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RESUMO

Miranda, TAB. Estratégia terapéutica apds contusdo da medula espinhal:
recuperacédo funcional e estabilidade cortical sensdrio-motora [Dissertacdo]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo; 2011.

A lesdo medular (LM) promove uma condi¢do devastadora que resulta em déficits
sensorial e motor, impedindo o desempenho funcional do individuo. Modelos
experimentais de lesdo medular tém sido utilizados na investigacdo do
funcionamento do sistema sensorio-motor e da reorganizacdo promovida por meio
de tratamentos, podendo corroborar com aplicacdes clinicas atuais e futuras. Este
trabalho tem como objetivos verificar a recuperacao funcional e a dindmica da
reorganizacdo cortical do sistema sensoério-motor de ratos Wistar lesados
medulares submetidos a treinamento motor. 17 ratos foram divididos
aleatoriamente em trés grupos: treinado (n = 6), controle (n = 7) e sham (n = 4).
Todos os animais receberam um implante de matriz de 32 micro-elétrodos no
cortex sensorio-motor. Os animais do grupo treinado e controle foram submetidos
a LM contusa e os do grupo sham somente ao procedimento cirargico sem a LM.
Foram realizadas as avaliacdbes comportamentais motoras, de dor neuropatica
(alodinea e hiperalgesia mecéanica), de dor térmica e eletrofisioldgica antes da LM
e nos 1°, 3°, 59, 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42°, 49° e 56° dias pds-operatérios (dPO) da
lesdo. O grupo treinado realizou treinamento motor em uma esteira com
velocidade controlada, tendo inicio no 5° dPO e foi realizado por 15 minutos, cinco
vezes na semana até o final do experimento. Os outros dois grupos ficaram sem
treinamento. No 57° dPO, os animais foram sacrificados, e as medulas espinhais
e os encéfalos foram coletados para analise histologica. Os resultados mostraram
melhora motora significativa do grupo treinado em relacdo ao controle. Ao final do
experimento, os animais treinados foram capazes de realizar passos plantares
coordenados consistentes de forma independente. Ambos os grupos lesados
apresentaram alodinea apés a LM, mas somente o controle apresentou aumento
da dor mecanica. Os dados eletrofisiologicos revelaram alteracbes na atividade
cortical sensorio-motora no 1° dPO e ao longo do tempo. Foi identificado que o
aumento da poténcia da banda beta contribuiu para a melhora motora do grupo
treinado e o aumento da poténcia delta contribuiu para a recuperacdo motora
limitada do grupo controle. Na analise histolégica os grupos néo diferiram em
relacdo ao tamanho da leséo, mas foi identificada uma diminuicdo significativa
dos neurdnios do corno ventral da medula espinhal, no segmento caudal a leséo
para os animais controles. O treinamento na esteira potencializou a recuperacao
funcional e parece ter facilitado a reorganizacdo do cortex sensorio-motor apés a
leséo. Esses resultados podem servir de base para futuras aplicagfes clinicas em
pacientes lesados medulares.

Descritores: lesdo medular, cortex motor, cortex somatossensorial, recuperacao
motora e sensorial, reabilitacéo, dor.



ABSTRACT

Miranda, TAB. Therapeutic strategy after spinal cord contusion: functional
recovery and sensorimotor cortical stability [Dissertation]. S&o Paulo: Medicine
College of S&o Paulo University; 2011.

Spinal cord injury (SCI) results in a devastating condition, which leads to motor
and sensory deficits that impair the injured person functional performance. Spinal
cord injury experimental models are used in sensory-motor functioning and
reorganization or plasticity promoted by trainings investigation. Thus, these studies
can corroborate with current and future clinical approaches. This work aims to
verify the functional recovery and the sensorimotor cortical reorganization
dynamics in Wistar rats with spinal cord injury submitted to motor training. 17 rats
were randomly divided into 3 groups: trained (n = 6), control (n = 7) and sham (n =
4). All animals received a 32 microelectrodes array in the sensorimotor cortex.
Control and trained animals were submitted to contusive SCI and the sham group
only to the surgical procedure without the contusion. Motor behavior, neuropathic
pain (allodynia and mechanical hyperalgesia), thermal pain and
electroph}{siological assessments were accomplished before SCI and on the 1%,
3 5t 7 14" 218t 28™ 35M 42M 49" and 56" post-operative days (POd). The
trained group performed the motor training on a treadmill with controlled speed,
starting on the 5™ post-operative day and it was done for 15 minutes, five times
per week till the end of the experiment. The other two groups did not receive any
training. Soon after SCI the animals completely lost the hindlimbs movements. On
the 57" POd, the animals were sacrificed and the spinal cords and brains were
collected for histological analysis. Results showed significant motor improvement
of the trained group. In the end of the experiment, these animals were able to
perform consistent coordinated plantar steps on their own. Both injured groups
showed allodynia after the SCI, but only the control group presented increased
mechanical pain. Electrophysiological data revealed sensorimotor cortical activity
changes on the 1% POd and over time. It was indentified that an increase in beta
power contributed to the trained group motor improvement and that an increase in
delta power contributed to the limited motor recovery of the control group. In the
histological analysis the groups did not differ concerning the lesion size, but a
significant spinal cord ventral horn neurons decrease in the lesion caudal segment
compared to the controlled animals was identified. The treadmill training enhanced
functional recovery and seemed to facilitate sensorimotor reorganization after
injury. These results can be applied for future clinical interventions in spinal cord
injured patients.

Descriptors: spinal cord injury, motor cortex, sensorial cortex, sensory and motor
recovery, rehabilitation, pain.
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1. INTRODUCAO

A recuperacédo das funcdes sensorial e motora apés uma lesao
no sistema nervoso tem desafiado a neurociéncia clinica (Fouad e Pearson,
2004) no entendimento de circuitos envolvendo estruturas encefalicas e a
medula espinhal, responsaveis pela execucdo de atividade motora e
comportamentos especificos (Liebermann et al., 2006). A interrupcao desses
circuitos, como ocorre na lesdo medular (LM), afeta a conducéo de informacdes
ascendentes e descendentes, provocando deficiéncia sensério-motora e
dependéncia que muitas vezes acarreta perda da auto-estima no individuo
lesado (Hulsebosch, 2002; Lu et al., 2005).

Segundo Afshari et al. (2009), mais de dois milhGes de pessoas
vivem com lesdo medular no mundo. Estudos estimam que, somente nos
Estados Unidos da América, cerca de 262.000 individuos apresentam LM, com
aproximadamente 12.000 novos casos por ano (Spinal Cord Injury Statistics,
2009). De acordo com os dados do National Spinal Cord Injury Database
(2010), a incidéncia de lesbes medulares por acidente automobilistico & de
41,3%, seguida por quedas (27,3%), violéncia (15%), esportes (7,9%) e causas
desconhecidas (8,5%). No Brasil estima-se que 180.000 individuos vivam com
a LM, sendo a incidéncia de 71 casos por um milh&o de habitantes por ano
(Masini, 2001).

Em busca de tecnologias assistivas aos pacientes paralisados,
varias pesquisas recentes tém demonstrado a viabilidade de interfaces

cérebro-maquina para restauracdo da funcdo motora (Carmena et al., 2005;



Zacksenhouse et al., 2007; Fitzimmons et al., 2007; Velliste et al., 2008). Desta
forma, emerge a necessidade de novos estudos com o0s aspectos envolvidos
na reabilitacdo desses pacientes com lesdo medular e interface cérebro-
maquina.

Devido a incapacidade motora ser um fator extremamente
limitante para as atividades de vida diaria, muitos pesquisadores tém estudado
estratégias de tratamento para melhorar a habilidade motora desses individuos.
O treinamento na esteira € uma forma de atividade fisica intensamente
investigada em estudos experimentais, tanto em humanos (Behrman e
Harkema, 2000; Dobkin et al., 2003; Hutchinson et al., 2004; Giangregorio et
al., 2005; Dietz, 2009), como em modelos animais (Kunkel-Bagden et al., 1993;
De Leon et al.,, 1998; Edgerton et al., 2001; Ahn et al., 2006; Bigbee et al.,
2007; Barriere et al., 2008).

Kim et al. (2006) afirmam que a recuperacao da funcdo motora
apos uma lesdo € mediada por uma reorganizacdo estrutural e funcional do
sistema motor residual, que pode ser induzida pelo treinamento motor. Esta
remodelacdo compensatéria ocorre em multiplos niveis neurais, incluindo
centros espinhais motores, tratos motores supraespinhais descendentes,
tronco cerebral e cortex motor (Bareyre, 2008). Varios estudos mostram que a
conectividade sinaptica no cortex motor pode ser modificada apos a leséo
medular (Jones et al., 1999; Kleim et al., 2004; Adkins et al., 2006; Blanco et
al., 2007).

Normalmente, meétodos eletrofisiologicos séo utilizados em
pesquisas com animais nao lesados, a fim de estudar a ativacdo do cortex

motor durante determinadas tarefas (Kleim et al., 1998; Kleim et al.,, 2004;



Molina-Luna et al., 2008). Por outro lado, nenhum estudo realizou os registros
eletrofisiolégicos das alteracdes corticais decorrentes da lesdo medular e suas
relacBes com as estratégias de reabilitacédo funcional.

Ainda ndo esta claro em que extensdo 0s programas de
reabilitacdo podem potencializar ou acelerar a recuperacdo funcional de
pacientes lesados medulares. Deste modo, pesquisas com modelos animais
lesados medulares submetidos a diferentes modelos de treinamento podem
contribuir para os conhecimentos nesta area. Como evidenciado a partir da
revisdo de literatura, ndo existem estudos que envolvam lesdo medular,
reabilitacdo e eletrofisiologia como método de avaliacdo. Neste sentido, o
presente trabalho visa preencher esta lacuna na tentativa de compreender
melhor os mecanismos envolvidos na recuperacdo funcional apos a lesdo
medular para que futuramente tratamentos clinicos mais eficazes, de acordo
com a evolucéo da lesao, possam ser desenvolvidos. Esses resultados podem
fornecer medidas das alteragbes corticais que devem, por exemplo, ser
consideradas na reabilitacdo de pacientes lesados medulares com interface

cérebro maquina.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Neuroanatomia funcional

Os sistemas motor e sensorial somatico estdo intimamente
relacionados, de forma que a informacdo sensorial somética do corpo €
essencial para coordenar 0s movimentos, que, por sua vez, Sdo essenciais
para nos proteger de estimulos sensoriais aversivos. Estes sistemas sao
formados por diversas estruturas do sistema nervoso central (SNC), sistema
nervoso periférico (SNP) e sistema muscular, interconectadas por diferentes
vias ascendentes (sistema sensorial) e descendentes (sistema motor). Neste
item serd explicada, de maneira geral, a organizacdo anatdmica e funcional
destes sistemas para que haja um melhor entendimento posterior sobre como a
lesdo medular leva a uma interpretacéo inadequada dos estimulos sensoriais,
afetando o comportamento sensério-motor.

Os termos aferente e eferente serdo comumente usados,
sendo que o termo aferente se refere aos neurdnios, fibras, ou feixe de fibras
gue trazem impulsos a uma determinada area do sistema nervoso e o termo
eferente se refere aos neurdnios, fibras ou feixe de fibras que levam a

informacao desta area (Machado, 1983).

2.1.1. Sistema motor

O sistema motor engloba trés categorias distintas de

movimento: reflexo, automéatico e voluntario. De maneira resumida, o reflexo



consiste em padrbes coordenados involuntarios de contracdo e relaxamento
muscular, elicitados por um estimulo periférico. O movimento reflexo mais
simples envolve somente a sinapse do neurbnio sensorial primario com o
neurénio motor, correspondendo a um circuito monossinaptico. No entanto, a
maioria dos reflexos € mediada por circuitos polissinapticos, envolvendo
regides supra-espinhais.

Os movimentos automaticos sdo iniciados voluntariamente e
continuam a ser executados de forma automatica, como por exemplo, a
locomocédo. Estudos verificaram que mesmo quando a medula espinhal é
desconectada do tronco encefalico e encéfalo, ela é capaz de gerar estes
comportamentos, mostrando que as conexdes espinhais agem como geradores
centrais de padréo (Central Pattern Generators, CPG) (Kandel, 2000; Grillner,
2006; Edgerton et al., 2008; Dietz, 2009). O conceito de geradores centrais de
padrdo sugere que o padrao basico de locomocao é gerado dentro da medula
espinhal (ME) e que os comandos descendentes, assim como as informacgdes
sensoriais, interagem com esta circuitaria para iniciar, parar e modular
(amplitude de movimento, coordenacgao, velocidade) a locomocao (Rossignol,
2006). Mais adiante, estudos sobre o envolvimento de CPG na lesdo medular
serdo apresentados.

Os movimentos voluntarios, por sua vez, séo iniciados com um
objetivo especifico, podem ser aprimorados com o treinamento e envolvem
uma circuitaria complexa. Para realizar um simples movimento voluntario, como
pegar um objeto, distintos componentes do SNC, do SNP e muscular
esquelético sdo recrutados. Dentre estes componentes encontram-se: areas

corticais de ordem superior, nucleos da base, cerebelo, cortex motor, tratos



motores descendentes, medula espinhal, incluindo seus interneurbnios e
motoneurdnios, e por fim o mudsculo estriado esquelético. Sera descrito como
cada um desses componentes participa do ato motor, porém antes disso, um

breve historico sobre alguns estudos pioneiros nesta area serao relatados.

2.1.1.1. Historico

Broca, em 1861, foi um dos primeiros pesquisadores que
realmente evidenciou que areas distintas do cortex cerebral possuem funcées
distintas (apud Penfield e Boldrey, 1937). Segundo Penfield e Boldrey (1937),
foram Fritsch e Hitzig, em 1870, que apresentaram o primeiro trabalho bem
sucedido a partir de estimulacdo elétrica direta no coértex cerebral de
mamiferos, mostrando que a estimulacdo da parte anterior de um dos
hemisférios do cachorro gerava movimentos de grupos musculares do lado
oposto do corpo. Eles afirmaram também que a parte posterior do cérebro ndo
elicitava qualquer movimento.

Estudos subsequentes foram cada vez mais comprovando a
existéncia de areas corticais responsaveis por funcdes distintas. No inicio dos
anos 1900, um neurocientista alemdo chamado Korbinian Brodmann definiu e
numerou as areas corticais, tendo por base a organizacdo cortical
citoarquitetbnica dos neurdnios, observada a partir da coloracdo de Nissl.
Brodmann, com os incentivos de Oskar Vogt (fundador do maior instituto de
pesquisa do cérebro na época), estudou a citoarquitetura cortical de 64

espécies de mamiferos, sendo o cortex humano divido em 43 areas (Figura 1).



Figura 1 - Demonstracdo da divisdo do cortex em areas (enumeradas), identificadas por
Brodmann, de acordo com a citoarquitetura de cada regido. As areas que serdo mais
frequentemente mencionadas neste trabalho sdo: 1, 2 e 3 (somatossensorial primaria); 4
(motora primaria); 5 e 7 (associativas); 6 (pré-motora e motora suplementar); e 23 e 24
(cingulado, que ndo estéa representado nesta figura). Fonte: Zilles e Amunts, 2010.

Apbés o estudo de citoarquitetura feito por Brodmann, seis
camadas corticais foram classificadas de acordo com os tipos de neurdnios
presentes (Figura 2). Apesar de estudos subsequentes terem apontado
algumas falhas na classificacdo de Brodmann, as &reas ainda sdo utilizadas
para designar regides corticais funcionais (Pearce, 2005; Zilles e Amunts,
2010).

Em 1917, Sherrington e Leyton foram o0s primeiros a
estabelecerem de forma mais precisa a extensédo da area motora, fornecendo
um detalhado “mapa motor” cortical em primatas ndo humanos. Ja nesta época
foi demonstrada uma sobreposicdo das areas que elicitavam movimentos de
partes adjacentes do corpo. De acordo com Lemon (2008), esses
pesquisadores despertaram um grande interesse na area de fisiologia do

cortex, e hoje, trabalhos realizados por eles sdo extremamente relevantes para



o entendimento de como funciona o cérebro e para as implicacdes clinicas

destas funcdes em pacientes com lesdes do sistema nervoso.
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Figura 2 - Divisdo do cértex cerebral em camadas: | molecular; Il granular externa; Il piramidal
externa (pequenas células piramidais); IV granular interna; V piramidal interna (grandes células
piramidais); VI polimorfa (células fusiformes ou polimorficas). Da esquerda para direita, trés
técnicas histolégicas demonstram as diferencas entre as camadas em relagdo aos corpos
celulares (técnica de Nissl), aos formatos de células (técnica de Golgi) e a mielinizagéo (técnica
de Weigert). A camada IV do cortex sensorial primério é mais espessa e iSso ocorre com a
camada V para o cértex motor primario. Fonte: Guyton e Hall, 2006.

Penfield e Boldrey (1937) apresentaram resultados parecidos
com os obtidos por Sherington e Leyton, porém em humanos. Eles mostraram
uma consisténcia nos dados obtidos sobre as fun¢des dos cortices sensorial e
motor, por meio de estimulacdo elétrica realizada em 126 pacientes, que
necessitavam de cirurgia para retirada de tumores ou de focos epiléticos. Na
maioria dos casos, a estimulacdo foi feita com os pacientes sem anestesia

geral para que eles pudessem relatar detalhes das sensacdes. A partir dos

resultados, eles concluiram que o movimento possui uma representacao



cortical proporcionalmente maior na regido anterior a fissura central e que a
sensacdo estad representada também de forma proporcionalmente maior
posteriormente. Além disso, foi demonstrado que essas duas areas se

sobrepbem consistentemente e correspondem uma a outra horizontalmente

(Figura 3).
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Figura 3 - Representacdo do homunculo nas areas corticais motor (em vermelho) e sensorial
(em azul). E possivel notar a sobreposi¢do dos mapas no sentido horizontal. Fonte: modificada

de Marieb, 2001.

O mapeamento do cérebro elaborado por Penfield retrata um
homunculo (“pequeno homem”) como caricatura, na qual as caracteristicas
correspondem ao tamanho da representacéo cortical de cada area do corpo
(Todman, 2008). A existéncia deste mapa ja foi demonstrada em diferentes
espécies, como humanos, primatas ndao humanos, roedores, existindo
diferencas entre eles. Algumas semelhancas sdo a nao continuidade desses
mapas, de forma que regides adjacentes do corpo ndo necessariamente

possuem representacao adjacente no cortex. Aléem disso, como ja mencionado,
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a escala do corpo nao é “respeitada”, de forma que a area ocupada pela méo
em primatas, por exemplo, € muito maior do que aquela destinada para o
tronco. O tamanho relativo da area do cortex dedicado a cada parte do corpo
esta correlacionado com a densidade das eferéncias motoras enviadas para
aguela regido. Este fato estd diretamente relacionado com as diferencas
encontradas nos mapas motores das diferentes espécies, uma vez que as
habilidades motoras variam muito dentre elas (Kandel et al., 2000).

Em 1954, Bernhard e Bohm ressaltaram que era necessario
muito cuidado ao tirar conclusbes sobre a organizagdo cortical motora
fundamentadas em estudos experimentais em gue movimentos ou contracdes
musculares séo registrados. Estes experimentos talvez possam representar o
resumo de diferentes atividades (por exemplo: respostas monossinapticas a
estimulos elétricos individuais em um grupo de motoneurdnios relativamente
restrito; respostas tardias, provavelmente polissinapticas, nos mesmos ou
diferentes motoneurénios com uma distribuicdo periférica mais ampla; acdo
facilitatéria nos mesmos motoneurénios; acdo inibitéria devido a estimulos
aplicados em regides adjacentes), que podem fazer parte de diferentes
sistemas motores descendentes.

Muitos estudos, que serdo mencionados ao longo deste
trabalho, surgiram posteriormente na tentativa de aprimorar o conhecimento
sobre a funcionalidade cortical e a sua influéncia nos comportamentos diarios.
Assim, percebeu-se que apesar de o mapa cortical apresentado parecer uma
estrutura bem estabelecida, ele € altamente instavel, podendo ser alterado em
situacdes diversas, tais como nas lesdes do sistema nervoso central (Hamzei

et al., 2006; Kaas et al., 2008; Kokotilo et al., 2009), nas mudancgas periféricas
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(Sanes et al., 1988; Jain et al., 1998), no aprendizado motor e no treinamento
(Kleim et al., 2004), em amputacdo de membros (Jain et al., 1998; Siemionow e

Mendiola, 2010), entre outras.

2.1.1.2. Lobo frontal

O lobo frontal pode ser dividido em duas regides principais:
rostral (cortex pré-frontal), que corresponde essencialmente as funcdes
cognitivas; e caudal, que esta relacionado com o controle de movimentos.
Histologicamente, a por¢cédo caudal € caracterizada pelo fato de possuir pouca
ou nenhuma célula granular, sendo denominado cortex frontal agranular (Geyer
et al.,, 2000; Rizzolatti e Luppino, 2001). Citoarquitetonicamente, esta regido
ndo é homogénea, possuindo diversas areas corticais motoras, incluindo o
cortex motor primario (M1) e pelo menos seis areas pré-motoras: cortex pré-
motor ventral e dorsal, area motora suplementar, cortex cingulado motor
ventral, dorsal e caudal (Dum e Strick, 2002; Figura 4).

Até ndo muito tempo atrds, pensava-se que o0 cortex motor
possuia um papel essencialmente de execugao “passiva” do ato motor, que
tinha como origem as areas associativas dos cortices parietal e frontal. Hoje,
esta mais clara a visdo de que as transformacdes sensorio-motoras resultam
de uma rigorosa cooperacao entre areas parietais e motoras, ligadas por
conexdes fortes e reciprocas, formando amplos circuitos segregados (Geyer et
al., 2000). Cada um destes circuitos esta relacionado com aspectos especificos
da transformacdo sensorio-motora, na qual as informacdes sensoriais e

motoras estdo completamente integradas nos niveis motor e parietal, podendo
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ser considerados uma unidade funcional do sistema cortical motor (Luppino e

Rizzolatti, 2000).

= Area Motora Suplemetar
»% Cx Motor Cingulado
7 Talamo
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" Cx Motor Primério
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Figura 4 - Areas que estdo envolvidas com o controle motor. Da esquerda para direita: vista
medial, vista lateral e vista axial. Cx: cortex. Fonte: modificada de Kokotilo et al., 2009.

2.1.1.2.1. Areas pré-motoras

As areas pré-motoras localizadas rostralmente ao M1 na
superficie lateral do lobo frontal sdo os cértices pré-motores ventral e dorsal
(porcado lateral da area citoarquitetbnica 6). Medialmente estédo localizadas a
area motora suplementar (por¢cado medial da area citoarquitetdnica 6) e as areas
motoras do cingulado dorsal, ventral e rostral (areas citoarquitetbnica 6c¢, 23c e
24c, respectivamente) (He et al., 1993; He et al., 1995; Wise et al., 1996;
Rizzolatti e Luppino, 2001; Dum e Strick, 2002). Igualmente ao cortex motor
primario, as areas pré-motoras contém neurdnios piramidais na camada V que
projetam axénios para a medula espinhal, no entanto, os corpos celulares séo

menores do que aqueles encontrados em M1 (Dum e Strick, 1991).
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De forma geral, as areas pré-motoras recebem informacgdes do
cortex somatossensorial primario (Sml), dos cortices associativos pré-frontal e
parietal posterior, da area limbica e de alguns nucleos talamicos e todas elas
possuem projecdes ao cortex motor primario, participando de forma importante
no planejamento do movimento por transmitir informacbes em relacdo a
aspectos motivacionais, planos de longo prazo e memdria de acdes passadas
(Wise et al., 1996; Inase et al., 1996; Sakai et al., 2000; Luppino e Rizzolatti,
2000; Dum e Strick, 2002; Fogassi e Luppino, 2005). Além disso, com o
advento das técnicas de tracadores neuronais retrogrados e anterogrados,
pode ser demonstrado que cada area pré-motora tem acesso direto a medula
espinhal, podendo participar também na execu¢do do movimento (Akkal et al.,
2007).

Ao contrario do que se pensava antigamente, a contribuicdo
geral das areas pré-motoras para o trato cortico-espinhal € numericamente
equivalente ou maior do que de M1, mudando a visdo de que o M1 é a “via final
comum” (Dum e Strick, 2002). Com esses achados pode-se dizer também que
talvez ndo haja uma organizacao hierarquica das areas corticais motoras, uma
vez que todas possuem projecOes para a medula espinhal e se séo lesadas de
forma isolada ndo comprometem o movimento como um todo (Wise et al.,
1996; Graziano et al., 2002).

Quatro areas pré-motoras apresentam locais de origem
distintos de projecdes para 0s segmentos cervicais e lombossacrais da medula
espinhal: cortex pré-motor dorsal, area motora suplementar, area motora do
cingulado dorsal e ventral. Portanto, essas areas contribuem tanto para o

movimento de cabeca, pescoco e tronco como para o de membros superiores e
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inferiores. A area motora do cingulado rostral também possui projecdes para 0s
segmentos cervicais e lombossacrais da medula espinhal, porém o local de
origem dessas projecdes ndo esta bem definido (He et al.,, 1993; He et al.,
1995). E a area pré-motora ventral projeta somente para segmentos cervicais
altos, estando envolvida com o inicio e controle de movimentos de méo e
dedos relacionados com dicas somatossensoriais e visuais (He et al., 1993; He
et al., 1995; Dum e Strick, 2002; Dancause et al., 2006).

ApoOs estas colocacfes, fica claro que as areas pré-motoras
possuem substrato anatdbmico necessario para influenciar o processamento
motor tanto em nivel cortical como medular. Além das projecfes para M1 e
para a medula espinhal, algumas areas pré-motoras participam de alcas de

conexodes distintas com o cerebelo e nucleos da base.

2.1.1.3. Cerebelo e nlcleos da base

O cerebelo e 0s nucleos da base, apesar de nao possuirem
projecOes diretas para os motoneurdnios localizados na medula espinhal,
apresentam importante influéncia regulatéria sobre o comportamento motor,
participando na programacéao, inicio e execucao de movimentos de membros e
olhos (Hoover e Strick, 1999).

O cerebelo € composto por uma camada cortical externa e
internamente por substancia branca, onde se encontram quatro nucleos
profundos pareados bilateralmente: globoso, fastigial, emboliforme e denteado.
Anatomo-funcionalmente, o cerebelo é dividido em trés regides. O vestibulo-

cerebelo corresponde ao lobo fléculo-nodular e esta relacionado com o controle
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de equilibrio e movimento ocular, por receber aferéncias vestibulares e
contribuir para as eferéncias vestibulo-espinhais (Machado, 1983; Martin,
2003).

O espino-cerebelo consiste no verme anterior e posterior mais
a zona intermediaria dos hemisférios cerebelares. Ele recebe aferéncias diretas
e indiretas de tratos espino-cerebelares, que transmitem informacdes sobre os
comandos motores e as consequéncias sensoriais do movimento. Deste modo,
o cerebelo pode comparar as informacdes periféricas de aferéncias sensoriais
(proprioceptivas, somestésicas), que sinalizam a todo tempo como o
movimento esta sendo executado, com aferéncias corticais de intencdo motora
(0o que se pretende fazer), podendo participar da correcdo do movimento
enquanto ele estd acontecendo (Wolpert et al., 2001). Por exemplo, ao levantar
um objeto muito mais leve do que era esperado inicialmente.

E, por fim, o cérebro-cerebelo € composto pelos hemisférios
cerebelares e a parte do meio do verme. Esta regido recebe aferéncias
corticais via nucleo pontino. As fibras cortico-pontinas tém origem
predominante nas areas sensorio-motoras, incluindo cértex motor e
somatossensorial primarios, area suplementar motora, cortex pré-motor e
cortex parietal posterior. As eferéncias do cérebro-cerebelo trafegam pelo
ndcleo denteado que esta particularmente envolvido no controle motor (de
movimentos guiados visualmente), enviando projecdes ao nucleo ventrolateral
contralateral do tadlamo (Sakai et al., 2000). A partir deste ndcleo existem
projecbes ao cortex motor primario direta ou indireta, por meio de conexdes

com o cortex pré-motor (Martin et al., 2003).
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Os nucleos da base consistem em estruturas subcorticais
(caudado, putamen, globo palido interno e externo, substancia negra compacta
e reticulada, e nucleos subtalamicos), conectadas reciprocamente com o
sistema motor cortical. O caudado e putamen, conjuntamente chamados de
neoestriado, recebem a maioria das aferéncias aos nucleos da base, vindas
principalmente do cortex cerebral (M1, Sml, areas associativas parietal e
frontal), mas também de nucleos intralaminares do talamo e da substancia
negra compacta (Grillner et al., 2005).

O neoestriado envia eferéncias ao globo pélido e substancia
negra reticulada, que sdo as estruturas responsaveis pela maioria das
eferéncias dos ndcleos da base. As projecdes mais densas sdo para o nucleo
ventral anterior do talamo, mas ha também projecdes ao nucleo centromediano
do talamo. Do nucleo ventral anterior ha projecfes direta ou indireta ao cortex
motor primario, por meio de conexfes com a area motora suplementar
predominantemente (Sakai et al., 2000; Akkal et al., 2007).

Uma vez que os nucleos da base recebem aferéncias corticais
e enviam eferéncias talamicas e corticais também, ocorre uma alca de
retroalimentacdo negativa, isto €, a participacdo dos nucleos da base no
movimento ocorre a partir da memoria, experiéncia do ato motor (aferéncias
corticais). Deste modo, as estruturas subcorticais podem influenciar no
movimento antes mesmo de ele ser iniciado (Kandel, 2000; Bear et al., 2008).

Portanto, tanto o cerebelo como os nucleos da base fornecem
circuitos de retroalimentacdo que regulam o coértex motor primario de duas
maneiras: via talamo-cortical e via cortico-cortical. Aléem disso, recentemente

Bostan et al. (2010) investigaram se 0s nucleos da base poderiam influenciar
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diretamente na funcdo do cerebelo sem o envolvimento do cortex cerebral e os
autores mostraram que existem projecdes, predominantemente dissinapticas,
dos nucleos da base por meio do ndcleo subtalamico ao cortex cerebelar. Em
um estudo anterior do mesmo grupo (Hoshi et al.,, 2005) j& havia sido
evidenciado que o0 nucleo denteado do cerebelo possui uma projecao
dissinaptica para o componente de entrada dos nucleos da base, o estriado.
Esses dados fornecem substrato anatdmico suficiente para uma comunicacao
de duas vias entre o cerebelo e os ganglios da base, formando uma rede

funcional integrada.

2.1.1.4. Lobo parietal

Além das areas pré-motoras, cerebelo e nucleos da base, as
areas sensoriais somaticas primaria (areas citoarquitetdnicas de Brodmann 1,
2, 3a e 3b), secundéaria (Smll) e outras areas do lobo parietal influenciam
diretamente o cértex motor primario (Guyton e Hall, 2006; Bear et al., 2008). As
projecbes mais densas e extensas do lobo parietal ao M1 se originam nas
por¢cdes posteriores do lobo parietal superior (Wise et al., 1997). Essas
aferéncias partem da porcéo lateral do giro pés-central e da margem dorsal do
sulco intraparietal. Cada um dos circuitos parieto-frontais estdo relacionados
com uma transformacéo sensorio-motora particular, que sdo necessarias para
geracdo do movimento (Wise et al., 1997; Luppino e Rizzolatti, 2000). Além
disso, Fogassi e Luppino (2005) evidenciaram em sua revisao, o envolvimento

do cértex parietal posterior em aspectos de ordem superior do controle motor,
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assim como codificacdo do objetivo das acdes e ligacdo entre acdo e
percepcao.

A origem das aferéncias do Sml é bastante difusa, embora sua
densidade seja menor do que as das porcfes parietais posteriores. A poténcia
das projecdes de Sml € maior das areas 1 e 2, que estdo envolvidas com o
processamento tardio da informacdo aferente proprioceptiva e cutdnea em
comparacao com as projecdes vindas das areas 3b, que esta relacionada com
0 estagio precoce de processamento (Martin, 2003). E a area 3a recebe
aferéncias proeminentes de fibras sensoriais do tipo la que envolvem os fusos
musculares e possui projecdes substanciais ao cortex, estando envolvida com
o controle eferente das informacdes proprioceptivas ascendentes aos centros
superiores (Rathelot e Strick, 2006).

Além disso, Pavlides e colaboradores (1993) mostraram a
importancia do coértex somatossensorial no aprendizado de novas tarefas
motoras, uma vez que quando lesada esta estrutura, o aprendizado era

prejudicado de forma significativa.

2.1.1.5. COrtex motor primario

Anatomicamente, o cortex motor primario corresponde a area
citoarquitetdnica de Brodmann 4, e esta localizado na parte caudal do giro pré-
central, se estendendo do sulco lateral a superficie medial do hemisfério
cerebral. Esta regido recebeu este nome, pois € a area do cortex que gera
movimento com a menor intensidade de estimulo elétrico (Penfield e Boldrey,

1937). O M1, assim como outras areas do neocortex, € uma estrutura
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organizada em camadas, caracterizando-se por possuir uma espessa camada
V, composta por células piramidais gigantes (células de Betz), que dao origem
as projecdes descendentes (Rathelot e Strick, 2006; Figura 2).

