJUM et al., 2020).

A fase aguda é caracterizada por isquemia espinal, edema vascular e excitotoxicidade
glutamatérgica. A isquemia medular causa edemas citotoxicos, ibnicos e vasogénicos. Nesse
estado fisiopatoldgico, o equilibrio do influxo de &gua no compartimento intracelular é

perturbado, levando ao inchaco celular e perda da integridade do citoesqueleto. O edema iénico
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ocorre pelo aumento da permeabilidade da barreira entre 0 sangue e a medula espinal, que
aumenta o transporte de ions transendotelial, causando a perda desses e de agua do espago
intersticial. A lesdo endotelial e a inflamacéo aumentam o tamanho dos poros, permitindo que
grandes moléculas presentes no plasma passem pela membrana celular, resultando em edema
vasogénico. Esses processos provocam a formacdo de radicais livres e excitotoxicidade
glutamatérgica. A ativacdo dos receptores glutamatérgicos — NMDA (N-metil-D-aspartato),
AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico), além dos receptores de
cainato — durante a LME, eleva as concentracGes de glutamato, levando a excitotoxicidade
persistente e morte celular. Niveis elevados de glutamato em células necréticas alteram o fluxo
ionico aumentando as concentracdes intracelulares de Ca?* (célcio), que leva a inibicdo da
respiracdo mitocondrial e deplecédo de energia (ANJUM et al., 2020).

As mitocondrias sdo um componente importante para 0 metabolismo celular, uma vez
que geram moléculas de ATP (trifosfato de adenosina), produzindo e armazenando energia. O
acumulo de Ca?" no citosol decorrente da LME, aumenta os poros de transicio da
permeabilidade mitocondrial (mPTPs), perturbando o gradiente de prétons, inativando a
producdo de ATP e aumentando o influxo de &gua e outros componentes na matriz
mitocondrial, resultando em inchaco e, posteriormente, morte celular. A maior parte da energia
requerida pelas estruturas do SNC advém das mitocdndrias e energia suficiente é necessaria
para a sobrevivéncia neuronal. Assim, a disfuncdo mitocondrial pode levar & morte neuronal
(QUADRI et al., 2018, ANJUM et al., 2020).

A fase subaguda da lesdo secundaria € caracterizada pela producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN), ocasionadas por niveis aumentados
de Ca?" intracelular, disfungdo mitocondrial, degradacéo do cido araquiddnico e ativagio da
enzima oOxido nitrico sintase. ERO e ERN levam a danos nas membranas celulares neuronais,
no citoesqueleto e em organelas que sdo essenciais para o funcionamento celular,
especificamente exacerbando a disfungdo mitocondrial. A producdo de radicais livres ou
estresse oxidativo € um processo bem caracterizado envolvido na LME, sendo definido como
um desequilibrio entre altos niveis de ERO e ERN e baixos niveis de defesas antioxidantes. Em
condicBes fisiologicas ERO e ERN sdo essenciais e estdo envolvidas em muitas funcGes
celulares. Todavia, 0 SNC apresenta niveis moderados de antioxidantes endogenos, que
diminuem na condigéo patologica da LME,
a medida que os niveis de ERO e ERN aumentam, danificando lipideos, proteinas e acidos
nucleicos e promovendo a lise da membrana celular neuronal, acarretando na perda dessas
células (QUADRI et al., 2018; ANJUM et al., 2020).
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Ainda na fase subaguda, ha a invaséo de monacitos, neutrofilos, células linfociticas T e
B e macrdfagos para o tecido espinal, associada a liberagdo de citocinas inflamatdrias como
interleucina-1alfa (IL-1a), interleucina-1beta (IL-1p), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o), caracterizando uma neuroinflamacdo (NICOLA et al., 2017;
MARQUES, 2018; QUADRI et al., 2018, ANJUM et al., 2020). Todos esses processos levam
a apoptose e necrose neuronal e de células gliais, como oligodendrécitos. Os oligodendrdcitos
sdo células gliais responsaveis pela producao de mielina, um revestimento protetor das células
nervosas que acelera a conducdo do impulso nervoso. A apoptose de oligodendrécitos leva a
degeneracgédo, remodelacdo e desmielinizagdo axonal sustentada, retardando a passagem de
informagao ao longo dos axdnios (NICOLA et al., 2016; NICOLA et al., 2017; MARQUES et
al., 2018; QUADRI et al., 2018; ANJUM et al., 2020).

Posteriormente, na fase crénica da lesdo medular secundaria, ha a formacéo de cicatriz
glial, um mecanismo celular reativo, facilitado pelos astrocitos. Os astrocitos sdo importantes
componentes do SN que iniciam o processo de cicatrizacdo apds a LME como uma resposta de
defesa, visando limitar e reparar o dano local, isolando a area lesionada. Todavia, 0 aumento
continuo dessas células no local da lesdo leva a formacédo de cicatriz glial, que se torna um
importante obstaculo ao crescimento axonal ap6s a LME (NICOLA et al., 2016; QUADRI et
al., 2018; ANJUM et al., 2020).

A Figura 3 apresenta, esquematicamente, 0s principais eventos relacionados a

fisiopatologia da LME.



16

Fisiopatologia da LME
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Figura 3: Representacdo esquematica dos principais eventos envolvidos na fisiopatologia da LME
(lesdo medular espinal). (Adaptado de ANJUM et al., 2020)

1.2 Reabilitacdo da Lesdo Medular Espinal

A LME é um evento altamente influente na vida do individuo afetado, deixando
incapacitados a maioria dos acometidos (BAREYRE; LOY, 2019). Diante da comum
irreversibilidade desse tipo de trauma, diferentes estratégias de reabilitacdo tém sido estudadas
em humanos e animais visando potencializar a recuperacdo funcional, bem como, melhorar a
qualidade de vida dessas pessoas (BAREYRE; LOY, 2019; MORAWIETZ; MOFFAT, 2013).
Considerando que a maioria das lesdes medulares sdo incompletas, ha ainda a possibilidade de
uma mudanca pléstica do SNC, de modo que a reabilitacdo ndo deve estar focada apenas na
compensacdo da deficiéncia, mas na maximizacao do potencial de recuperagdo do individuo
(MORAWIETZ; MOFFAT, 2013).

Dentre as estratégias de reabilitacdo estudadas, estdo as terapias farmacologicas com o

uso de farmacos, como o Riluzol, Magnésio e Minociclina A. O Riluzol é um blogueador de
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canais de sddio, que suprime o influxo de s6dio em neurdnios lesionados, restringindo a
liberacdo pré-sinaptica de glutamato e protegendo as células de morte por excitoxicidade,
levando a reducdo no tamanho da lesdo, bem como, melhora em pardmetros sensorio-motores
e eletrofisiologicos. J& o Magnésio pode atuar como um antagonista do receptor NMDA para
diminuir a excitoxicidade, também funcionando com um agente anti-inflamatério, reduzindo o
tamanho da é&rea lesada e gerando recuperacdo comportamental. A Minociclina A é uma
tetraciclina bacteriostatica que demonstrou propriedades neuroprotetoras em modelos pré-
clinicos de lesdes no SNC, em funcéo de seu efeito anti-inflamatorio mediado pela inibicéo da
ativacdo microglial e da producéo de citocinas inflamatdrias, como IL-1 e TNF-a, sendo capaz
de aumentar a preservacao tecidual e a recuperacdo motora (AHUJA et al., 2017).

Outros tratamentos que tém se mostrado promissores na recuperacdo da LME séo
aqueles que envolvem transplantes celulares, como por exemplo, utilizando células-tronco
percursoras neurais, células-tronco mesenquimais e células olfativas embainhadas. As células-
tronco precursoras neurais sdo capazes de se diferenciar em neurdnios especificos do SNC,
oligodendrocitos e astrdcitos, integrando-se ao circuito neural existente, melhorando a
recuperacdo comportamental. As células-tronco mesenquimais sdo capazes de reparar tecidos
conjuntivos, diferenciando-se em midcitos, osteoblastos, condrdcitos e adipdcitos, podendo
também modular a inflamac&o local e sistémica, levando a diminuicdo da infiltracdo de células
inflamatorias periféricas e ao aumento no volume tecidual da ME lesada. Ja as células olfativas
embainhadas sdo capazes de proteger os neurdnios olfativos expostos, fagocitando rapidamente
detritos e micrdbios, ao mesmo tempo em que fornecem fatores troficos, melhorando o
crescimento de neuritos e a remilienizacdo enddgena. Essas células parecem exercer as mesmas
funcdes sobre neurbnios da ME quando implantas ap6s a LME, resultando em importante
recuperacdo comportamental (NICOLA, 2013; NICOLA et al., 2016; AHUJA et al., 2017,
ANJUM et al., 2020).

Uma importante estratégia de reabilitacéo fisica, bastante utilizada em seres humanos
apos a LME, é o treino locomotor em esteira (TLE), que parece oferecer beneficios para a
funcionalidade de membros inferiores dos individuos ap6s a LME, melhorando padrées como
velocidade da marcha e distancia percorrida (MORAWIETZ; MOFFAT, 2013; BAREYRE;
LOY 2019). Contudo, questdes importantes relacionadas ao momento de inicio e intensidade
ideal do TLE permanecem sem resposta (BAREYRE; LOY, 2019).

Buscando compreender 0s mecanismos subjacentes a recuperacdo funcional de
individuos afetados pela LME e submetidos ao TLE como forma de reabilitacdo, modelos

animais com roedores tém sido utilizados (BAREYRE; LOY, 2019). Esses estudos trazem
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resultados controversos quanto a promocao de beneficios ou prejuizos aos animais expostos ao
TLE. O tempo para inicio do TLE apds a exposi¢do do animal a LME parece ser uma variavel
importante para distinguir estudos que tiveram resultados positivos daqueles que apresentaram
resultados negativos (BATTISTUZZO et. al, 2012).

Em uma revisdo sistematica que avaliou os efeitos do treinamento fisico na promocéo
da recuperacdo locomotora de animais expostos a LME, os estudos foram mais propensos a
apresentar resultados positivos quando o inicio do TLE se deu em periodos mais tardios apos a
lesdo (entre 7 e 16 dias), enquanto aqueles que iniciaram o TLE em periodo precoce (apds 5
dias da LME), tiveram uma tendéncia a apresentar resultados negativos (BATTISTUZZO et.
al., 2012).