No inicio pensava-se que a grande quantidade de conexdes
monossinapticas com os motoneurdénios da medula espinhal e que os grandes
corpos celulares das células piramidais eram as marcas da funcdo motora
primaria (Guyton e Hall, 2006). Porém, ja em 1954, Bernhard e Bohm
mostraram que estas caracteristicas estdo correlacionadas, principalmente,
com o controle da musculatura de dedos, maos e punhos e essa idéia foi
fortalecida em estudos posteriores (Bortoff e Strick, 1993; Maier et al., 1997,
Lemon et al.,, 1998). O cOrtex motor primario possui uma representacdo
organizada do corpo de forma somatotOpica, isto é, eferéncias de partes
adjacentes do corpo estao geralmente localizadas préximas umas das outras e

este padrdo é mantido ao longo de vérios niveis neurais (Darian-Smith, 2009).

2.1.1.6. Vias descendentes e medula espinhal

Vias motoras de mamiferos envolvem uma série de sistemas
descendentes (Figura 5). Eles possuem caracteristicas neuroanatdmicas,
incluindo além de origem, percurso e término distintos, numero e tamanho de
fibras distintos (Lemon, 2008). Neste trabalho serdo apresentadas nove vias
descendentes de controle motor que terminam no tronco encefalico ou na
medula espinhal. Trés destes tratos tém a origem na camada V do cortex
cerebral, principalmente no lobo frontal, sendo eles: trato cortico-espinhal

lateral; trato cortico-espinhal anterior; e trato cortico-bulbar. Além dos tratos
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cortico-espinhais diretos, existem vias indiretas que fazem conexdes no tronco
encefalico, como o trato cortico-reticulo-espinhal. Os outros seis tratos tém a
sua origem em nucleos do tronco encefalico, sendo eles: trato rubro-espinhal;
tratos reticulo-espinhal pontino e bulbar; trato tecto-espinhal e tratos vestibulo-

espinhal medial e lateral (Lundy-Ekman, 2004).

Cortico-espinhal lateral

Reticulo-espinhal

& @&—P Rubro-espinhal

®

‘—} Pontino-espinhal

>
._P Vestibulo-espinhal

Reticulo-espinhal

Cortico-espinhal anterior

Figura 5 - Desenho esquemético da localizag&o do término das vias motoras descendentes na
medula espinhal. Tratos piramidais: coértico-espinhal lateral e cértico-espinhal anterior (em
azul). Tratos extra-piramidais: rubro-espinhal, vestibulo-espinhal e pontino-espinhal (em verde).

As vias motoras descendentes possuem muitas funcdes, que
tém como objetivo comum a modulacé&o cortical da atividade medular. Lemon e
Griffiths, em uma reviséo realizada em 2005, listaram algumas dessas funcdes,
tais como: controle descendente das aferéncias sensoriais, incluindo
nocicepcdo; excitagdo direta e indireta de motoneurbnios; inibicdo de
motoneurdnios; controle autondémico; plasticidade de longa duracéo de circuitos

espinhais; e funcgdes troficas ao longo do desenvolvimento.
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Exceto pelo trato cortico-bulbar, que termina em neurdnios
motores de nervos cranianos e interneurdnios da formacéao reticular, as vias
motoras descendentes tém como destino final a medula espinhal (Martin,
2003). Esta estrutura € composta por substancia cinzenta e substancia branca.
A substancia cinzenta € composta predominantemente por corpos de células
neuronais, podendo ser divida em duas regifes funcionalmente distintas, os
cornos ventrais e dorsais. O corno dorsal é a porcdo receptiva, ou sensorial, e
o corno ventral € a porcdo responsavel pela funcdo motora esquelética. A
substancia cinzenta possui ainda uma divisdo mais detalhada, denominada
pelo neurocientista sueco Bror Rexed no inicio dos anos 50, na qual X laminas
foram classificadas de acordo com as suas estruturas celulares (Sarikcioglu e

Ozsoy, 2008; Figura 6).
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Figura 6 - Desenho esquematico da divisdo da medula espinhal em laminas de Rexed
(representadas do lado esquerdo) e dos nucleos (representados do lado direito).

A substancia branca da ME, que esta ao redor da substancia
cinza, é composta predominantemente por axénios e contém trés colunas

orientadas rostro-caudalmente, nas quais os axénios ascendem ou descendem



22

- colunas dorsal, lateral e ventral. Entre os dois lados da substancia cinzenta da
medula espinhal esta o canal central, um componente do sistema ventricular
(Machado, 1983).

As vias motoras descendem nas colunas laterais e ventrais da
medula espinhal. O coértex motor primario, pré-motor e sensorial somatico
primario tém projecdes para ME, mas diferem em relacdo ao seu ponto final
nas diferentes laminas de Rexed. Ax6nios provenientes de Sml terminam no
corno dorsal da medula espinhal (laminas | a VI), sendo que estas projecdes
estdo relacionadas com o processamento sensorial e podem modular o fluxo
de informacéo sensorial ascendente. Axb6nios das regides corticais motora
primaria e pré-motora fazem sinapse com os motoneurdnios no corno ventral
(laminas VIII a 1X) e com os interneurdnios na zona intermediaria (lamina VII),
que fazem sinapse com os motoneurdnios (Wolpert et al., 2001; Lemon e
Griffiths, 2005; Rathelot e Strick, 2006).

Deste modo, cada uma das vias motoras descendentes pode
influenciar na atividade muscular esquelética a partir de conexdes
monossinapticas (entre neurbnio sensorial primério e neurdnio motor,
movimento reflexo), dissinapticas e polissinapticas (entre neurbnios de
projecédo, interneurbnios e motoneurdnios). Tipicamente, o axbnio de um
neurénio de projecdo descendente faz todos os tipos de conexdes com 0S
motoneurdnios. Sendo dissinaptica ou polissinaptica, as conexdes podem ser
mediadas por dois tipos de interneurdnios da medula espinhal: segmentar e
proprioespinhal (Lemon, 2008).

Interneurdnios segmentares possuem um axonio curto que

distribui dendritos que fazem sinapse com neurdnios motores dentro de um
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segmento espinhal. Estes interneurbnios estdo localizados na zona
intermediaria e no corno ventral ipsilateral aos motoneurbnios com 0s quais
fazem a sinapse. Os interneurénios proprioespinhais tém um axénio longo que
se projeta para multiplos segmentos espinhais antes de fazerem sinapse com
0s motoneurénios, sendo importantes para associar a atividade de membros
superiores e inferiores durante um movimento coordenado, como o caminhar,
tanto em primatas como em roedores (Alstermark et al., 2007; Darian-Smith,
2009).

De maneira geral, em primatas as vias descendentes
dorsolaterais (tratos cortico-espinhal lateral, rubro-espinhal e reticulo-espinhal
bulbar) descendem ao longo da substancia branca pela regido dorsolateral e
terminam em mdltiplos segmentos medulares, nos motoneurdnios e
interneurdnios localizados na porcdo lateral do corno ventral e zona
intermediéaria. Eles estéo relacionados, predominantemente, com o controle dos
musculos distais. Portanto, estas vias apresentam participacdo importante nos
movimentos direcionados a um alvo especifico, especialmente de punhos e
maos (Drew et al., 2002; Lemon, 2008; Darian-Smith, 2009).

As vias ventromediais (tratos cortico-espinhal anterior, tecto-
espinhal, reticulo-espinhal pontino e vestibulos-espinhais medial e lateral)
descendem pela regido ventromedial da substancia branca da medula espinhal
e terminam em motoneurdnios e interneurdnios localizados na porgdo medial
do corno ventral e zona intermediaria. Estes tratos participam do controle dos
muasculos axiais e proximais, agindo nos ajustes posturais por integrar
informacdes visuais, vestibulares e somatossensoriais. O trato cortico-bulbar

responsavel pelo controle dos muasculos da cabeca e face, terminando em
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neurénios motores e interneurdnios localizados no nucleo motor de nervos
craniais e na formacéo reticular, respectivamente (Drew et al., 2002; Lemon,
2008; Darian-Smith 2009).

Além da organizacdo dos motoneurénios de acordo com o
padrdo medial-lateral no corno ventral, existe uma organizacdo de acordo com
o padrdo flexor-extensor. Os musculos extensores apresentam uma posicao
ventral e os flexores ocupam uma posi¢cao dorsal no corno ventral (Bear et al.,

2008).

2.1.1.7. Motoneuronios inferiores e musculos

Os componentes “finais” dos sistemas motores envolvem o
sistema nervoso periférico e o sistema muscular, sendo evidenciado neste
trabalho o sistema muscular estriado esquelético. Estudos mostram que cada
ponto do coértex esta conectado com muitos musculos, assim como cada
musculo esta conectado com muitos pontos do cértex (Donoghue et al., 1992;
Sanes e Schieber, 2001).

Os motoneurdnios sdo responsaveis por inervar diretamente as
fibras musculares esqueléticas. Esses motoneurdnios recebem aferéncias de
neurdnios corticais, que sao importantes para o inicio e controle do movimento
voluntario e recebem aferéncias de interneurbnios, que podem ter acao
excitatéria ou inibitéria, participando da circuitaria que gera 0s programas
motores espinhais (CPG). Além dessas entradas sinapticas, os motoneurdnios

sao influenciados também por células ganglionares da raiz dorsal, cujos
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axonios inervam o fuso muscular, fornecendo um sinal de retroalimentacédo que
informa o comprimento e a tensdo do musculo (Bear et al., 2008).

Os motoneurbnios podem ser classificados em dois tipos:
neurénio motor alfa (inerva fibras extrafusais) e neurébnio motor gama (inerva
fibras intrafusais). Ambos possuem axbénios que saem do corno ventral da
medula espinhal, formando a raiz ventral, que se junta com a raiz dorsal para
entdo formar o nervo espinhal. Os axbnios seguem, portanto, pelos nervos
periféricos até atingirem o alvo final, o masculo estriado esquelético (Lundy-
Ekman, 2004).

Os motoneurénios alfa possuem corpos celulares grandes e
axbnios de grande calibre que se ramificam em numerosos terminais ao se
aproximarem do musculo. O neurénio motor alfa e todas as fibras musculares
por ele inervadas formam, coletivamente, o componente basico do controle
motor, designado como unidade motora. As unidades motoras variam muito em
relagdo ao numero de fibras que contém. As fibras musculares de uma unidade
motora se ligam as de outras unidades, o que permite um recrutamento
adequado dos musculos necessarios para uma ac¢ao (Kandel, 2000).

Quando este neurdnio estd ativo ocorre a liberagcdo do
neurotransmissor acetilcolina na juncdo neuromuscular (sinapse especializada
entre 0 nervo e o musculo esquelético). Os canais dos receptores nicotinicos
encontrados no musculo esquelético se abrem e o sarcolema (membrana
celular excitavel que envolve as fibras musculares) pos-sinaptico despolariza.
Com isso, os canais de sodio dependentes de voltagem abrem-se, um
potencial de acdo na fibra muscular é gerado e propagado ao longo do

sarcolema e através dos tubulos T (“T” de transverso) para o interior da fibra
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muscular. A despolarizacdo dos tubulos T provoca a liberacdo de calcio do
reticulo sarcoplasmético (Bear et al., 2008).

Em seguida ocorre a contracdo muscular que engloba a acéo
de quatro proteinas principais: actina, miosina, tropomiosina e troponina. A
miosina forma os filamentos grossos localizados na regido central do
sarcomero (unidade funcional do musculo). A actina € o componente primario
dos filamentos finos, que estdo ancorados em cada extremidade do sarcémero.
No repouso, muitos locais de ligacdo na actina estdo parcialmente cobertos
pela tropomiosina, impedindo que a miosina se fixe nesses locais (Guyton e
Hall, 2006).

A contracdo inicia-se quando o calcio une-se a troponina,
causando uma alteracdo na conformacdo desta proteina, o que leva ao
afastamento da tropomiosina dos sitios de ligacdo da miosina na actina. As
cabecas de miosina conectam-se a actina e fazem um movimento de rotacao.
O deslizamento dos filamentos grossos e finos gera a contracdo. As cabecas
de miosina desconectam-se com a presen¢a de adenosina trifosfato (ATP),
portanto enquanto houver ATP e calcio, o ciclo prossegue (Lundy-Ekman,
2004).

O relaxamento muscular ocorre quando a despolarizagcédo deixa
de acontecer e assim, 0 sarcolema e os tubulos T retornam ao potencial de
repouso. O calcio entra no reticulo sarcoplasmatico por meio de uma bomba
dependente de ATP. E os sitios de ligacdo para miosina na actina sao cobertos
novamente pela tropomiosina (Lundy-Ekman, 2004).

Existem dois tipos de contracdo muscular envolvendo unidades

motoras distintas, que séo classificadas como de contracdo lenta e contracao
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rapida de acordo com diversos parametros. As unidades motoras rapidas sao
compostas por fibras brancas, que contém poucas mitocondrias e utilizam
principalmente o metabolismo anaerdbico, contraindo-se de forma rapida e
potente. No entanto, essas fibras fadigam rapidamente. Os motoneurdnios alfa
gue inervam essas fibras brancas sédo geralmente grandes e possuem axonios
de maior diametro, gerando potenciais de acdo de alta frequéncia (30 a 60
impulsos por segundo). Os musculos ligados ao reflexo de fuga, corridas de
alta velocidade em distancias curtas (por exemplo: gastrocnémios, biceps
braquial) sdo compostos predominantemente por este tipo de unidade motora
(Guyton e Hall, 2006; Bear et al., 2008).

As unidades motoras lentas sdo compostas por fibras
vermelhas, caracterizadas por grande quantidade de mitocondrias e enzimas
especializadas para o metabolismo oxidativo energético. Essas fibras contraem
de forma relativamente lenta, mas podem manter a contracdo por um longo
periodo de tempo sem fadigar. O motoneurdnio alfa que inerva essas fibras é
menor e possui axénio de menor calibre quando comparado com o da unidade
motora rapida. Ele possui atividade de baixa frequéncia com 10 a 20 impulsos
por segundo. Os musculos que possuem de forma predominante este tipo de
unidade motora sao aqueles referidos como antigravitacionais, posturais, como
0 s6leo e muitos musculos axiais (Guyton e Hall, 2006; Bear et al., 2008).

Embora os dois tipos de fibra muscular possam coexistir em
um determinado musculo, é importante ressaltar que, cada unidade motora
contém um tipo de fibra muscular. As fibras musculares de contracdo lenta sé&o
ativadas primeiramente em muitos movimentos, uma vez gque 0S pequenos

corpos celulares dos neurdnios alfa de conducao lenta se despolarizam antes
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dos corpos celulares dos neurdnios motores alfa de tamanho maior (Bear et al.,
2008).

O neurbnio motor gama inerva as fibras intrafusais, que séo
fibras musculares esqueléticas modificadas dentro da capsula fibrosa do fuso
muscular. O fuso muscular em sua regido central recebe fibras sensoriais (tipo
la) que se enrolam ao seu redor, formando uma estrutura especializada em
detectar alteracbes do comprimento muscular, sendo chamados de
proprioceptores (Kandel, 2000). Esses receptores estdo relacionados com o
sistema sensorial somatico, que sera descrito mais adiante.

A ativacdo dos motoneurbnios alfa causa encurtamento das
fiboras musculares extrafusais. Se, ao mesmo tempo, o fuso muscular se
tornasse “frouxo”, ele nao informaria mais o comprimento do musculo. No
entanto, isto ndo acontece, porque 0S motoneurdnios gama também sao
ativados, inervando as fibras intrafusais nas duas extremidades do fuso
muscular. Deste modo, as fibras sensoriais ao redor do fuso permanecem
ativadas, mantendo a funcao proprioceptiva (Kandel, 2000).

Além dos fusos musculares, o 6rgéo tendinoso de Golgi (OTG)
também é considerado proprioceptor. Ele esta localizado na juncdo musculo-
tendinea, é inervado por fibras sensoriais (tipo 1b) e funciona como um sensor
da tensdo muscular. Vale ressaltar que o OTG esta disposto em série com as
fibras musculares, enquanto os fusos musculares encontram-se em paralelo.
Esse arranjo anatdmico diferente é o que distingue as diferentes informacdes
proprioceptivas que estes receptores enviam a medula espinhal (Lundy-Ekman,

2004).
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2.1.2. Sistema sensorial somatico

Igualmente ao sistema motor, 0 sistema somatossensorial ou
sensorial somatico consiste em uma rede de estruturas complexas,
especializadas e interconectadas. Este sistema veicula tanto as sensacfes de
toque e posicdo do corpo no espacgo, isto €, propriocepcdo (sensacodes
epicriticas), como as sensacbes de dor, coceira e temperatura (sensacées
protopaticas), estando criticamente envolvido com a manutencdo e regulacao
sensorial dos movimentos de cabeca, tronco e membros. A discriminacéo
destas diferentes sensacfes apresenta um papel importante na preparacao e
correcdo de atos motores, no reconhecimento de objetos, ou ainda na funcao
protetora quando a sensacéo de dor gera, por exemplo, uma resposta reflexa
de protecdo. Ao processar os estimulos ndo somente da superficie corporal,
mas também de seu interior, provenientes dos musculos, articulagcbes, tenddes
e visceras, o sistema sensorial somatico pode realizar todas essas funcdes
(Lundy-Ekman, 2004).

Grillner (2006) afirmou que apesar de os CPG fornecerem base
para geracado de padrdes motores, esta claro que as aferéncias sensoriais sao
cruciais para o refinamento da atividade dos CPG em resposta a eventos
externos. Segundo ele, se os CPG agissem de forma independente, seriam
produzidos padrées de acOes rigidas, e 0s animais iriam se comportar
estereotipicamente como robds ou soldados em um desfile. Mas na verdade, o
que ocorre é que os CPG estdo sujeitos a adaptacdo a uma variedade de
mecanismos sensoriais, € assim 0s movimentos podem ser adaptados

dinamicamente a mudancas do ambiente.
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Os principais sistemas neurais implicados na transmissao das
informacfes somestésicas ao coértex cerebral sdo o sistema coluna dorsal-
leminisco medial e o sistema antero-lateral (Figura 7). Essas vias
somatossensoriais consistem em projecdes sensorio-motoras aferentes, que
tém inicio em receptores periféricos e seguem para a medula espinhal, tronco
encefalico, talamo e cortex (Darian-Smith, 2009). Outras vias ascendentes
também importantes envolvem o cerebelo, que utiliza as informacdes aferentes

para regular o movimento (Watson et al., 2009).
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Fasciculo gracil
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Figura 7 - Desenho esquematico da localizagdo das vias sensoriais ascendentes na medula
espinhal. Tratos espino-cerebelares: espino-cerebelar dorsal e espino-cerebelar ventral (em
azul). Sistema antero-lateral: tratos espino-talamico lateral, espino-talamico ventral (em verde)
e espino-mesencefélico (em laranja). Sistema coluna dorsal-lemnisco medial: fasciculo grécil
(em rosa) e fasciculo cuneiforme (em amarelo).

2.1.2.1. Sistema coluna dorsal-lemnisco medial

O sistema coluna dorsal-lemnisco medial veicula as sensacfes

epicriticas a partir dos proprioceptores e mecanoceptores, que estédo
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localizados nos musculos, tenddes, articulagdes e nas extremidades distais de
nervos periféricos. Os principais tipos de proprioceptores, encontrados nos
musculos e tenddes, ja foram mencionados, sendo eles os fusos musculares e
os orgaos tendinosos de Golgi. Uma das funcdes primarias dos proprioceptores
€ detectar eventos inesperados e iniciar rapidas respostas musculares
compensatorias. Além disso, 0s proprioceptores apresentam um papel
importante na regulacdo de outputs (saidas) motores durante movimentos néo
perturbados (Dietz, 2002).

Os mecanorreceptores, encontrados na pele, sdo diversos:
corpusculos de Pacini, terminacdes de Ruffini, corpusculos de Meissner e
bulbos de Krause. Eles variam em relacdo a localizacdo nas camadas da
derme e epiderme; ao tamanho e formato; ao tamanho do campo receptivo
(area do corpo que, quando estimulada, produz alteracdo da frequéncia de
disparo de um neurbnio sensorial); a persisténcia de suas respostas a
estimulos de longa duracéo (adaptacéo lenta ou rapida) (Bear et al., 2008).

Estes receptores propagam a informacéo sensorial por meio
dos nervos periféricos até os neurbénios do ganglio da raiz dorsal da medula
espinhal. Estes neurdnios possuem axonios de grande diametro (fibras de
conducao rapida Aa e AB; Figura 8), que entram na medula espinhal pelo corno
dorsal a partir da lamina Ill e IV de Rexed e fletem-se medialmente para
substancia branca. Algumas das fibras que entram pelo corno dorsal podem
também emitir colaterais para interneurbnios ou motoneurdnios da medula
espinhal, com a finalidade de participar dos arcos reflexos espinhais, porém

estas fibras ndo participam do sistema coluna dorsal-lemnisco medial. As fibras
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deste sistema ascendem pela coluna dorsal, composta por dois fasciculos:
cuneiforme e gracil (Kandel, 2000).

O fasciculo cuneiforme € o mais lateral e €& composto,
predominantemente, por fibras dos segmentos cervical e toracico alto.
Portanto, este fasciculo veicula as informacfes provenientes da parte posterior
da cabeca, dos membros superiores e do tronco superior. O fasciculo gracil,
localizado medialmente na coluna dorsal, € composto por fibras dos segmentos
toracico baixo, lombar e sacral e informa sobre as sensacdes do tronco inferior
e dos membros inferiores (Machado, 1983). As fibras dos neurdnios de primeira
ordem ascendem por estes fasciculos até os nucleos cuneiforme e gracil
respectivamente, onde se encontram 0s corpos dos neurbnios de segunda
ordem (Jain et al., 1998).

Até este ponto, a via ascendente percorre pelo lado ipsilateral
ao local de origem do estimulo sensorial no corpo. Em outras palavras, as
informacgdes do lado esquerdo do corpo estdo representadas na atividade dos
neurbnios dos nucleos esquerdos da coluna dorsal. O conhecimento da
anatomia do trato € importante clinicamente, pois ajuda no entendimento das
sequelas geradas por uma leséo (Bear et al., 2008).

Os axb6nios dos neurdnios de segunda ordem decussam no
bulbo para se dirigirem até o nucleo ventro-péstero-lateral do talamo por meio
de um trato conspicuo de substancia branca, chamado lemnisco medial. A
decussasséo das fibras no bulbo faz com que a informacao tatil originada no
lado esquerdo do corpo esteja relacionada com o lado direito do encéfalo. No

nacleo ventro-péstero-lateral do tAlamo encontram-se os corpos dos neurdnios
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de terceira ordem, cujos axdnios seguem em direcdo ao cortex

somatosensorial primario (Jain et al., 1998; Martin, 2003).

Fibra Ad ¢
FibraC ¢ \

Fibra AB ¢

Figura 8 - Desenho esquematico da entrada de diferentes fibras em diferentes laminas de
Rexed no corno dorsal da medula espinhal. As fibras Ad entram pelas laminas | e V, sdo pouco
mielinizadas e as fibras C entram pela lamina Il e sdo amielinicas. Essas fibras conduzem as
informacdes protopaticas. As fibras AB entram pelas laminas IV e V, s&o mielinizadas e
conduzem as informacdes epicriticas. Fonte: modificado de Kandel, 2000.

O Sml esta localizado no giro pos-central (Penfield e Boldrey,
1937). Brodmann dividiu o Sml em quatro &reas: 3a, 3b, 1 e 2. A area 3b
recebe densas projec¢des do nucleo ventro-postero-lateral e medial do tdlamo e
envia projecdes para as areas 1 e 2. As informacdes enviadas para area 1 séo
principalmente sobre textura, enquanto que para area 2 sao sobre tamanho e
forma (Bear et al., 2008). O Sml é facilmente diferenciado de M1 devido a suas
caracteristicas citoarquitetonicas. O coOrtex somatossensorial primario possui
uma grande densidade de células granulares na camada IV e apresenta pouca
ou nenhuma célula piramidal gigante (Geyer et al., 2000).

Sml possui uma organizagdo somatotdpica muito parecida com

ao de M1, e isto esta relacionado com o fato de que quanto maior a destreza
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dos movimentos, muito provavelmente havera uma maior sensibilidade da
regido do corpo responsavel por aquele movimento. Penfield e Boldrey (1937)
observaram que nédo era raro que a estimulacéo elétrica de uma area cortical
produzisse sensacdo e movimento de uma mesma regido do corpo, porém
nunca ocorria a sensacdo em uma parte do corpo e movimento de outra ao
mesmo tempo. Isso também mostra como as areas corticais motora e sensorial
estdo extremamente interligadas.

As éareas sensoriais de ordem superior sao: cortex
somatossensorial secundario, cortices retro-insular e insular granular, e areas 5
e 7b do cortex parietal posterior. O cortex somatossensorial secundario esta
localizado lateral e inferiormente a representacao da face em Sml, e anterior ou
medialmente as areas auditivas primarias (Martin, 2003). Segundo Maeda e
colaboradores (1999) ndo existe uma representacdo topografica no Smill, o que
pode ser devido ao fato de que esta area possui um papel importante na
integracdo da percepcdo sensorial de diversas partes do corpo, ao invés de

uma discriminacao de uma parte especifica do corpo como ocorre em Sml.

2.1.2.2. Sistema antero-lateral

O sistema antero-lateral veicula as informacdes protopaticas,
tendo inicio em quimioceptores, nociceptores e termoceptores, que transmitem
a informacdo ao neurdbnio de primeira ordem. Os receptores estao ligados a
fibras do tipo Ad e C, de pequeno diametro, muito pouco mielinizadas ou
amielinicas respectivamente, levando a uma conducéao lenta da informacao. O

neurénio de primeira ordem entra pelo trato de Lissauer no corno dorsal da
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medula espinhal e faz sinapse com o neurdnio de segunda ordem logo no
corno dorsal, nas laminas | e Il de Rexed (Kuner, 2010; Figura 8).

Os axbnios de segunda ordem fletem-se e decussam na
comissura branca anterior, seguindo para a regido antero-lateral da medula
espinhal. Eles ascendem para diversos nucleos, diferentemente do primeiro
sistema descrito, fazendo sinapse com 0s neurbnios de terceira ordem em
multiplos niveis neurais, dando origem a diferentes tratos: espino-cerebelar,
espino-reticular, espino-mesencefalico, espino-talamico e espino-hipotalamico.
Os neurbnios de terceira ordem também podem atingir diferentes areas
corticais e ndo somente o Sml, tais como cortex cingulado e cértex insular
(Martin, 2003; Guyton e Hall, 2006).

Apesar de apenas trés neurbnios realizarem a unido entre a
periferia e o cortex, milhares de neurdnios em cada nivel estdo tipicamente
envolvidos com as experiéncias tateis normais. O Sml recebe aferéncias
diretas do talamo e processa informacdes sensoriais basicas. As areas de
ordem superior recebem aferéncias predominantemente da area -cortical
primaria e participam da elaboragdo do processamento sensorial que leva a

percepcéao (Bear et al., 2008).

2.1.3. Sistema sensoério-motor de ratos

O sistema sensorio-motor de ratos possui algumas diferencas
quando comparado com o de humanos ou primatas. A organizacdo do cortex
motor e somestésico de ratos foi muito estudada por diferentes autores (Hall e

Lindholm, 1974; Donoghue e Wise, 1982; Gioanni e Lamarche, 1985; Neafsey
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et al., 1986). Esses estudos mostraram que 0S mapas corticais motores e
somatossensoriais estdo sobrepostos, principalmente em relacdo aos membros
posteriores, mas a sobreposi¢cdo também ocorre de forma parcial em relacdo

ao tronco e membros anteriores (Figura 9).

Figura 9 - Mapeamento das &areas motoras (linhas sélidas) e somatossensoriais (linhas
pontilhadas) de ratos a partir de experimento com estimulacdo elétrica. E possivel observar
uma sobreposicdo de areas. E: olho; EL: pélpebra; FL: membros anteriores; H: cabeca; HL:
membros posteriores; J: mandibula; L: labios; R: rostro; T: tronco; To: lingua; V: vibrissa. Fonte:
Hall e Lindholm, 1974.

Neafsey et al. (1986) mostraram que além do coértex motor de
ratos ser composto pelo cortex motor primario agranular e uma grande
extensdo do cortex somatossensorial, existe uma representacdo motora cortical
mais rostral dos membros anteriores, posteriores e tronco. Esta regido €
somatotopicamente organizada e pode representar a area motora suplementar
de ratos.

Uma particularidade encontrada nos sistemas motores de ratos
em diversos estudos € que ha uma pequena ou nenhuma projecdo direta de

centros supraespinhais para as laminas VIl e IX de Rexed (Liang et al., 1991;
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Yang e Lemon, 2003; Alstermark et al., 2004; Nielsen et al., 2007; Al-lzki et al.,
2008; Lemon, 2008). Este fato nos leva a pensar que as projecoes
corticoespinhais diretas, mais para niveis cervicais de primatas, estédo
relacionadas com a habilidade e destreza manual.

De acordo com Metz e Whishaw (2000), apesar de os roedores
possuirem um rico repertdrio motor principalmente com as suas patas
anteriores, eles ndo as usam para caca e para mover rapidamente a presa
como os felinos, ou para subir e se pendurar em galhos de arvores como 0s
macacos, ou até mesmo para manipular objetos de forma precisa como os
humanos. Segundo estes autores, 0s ratos realizam o0s movimentos de
alcancar e pegar objetos com as patas anteriores, porém este movimento é
pouco flexivel quando ha mudancas rapidas das condi¢des iniciais dele. Os
roedores realizam somente tarefas sensorio-motoras rudimentares de agarrar e
segurar com as patas dianteiras, uma vez que nao possuem movimento digital
fracionado e nem a oposic¢éo (Darian-Smith, 2009).

Por outro lado, Alstermark e colaboradores (2004) acreditam
gque a capacidade dos ratos de segurar o alimento tem sido subestimada. Eles
acreditam que os ratos possuem destreza ao manipular objetos, mas que essa
atividade ndo é mediada por conexdes cortico-espinhais monossinapticas,
todavia, os movimentos digitais habilidosos podem ser controlados por
conexdes dissinapticas ou polissinapticas. A maioria das projecdes cortico-
espinhais em ratos trafega pelas colunas dorsais e terminam na regido dorso-
medial da substancia branca em uma posicdo ventral as colunas dorsais
(Courtine et al., 2007; Lemon, 2008; Figura 10). Portanto, pode-se dizer que a

organizacdo das colunas dorsais da medula espinhal de ratos €
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fundamentalmente diferente de primatas, pois inclui tanto as fibras sensoriais

ascendentes como as fibras motoras descendentes (Kaas et al., 2008).

Roedores HUManos
(rato)
indice de
destreza 3 7
NUmero de
fibras portrato 137000 1101 000
Interneurdnio #
Motoneurdnio
Mdsculo Mdsculo

Figura 10 - Relagdo entre o desenvolvimento do trato cortico-espinhal e controle motor em
ratos e humanos. Nao ha conexdes diretas de neurbnios cortico-espinhais e motoneurdnios
cervicais que inervam os membros anteriores. Os motoneurdnios recebem aferéncias do tronco
encefalico e interneurdnios na medula espinhal. A maioria das fibras do trato cértico-espinhal
de ratos trafega pelas colunas dorsais. O trato cértico-espinhal de humanos trafega
predominantemente pelas colunas laterais e uma porcdo significativa das fibras
(aproximadamente 10%) descendem ipsilateralmente. O desenvolvimento do trato cértico-
espinhal esti correlacionado com a melhora do indice de destreza, particularmente com a
precisdo do movimento de oponéncia. Fonte: modificado de Lemon, 2008.

A divisdo da substancia cinzenta da ME de ratos em laminas
também é usada e muito semelhante a de humanos (Figura 11A). Em 1985,
Hardman e Brown identificaram uma organizacdo topografica dos
motoneurdnios localizados no corno ventral da medula espinhal de ratos, assim
como em humanos (Figura 11B). Eles mostraram que os motoneurbnios
laterais inervam musculos derivados da regido dorsal e 0s motoneurbnios mais

mediais inervam musculos derivados da regido ventral.
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= Pele
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Figura 11 - Desenho esquematico de cortes transversais da medula espinhal do rato no nivel
da 10?2 vértebra torécica (A) e nivel lombar baixo (B). Demonstracdo das laminas de Rexed (I -
X); nucleos: intermédio lateral (NIML), intermédio medial (NIMM), dorsal (ND); e trato piramidal
(TP) (A). Demonstracéo das terminacdes principais das fibras aferentes da pele e musculo (B).

Fonte: modificado de Paxinos, 2004.

Diversos autores ja mostraram que o segmento téraco-lombar
da medula espinhal de ratos apresenta um papel fundamental na geragcao de
padrées locomotores, sendo que as regides mais caudais estao relacionadas
com ritmicidade dos movimentos (Cazalets et al., 1995; Kjaerulff e Kiehn, 1997;
Bertrand e Cazalets, 2002; Fouad e Pearson, 2004; Rossignol, 2006). Além
disso, segundo Edgerton et al. (2004), em mamiferos e seres ndo humanos, os
CPG localizados dentro do segmento lombossacral da medula espinhal

representam um componente importante da circuitaria que gera e controla a

postura e a locomogéao.
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2.2. Lesao medular

2.2.1. Aspectos macroscopicos

A lesdo medular afeta a conducéo de informacgdes sensoriais e
motoras, por um rompimento total ou parcial dos tratos espinhais ascendentes
e descendentes, levando a perda da percepcdo adequada dos estimulos
sensoriais (sensacfes epicriticas e protopdticas) e a imprecisdo ha
organizacdo do comportamento motor (movimentacao ativa abaixo do nivel de
lesédo) (Lu et al., 2005).

Individuos com lesdo medular podem ser paraplégicos ou
tetraplégicos, completos ou incompletos (Schwab, 2002; Bareyre, 2008).
Individuos paraplégicos apresentam diminuicdo ou perda da funcdo motora e
sensorial dos segmentos toracicos, lombares ou sacrais, devido a perda de
componentes neurais da medula espinhal decorrente da leséo. Na paraplegia,
a funcado dos membros superiores esta preservada, mas dependendo do nivel
de lesado, o tronco, os 6rgados pélvicos e os membros inferiores podem estar
comprometidos (Wilkinson e Lennox, 2005).

Individuos tetraplégicos apresentam diminuicdo ou perda da
funcdo sensorial e motora nos segmentos cervicais da medula espinhal, devido
a danos aos elementos neurais dentro do canal medular. A tetraplegia resulta
em diminuic&do funcional dos membros superiores assim como do tronco, dos
orgaos pélvicos e dos membros inferiores. Pessoas com lesdes acima de C4

nao conseguem respirar independentemente, porque o diafragma € inervado
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pelo nervo frénico (C3 a C5), e os musculos abdominais e intercostais sao
inervados por nervos toracicos (Lundy-Ekman, 2004).

Em uma lesdo parcial, algumas vias ascendentes e
descendentes sao preservadas. Funcdo parcial € mantida, mas alguns sinais
sensoriais e motores sdo evidentes. A lesdo medular incompleta é aquela em
que ha funcédo sensorial e/ou motora preservada abaixo do nivel de leséo e
isso inclui a parte mais inferior do segmento sacral. Uma profunda sensacao
anal é caracteristica desse tipo de lesdo e a contracdo voluntaria da
musculatura do esfincter anal é utilizada para demonstrar se a funcao esta
preservada ou ndo (Kandel et al., 2000; Wilkinson e Lennox, 2005).

Lesados medulares completos apresentam auséncia da funcéo
motora e sensitiva ho segmento sacral inferior. O nivel neurologico € dado
como sendo o nivel mais baixo, no qual ainda é encontrada alguma evidéncia
de funcdo ou sensacdo muscular, sem preservacdo, no entanto, da
funcionalidade da area sacral (Kandel et al., 2000; Lundy-Ekman, 2004).

Lesbes na medula espinhal isolam os neurbnios de seu
controle voluntario normal, produzindo uma série de sinais clinicos. Inicialmente
esses sinais incluem paralisia flacida, reflexos musculares diminuidos e
diminuicdo do tbnus muscular abaixo do nivel de lesdo. Essa condigédo é
conhecida como choque medular. Esses sinais surgem devido a ampla
interrupgéo das fibras cortico-espinhais, além dos danos das fibras cortico-
pontinas e cértico-reticular (Kandel et al., 2000; Lyalka et al., 2005).

Poucas semanas apdés o acontecimento da lesdo podem ser
notados aumento do tbnus muscular, reflexo de estiramento muscular

exagerado e clénus nos musculos abaixo do nivel de lesédo. A presenca destes
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sinais clinicos decorrentes da hiperexcitabilidade dos motoneurdnios é
denominada como espasticidade. A espasticidade acomete aproximadamente
70% dos individuos com lesfes toracicas e cervicais com um ano de lesdo e
pode impactar negativamente na recuperacao funcional (Adams et al., 2007).

Por outro lado, Gorgey et al. (2010) mostraram que individuos
com lesdo completa podem apresentar efeitos desejaveis em relacdo a
composicao corporal e perfil metabdlico em resposta a espasticidade presente
em musculos esqueléticos. Segundo os autores, a espasticidade pode ser
usada como uma ferramenta para proporcionar tensdo peridédica e proteger
contra as complicacbes musculares decorrentes da leséo.

Essas complicacdes compreendem a inativacdo de musculos
esqueléticos abaixo do nivel de lesdo, uma vez que muitos motoneurdnios
morrem em decorréncia do trauma. Consequientemente, o controle voluntario
dos musculos é eliminado, had auséncia de descarga de peso nos membros
afetados, o que leva a uma diminuicdo da area seccional do musculo (Castro et
al., 1999; Gerrits et al., 1999; Dupont-Versteegden et al., 2000; Giangregorio e
McCartney, 2006; Grumbles et al., 2009).

De acordo com Biering-Sorensen et al. (2009), alteracdes
musculares também podem ser notadas em modelos experimentais de lesao
medular. Ratos comecam a apresentar uma hipotrofia muscular cinco dias apos
uma transeccdo da medula espinhal e em quatro semanas ocorre uma
diminuicdo de 20 a 40% da massa muscular. Segundo eles, as propriedades
contrateis dos musculos também sofrem alteracbes importantes a partir da

terceira semana.
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Devido a auséncia de movimentos dos segmentos corporais
abaixo do nivel de leséo e auséncia de descarga de peso, a densidade 0ssea
diminui significativamente. Deste modo, o indice de fraturas na LM com
movimentos que normalmente ndo causariam uma fratura (em transferéncias
da cadeira para cama, mudancas de decubito, ao se vestir) € muito maior do
que em individuos nédo lesados (Giangregorio e McCartney, 2006; Dudley-
Javoroski e Shields, 2008).

Outro sinal clinico evidenciado tanto em estudos com pacientes
como em modelos experimentais € a supressao do sistema imunoldgico. Ja foi
demonstrado que ha uma diminuicdo dos mondcitos e linfécitos circulantes dias
apos o trauma. As alteracGes do sistema imunologico necessitam uma atencao
especial, uma vez que o individuo fica mais susceptivel as infeccdes
(pneumonia, pancreatite, infeccdo urinéria), que séo a maior causa de morte na
fase crbnica (Riegger et al., 2007; Riegger et al., 2009; Popovich e McTigue,
2009).

As disfun¢des sexuais e urinarias estdo presentes quando a
lesdo ocorre acima dos niveis medulares responsaveis por regularem estas
funcdes. Problemas nestes sistemas apresentam grande impacto socialmente
(Ibrahim et al., 2009; Brackett et al., 2010; David e Stewart, 2010). Herrera et
al. (2010) demonstraram niveis significativos de proteinas presentes na urina
de ratos com LM cronica, sugerindo que as mudancas patoldgicas precoces na
bexiga podem persistir até uma fase cronica.

Em relacdo aos sistemas sensoriais, individuos lesados
medulares sao incapazes ou possuem grandes limitagdes na discriminacdo de

diferentes texturas, frequéncia, duracdo e intensidade do toque, e
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direcionamento de um estimulo tatii em movimento (Kaas et al., 2008). Além
disso, uma consequéncia incapacitante da lesdo medular completa ou parcial &
a dor cronica (Hutchinson et al., 2004; Hains e Waxman, 2006). Estima-se que
um terco dos individuos com lesdo medular completa desenvolve dor
neuropatica central, difusa no nivel da lesédo e perda sensorial abaixo da leséao
(Gustin et al., 2008).

A dor neuropatica central pode tomar diversas formas incluindo
auséncia sensitiva, alodinea (resposta dolorosa a estimulos ndo nocivos) ou
hiperalgesia (resposta dolorosa exagerada a estimulos nocivos) (Hutchinson et
al., 2004; Gwak et al., 2006; Defrin et al., 2007). Em modelos animais lesados
medulares com dor neuropatica sdo investigados os mecanismos relacionados
a esta condicao, fornecendo importantes resultados aplicados a pratica clinica
(Drew et al., 2004; Kloos et al., 2005; Zhang et al., 2005; Erschbamer et al.,
2006; Keer e David, 2007; Gwak et al., 2008).

De acordo com Hulsebosh et al. (2009), uma série de
mecanismos de sinalizacéo intracelular contribui para o desenvolvimento da
dor neuropética crbnica, sendo eles: aumento da sensibilidade devido a perda
das aferéncias nervosas; auséncia das influéncias inibitorias; aumento da
eficacia de sinapses anteriormente ineficazes; hiperexcitabilidade por
deaferentacdo dos neurbnios medulares e talamicos; alteracdes dos canais
ibnicos que mudam as propriedades da membrana celular; alteracdes de
transporte e atividade, como reverséao induzida pela LM dos transportadores de
glutamato, que levam ao aumento de glutamato extracelular; e plasticidade de

receptores de glutamato.
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Aléem desses fatores, Yezierski (2005) aponta que as
complicacbes da LM, como a dor neuropatica, espasticidade, sensacfes
anormais sao consequéncia de uma série de eventos que ocorrem apoés a LM,
como por exemplo, a liberacdo de mediadores toxicos, que sdo produtos de
processos inflamatorios e excitoxidade. Detalhes sobre os eventos decorrentes

da lesdo medular serdo descritos no préximo item.

2.2.2. Aspectos microscopicos

Em um trauma medular, a lesdo pode ser de varios tipos e
estar relacionada a diversos fatores, como maceracdo do tecido medular, na
qual a morfologia da medula € intensamente distorcida; laceracdo medular (por
armas brancas ou de fogo); contusdo que leva a uma hematomielia central,
podendo desenvolver seringomielia (expansao progressiva da lesdo, que pode
ocorrer em mais de um segmento da medula); e lesdo medular sélida, na qual
ndo ha foco central de necrose como na contusdo (Hulsebosch, 2002).

Em humanos, a lesdo medular normalmente ocorre a partir de
um trauma repentino e direto na medula, que fratura e desloca as vértebras. No
instante do impacto, fragmentos de ossos, material do disco vertebral e os
ligamentos esmagam a medula espinhal, danificando as membranas das
células neuronais, levando a uma lesao parcial (Verma et al.,, 2008). Esse
impacto direto na medula espinhal desencadeia uma série de eventos celulares
e moleculares em resposta a lesdo. Muitos neurdnios locais e células da glia

sao destruidos durante e logo apés o trauma. Essa perda neuronal que ocorre
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durante as primeiras 18 horas, corresponde a fase primaria da lesdo medular
(Fawcett e Asher, 1999; Hulsebosch, 2002).

A perda celular, no entanto, ndo se limita a este mecanismo,
sendo exacerbada por eventos secundarios, que podem durar semanas e
progredir rostral e caudalmente ao foco de lesdo (Hulsebosch, 2002; Zai e
Wrathall, 2005; Afshari et al., 2009). Os danos secundarios envolvem uma
cascata de eventos vasculares, bioguimicos e celulares. As mudancas
vasculares incluem inflamacéo, edema, isquemia, hipdxia e perfusdo medular
reduzida. No nivel bioguimico existem alteracGes excitotoxicas, a liberacao de
proteases e formacao de 6xido nitrico e radicais livres (Fawcett e Asher, 1999).

No nivel celular, os macrofagos invadem o local de leséo para
realizar a limpeza dos debris teciduais, formando diversas cavidades cisticas e
0s segmentos distais dos axdnios retraem em relacdo aos neurdnios pos-
singpticos (muitas vezes, sendo estes, o0os motoneurbnios) e sofrem
degeneracédo Walleriana. Os segmentos proximais dos axonios lesados, apesar
de se manterem integros na maioria das vezes, tém capacidade limitada em
regenerar devido a presenca de diversos fatores inibitorios no foco de leséo e
ao redor dela (Schwab, 2002; Bradbury e McMahon, 2006; Afshari et al., 2009;
Figura 12).

Aléem disso, durante este periodo, importantes mudancas
reativas ocorrem na morfologia e funcdo das células da glia (Verma et al.,
2008). Estudos mostram que 24 horas apés a LM, 50% dos astrocitos e
oligodendraocitos, presentes no local da lesédo, morrem. O processo de morte

celular ao redor do foco, principalmente, por mecanismos apoptoticos
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(mecanismo em que ocorre fragmentacdo do DNA dos nucleos celulares) se

prolonga por varias semanas (Hulsebosch, 2002).
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Figura 12 - Representacé@o de alguns eventos secundérios da lesdo medular, que contribuem
para formacao de cicatriz glial e ativacdo de moléculas inibitérias, como TGF-f, IFN-y, IL-10,
IL-6, que se tornam uma barreira fisica e quimica ao crescimento axonal. Células inflamatorias
rodeiam a cavidade central e oligodendrdcitos ficam mais esparsos. Fibroblastos estédo
presentes normalmente no centro da lesdo, afetando a barreira hemato-encefélica. Astrécitos
proliferam e apresentam hipertrofia. Os axdnios no foco de lesdo passam por degeneracao
Walleriana e desmielinizacdo. Fonte: modificado de Afshari et al. (2009).

A perda de astrécitos leva a uma homeostase idnica anormal.
A apoptose normalmente promove uma gliose reativa, a qual inclui aumento da
expressao de proteina glial fibrilar &cida (glial fibrillary acidic protein, GFAP) e
mais tardiamente, proliferacdo astrocitaria (Hulsebosch, 2002). A repopulacdo
glial pode ocorrer devido migracéo de células para o local da leséo. Além disso,

acredita-se que populacdo de progenitores celulares divide-se, com
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consequente reposicdo da macroglia na LM crénica (Bregman, 1998; Giovanni
et al., 2005; Zai e Wrathall, 2005).

Ainda na fase secundaria da LM, acredita-se que células do
sistema imunolégico, como o0s mondcitos e macréfagos, emitem sinais
quimicos por meio de sinalizadores de proteina (citocinas e quimiocinas) que
agem nos neurdnios e oligodendrocitos e desencadeiam a apoptose
(Hulsebosch, 2002; Afshari et al., 2009).

A perda de oligodendrdcitos causa uma mielinizacdo néo
eficiente, prejudicando a transmissdo axonal (Zai e Wrathall, 2005). A
desmielinizacdo € um dos varios fatores que dificulta ou impede a regeneracéo
da medula espinhal e, consequentemente, a recuperacdo das funcdes
sensorial e motora apdés a lesdo medular (Guertin, 2005; Schwab, 2007).
Entretanto, também existem muitas proteinas associadas a mielina (Nogo-A,
MAG, OMgp), proteoglicana sulfato de condroitina e outras moléculas
inibitérias, como a tenascina e a semaforina 3A que sdo parcialmente
responsaveis pela inibicdo da regeneracao apés a LM (Bradbury e McMahon,
2006; Schwab, 2007; Blesch e Tuszynski, 2009; Verma et al., 2008).

Essas substancias inibitorias contribuem para a formacéo de
cicatriz glial no local da lesdo, que resulta da complexa relagcéo entre as células
inflamatorias e os astrocitos. Elas formam estruturas mecanicas densas com
multiplas camadas de astrocitos, criando uma barreira fisica para o crescimento
dos axonios através do local da lesao (Guertin, 2005; Schwab, 2007; Blesch e

Tuszynski, 2009).



49

2.2.3. Tratamento

Diversos trabalhos tém direcionado esforcos para promover a
recuperacao funcional de lesados medulares, uma vez que a condicdo em que
esses individuos se encontram € extremamente debilitante. Hoje, as pesquisas
tém sido focadas em quatro grandes areas: neuroprotecdo, regeneracao,

transplantes de diferentes tipos celulares e reabilitagao (Craig et al., 2002).

2.2.3.1. Neuroprotecéo, regeneracao e transplante celular

Como ja foi demonstrado (ver item lesdo medular), a
regeneracdo axonal pos LM é limitada, parcialmente porque 0s neurdnios
possuem uma pobre capacidade de regenerar, mas também porque existem
diversos fatores inibitérios no foco e ao redor da lesdo que ndo permitem ou
dificultam muito a regeneracgéao (Bradbury e McMahon, 2006). Neste sentido, as
pesquisas tém sido voltadas para estratégias terapéuticas de neutralizacéo e
degradacdo das moléculas inibitérias, na tentativa de diminuir a formacéao de
cicatriz glial e de cavidades cisticas (Schwab, 2002; lanatti et al., 2004).

Basicamente, os tratamentos neuroprotetores visam prevenir
0s eventos secundarios da lesdo. Com este objetivo, altas doses do esteroide
metilprednisolona tém sido administradas dentro de poucas horas apés a leséo.
Segundo Chang et al. (2009), os efeitos da metilpredinisolona sé&o: inibicdo da
peridoxidacéo e hidrolise de lipideos, manutencéo do fluxo sanguineo tecidual

e do metabolismo aerdbico, reversdo do acumulo de calcio ionizado
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intracelular, reducdo da degradacdo de neurofilamentos e melhora da
excitabilidade neuronal e transmissdo axonal.

Apesar de este tratamento farmacolégico promover bons
resultados em relacdo a neuroprotecdo tanto na medula espinhal como no
cérebro (Basso, 2000; Hulsebosch, 2002; Craig et al., 2002; Lim e Tow, 2007;
Can et al.,, 2009; Chang et al., 2009), ele tem falhado em produzir uma
recuperacédo funcional em modelos experimentais (Takami et al., 2002; Pereira
et al., 2009).

Diversas substancias, dentre elas o0s blogueadores de
receptores AMPA de glutamato, inibidores de agentes pro-inflamatérios como a
inibicdo de receptores de interleucina-1B e degradadores de moléculas
inibitérias de matriz celular como as condroitinases, tém sido aplicadas
experimentalmente de forma bem sucedida como estratégias terapéuticas para
diminuir a cascata de eventos secundarios, incluindo 0s processos
inflamatorios e formacgéo de cicatriz glial (Hulsebosh 2002; Craig et al., 2002;
Lu et al., 2005; Barrit et al., 2006; Kaas et al., 2008; Blesch e Tuszynski, 2009;
Bradbury e Carter, 2011).

Aléem das moléculas mencionadas acima, diferentes tipos
celulares tém sido implantados no local da lesédo com o objetivo de reconstituir
a matrix celular que pode sustentar o crescimento axonal, dentre elas estdo:
células fetais do SNC, fibroblastos, células tronco, células embainhantes
olfatérias, células Schwann (Cao et al., 2001; Hulsebosch, 2002; Lu et al.,
2005). Os fibroblastos s&o células normalmente encontradas na pele, e formam
uma “ponte” através da medula espinhal, estimulando novas conexdes (Craig

et al., 2002).
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Os diversos tipos de células tronco (embrionarias humanas,
neurais, mesenquimais, endodgenas e progenitoras) tém sido investigados em
diferentes modelos de lesdo medular. Apesar de estudos pré-clinicos usando
animais terem desenvolvido padrbes de procedimentos operacionais para
utilizacdo destas células, mais pesquisas na area de seguran¢ca no Seu uso
precisam ser realizadas (Coutts e Keirstead, 2008).

Em uma revisdo feita por Frassen e colaboradores (2007),
cinco efeitos benéficos do implante de células embainhantes olfatorias foram
evidenciados e todos contribuem para uma melhor recuperacdo funcional,
sendo eles: estimulacdo do crescimento axonal; preservacéao tecidual e axonal;
habilidade que as células embainhantes olfatorias tém de migrar para o foco de
les@o no local da cicatriz glial; promocao da angiogénese; e remielinizacdo dos
axbnios da medula espinhal. Em modelos experimentais, as mudancas na
recuperacdo funcional e histolégica sao notaveis apdés o transplante destas
células (Gorrie et al., 2010).

Além das células embainhantes olfatorias, estudos tém
utilizado o implante de células de Schwann, mostrando que elas preenchem as
cavidades cisticas, preservam maior quantidade de substancia branca e
promovem a remielinizacdo apos lesbes nervosas, 0 que permite o re-
estabelecimento de uma condugéo axonal mais eficaz (Craig et al., 2002;
Fortun et al., 2009).

Em 2008, Saberi et al. realizaram implante de células de
Schwann em 29 individuos com LM. Os autores obtiveram resultados positivos

de 27 pacientes, sugerindo, portanto, que a combinacdo do implante com o
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programa de reabilitacdo pode ter diminuido as deficiéncias dos pacientes
estudados.

No entanto, recentemente, Wewetzer e colaboradores (2011)
constataram a partir de uma revisdo de literatura e da analise dos seus préprios
dados que os efeitos in vivo do transplante de células de Schwann e
embainhantes olfatérias em animais de grande porte e humanos ainda séo
pouco conhecidos. Eles afirmam que mais estudos com estas espécies sao
necessarios para definir o verdadeiro potencial de promover regeneracao
axonal a partir destas células.

Pequenas proteinas, secretadas por diversos tipos de células,
gue potencializam o crescimento da fibra nervosa durante o desenvolvimento
embrionario também tém sido estudadas na tentativa ndo somente de
promover a regeneracao axonal, mas também a recuperacao funcional, sendo
elas os fatores neurotroficos (Schwab, 2002; Blesch et al., 2004; Lu et al.,
2005; Song et al., 2008).

Em um adulto normal, os neurbnios e as células da glia da
medula espinhal e do encéfalo produzem neurotrofinas e/ou mostram respostas
mediadas por receptores para as neurotrofinas, incluindo o fator neurotréfico
derivado do cérebro (brain derivated neurotrophic factor, BDNF), o fator de
crescimento de nervo (nerve growth factor, NGF) e a neurotrofina-3
(neurotrophin-3, NT-3) (Dougherty et al., 2000; Qin et al., 2006).

Quando ocorrem danos ao sistema nervoso central ou
periférico, a introducéo de fatores neurotréficos no foco lesdo, ou até mesmo
administracdo oral ou intraperitoneal de estimuladores de sintese desses

fatores, tém mostrado resultados benéficos na inducdo de crescimento
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neuronal, tanto proximal como distalmente ao corpo do neurdnio, reduzindo a
atrofia dos neurbnios que se projetam para a medula e promovendo a
regeneracdo axonal (Jakeman et al.,, 1998; Murakami et al., 2002; Zhou e
Shine, 2003; Brown et al., 2004).

A presenca abundante de neurotrofinas é capaz de promover
ndo somente uma neuroprotecdo e potencializacdo de atividades
regenerativas, mas também uma reorganizacao sinptica (Qin et al., 2006). O
aumento dos fatores neurotréficos induz uma reativacdo mitotica nas células
precursoras de oligodendrocitos, o que serve como uma nova fonte celular de
oligodendrdcitos e, consequentemente, de mielinizacdo (Zai e Wrathall, 2005).

Alguns exemplos de neuroprotecdo e neuroregeneracao
podem ser dados a partir de estudos experimentais. Segundo lanotti et al.
(2004), o fator neurotrofico derivado da linhagem de célula glial (glial cell line-
derived neurotrophic factor, GDNF) além de promover a recuperacao funcional
de ratos lesados medulares, possui um papel importante na preservacao e
regeneracdo de axdbnios de neurdbnios proprioespinhais e supraespinhais na
substancia branca.

Em um estudo experimental, o BDNF foi introduzido,
continuamente, no cortex motor de ratos apos leséo do trato cortico-espinhal.
Os resultados mostraram um crescimento significativo da quantidade de
prolongamentos axonais rostralmente ao local de lesdo. Com este experimento
pode-se concluir que o BDNF regula moléculas de crescimento neuronal,
potencializa sua habilidade de regeneracdo e pode prevenir a morte induzida

de axdnios dos neurdnios do trato cortico-espinhal (Zhou e Shine, 2003).
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Por outro lado, Brown et al. (2004) ressaltam a importancia de
se tomar cuidados com a introducdo de alguns fatores neurotréficos, como o
NGF, para ndo gerar prejuizos (exacerbacdo dos eventos secundarios), ao
invés de promover melhor regeneracdo de neurbnios sensoriais. Para isso é
necessario controlar a transcrigcdo e/ou a translacdo do NGF em tipos celulares

especificos.

2.2.3.2. Reabilitacao

A reabilitacdo é vista como uma parte crucial das estratégias
de tratamento apds lesdo do SNC. Os programas de fisioterapia e outras
praticas de cuidados a saude nao estdo mais focados em “usar o que ainda
restou de funcao do individuo”, mas sim em estratégias para restaurar funcdes
perdidas (Craig et al., 2002; Lim e Tow, 2007). Para isto € necessario que as
pesquisas desenvolvam procedimentos que possam ser aplicados de forma
segura e efetiva em humanos (Fouad e Pearson, 2004).

A identificacdo de longas vias responsaveis pela iniciacdo de
locomocéao espontanea é critica para a formulacéo de estratégias de reparo da
lesdo medular (Loy et al., 2002). O importante papel dos neurdnios motores
espinhais no controle e manutencdo das unidades motoras sugere que
esforcos especificos devem ser focados na modificacdo de processos
degenerativos ou lesdo dos neurbnios motores espinhais que causam
disfungéo motora (Liebermann et al., 2006).

Segundo Cotman e Berchtold (2002), o exercicio pode

aumentar os niveis de fatores neurotroficos, estimular a neurogénese,
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aumentar a resisténcia a danos cerebrais e melhorar a aprendizagem e o
desempenho mental. Acredita-se que o0 exercicio possui influéncias sobre o
circuito basico requerido para producéo e controle da atividade motora, ou seja,
nas complexas interrelacdes de estruturas do SNC (cortex cerebral, tdlamo,
ndcleos da base e cerebelo), que junto com 0s circuitos neuronais espinhais
(CPG) executam atividade motora e comportamentos especificos (Dietz e
Harkema, 2004).

A estimulacdo elétrica funcional (functional electrical
stimulation, FES) é uma abordagem que tem sido adotada para melhorar tanto
0 comportamento motor como o condicionamento cardiovascular (Hulsebosch,
2002). J&4 em 1989, Bajd e colaboradores mostraram que com o uso de FES
em paciente com LM, incompleta, pode haver uma reducdo das contraturas,
aumento da mobilidade e menor espasticidade. A contracdo muscular
provocada pelo FES, por estimular a circulacdo, indiretamente gerou melhoria
das condicBes de pele, além de prevenir alteracdes de pressao arterial.

Outros beneficios foram evidenciados por Mangold et al. (2005)
apos aplicacdo da FES em periodo agudo da leséo. Eles verificaram aumento
da forca muscular e facilitacdo da atividade motora voluntaria para uso
funcional (por exemplo: pacientes tetraplégicos pegarem objetos) e com isso
uma melhora das atividades de vida diaria, deixando o paciente lesado medular
mais independente.

Aléem da estimulacdo elétrica funcional, outros modelos de
estimulacbes, como a estimulacdo magnética ou epidural, sdo aplicadas
diretamente na medula de ratos lesados com o objetivo de melhorar os

aspectos negativos decorrentes da lesdo (Gerasimenko et al., 2007; Ahmed e
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Wieraszko, 2008; Ahmed et al., 2011). Apesar de estes trabalhos terem
associado a estimulacdo elétrica com treinamento motor ou tratamento
farmacoldgico, os animais que foram submetidos a estimulacédo apresentaram
uma recuperacao funcional maior.

De acordo com Gerasimenko e colaboradores (2007), a
estimulacao elétrica pode ativar circuitos neurais intraespinhais que coordenam
e recrutam as unidades motoras com a precisdo necessaria para o andar. Ela
permite que a medula espinhal responda de forma apropriada aos estimulos
proprioceptivos associados a descarga de peso durante um treinamento motor
na esteira, por exemplo.

Ahmed e Wieraszko (2008) associaram a estimulacéo
magnética (diferentes frequéncias) com exercicios acrobaticos, obtendo uma
melhora significativa do comportamento motor de camundongos lesados. A
estimulacdo produziu um efeito protetor para o nao desenvolvimento de
espasticidade e uma correlacdo positiva entre a area de substancia branca
residual no foco de lesdo e a recuperacao funcional também foi encontrada
apos este tipo de tratamento. Porém, ainda ndo esta claro se a estimulacdo
deixou a medula espinhal mais vulneravel as agbes benéficas dos exercicios,
OU se 0s exercicios acrobaticos criaram um ambiente, no qual a estimulacao
pode apresentar estimulos mais fortes (Ahmed e Wieraszko, 2008; Ahmed et
al., 2011).

Um modelo de reabilitacdo que também visa o contato com
diferentes objetos, assim como 0s exercicios acrobaticos, € no ambiente
enriquecido. Esta estratégia terapéutica foi adotada por alguns pesquisadores

para verificar a recuperacao funcional de ratos lesados (Lankhorst et al., 2001;
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Meeteren et al., 2003; Fisher e Peduzzi, 2007; Berrocal et al., 2007). Apesar de
Erschbamer et al. (2006) n&do terem apontado efeitos positivos nos animais
expostos ao ambiente enriquecido, outros estudos verificaram melhoras tanto
na atividade motora grossa e fina, como no comportamento sensorial,
reduzindo a alodinea para niveis proximos aos de antes da lesdo. Além das
melhoras funcionais, foram observadas melhoras histolégicas com diminuicao
das cavidades cisticas e aumento do volume das substancias branca e
cinzenta residuais (Berrocal et al., 2007).

Fisher e Peduzzi (2007) atribuiram as melhoras observadas
nos animais expostos ao ambiente enriquecido as interacdes sociais, ao
exercicio e ao interesse pelos novos itens naquele ambiente. Eles acreditam
que a plasticidade ocorre continuamente em ratos com LM cronica apés esta
estratégia terapéutica, que pode, portanto, ser considerada uma boa
intervengdo para individuos com lesdo medular. Para humanos podem ser
usados diferentes estimulos por meio de objetos, sons, desenhos, luz, cheiros
gue podem estimular a recuperacgéao funcional.

Outro tipo de tratamento que tem sido investigado
intensivamente pelo grupo de Magnunson é a natacdo em modelos
experimentais de lesdo medular (Smith et al., 2006; Magnunson et al., 2009;
Smith et al., 2009). Esses trabalhos demonstraram que os animais treinados a
nadar apresentam melhora deste comportamento depois da LM. Porém,
guando colocados em um campo aberto ndo ha diferenca na locomocao dos
animais treinados em relacdo aos controles, mostrando que este tipo de

treinamento promove melhora especifica da tarefa.
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Smith et al. (2006) mostraram que quando o treinamento de
ratos, com lesdo medular contusa, realizado na agua fornecia retroalimentacao
sensorial na superficie plantar das patas (através de tubos de centrifuga
invertidos presos ao chdo da piscina), o processo de recuperacdo era
potencializado na fase aguda da lesdo. No entanto, ao final do experimento,
ndo houve diferenca estatistica significativa entre animais treinados que
receberam e ndo receberam retroalimentacdo sensorial, sugerindo que este
estimulo esteja relacionado com 0s mecanismos iniciais de recuperacéo apos a
leséo.

Se algumas fontes sensoriais proprioceptivas e extereoceptivas
ainda forem mantidas apos a leséo, assim como no modelo de contusdo, uma
adaptacdo neural pode ser esperada como compensacdo de déficits no
sistema sensorio-motor. A melhora da retroalimentacdo (fontes sensoriais
proprioceptivas e extereoceptivas para conscientizar e corrigir voluntariamente
movimentos e postura) das modalidades sensorial e cognitiva € extremamente
importante para uma reabilitacdo de sucesso (Liebermann et al., 2006).

A informacdao proprioceptiva fornece base para a representacéo
consciente do corpo no espaco e do corpo em movimento (Dietz, 2002; Bosco
e Poppele, 2001). Ela é crucial para facilitar a retroalimentacéo de informacoes,
como forca, velocidade, deslocamento ou a posicdo de um segmento em
relacdo ao outro, ou de todo corpo em relacdo a gravidade (Schwab, 2002;
Liebermann et al., 2006).

Cada vez mais, 0 treino motor que otimiza as informacoes
sensoriais associadas a locomoc¢ao apos a lesdo medular € visto como uma

das estratégias mais eficazes na inducdo da neuroplasticidade e recuperacao
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motora. Os principais objetivos deste treino sdo desenvolver a independéncia,
diminuir os gastos energéticos e incluir o individuo lesado medular na
sociedade (Behrman e Harkema, 2000; Basso, 2000; Kaegi et al., 2001;
Jayaraman et al., 2008).

A integridade do sistema sensorial € critica para a reabilitacdo
motora, uma vez que a locomocdo depende de informacfes aferentes de
diversas fontes, como a visual, vestibular e de sistemas proprioceptivos,
utilizadas pelos CPG (Dietz, 2003). Os CPG séo de grande importancia, uma
vez que recebem, interpretam e predizem as sequéncias apropriadas de acdes
durante qualquer fase do ciclo de marcha, gerando ciclos sucessivos (Edgerton
et al., 2004). Eles sdo multifuncionais e podem produzir uma variedade de
comportamentos motores (Basso, 2000).