O trabalho de Marques e colegas (2018), avaliou diferentes momentos para inicio do
TLE apds a LME em ratos: 7, 14, ou 28 dias. O protocolo de TLE consistiu em 20 minutos por
dia de exposicdo, 5 dias por semana, durante 10 semanas, com intensidade aumentando
progressivamente, iniciada em 6m/min na primeira semana, chegando a 11,5m/min na Gltima
semana de treinamento. Os autores verificaram que 0s animais que iniciaram o treino em
periodo precoce, ou seja, 7 dias apds o trauma, tiveram pior desempenho locomotor ap6s duas
semanas de treinamento, associado a maior volume de leséo na estrutura da medula espinal
qguando comparados ao grupo com LME que n&o realizou o TLE. Os grupos que iniciaram o
TLE em momento tardio, 14 e 28 dias apds a LME, obtiveram melhor recuperacdo motora
associada a menor volume de lesdo na estrutura da medula espinal, demonstrando que 0s
beneficios do TLE na LME podem estar relacionados ao momento de inicio do exercicio. Além
disso, os autores inferem que o protocolo de TLE realizado também é capaz de influenciar a
recuperacdo promovida pelo exercicio.

No estudo de Nicola e colaboradores (2016), foi analisado o efeito do transplante de
células-tronco mesenquimais em associacdo com o TLE e também o efeito de TLE isolado
sobre a LME em ratos. O protocolo de treino, também iniciado em periodo precoce, no 3° dia
apos a leséo, foi executado durante 20 minutos por dia, 5 vezes por semana, durante 6 semanas
e com intensidade constante de 10,5m/min. Nesse trabalho, foi verificado que somente o TLE
n&o foi capaz de promover recuperacdo locomotora aos animais, em relacdo ao grupo com leséo
ndo treinado. Todavia, quando associado ao transplante de células-tronco, 0 TLE promoveu
maior recuperagdo motora da 12 a 32 semana apo0s a lesdo. Também ndo houve diferenga entre
0 volume de leséo na estrutura da ME dos animais que realizaram o TLE de forma isolada, em

comparagao aos animais com LME ndo treinados. Os autores discutem que 0 momento de inicio
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do TLE, bem como a intensidade na qual € realizado, podem interferir na recuperacao
proporcionada pelo exercicio.

Em outro estudo, que expds camundongos apos 7 dias da LME incompleta a 20 minutos
de treinamento locomotor em esteira, 5 vezes por semana, durante 3, 6 ou 9 semanas, com
intensidade inicial de 6m/min sendo gradualmente aumentada para 10-12m/min durante o
treino, verificou-se um efeito limitado na recuperacdo do movimento dos membros posteriores
dos animais, independente do tempo pelo qual os animais foram expostos ao tratamento. Os
autores acreditam que grande parte desse resultado se deve a uma recuperacao substancial dos
camundongos nao treinados e sugerem que futuros estudos pré-clinicos devam voltar sua
atencdo ao tipo, intensidade, duracéo das sessdes e do programa de treinamento. Questdes que,
segundo eles, ainda permanecem sem resposta (BATTISTUZZO et al., 2016).

Por outro lado, um estudo demonstrou que ratos com LME incompletas expostos ao
TLE durante 20-30 minutos, 5 dias por semana, durante 10 semanas, obtiveram melhores
resultados na avaliacdo locomotora dos membros posteriores e na plasticidade neural do que
aqueles ndo treinados. O protocolo de TLE utilizado consistiu em uma velocidade inicial leve,
fixada em 3m/min, com aumentos diarios, chegando até 11-13m/min. Os autores pontuam que
a recuperacdo da medula espinal depende criticamente do tipo, qualidade, quantidade e
momento de inicio do protocolo de treinamento (SUN et. al, 2013).

Conforme descrito, diversos autores concordam que os resultados da intervencéo através
do TLE sdo diretamente influenciados pelo protocolo utilizado, incluindo tempo para inicio
apos a LME, tipo de exercicio realizado, duracdo das sessbes e do programa de treinamento,
além da intensidade do treino. Essas sdo variaveis importantes e ainda pouco estudadas, que
devem ser consideradas para compreender quando a exposi¢do ao TLE traz beneficios ou
prejuizos em estudos experimentais com modelos animais de LME (BATTISTUZZO et al.,
2012; SUN et al., 2013; BATTISTUZZO et al., 2016; NICOLA et al., 2016; MARQUES et al.,
2018; BAREYRE; LOY, 2019).

Explorando a respeito das diferentes intensidades do TLE, enquanto uma modalidade
de exercicio fisico, pode-se considerar a proposta de Howley (2001), que descreve sobre a
classificacdo de intensidade para determinada atividade fisica, levando em consideracdo o
esforco requerido durante sua realizacdo. O autor propde uma medida de intensidade relativa
para o0 exercicio, a partir da analise do volume maximo de oxigénio (VOa2max) consumido
enguanto se pratica determinada atividade. Tal medida considera que um exercicio muito leve,
que dispende pouco esforco fisico, consuma 20% do VO2max, €nquanto um exercicio de

moderada intensidade, que dispende maior esforco fisico consuma entre 40 e 59% do VO2max,
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podendo chegar até uma intensidade vigorosa, com esforco fisico maximo, consumindo 100%
do VOomax.

O exercicio fisico é atualmente bem conhecido por promover a neuroprotecdo em
estruturas do SNC, como por exemplo, o cérebro. Evidéncias concluem que a melhora na
fungdo muscular, proporcionada pelo exercicio, leva a sinalizag@es cerebrais que contribuem
com esse efeito neuroprotetor. Dentre os efeitos do exercicio na musculatura esquelética e, de
maneira similar, no cérebro, estdo a estimulacdo da sintese de proteinas mitocondriais,
provendo a biogénese, melhorando a estrutura, funcéo e eficiéncia mitocondrial nesses tecidos.
As mitocondrias possuem também, relevante papel no controle de sobrevivéncia celular. Entre
0s mecanismos envolvidos nesse controle, esta o potencial de membrana mitocondrial, que,
qguando deteriorado, pode desencadear sinalizacdo de morte celular mitocondrial, levando a
apoptose e necrose. Dessa forma, a medida que o exercicio fisico exerce efeitos positivos sobre
a atividade mitocondrial, pode contribuir para a sobrevivéncia celular em casos de lesdo em
estruturas do SNC (WU et al., 2019; BURTSCHER et al., 2021).

Ainda, o exercicio agudo induz a formacao de ERO, no tecido muscular e nervoso, com
danos oxidativos ocorrendo mais frequentemente em sessdes de maior intensidade, enquanto as
sessOes realizadas em menor intensidade, reduzem o estresse oxidativo, reforcando as defesas
antioxidantes. ElevacGes moderadas nos niveis de ERO sdo consideradas fisioldgicas, por
estarem relacionadas a sinalizacdo e regulacdo redox necessarias para manutencdo da
homeostase celular, equilibrando niveis de oxidantes e antioxidantes, evitando o estresse
oxidativo, caracterizado pelo respectivo desequilibrio. Niveis moderados de ERO também sao
necessarios para a promocéo dos efeitos benéficos do exercicio e sdo diretamente influenciados
pela funcdo mitocondrial, de forma que essa, quando prejudicada, resulta em danos oxidativos,
prejudicando processos celulares, como a manutencdo do potencial de membrana mitocondrial
(BURTSCHER et. al, 2021).

Estudos com resultados positivos do TLE apos a LME, indicam que o treinamento
promove a neuroplasticidade da regido lesada, atraves do brotamento axonal, aumentando as
sinapses e diminuindo a atrofia muscular (WU et. al, 2016). Sabe-se que a intensidade do
exercicio afeta diretamente a neuroplasticidade no SNC. Um estudo que avaliou a plasticidade
no hipocampo de ratos, apds a exposi¢cdo a diferentes intensidades de TLE, concluiu que
somente os animais submetidos ao treinamento em intensidade leve obtiveram aumento de
marcadores indicativos de neuroplasticidade. Eles discutem que o TLE, quando realizado em
intensidade leve, previne a perda de células neuronais induzida por danos excitotdxicos ou

desequilibrio energético, melhora o estado oxidativo celular, aumenta o volume de substancia
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cinzenta e a integridade da substancia branca, aumenta a sinaliza¢&o de fatores neurotroficos,
impactando positivamente a neuroplasticidade e a conectividade neural do cérebro. Os autores
explicam ainda, que o exercicio quando realizado em maior intensidade, € uma condigédo
estressante, que induz a altos niveis de corticosterona, acarretando em efeitos deletérios sobre
a funcdo hipocampal. Além disso, a maior intensidade do exercicio diminui a captagdo de
glicose pelo cérebro, alterando o metabolismo energético e reduzindo a expresséo de fatores
neurotroficos (RAHMATI; KAZEMI, 2019).

Um estudo que avaliou os efeitos de diferentes intensidades de TLE sobre a plasticidade
do hipocampo de ratos submetidos a isquemia cerebral demonstrou que o exercicio de baixa
intensidade, mas ndo o de maior intensidade, melhorou o desempenho da memdria espacial dos
animais, estando essa melhora relacionada a alterac6es estruturais e funcionais do hipocampo,
como aumento da complexidade e densidade da coluna dendritica, da neurogénese e da
sinaptogénese. Também, conforme os autores, 0 exercicio de maior intensidade ndo exerce tais
efeitos positivos provavelmente devido a resposta ao estresse induzido. Eles observaram
aumento nos niveis seéricos de corticosterona no grupo que realizou exercicios em alta
intensidade, sendo esse um horménio conhecido por interagir negativamente com fatores
neurotroéficos, reduzindo a sua sinalizacdo (SHIH; YANG; WANG et al., 2013).