O treino de marcha por meio de uma esteira promove uma
exposicdo repetitiva da medula espinhal a padrbes de informagdes aferentes
provenientes de estimulos realizados nos membros, o que parece treinar a
circuitaria dos CPG a produzir padrées de marcha organizados, ritmicos e
coerentes (Harkema, 2001; Coté e Gossard, 2004; Behrman et al., 2005;
Magnunson et al., 2009). Como jé foi dito no inicio da introdugéo, o treinamento
na esteira € uma forma de atividade fisica intensamente investigada em
estudos experimentais, tanto em humanos (Behrman e Harkema, 2000; Dobkin
et al., 2003; Hutchinson et al., 2004; Giangregorio et al., 2005; Dietz, 2009;
Duschau-Wicke et al., 2010), como em modelos animais (Kunkel-Bagden et al.,
1993; De Leon et al., 1998; Edgerton et al., 2001; Ahn et al., 2006; Bigbee et

al., 2007; Barriere et al., 2008; Heng e De Leon, 2009; Andrade et al., 2010).
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Blicher e Nielsen (2009) realizaram um estudo com individuos
saudaveis que usaram uma Ortese para desencadear a marcha de forma
passiva em uma esteira. O objetivo era determinar se este treinamento
influenciava a excitabilidade cortico-espinhal em individuos saudaveis. Os
resultados obtidos confirmaram que o treinamento na esteira € capaz de induzir
mudancas na excitabilidade cortical e medular em individuos saudaveis,
portanto, este tipo de reabilitacdo possui um grande potencial para ser aplicado
em individuos que perderam os movimentos dos membros inferiores.

Ja foi demonstrado que tanto em humanos como em ratos
lesados medulares, o treinamento na esteira com suporte de peso resulta na
melhora da habilidade de andar, e em alguns casos, os padrdes de ativacao
muscular e a cinemaética se aproximam daqueles de antes da lesdo (Behrman e
Harkema, 2000; Nooijen et al., 2009; Heng e De Leon, 2009). Além da melhora
motora, Ditor et al. (2005) notaram um aumento da complacéncia arterial,
melhora da variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial em
individuos com LM completa. As melhoras cardiovasculares promovidas devem
encorajar a aplicacdo deste tratamento, principalmente, em individuos que ndo
toleram ou ndo tém acesso a FES.

Jayaraman et al. (2007) mostraram mudancas funcionais
significativas nos musculos esqueléticos dos membros inferiores de individuos
com LM incompleta apdés nove semanas de treinamento locomotor. As
principais mudancas foram o aumento da area seccional muscular e melhor
habilidade de gerar torque isométrico sobre as articulacbes do joelho e
tornozelo, sendo isto fundamental para geracéo de forca propulsora e descarga

de peso durante a locomocéo.
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Em estudos realizados com gatos que foram submetidos a
transeccdo medular no nivel toracico baixo, o treino locomotor por meio da
esteira foi utilizado para a reabilitacdo. Os animais apresentaram uma melhora
significativa na capacidade de andar, o que pode ser interpretado como uma
mudanca na probabilidade de neurdnios apropriados serem ativados no tempo
certo (Hodgson et al., 1994; De Leon et al., 1998). Os resultados mostraram,
ainda, que este tipo de reabilitacdo facilitou ou potencializou a funcdo das vias
sensoriais remanescentes, ao invés de promover a geracdo de novas vias.

Andrade et al. (2010) constataram recentemente que o
treinamento na esteira protege a medula espinhal dos efeitos secundarios a
leséo por contusédo, diminuindo o seu volume. Os autores sugerem ainda que o
treinamento estimula a atividade neuronal e promove adaptacdes fisiologicas
na medula espinhal, influenciando nos padrdes de recuperacdo motora
espontanea no periodo agudo da leséo.

Cha et al. (2007) controlaram o numero de passos dados
durante o treinamento na esteira e verificaram que a qualidade dos passos
realizados pelos membros posteriores de ratos lesados é dependente do uso.
Isto €, os animais que tiveram que dar mais passos na sessao de treino
apresentaram maior descarga de peso nos membros posteriores em diferentes
velocidades. Desta forma, os autores acreditam que estes resultados indicam
que a habilidade da medula espinhal lombar de se ajustar aos estimulos
sensoriais relacionados com carga e velocidade da marcha depende do
namero de repeticdes de uma mesma atividade, imposta na circuitaria medular

durante o treinamento na esteira.
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Ao entendermos melhor a relacdo entre o nivel de atividade
motora e plasticidade do sistema sensorio-motor, estratégias terapéuticas mais
eficazes e eficientes podem ser desenvolvidas para a melhora de individuos
lesados medulares. As adaptacdes que ocorrem tanto microscopicamente na
medula espinhal, como macroscopicamente nos sinais clinicos sensoriais e
motores de animais lesados medulares apds a submissao a diferentes tipos de
tratamento (neuroprotetores, neuroregenerativos, transplantes de células e
reabilitacdo) foram apontadas neste item. Porém, um topico ainda nao
abordado, mas de extrema relevancia para este trabalho, refere-se as
alteracdes corticais decorrentes da lesdo e apds algum procedimento

terapéutico.

2.2.4. Alteraces corticais

Diversos estudos ja comprovaram que ocorre uma
reorganizacao cortical sensorio-motora imediatamente apds a lesdo medular e
continuamente no decorrer do tempo (Jain et al., 1997; Lotze et al., 2006; Kim
et al., 2006; Fouad e Tse, 2008; Bareyre, 2008). Apds a LM, muitas regides
dentro do cortex somatossensorial sdo deaferentadas e areas dentro do cortex
motor sdo deferentadas do sistema motor descendente. Consequentemente, 0s
pacientes apresentam diversas alteracbes na representacdo do corpo
associadas com alteracdes na excitabilidade cortical (Lotze et al., 2006).

Jain et al. (1997) mostraram que logo ap0s uma seccao
completa das colunas dorsais da medula espinhal no nivel cervical, neurénios

da area 3b nédo respondem a estimulos realizados nas méaos. No entanto, apés
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uma lesdo parcial desta regido, as fibras residuais das colunas dorsais
continuam a ativar os neurdnios dentro de seus territorios corticais. Porém, com
0 passar de algumas semanas a area de ativacdo apresenta uma expansao,
isto €, a area de representacdo da mao se torna responsiva a estimulos
aplicados na face (regido nao afetada pela lesédo), por exemplo. A
reorganizacao pode ocorrer devido a diversos fatores, tais como: desinibicdo
de aferéncias suprimidas, potenciacdo de aferéncias que antes ndo eram
eficientes, crescimento de prolongamentos dendriticos e axonais, e plasticidade
de mecanismos moleculares (Jain et al., 1998).

Fouad e Tse (2008) relatam que o re-mapeamento apos a LM
ocorre devido ao brotamento dos ax6nios rostrais a lesdo, que estabelecem
novos contatos com diferentes alvos corticais. Kim et al. (2006) observou
mudancas mais finas apos a lesdo que também estdo relacionadas com a
reorganizacao cortical, sendo elas: reducdo significativa da densidade dos
espinhos dendriticos de neurbnios corticais pés-sinapticos, dentro de sete dias
pés LM, com uma recuperacdo parcial no 28° dia; apds este periodo nota-se
um aumento da proporcéo de dendritos longos; e marcadores de remodelacao
sinaptica ativa também tém sua expressdo aumentada apés 14 dias. Esses
dados sugerem eliminacdo e formacgéao de sinapses em diferentes periodos.

Diferentes métodos de avaliacdo tém sido utilizados para
investigar a reorganizacdo cortical ap6s uma lesdo do SNC, tais como
ressonancia magnética funcional, oxigenacdo sanguinea nivel dependente,
estimulacdo magnética transcraniana, estimulacao intracortical, tomografia por
emissao de poésitron (Curt et al., 2002; Hamzei et al., 2006; Sydekum et al.,

2009; Kokotilo et al., 2009; Qi et al., 2010). No entanto, existe um método que
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tem sido pouco explorado nesta area, mas que pode trazer grandes beneficios,
sendo ele a eletrofisiologia (Hebert et al., 2007; Aguilar et al., 2010; Gourab e
Schmidt, 2010).

Até hoje, somente dois estudos utilizando implante de micro-
elétrodos em ratos lesados medulares foram publicados (Aguilar et al., 2010;
Yague et al., 2011). Apesar de, em ambos os trabalhos, os registros terem sido
realizados com animais anestesiados, 0S autores mostraram que existem
mudancas na atividade do cértex somatossensorial imediatamente apos a
lesdo. Segundo Aguilar e colaboradores (2010), o cértex comeca a oscilar em
uma frequéncia mais lenta, parecida com atividade do sono de ondas lentas.
Yague et al. (2011) mostraram que uma hemiseccdo da medula espinhal
produz hiperexcitabilidade espino-talamica que se estende ao cortex
somatossensorial.

Além de a reorganizacao cortical acontecer apés uma leséo, ja
foi demonstrado claramente por Kleim e colaboradores (1998; 2002a; 2002b;
2004) que o aprendizado motor também é capaz de induzi-la. Nestes trabalhos,
0s autores demonstraram que existe uma remodelacdo do mapa motor de uma
determinada regido do corpo, quando esta é estimulada a realizar um
determinado movimento. Além disso, foram identificados um aumento da
densidade das veias sanguineas dentro da camada V do cértex motor e a
formacao de novas sinapses na consolidacao da nova habilidade motora.

Molina-Luna e colaboradores (2008) também verificaram uma
expansdo da area motora correspondente a pata dianteira de ratos, apdés o
treinamento de alcancar objetos. Eles notaram que essa expansdo é

importante para o aprendizado devido a sua magnitude estar correlacionada
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com melhora do desempenho da tarefa, mas que ela €& transitéria e
rapidamente reversivel apos um pequeno periodo sem treinar 0 movimento.

Kao e colaboradores (2009) relataram dados importantes sobre
a funcionalidade do coOrtex somatossensorial de ratos neonatais com
transeccdo em T8/T9 submetidos a treinamento na esteira. Os autores
identificaram aumento na porcentagem de células que respondem a
estimulacdo sensorial e na magnitude da resposta destas células. Eles
mostraram que apos a lesdo medular ha diminuicdo da representacéo cortical
dos membros anteriores, que é revertida com treinamento na esteira. A
estimulacdo sensério-motora promovida pela esteira € capaz de induzir
mudanc¢as no mapa somatotépico do cortex. Um dado ainda mais interessante,
€ que o aumento na magnitude da atividade neuronal esta diretamente
relacionado com a porcentagem de passos realizados com descarga de peso
pelos animais, nos levando a pensar mais uma vez que a plasticidade cortical
induzida por um treinamento é fundamental para a recuperacéo funcional.

Uma diferente estratégia terapéutica utilizada pelo grupo de
Martinez (2009) também foi capaz de promover mudancas no mapa cortical
somatossensorial. Os ratos com hemiseccdo na altura de C4/C5 foram
treinados em um aparato em que eles precisavam andar consecutivamente por
30 minutos em uma velocidade constante por diferentes texturas. Esse
treinamento proporcionou ndo sO importante recuperagdo funcional da
sensibilidade tatil, mas também uma reativacdo da area cortical correspondente
ao membro anterior prejudicado pela leséo. Os autores acreditam que este fato
sugere reforco sinaptico induzido pelo treinamento ou sinaptogénese presente

em redes neuronais pré-existentes, que por sua vez, permitiram que vias
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sensoriais substitutas pudessem manter a distribuicdo somatotépica de fibras
da raiz dorsal que entram na medula espinhal.

Apesar de mais recentemente muitos dos pesquisadores,
citados acima, terem voltado esforcos para identificacdo das alteracdes
corticais apos a lesdo medular ou aprendizado motor, poucos estudos tém
investigado as alteracGes corticais apos a LM e uma intervencéo terapéutica
(Winchester et al., 2005; Cramer et al., 2007; Kao et al., 2009; Martinez et al.,

2009) e nenhum deles utilizou como avaliacdo a eletrofisiologia.

2.3. Eletrofisiologia cortical

A eletrofisiologia consiste no registro de sinais elétricos
associados as mudancas de voltagens das membranas neuronais. Este
método nos permite estudar tanto as propriedades de um Unico canal ibnico até
fendbmenos mais complexos, assim como a atividade de centenas de células
integradas em redes neurais (Scanziani e Hausser, 2009).

Diferentes métodos eletrofisiolégicos podem ser utilizados para
monitorar a atividade cerebral tanto em humanos como em modelos animais,
tais como magnetoencefalograma (MEG), eletroencefalograma (EEG),
eletrocorticograma (ECoG) e registros extracelulares. Essas avaliacdes diferem
da ressonancia magnética funcional ou da tomografia por emissédo de pdsitron
(técnicas também usadas para avaliar a funcédo cerebral) por medirem
diretamente a atividade dos neurdnios e nao alteracdes no fluxo sanguineo ou
no metabolismo cerebral (Bear et al., 2008; Mitra e Bokil, 2008). O MEG

consiste no registro de minusculos sinais magnéticos gerados pelas correntes
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elétricas cerebrais, por meio de detectores magnéticos sensiveis (Trindade,
2004). O EEG e o0 ECoG consistem no registro da atividade elétrica por meio
de elétrodos posicionados no escalpo e na superficie cortical, respectivamente
(MacKay, 2005).

O registro extracelular € um método invasivo, no qual micro-
elétrodos séo introduzidos no espaco extracelular do tecido cerebral. Nesta
metodologia podem ser registrados tanto potenciais de campo local (local field
potentials, LFP), como potenciais unitérios, isto é, potenciais de acdo de
neurdnios individuais (spikes; Mitra e Bokil, 2008). A origem do potencial de
campo local é complexa, sendo que o conhecimento atual indica que ela se
deve mais as correntes sinapticas (potenciais pos-sinapticos excitatérios e
inibitérios) e menos a somatdria de potenciais de acdo de neurbnios distantes
(Mitra e Bokil, 2008; Sauseng e Klimesch, 2008). O LFP é modulado pelo
comportamento e codifica tanto propriedades de redes locais como aspectos
globais da dinamica cerebral (Stamoulis e Richardson, 2010).

Em 1875, Richard Caton apresentou 0s primeiros resultados
obtidos a partir de registros da atividade elétrica cortical em animais. Os
experimentos dele foram realizados com elétrodos unipolares posicionados na
superficie de ambos os hemisférios ou um elétrodo posicionado no cértex
cerebral e outro na superficie do cranio. As correntes eram medidas por um
galvanémetro. Os registros identificaram o aumento das correntes durante o
sono e variagdes na atividade cortical basal que ndo estavam relacionadas com
os ritmos cardiacos e respiratorios. Caton também mostrou que as correntes

eram vulneraveis aos procedimentos anestésicos e de andxia (Haas, 2003).
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Os primeiros estudos eletrofisiologicos em humanos também
datam de muito tempo atrds e surgiram com o interesse do professor de
neurologia e psiquiatria da Universidade de Jena, Alemanha, Doutor Hans
Berger, em investigar a correlacdo entre atividade cerebral objetiva e os
fendbmenos psiquicos subjetivos, inclusive a telepatia (Chancellor, 2009). Em
1924, Hans Berger registrou o primeiro eletroencefalograma de um humano e
sua primeira evidéncia foi a existéncia de um ritmo de grande amplitude
(aproximadamente 10 ondas por segundo, ou seja, 10 Hertz (Hz)), que era
induzido pelo fechamento dos olhos do individuo em repouso, porém acordado.
Este ritmo foi chamado de alfa, pois foi o primeiro ritmo observado pelo
pesquisador. Hans Berger nomeou ondas mais rapidas de menor amplitude de
beta, estando esta, presente na atividade cerebral de individuos com os olhos
abertos (Buzsaki, 2006).

Desde as descobertas de Hans Berger, oscilacdes em cérebros
de diversas espécies tém sido documentadas, variando de muito baixas com
periodos de minutos a muito rapidas com frequéncias alcancando até 600 Hz
(Buzsaki e Draguhn, 2004; Figura 13). As bandas de frequéncias descobertas
apos os estudos de Berger, também foram nomeadas por letras gregas, sendo
elas: delta, theta e gamma. Frequéncias abaixo de 0,5 Hz nédo foram incluidas
na nomenclatura, pois se devem a polarizacdo dos elétrodos e artefactos de
movimento (Buzsaki, 2006).

As frequéncias médias das classes oscilatérias observadas
experimentalmente formam uma progressao linear em uma escala logaritmica
natural com propor¢cdo constante entre frequéncias vizinhas, levando a

separacdo das bandas de frequéncia (Busaki e Draguhn, 2004). Bandas de
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frequéncia vizinhas dentro de uma mesma rede neural estdo tipicamente
associadas a diferentes estados cerebrais e competem umas com as outras.
Por outro lado, muitos ritmos podem coexistir temporalmente nas mesmas ou

diferentes estruturas e interagir uns com os outros (Csicsvari et al., 2003).
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Figura 13 - Classes oscilatérias do cértex do rato. Ha uma progresséo linear das classes de
frequéncia, como demonstrado pela escala em Hertz linear (InHz). Para cada banda é
mostrado o intervalo da frequéncia, junto com o seu termo comumente usado (por exemplo: no

intervalo de 4 a 10 Hz, o termo usado € theta). Fonte: modificado de Buzsaki e Draguhn, 2004.
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O tipo de oscilacdo estd relacionado ao tamanho da rede
neural envolvida em determinado processo. As redes podem consistir de
populacdes neuronais restritas regionalmente, interconectadas por algcas de
retroalimentacdo intra-corticais, mas também podem estar distribuidas por

diferentes partes do cérebro contendo um grande nimero de neurénios, como
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por exemplo, as redes corticais controladas por alcas de retroalimentacdo
talamo-cortical (Neuper e Pfurtscheller, 2001). Oscila¢cbes mais rapidas estéao
relacionadas a um menor espaco neural, enquanto que as oscilacbes mais
lentas recrutam amplas redes neurais (Csicsvari et al., 2003). Essas relagdes
entre a arquitetura anatdbmica e os padrfes oscilatérios permitem que as
operacbes cerebrais possam ser realizadas simultaneamente em multiplos
niveis temporais e espaciais (Buzsaki e Draguhn, 2004).

Além dessa relacdo, a poténcia e a amplitude de uma
determinada banda de frequéncia estao relacionadas com o nivel de sincronia
entre 0os neurbnios. Por exemplo, a diminuicdo da poténcia e atenuacao da
amplitude de uma frequéncia ocorre devido a uma diminuicdo da sincronia
entre populacdo neuronal responsavel por aquela oscilacdo, sendo este
fendmeno chamado de dessincronizacao relacionada ao evento (event-related
desynchronization, ERD). JA o aumento da poténcia e da amplitude de uma
frequéncia € chamado de sincronizacdo relacionada ao evento (event-related
synchronization, ERS; Neuper e Pfurtscheller, 2001).

As oscilacbes sdo geradas por uma combinacdo de
mecanismos. Muitos neurdnios corticais possuem propriedades de membrana
de marcapassos, de modo que podem produzir potenciais oscilatorios em
diversas frequéncias. Normalmente, quanto maior a despolarizacdo, maior sera
a frequéncia. Para que as oscilagcbes sejam mantidas € necessario que
circuitos adjacentes sejam recrutados. Estes circuitos envolvem interneurdnios
inibitérios que reforcam a alternancia entre excitacdo e inibicdo (MacKay,

2005).
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Nos ultimos anos tem ocorrido um crescente interesse em
analisar a atividade cerebral oscilatoria para caracterizar mecanismos neurais
relacionados a processos cognitivos e emocionais tanto em individuos sadios,
como em individuos com alguma patologia. Frequentemente, a caracterizacao
dos mecanismos neurais € feita a partir da analise das bandas de frequéncia
da atividade cortical (Shackman et al., 2010). Cada banda de frequéncia esta
relacionada a comportamentos especificos como demonstrado ja nos estudos
de Berger (Buzsaki, 2006). Uma breve descricdo das bandas de frequéncia
delta, theta e beta seré feita, devido a relevancia destas para este trabalho.

As oscilagbes delta sdo caracterizadas por alta amplitude e
baixa frequéncia e tém origem, principalmente, no talamo e no cértex. Essas
estruturas foram identificadas como geradoras deste ritmo apés estudos feitos
com lesOes (talamectomia e decorticacdo; Steriade, 2005). A oscilagcdo delta
esta particularmente presente na regido cortical durante o sono de ondas
lentas, estado em que ha uma reducao da atividade cerebral (Greene e Frank,
2010). Porém, como revisto por Sauseng e Klimesch (2008), esta banda
participa também de processos atencionais, de linguagem sintatica e
integracao cortical. Ainda existem alguns trabalhos que associam a frequéncia
delta a condi¢des patoldgicas, tais como isquemia da artéria cerebral média
(Lukashevich et al., 1999), doenca de Parkinson associada a deméncia
(Stoffers et al., 2007) e lesdo medular (Aguilar et al., 2010).

Fontes proeminentes da oscilacdo theta estéo localizadas nas
camadas corticais superficiais Il e Ill, tendo como origem a camada V e no
hipocampo (MacKay, 2005; Sauseng e Klimesch, 2008). Ja foi extensivamente

mostrado que a frequéncia theta esta relacionada com os estados de atencéo,
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alerta e memoria (Steriade, 2005; Machado et al., 2007; Baumeister et al.,
2008; Sauseng e Klimesch, 2008; Kuo et al., 2010).

No contexto de movimento, as oscilagdes theta podem ocorrer
simultaneamente a ritmos mais rapidos (MacKay, 2005). De acordo com
Caplan e colaboradores (2003), esta frequéncia possui um importante papel na
coordenacao de atividades motora e sensorial de diversas areas cerebrais para
facilitar o aprendizado espacial em humanos. Os autores acreditam que o ritmo
theta facilita a integracdo sensoério-motora que ocorre durante atividades
motoras dinamicas. Também ja foi demonstrado que esta banda pode
influenciar redes pré-motoras, envolvidas na preparacdo de um comportamento
motor (Turak et al., 2001).

A oscilacdo beta é gerada corticalmente, possui baixa
amplitude e frequéncia maior do que as outras oscilacbes mencionadas
(Neuper e Pfurtscheller, 2001; Salenius e Hari, 2003). Esse ritmo se assemelha
muito a oscilacdo mu (frequéncia determinada como entre theta e beta), sendo
que ha relatos de que estas frequéncias se comportam da mesma maneira
para determinados comportamentos, ndo podendo ser claramente distinguidas,
mais especificamente, no sulco central (MacKay, 2005). Por este motivo, essas
bandas foram analisadas conjuntamente neste trabalho.

Muitos trabalhos relacionam a oscilagéo beta com o movimento
(Parkes et al., 2006; Keinrath et al., 2006; Erbil e Ungan, 2007; Gulyas et al.,
2009). Esses trabalhos mostram que existe um aumento da poténcia de beta
antes do inicio do movimento (ERS) e assim que ele é iniciado ocorre uma
diminuicdo significativa (ERD). Quando o movimento é cessado ha um novo

aumento da poténcia, chamado de rebote (beta rebound). Portanto, para os
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autores, o aumento da frequéncia beta € responsavel pelo inicio e término de
uma atividade motora. Ja foi constatada também a presenca da frequéncia beta
durante as contragfes isométricas (Androulidakis et al., 2007; Chakarov et al.,
2009). Segundo MacKay (2005) isso ocorre devido ao estado de equilibrio da
atividade cortical durante o movimento sustentado, que permite uma

sincronizacao da populacdo neuronal.
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3. OBJETIVOS

Objetivos gerais:
- avaliar a recuperacao funcional de ratos Wistar com lesdo medular contusa,
submetidos a treinamento motor;
- avaliar as alteracdes corticais decorrentes da lesdo medular e do treinamento;
- avaliar as alteracbes medulares decorrentes da lesdo medular e do
treinamento.

Objetivos especificos:
- verificar a eficacia do treinamento no desempenho motor e na evolucdo da
dor;
- correlacionar alteracdes eletrofisiolégicas corticais com a recuperacéo
funcional;
- correlacionar alteracfes histologicas na medula espinhal com a recuperacéo

funcional.
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4. METODOS

4.1. Local de pesquisa

O projeto de pesquisa foi realizado em quatro laboratérios:
Laboratério de Neurociéncias, ‘Prof. Dr. César Timo-laria’ - Instituto de Ensino
e Pesquisa do Hospital Sirio Libanés (IEP/HSL), sob chefia do Prof. Dr. Koichi
Sameshima; Laboratério de Neuromodulacdo e Dor Experimental - IEP/HSL,
sob chefia da Dra. Camila Squarzoni Dale; Laboratério de Estudos do
Traumatismo Raquimedular e Nervos (LETRAN) - Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas (IOT/HC), sob chefia do Prof. Dr.
Tarcisio Eloy Pessoa de Barros Filho; e Laboratorio de Neurobiologia Celular -
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP), sob
chefia do Prof. Dr. Luiz Roberto G. Britto.

No primeiro laboratério mencionado foram realizadas as
cirurgias de implante de matriz e perfusédo, as avaliacGes eletrofisiolégicas e
motoras, partes das analises histologicas e imunohistoquimicas e as analises
estatisticas dos dados. No laboratorio de Neuromodulagdo e Dor Experimental
foram realizadas as avaliagbes de dor neuropatica (mecanica e térmica). No
LETRAN foram realizadas as cirurgias de lesdo medular contusa. E no
laboratorio de Neurobiologia Celular foram realizadas partes das analises

histologicas e imunohistoquimicas.
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4.2. Comissao de ética

Este projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio Libanés,
obtendo aprovacdo em 17 de outubro de 2008 (Apéndice A) e a Comissédo de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo (FMUSP),
obtendo aprovacdo no dia 16 de dezembro de 2008, protocolo de pesquisa

namero 1079/08 (Apéndice B).

4.3. Andlise derisco

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

matriz de micro-elétrodos e de lesdo medular.

4.4. Sujeitos experimentais

Neste estudo foram utilizados 26 ratos Wistar machos, com o

peso entre 300 e 350 g no inicio do experimento, provenientes do Centro de



77

Bioterismo da FMUSP (numero de protocolo 044/09, Apéndice C). Dos 26
animais, cinco foram utilizados para padronizar a lesdo, um foi a 6bito no dia
seguinte ao procedimento cirdrgico de implante de matriz de micro-elétrodos
(devido ao tratamento com antibiético pés procedimento cirdrgico), um foi a
Obito no dia do procedimento de lesdo medular, e dois animais foram
sacrificados no 14° dia pés-operatorio (dPO) devido a autofagia, ndo sendo
considerados todos estes para analise das avaliagcbes comportamentais.
Restaram 17 animais que foram acompanhados até o final do experimento.
Estes animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos: treinado (TR, n =
6), controle (CTL, n =7) e sham (n = 4).

Todos os animais ficaram acomodados em caixas individuais,
sendo agua e comida oferecidas ad libitum. Os animais provenientes da
FMUSP foram levados para o Biotério do IEP/HSL, onde ficaram acomodados
durante todo o periodo do experimento. Antes de ser realizado qualquer
procedimento experimental, eles foram manipulados pela experimentadora por
10 minutos em dois dias consecutivos, com 0 objetivo deles se acostumarem
com a experimentadora. Os animais do grupo controle e sham n&o foram
submetidos ao treinamento, mas foram avaliados com a mesma periodicidade

do grupo treinado.

4.5. Linhadetempo do experimento

Uma linha do tempo (Figura 14) foi desenhada com o objetivo
de demonstrar em que ordem 0S eventos experimentais ocorreram. Todos 0s

eventos estdo descritos em detalhes ao longo dos métodos.
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Dias po6s-operatdrios de implante

de micro-elétrodos (POI) Dias pos-operatorios de lesdo medular (dPO)
r A N — T~
9POIl 10 30 50 7° 14° 21° 28° 35° 42° 49° 56°
Procedimento Procedimento Procedimento
cirtrgico de cirdrgico de cirtrgico de
implante de les@o medular perfusdo
micro-elétrodos

Procedimentos
iniciais

@ Procedimentos cirtirgicos: Implante de micro-elétrodos, lesdo medular e perfusdo
AvaliagBes comportamentais: Escada Horizontal + Escala BBB + von Frey Hair + Hargreaves
@ Avaliagdes comportamentais: Escada Horizontal + Escala BBB + von Frey Hair + Hargreaves +
Registro Eletrofisiologico

Figura 14 - Linha do tempo mostra os diferentes procedimentos realizados ao longo do
experimento. As abreviacdes utilizadas foram: AB para avaliagdo basal; 3POI e 9POI para 3° e
9° dia pos-operatorio de implante da matriz de micro-elétrodos. Essas abreviagbes serdo
utilizadas no decorrer do texto também.

Os procedimentos iniciais consistiram em: chegada do animal
ao Biotério do IEP/HSL; manipulacdo do animal; habituacdo aos aparatos das
avaliagcdes comportamentais; habituagcéo e aprendizado da tarefa no aparato de
treinamento para os animais treinados; e confeccdo das matrizes de micro-

elétrodos.

4.6. Confeccdo da matrizde micro-elétrodos

Para a construcdo das matrizes de micro-elétrodos foram
utilizados fios de tungsténio revestidos com Teflon (California Fine Wire
Company), de 50 um de diametro para registro da atividade cortical (n = 31) e
de 75 um de diametro para registro da atividade muscular (n = 1). Os fios para

registro cortical foram estendidos sobre uma madeira com fenda para encaixe
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de uma das laminas da tesoura e segurando as duas pontas firmemente, eles
foram cuidadosamente cortados, um a um, formando um angulo agudo para
formacdo de uma ponta semelhante a um bisel de agulha. Posteriormente, foi
construido um molde em papel perfurado de acordo com planejamento
realizado para a estrutura anatbmica do cértex sensorio-motor do rato Wistar,

utilizando o atlas de Paxinos e Watson (2007; Figura 15).
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Figura 15 - Trés imagens do atlas de Paxinos e Watson (2007) mostrando cortes coronais da
regido cortical no sentido rostro-caudal (de cima para baixo). As coordenadas em relacédo ao
Bregma estdo apontadas no canto superior direito de cada imagem, correspondendo a area de
implante da matriz de micro-elétrodos no sentindo rostro-caudal e também no sentido latero-
lateral, apontado pelas setas.
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Para a construcdo do molde foi utilizado equipamento
especifico, constituido por uma base fixa transladavel, com dois eixos de
precisdo micrométrica (XY Translation Stage Model 401, Newport, Irvine,
Califérnia) e uma furadeira de alta precisdo (Servo Products Company Model
7000) com broca de cobalto de 0,7 mm de diametro na ponta (Titex Plus,

Alemanha; Figura 16).

Figura 16 - Equipamento utilizado para realizacdo de furos em folhas de papel, que servem de
molde para construgcdo das matrizes. O equipamento possui dois eixos com precisdo
micrométrica, permitindo movimentar a base que apéia as folhas de papel em dois sentidos. A
cada posicdo desejada utiliza-se a broca para perfurar diversas folhas do bloco, criando,
portanto, moldes idénticos.

Uma placa plastica com trilhas metalicas condutivas para 32
fios, feitas sob encomenda (Printed Circuit Boards - PCBoards) foi soldada a
um micro-conector (Omnetics®) a ser fixado na cabeca do animal (Nicolelis et
al., 2003; Figura 17A). Cada um dos 32 pontos de solda foi testado com auxilio
de um multimetro, para confirmar a passagem de corrente em todos e a

inexisténcia de curto-circuito entre quaisquer pontos.
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Paralelamente, os fios foram entdo colocados no molde,
passando-os por duas folhas de papel perfuradas, mantidas paralelas entre si
(Figura 17B). ApOs o ajuste de todos os 31 fios em suas posicoes, o feixe foi
colado com cola ep6xi (5 Minute Epoxy, Devcon®, Scientific Yet Simple),
tornando-se firme e estavel sem que os fios pudessem mover-se entre si
(Figura 17C). Este feixe foi, entdo, cuidadosamente posicionado sobre a placa
plastica, onde foi colado na posicdo desejada com cola epdxi e sob
visualizacdo no microscopio, cada um dos fios foi inserido em seu respectivo
local da placa (Figura 17D). Além disso, o fio a ser implantado na regido
anterior do musculo quadriceps da pata posterior direita foi soldado na placa
plastica em um local correspondente a um dos canais de registro (Figura 17E).
A matriz recebeu ainda o fio terra, que foi soldado no local adequado da placa
plastica, onde se situa sua trilha metalica (Figura 17E).

Depois de passados todos os fios, um lado da matriz é
finalizado com o revestimento de cola epdxi (Figura 17F). No outro lado da
matriz, todos os fios foram entdo cortados e desencapados um a um na ponta a
ser conectada a placa com tinta metalica condutiva (High Purity Silver Paint,
SPI Supplies; Figuras 17G e 17H), criando um circuito condutivo desde as
pontas a serem implantadas no cértex e no musculo e os 32 pontos machos do
conector a ser fixado na cabeca do animal, que puderam entdo ser conectados
ao cabo durante as sessdes de registro, ficando o animal livre nos demais

momentos.
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Figura 17 - Sequéncia de fotos da constru¢do de matriz de micro-elétrodos. Placa com trilha
metalica soldada ao conector da Omnectis®, fio terra apontado por === e elétrodo para
registrar a atividade muscular apontado por e« sp, soldados a trilha metélica da placa amarela
(A). Fios passados por duas folhas de papel perfuradas como molde da matriz de elétrodos (B).
Fios fixados entre si pela cola epéxi (C). Fios colados na placa amarela também com cola epoxi
e os 16 primeiros fios j4 foram passados nos seus respectivos furos (primeira fileira; D).
Detalhe de alguns fios de micro-elétrodos, passados pelos buracos e os fios do eletromiograma
e terra além de passados foram soldados também (E). Finalizacdo do lado anterior da matriz,
sendo que todos os fios passados foram recobertos com cola epoxi (F). Vista posterior da
matriz com os fios que foram passados para este lado ja cortados, descascados e dobrados
para fazerem contato fisico com a trilha metélica (G). O contato elétrico entre os fios e a placa
amarela foi feito com o silver paint mostrado na imagem por pontos em prata (H). Finalizagédo
do lado posterior da matriz com cola epdxi (I). Vista lateral da matriz finalizada, mostrando as
quatro fileiras de micro-elétrodos no sentido latero-lateral (J). Oito fileiras de micro-elétrodos no
sentido céfalo-caudal (K). Tamanho (em centimetros) antero-posterior da regido da matriz que
foi introduzida na camada V do cortex sensorio-motor dos ratos (aproximadamente 0,4 cm; L).
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Depois de montada e conectada a placa com tinta condutiva, a
passagem de corrente por cada um dos 32 fios da matriz foi verificada,
inserindo-se os fios em agua e passando-se corrente, canal por canal, a partir
do respectivo pino macho do conector. Pequenas bolhas de ar ao redor da
ponta do fio ligado ao respectivo canal do conector puderam ser observadas.
Este processo permitiu conferir se todos os fios estavam conectados aos
canais planejados e se ndo havia curto-circuito na matriz. Apés o teste em
agua, a matriz foi toda selada e protegida com cola epOxi, restando exposta
apenas a pequena parte a ser inserida no coértex e o fio a ser inserido no
muasculo durante a cirurgia (Figuras 171 a 17L). A impedancia final de cada

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

4.7. Procedimento cirargico de implante crénico da matriz de micro-

elétrodos

O procedimento cirdrgico e o registro multi-unitario de
neurdnios do cértex sensoério-motor seguiram uma metodologia intensivamente
publicada (Shin e Chapin, 1990; Nicolelis et al., 1993; Nicolelis et al., 1995;
Chapin e Nicolelis, 1996; Nicolelis et al., 1997a; Nicolelis et al., 1997b; Chapin
et al., 1999; Nicolelis e Chapin, 2002). Os elétrodos foram implantados na
camada V do coértex motor primario e no cértex somatossensorial primario
esquerdo, correspondente aos membros anteriores e posteriores direitos (Hall
e Lindholm, 1974; Donoghue e Wise, 1982; Gioanni e Lamarche, 1985;

Neafsey et al., 1986; Figura 18).
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Figura 18 - Desenho esquematico da area cortical sensério-motora (quadrado em vinho) em
relagdo ao Bregma (0), onde foi implantada a matriz de micro-elétrodos e a delimitagdo mais
detalhada das areas do cortex responsaveis pelas diferentes regifes do corpo do rato. Fonte:
modificado de Gioanni e Lamarche (1985).

O animal foi primeiramente pesado e em seguida anestesiado
com 100 mg/kg de ketamina (cloridrato de S(+) cetamina, Ketamin—S(+)®,
Cristalia) e 5 mg/kg de xilazina (cloridrato de xilazina, Anasedan®, Vetbrands)
intraperitonealmente (ip), apdés uma prévia inducdo anestésica com halotano
5%. Atropina (sulfato de atropina, Atropion®, Ariston) foi injetada ip logo apés a
anestesia inicial para prevenir arritmia cardiaca e salivacao excessiva durante o
procedimento cirargico. Para suplementacdo, doses adicionais de ketamina ip
foram administradas sempre que necessario, de acordo com 0s seguintes
critérios: tensdo na cauda, movimentacdo de vibrissas, movimentacdo de
patas. Em poucos casos, nos quais se notou tensdo muscular excessiva apos
quatro a seis horas da anestesia inicial, foi utilizada suplementacdo com dose
muito pequena de xilazina (0,1 mg/kg). A figura 19 mostra a mesa cirdrgica
com todos 0s instrumentos necessarios para iniciar o procedimento cirurgico de

implante de micro-elétrodos.
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Figura 19 - Mesa cirirgica preparada para o inicio do procedimento cirdrgico de implante
cronico da matriz de micro-elétrodos.

Apo6s verificacdo do estado anestésico inicial por pincada na
pata traseira sem que ocorresse retirada da mesma, e da cauda sem que
houvesse qualquer reflexo, a regido dorsal da cabeca e do pescoco e as
regides anteriores e laterais do membro posterior direito foram tricotomizadas e
o animal foi posicionado no aparelho estereotaxico (Kopf Intruments, Model
900; Figura 20A).

Em seguida foi realizada a limpeza da pele na regido da
cabeca e pata posterior direita com iodopovidona degermante (Riodeine®,
Bioquimica) e alcool 70%, seguido de injecdo subcuténea de anestésico local e
vasoconstritor, cloridrato de lidocaina com epinefrina (Xylestesin®, 2%,
Cristalia). A protecdo ocular foi feita com pomada oftalmica estéril (Epitezan®,

Allergan), com posterior cobertura com gaze no rostro (Figura 20B).
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Figura 20 - Sequéncia de fotos da cirurgia de implante de micro-elétrodos. Animal posicionado
no aparelho estereotéxico (A). Protecao ocular com pomada oftalmica e do rostro e vibrissas
com gaze (B). Alinhamento do crénio feito a partir da medicdo do Bregma e Lambda com a
torre movel do aparelho estereotaxico (C). Marcagfes da janela que sera aberta para implante
da matriz de micro-elétrodos (D). Utilizagdo da broca dentéria para realizar os furos de
colocagdo dos parafusos (E). Animal ja com os quatro parafusos fixados no cranio, antes de
ser realizada a craniotomia (F). Janela de implante da matriz de micro-elétrodos aberta, com
exposicdo da dura-mater (G). Introducdo da matriz de micro-elétrodos nas camadas corticais
(H). Visualizacéo dos micro-fios sendo inseridos no cértex apos a retirada da dura-mater (l). Fio
terra ligando os quatro parafusos, sendo feito o contato com a tinta metalica condutiva (J).
Finalizado o implante que é fixado com a cola de cianoacrilato (em preto), o animal é retirado
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do aparelho estereotaxico para inicio da insergéo do elétrodo muscular (K). Incisdo na pele da
regido anterior da coxa da pata posterior direita (L). Entrada de uma agulha com um tubo guia,
que atravessava 0 corpo do animal para realizar a passagem do elétrodo muscular (M). Trés
pontos simples foram dados para aproximar a pele com incisédo (N). Animal na caixa moradia,
com luz para aquecimento durante as primeiras horas apés a cirurgia (O). Aspecto final do
animal com o implante de matriz de micro-elétrodos (P).

Depois foram feitos: incisdo na pele, da altura dos olhos até o
final do crénio, retirada do peridsteo e leve raspagem do cranio. Sempre que
necessario foi utilizada solugcéo de cloreto de sédio 0,9% para limpeza do local
cirtrgico. Pequenos sangramentos no cranio foram contidos por leve raspagem
adicional e se necessario foram estancados por rapida cauterizacao.

Apébs o alinhamento do cranio pelo Bregma e Lambda (Figura
20C), as marcacdes da janela para implante da matriz no cortex sensério-motor
foram realizadas utilizando-se as coordenadas estereotéxicas definidas na
construcdo das matrizes, sendo estas: 1 mm para o lado esquerdo em relagéo
ao Bregma, a partir deste ponto 2 mm para cima e 2 mm para baixo e 3 mm
para o lado esquerdo (Figura 20D). Com uma broca dental foram realizados
quatro pequenos orificios para fixacdo dos parafusos de sustentacdo e
aterramento em lugares pré-determinados (dois frontais e dois occipitais) e
abertura da janela para implante da matriz de micro-elétrodos no cortex
(Figuras 20E a 20G).

Em seguida, as bordas da janela foram “alisadas” com o auxilio
de uma micro-cureta e a dura-méater foi retirada para facilitar a entrada da
matriz sem que houvesse um afundamento importante do coértex, o que poderia
prejudicar o posicionamento final dos elétrodos. Para que ndo houvesse
rompimento de vasos a dura-mater foi cuidadosamente retirada com auxilio de

agulhas de insulina levemente entortadas.
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A matriz de micro-elétrodos foi posicionada corretamente para
a insercao, utilizando o manipulador estereotaxico e foi introduzida lentamente
em coordenadas precisas para minimizar danos cerebrais e sangramento
(Figuras 20H e 20I). Um fio de prata para servir de referéncia (“terra”) foi
enrolado em torno dos quatro parafusos e em seguida foi feito o contato com
tinta metélica condutiva (Figura 20J). A atividade celular foi monitorada durante
o implante para auxiliar na localizacdo da matriz de elétrodos em relacdo a sua
profundidade, variando entre 1700 a 1800 um, com o objetivo de atingir a
camada V do cortex sensorio-motor.

Finalizado o implante, a janela com a matriz implantada foi
coberta por gelatina absorvivel (Gelfoam® Pharmacia) para protecdo da
superficie cortical e uma camada de supercola instantanea de cianoacrilato foi
aplicada ao redor da matriz e dos parafusos para criar uma capa fixada ao
cranio. Um catalisador (cyanoacrylate accelerator, Flashtac™, NHP Co., Inc.)
para supercola foi usado para acelerar o endurecimento da cola e assim
diminuir o tempo de cirurgia (Figura 20K).

Em seguida, o animal foi retirado do aparelho estereotaxico
para realizar a passagem do elétrodo muscular, que foi inserido na regiao
anterior do masculo quadriceps direito. Para isto, os procedimentos realizados
foram: assepsia do local com povedine e alcool 70%; anestesia local com
cloridrato de lidocaina com epinefrina; abertura de aproximadamente 1,5 cm,
realizada com o bisturi; divulsionamento da pele da regido com tesoura para
facilitar a entrada de uma agulha com um tubo guia, que atravessou o corpo do
animal com o objetivo de realizar a passagem do elétrodo muscular (Figuras

20L e 20M). Uma vez passado o fio e retirado o tubo guia, ele foi inserido uma
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vez na musculatura anterior da coxa do animal para ficar fixado e em seguida,
a regido do elétrodo que deveria ficar em contato direto com o musculo era
descascada (retirada a camada isoladora de Teflon). Mais duas lacadas do fio
para dentro do musculo foram realizadas e no fim da ponta do elétrodo um
pequeno no foi dado, para tentar minimizar as chances do mesmo sair do lugar.

Apoés a limpeza do local, foram dados trés pontos na pele com
fio de sutura monofilamento 4.0 e apdés nova limpeza do local, foi aplicada a
pomada Fibrase® (Pfizer) na regido da cicatriz (Figura 20N). A pele da cabeca
com a incisdo também foi limpa e dois ou trés pontos foram dados com fio de
sutura 4.0 na regido posterior ao implante, de onde o elétrodo muscular saia e
apos a limpeza final, uma camada de Fibrase® foi aplicada ao redor de todo o
implante.

Ao término da cirurgia de implante, o animal foi colocado em
uma gaiola individual limpa (dimensfes: 41 x 34 x 26 cm, comprimento X
largura x altura) e posicionado sob uma lampada de aquecimento, sendo
observado até plena recuperacao (Figura 200). Racao e agua foram oferecidos
logo que o animal ficou totalmente acordado, assim como Tylenol® (15-20
mg/kg) via oral para alivio da dor. No dia seguinte, também era dado o
Tylenol®. Quando a cicatriz cirGrgica apresentava sangramento, secrecdo ou
sujeira, o animal era sedado com halotano (5%) e a cicatriz cirargica era limpa
com solugéo de cloreto de sédio 0,9% e uma nova camada de Fibrase® era

aplicada.
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4.8. Procedimento cirurgico de lesdo medular por contuséo

O modelo experimental de lesdo medular utilizado foi o de
contusdo padronizado para ratos Wistar por meio do equipamento New York
University Spinal Cord Contusion — Impactor (NYU-Impactor, 1993; Figura 21),
de acordo com as normas do Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study. Este
equipamento estava conectado a um computador que ao final da contuséo
gerava um grafico, que permitia verificar se a lesdo havia sido eficaz ou néo
(Figura 22). Varios parametros puderam ser observados, tais como: velocidade
de queda do peso, deslocamento da medula, posicionamento do peso, entre
outros.

Os ratos foram anestesiados com 100 mg/kg de ketamina e 5
mg/kg de xilazina, intraperitonealmente, e para anestesia local foi utilizado o
cloridrato de lidocaina com epinefrina. O plano anestésico profundo foi
confirmado pela auséncia dos reflexos da cornea e pela auséncia de reacédo a
compressédo da cauda e patas traseiras.

Apbs tricotomia da regido dorsal do corpo do animal (Figura
23A), com auxilio de microscopio cirargico, uma incisao na linha meédia dorsal
foi feita para expor os processos espinhosos da coluna vertebral, da 82 vértebra
toracica (T8) a 112 vertebra toracica (T11) (Figura 23B). Os musculos inseridos
Nos processos espinhosos e nas laminas da 92 (T9) e 102 vértebras toracicas
(T10) foram divulsionados e desinseridos. Os processos espinhosos destas
vértebras ficaram expostos e em seguida foram removidos, com micro saca-

bocados, até expor totalmente a face dorsal da medula espinhal no nivel de
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T9/T10 (Figura 23C) e permitir o contato pleno da ponta da haste do NYU-

Impactor.
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Figura 21 - Imagens do equipamento de lesdo, NYU-Impactor. O aparelho estava conectado
ao computador que armazena os parametros da lesdo (A). Vista lateral do equipamento (B).
Vista lateral do equipamento com aproximagdo para mostrar a altura pré-determinada de 25
mm (indicada pela seta), para a queda do peso (C). Desenho esquematico do NYU-Impactor

com as suas estruturas apontadas e nomeadas (E).
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Duas garras regulaveis foram ajustadas, para a fixacdo da
coluna vertebral, presas aos processos espinhosos das vértebras T8 e T11. As
garras tiveram como objetivo diminuir as deformacfes do corpo do rato e,

consequentemente, o movimento da coluna, que poderia causar uma lesdo

inconsistente (Figura 23D).

10 Curvatangente de E Alturaméxima
. L velocidade de impacto i
- Curvade posicao da :
haste de impacto / i : Inflexéo
—~ -
£ 54 Curva de velocidade da L o “‘i"'-.,
é - haste de impacto N N
AT M N
@® - ™ % i Linhade
5 _ l, H\_ANM ) % 1 base
§ Ni Curva de posic3o da
-1 i haste vertebral
U % {-I'ﬂ_'_’__‘_.__.f"""""g;-
- Ponto de impacto —3 : W
. AN —
: N
-5 : \ Curvade posi¢é&o
i Periodo de : : da haste de impacto
contato da haste = s i 2
T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (ms)

Figura 22 - Desenho esquematico do grafico gerado ao final da lesdo medular por contusao.
Neste exemplo, a queda do peso ocorre da altura de 12,5 mm e diversas variaveis que podem
ser controladas estdo nomeadas e apontadas pelas setas.

O modelo de leséo por impacto consiste na queda de uma
haste de ferro de 10 g de peso de uma altura pré-determinada de 25 mm entre
a ponta da haste e a superficie da medula espinhal, através de um tubo guia,
de maneira a reduzir os fatores de imprecisdo. A queda do peso da altura de 25
mm causa uma lesdo moderada como descrito por Basso et al. (1995). O

aparelho foi construido de modo a produzir um impacto direto de alto
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rendimento, e a reduzir atritos, causando uma contusdo consistente e
reproduzivel.

Apoés a contusao, o local foi inspecionado e em seguida, lavado
com solucdo de cloreto de sédio 0,9%, em temperatura ambiente. A
aproximacdo dos planos teciduais musculares e fasciais foi realizada com
sutura de dois pontos Donati com fio de nylon monofilamento 4.0 (Figura 23E).
Depois, a sutura cutanea foi realizada com pontos simples separados, também
com fio de nylon monofilamento 4.0, sendo realizados em média sete pontos
(Figura 23F). Apoés a limpeza da cicatriz cirargica foi aplicada uma camada da
pomada Fibrase®.

Os animais foram submetidos a antibioticoterapia para prevenir
e/ou reduzir a infeccdo na ferida cirargica e nas vias urinarias. Administrou-se
intraperitonealmente, cefazolina sédica (Cefazolin®, AB Farmo), com dose de 5
mg/kg, imediatamente ap0s a lesdo e uma vez ao dia durante os trés dias
seguintes. Caso a infeccdo persistisse, o uso do antibiético era prolongado.
Racdo e agua foram oferecidos logo que o animal ficou totalmente acordado,
assim como Tylenol® (15-20 mg/kg) via oral para alivio da dor. No dia seguinte,
também era dado o Tylenol®. Esses medicamentos também foram dados aos
animais do grupo sham pelo mesmo periodo de tempo para que ndo houvesse
viés nas avaliacbes comportamentais.

ApOs a lesédo medular, os animais perdem o reflexo de urinar,
sendo necessario realizar o esvaziamento da bexiga. Este procedimento era
realizado por meio de uma manobra manual na regido vesical, em uma
frequéncia de acordo com as necessidades individuais de cada animal, sendo

realizado no minimo duas vezes por dia durante os trés primeiros dias pos-
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operatorios. O esvaziamento era realizado até que o animal recuperasse a

funcdo de urinar espontaneamente.

Figura 23 - Sequéncia de fotos da cirurgia de lesdo medular. Animal anestesiado, com a regido
dorsal tricotomizada (A). Abertura da regido de interesse para realizar a LM, sendo separadas
as vértebras T9 e T10 (B). Musculatura afastada e processos espinhos das vértebras T9 e T10
retirados, com exposicdo total da medula espinhal em uma extensé&o suficiente para permitir o
contato da haste de impacto (indicada pela seta; C). Animal posicionado no NYU-Impactor (D).
Aproximacdo da musculatura com dois pontos Donati (E). Aproximacdo da pele com oito
pontos simples separados (F). Aspecto final do animal ap6s a cirurgia de leséo, posicionado na
caixa moradia (G).
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A cor da urina é um indicativo de presenca ou auséncia de
infeccdo urinaria. Deste modo, foi utilizada uma pontuacdo de acordo com a cor
todas as vezes em que era realizada a manobra de esvaziamento vesical. Essa
pontuacdo vai de 0 a 4, sendo que: 0 corresponde a clara ou amarela; 1
corresponde a turva; 2 corresponde a rosada; 3 corresponde a sangue; e 4

corresponde a marrom ou vermelho muito escuro.

4.9. Treinamento motor

Os animais do grupo treinado foram submetidos a treinamento
na esteira com controle de velocidade, antes e apds a lesdo medular. As
dimensdes externas da esteira sdo 67 x 31 x 50 cm (comprimento x largura X
altura), e as dimensdées internas do local de treinamento sdo 39 x 15 x 30 cm
(comprimento x largura x altura; Figura 24). Trés treinos anteriores a leséo
foram realizados por 15 minutos com 0s objetivos de adaptar o animal ao
ambiente de treinamento, ensinar a tarefa que seria realizada e obter dados
sobre a atividade cortical do animal sem lesdo durante e apés o exercicio.

Os treinos posteriores a lesdo foram iniciados no 5° dia pos-
operatorio e se estenderam por oito semanas. Eles foram realizados com uma
frequéncia de cinco vezes na semana, durante 15 minutos cada, até o final do
experimento. Devido a auséncia de movimentos dos membros posteriores nos
primeiros dias apos a lesdo medular, foi necessario desenvolver um dispositivo

auxiliar para que o treinamento fosse realizado de maneira eficaz (Figura 25).
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Figura 24 - Esteira motorizada controlada por velocidade utilizada para o treinamento motor
dos ratos lesados do grupo treinado.

Figura 25 - Vista superior do dispositivo auxiliar, sendo possivel observar a superficie plana na
qual o abddémen do animal era apoiado e os pedais onde as patas eram posicionadas (A). Vista
posterior do dispositivo permite visualizar que quando um pedal esta para cima (direito), o outro
esta para baixo (esquerdo), permitindo que os “passos” passivos dos membros posteriores
fossem realizados de forma alternada e ritmica, simulando a marcha (B).

Os animais foram colocados neste dispositivo, de forma que o
abdbémen ficasse apoiado em uma superficie plana, os membros posteriores
(MMPP) presos nos pedais, e o tronco preso por uma fita de velcro. As
dimensdes deste dispositivo sdo 10 x 5,5 x 5 cm (comprimento x largura X

altura; Figura 26). Além disso, foi utilizada uma coleira para o suporte de peso
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do animal, de forma que o dispositivo ficasse somente com suas rodas
apoiadas na esteira e 0 movimento dos membros anteriores do animal pudesse

ser realizado livremente.

AW A WA WA

Figura 26 - Animal posicionado no dispositivo desenvolvido para auxiliar no movimento dos
membros posteriores no periodo agudo da lesdo medular. As fotos mostram uma sequéncia de
“passos” realizada passivamente.

Quando os animais comecavam a apresentar movimentos dos
MMPP, o dispositivo era deixado de ser usado. No entanto, nesta fase ainda
era necessario o uso do cinto para suporte de peso do tronco, que evitava que
ele ficasse arrastado na esteira, e auxilio manual para que o movimento das
articulacbes dos MMPP fosse realizado de maneira mais adequada. Os
animais foram treinados a andar na esteira inicialmente com velocidade de 4,5
metros/minuto (m/min) e conforme eles apresentassem movimento extenso das
articulacdes dos MMPP, a velocidade foi aumentada até no maximo 8,5 m/min
(metodologia adaptada de Bigbee e colaboradores, 2007). Quando sinais de
estresse, tais como aumento da frequéncia respiratoria e defecagdo, foram

notados, a velocidade era diminuida (Hutchinson et al., 2004).

4.10. Avaliagbes comportamentais

Todas as avaliagbes comportamentais, exceto 0 registro

eletrofisiol6gico, foram realizadas uma vez no dia anterior ao procedimento
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cirdrgico de implante de elétrodos e no terceiro dia apds este procedimento. No
9° dia apos cirurgia de implante foram realizadas todas as avaliacOes
comportamentais, inclusive o registro eletrofisiologico com o objetivo de
verificar as condi¢cdes basais de cada animal, isto €, antes da cirurgia de leséao
medular que foi realizada no 10° dia pés-cirdrgico de implante. Apds a lesao
medular, todas as avaliacdes foram realizadas no 1°, 3°, 5°, 7°, 14°, 21°, 28°,

35°, 42°, 49° e 56° dias pOs-operatorios.

4.10.1. Avaliacdo comportamental motora: escala BBB

Uma das grandes dificuldades que existia em pesquisas
utilizando-se ratos para o estudo da lesdo medular era a avaliacdo da
recuperacdo motora. Assim, Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) desenvolveram
uma escala (Anexo A), que avalia a fungdo motora em um campo aberto, para
identificar padrdes de recuperacdo motora em ratos lesados medulares (Basso
et al., 1995). A escala varia de 0 a 21, sendo que zero corresponde a auséncia
total de movimentos das patas posteriores e 21 € a pontuacao dada ao animal
que realiza a locomocao normalmente (Basso et al., 1995).

A avaliagdo por meio da escala consiste na observagéo de
diversos segmentos corporais, incluindo tronco, abdémen, cauda e MMPP.
Deste modo, sédo observados os movimentos das articulagbes dos MMPP
(quadril, joelho e tornozelo), a instabilidade do tronco, a disposicdo da
musculatura do abddémen, a coordenacdo entre membros anteriores e

posteriores, a posicdo da cauda, o tipo e frequéncia da passada com patas
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traseiras e a presenca de rotacdo ou desvio dos MMPP (Basso et al., 1996;
Vialle et al., 2002; Zai e Wrathall, 2005).

Todos os animais foram avaliados individualmente em um
campo aberto, com dimensfes de 52 x 87 x 66 cm (comprimento x largura x
altura), onde podiam se locomover livremente. Uma camera de video foi
utilizada para registrar o comportamento motor dos animais durante sete
minutos e ao mesmo tempo uma ficha de avaliacdo da escala BBB (Anexo B)
foi preenchida para obter a devida pontuacdo do comportamento motor de cada

animal. Os videos foram utilizados para confirmacao de dados.

4.10.2. Avaliacdo comportamental sensério-motora: escada horizontal

Uma escada horizontal (horizontal ladder) com 100 cm de
comprimento, 35 cm de largura, suspensa a 46 cm do chéo e com espaco fixo
de 1,5 cm entre cada filete de ferro, foi utilizada para avaliar a funcéo
proprioceptiva dos animais (Bolton et al., 2006; Erschbamer et al., 2006; Girgis
et al., 2007; Ghosh et al., 2010). Os animais foram primeiramente treinados a
andar na escada por dois dias antes da cirurgia de implante da matriz de micro-
elétrodos, sendo necessario atravessa-la cinco vezes. Para que os animais
aprendessem a atravessar a escada horizontal foi utilizada como estimulo agua
com agucar, que era posicionada nas extremidades. Este estimulo foi mantido
nas sessoes de avaliagao.

Nas avaliagbes, os animais precisavam andar trés vezes
voluntariamente ao longo da escada. Todas as sessdes de avaliagcdo foram

filmadas por duas cameras (visao frontal e lateral), e a contagem de numero de
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passos total, de acertos, de escorregadas e de erros foi feita, posteriormente, a
partir da analise destes videos. Os acertos consistiram em posicionamentos
corretos das patas nos filetes de ferro. As escorregadas eram o0
posicionamento da pata no filete de ferro, seguido da queda da mesma entre
os filetes. E dois tipos de erros foram considerados separadamente, sendo
eles: o arrastar dos membros posteriores ao longo da escada horizontal e o
posicionamento da pata entre os filetes de ferro (Sedy et al., 2008; Krajacic et
al., 2010). Os valores das trés passagens pela escada horizontal foram obtidos

para todos os tipos de respostas (acertos e erros) e foi feita a média deles.

4.10.3. Avaliacdo comportamental de dor neuropéatica - alodinea e

hiperalgesia mecanica: von Frey Hair Test

O teste utilizado para avaliar alodinea e hiperalgesia mecanica
foi o von Frey Hair Test. Este teste consiste na aplicacdo de um estimulo na
face plantar das patas anteriores e posteriores do rato, por meio de
monofilamentos, cujos diametros sado graduados, gerando diferentes forcas em
gramas (Figura 27A). A pressédo aplicada por meio do monofilamento foi o
suficiente para causar uma pequena curvatura do mesmo por trés segundos.

Os animais foram colocados individualmente em uma caixa de
plastico invertida (com diametro de 18 cm e altura de 22 cm, Figura 27B),
apoiada sobre uma grade, suspensa a 176 cm do chao, através da qual foi
aplicado o estimulo com os monofilamentos nas superficies plantares das
patas. Os animais foram habituados a esta condi¢cdo por 30 minutos em dois

dias consecutivos, imediatamente anteriores ao primeiro dia do teste. Antes do
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inicio de todas as avaliacdes, 0s animais permaneciam nesse ambiente por

cinco minutos com o objetivo de aclimatizacdo (Chaplan et al., 1994).
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Figura 27 - Kit de monofilamentos do von Frey Hair Test, sendo destacados os monofilamentos
utilizados na avaliacdo dos animais deste trabalho (A). Local de avaliacdo do animal, sendo os
estimulos aplicados com os monofilamentos através da grade (B).

Trés diametros de monofilamentos padronizados para testar
diferentes tipos de dor neuropética foram utilizados nesta avaliacdo, sendo eles
para os membros anteriores 4,93 (8,511 g — 0,406 mm), 5,07 (11,749 g — 0,432
mm) e 5,18 (15,136 g — 0,483 mm) e para os membros posteriores 4,93, 5,18 e
5,88 (75,858 g — 0,711 mm) (Touch Test™ Sensory Evaluators, , Operation
Manual, 2001; Figura 28). O estimulo com cada monofilamento foi aplicado,
perpendicularmente, trés vezes na face plantar das patas com intervalo de
alguns segundos. As respostas a estes estimulos foram pontuadas de 0 a 2,
sendo que 0 corresponde a auséncia de resposta, 1 corresponde a retirada da
pata e 2 corresponde a retirada da pata, seguida imediatamente por um
balanco ou lambida da mesma. Para analisar os dados, as pontuagdes das

trés respostas foram somadas, sendo seis, portanto, a pontuagdo maxima
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possivel que podia ser atingida. Em seguida, estes valores foram convertidos
para porcentagem (Takasaki et al., 2001).

O monofilamento de menor diametro serviu para avaliar
alodinea, ou seja, dor a um estimulo tatil ndo nocivo. Os monofilamentos
seguintes serviram para avaliar dor a um estimulo mecanico nocivo, podendo
ser classificada em hiperalgesia leve (4,07 para patas anteriores e 4,18 para
patas posteriores) e hiperalgesia intensa (4,18 para patas anteriores e 4,88

para patas posteriores).

A

Figura 28 - Um monofilamento aberto, como é aplicado durante a avaliagdo do animal (A).
Detalhe dos monofilamentos utilizados na avaliagdo de dor dos membros anteriores (4,93;
5,07; 5,18) e posteriores (4,93; 5,18; 5,88) (B). Barra de escala 1 cm.

4.10.4. Avaliagcdo comportamental de dor térmica: Hargreaves

A dor térmica foi avaliada por meio de um teste plantar da Ugo

Basile (Comerio, lItaly; Figura 29), o qual consiste em aplicar um estimulo de

calor radiante nas faces plantares das quatro patas do animal individualmente,
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e o tempo de laténcia (em segundos) para a retirada da pata foi avaliado, como
descrito por Hargreaves et al., em 1988.

Os animais foram colocados individualmente em uma caixa de
acrilico (de dimensoées: 20,5 cm comprimento, 10 cm largura e 12,5 cm altura),
apoiada sobre um vidro, através do qual era aplicado o estimulo de calor
(Figura 29B). Os ratos foram habituados a esta condicdo por 30 minutos em
dois dias consecutivos, imediatamente anteriores ao primeiro dia do teste.
Antes do inicio do teste, os animais permaneceram nesse ambiente por cinco

minutos com o objetivo de aclimatizacéo (Chaplan et al., 1994).

Figura 29 - Equipamento da Ugo Basile para avaliar dor térmica (A). Animal posicionado no
local de teste em uma caixa de acrilico apoiada sobre o vidro e o feixe de luz é emitido pela
caixa preta posiciona abaixo do vidro (B). O botdo vermelho era acionado manualmente para
que o estimulo iniciasse e também para cessa-lo apés a retirada da pata do animal.

As avaliagbes nas patas posteriores apds a lesdo medular
foram iniciadas quando os animais apresentaram o0 apoio plantar, e a partir
deste momento, elas foram feitas semanalmente até a oitava semana. Caso 0
animal ndo retirasse a pata depois de 20 segundos, o feixe de luz parava de

ser emitido automaticamente pare evitar ferimentos no animal.
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4.10.5. Avaliacdo comportamental eletrofisiolégica

O animal foi primeiramente colocado em uma céamara com
halotano (5%) para promover uma leve sedacdo e permitir um correto e firme
acoplamento do conector do cabo com o soquete implantado na cabeca do
rato. Apés este procedimento, que durava em torno de cinco minutos, o animal
era colocado de volta na gaiola até se recuperar dos efeitos do halotano antes
do inicio das sessdes de registro (Nishikawa e Maciver, 2000).

Em seguida, o animal era colocado dentro de uma caixa de
madeira de dimensdes internas 37,5 x 37,5 x 38,5 cm (comprimento x largura X
altura) revestida com MDF preto, que era posicionada dentro de uma camara
de registro isolada eletricamente (gaiola de Faraday, com dimensdes de 52 x
87 x 66 cm; comprimento x largura x altura), e o lado livre do cabo era
conectado ao equipamento de aquisicdo (Multichannel Acquisition Processor —

Plexon Inc.; Figura 30).

Figura 30 - Caixa preta posicionada dentro da gaiola de Faraday, local onde eram realizados
os registros dos animais. A caixa azul, em cima da gaiola de Faraday, é o pré-amplificador ao
qual o cabo de registro era conectado e o pré-amplificador, por sua vez, era conectado ao
sistema de aquisicdo da Plexon Inc. (A). Animal com o cabo de registro conectado, dentro da
caixa preta (B).
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Entre o cabo de registro e o capacete do animal foi utilizado um
pré-amplificador (Plexon Headstage 0.8 Hz VLSI AC Coupled, com impedancia
de entrada 22 MQ2 a 1 kHz). Os sinais foram, entdo, amplificados e filtrados em
cada canal de aquisicdo, sendo que continuamente foram armazenados no
computador com o software Rasputin (Plexon Inc.) e a interface de aquisicéo
Multichannel Acquisition Processor (MAP®, Plexon Inc; Figura 31). Os dados
registrados foram analisados posteriormente em outro computador com o

software Matlab e Neuroexplorer (Plexon Inc.).
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Figura 31 - Imagem do sinal eletrofisiolégico de um animal treinado, no 9POI, coletado com o
software da Plexon Inc.. Disparo individual de quatro neurdnios representados por diferentes
cores (amarelo, verde, azul e vermelho) registrados por um micro-elétrodo (A). As linhas
coloridas na horizontal correspondem a cada neurdnio selecionado, e as linhas verticais
indicam os disparos ao longo do tempo (B). Registro de campo local para cada canal, sendo
que o canal 48 é do eletromiograma e por isso apresenta uma amplitude diferente (C). Clusters
formados pelos disparos de cada um dos neurdnios selecionados (D).
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A primeira sessao de registro iniciou-se com a discriminacdo da
atividade celular do cortex sensorio-motor apos nove dias da cirurgia de
implante. Nesta fase, com duracédo de duas horas, um grande numero de sinais
eletrofisiolégicos de neurdnios foram reconhecidos e marcados no software do
sistema de registro. Uma vez que todos os sinais relevantes fossem
identificados, o aparato era organizado para registrar tais sinais de forma
continua durante as avaliacbes comportamentais.