Outro estudo que avaliou o efeito no hipocampo, da exposi¢do ao TLE com diferentes
intensidades, durante 4 semanas, sobre ratos submetidos a isquemia, observou resultados
positivos no teste de reconhecimento e de localizacdo de objetos para os animais treinados em
baixa intensidade em contraste com 0s animais treinados em maior intensidade, que néo
demonstraram melhora na execuc¢do dos testes. Ainda, 0 nimero de neurdnios no hipocampo
foi maior para aqueles treinados em baixa intensidade em comparacao aos que treinaram em
maior intensidade. Os autores explicam que, possivelmente, o exercicio realizado em maior
intensidade foi suficiente para aumentar os niveis de corticosterona, horménio conhecido por
promover atrofia dendritica e prejudicar a neurogénese no hipocampo, diminuindo a
plasticidade dessa estrutura. Alem disso, afirmam que o exercicio de menor intensidade resulta
em aumento de fatores tréficos e da neurogénese no hipocampo, favorecendo a plasticidade
hipocampal (SHIMADA et al., 2013).
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1.3 Justificativa

Desse modo, levando em consideracdo que: a) os resultados observados em estudos
envolvendo o TLE como estratégia de reabilitacdo apos a lesdo medular espinal sdo ainda
controversos; b) a premissa de que o TLE pode trazer prejuizos a recuperagdo se iniciado
precocemente, no periodo agudo pds-lesdo medular; ¢) os beneficios ao sistema nervoso central
de um programa de treinamento podem estar relacionados a sua intensidade; e d) a escassa
evidéncia cientifica comparando diferentes intensidades de TLE em modelo experimental de
lesdo medular espinal; decidimos investigar os efeitos de diferentes intensidades de estimulo
locomotor no tratamento da lesdo medular em momento precoce, buscando por uma intervencao
eficaz, que promova melhorias e ndo prejuizos aos individuos lesionados, justificando a

realizacéo deste estudo.

1.4 HipOtese

O TLE em esteira iniciado precocemente ap6s a LME em modelos experimentais,
guando realizado em menor intensidade, promove efeitos teciduais e comportamentais
benéficos, mas acarreta em prejuizos a esses sistemas, quando realizado em maiores

intensidades.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo Geral
Comparar os efeitos do treino locomotor em esteira realizado em intensidade leve ou
moderada, sendo iniciado precocemente, 7 dias apds a lesdo medular espinal por contusdo em

ratos Wistar.

1.5.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos de dois protocolos de TLE, com intensidade variavel entre muito
leve a leve ou de leve a moderada, iniciados precocemente, 7 dias apdés a LME, sobre a
habilidade locomotora dos animais depois de 4 semanas expostos aos respectivos treinos;

- Avaliar os efeitos de dois protocolos de TLE, com intensidade variavel entre muito
leve a leve ou de leve a moderada, iniciados precocemente, 7 dias apds a LME, sobre o volume
de lesdo na ME, depois de 4 semanas expostos aos respectivos treinos;

- Analisar os niveis de DCF (2°,7’-diclorofluoresceina) como um pardmetro da producgéo

de espécies reativas de oxigénio, apds exposic¢do ao TLE precoce, iniciado 7 dias ap6s a LME
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e realizado em intensidade leve ou moderada, durante 5 dias, sendo esse um periodo subagudo
apos o dano, quando respostas celulares e moleculares estdo em evidéncia;

- Analisar a massa e a funcdo mitocondrial apds de exposi¢do ao TLE precoce, iniciado
7 dias ap0s a LME e realizado em intensidade leve ou moderada, durante 5 dias, sendo esse um

periodo subagudo apds o dano, quando respostas celulares e moleculares s&o proeminentes.
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2 Metodologia

2.1 Aspectos Eticos
Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob 0 niumero 37369.

2.2 Animais

Foram utilizados 143 ratos Wistar machos; esse total inclui as perdas pelo procedimento
de lesdo: aproximadamente 35% devido a mortalidade (FREEMAN; WRIGHT, 1953), e de
12%, em funcdo de uma pontuacdo maior que 3,5 em escala avaliativa da funcédo locomotora,
no 2° dia de pds-operatorio, indicando nivel de locomocéo acima do esperado para animais com
LME nesse momento da avaliagdo. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Reproducdo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS, pesando entre 248-385
gramas com 45 dias de vida ao inicio dos experimentos.

Os animais permaneceram alojados no Biotério do Departamento de Bioquimica da
UFRGS, mantidos em grupos de dois a quatro em caixas Plexiglass (42cm x 34cm x 18cm)
recobertas por maravalha, sob condic@es padrdo (ciclo de 12 horas claro / 12 horas escuro) e
controle da temperatura (£ 22°C), com agua e comida fornecidas a vontade.

Os animais eram pesados semanalmente para controle do estado de saide e foram
ambientados pelos 20 dias precedentes a indugcdo do modelo de LME, ocorrido quando eles

tinham em média 65 dias de vida.

2.3 Experimentos
Nesse estudo, foram realizados dois experimentos distintos em relacdo a duragdo do
protocolo de treino e a variavel a ser analisada, conforme descrito:

Experimento 1 (Figura 4)

Esse experimento consistiu em protocolo de TLE de 20 minutos/dia, durante 5 dias, por
4 semanas, tendo iniciado no 7° dia apds o procedimento cirurgico para indugdo da LME. Os
animais tiveram sua capacidade para o exercicio avaliada através da analise da estimativa de
captacdo de oxigénio maximo (volume de oxigénio maximo - VO2max) No 5° dia prévio a LME.
A funcédo locomotora foi avaliada no 2° dia pré-LME e seguiu semanalmente até a eutanasia,
que seu deu pelo processo de perfusdo, para posterior avaliacdo morfoldgica da estrutura da

medula espinal dos animais. Os grupos foram distribuidos conforme segue:
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Grupo controle (Sham — SH): animais submetidos a laminectomia sem lesdo medular.
Grupo LM: animais submetidos & laminectomia com lesdo medular que ndo foram
expostos ao protocolo de treino locomotor em esteira.

Grupo LM-E1: animais submetidos a laminectomia com lesdo medular que foram
expostos ao treino locomotor em esteira precoce, realizado a uma intensidade variavel
entre 38% (leve) e 57% (moderada) do VO2max previamente estabelecido.

Grupo LM-E2: animais submetidos a laminectomia com lesdo medular que foram
expostos ao treino locomotor em esteira precoce, realizado a uma intensidade variavel

entre 19% (muito leve) e 38% (leve) do VO2max previamente estabelecido.

Eutandsia
Determinagdo 5 dias/semana TLE - Perfusdo
VO.,max 20 min I Transcardiaca
LME ! L I
Andlise
Dias pré-LME Dias Semanas pos-LME
pos-LME
\ )
|

Avaliagdo da Fungdo Locomotora

Figura 4 — Linha do tempo do Experimento 1. LME: lesdo medular espinal; TLE:
treino locomotor em esteira.

Experimento 2 (Figura 5)

Esse experimento consistiu em protocolo de TLE de 20 minutos/dia, durante 5 dias,
tendo iniciado no 7° dia ap6s o procedimento cirlrgico para inducdo da LME. Os animais
tiveram a estimativa do VO2xmax avaliada no 5° dia prévio a LME. A fun¢do locomotora foi
avaliada no 2° dia pré e p6s a LME e seguiu semanalmente até a eutandsia, que seu deu no 12°
dia apos a lesdo, pelo processo de decapitacéo, para posteriores analises bioquimicas da medula
espinal dos animais. Uma vez que esse experimento visou avaliar mecanismos bioquimicos
relacionados a exposicdo ao TLE em intensidade leve ou moderada com periodo de inicio
precoce ap6s a LME, optou-se por um momento de eutanasia mais proximo da cirurgia de
inducdo da lesdo, pois é de conhecimento que no periodo agudo/subagudo apds o dano, que as
respostas a nivel celular e molecular estdo em evidéncia (NICOLA et al., 2017; MARQUES,
2018; QUADRI et al., 2018, ANJUM et al., 2020).

Os grupos foram distribuidos conforme segue:
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Grupo controle (Naive): animais sem qualquer intervencéo cirdrgica.

Grupo LM: animais submetidos a laminectomia com lesdo medular que ndo foram
expostos ao protocolo de treino locomotor em esteira.

Grupo LM-EL: animais submetidos a laminectomia com lesdo medular que foram
expostos ao treino locomotor em esteira precoce, realizado a uma intensidade moderada,
correspondendo a 40% do VO2max previamente estabelecido.

Grupo LM-E2: animais submetidos a laminectomia com lesdo medular que foram
expostos ao treino locomotor em esteira precoce, realizado a uma intensidade leve,

correspondendo a 20% do VVO2max previamente estabelecido.

Eutandsia
Determinagdo 5dias/ TLE

VO,max semana —— Decapitagdo

20 min [ \

LME
5 2 2 1 2
- ; Andlises

Dias pré-LME Dias Semanas Bioquimicas

p6s-LME pos-LME

\ )
1

Avaliagdo da Fungdo Locomotora

Figura 5 — Linha do tempo do Experimento 2. LME: lesdo medular
espinal; TLE: treino locomotor em esteira.

2.4 Avaliacdo do VO2max

Para definigdo das diferentes intensidades de treino, foi realizada previamente a LME a
estimativa do VOamax dos animais duas vezes: em primeiro momento, para adaptacdo dos
animais e, em segundo momento, para mensuracdo dos valores obtidos. Nessa avaliacéo, todos
0s ratos caminharam na esteira em uma velocidade inicial baixa (minimo de velocidade
permitida pela esteira: 2m/min) seguida de aumentos progressivos de 5m/min a cada 3 min até
0 ponto de exaustdo, ou seja, momento no qual o animal apresentou desisténcia em fazer a
atividade e parou de caminhar, demonstrando incapacidade em continuar realizando o
exercicio. A carga de trabalho no momento da fadiga maxima (em metros/minutos) foi
determinada como indice de capacidade de exercicio e definido como VOzmax (CECHETTI et
al., 2012).
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2.5 Modelo de lesdo medular traumatica

Para inducdo do modelo experimental de lesdo medular, os animais foram inicialmente
anestesiados com isoflurano em associacdo com fluxo de oxigénio (O2) a 2 litros por minuto
(I/min) (KISSANE et al., 2018) até a perda total da sensibilidade, avaliada através do reflexo
plantar de retirada. Foram entdo posicionados em decubito ventral para realizacdo da tricotomia
na regido dorsal, onde foi feita uma incisdo de aproximadamente 5 cm sob a linha média com
lamina cirdrgica, deixando exposta a regido da coluna vertebral entre a oitava e décima segunda
vertebra toracica (T8 e T12), sendo os masculos paravertebrais inseridos entre T9 e T11
dissecados e, em seguida, foi removida a ldmina da vértebra T10 e o0 processo espinhoso de T9
(NICOLA et al., 2016). Utilizando o equipamento New York University Impactor (NYU
Impactor) descrito por Gruner (1992) (Figura 6), a lesdo medular incompleta 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 (NICOLA et al., 2017; MARQUES et al.,
2018). Os animais foram continuamente anestesiados com isoflurano em associagéo com fluxo
de Oz a 2l/min ao longo da exposicdo ao procedimento cirargico (KISSANE et al., 2018) e,
apos a cirurgia, foram posicionados em uma placa aquecedora, suturados e entdo alojados em
gaiolas com dois animais por caixa, mantidos nas mesmas condi¢cGes de temperatura,
alimentacdo e controle de luz. O esvaziamento vesical foi realizado manualmente pela
pesquisadora por meio da manobra vesical manual (método de Crede), uma vez ao dia, por 5
dias. O esvaziamento intestinal ndo foi necessario, visto que o procedimento de inducdo desse
modelo experimental ndo interfere na funcdo de defecacdo dos animais (NICOLA, 2013;
MARQUES, 2018). O antibiético enrofloxacina (1mililitro(ml)/animal) foi administrado via
oral por 5 dias apds o procedimento cirdrgico para prevenir infec¢des, bem como, o analgésico
dipirona (1ml/animal). A partir do terceiro dia p6s-LME, os animais foram novamente

agrupados com no maximo 4 animais por caixa (NICOLA, 2013).
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Figura 6: Imagem do equipamento New York University Impactor (NYU
Impactor), utilizado para a indugdo do modelo experimental de lesdo medular por
contuséo em ratos.