Os animais foram filmados por camera de video (Panasonic
wv-BP334) conectada a sistema digital de aquisicdo de imagens (Ethovision
XT®, Noldus Information Technology) durante toda a duracdo dos registros. Um
Light-Emitting Diode (LED) vermelho posicionado no canto da caixa
comportamental era acionado manualmente, enviando simultaneamente pulsos
Transistor-Transistor Logic (TTL) para o sistema de registro eletrofisioldgico,
permitindo sincronizar os sinais registrados ao video comportamental.

Os registros eletrofisiologicos de todos os animais foram
coletados inicialmente durante o comportamento livre dentro da caixa preta por
15 minutos. Em seguida, os animais foram colocados no campo aberto, onde
foi avaliado o comportamento motor e ao mesmo tempo foram registrados por
sete minutos. Logo apos, os animais treinados realizavam o treinamento motor,
durante o qual também eram registrados por 15 minutos (Figura 32). E por fim,
0s animais treinados eram colocados de volta na caixa preta para serem
registrados por mais 15 minutos.

Os animais controles, ap0s a avaliacdo comportamental
motora, eram colocados diretamente de volta na caixa preta, onde foram

registrados por 15 minutos também. Em resumo, os animais controles foram
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registrados por 37 minutos e os treinados por 52 minutos em todos os dias de
avaliacdo (exceto nos 1° e 3° dPO, quando o treinamento néo foi realizado,

sendo registrados pela mesma duragcéao de tempo que 0s animais controles).

Figura 32 - Animal sendo registrado durante o treinamento na esteira, no 9POI (A).
Equipamento de aquisicdo do sinal eletrofisiolégico (B). Camera de video para filmar animal
sendo treinado, posicionada dentro da gaiola de Faraday (C). Camera de video para filmar
animal quando o registro era realizado dentro da caixa preta (D).

4.11. Perfusao

Todos os animais foram submetidos a perfuséo transcardiaca
no 57° dia pos-operatorio. Antes do procedimento os animais foram colocados
em uma camara com halotano (5%) para promover uma leve sedagéo, seguido

de dose letal de ketamina e xilazina, ip. Além disso, foi administrado 0,05 ml de
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heparina sodica (100 Ul/ml, pH 6,18) ip, para prevenir a formacéo de coagulos.
Apenas apos observacdo de anestesia profunda por fortes pincadas na cauda,
patas e externo, sem que se observasse qualquer reacdo do animal, a perfusdo
foi iniciada. Em casos em que o animal demonstrou qualquer sensibilidade,
foram aguardados aproximadamente cinco minutos e caso a resposta tivesse
persistido, dose adicional de anestésico era aplicada e o procedimento
repetido.

O toérax foi aberto com tesoura de pontas arredondadas e uma
agulha foi inserida no ventriculo esquerdo. Com uma tesoura pontiaguda
realizou-se leve corte no atrio direito e o animal foi entdo perfundido com
solucéo tampéao fosfato 0,2 M a 36 °C em pH 7,4 (necessaria para remover o
sangue preservando ao maximo a estrutura dos vasos sanguineos), seguido de
solucdo de paraformaldeido (PFA) tamponado 4%, em pH 7,4 (100ml/100g,
necessaria para fixacao das estruturas a serem coletadas).

Apos finalizagdo da perfusdo do animal, um segmento de 2,5
cm da medula espinhal (incluindo o foco de lesdo) e os encéfalos dos animais
foram cuidadosamente extraidos e colocados em PFA tamponado 4% e
solucdo tampédo 0,1 M, respectivamente, por 24 horas e em seguida na
sacarose 20%. O encéfalo permaneceu nesta solucdo até que afundasse
(aproximadamente 48 horas) e em seguida foi congelado a - 80 °C até serem
realizados os cortes histolégicos. A medula foi mantida na sacarose 20% até

serem realizados os cortes histologicos.
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4.12. Anélise histolégica e imunohistoquimica

A analise histologica do encéfalo foi feita para verificar o
posicionamento dos micro-elétrodos e da medula espinhal para caracterizar a
lesdo e verificar quantidade de neurénios residuais no corno ventral apds os

procedimentos de leséo e reabilitacéo.

4.12.1. Encéfalo

Os encéfalos foram cortados no micrétomo deslizante de
congelamento (Leica SM2000R), sendo realizados cortes transversais de 30
pMm, que foram coletados em placa de cultivo de seis unidades com solucéo
fosfato tamponada 0,1 M (phosphate buffer, PB). Em seguida, os cortes foram
colocados em solugcdo de montagem para serem posicionados nas laminas
histoldgicas gelatinizadas, obedecendo a ordem no sentido rostro-caudal. As
laminas ficaram em uma placa quente (37 °C, por 48 horas) para fixar melhor o
tecido antes de ser realizada a coloracdo com hematoxilina-eosina.

A hematoxilina cora intensamente os nucleos celulares em azul
e a eosina cora o citoplasma e todo o tecido adjacente em vermelho (Leung e
Wrathall, 2006). As laminas foram lavadas em agua corrente da torneira por
cinco minutos, e em seguida, foram imersas em hematoxilina por cinco minutos
para iniciar a coloracdo. ApoOs este periodo, foi feita a imersdo das laminas no
acido aceético, que aumenta a especificidade da hematoxilina em corar o
ndcleo. Uma nova lavagem com agua corrente foi realizada por cinco minutos.

Em seguida foi feita a diferenciacdo com a solucdo de alcool 75% (250 ml) e
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acido cloridrico (1,25 ml). Depois, as laminas foram lavadas com &agua
destilada também por cinco minutos para ser realizada a contra-coloracdo com
a eosina por quatro minutos.

Apés a contra-coloracdo, foi realizada a desidratacdo das
laminas em alcool 70%, 95%, 100% e 100%, por cinco minutos cada. Por fim,
as laminas foram colocadas no xilol | (cinco minutos) e Il, sendo que
permaneceu no ultimo até a montagem. Para finalizar o procedimento foi

realizada montagem com laminulas fixadas com Permount® (Fisher).

4.12.2. Medula Espinhal

Todas as medulas espinhais foram emblocadas em Tissue
Tek® OCT™ Compound (Sakura) para serem cortadas no criostato (Leica
CM3050), onde foram realizados cortes transversais com 14 um de espessura.
Os cortes coletados foram distribuidos em 20 Ilaminas histol6gicas
gelatinizadas de maneira que em cada lamina houvesse cortes representativos
dos segmentos rostral a leséo, da lesdo propriamente dita e caudal a lesdo. A
cada 20 cortes coletados (cada um posicionado em uma lamina histolégica),
eram descartados 30 cortes. Deste modo, cada lamina histolégica ficou com
aproximadamente 36 cortes. Apos coletados todos os cortes, as laminas foram
colocadas em uma placa quente (37 °C) para melhor fixacdo do tecido na
lamina por 24 horas, antes de serem guardadas no freezer - 20 °C, onde
permaneceram até serem coradas.

A segunda lamina de cada animal foi escolhida para realizar a

imunohistoquimica com o anticorpo monoclonal de camundongo dirigido contra
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a proteina Neuronal Nuclei (NeuN; Chemicon, Temecula, CA, EUA), em uma
concentracdo de 1:1000. NeuN é expressado quase que exclusivamente no
sistema nervoso, aparecendo precocemente durante o desenvolvimento e
persiste até a fase adulta. A expressdo do NeuN estd confinada a tipos
especificos de células neuronais, sendo que as células gliais presentes na
medula espinhal sdo negativas a imunoreatividade deste anticorpo. O NeuN
marca principalmente o ndcleo neuronal, embora o citoplasma também seja
imunoreativo em uma menor propor¢ao. A maior parte marcada do citoplasma
corresponde ao corpo do neurbnio, mas pode haver uma pequena expansao
para os processos (principalmente para os dendritos; Mullen et al., 1992).

As laminas histoldgicas, retiradas do freezer - 20°C, foram
colocadas na placa quente por uma hora antes de serem iniciados 0s
procedimentos da imunohistoquimica. Primeiramente foram realizadas duas
lavagens das laminas histologicas, de 10 minutos cada, com PB 0,1 M. Em
seguida foi feita a incubacdo com o anticorpo primario monoclonal dirigido
contra a proteina NeuN. Este anticorpo foi diluido em PB, contendo 0,3% de
Triton X-100 e 5% de soro normal de cabra (normal goat serum, NGS). A
incubacdo foi conduzida por 48 horas a temperatura ambiente. Apos este
periodo, as laminas foram lavadas trés vezes de 10 minutos cada com PB e
depois incubadas com o anticorpo secundario biotinilado anti-camumdongo
feito em burro para o anti-NeuN diluido a 1:200 em PB, contendo 0,3% de
Triton X-100, por duas horas a temperatura ambiente.

As laminas foram entéo lavadas novamente em PB (trés vezes
de 10 minutos cada) e incubadas com o complexo avidina-biotina-peroxidase

(ABC, Elite Kit, Vector Labs) diluido em PB contendo 0,3% de Triton X-100



112

ABC, por duas horas a temperatura ambiente. Em seguida, apés trés lavagens
em PB de 10 minutos, foi feita a reacdo com 0,05% de 3-3’-diaminobenzidina
(DAB) e uma solucao de peréxido de hidrogénio a 0,03% em PB. Nesta etapa
da imunohistoquimica, as laminas foram colocadas nesta solu¢cdo por cinco
minutos e em seguida a reagdo era “cortada” pelo PB e a marcacédo era
verificada em um microscopio. Caso a marcacdo ndo estivesse evidente, as
laminas eram novamente colocadas na solucdo de DAB. Esse procedimento foi
repetido até atingir uma boa marcacéo do anticorpo.

Atingida a marcacdo, mais seis lavagens em PB (de cinco
minutos cada) foram realizadas e as laminas foram colocadas por cinco
minutos na agua destilada para retirar os residuos restantes. Depois foi feita a
intensificacdo e fixacdo da coloracdo no tetroxido de 6smio 0,05% diluido em
agua, por 40 segundos. Novamente as laminas foram colocadas na &agua
destilada por cinco minutos antes de iniciar a desidratacdo a temperatura
ambiente. Os procedimentos de desidratagdo foram cinco minutos em cada
concentragdo de &lcool: 70%, 90%, 100% e 100%. Em seguida, as laminas
foram colocadas em duas cubas de xilol por 10 minutos cada. E por fim, foi
feita a montagem com laminulas, utilizando Permount® (Fisher).

Apos todo o procedimento de imunohistoquimica, dois tipos de
analises foram realizadas: morfometria da medula espinhal e contagem dos
neurdnios presentes no corno ventral da medula espinhal. A morfometria foi
feita em sete cortes de cada animal, representativos de toda a extensdo da
medula espinhal, seguindo a metodologia utilizada por Magnunson e
colaboradores (2005). O primeiro corte definido, corte central (O cm), foi

considerado aquele em que estivesse 0 epicentro da lesédo, ou seja, 0 corte
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com maior area de tecido lesado. Em seguida, trés cortes rostrais e trés
caudais ao epicentro, com 0 mesmo espacamento (1,2 cm; 0,8 cm; 0,4 cm; e -
0,4 cm; -0,8 cm; -1,2 cm, respectivamente), foram selecionados para a analise
morfométrica.

Imagens destes sete cortes foram capturadas com uma camera
digital AxioCam MRc5 acoplada ao microscépio AxioScope.Al (Carl Zeiss),
utilizando um aumento de 2,5x, com 0 objetivo de capturar toda a area da
medula espinhal. As bordas externas das substancias branca e cinzenta
residuais e de toda a medula espinhal foram tracadas manualmente, e
utilizando o software Axio Vision 4.8, as areas puderam ser determinadas em
um?. A precisdo dos tracados foi conferida visualizando as imagens em maior
aumento. A area de lesédo foi calculada a partir da subtracdo da area total da
medula espinhal pelas areas de subtancias branca e cinzenta residuais.

A contagem dos neurdnios foi realizada em 15 cortes da
medula espinhal, sendo que foram selecionados cinco cortes para cada
segmento: rostral a lesdo, no foco de lesdo e caudal a lesdo. Os neurbnios
contados estavam presentes no corno ventral da medula espinhal, sendo esta
regido definida como a regido da medula espinhal ventral a uma linha
transversal que passa imediatamente abaixo do canal central (metodologia
adaptada de Grossman et al., 2001; Figura 33). Somente 0s neurdnios com
diametro igual ou maior do que 15 pum foram considerados para contagem
(Chopek e Gardiner, 2010).

Para esta analise foram capturadas imagens também com a
camera digital AxioCam MRc5 acoplada ao microscopio AxioScope.Al (Carl

Zeiss), mas com aumento de 5x, de forma que os cornos ventrais direito e
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esquerdo aparecessem em uma mesma imagem. A contagem foi feita
utilizando o software Axio Vision 4.8, no qual foi possivel determinar uma
automatizacdo para definir a estrutura neuronal a partir de seus pixels e
diametros. Devido as variacdes individuais de intensidade de coloracdo entre
0sS animais, para cada animal foi desenvolvido uma rotina automaética, e para
todos os cortes do mesmo animal foi rodado o mesmo programa sem

alteracdes para manter o mesmo padrao de contagem.

Figura 33 - Desenho esquematico da medula espinhal com a area do corno ventral delimitada
por uma linha transversal logo abaixo do canal central. Essa area foi selecionada para a
contagem dos neur6nios.

4.13. Andlise dos dados

Os dados resultantes das avaliagbes comportamentais foram
submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas com
0 pos-teste de Tukey para investigar significancia entre o treinamento e a
recuperacgdo funcional (motora e sensorial) e alteragcfes histologicas. Quando
utilizados diferentes testes estatisticos, eles foram mencionados nos

resultados. As variaveis independentes consideradas para todas as avaliacdes



115

comportamentais foram tempo (dias poés-operatorios) e grupos (treinado,
controle e sham), sendo considerado como nivel de significancia p < 0,05. Nos
resultados serdo apresentadas as meédias e erros padrdo dos dados
analisados. Os testes utilizados na andlise estatistica foram realizados com
auxilio do programa Statistical Package for Social Sciences 15.0 (SPSS) e

Matrix Laboratory 7.6 (MATLAB).

4.13.1. Analise do registro eletrofisiolégico

Os dados dos potenciais de campo local (LFP) escolhidos para
as analises corresponderam a trechos dos animais andando no campo aberto e
na esteira. Para isso foram assistidos os videos da avaliacdo motora no campo
aberto e do treinamento na esteira e foram coletados de trés a seis trechos
(com duracdo de trés a dez segundos) somente dos animais andando, para
todos os dias de avaliacdo. Apds a selecdo destes trechos, os dados foram
extraidos do sistema de registro da Plexon Inc. e convertidos em arquivos com
extensdo binaria — formato compacto para armazenamento e compativel com o
software MATLAB 7.6.

Neste software foi desenvolvida uma rotina (Anexo C) para
estimativa dos espectros de poténcia do sinal eletrofisiolégico selecionado, com
base no periodograma de Welch (Welch, 1967). E importante ressaltar que
estas estimativas foram realizadas sem nenhum procedimento de filtragem do
sinal. Porém, os 31 canais de registro da atividade cortical sensério-motora

foram analisados para verificar a qualidade dos mesmos.
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Para esta etapa foi desenvolvida uma nova rotina (Anexo D)
com quatro critérios de reprovacédo de canais com “baixa qualidade” de sinal.
Um critério foi feito com base no LFP de cada canal e os outros trés com base
nos respectivos espectros de poténcias. O LFP é composto por diferentes
frequéncias e 0 espectro corresponde a decomposicdo dessas frequéncias,
indicando o quanto cada uma delas contribui para o sinal (LFP) em forma de
poténcia. Trés bandas de frequéncias foram consideradas nesta analise: delta
(0,5 - 4 Hz), theta (4 - 10 Hz) e beta (10 - 25 Hz).

Para a elaboracédo da rotina, os dados completos (de todos os
dias de avaliacdo) dos LFP e dos espectros de seis animais (dois de cada
grupo) foram observados cuidadosamente, de forma que padrées de qualidade
pudessem ser estabelecidos. A partir desta observacdo, os critérios de
reprovacao dos canais foram:

a) A amplitude do sinal foi definida como inferior / superiora 1 mV / -
1 mV, sendo reprovados todos os canais que tivessem amplitude maior ou
menor do que a determinada (Figura 34A);

b) A poténcia do pico da banda theta foi definida como maior ou
igual a 20 mV?, sendo reprovados todos os canais em que a poténcia do pico
da banda theta fosse menor do que a determinada (Figura 34B);

c) Determinadas as poténcias dos picos das bandas delta, theta e
beta, era necessario que a poténcia do pico da banda delta e/ou da beta
correspondesse a no maximo 65% da poténcia do pico da banda theta, sendo
reprovados todos o0s canais que tivessem a poténcia do pico de delta e/ou beta

maior do que 65% da poténcia do pico de theta (Figura 34C e 34D);
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d) Determinado o ultimo valor da poténcia da banda delta e o
primeiro da banda theta, era necessario que o valor da poténcia delta fosse
maior ao de theta, sendo reprovados todos os canais em que o valor da
poténcia de delta fosse menor ou igual o da poténcia theta (Figura 34E).

A avaliacdo dos canais foi feita para cada dia de registro
eletrofisiologico e para cada trecho dos dias. A figura 34F mostra como
exemplo um canal aprovado de acordo com a rotina elaborada para selecdo
dos canais. Este possui todas as caracteristicas dentro dos padrées
estabelecidos como de “boa qualidade”. Apdés a selecdo padronizada dos
canais e o0s respectivos calculos dos espectros de poténcia, uma matriz com os

canais aprovados para cada trecho e de cada dia foi gerada para cada animal.
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Figura 34 - Representagdo dos canais que foram reprovados de acordo com os critérios da
rotina de selecao de canais (A, B, C, D, E). Canal aprovado pela mesma rotina (F). Note que as

escalas do eixo “y” diferem para ressaltar as diferencas encontradas em cada critério.
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Outra rotina (Anexo E) foi elaborada para avaliar o sinal
eletrofisiolégico a partir das matrizes com os canais aprovados. Nesta rotina, 0s
sinais foram submetidos a um procedimento que determinou energia média das
bandas de frequéncias delta, theta e beta para cada trecho. A energia
representa toda a area abaixo da linha da curva do espectro correspondente a
cada banda de frequéncia, como demonstrado na figura 35. A energia média é
definida pela correcdo dessa area com o tamanho da respectiva banda.

Em seguida, este procedimento foi repetido para cada dia de
avaliacdo. Deste modo, obteve-se a energia média de cada banda de
frequéncia, em cada dia de avaliacdo para cada animal tanto dos dados do
campo aberto, como para os dados do treinamento na esteira. E, por fim, foi
feita a média destes resultados para cada grupo experimental. A figura 36

resume todas as etapas realizadas para analise do registro eletrofisiologico.

Poténcia (mV?)

0 5 10 15 20 25 30
Frequéncia (Hz)
Figura 35 - Imagem ilustrativa de um espectro de poténcia com a representacao das energias

das bandas delta (Es), theta (Eg) e beta (Eg). Note que a poténcia para cada uma das
frequéncias difere de forma importante, sendo a da theta maior.
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Videos dos Selecéo de Selecédo padronizada dos canais a Espectro Espectro Energia média
animais no trechos dos partir de seus respectivos LFPs e médio médio para das poténcias
campo aberto animais espectros de poténcias para cada um dia de (3, 6, B) para um
ou na esteira andando trecho avaliacédo dia de avaliagédo

Figura 36 - Desenho esquematico da sequéncia das etapas realizadas para a analise dos registros eletrofisiolégicos coletados durante a avaliagdo
locomotora realizada no campo aberto e o treinamento realizado na esteira. Estes procedimentos foram realizados para todos os dias de avaliacoes
para todos os animais. Energias médias: delta (E;), theta (Eg) e beta (Eg).
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5. RESULTADOS

Neste trabalho foi utilizado o modelo animal de lesdo medular
por contusdo, uma vez que € clinicamente relevante e permite a avaliacdo da
recuperacdo locomotora pés-lesdo. A padronizacdo deste modelo de lesédo por
meio do equipamento NYU-Impactor estd bem descrita na literatura, sendo
encontradas pequenas variacdes de lesédo entre 0s animais. Todos 0s animais
lesionados neste estudo apresentaram uma paraplegia moderada e foram
sacrificados no 57° dPO.

Durante todo experimento foi feito o controle de peso dos
animais e foi possivel notar que no 3° dia ap6s o procedimento cirdrgico de
implante da matriz de micro-elétrodos (3POI), o peso dos animais se manteve
muito préximo ao da avaliacdo basal (AB), portanto a cirurgia de implante de
matriz de micro-elétrodos nédo interferiu na ingestdo de alimento e 4gua (AB:
334,7 g + 9,2; 3POI: 338,4 g + 8,9). Do 3POI até o 9POI houve reducao do
peso nao significativa dos animais (9POI: 326,8 g = 9,7). Portanto, ndo houve
diferenca significativa de peso entre AB, 3POI e 9POI (F214= 0,29, p = 0,87).

Apés a lesdo medular, os animais perderam peso
significativamente quando comparados com os animais do grupo sham (F;14 =
3,79, p = 0,05), sendo que a redugcdo aconteceu até a segunda semana e
depois comecou a haver o ganho de peso novamente. Os grupos treinado (TR)
e controle (CTL) se comportaram de forma semelhante em relagédo ao peso ao
longo do tempo, portanto pode-se dizer que o treinamento ndo interferiu nesta

variavel (Grafico 1). Apesar do grupo sham ter atingido um peso maior ao final
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do experimento (F213= 9,62, p = 0,04), 0 ganho a partir do 14° até o 56° dPO
(R? = 0,902) foi muito préximo daquele recuperado pelos grupos lesados neste

periodo (TR: R?= 0,974 e CTL: R*=0,945).
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Gréafico 1 - Controle de peso dos animais ao longo do experimento. Nas duas primeiras
avaliacfes 0 peso é mantido e logo apds a lesdo medular, no 1° dPO, os animais dos grupos
controle e treinado comecam a perder peso. O peso comega a ser recuperado a partir do 14°
dPO, ndo havendo diferenca entre os grupos lesados. No entanto, o grupo sham, apresentou
peso significativamente maior a partir do 14° dPO, que se manteve até o 56° dPO (*p = 0,04).

A lesdo medular no nivel toracico acarreta perda temporaria do
reflexo de urinar, sendo necessario realizar a manobra de esvaziamento vesical
manual nos primeiros dias apos a leséo. A fim de tentar prevenir ou diminuir a
infeccéo urinaria foi feito tratamento com antibiético por quatro dias, incluindo o
dia em que o animal foi lesado. No entanto, dois animais do grupo treinado
apresentaram infeccdo persistente (avaliacdo pela cor da urina), sendo o
tratamento com antibidtico estendido por mais um dia.

O esvaziamento vesical foi feito em média duas vezes ao dia
para ambos 0s grupos, por cinco dias nos animais treinados e por trés dias nos

controles, incluindo o dia de lesédo. Os animais treinados apresentaram uma cor
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de urina mais escura quando comparados com os controles. Vale ressaltar que
apesar dos animais treinados terem apresentado um pior quadro de infeccéo
urinaria, o treinamento nao influenciou neste parametro, uma vez que ele foi

iniciado somente no 5° dPO, e a infeccéo persistiu até o 4° dPO.

5.1. Avaliacdo comportamental motora: escala BBB

Os dados da escala BBB foram analisados como descrito por
Sheff e colaboradores (2002). As avaliagdes realizadas foram entre grupos em
funcdo do tempo e da escala BBB.

A evolucdo da recuperacao locomotora ao longo do tempo foi
diferente entre os grupos. De maneira geral, é possivel observar no grafico 2
gue o grupo sham apresentou a pontuacdo maxima da escala BBB desde o 1°
dPO; nao houve diferenca entre os grupos lesados no 1° dPO, mostrando a
consisténcia do modelo de contusao; o grupo treinado atingiu uma pontuacao
maior do que o controle, sendo que a diferenca mostrou-se estatisticamente
significativa a partir do 28° dPO e permaneceu até o final do experimento (F10.24
=2,74, p = 0,0028).

Os animais lesados ficaram com pontuacéo igual a zero no 1°
dPO, ou seja, ndo havia movimento observavel dos membros posteriores, que
apresentaram flacidez. A cauda ficou abaixada, o abdémen ficou em contato
com a superficie (arrastado) e os membros posteriores adotaram um padrdo de
apoio dorsal (Figura 37A). Nos dias seguintes, movimentos suaves das
articulagcbes dos membros posteriores puderam ser notados, mas 0 apoio

dorsal das patas permaneceu. Deste modo, o dispositivo auxiliar precisou ser
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utilizado nas primeiras sessfes de treinamento na esteira, uma vez que ele foi
iniciado no 5° dPO. Esse dispositivo permitiu a realizacdo de um movimento

ritmico e coordenado dos membros posteriores de forma passiva.
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Grafico 2 - Recuperagdo motora dos diferentes grupos ao longo do tempo de acordo com a

escala BBB. Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos treinado e controle
comeca a aparecer a partir do 28° dPO e se mantém até o final do experimento (*p = 0,0028).

Os treinamentos foram realizados cinco vezes por semana, por
15 minutos até o 56° dPO, sendo que ao final do experimento, todos 0s animais
completaram 38 sessdes. Assim que 0 animal comecgava a adquirir movimentos
mais extensos dos MMPP ou apoio plantar mesmo sem descarga de peso
(Figura 37B), o dispositivo ndo era mais usado, sendo retirado do treinamento
em média no 10° dPO. Depois disso foi dado auxilio manual através do
movimento das patas posteriores ou segurando a cauda do animal até que ele
conseguisse desempenhar a tarefa de maneira independente. A velocidade da
esteira variou de 4,5 a 8,5 m/min no periodo pds-operatério, de acordo com o

controle motor apresentado pelo animal.
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Figura 37 - Animal controle no 1° dPO de lesdo medular por contusdo, com as seguintes
caracteristicas: cauda baixa, abdémen arrastado e membros posteriores em posicao dorsal (A).
Animal controle no 35° dPO, com apoio plantar da pata com descarga de peso quando o
membro esti apoiado na superficie (B).

Apesar de o grupo treinado ter alcancado uma pontuacéo
maior, o grupo controle também apresentou uma melhora motora. Até o 7° dPO
essa melhora foi discreta, sendo que 0s animais apresentaram movimento
suave de uma ou duas articulacdes, normalmente do quadril e/ou joelho
(pontuacdo dois da escala BBB). Entre os 7° e 21° dPOs ocorreu a maior
recuperacdo do comportamento motor desses animais. No entanto, a partir do
35° dPO houve uma estabilizacdo da recuperacdo (R® = 0,21), enquanto 0s
animais treinados continuaram a melhorar (R* = 0,991). A pontuacéo final
atingida pelos controles foi entre oito e nove, que corresponde a posicéo
plantar da pata com descarga de peso somente quando o membro esta
apoiado (sem movimento) ou descarga de peso ocasional, frequente ou
consistente na passada dorsal e sem passada plantar (Video 1, Anexo F). Essa
pontuacgéao final dos controles foi atingida no 14° dPO pelo grupo que treinou na
esteira.

Os animais treinados apresentaram uma evolugdo do
comportamento motor mais linear ao longo do tempo, isto é, a recuperacao foi

progressiva sem periodos de estabilizacdo, sendo possivel identificar um efeito
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significativo de treinamento (Fs1; = 20,34, p = 0,0034). Assim como 0 grupo
controle, até a primeira semana o ganho motor foi pequeno, sendo que 0s
animais apresentavam suave movimento de duas articulagcdes e extenso de
uma terceira (pontuacdo cinco da escala BBB). No entanto, a pontuacao
atingida por este grupo ao final do experimento foi significativamente maior,
entre 15 e 16, que significa uma passada plantar e coordenacdo entre
membros anteriores e posteriores (MMAA - MMPP) consistente durante o
andar; consistente liberacdo dos dedos das patas posteriores; e posicao
predominante das patas paralela ao corpo no contato inicial com a superficie e
rodada ao levantar (Video 1, Anexo F).

Deste modo, o treinamento na esteira promoveu um maior
controle motor nos animais treinados, permitindo que eles realizassem uma
marcha mais funcional. Isso pdde ser notado, claramente, no desempenho dos
animais durante os treinamentos com o decorrer do tempo. A cada avaliagao,
menos suporte era dado aos animais para que o treinamento fosse efetivo. No
final do experimento, o grupo treinado foi capaz de andar independentemente

na esteira (Video 2, Anexo F).

5.2. Avaliagdo comportamental sensorio-motora: escada horizontal

A escada horizontal avalia a funcao proprioceptiva dos animais,
isto €, a interacdo entre 0s componentes motores e sensoriais. Trés tipos de
respostas foram consideradas para verificar o desempenho dos diferentes
grupos no decorrer do tempo (Video 3, Anexo F), sendo elas: acerto, quando o

animal posicionava a pata corretamente no filete de ferro da escada (Figura
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38A); erro, quando o animal arrastava os membros posteriores pela escada
(Figura 38B) ou posicionava a pata diretamente no buraco (Figura 38C); e
escorregada, quando o animal posicionava a pata no filete de ferro e em
seguida ela escorregava para o buraco entre os filetes (Figura 38D). A
escorregada, apesar de ndo ser a resposta esperada, significa que o animal
estd recuperando a sua capacidade de posicionar o0 membro corretamente.
Deste modo, esta resposta foi considerada como intermediaria entre 0 acerto e

O erro.
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Figura 38 - Desenho esquematico das diferentes respostas do animal durante a avaliacdo na
escada horizontal. Animal sem lesdo consegue alternar os passos nos filetes de ferro,
posicionando a pata corretamente (A). Logo apés a lesdo, os animais arrastam os membros
posteriores e abdémen, atravessando a escada somente com 0os movimentos de membros
anteriores (B). Ap6s uma melhora motora, 0os animais conseguem atravessar a escada, porém
com muitos erros, posicionando as patas entre os filetes de ferro (C). O posicionamento da
pata no filete de ferro e depois sua queda entre os filetes foi chamado de escorregada (D).
Fonte: modificado de Sedy et al. (2008) e Ghosh et al. (2010).

O grafico 3 mostra que o0s animais antes da lesao

apresentaram, aproximadamente, 99% de acertos e 1% de escorregadas.
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Também foi possivel observar que o grupo sham manteve este resultado
durante todo o periodo de experimento, sem erro algum (Tabelas 1, 2, 3).
Mesmo no 1° dPO da cirurgia sham ndo houve diferenca do desempenho

destes animais ao atravessar a escada horizontal.
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Grafico 3 - Porcentagem de acertos, escorregadas e erros dos grupos controle e treinado ao
atravessar a escada horizontal. As avaliacbes do 1°, 3° e 5° dPOs néo estdo representadas

neste grafico (representacdo no eixo “x” por /). Antes da lesdo medular, os animais
apresentam cerca de 99% de acertos. A partir do 7° dPO, os animais controles come¢am a
apresentar algumas respostas corretas. Ao longo dos dias os animais treinados apresentam
melhora do seu desempenho, realizando mais escorregadas e posicionamentos corretos do
que os animais controles. Isso se torna significativo no 35° dPO e permanece até o final do
experimento desta maneira (*p = 0,009).

O posicionamento correto no filete requer um controle motor
substancial, que logo apés a cirurgia de LM é perdido (Figura 38B, Tabelas 1 e
3). No entanto, com o0 treinamento na esteira que exige passos ritmicos e
coordenados, os animais treinados comecaram a apresentar uma melhora da
propriocep¢ao mais precoce, apresentando maior quantidade de escorregadas
e acertos ja no 14° dPO quando comparados com os controles. O desempenho
do grupo treinado se torna significativamente melhor do que o do grupo
controle a partir do dia 35° dPO e se mantém até o final do experimento (Fs 30 =

3,54, p = 0,009).
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Tabela 1 - Média e erro padrdo da resposta de acertos em porcentagem dos

grupos sham, treinado e controle para os diferentes dias de avaliagao
na escada horizontal

ACERTOS
DIAS/ SHAM TREINADO CONTROLE
GRUPOS | Média (%) Erro Padrdo | Média (%) Erro Padrdo | Média (%) Erro Padrdo

AB 98,67 1,15 99,12 0,40 98,67 0,56
9POI 99,40 0,52 98,17 0,70 98,85 0,55
1 98,72 1,11 0,00 0,00 0,00 0,00
3 99,33 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00
5 98,26 0,81 0,00 0,00 0,00 0,00
7 98,78 0,53 0,00 0,00 4,98 4,98
14 100,00 0,00 18,14 9,66 9,13 9,13
21 99,40 0,52 22,32 12,00 11,61 11,61
28 100,00 0,00 27,58 14,88 11,56 11,56
35 98,72 1,11 37,96 13,88 13,00 13,00
42 97,55 1,30 40,59 12,90 24,33 15,41
49 98,85 1,00 38,55 11,50 23,72 14,21
56 100,00 0,00 37,62 13,16 25,99 16,32

Tabela 2 - Média e erro padrdo da resposta de escorregadas em porcentagem

dos grupos sham, treinado e controle para os diferentes dias de
avaliacdo na escada horizontal

ESCORREGADAS
DIAS/ SHAM TREINADO CONTROLE
GRUPOS | média (%) Erro Padrio | Média (%) Erro Padrdo | Média (%) Erro Padr&o

AB 1,33 1,15 0,88 0,40 1,33 0,56
9POI 0,60 0,52 1,83 0,70 1,15 0,55
1 1,28 1,11 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,67 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00
5 1,74 0,81 0,00 0,00 0,00 0,00
7 1,22 0,53 0,00 0,00 0,38 0,38
14 0,00 0,00 9,19 4,82 1,79 1,79
21 0,60 0,52 11,96 4,07 1,61 1,61
28 0,00 0,00 12,52 4,85 2,21 2,21
35 1,28 1,11 12,38 3,17 1,28 1,28
42 2,45 1,30 14,62 3,09 5,54 3,36
49 1,15 1,00 16,00 3,70 6,71 3,27
56 0,00 0,00 17,25 4,72 3,95 2,25
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Apesar de o grupo treinado ter apresentado melhora motora
progressiva na escala BBB, 0 mesmo ndo aconteceu para a escada horizontal.
A partir do 42° dPO nao houve diminuicdo da quantidade de erros cometidos

pelo grupo treinado (F314= 1,19, p = 0,34; Tabela 3).

Tabela 3 - Média e erro padrédo da resposta de erros em porcentagem dos grupos
sham, treinado e controle para os diferentes dias de avaliagdo na
escada horizontal

ERROS
DIAS/ SHAM TREINADO CONTROLE
GRUPQOS | Mmédia (%) Erro Padrdo | Média (%)  Erro Padréo Média (%)  Erro Padrédo
AB 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9POI 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
3 0,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
5 0,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
7 0,00 0,00 100,00 0,00 94,64 31,55
14 0,00 0,00 72,66 13,39 89,09 29,70
21 0,00 0,00 65,72 15,55 86,79 32,80
28 0,00 0,00 59,89 16,56 86,22 32,59
35 0,00 0,00 49,66 15,32 85,71 32,40
42 0,00 0,00 44,79 14,72 70,13 26,51
49 0,00 0,00 45 45 13,68 69,57 26,29
56 0,00 0,00 45,13 14,80 70,05 26,48
5.3. Avaliacdo comportamental de dor neuropética - alodinea e

hiperalgesia mecéanica: von Frey Hair Test

Trés monofilamentos foram utilizados no von Frey Hair Test
para avaliar dor neuropatica abaixo do nivel de lesdo (nos membros
posteriores), sendo eles: 4,93 para alodinea, 5,18 para hiperalgesia mecanica
leve e 5,88 para hiperalgesia mecanica intensa. O von Frey Hair Test foi

realizado em todos os dias pds-operatorios de avaliacdo, no entanto, logo apés
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a lesdo os animais apresentaram paralisia flacida e, portanto, ndo responderam
aos estimulos feitos com os monofilamentos. Deste modo, as respostas aos
estimulos tatil e mecéanicos foram consideradas a partir do dia em que os
animais apresentavam pontuacdo da escala BBB acima de oito. Quando o
animal apresenta esta pontuacédo, ele possui movimentos extensos das
articulacbes de quadril, joelho e tornozelo, sendo capaz de realizar o
movimento de retirada da pata quando aplicados os estimulos com o0s
monofilamentos.

O dia em que houve pelo menos cinco animais que
respondessem ao von Frey Hair Test para o grupo treinado foi o 28° dPO e
para o grupo controle foi o 42° dPO. Na analise estatistica foi feita a
comparacdo entre a média dos valores obtidos (em porcentagem) nas
avaliacdes antes da lesdo medular (AB, 3POI e 9POI) e a média dos valores
obtidos nas trés Ultimas avaliagcbes apoOs a lesdo medular (42°, 49° e 56°
dPOs), pois foi quando se teve um numero de animais suficiente para analise
estatistica para todos os grupos (TR e CTL com n =5 cada, sham com n = 4).
A hip6tese de normalidade desses dados foi rejeitada, sendo utilizado para
analise o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Aléem da analise intra-grupo
(antes e apds a LM) foi feita a andlise entre grupos para os valores antes da
lesdo e para os valores depois da lesdo separadamente. Nesta analise foi
utilizada ANOVA com poés-teste de Bonferroni.

Os grupos néao diferiram nas trés avaliacbes feitas antes da
lesdo para os trés monofilamentos (4,93: F,4, = 1,463, p = 0,244; 5,18: Fp 42 =
1,304, p = 0,283; 5,88: F242= 0,336, p = 0,717). Este dado mostra que o limiar

de sensibilidade tatil e de dor antes da leséo era igual para todos os grupos.



131

N&o foram identificadas também alteracbes significativas apds o procedimento
cirdrgico de implante de matriz de micro-elétrodos (comparacdo dos valores
entre a AB e o 3POI) para todos os grupos nas avaliagbes com o0s trés
monofilamentos (F2 42 = 0,529, p = 0,59). Deste modo, pode-se afirmar que as
alteracdes notadas nos animais treinados e controles foram decorrentes da
lesdo medular e do treinamento realizado na esteira.

O grupo sham nado apresentou alteracbes para todas as

respostas na comparacédo dos valores obtidos antes e apos a cirurgia sham. Os

resultados deste grupo foram: para alodinea t = - 2,13, df = 11, p = 0,06

(Gréfico 4), para hiperalgesia mecanica leve t = - 1,33, df = 11, p = 0,226
(Gréfico 5) e para hiperalgesia mecanica intensa t = - 0,702, df = 11, p = 0,497
(Gréfico 6). Note que para o teste de dor ao estimulo tatil, o valor foi quase
significativo, indicando um aumento do limiar de sensibilidade para este
estimulo nos animais sem leséo (Gréfico 4).

Os grupos controle e treinado, por outro lado, apresentaram
algumas alterac6es ap0s a lesdo medular. Em relacéo a avaliacao feita com o
monofilamento 4,93 (Grafico 4) foi possivel notar uma diminuicdo do limiar de
sensibilidade tatil para os animais lesados (CTL: t = - 3,83, df = 14, p = 0,008;
TR: t = - 3,83, df = 14, p = 0,002). Na comparacao dos valores pos-lesdo entre
grupos foi encontrado que os grupos lesados diferem do grupo sham (Fz 4> =

4,321, p = 0,02). Estes dados evidenciam presenca de dor ao estimulo tatil

apos a lesdo medular moderada por contuséo.
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Grafico 4 - Comparacéo das pontuagfes pré-lesdo (média das pontuacdes da AB, do 3POI e
do 9POI) e pés-lesdo (média das pontuagbes dos 42°, 49° e 56° dPOs) para o monofilamento
4,93. H4 diferenca estatistica significativa das pontua¢des antes e apés a LM para os grupos
treinado (**p = 0,002) e controle (*p = 0,008), indicando a presenca de alodinea apés a LM. Na
comparacao dos valores pds lesdo entre grupos, os lesados diferem do sham (#p =0,02).

Ao analisar as pontuacdes dos grupos antes e apés a LM para
o monofilamento 5,18 (Gréfico 5) verificou-se diferenca significativa das
pontuagcdes do grupo controle (t = - 2,31, df = 14, p = 0,036), mostrando um
aumento da hiperalgesia mecéanica leve neste grupo. Para o grupo treinado nao
houve diferenca nesta resposta (t = - 1,03, df = 14, p = 0,37). Esses dados
indicam uma possivel influéncia do treinamento na melhora da resposta a um
estimulo doloroso leve. Interessantemente, € possivel observar ainda no
grafico 5 que a pontuacéo do grupo treinado diminuiu ao longo do tempo apos
a lesdo em relacdo aos valores anteriores a LM e quando foi feita a
comparacao entre grupos para os valores pos lesdo, o grupo treinado é

estatisticamente diferente dos outros grupos (F2,42 = 8,271, p = 0,001).
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Grafico 5 - Comparacéo das pontuagfes pré-lesdo (média das pontuacdes da AB, do 3POI e
do 9POI) e pés-lesdo (média das pontuagbes dos 42°, 49° e 56° dPOs) para o monofilamento
5,18. Ha diferenca estatistica significativa das pontuacdes antes e ap0s a LM para o grupo
controle (*p = 0,036), indicando a presenca de hiperalgesia mecéanica leve apds a LM. Apés a
les&o o grupo treinado difere dos grupos sham e controle (*p = 0,001).

O grafico 6 mostra os resultados obtidos no teste com o
monofilamento 5,88. Nao foi encontrada diferenca para todos os grupos antes e
apos a lesdo (TR: t=-0,346, df =14, p=0,735; CTL: t=-1,94,df =14, p =
0,07; Gréfico 9), diferentemente do que ocorreu para o monofilamento 5,18.
Apesar disso, ao observarmos o grafico 6 € possivel notar que o grupo controle
apresentou maior tendéncia ao aumento de hiperalgesia intensa e quando
foram comparados os valores poOs-lesdo entre grupos, 0s animais controles
diferiram dos animais treinados, apresentando um maior nivel de dor ao

estimulo mecanico intenso (Fz42 = 4,222, p = 0,022).
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Grafico 6 - Comparacéo das pontuagfes pré-lesdo (média das pontuacdes da AB, do 3POI e
do 9POI) e pds-lesdo (média das pontuagfes dos 42°, 49° e 56° dPOs) para o monofilamento
5,88. N&o ha diferenca estatistica significativa das pontuagdes antes e apés a LM para todos
0s grupos. Apods a lesdo o grupo controle difere do grupo treinado (#p =0,022).

5.4. Avaliacdo comportamental de dor térmica: Hargreaves

ApOGs a lesdo medular, os animais apresentaram auséncia de
movimentos dos MMPP, que ficaram com apoio dorsal, ndo sendo possivel
realizar a avaliagdo de dor térmica. Os dias selecionados para analise
estatistica (AB, 3POI e 9POI, e 42° 49° e 56° dPO) foram aqueles em que
havia resultados de um nimero de animais suficiente para todos os grupos (TR
e CTL com n =5 cada e sham com n = 4).

A avaliacdo de dor térmica foi realizada para ambos MMPP e
os valores do limiar de retirada em segundos (s) para cada um dos membros
dos animais lesados mostrou que n&o houve diferenga importante entre eles.
Para os animais treinados, a diferenca do tempo de retirada do membro

posterior direito em relagdo ao esquerdo foi de 0,69 s e para 0S animais
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controles de 0,73 s, ou seja, menos de um segundo para ambos 0S grupos.
Este dado mostra, mais uma vez, a consisténcia do modelo de lesdo por
contusdo por meio do NYU-Impactor. A média dos valores obtidos para ambos
0S membros posteriores foi feita, portanto, para poder comparar oS grupos
antes e apos a lesdo medular.

Nao foi identificada diferenca estatistica significativa da dor
térmica para todos 0s grupos, na comparacao dos valores antes e depois da
les&o (analise intra-grupos; Fi 39 = 6,79, p = 0,13, Grafico 7). E também nao foi
encontrada diferenca entre os grupos (Fi139 = 0,38, p = 0,96), mostrando que
todos os animais apresentaram o mesmo comportamento para dor térmica

durante todo o experimento.
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Grafico 7 - Comparacao dos valores pré-lesao (média dos valores da AB, do 3POI e do 9POI)
e pos-lesdo (média dos valores dos 42°, 49° e 56° dPOs) do tempo de retirada da pata (em s).
Nao héa diferenca estatistica significativa na laténcia da resposta ao estimulo térmico antes e
apos a LM para todos os grupos.
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5.5. Avaliacdo comportamental eletrofisioldgica

O registro eletrofisiolégico do cértex sensério-motor foi iniciado
a partir do 9POI. Os dados apresentados correspondem, exclusivamente, aos
trechos dos animais andando, selecionados a partir dos videos gravados
durante a avaliacdo comportamental motora no campo aberto e o treinamento
na esteira (para o grupo treinado).

Trés bandas de frequéncia foram investigadas, sendo elas:
delta, theta e beta. Para comparar essas frequéncias entre os diferentes grupos
foi feito o calculo da poténcia média de cada banda, dos canais aprovados para
cada trecho, em cada dia de avaliacdo. A partir dos valores das poténcias, trés
analises foram realizadas com objetivos diferentes, sendo elas:

a) Comparacao entre os dados antes da lesdo (9POI) e apds a lesao
(1°, 3° e 5° dPOs) para caracterizar o comportamento da atividade cortical
sensorio-motora apos a lesdo medular sem qualquer intervencao terapéutica,
em um periodo agudo (n = 10, TR com n = 6 e CTL com n = 4; utilizou-se o
Teste t pareado);

b) Comparacdo entre os grupos lesados ao longo do tempo para
investigar o comportamento da atividade cortical sensério-motora na leséo
medular cronica e apdés uma estratégia terapéutica (TR com n = 6, CTL com n
= 4; utilizou-se a ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni);

c) Comparacao entre os dados do grupo treinado no campo aberto e
no treinamento na esteira para verificar efeito do treinamento no
comportamento da atividade cortical (n = 6, utilizou-se a ANOVA de duas vias

com pos-teste de Bonferroni).
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Nenhuma alteracdo foi encontrada para banda de frequéncia
delta na comparagéo entre os valores basais (9POI) e 1° dPO (t = - 0,559, df =
9, p = 0,589), 3° dPO (t = - 0,288, df = 9, p = 0,779) e 5° dPO (t = - 0,056, df =
9, p = 0,956; Gréfico 8). Entretanto, no 1° dPO foram identificadas alteracdes
na atividade cortical sensério-motora, para as bandas theta e beta em relagédo
aos dados de antes da lesédo, sendo que 0s animais lesados apresentaram um
aumento da poténcia da banda theta (t = - 2,97, df = 9, p = 0,016; Gréfico 9) e
diminuicdo da poténcia da banda beta (t = 2,28, df = 10, p = 0,046; Grafico 10).
Porém, esta condicdo nao foi mantida por mais dias, ndo havendo diferencas
entre os valores basais destas bandas e do 3° dPO (theta: t=-0,3,df=9,p =
0,771; beta: t = - 0,223, df = 10, p = 0,828) e 5° dPO (theta: t = - 0,263, df =9,

p =0,799; beta: t =- 0,693, df =9, p = 0,506).
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Grafico 8 - Poténcia média da banda delta antes da lesdo (9POI) e depois da lesdo nos 1°, 3°
e 5° dias poés-operatorios. Ndo houve diferenca significativa quando comparados os valores

entre o 9POI e os 1°, 3° e 5° dPOs. A poténcia média esta mostrada a partir de 12 mv? para
poder ressaltar que n&o houve diferencas entre os dias.
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Grafico 9 - Poténcia média da banda theta antes da lesédo (9POI) e depois da lesdo nos 1°, 3°
e 5° dias poés-operatérios. A poténcia de theta aumentou significativamente no 1° dPO em
relagdo ao 9POI (*p = 0,016), mas quando comparados os valores do 9POI com o 3° e 5° dPOs
nao houve diferencas. A poténcia média esta mostrada a partir de 28 mV? para poder ressaltar
a diferenca encontrada.
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Grafico 10 - Poténcia média da banda beta antes da leséo (9POI) e depois da lesdo nos 1°, 3°
e 5° dias pés-operatérios. A poténcia beta diminuiu significativamente no 1° dPO em relacédo ao
9POI (*p = 0,046), mas quando comparados os valores do 9POI com o 3° e 5° dPO néo houve
diferencas. A poténcia média estd mostrada a partir de 3 mv? para poder ressaltar a diferenca
encontrada.

Na comparagdo do comportamento eletrofisiologico cortical

entre os grupos ao longo do tempo néo foram encontradas diferengcas para
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todas as bandas de frequéncia (delta: F1 7= 4,454, p = 0,073, Gréfico 11, theta:
F17=0,824, p = 0,394, Gréfico 12; beta: F;7 = 3,773, p = 0,093, Grafico 13),
porém o resultado da andlise estatistica indica tendéncia para aumento da
poténcia da banda delta para o grupo controle e aumento da poténcia da banda
beta para o grupo treinado nos ultimos dias de avaliacdo. Por este motivo foi
feita uma anadlise entre os dias, na qual se verificou diferenca significativa para
banda beta, que apresentou aumento da poténcia nos 42° e 49° dPOs em
relacdo ao grupo controle (Fips2 = 2,67, p = 0,007), mas para a banda delta
ndo foram encontradas alteracdes significativas (F749 = 2,555, p = 0,516).
Apesar de nédo ter havido diferencas em relacdo a banda theta € possivel
observar a partir do grafico 12 uma tendéncia a diminuicdo da poténcia desta

frequéncia para ambos os grupos ao longo do tempo.
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Grafico 11 - Poténcia média da banda delta dos grupos treinado e controle ao longo do tempo.
N&o houve diferenca estatistica significativa entre os grupos, porém nota-se uma tendéncia ao
aumento desta banda para o grupo controle nas ultimas avaliacdes.
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Grafico 12 - Poténcia média da frequéncia theta dos grupos treinado e controle ao longo do
tempo. Nao ha diferenca estatistica significativa entre grupos. Porém, nota-se diminui¢cdo desta
banda de frequéncia ao longo do tempo para ambos 0s grupos.
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Grafico 13 - Poténcia média da frequéncia beta dos grupos treinado e controle ao longo do
tempo. Ha diferenca estatistica significativa entre os grupos nos 42° e 49° dPOs. Essa
diferenca ocorreu pelo aumento da poténcia média da frequéncia beta para o grupo treinado

(*p = 0,007).

Ao compararmos o0s dados do grupo treinado coletados durante

a avaliagdo motora no campo aberto e durante o treinamento na esteira

também foram encontradas algumas diferencas, mas agora para as trés

bandas de frequéncia: delta: F; 5 = 14,363, p = 0,013 (Grafico 14); theta: F15=
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8,48, p = 0,033 (Gréfico 15); e beta: F15= 6,12, p = 0,05 (Gréfico 16). O pos-
teste identificou aumento da banda delta nos 7°, 14°, 21° e 35° dPOs enquanto
0s animais andavam na esteira. Em relacdo a banda theta também houve um
aumento dos valores durante o treinamento nos 7°, 14° e 21° dPOs. E, por
outro lado, a poténcia da banda beta foi menor nas sessdes de treino nos 7° e
21° dPOs.

De uma maneira geral, as diferencas encontradas na atividade
eletrofisiolégica durante o andar livre (no campo aberto) e o andar imposto (na
esteira) ocorreram, principalmente, até o 21° dPO. Interessantemente, até este
dia todos os animais (n = 6) foram registrados durante o treinamento na esteira
com o dispostivo auxiliar ou com o auxilio manual. A partir do 28° dPO, alguns
animais (n = 3) puderam ser treinados sem estes suportes, devido a melhora

motora atingida. Este fato pode, possivelmente, ter influenciado nos resultados
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Grafico 14 - Poténcia média da banda delta do grupo treinado andando no campo aberto ou

na esteira. Os valores da obtidos a partir dos dados da esteira séo estatisticamente maiores do
que os do campo aberto nos 7°, 14°, 21° e 35° dPOs.



142

40
o
>
=
N
@
3 —&—CAMPO
s ABERTO
S 16 ESTEIRA
o
[
:G_)‘
o 8
o
0 T T T T T T T T T 1

9POI 5 7 14 21 28 35 42 49 56
Dias poOs-operatorios

Grafico 15 - Poténcia média da banda theta do grupo treinado andando no campo aberto ou
na esteira. Os valores da obtidos a partir dos dados da esteira sdo estatisticamente maiores do
que os do campo aberto nos 7°, 14° e 21° dPOs.

=ii—CAMPO
ABERTO

ESTEIRA

Poténcia Média (mV?)

O T T T T T T T T T 1
9POI 5 7 14 21 28 35 42 49 56
Dias p6s-operatorios

Grafico 16 - Poténcia média da banda beta do grupo treinado andando no campo aberto ou na
esteira. Os valores da obtidos a partir dos dados da esteira sdo estatisticamente menores do
que os do campo aberto nos 7° e 21° dPOs.
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5.6. Analise histologica e imunohistoquimica

5.6.1. Encéfalo

Apos a perfusdo dos animais no 57° dPO, os encéfalos foram
removidos de forma cuidadosa para minimizar as chances de o tecido
encefélico ficar acoplado ao cranio ou de entortar os fios da matriz de micro-
elétrodos, o que prejudicaria a histologia desse material. Na figura 39 nota-se o
local de implante da matriz com leve afundamento do tecido cortical. A partir da
figura 40, que apresenta a matriz de micro-elétrodos acoplada ao cranio, pode-
se dizer que houve preservacao da posicao dos fios em fileiras. Também pode
ser notada a presenca de Gelfoam® ao redor da matriz, que foi colocado antes
da fixagdo do implante com a supercola instantdnea de cianoacrilato,

protegendo o tecido encefélico.

Figura 39 - Vista superior do encéfalo de rato retirado ap6s a perfusdo (A). Aproximacao da
imagem para visualizacdo do local de implante da matriz delimitado pelo quadrado preto (B).
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A

Figura 40 - Vista inferior do cranio com a matriz de micro-elétrodos ap6s a remocao do
encéfalo (A). Aproximagao da imagem permite a visualizagdo dos 31 fios, sendo que somente a
primeira fileira do lado direito da foto possui trés fios e as outras sete fileiras possuem quatro
fios (B). E possivel observar a afiacio da ponta de cada um dos fios em formato de bisel.

Os encéfalos foram cortados em um micrétomo, com 30 pum de
espessura, e corados com hematoxilina-eosina para verificar a posicdo dos
micro-elétrodos. A figura 41 mostra trés cortes coronais do encéfalo com suas
imagens, aproximadamente, correspondentes do atlas de Paxinos e Watson
(2007). A partir da histologia constatou-se o posicionamento correto da matriz
de micro-elétrodos no coértex sensoério-motor primario. A figura 42 mostra os
rastros de quatro micro-elétrodos em detalhe, sendo uma aproximacéo do corte

histoldgico apresentado na figura 41B.
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Figura 41 - Cortes coronais (30 pm de espessura) do encéfalo do rato, corados com hematoxilina-eosina, com suas imagens aproximadas do atlas de
Paxinos e Watson (2007). Corte com posi¢do cerca de 2,04 mm rostral ao Bregma com a indicacdo (setas) de quatro micro-elétrodos, que atingem
principalmente o cértex motor primério (A). Corte com posicao cerca de 0,60 mm caudal ao Bregma com a indicagéo (setas) de quatro micro-elétrodos,
que atingem principalmente o cArtex motor primario e somestésico priméario correspondente a area de membros posteriores (B). Corte com posi¢ao cerca
de 1,72 mm caudal ao Bregma com a indicacdo (setas) de dois micro-elétrodos, que atingem principalmente o cértex somestésico primario
correspondente a area de membros posteriores e ombro (C). M1: cortex motor primario; M2: cértex motor secundario; MP: membro posterior; MA:
membro anterior; S1: cértex somestésico primario. Barra de escala 500 ym.
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Figura 42 - Corte coronal (30 um de espessura) do encéfalo do rato na regido do cortex
sensoério-motor, corado com hematoxilina-eosina. As setas indicam rastros dos quatro micro-
elétrodos correspondentes as fileiras no sentido latero-lateral. Barra de escala 200 pm.

5.6.2. Medula espinhal

Além dos encéfalos, as medulas espinhais dos ratos foram
coletadas apods a perfusdo. A figura 43 mostra o segmento de trés centimetros
de medula espinhal de um animal sham, sendo possivel notar a sua integridade

macroscopicamente.

Figura 43 - Trés imagens da medula espinhal de um animal sham. Vista dorsal do segmento
de trés centimetros coletados (A). Aproximacao da imagem para visualizagao da integridade da
linha que divide as colunas dorsais, indicada pela seta vermelha (B). Vista lateral da medula
espinhal sem alteracdo da sua espessura (C).

Apos a lesdo, a regido em que a haste de impacto tocou a

medula espinhal é facilmente identificada (Figura 44). Uma perda de tecido
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medular € mostrada por meio de uma transparéncia e achatamento da
estrutura anatdbmica nas vistas dorsal (Figura 44A e 44B) e lateral (Figura 44C

e 44D).

Figura 44 - Medula espinhal de um animal lesado em vista dorsal (A, B), com perda de
continuidade da linha de separagdo das colunas dorsais e em vista lateral (C, D) com visivel
achatamento em uma extenséo de, aproximadamente, um centimetro.

5.6.2.1. Morfometria

Para analise morfométrica da medula espinhal de todos os
animais do experimento foram utilizados sete cortes transversais de 14 um de
espessura imunomarcados para NeuN. Os valores das areas em um? de toda a
medula, das substancias cinzenta e branca residuais e da lesdo puderam ser

obtidos a partir do software Axion Vision 4.8 (Carl Zeiss), como demonstrado
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na figura 45. Os animais do grupo sham apresentaram preservacao
morfolégica da estrutura medular, ou seja, a integridade das substancias

branca e cinzenta foi mantida apés a cirurgia sham (Figura 45A).

= ME: 2544252,64 um?

AL: 125558,22 um?

l : . SC: 367587,09 um?

- SC: 1101266,97 pm? SC: 8637,55 pm?

A — B
Figura 45 - Cortes transversais de 14 um da medula espinhal de um animal sem leséo (A) e
com lesdo (B), marcados para NeuN. As areas da medula espinhal total (ME), da substancia
cinzenta (SC) e de lesdo (AL) foram delimitadas por linhas pretas. A area da substancia branca
foi obtida por meio da subtracdo da area total da medula espinhal pelas areas de substancia
cinzenta e lesédo. Barra de escala 200 pum.

Por outro lado, os animais lesados apresentaram diversas
alteracdes morfoldgicas (Figura 45B e 46). A proporcao da area de lesdo para
cada corte foi calculada da seguinte maneira: (somatéria das areas de lesdo
em um corte x 100) / area total da medula espinhal. O epicentro da leséo foi
definido como o corte histolégico da medula espinhal que apresentou maior
proporcdo de area de lesdo. A analise morfométrica mostrou que ndo houve
diferenca significativa do tamanho da les&o para os grupos lesados (Fi 11 =
0,56, p = 0,47), confirmando consisténcia da lesdo por contusdo causada pelo

NYU-Impactor (Figura 46 e Grafico 17).
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Figura 46 - Sete cortes transversais (de 14 pm de espessura, imunomarcados para NeuN) da medula espinhal de um animal de cada grupo com suas
imagens aproximadas do atlas de Watson e colaboradores (2009). Os cortes foram centrados no epicentro da lesdo, 0 cm, e a analise morfométrica foi
realizada até 1,2 cm rostral e caudal ao epicentro. Essa distancia compreende segmentos toracicos (aproximadamente T5, T7, T9, T11 e T13) e lombares
(aproximadamente L3 e L5). Barra de escala 200 uym para as fotos e 1 mm para as figuras do atlas.
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Grafico 17 - Distribuicdo da area de lesdo em sete cortes transversais da medula espinhal no
sentido rostro-caudal, sendo o epicentro correspondente ao corte com maior proporcao de area
de lesdo. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos lesados.

Alguns aspectos caracteristicos da lesdo puderam ser
observados como demonstrado na figura 47, entre eles, as cavidades cisticas e
perda da estrutura tecidual geral, que pode ser notada tanto na substancia
branca como na cinzenta no epicentro da lesdo e ainda em muitos milimetros
rostrais e caudais ao epicentro. As grandes cavidades cisticas foram notadas
em regides que eram ocupadas anteriormente por substancia cinzenta. O
tecido residual apresentou uma coloragéo mais clara, e zonas de microcistos e
areas de desmielinizacdo parcial ficaram evidentes. Em alguns cortes
histol6gicos uma pequena regido de substancia cinzenta ficou preservada nos

cornos dorsais.
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Figura 47 - Corte transversal da medula espinhal com lesdo, 14 um de espessura,
imunomarcado para NeuN, com as setas indicando as alteracdes morfologicas, tais como:
> grande cavidade cistica, =% microcistos, =—» regido de substéncia cinzenta
parcialmente preservada no corno dorsal. Também pode ser identificada area de substancia
branca preservada ( =—> ). Barra de escala 200 um.

5.6.2.2. Contagem de neurénios

Os neurdnios que foram contados precisavam estar presentes
no corno ventral da medula espinhal, como demonstrado na figura 48. Embora
o NeuN seja um marcador principalmente de nucleo neuronal, foi possivel
observar também a marcacdo dos corpos e dos processos dos neurdnios
(Figura 48). Deste modo, os neurbnios considerados para contagem
precisavam ter no minimo 15 pym de didmetro, tamanho considerado por
Chopek e Gardiner (2010) para contagem de motoneurbnios cujos corpos
foram corados. Apesar de alguns neurbénios que s6 tivessem o nucleo corado
ndo terem entrado para a contagem (subestimacao do valor real de neurdnios),
o didmetro de 15 ym foi determinado na tentativa de somente selecionar os

motoneurdnios e excluir interneurdnios também presentes no corno ventral.
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Figura 48 - Corte transversal (14 um de espessura, imunomarcado para NeuN) da medula
espinhal de um animal sham, no nivel de L5. Em cima, delimitacdo da &rea do corno ventral
considerada para contagem dos neurdnios. A delimitac&o foi feita por uma linha que passa logo
abaixo do canal central, indicado pela seta. Barra de escala 200 pm. Em baixo, ampliacdo de
uma &rea de dentro do corno ventral, mostrando os detalhes dos neurdnios. Nucléolo, nucleo,
corpo e processos podem ser identificados a partir da coloracdo marrom escura. Barra de

escala 50 pm.

A contagem de neurdnios foi realizada em 15 cortes

histologicos de cada animal (TR com n =5, CTL n = 6 e sham com n = 4),



153

sendo cinco de cada regido da medula espinhal: rostral a lesdo, no foco da
lesédo e caudal a lesdo (Grafico 18). No segmento rostral a lesdo ndo houve
diferenca estatistica significativa do namero de neurdnios do corno ventral
entre os grupos (F19 = 1,97, p = 0,36), sendo a média para o sham de 13,05 (x
2,61), para o TR de 10,32 (+ 1,5) e para o CTL de 9,63 (+ 2,76) (Grafico 19).
No foco de lesdo houve uma reducéo significativa do nimero de neurénios dos
animais lesados em relagdo aos animais do grupo sham (F1 9 = 3,69, p = 0,04),

mas nao houve diferenca entre os controles e os treinados (F19 = 1,09, p =

0,32).
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Gréafico 18 - Distribuicdo do nimero de neur6nios em 15 cortes histolégicos no sentido rostro-
caudal. H& diminuicao significativa do numero de neurdnios dos grupos lesados em relacdo ao
grupo sham nos cortes ao redor do epicentro de lesé@o (*p = 0,004).

O gréfico 19 mostra também um menor nimero de neurdnios
no segmento caudal a leséo para o grupo CTL quando comparado com o0s
grupo sham e TR (F19 = 5,57, p = 0,018), os quais apresentaram,

aproximadamente, a mesma quantidade de neurdnios (sham: 26,8 = 2,34; TR:
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26 + 3,99). Outro resultado que p6de ser observado, por meio dos dados do
grupo sham, foi o aumento do niumero de neurdnios de acordo com o0 segmento
da medula espinhal no sentido rostro-caudal. Esse resultado era esperado,
uma vez que 0s segmentos lombares apresentam intumescéncia com grupos
de motoneurdnios relacionados aos musculos quadriceps e adutores (nivel L2-

L3), glateos e isquiostibiais (nivel L4-L5).
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ROSTRAL CENTRAL CAUDAL
Posicdo da medula espinhal em relagdo aleséo

Grafico 19 - Distribuicdo do nimero de neurdnios no corno ventral de acordo com o segmento
da medula espinhal em relacdo a lesdo medular. Houve diminui¢éo significativa do nimero de
neurdnios na regido central da lesdo para os grupos treinado e controle quando comparados
com o grupo sham (**p = 0,004). E no segmento caudal a lesdo houve uma diminuigédo
significativa do nUmero de neurdnios para o0 grupo controle em relagdo aos grupos treinado e
sham (*p = 0,018).

5.7. Correlacbes

A correlacdo dos dados do volume de lesdo foi feita com: o

comportamento motor (escala BBB e escada horizontal), considerando todos
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0s animais lesados; e o comportamento de dor neuropatica (alodinea,
hiperalgesia mecanica leve e hiperalgesia mecanica intensa), considerando os
dados de cinco animais de cada grupo com lesdo (animais que apresentaram
respostas na avaliacdo de dor). Os valores do volume de lesédo de cada animal
foram obtidos a partir da somatoria das proporcdes das areas de lesdo dos
sete cortes analisados morfometricamente. Vale lembrar que o célculo das
proporcdes considera a area total da medula espinhal de cada corte. Os
resultados do comportamento motor (escala BBB) também foram
correlacionados com os de dor neuropatica.