2.6 Protocolo de treino locomotor em esteira

Apobs 7 dias da inducdo da LME, os animais dos grupos LM-E1 e LM-E2 foram
treinados em uma esteira ergométrica adaptada para ratos Insight® (Figura 7) (NICOLA et al.,
2016; MARQUES et al., 2018) a duas diferentes intensidades, de acordo com o grupo ao qual
pertencia o animal. Para 0 experimento 1, o programa de treinamento consistiu em 5 dias
consecutivos, com 20 minutos por dia de exposi¢do, durante 4 semanas, sendo que o grupo LM-
E1 treinou em uma velocidade inicial de 6m/min e o grupo LM-E2, de 3m/min. Em ambos os
grupos, houve progressdo semanal de 1m/min (6% do VO2max). Desse modo, o protocolo de
treino do grupo LM-E1 foi de leve (38% do VO2max) @ moderado (57% do VOazmax) € do grupo
LM-E2 foi de muito leve (19% do VO:2max) a leve (38% do VO:2max), conforme a classificagdo
descrita por Howley, 2001 (Tabela 1). Ja o protocolo de treino do experimento 2, consistiu em
20 minutos diarios de exposicdo durante o periodo de 5 dias. O grupo LM-E1 treinou em uma
velocidade fixa de 6m/min e o grupo LM-E2, de 3m/min, o que corresponde respectivamente a
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um treino moderado (40% do VO2max) € leve (20% do VOamax), de acordo com a classificacéo
descrita por Howley, 2001. Os animais dos grupos que ndo passaram pelo TLE (SH e LM),
permaneceram durante 20 minutos em uma esteira desligada, localizada no mesmo ambiente

em que os animais dos grupos treinados estavam realizando o exercicio (LU et al., 2017).

Figura 7: Imagem da esteira ergométrica adaptada para ratos Insight®, na qual os animais executaram o
treino locomotor.

Tabela 1 — Classificacdo da intensidade do exercicio a

partir do VOamax descrita por Howley (2001)
Intensidade % VO2max

Muito leve <20

Leve 20-39

Moderado 40-59

Intenso 60-84

Muito intenso 85-99

Maximo 100

2.7 Avaliacao da funcéo motora

A funcdo motora dos membros posteriores dos animais foi verificada por meio de
filmagem da atividade locomotora espontanea em campo aberto (Figura 8), de um animal por
vez, durante 4 minutos, para ambos os experimentos. Os videos foram analisados por dois
avaliadores cegos quanto ao tratamento recebido, sendo a avaliacdo realizada através da escala
de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) descrita em 1995 (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN,
1995), que tem 22 valores que vao de 0, representando paralisia total, ao 21, que indica
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locomoc¢do normal (Tabela 2). O valor médio entre a recuperagdo de cada pata posterior do
animal — direita e esquerda, foi considerado como pontuacdo final em cada momento de
avaliacdo. Todos os animais foram avaliados 2 dias antes da indu¢do do modelo de LME, sendo
excluidos aqueles que apresentaram algum déficit motor nesse momento. Os animas foram
também avaliados 2 dias ap0s a cirurgia para fins de comprovacao da efetividade da lesdo
induzida e exclusdo daqueles nos quais o procedimento ndo se fez efetivo. Os animais do
experimento 1 permaneceram sendo avaliados semanalmente até o final da quarta semana de
TLE, enquanto os animais do experimento 2, foram avaliados 5 dias ap6s o inicio do TLE,
anteriormente a eutanasia. O nimero de animais utilizados por grupo para a analise da avaliacdo
locomotora foi distribuido conforme segue: experimento 1: SH (n=12); LM (n=12); LM-E1
(n=9); LM-E2 (n=11) e experimento 2: Naive (n=8); LM (n=8); LM-E1 (n=8) e LM-E2 (n=8).

Figura 8: Imagem do campo aberto utilizado para filmagem da locomog&o
espontanea dos animais
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Tabela 2— Pontuagdes, respectivas caracteristicas do movimento dos membros posteriores dos animais e defini¢oes da escala de
Basso, Beattie e Bresnaham (BBB) (Adaptada de MOLINA, 2006 e SANTOS et al., 2011)

Pontuacéo Caracteristicas Definicoes
0 Nenhum movimento observavel do membro posterior
1 Movimento discreto (limitado) de uma ou duas | Discreto: movimento parcial da articulacéo,
articulac@es, geralmente, do quadril e/ou do joelho inferior a metade da amplitude de movimento
2 Movimento extenso de uma articulagdo ou movimento | Extenso: movimento parcial da articulacéo,
extenso de uma articulacdo e discreto de outra superior a metade da amplitude de movimento
3 Movimento extenso de duas articulagdes Duas articulacbes: geralmente quadril e joelho
4 Movimento discreto das trés articulagbes do membro | Trés articulagfes: quadril, joelho e tornozelo
posterior
5 Movimento discreto de duas articulagbes e movimento | Terceira articulacéo: tornozelo
extenso da terceira
6 Movimento extenso de duas articulagbes e movimento
discreto da terceira
7 Movimento extenso das trés articulagbes do membro
posterior
Pedalada: movimento ritmico do membro
posterior no qual suas trés articulagbes estdo
estendidas, em  seguida  completamente
flexionadas e novamente estendidas, o animal
geralmente inclina-se lateralmente, a superficie
8 plantar da pata pode ou ndo tocar o solo, nenhum
Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem | suporte de peso corpdreo é evidente por toda a
suporte de peso pata posterior
Sem suporte de peso: Nenhuma contracdo dos
musculos extensores do membro posterior
durante a pisada plantar da pata ou nenhuma
elevagdo da coxa
Com suporte de peso: Contra¢do dos musculos
extensores do membro posterior durante a
Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em fase | pisada plantar da pata ou elevacéo da coxa
9 de apoio (ou seja, quando estatico) ou passada dorsal | Passada dorsal: O peso é suportado pela
ocasional, frequente ou consistente com suporte de peso e | superficie dorsal da pata em qualquer ponto do
nenhuma passada plantar ciclo do passo
Ocasional: Menos do que ou igual a metade das
vezes, < 50%
Frequente: Mais do que a metade, mas néo
sempre, 51- 94%
Consistente: Quase sempre ou sempre, 95 —
100%
Passo plantar: A pata estd em contato plantar
com suporte de peso, em seguida ocorre o
movimento do membro para a frente até ser
10 Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma | restabelecido o contato plantar com suporte de
coordenacdo dos membros anterior e posterior peso
Coordenagdo dos membros anterior e posterior:
Para todo passo do membro anterior ocorre um
passo do membro posterior e 0s membros
posteriores se alternam
11 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente
e nenhuma coordenacdo dos membros anterior e posterior
12 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente
e coordenagdo ocasional dos membros anterior e posterior
13 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente

e coordenacdo frequente dos membros anterior e posterior
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14

Passo plantar com suporte de peso consistente,
coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior
e posicdo predominante da pata rodada (interna ou
externamente) durante a locomocao, no instante do contato
inicial com a superficie, bem como, antes de liberar os
dedos no final da fase de apoio ou passada plantar
frequente, coordenacdo consistente dos membros anterior e
posterior e passada dorsal ocasional

15

Passada plantar consistente e coordenacgdo consistente dos
membros anterior e posterior e nenhuma liberacdo dos
dedos ou liberagdo ocasional durante o movimento do
membro para frente, posi¢cdo predominante da pata
paralela ao corpo no instante do contato inicial

16

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdo dos
dedos ocorre frequentemente durante o movimento do
membro para frente, a posicdo predominante da pata é
paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada
no instante da liberacéo

17

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdo dos
dedos ocorre frequentemente durante 0 movimento do
membro para frente, a posicdo predominante da pata é
paralela ao corpo nos instantes do contato inicial e da
liberacdo dos dedos

18

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdodos
dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento do
membro para frente, a posi¢do predominante da pata é
paralela ao corpo no instante do contatoinicial e rodada na
liberacdo dos dedos

19

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdodos
dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento do
membro para frente; a posi¢do predominante da pata é
paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberacéo
dos dedos e apresenta a cauda para baixo parte do tempo
ou por todo o tempo

20

Passada plantar consistente e coordenac¢éo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdodos
dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento do
membro para frente; a posicdo predominante da pata €
paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberacéo
dos dedos e apresenta a cauda consistentemente elevada
e instabilidade do tronco

Instabilidade do tronco: Lateraliza¢do do peso
que causa oscilacdo de um lado a outro ou
colapso parcial do tronco

21

Passada plantar consistente e marcha coordenada,
liberacdo consistente dos dedos, a posi¢do predominante
da pata éparalela ao corpo durante toda a fase de apoio,
estabilidade ~ consistente  do  tronco, cauda
consistentemente elevada

2.8 Avaliacao de parametros morfoldgicos

Para analise do volume de lesdo na medula espinal dos animais do experimento 1, foi

realizada a eutanésia pelo procedimento de perfusdo transcardiaca ao término da exposic¢éo ao
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respectivo protocolo de TLE. O nUmero de animais utilizados por grupo foi distribuido
conforme segue: SH (n=10); LM (n=9); LM-E1 (n=9) e LM-E2 (n=9).

2.8.1 Perfusdo transcardiaca

Os animais foram profundamente anestesiados com isoflurano por via inalatéria,
realizando-se, posteriormente, a toracotomia com exposi¢do do coragéo, sendo inserida no
ventriculo esquerdo, uma canula ligada a uma bomba de perfusdo. Apds uma segunda inciséo,
desta vez, no atrio direito, foi perfundida, inicialmente, uma solucdo salina (150 ml), para
lavagem da &rvore vascular e, ap6s, uma solucdo fixadora (300 ml) composta de
paraformaldeido (PFA) 4% diluido em tampdo fosfato (TF) com pH 7,4. Apos esse
procedimento, a medula espinal (regido entre C5 a L5) foi removida e pés-fixada na mesma
solucdo fixadora utilizada para a perfusdo, por 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
as medulas espinais foram crioprotegidas pela imersdo em solucao de sacarose 15% a 4°C, onde
permaneceram até submergirem. Apo6s, a solucdo de sacarose foi trocada por outra, entdo com
concentracdo de 30%, também a 4°C, onde, novamente permaneceram até a submersdo. Depois
de realizada a crioprotecdo, as medulas foram congeladas em isopentano resfriado em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C (NICOLA, 2013; MARQUES, 2018).

2.8.2 Anélise do volume de leséo

Para andlise do volume de lesdo, as medulas espinais (porcdo entre T8 e T12) foram
processadas em criostato, com cortes transversais de 20 um cada e intervalo de 300 um entre
cada corte. Os cortes foram entdo corados através da técnica de coloracdo com hematoxilina-
eosina. As imagens foram capturadas por uma camera de video acoplada a um microscépio
(Nikon), inicialmente em 20x e depois ampliadas em 100%. O corte que apresentou a maior
area de lesdo foi denominado epicentro, sendo entdo escolhidas 21 sec¢des (10 cortes acima,
10 cortes abaixo e 0 epicentro) para analise através do software Image J. A area de lesdo de
cada corte, assim como a area de tecido integro, foram estimadas e todo e qualquer tipo de
tecido necrotico dentro da cavidade foi contabilizado como parte da lesdo. Assim, a area de
lesdo e a area de tecido integro foram medidas e multiplicadas pela distancia entre seccdes
(300um) para obter o volume de lesdo e volume de tecido integro. A proporcdo de lesdo em
relacdo ao tecido integro foi calculada por meio da equacdo: [(volume de leséo x 300) / volume
intacto] (NICOLA, 2017; MARQUES, 2018).
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2.9 Avaliacao dos parametros bioquimicos

Para a analise da massa e funcdo mitocondrial e dos niveis de DCF (2°,7’-
diclorofluoresceina) dos animais do experimento 2, foi realizada a eutanasia por decapitacdo ao
término da exposicdo ao respectivo protocolo de TLE. O nimero de animais utilizados por
grupo foi distribuido conforme segue: analise de massa e potencial mitocondrial: Naive (n=7);
LM (n=8); LM-E1 (n=7) e LM-E2 (n=6); analise dos niveis de DCF: Naive (n=7); LM (n=8);
LM-E1 (n=7) e LM-E2 (n=7).

2.9.1 Decapitacgdo
Para o procedimento de eutanasia por decapitacdo, os animais foram previamente
anestesiados com isoflurano, por via inalatéria e, posteriormente submetidos a decapitacdo com

o auxilio de uma guilhotina (Insight®).

2.9.2 Andlise da massa e funcdo mitocondrial

Apbs disseccdo da medula espinal, 100 mg de tecido foram submetidas a uma leve
dissociacdo com um pildo em Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), filtradas em um coador
de células (com poros de 70 um), dissociadas em 1 miligrama (mg) de colagenase e depois,
centrifugadas por 5 minutos a 1500 rota¢des por minuto (rpm). O sobrenadante foi removido,
e o pellet novamente suspenso com HBSS, dessa vez, contendo os fluorocromos MitoTracker
Red (MTR), um marcador de potencial mitocondrial e MitoTracker Green (MTG), um marcador
de massa mitocondrial, por 1h30min em temperatura ambiente. Apds, as amostras foram
analisadas por citometria de fluxo, com citdmetro BD FACSCalibur™, onde a fluorescéncia de
10.000 eventos foi quantificada. Os dados foram analisados com o software FlowJo®
(ODORCYK, 2020; MARQUES, 2018; NICOLA et al., 2017).

2.9.3 Analise dos niveis de DCF (2°,7’- diclorofluoresceina)

Os niveis de DCF (2°,7’- diclorofluoresceina) foram determinados a partir da oxidacéo
de DCFH, com o intuito de analisar a formacdo de espécies reativas de oxigénio. Apos
disseccdo da medula espinal, 100 mg de tecido foram submetidas & uma leve dissociagdo com
um pildo em Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), filtradas em um coador de células (com
poros de 70 pm), dissociadas em 1 miligrama (mg) de colagenase e depois, centrifugadas por 5
minutos a 1500 rotagdes por minuto (rpm). O sobrenadante foi removido, e o pellet incubado
com diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCF-DA), preparado em tampao fosfato de sodio

20 mM, pH 7,4, contendo KCI 140 mM, durante 1h30min. Apos a incubacao, a fluorescéncia
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DCF foi analisada por citometria de fluxo, com citometro BD FACSCalibur™, onde a
fluorescéncia de 10.000 eventos foi quantificada. Os dados foram analisados com o software
FlowJo® (ODORCYK, 2020; MARQUES, 2018; NICOLA et al., 2017).

2.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do software SPSS, verséo 20.0. Para verificar
a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados referentes a
avaliacdo locomotora, demonstraram distribuicdo ndo-paramétrica e foram analisados pelos
testes de Friedman para amostras relacionadas e de Kruskal-Wallis para amostras
independentes. Os dados das avaliacdes morofoldgica e bioquimica apresentaram distribuicdo
normal e foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey (HAZRA,
GOGTAY, 2016; NICOLA et al., 2016; MARQUES et al., 2018).
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3. Resultados

3.1 Experimento 1

3.1.1 Avaliacdo do VOomax

A estimativa de captacdo maxima de oxigénio (VO2ma) dada em m/min de todos 0s
animais foi avaliada. Todavia, para verificar a capacidade média maxima de exercicio dos
animais, foram utilizados os valores obtidos pelos grupos que de fato passariam pelo protocolo
de TLE (LM-E1 e LM-E2). O valor médio obtido foi de 15,83 m/min.

3.1.2 Avaliacéo da funcdo motora

Para a analise da avaliacdo locomotora dos animais, realizada através da escala BBB,
verificou-se um potencial de recuperacdo espontanea nos animais lesados, com progressao da
pontuacdo na escala diferindo entre o 2° dia de pds-operatorio e a 22, 32, 42 e 5%emana (p<0,05)
e também entre a 22 semana e a 3?, 42 e 52 semana (p<0,05), em ambos 0s casos, considerando
todos os grupos submetidos a cirurgia (Figura 9A).

A andlise das diferencas intergrupos, foi executada em duas situacdes distintas: uma
delas, considerando todos os grupos experimentais (SH, LM, LM-E1, LM-E2 — Figura 9A) e a
outra, levando em consideragcdo somente os grupos submetidos a LME (LM, LM-E1, LM-E2 —
Figura 9B). Para a avaliacdo que considerou todos 0s grupos experimentais, observou-se que o
grupo SH (sham), submetido somente ao processo de laminectomia, sem LME, obteve
pontuacdo superior em todos os momentos de avaliacdo, a partir do segundo dia de pds-
operatdrio, em relacdo aos demais grupos (p<0,05). Isso demonstra que, previamente a cirurgia,
todos os animais incluidos no experimento apresentavam locomoc¢do normal, que foi alterada
nos grupos que passaram pelo procedimento, ja a partir do 2° dia de p6s-operatério. O grupo
SH manteve a fungdo locomotora preservada em todos os momentos posteriores de avaliacao.

Na analise que considerou somente 0s grupos expostos a LME, observou-se que 0 grupo
LM-E1 (treinado em intensidade de leve a moderada) apresentou escores reduzidos na escala
BBB em relagdo ao grupo LM-E2 (treinado em intensidade muito leve a leve) nas semanas 2,
4 e 5 (p<0,05). A pontuacdo média maxima obtida pelo grupo LM-E1 foi de 9 no momento
prévio a eutandsia, enquanto a pontuacdo média maxima do grupo LM-E2 foi de 12,5,
considerando o mesmo momento de avaliagdo. Isso indica que, ao final do protocolo de TLE,
0s animais do grupo LM-E1 demonstravam suporte de peso das patas posteriores somente na

fase de apoio quando em passo plantar ou passada dorsal com suporte de peso, mas sem realizar
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nenhuma passada plantar, enquanto o grupo LM-E2, apresentava bom suporte de peso nas patas
posteriores e alguma coordenacédo das patas anteriores e posteriores durante a marcha.

A pontuacdo media maxima obtida pelo grupo LM no momento de avaliacdo prévio a
eutanasia foi de 11,7, demonstrando um nivel de recuperacdo locomotora médio entre o grupo
LM-E1 e LM-E2. Embora ndo tenha sido encontrada diferenca estatistica entre os grupos LM-
Ele LM, nem entre LM-E2 e LM em todos os momentos de avaliagdo, percebemos através da
analise gréafica dos resultados, uma tendéncia a menores escores para o grupo LM-E1 em
comparacdo ao grupo LM a partir da terceira semana de avaliacéo.

Desse modo, protocolo de TLE iniciado precocemente e realizado durante 4 semanas,

piorou a recuperagéo para 0s animais que treinaram em maiores intensidades.
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Figura 9: representacéo gréafica dos resultados obtidos pela avaliagdo locomotora. A. Evolugdo na recuperagdo
dos animais ao longo do tempo apds a LME, com (*) diferencas entre 2° dia de pds operatdrio e a 22, 32 4% e 52
semana (p < 0,05), (#) entre a 22 semana e a 3?, 42 e 5% semana (p < 0,05) para todos os grupos submetidos a LME
e (&) pontuagdes superiores para o0 grupo sem intervengdo cirdrgica (SH) em relagdo aos demais grupos,
submetidos & LME (p<0,05), em todos os momentos de avaliacdo a partir do 2° dia de pds-operatdrio. B. Escores
reduzidos (&) para o grupo LM-E1 em relagdo ao grupo LM-E2 (p<0,05) na 22, 42 e 5% semana, ndo havendo
diferengas significativas entre os grupos LM-E2 e LM e LM-E1 e LM em todos os momentos de avaliacéo.

3.1.3 Analise histologica do volume de leséo

Com relagdo a analise tecidual da ME dos animais, verificou-se que o grupo sem
intervencgdo cirdrgica (SH) apresentou &rea total preservada, diferindo (p<0,05) dos demais
grupos experimentais que passaram pelo procedimento cirdrgico, confirmando a ocorréncia da
LME nesses grupos. Nao foram verificadas diferencas estatisticas significativas na comparacéo
do volume de leséo entre os grupos lesados (LM, LM-E1 e LM-E2) (Figura 10). No entanto, a
analise dos gréaficos indica clara tendéncia de um maior volume de lesdo na ME do grupo LM-
E1, quando comparado aos grupos LM-E2 e LM, demonstrando que o protocolo de TLE

iniciado 7 dias apds a LME e realizado durante 4 semanas em maior intensidade, leva a um
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aumento no tamanho da lesdo em comparacao a realizar o treino em menor em intensidade, ou
mesmo, ndo realizar qualquer tratamento.
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Figura 10: avaliacdo histoldgica da medula espinal. A. Quantificacdo do volume de lesdo para cada grupo
experimental, confirmando a ocorréncia de lesdo (*) nos grupos submetidos ao procedimento cirdrgico em relagéo
ao grupo sham, ndo cirdrgico, que apresenta total preservacdo tecidual (p<0,05), ndo havendo diferenca
significativamente estatistica para a comparacdo entre 0s demais grupos. B. Imagens representativas de cortes
transversais da medula espinal para cada grupo experimental.

3.2 Experimento 2

3.2.1 Avaliacdo do VOomax

A estimativa indireta de captacdo maxima de oxigénio (VO2amax) dada em m/min de
todos os animais foi avaliada. Todavia, para verificar a capacidade média méxima de exercicio
dos animais, foram utilizados os valores obtidos pelos grupos que de fato passariam pelo
protocolo de TLE (LM-E1 e LM-E2). O valor médio obtido foi de 15 m/min.

3.2.2 Avaliagdo Locomotora

Para a andlise da avaliacdo locomotora dos animais, realizada através da escala BBB,
verificou-se um potencial de recuperacdo espontanea nos animais lesados ao longo do tempo,
com progressdao da pontuacdo na escala diferindo entre o 2° dia de pos-operatorio, a 12 e 22
semana (p<0,05), considerando todos os grupos submetidos a cirurgia.

A anélise das diferencgas intergrupos foi realizada em duas situacdes distintas: uma
delas, considerando todos os grupos experimentais (Naive, LM, LM-E1, LM-E2 — Figura 11A)
e a outra, levando em consideragdo somente os grupos submetidos a LME (LM, LM-E1, LM-
E2 — Figura 11B). Para a avaliacdo que considerou todos 0s grupos experimentais, observou-se

que o grupo Naive, ndo submetido a qualquer tipo de intervencéo cirdrgica, obteve pontuacao
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superior em todos os momentos de avaliacdo, a partir do segundo dia de pos-operatorio, em
relacdo aos demais grupos (p<0,05). Isso demonstra que, previamente a cirurgia, todos os
animais incluidos no experimento apresentavam locomoc¢do normal, que foi alterada para os
grupos que passaram pelo procedimento, a partir do 2° dia de p6s-operatério. O grupo Naive
manteve a fungdo locomotora preservada em todos 0s momentos posteriores de avaliagéo.

Na andlise que considerou somente 0s grupos expostos a LME, ndo foram observadas
diferencas significativas entre eles, considerando todos os momentos de avaliacdo. A pontuacéo
média maxima obtida pelo grupo LM-E2 foi de 7, no momento prévio a eutanasia, enquanto a
pontuacdo media maxima do grupo LM-E1 foi de 6 e do grupo LM foi de 8. Isso indica que 0s
animais dos respectivos grupos moviam duas ou trés articulagdes de forma extensa, sem realizar
suporte de peso durante a marcha. Assim, verificou-se que o protocolo de 5 dias de TLE iniciado
precocemente, em intensidades leve ou moderada, ndo ofereceu prejuizos ou beneficios a
locomocgdo dos animais que treinaram, em comparac¢ao aos que nao realizaram o exercicio e

nem mesmo entre 0s grupos treinados em diferentes intensidades.
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Figura 11: representagdo grafica dos resultados obtidos pela avaliagdo locomotora. A. Evolugdo na recuperacdo
dos animais ao longo do tempo ap6s a LME, com (*) diferencas entre 2° dia de p6s operatorio e a 1% e 2% semana
para todos os grupos submetidos @ LME (p<0,05) e, (&) pontuacfes superiores para 0 grupo sem intervengao
cirtrgica (Naive) e os demais grupos, submetidos a LME (p<0,05), em todos os momentos de avaliagdo, a partir
do 2° dia de pds-operatorio. B. N&o foram encontradas diferencas significativas na pontuacdo dos animais,
considerando somente os grupos com LME.

3.2.3 Andlise da massa e do potencial de membrana mitocondrial

Com o objetivo de verificar o efeito da exposi¢do ao protocolo de 5 dias de TLE sobre
a func@o mitocondrial na medula espinal analisou-se, por citometria de fluxo, a intensidade da
fluorescéncia dos fluorocromos Mitotracker Red e Green, marcadores de potencial e massa
mitocondrial, respectivamente. Foram identificadas maiores intensidades de fluorescéncia em
ambos os marcadores para o grupo LM-E2 (treinado em intensidade leve) em relagéo ao grupo

Naive (sem qualquer intervencéo cirargica e néo treinado, p<0,05) e ao grupo LM (com LME,
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ndo treinado, p<0,05) (Figuras 12 A e B). N&o houve diferencas estatisticas para a analise da
relagdo entre massa e potencial mitocondrial entre os grupos (Figura 12 C).
Assim, o protocolo de 5 dias de TLE iniciado precocemente em intensidade leve foi

capaz de aumentar a funcdo mitocondrial da ME dos animais em relacdo a ndo realizar o

exercicio.

3.2.4 Anélise dos niveis de DCF
Para a analise dos niveis DCF (2’,7’-diclorofluoresceina) verificados como um

parametro de estresse oxidativo, apds 5 dias de exposi¢cdo ao protocolo de TLE, foram
encontrados niveis significativamente mais elevados para ambos os grupos treinados, LM-E1
(treinado em intensidade moderada) e LM-E2 (treinado em intensidade leve) em relacdo ao
grupo Naive (p<0,05). No entanto, ndo houveram diferencas significativamente estatisticas para
0S grupos treinados em ambas intensidades em relacdo ao grupo com LME néo treinado (LM).

Dessa forma, o protocolo de 5 dias de TLE iniciado precocemente em qualquer
intensidade aumenta o nivel de estresse oxidativo nos animais treinados em relagcdo aos animais

ndo treinados e que ndo passaram pelo procedimento cirurgico.
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Figura 12: representacdo gréafica dos resultados obtidos pela avaliagdo bioquimica da medula espinal. Maior
intensidade da fluorescéncia de MitoTracker Green, marcador de massa mitocondrial (A) e de MitoTracker Red,
marcador de potencial de membrana mitocondrial (B) para o grupo LM-E2 em relagdo aos grupos Naive (*p<0,05)
e LM (#p< 0,05); ndo houve diferencas significativas intergrupos para a relagdo entre massa e potencial
mitocondrial (C) e niveis maiores de DCF (2°,7’-diclorofluoresceina) foram encontrados nos grupos LM-E1 e LM-

E2 em relagdo ao grupo Naive (D) (*p<0,05).
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4 Discusséo
Nesse estudo investigamos os efeitos do TLE iniciado precocemente, 7 dias apds a LME

em ratos, buscando confirmar nossa hipétese inicial, de que essa modalidade de tratamento
promove efeitos positivos quando realizado em menor intensidade, mas leva a efeitos deletérios
quando realizado em maiores intensidades. No primeiro experimento o protocolo de TLE
iniciou no 7° dia apds a LME e consistiu em 5 dias de treino, durante 20 minutos ao dia, por 4
semanas.

Foi verificado que o grupo treinado em intensidade de leve a moderada (LM-E1) obteve
recuperacdo locomotora das patas posteriores inferior ao grupo que treinou em intensidade que
variou de muito leve a leve (LM-E2) nas avaliagdes realizadas na segunda, quarta e quinta
semana. Nao houve diferenca significativamente estatistica para a habilidade locomotora das
patas posteriores entre os grupos treinados em qualquer intensidade e o grupo que nao passou
pelo TLE (LM), o que pode estar relacionado & uma recuperacdo espontanea acima da média
esperada apoés a lesdo, para os animais desse grupo. Todavia, ha uma clara tendéncia de pior
recuperacao para 0 grupo que treinou em maior intensidade em comparacao ao grupo com LM
ndo treinado, a partir da terceira semana. Assim, quando iniciado em periodo precoce, 7 dias
ap6s a LME, o TLE promoveu pior recuperacdo funcional quando realizado em maiores
intensidades.

Em uma revisdo sistematica, os resultados se mostraram controversos a respeito da
promocdo de melhor recuperacdo locomotora proporcionada pelo treinamento fisico em
animais com LME. Dos 41 artigos incluidos, ndo houve melhora na locomogéo dos animais em
11 deles. Nos demais, observou-se que algum aspecto do movimento foi melhorado pelo
treinamento. Em 40% dos estudos analisados, houve resultado positivo na locomocéo dos
animais quando o treinamento teve um tempo de duracdo menor do que 6 semanas, como
realizado no primeiro experimento, quando os animais treinaram durante 4 semanas, mas, nesse
caso, ndo houve resultados positivos apos os protocolos de TLE em relacdo aos animais ndo
treinados. Para estudos com lesdo medular incompleta, assim como feito nesse estudo, 25% dos
estudos realizados em ratos ndo demonstraram efeitos positivos do exercicio para a locomocgao
dos animais. Dentre os estudos que apontaram resultados negativos, 72% deles iniciaram o TLE
em periodo precoce apés a LME, da mesma forma como realizado no presente estudo, ou
tardaram mais de 16 dias para inicio do treinamento (BATTISTUZZO et al., 2012).

Os resultados aqui apresentados corroboram os achados de Marques e colaboradores
(2018), que verificaram pior recuperacdo funcional na segunda semana de avaliagdo para o

grupo que realizou o TLE com inicio em 7 dias ap6s a LME, em relacéo ao grupo com LME
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que ndo passou pelo protocolo de treinamento. Nesse estudo, os animais foram treinados 5 dias
por semana, 20 minutos por dia, a uma intensidade inicial de 6m/min, com aumentos semanais
progressivos até 11,5m/min ao longo das 10 semanas de exposicao ao tratamento.

Em outro estudo com inicio do protocolo de treinamento em periodo precoce, ap6s 3
dias da LME, em que os animais treinaram a uma velocidade de 0,3 m/s, durante 20 minutos, 5
dias por semana, por 6 semanas, ndo foram encontrados resultados positivos significativos para
a funcdo das patas posteriores do grupo que realizou o0 TLE em compara¢do ao grupo somente
com LME, que ndo passou pelo treinamento, de modo que ambos 0s grupos obtiveram
recuperacdo locomotora similar (NICOLA, 2013; NICOLA et al., 2016).

Em um estudo em que foram avaliados os efeitos do treinamento de marcha na esteira e
de farmacos antidepressivos na recuperacdo da lesdo medular em ratos, com o protocolo de
treino de marcha consistindo em 15 minutos por dia, 5 dias por semana, durante 6 semanas, em
velocidade de 6-21 cm/s?, também ndo foram verificadas diferencas significativas entre os
grupos treinados na esteira € o grupo controle lesado, com relagdo a funcdo motora das patas
posteriores dos animais (CRISTANTE et al., 2013).

Acreditamos que a pior recuperacdo locomotora do grupo treinado em maior
intensidade, verificada em nosso estudo, possa estar relacionada ao fato de que o exercicio,
quando realizado em intensidades mais altas, leva a uma condicdo estressante ao organismo,
induzindo aumentos nos niveis de corticosterona, conhecida por interagir negativamente com
fatores neurotréficos, reduzindo a sinalizacdo desses, o que pode acarretar em efeitos negativos
para a plasticidade do tecido nervoso, repercutindo na funcdo motora (SHIH; YANG; WANG
etal., 2013; RAHMATI; KAZEMI, 2019).

Ainda sobre o experimento 1, buscou-se investigar possiveis diferencas teciduais na ME
para 0s grupos experimentais. No entanto, apenas confirmou-se que 0S grupos expostos a
inducdo do modelo experimental obtiveram lesdo da estrutura, enquanto o grupo sham, nao
cirurgico, demonstrou preservacdo tecidual total, ndo havendo diferencas significativamente
estatisticas nas comparag6es para o volume de tecido lesado entre os demais grupos do estudo.

Tal ocorréncia parece se repetir em outros estudos, como o de Nicola e colegas (2016),
ja citado anteriormente, em que ndo houve diferencas significativas para o volume de lesdo em
cortes longitudinais de ME na comparacgéo entre o grupo somente com LM e o grupo com LM
submetido a um protocolo de TLE, iniciado 3 dias apos a cirurgia. No trabalho supracitado, de
Marques e colaboradores (2018), os autores encontraram maior area de lesdo em cortes
transversais de ME, ap6s 10 semanas de treinamento, para animais que iniciaram o TLE em

periodo precoce com relacdo aos animais que iniciaram em periodo tardio. Também nesse
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estudo, apos as 10 semanas de treinamento, observou-se um efeito deletério na morfologia da
ME para os animais que iniciaram precocemente o TLE, 7 dias apds a LME, demonstrando
maior area de lesdo do que aqueles ndo submetidos a qualquer tratamento.

Em outro trabalho supracitado, em que os autores avaliaram os efeitos do treinamento
de marcha na esteira e de farmacos antidepressivos na recuperacao da lesdo medular em ratos,
também ndo foram encontradas diferencas significativas no volume de lesdo da ME entre os
grupos treinados e ndo treinados (CRISTANTE et al., 2013).

Em outro estudo, os autores, que avaliaram os efeitos do TLE em animais com LME
incompleta, ndo encontraram diferencas significativas entre a porcentagem de substancia
branca poupada na area de lesdo méaxima para 0s grupos treinados e nao treinados (FOUAD et
al., 2000).

Considerando o trabalho de Marques e colaboradores (2018), que verificou pior
recuperacdo locomotora para 0s animais que iniciaram o TLE em periodo precoce ap6s a LME,
em associacdo com um maior volume de lesdo na medula espinal ap6s 10 semanas de
treinamento, acreditamos que, embora também tenhamos verificado pior recuperacao funcional
e tendéncia a um maior dano na ME para o grupo treinado em maior intensidade em comparacgéo
ao grupo treinado em menor intensidade, talvez um tempo maior de treinamento fosse
necessario para que encontrassemos diferencas morfoldgicas significativas entre os grupos.

No segundo experimento desse estudo, o protocolo de TLE também foi iniciado no 7°
dia apés a LME, porém, nesse caso, foram realizados somente 5 dias de treino, durante 20
minutos e verificou-se que ndo houve resultados positivos ou negativos para a locomocao das
patas posteriores dos animais treinados em qualquer intensidade (LM-E1 - moderada e LM-E2
- leve) quando comparados ao grupo com lesdo medular ndo treinado (LM), em qualquer
momento da avaliacdo. Em uma revisdao sistematica, ja descrita anteriormente, os autores
observaram que, em 60% dos trabalhos analisados, periodos de treinamento fisico prolongados,
com tempo superior a 6 semanas, tendem a ser mais eficazes para melhorar a fungéo locomotora
dos animais com LME (BATTISTUZZO et al., 2012). Como esse experimento consistiu em
um curto periodo de exposic¢do ao protocolo de TLE, uma possibilidade é de que um tempo
maior seria necessario, visando obter resultados positivos para a fungdo das patas posteriores
dos animais.

Todavia, no trabalho ja citado, de Marques e colaboradores (2018), em que 0s animais
iniciaram o TLE em periodo precoce, 7 dias ap6s a LME, foram observados prejuizos na fungdo
locomotora dos animais em relagdo aos animais que néo passaram pelo treinamento, na segunda

semana apos a LME, ou seja, apds somente uma semana de treinamento. Com isso, pode-se
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pensar que resultados negativos poderiam ter sido encontrados no experimento 2 do presente
estudo, no qual o TLE também iniciou 7 dias apés a LME e somente uma semana de TLE foi
realizada. O protocolo de TLE realizado por Marques e colegas, consistiu em 20 minutos por
dia, 5 dias por semana, durante 10 semanas, com intensidade inicial de 6m/min, progredindo
semanalmente até a intensidade de 11,5m/min. Assim, podemos observar intensidade inicial
similar aquela em que os animais do grupo LM-E1 foram treinados por uma semana, no
experimento 2 do presente estudo. No entanto, nesse caso, ndo foram encontrados resultados
negativos para a locomoc¢édo dos animais apds exposicdo ao protocolo de TLE. Atribuimos essa
ocorréncia ao fato de que trabalhos com modelos experimentais podem apresentar problemas
de replicabilidade, uma vez que serdo utilizadas outras cepas de animais e também, fatores
ambientais podem interferir nos resultados encontrados entre experimentos realizados em
momentos diferentes e por pessoas diferentes (CRABBE, 1999).

A possivel participacdo da funcdo mitocondrial da ME de ratos submetidos a dois
protocolos de TLE, realizados em diferentes intensidades, iniciados 7 dias ap6s a LME, com
duracdo de 5 dias, sendo 20 minutos por dia, conforme o experimento 2 desse estudo, foi
identificada pelas maiores intensidades de fluorescéncia para marcadores de massa e potencial
mitocondrial para o grupo LM-E2 (treinado em intensidade leve) em relacdo ao grupo Naive
(sem qualquer intervencdo cirdrgica e ndo treinado) e ao grupo LM (com LME, n&o treinado).
Acredita-se que o treino em intensidade leve promoveu aumento da funcdo mitocondrial em
relacdo aos animais ndo treinados, com ou sem intervencao cirargica.

Ademais, niveis significativamente mais elevados de DCF (2°,7 -diclorofluoresceina)
foram encontrados em ambos 0s grupos treinados, LM-EL1 (treinado em intensidade moderada)
e LM-E2 (treinado em intensidade leve) em relagdo ao grupo Naive. No entanto, ndo houve
diferencas significativas entre os grupos treinados em ambas as intensidades em relacdo ao
grupo com LME ndo treinado (LM). Desse modo, o TLE iniciado precocemente em qualquer
intensidade (leve ou moderada), promoveu maior nivel de estresse oxidativo em relacdo ao
grupo sem intervencdo cirurgica, mas ndo se mostrou diferente em relagcdo ao grupo somente
com intervencdo cirdrgica, sem treinamento.

De acordo com a literatura, os beneficios do exercicio a nivel molecular, mais
especificamente com relacdo as mitocondrias, sdo atualmente melhor compreendidos no
musculo esquelético, com énfase para o aumento da biogénese e funcdo mitocondrial, que
podem ocorrer ap6s uma Unica sessdo de exercicio. Elevacdes moderadas nos niveis de espécies
reativas de oxigénio sdo consideradas fisioldgicas e necessérias para adaptagdes benéficas ao

exercicio, de modo que o exercicio agudo induz a formacéo de espécies reativas de oxigénio,
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com dano oxidativo ocorrendo com maior frequéncia em sessfes de maior intensidade
(BURTSCHER et al., 2021). Essas afirmagdes reforcam os achados do presente trabalho, em
que foi verificada maior massa e funcdo mitocondrial da medula espinal para o grupo treinado
em menor intensidade, em associacdo com aumentos nos niveis de espécies reativas de oxigénio
em ambos 0s grupos treinados.

Sabe-se ainda que, embora através de vias moleculares menos conhecidas, o0 exercicio
também oferece claros beneficios a outros 6rgaos e tecidos, como, por exemplo, o cérebro,
levando a aumento do fluxo sanguineo, com efeitos proeminentes em componentes envolvidos
na biogénese mitocondrial e na neurogénese adulta do hipocampo (BURTSCHER et al., 2021).
O exercicio induz uma série de adaptacGes celulares e subcelulares, sendo talvez uma das mais
importantes, a modulacdo da rede mitocondrial em diversos 6rgaos e tecidos, dentre eles, o
cérebro (BERNARDO et al., 2016). Ndo foram encontrados estudos relacionando massa e
potencial mitocondrial em ratos com LME que passaram por TLE.

Em um estudo que avaliou a interferéncia do treinamento em esteira sobre a fungéo
mitocondrial do hipocampo de ratos submetidos a modelos experimentais de depressao, 0s
autores encontraram aumento do potencial mitocondrial nos animais treinados em relacao
aqueles que nao realizaram o exercicio (WU et al., 2019), assim como demonstrado no presente
estudo, para outra estrutura do SNC, em que houve um aumento do potencial mitocondrial da
ME para animais com LME treinados em intensidade leve em relagéo a animais néo treinados.

Outro estudo que avaliou os impactos sobre a funcdo mitocondrial apds o treino
locomotor em esteira com modelos experimentais da doenca de Alzheimer (DA), através de um
protocolo consistindo em 30 minutos/dia de exercicio, 5 dias por semana, durante 4 semanas,
verificou que o exercicio foi capaz de atenuar a disfuncdo mitocondrial ocorrida nos animais
DA néo treinados através de aumentos na atividade da enzima mitocondrial citocromo c oxidase
no hipocampo dos ratos com DA que passaram pelo protocolo de TLE (LU et al., 2017).

Em outro estudo, verificou-se que o potencial mitocondrial, alterado no cérebro de ratos
apos exposicao cronica a altas doses de tramadol, um opioide atipico, comumente utilizado para
aliviar a dor de moderada a intensa, teve sua disfuncéo atenuada nos grupos que passaram pelo
TLE prévio, em um protocolo de 30 minutos de treino por dia, durante 5 dias, por 4 semanas
(MEHDIZADEH et al., 2017).

Um estudo que analisou a funcdo mitocondrial da medula espinal de camundongos
transgénicos (B6SJL-TgN[SOD1-G93A]1Gur), um modelo de esclerose lateral amiotréfica
(ELA), apds um protocolo de exercicio fisico com natacdo por 30 minutos ao dia, 5 dias por

semana, encontrou maiores niveis da enzima antioxidante glutationa peroxidase para 0s animais
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com ELA que realizaram o exercicio, quando comparados aos que ndo realizaram. Eles
discutem que esse efeito pode estar relacionado a manutencdo da funcdo mitocondrial e
producdo de ERO, possivelmente em nivel fisiologico (DZIK et al., 2021), bem como o
encontrado no presente estudo, em que animais que passaram pelo TLE em intensidade leve
parecem ter melhor fungdo mitocondrial a0 mesmo tempo em que tiveram seus niveis de ERO
aumentados.

O TLE quando iniciado em periodo precoce ap6s a LME e realizado durante 4 semanas
em maior intensidade, requerendo maior esfor¢o fisico, promoveu menor recuperacdo
locomotora em comparacdo a treinar em menor intensidade, com menor esforco fisico. Em
contrapartida, esses resultados relacionados a fungdo locomotora ndo foram corroborados com
a andlise estrutural da ME, que ndo demonstrou niveis maiores de lesdo entre 0s grupos
treinados em qualquer intensidade e os ndo treinados, considerando o mesmo protocolo de
treinamento. VVarios autores também nédo encontraram diferencas teciduais na comparagao entre
grupos treinados e nédo treinados (FOUAD et al., 2000; CRISTANTE et al., 2013; NICOLA et
al., 2016). O trabalho de Marques e colegas (2018), que demonstrou maior area de lesdo para o
grupo treinado em comparacédo ao ndo treinado, exp6s os animais ao protocolo de treinamento
durante 10 semanas, diferentemente de nosso estudo, em que 0s animais treinaram durante 4
semanas. Assim, podemos considerar que talvez o tempo no qual expomos os animais ao TLE
néo foi suficiente para gerar alteracGes estruturais na ME.

Ainda, o TLE quando iniciado em periodo precoce ap6és a LME, durante 5 dias
consecutivos, levou a melhora na funcdo mitocondrial para os grupos treinados em menor
intensidade em comparagdo aos ndo treinados e, ambos 0s grupos treinados, em qualquer
intensidade, demonstraram maiores niveis de estresse oxidativo em relacdo ao grupo sem leséo,
ndo treinado. Pensamos que, assim como outros estudos que encontraram melhora na funcéo
mitocondrial e aumento no estresse oxidativo apds exposicdo a protocolos de exercicio fisico
para outras estruturas do SNC, como o cerebro (LU et al., 2017; MEHDIZADEH et al., 2017,
WU et al., 2019; DZIK et al., 2021), isso também pode se aplicar as rea¢des celulares ocorridas
na ME lesada ap6s o TLE em menor intensidade. Acreditamos que o aumento do estresse
oxidativo possa estar relacionado & manutencdo da fungcdo mitocondrial e producéo de ERO,
provavelmente no nivel fisioldgico e necessario para a ocorréncia dos efeitos beneficos do
exercicio, uma vez que no periodo em que esse parametro foi avaliado, essas respostas ndo mais
estariam relacionadas somente & lesdo na ME. No entanto, a avaliagdo locomotora ndo
corroborou esses achados, de modo que ndo houve melhora na recuperagdo motora dos animais

treinados em menor intensidade quando comparados aos ndo treinados. Embora um tempo mais
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proximo & LME seja necessario para que determinadas alteracdes celulares e moleculares sejam
detectadas (NICOLA et al., 2017; MARQUES, 2018; QUADRI et al., 2018, ANJUM et al.,
2020), possivelmente o tempo de exposicdo ao TLE ndo foi suficiente para gerar alteracdes
comportamentais, sendo necessario um tempo mais longo de treinamento para que uma melhora
na locomogé&o fosse detectada (BATTISTUZZO et al., 2012; BATTISTUZZO et al., 2016).

Acreditamos que nossos achados podem confirmar a hip6tese inicial que tinhamos, de
que o TLE realizado precocemente apds a LME em ratos promove efeitos benéficos quando
realizado em menor intensidade, mas leva a prejuizos quando realizado em maiores
intensidades, uma vez que animais treinados em maior intensidade durante 4 semanas parecem
ter demonstrado pior locomogéo e aqueles treinados em menor intensidade durante 5 dias,
parecem ter melhorado a funcdo mitocondrial da ME.

Todavia, em concordancia com a literatura vigente a respeito da intervencdo com TLE
apo6s a LME em ratos (BATTISTUZZO et al., 2012), nossos resultados ainda sdo controversos,
a medida que ndo pudemos confirmar a pior recuperacdo motora dos animais treinados em
maior intensidade com maior lesdo na estrutura da ME e melhor fun¢do mitocondrial para os
animais treinados em menor intensidade com uma recuperacao locomotora efetiva.

Consideramos que tdo necessario quanto compreender possiveis efeitos benéficos de um
tratamento, é preciso também ter a devida atencdo quando efeitos negativos sdo encontrados,
assim como verificado nesse estudo. Todavia, nossos resultados ndo devem desencorajar a
utilizacdo do TLE em pessoas com LME, pois, apesar de a pesquisa sobre a tematica na area
clinica ser ainda bastante limitada, é de conhecimento que essa modalidade de reabilitacdo
oferece beneficios aos sistemas muscular e cardiovascular além de melhorar parametros da
marcha dos individuos (HICKS, 2020). No entanto, futuros estudos devem se concentrar em
elucidar as variaveis importantes para definir protocolos efetivos de TLE, descobrindo o
momento de inicio e intensidade ideais, a fim de promover sempre a melhor forma de

intervencao terapéutica, proporcionando beneficios, sem risco de prejuizos aos tratados.
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5 Conclustes

A partir dos dados obtidos nesse estudo, pode-se concluir que:

o

O TLE em modelos experimentais de LME, quando iniciado precocemente e
realizado durante 4 semanas, em intensidade varidvel entre leve a moderada,
promove pior recuperacdo da funcdo motora do que quando realizado em
intensidade varidvel entre muito leve a leve;

O TLE em modelos experimentais de LME, quando iniciado precocemente e
realizado durante 4 semanas, em qualquer intensidade, ndo aumenta o dano a
estrutura da ME em comparacdo a ndo realizar o exercicio;

O TLE em modelos experimentais de LME, quando iniciado precocemente e
realizado durante 5 dias em qualquer intensidade, ndo promove recuperacéo
locomotora superior a ndo realizar o treinamento;

O TLE em modelos experimentais de LME, quando iniciado precocemente e
realizado durante 5 dias em intensidade leve, melhora a fun¢do mitocondrial na ME
em relacdo a ndo realizar o exercicio;

O TLE em modelos experimentais de LME, quando iniciado precocemente e
realizado durante 5 dias em qualquer intensidade promove maiores niveis de DCF,

como um parametro de estresse oxidativo, em relacdo a ndo realizar o exercicio.

O tratamento em modelos experimentais de LME com TLE iniciado precocemente em

intensidade varidvel entre leve a moderada promove prejuizo na funcdo locomotora dos

animais, mas oferece beneficios a funcdo mitocondrial da ME quando realizado em

intensidade leve. Todavia, ambos os protocolos de TLE ainda trazem resultados

controversos a medida que a pior recuperacdo motora dos animais treinados em maior

intensidade ndo se confirma com maior lesdo na estrutura da ME, enquanto a melhora

da funcdo mitocondrial para os animais treinados em menor intensidade ndo esta

associada a uma recuperagdo locomotora efetiva.
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6 Consideracodes Finais

O projeto de Mestrado que deu origem a essa Dissertacéo teve seu andamento bastante
prejudicado, devido as restricbes compulsorias de mobilidade e presenca ocorridas durante a
pandemia da Covid-19 por longo periodo na Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Outro
fato de importdncia a ser considerado foi a limitagdo institucional relacionada a
indisponibilidade do equipamento necessario para cortes histolégicos (criostato) no
Departamento de Bioquimica e no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da instituicao.

Tais circunstancias, influenciaram diretamente os passos necessarios a finalizacéo deste
projeto de pesquisa. Assim, como perspectiva, esperamos avaliar a interferéncia dos dois
protocolos de TLE em diferentes intensidades sobre a musculatura das patas posteriores dos
animais, bem como, analisar a presenca de citocinas pro-inflamatérias na estrutura da ME
desses animais, visando confirmar nossa hipétese inicial com um maior conjunto de resultados.

A partir dos nossos resultados, sugerimos que estudos futuros com LME em modelos
experimentais invistam em elucidar as varidveis importantes para definir protocolos efetivos de
TLE, testando outras intensidades, diferentes tempos de duracdo para cada treino e para o
treinamento total, a fim de promover uma intervencéo terapéutica que ofereca beneficios e ndo

prejuizos aos tratados.
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