Todos os coeficientes de correlacdo foram realizados com os
valores da Ultima avaliacdo (realizadas no 56° dPQO). Esta analise foi feita a
partir de uma funcdo do MATLAB, que calcula o coeficiente de correlagdo e seu
respectivo valor de significancia. Os valores dos coeficientes foram
interpretados da seguinte maneira: entre 0 e 0,3 — fraca correlagéo; entre 0,31
e 0,7 — correlacdo moderada; e entre 0,71 e 1,0 — forte correlagcédo (Triola,
1999).

Uma correlacdo negativa moderada foi encontrada entre o
volume de lesdo e as avaliagbes comportamentais motoras (Grafico 20).
Quanto maior a lesdo do animal, menor a pontuacdo da escala BBB (r = -
0,558, p = 0,048) e menor a porcentagem de acertos na escada horizontal (r = -
0,673, p = 0,012). Esse dado indica que quanto mais tecido for preservado,

melhor podera ser a recupera¢cao motora do animal.
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Grafico 20 - Correlagdo negativa moderada entre o volume de lesédo e as avaliagbes motoras:

“

escala BBB e escada horizontal, com os valores de “r” indicados, sendo ambas as correlacfes
significativas (p = 0,048 e p = 0,012, respectivamente).

Na correlacao feita entre o volume de lesédo e as pontuacoes
(em porcentagem) das avaliagbes de dor (Grafico 21), verificou-se forte
correlacao positiva para hiperalgesia intensa (r = 0,825, p = 0,003) e moderada
para hiperalgesia leve (r = 0,604, p = 0,065) e alodinea (r = 0,507, p = 0,135),
sendo estas duas ultimas néo significativas. Portanto, pode-se dizer que quanto

maior a lesdo, maior a dor a um estimulo mecénico intenso.

100
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Alodinea Hiperalgesia leve Hiperalgesia intensa
Grafico 21 - Correlagdo positiva moderada entre o volume de lesdo e alodinea e hiperalgesia
mecanica leve, com os valores de “r’ indicados. E forte correlagdo positiva entre o volume de
les@o e hiperalgesia mecénica intesa, sendo estatisticamente significativa (p = 0,003).

Quando analisados os dados da pontuacéo da escala BBB e
de dor (Gréfico 22), encontrou-se forte correlacdo negativa para alodinea (r = -

0,71, p = 0,022) e hiperalgesia intensa (r = - 0,71, p = 0,0215); e moderada néo
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significativa para hiperalgesia leve (r = - 0,438, p = 0,205). Os animais que
apresentaram melhor recuperacdo motora foram aqueles que o nivel de dor a

um estimulo tatil ou nocivo intenso foi mais baixo.
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Alodinea Hiperalgesia leve Hiperalgesia intensa
Grafico 22 - Correlacdo negativa moderada entre ocomportamento motor e hiperalgesia
mecéanica leve. E forte correlagdo positiva entre o comportamento motor e alodinea e
hiperalgesia mecanica intesa, com os valores de “r’ indicados (p = 0,022 para ambas as

correlagdes).

5.8. Regressoes

Os dados eletrofisioldgicos também foram analisados de forma
conjunta com a escala BBB. Isto é, foi investigada a variacdo do
comportamento motor (definido pelas pontuacdes da escala BBB) em funcéo
das variacBes da atividade cortical (representada pelos espectros de poténcia
das bandas de frequéncia). Para isso foi feita uma regressao linear multipla dos
dados dos grupos treinado e controle.

Nesta analise assume-se que existe uma relagéo linear entre
uma variavel “Y” (a variavel dependente) e “k” variaveis independentes. Neste
trabalho, as pontuagbes da avaliacdo motora foram consideradas como
variaveis dependentes e as poténcias médias das bandas de frequéncia delta e
beta foram consideradas como variaveis independentes. As variaveis

independentes sdo também chamadas variaveis explicativas ou regressores,
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uma vez que sao utilizadas para explicarem a variagcao de “Y”. Ou podem ser
chamadas ainda de variaveis de predicdo, devido a sua utilizacdo para se
predizer “Y”.

Para a regresséo, a banda theta n&o foi considerada, pois trés
dos critérios de selecdo dos canais a partir dos espectros de poténcia foram
elaborados com base nos parametros desta banda, de modo que ela acabou
sendo definida como uma variavel com relacao invariante entre 0os grupos, no
que diz respeito a influéncia dela na variacdo da pontuacdo da escala BBB.
Além disso, quando foi feita a analise das poténcias médias, a banda theta foi a
Gnica qua ndo apresentou tendéncia a diferencas entre os grupos treinado e
controle. Deste modo, a analise de regressdo foi realizada na tentativa de
entender o quanto a poténcia delta e beta explicam o desempenho motor
apresentado pelos animais lesados ao longo do tempo (foram considerados os
dados de todas as avaliagdes apos a lesao).

O resultado da regresséo feita para o grupo controle foi
significativo (R? = 0,813; p = 0,001), mostrando que o aumento da poténcia da
banda delta contribui para desempenho motor apresentado pelo grupo controle
(p = 0,0004), enquanto que a banda beta ndo (p = 0,272). Para o grupo
treinado, o resultado da regressdo também foi significativo (R*> = 0,903; p =
0,001), sendo encontrado o comportamento oposto do grupo controle, ou seja,
o aumento da poténcia banda beta contribui significativamente para o
desempenho motor dos animais que treinaram na esteira (p = 0,0001), e a
banda delta ndo interfere no desempenho deste grupo (p = 0,262). O grafico 23

mostra a evolucdo da pontuacdo na escala BBB e das poténcias das bandas
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delta e beta ao longo do tempo para ambos 0s grupos, sendo possivel observar

os resultados encontrados.
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Grafico 23 - Aumento da banda beta (B) para o grupo treinado e aumento da banda delta (5)

para o grupo controle contribuem para o desempenho motor observado nestes grupos. As
areas sombreadas correspondem ao erro padréao.

O grafico 24 apresenta trés imagens tridimensionais (com as
variaveis: pontuagdo da escala BBB, poténcia da banda delta e poténcia da
banda beta), em diferentes posi¢cdes, que correspondende as regressoes
propriamente ditas, para ambos 0s grupos, mostradas conjuntamente. A partir

deste gréfico pode ser identificada uma area de intersec¢cdo dos grupos. Esta
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area corresponde aos valores das primeiras avaliagcdes apos a lesdo medular,
qguando as pontuacdes da escala BBB séo baixas para ambos os grupos. Neste
grafico fica claro que a poténcia delta contribui para o desempenho motor do
grupo controle e que a banda beta contribui para o desempenho motor do
grupo treinado.

A andlise de regressdo também foi feita para os dados
coletados durante o treinamento na esteira, havendo uma repeticdo do
resultado encontrado no campo aberto. O resultado obtido nesta analise
também foi significativo (R> = 0,867, p = 0,002). Durante o exercicio ha
aumento da poténcia da banda beta na atividade cortical (p = 0,007) que
influencia o desempenho motor dos animais treinados. A banda delta, por sua
vez, ndo apresenta alteracdes e, portanto, ndo contribui para 0 comportamento

motor deste grupo (p = 0,702).
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Grafico 24 - Representacdo gréafica da regresséo dos valores da pontuagdo da escala BBB em funcdo das poténcias das bandas delta e beta para os
grupos treinado e controle. Cada ponto corresponde aos resultados de um dia de avaliacdo apés a lesdo medular, havendo, portanto, 11 pontos para
cada grupo (nem todos sao identificados nesta figura devido a posi¢éo deles no espaco tridimensional). H4 aumento da poténcia delta conforme aumenta
a pontuacdo da escala BBB para o grupo controle e ndo ha relacdo desta banda de frequéncia com o comportamento motor do grupo treinado (A). Ha
interseccdo da regressdo dos grupos em pontos que os valores da escala BBB séo baixos (B). H4 aumento da poténcia beta conforme aumenta a
pontuacao da escala BBB para o grupo treinado e ndo hé relacdo desta banda de frequéncia com o comportamento motor do grupo controle (C).
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6. DISCUSSAO

O objetivo principal do tratamento de individuos lesados
medulares € promover a recuperacdo funcional, visando uma maior
independéncia e, consequentemente, melhor qualidade de vida. Deste modo,
estudos experimentais sdo de grande importancia na tentativa de mimetizar as
implicacdes clinicas da lesdo medular, entender melhor os mecanismos
envolvidos nesta lesdo e tracar estratégias terapéuticas mais eficazes.

A maioria das lesdes medulares em humanos envolve dano
tecidual devido a rapidos movimentos da coluna vertebral com impacto 6sseo
contra a medula, assim como o modelo de contusdo medular em ratos (Basso,
2000; Vialle et al., 2002; Basso et al., 2002; lanotti et al., 2004; Singh et al.,
2011) que possibilita um controle do grau da lesdo com reprodutibilidade
consistente (Basso et al., 1995). Este fato € relevante, uma vez que a
identificacdo de protocolos de tratamento € de grande necessidade, exigindo o
uso de modelos experimentais padronizados que possam ser comparados em
relacéo a diferentes tipos de abordagens terapéuticas.

Dentre as varias alteracbes decorrentes da lesdo medular, a
perda de peso tem sido relatada como uma alteracdo de rapida instalacao
(Erschbamer et al., 2006; Baastrup et al., 2010; Ramsey et al., 2010).
Corroborando com os resultados apresentados na literatura, neste trabalho os
animais submetidos a lesdo medular moderada apresentaram perda de peso
no primeiro dia apds o trauma. De acordo com Ramsey e colaboradores

(2010), a perda aguda (primeiro e segundo dia apds a lesédo) de peso resulta
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principalmente da diminuicdo de ingestdo de agua e comida. Nos dias
seguintes, uma rapida e progressiva atrofia dos musculos dos membros
posteriores também comeca a contribuir para perda de peso.

O comportamento motor e sensorial em modelos experimentais
apos a LM por contuséo sofre diversas alteracdes que podem ser quantificadas
a partir de escalas padronizadas e testes especificos, tais como: resposta
reflexa, analise de pegadas, cinematica (Kunkel-Bagden et al.,1993), escala
BBB (Basso et al., 1995), atividade exploratéria em campo aberto (Metz e
Whishaw, 2000), von Frey Hair Test (Hutchinson et al., 2004; Kloos et al.,
2005), grid walking (Ma et al., 2001; Erschbamer et al., 2006; Bigbee et al.,
2007), eletromiografia (Bolton et al., 2006), escada horizontal (Cummings et al.,
2007; Girgis et al., 2007; Ahmed et al., 2011), entre outros (para revisdo ver
Sedy et al., 2008).

A escala BBB e a escada horizontal foram utilizadas para
verificar o desempenho sensorio-motor dos animais no decorrer de 56 dias
pés-operatorios. A escala BBB mostrou-se precisa e detalhada em relagdo aos
aspectos motores envolvidos na lesdo medular, sendo confiavel na
quantificacdo da recuperacdo motora do modelo experimental utilizado. O
grupo sham apresentou pontuacdo maxima da escala desde o primeiro dia pos-
operatorio, demonstrando que o procedimento cirdrgico sem a LM n&o causa
comprometimento motor. Na escada horizontal, este grupo também manteve
um bom desempenho ao longo do experimento, apresentando poucas ou
nenhuma escorregada ao atravessar a escada tanto antes como apos a
cirurgia. sham de lesdo medular. Deste modo, pode-se afirmar que as

alteracbes no comportamento sensorio-motor observadas nos animais dos
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grupos controle e treinado foram exclusivamente provenientes da lesdo por
contusado e nao do procedimento cirdrgico para realizar a lesao.

O grupo controle apresentou uma recuperacdo motora no
decorrer dos dias sem ter sido submetido a qualquer tipo de treinamento. Este
dado indica que existe uma recuperacdo espontanea apds a lesdao medular
experimental. Isto j& foi descrito por Kim et al. (2006), ao afirmarem que algum
grau de recuperacao funcional pode ser observado sem intervencfes. Esta
recuperacdo é mediada por uma reorganizacdo estrutural do sistema motor
residual. A remodelacdo compensatdria pode ocorrer em multiplos niveis
neurais, incluindo cortex motor, tronco cerebral, centros motores espinhais e
tratos motores supra-espinhais descendentes (Hulsebosch, 2002; Bareyre,
2008).

Dietz e Curt (2006) disseram que apesar de existir uma
recuperacao espontanea, ela é retardada pela habilidade limitada do sistema
nervoso central dos mamiferos em restabelecer conexdes neuronais
funcionais. Isto estd de acordo com o0s nossos dados, uma vez que a
pontuagcédo atingida na escala BBB no 35° dPO pelos animais controles foi a
mesma apresentada pelos animais treinados ja no 14° dPO. No entanto, do 7°
até o 28° dPOs houve uma melhora importante do grupo controle, seguida por
praticamente uma estabilizacdo. Um platdé da pontuacdo da escala BBB ja foi
notado também em diferentes trabalhos quando os animais ndo séo
submetidos a alguma estratégia terapéutica, ou até mesmo quando sé&o
submetidos a um tratamento ineficaz (Loy et al., 2002; Basso et al., 2002;

Houle e Tessler, 2003; Kloos et al., 2005; Erschbamer et al., 2006).
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Em relacdo a avaliacdo proprioceptiva na escada horizontal,
Cummings et al. (2007) mostraram que ela é capaz de discriminar niveis mais
finos de recuperacdo motora do que as avaliacbes em campo aberto. Os
animais lesados arrastaram 0s membros posteriores durante a primeira
semana depois da lesdo e apds este periodo comecaram a posicionar as patas
nos filetes de ferro ou entre eles. Apesar de alguns trabalhos, que adotaram
diferentes tratamentos, ndo terem identificado diferencas entre os grupos
tratados e os controles (Erschbamer et al., 2006; Girgis et al., 2007; Pereira et
al., 2009), o treinamento na esteira realizado neste estudo proporcionou uma
melhor interacdo entre 0os componentes motores e sensoriais, induzindo uma
resposta mais adequada dos animais treinados no desempenho desta
avaliacao.

Girgis e colaboradores (2007) acreditam gue 0s animais que
sdo treinados a realizar uma tarefa motora apos a lesdo medular apresentam
melhora especifica no desempenho dessa tarefa, mas ndo de outra tarefa que
exija um comportamento motor semelhante. Esses autores ainda comparam 0s
seus resultados com tratamento de pacientes lesados medulares incompletos
que treinam andar para frente, e quando sédo testados a andar para tras,
apresentam pior desempenho do que pacientes que nao treinam nada,
mostrando novamente melhora especifica da tarefa treinada.

Os animais treinados apresentaram uma melhora no
desempenho da tarefa na esteira, identificada pela diminuicdo progressiva de
auxilios fornecidos durante o treinamento. Além disso, a atividade fisica
proposta mostrou que também €& capaz de promover tanto melhora no

comportamento motor geral (escala BBB), como em uma tarefa motora mais
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refinada (escada horizontal), ndo sendo um treinamento que impd&e limitacdes
na recuperacao. Este tipo de estratégia terapéutica deve ser adotado quando
pensamos em pacientes com comprometimentos motores. E preciso sempre
otimizar as informacfes sensoriais e motoras durante um programa de
reabilitacdo, para que resultados benéficos sejam atingidos, de forma a
aumentar a independéncia e, consequentemente, a qualidade de vida do
individuo lesado medular.

A medula espinhal possui uma extensa capacidade de
aprender novas tarefas motoras, como dar passos com descarga peso, na
auséncia de aferéncias supra-espinhais (Bigbee et al., 2007). Segundo Dietz e
Harkema (2004), input sensorial adequado durante o treinamento €& de
importancia critica para alcancar um output motor eficaz da circuitaria neuronal
espinhal residual. A interacdo entre informacfes sensoriais especificas com o
CPG é essencial para uma locomocao de sucesso apds a LM. Com isso,
acreditamos que o treinamento na esteira pode ativar as redes neuronais por
meio de input sensorial fornecido, principalmente nas sessdes iniciais, quando
o treinamento foi realizado com auxilio de um dispositivo ou auxilio manual.

O dispositivo auxiliar, utilizado nos treinamentos dos animais
deste trabalho logo apdés a LM, realizava os movimentos dos membros
posteriores de forma padronizada, mantendo ritmicidade, coordenacdo e
amplitude de movimento a cada ciclo da marcha. Quando os animais
comegaram a apresentar movimentos dos membros posteriores, eles nédo se
adequavam mais ao treinamento com o dispositivo auxiliar, sendo necessaria a
realizacdo do treinamento com auxilio manual até que eles se tornassem

independentes.
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Nos dias de hoje, muitos trabalhos tém feito uso de auxilio
robdtico durante o treinamento na esteira com suporte de peso tanto em
humanos (Winchester et al., 2005; Duschau-Wicke et al., 2010; Hussain et al.,
2011), como em modelos animais (Fong et al., 2005; Cai et al., 2006; Lee et al.,
2011). Neste tipo de treinamento ndo ha assisténcia manual do terapeuta ou
experimentador. Segundo Lee e colaboradores (2011), o treinamento robotico
executa padrées de movimentos rigidos dos membros, o que pode ser
vantajoso na geracao de padrbes precisos de input sensorial que sao criticos
para o aprendizado da marcha apdés a lesdo medular.

Por outro lado, os mesmos autores reforcam a idéia de que o
auxilio manual permite a variabilidade do movimento dos membros durante as
passadas e o terapeuta pode ajustar a quantidade de auxilio durante o
treinamento, o que pode encorajar um maior esforco para gerar uma marcha
mais independente. A variabilidade da cinematica e a participacdo ativa sdo
consideradas promotoras do aprendizado motor e reabilitacdo (Duschau-Wicke
et al., 2010). O protocolo de treinamento adotado neste trabalho abordou as
duas estratégias mencionadas e provou ser eficaz na recuperagdo funcional
dos animais treinados, que ao final do experimento mostraram aprendizado
motor.

A partir do estudo de Duschau-Wicke et al. (2010) pode-se
dizer que o programa de reabilitacdo adotado no nosso trabalho (com
diminuicdo progressiva da quantidade de auxilio fornecida), talvez seja o
melhor para individuos com lesédo medular. Eles sugerem que o treinamento
roboético pode ser mais eficaz para pacientes com lesfes mais graves, que

estdo no inicio do programa de reabilitacdo e pode ndo ser o ideal para
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pacientes que estejam em uma fase mais adiantada da recuperacdo. Os
autores ressaltam ainda, que aqueles pacientes que estao na fase de transicao
requerem um suporte fisico durante o treinamento. Este fato reforca a idéia de
gue avaliar e comparar 0 comportamento sensorio-motor dos animais treinados
com o0s animais controles deste trabalho pode ajudar no entendimento dos
mecanismos envolvidos na lesdo medular e no processo de reabilitacédo,
podendo trazer beneficios aos pacientes que se encontram nesta condi¢ao

Liebermann et al. (2006) afirmam que a recuperacédo funcional
ap6s uma lesdo ou doenca depende de diversos fatores, tais como a
frequéncia, a duracéo e a intensidade de esforco oferecido pela reabilitacdo e
nao somente do tipo de treinamento que é realizado. De Leon e colaboradores
(2011) mostraram isso em um trabalho feito com ratos lesados medulares que
foram submetidos ao treino na esteira com 100 passos ou 1000 passos. Para
eles ficou evidente que as melhorias na marcha (maior descarga de peso
principalmente) do grupo treinado com 1000 passos ocorreram devido a maior
intensidade de treino.

N6s também pudemos observar isso ao comparar 0S
resultados obtidos neste trabalho com um anterior feito pelo nosso grupo, no
qual os animais tinham que subir e descer uma rampa durante 12 minutos.
(Miranda et al., 2010). O treino foi realizado duas vezes na semana por cinco
semanas. Uma melhora funcional de ratos lesados apods treinamento motor foi
observada em comparacdo ao grupo controle (sem exercicio). Apesar de os
animais terem atingido uma pontuacdo maior do que 0s controles na escala
BBB, principalmente no inicio do experimento, a diferenca néo foi significativa

no final do experimento. Quando esses dados sdo comparados com os dados
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dos animais treinados no presente trabalho, ha uma recuperacdo motora
superior do grupo treinado na esteira. Isso nos mostra que apesar do
treinamento motor influenciar de forma importante na recuperacéo funcional do
animal logo apos a lesdo, é necessario que ele seja realizado de maneira
eficiente, levando em consideracédo a frequéncia, intensidade e duracao, para
atingir uma melhora continua a longo prazo.

Além do comportamento motor, a evolucao da dor neuropética
e térmica apds o procedimento de lesdo foi avaliada por meio de dois testes,
von Frey Hair Test e Hargreaves, respectivamente. Diferentes metodologias
estdo descritas na literatura para avaliar dor apos lesdo medular experimental
por meio do von Frey Hair (Drew et al., 2004; Hutchinson et al., 2004; Kloos et
al., 2005; Zhang et al., 2005; Gwak et al., 2006; Gwak et al., 2008), tais como:
uso dos monofilamentos em ordem crescente; ou em ordem decrescente; ou
inicio no monofilamento intermediario e dependendo da resposta do animal, o
proximo monofilamento a ser utilizado pode ser de didmetro maior ou menor;
ou até mesmo, o uso de somente um monofilamento. Além da ordem em que
os monofilamentos sao usados para dar o estimulo, a quantidade de vezes, o
local exato em que se deve aplicar o estimulo, e as respostas dos animais
(retirada, lambida ou chacoalhada da pata, vocalizacdo, andar, morder o
monofilamento) também s&o apresentados de formas diferentes. Este fato
dificulta a comparacéao dos dados obtidos entre as diferentes pesquisas.

A metodologia adotada no nosso trabalho para avaliar a dor
neuropatica foi usar trés monofilamentos que indicam a presenca de alodinea,
hiperalgesia mecanica leve e hiperalgesia mecanica intensa (Takasaki et al.,

2001). Vale ressaltar que para avaliar dor abaixo do nivel de lesdo é preciso
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utilizar meétodos que levem em consideracdo o substrato neuronal
supostamente envolvido neste tipo de dor. Isto €, acredita-se que a dor abaixo
do nivel de lesdo possua componentes tanto espinhais, como supra-espinhais
(Bennet et al., 2000; Hulsebosh, 2002; Yezierski, 2005; Baastrup et al., 2010).
Deste modo, as avaliagbes de dor precisam incluir a observacdo de
comportamentos para ambos os componentes. O método utilizado neste
trabalho considera a presenca de dor por alteracdes na medula espinhal
(retirada da pata) e em segmentos supra-espinhais (lambida da pata).

Devido aos estimulos terem sido aplicados nas patas
posteriores (abaixo do nivel de lesdo), a obtencédo de respostas foi dificultada,
uma vez que os animais perdem os movimentos dos membros posteriores logo
apos a LM. Deste modo, os dados anteriores a lesdo sé puderam ser
comparados com os resultados das trés ultimas avaliacbes realizadas no
experimento, correspondentes aos 42° 49° e 56° dPOs. O grupo sham né&o
apresentou alteracdes aos estimulos tatil e mecanicos apds o procedimento
cirirgico sem a lesdo medular, indicando que as alteracdes encontradas nos
grupos lesados foram decorrentes da LM e do programa de reabilitacao.

O primeiro resultado observado nos animais lesados foi um
aumento da resposta dolorosa ao estimulo tatil, isto é, presenca de alodinea.
Este resultado esta de acordo com varios estudos que relataram aumento da
dor a um estimulo ndo nocivo apods a lesdo medular por contusédo (Hutchinson
et al., 2004; Kloos et al., 2005; Hulsebosch et al., 2009; Baastrup et al., 2010).
O treinamento realizado na esteira ndo influenciou na resposta a este estimulo,

de forma que os animais treinados néo diferiram dos controles.
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Por outro lado, os animais lesados treinados ndo apresentaram
hiperalgesia mecanica, diferentemente dos animais lesados controles. Ja foi
demonstrado que ha aumento da atividade elétrica dos neurdnios centrais
envolvidos nas vias de dor, em niveis espinhais e supra-espinhais apos a LM
(Bennet et al., 2000; Hulsebosh, 2002). Essas alteracbes podem ser causadas
diretamente pela lesdo na medula (excitacdo dos neurbnios espinhais de
projecdo e/ou morte de neurdnios inibitorios), ou indiretamente pelos efeitos
centrais patologicos (hiperexcitabilidade por deaferentacdo dos neurdnios de
ordem superior ou ativagcdo glial; Bedi et al., 2010). Intervencdes
neuroprotetoras que limitam a perda neuronal resultam na prevencdo ou no
inicio tardio dos comportamentos de dor (Yezierski, 2005). Deste modo,
acreditamos que o treinamento na esteira possa ter sido neuroprotetor,
evitando o surgimento de hiperalgesia mecanica.

Os diferentes resultados encontrados para alodinea e
hiperalgesia pode ser devido aos diferentes mecanismos envolvidos nestes
tipos de dor neuropatica. O estimulo para testar alodinea foi tatil (ndo nocivo —
sensacao epicritica) e o para testar hiperalgesia foi mecéanico (nocivo leve ou
intenso — sensacao protopatica), portanto, diferentes tipos de sistemas
somatossensoriais foram ativados inicialmente, o sistema coluna dorsal-
lemnisco medial (ativagéo de fibras de limiar baixo, altamente mielinizadas, do
tipo AB) e o antero-lateral (ativacdo de fibras de limiar alto, amielinicas, do tipo
C e/ou pouco mielinizadas, do tipo AS), respectivamente (Berger et al., 2011;
Woolf, 2011). Para entender como um estimulo ndo nocivo gera dor, é preciso

entender o mecanismo de sensibilizagdo central que ocorre apés a LM.
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A sensibilizacdo central € um dos fenbmenos mais relevantes
para a producdo de respostas anormais a estimulos nocivos e ndo nocivos, que
se estendem para além do foco de lesdo (Hulsebolsch et al., 2009;
Latremoliere e Woolf, 2009). Este fendmeno corresponde a potencializacdo do
estado funcional dos neurbnios e circuitos envolvidos nas vias nociceptivas,
causada por aumento da excitabilidade da membrana ou da eficiéncia
sinaptica, e/ou por reducdo da inibicdo (Hulsebolsch et al., 2009; Latremoliere e
Woolf, 2009).

A maioria das aferéncias sinapticas aos neurdnios € abaixo do
limiar, agindo subliminarmente devido a aferéncia sinaptica ser muito fraca ou
por a excitabilidade da membrana ser restringida por aferéncias inibitérias.
Com a sensibilizacdo central, as aferéncias subliminares se tornam
supraliminares, produzindo profundas mudancas nas propriedades sinapticas
funcionais (Hulsebolsch et al., 2009; Woolf, 2011). Perda de aferéncias pré-
sinapticas ocorre pela degeneracéo das fibras do tipo C na lamina Il de Rexed
e hd o aumento da capacidade de crescimento axonal intrinseco,
desencadeado pelas respostas regenerativas dos neuronios lesados. Essas
modificacdes fornecem um ambiente favoravel e bases moleculares para as
fibras do tipo AB “brotarem” das laminas Ill e IV para as laminas | e Il, fazendo
contato com o0s neurbnios nociceptivos-especificos. Assim sendo, as duas vias
sensoriais paralelas agora convergem, fazendo com que o estimulo téatil ndo
nocivo produza uma resposta dolorosa (Latremoliere e Woolf, 2009; Woolf,
2011).

Berger e colaboradores (2011) também descrevem que 0S

neurdnios espinhais do corno dorsal contém um circuito “silente” entre as fibras
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de baixo limiar (AB) e os neurbnios de projecao especificos de dor (fibras do
tipo C), que quando ativados, supostamente ‘tornam toque em dor’. Segundo
0S autores, a composicdo deste circuito ainda néo € totalmente conhecida. Os
resultados obtidos no presente trabalho mostram que o treinamento na esteira
pode néo fornecer os estimulos necessarios para modular esta via, uma vez
gue os animais treinados apresentaram alodinea apoés a lesdo, assim como o0s
animais controles.

Sabe-se que a LM traumatica causa uma diminui¢do do ténus
GABAérgico e glicinérgico na medula espinhal, em grande parte devido a
apoptose de interneurdnios inibitorios, resultando frequentemente em dor
neuropatica (Drew et al., 2004; Gwak et al., 2006; Gwak et al., 2008). J& foi
mostrado também que o treinamento na esteira é capaz de modular a inibicdo
mediada por GABA e glicina na medula espinhal adulta de gatos lesados
(Maier e Schwab, 2006). Além disso, Hutchinson e colaboradores (2004)
verificaram retorno da expressédo de BDNF ao nivel normal na medula espinhal
e normalizacdo ou aumento da expressdo de NT-3 no musculo séleo e na
medula espinhal em animais que foram treinados na esteira apés a LM. Os
autores atribuiram a diminuicdo de hiperalgesia abaixo do nivel de lesdo a
estes efeitos, uma vez que os animais ndo treinados ndo apresentaram estas
alteracdes na expressao dos fatores neurotroficos e apresentaram dor. Esses
estudos mostram que o treinamento na esteira realizado neste trabalho pode
ativar mecanismos moleculares necessarios para equilibrar 0s processos
sensoriais, que estdo envolvidos na geracao da hiperalgesia, resultando em

uma diminuicdo da mesma.
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Evidéncias de que um maior nivel de dor esta relacionado com
um pior desempenho motor foram encontradas, a partir da forte correlacao
negativa existente entre o comportamento motor e a dor neuropatica (alodinea
e hiperalgesia intensa) apresentada pelos animais lesados deste trabalho. Este
dado corrobora com o estudo de Ferguson e colaboradores (2006), no qual é
mostrado que um estimulo periférico incontrolavel (como por exemplo: choque
nao contingente, inflamacao) resulta em mas adaptacdes espinhais plasticas,
gue levam a sensibilizacdo central. Esta, por sua vez, limita a recuperacao
motora por gerar um déficit no aprendizado espinhal.

Em relacdo a avaliacdo da dor térmica, apesar de alguns
pesquisadores terem encontrado diminuicdo na laténcia da resposta ao
estimulo térmico apés a LM (Christensen et al., 1996; Hoschouer et al., 2010),
ndo foram encontradas alteracdes nas respostas dos animais no presente
trabalho nem apds as cirurgias sham e de lesdo medular propriamente dita e
nem apos o procedimento de reabilitacdo. Portanto, pode-se dizer que a dor
térmica nao contribui para o entendimento dos outros resultados obtidos neste
trabalho. Igualmente aos nossos dados, Maier e colaboradores (2009) nao
observaram diferencas nos limiares de dor térmica antes e apos a lesdo e nem
diferencas entre os grupos que foram submetidos ao treinamento, o controle e
o sham, utilizando a mesma metodologia para avaliar a dor térmica
(Hargreaves).

Pesquisadores afirmam que a plasticidade de centros
neuronais na medula espinhal pode ser potencializada por meio de um
treinamento especifico tanto em humanos, como em modelos experimentais

(Bregman, 1998; Basso, 2000; Dietz, 2002; Houle e Tessler, 2003; Dietz,
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2003). De acordo com Norrie et al. (2005), o treinamento precoce facilita as
sinapses que estdo mais plasticas antes do desenvolvimento de conexdes
reflexas aberrantes. Eles afirmam também que a plasticidade neural induzida
pelo treinamento ocorre em locais que estdo distantes do foco de lesao, tais
como medula espinhal lombar, tronco cerebral e cortex sensorio-motor.

Embora a leséo medular ndo afete diretamente os neurbnios
corticais, ja foi demonstrado que ela afeta areas sensoério-motoras conectadas
a area lesada e pode resultar em uma reorganizacdo destas regiées com o
objetivo de compensar a perda sensoério-motora (Tran et al., 2004; Maier e
Schwab, 2006). A reorganizacdo do cortex pode ocorrer por mudancas tanto
estruturais como funcionais. Alteracbes estruturais envolvem mudancas
sinapticas, como aumento do diametro e comprimento de dendritos, fornecendo
novas oportunidades de conexdes. E, funcionalmente, alteracées podem incluir
modificacdo da eficacia sinaptica ou da atividade neuronal (Kokotilo et al.,
2009).

A eletrofisiologia € uma ferramenta importante para o estudo da
plasticidade cortical, que permite a identificacdo de padrBes patoldgicos da
atividade cerebral (Herbert et al., 2007). Aguilar e colaboradores (2010)
mostraram com este tipo de avaliacdo, que imediatamente apds a transseccéo
da medula espinhal em ratos (ainda anestesiados devido ao procedimento
cirdrgico de LM) ha mudancas na atividade cortical somatossensorial. Também
foi encontrado no presente trabalho alteracbes eletrofisiologicas no cortex
sensorio-motor, em um periodo agudo da leséo, no 1° dPO. Especificamente,
houve aumento da poténcia da banda theta e diminuicdo da poténcia da banda

beta quando comparados os valores de antes com 0s ap6s a contusao. No
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entanto, essas alteragcbes ndo foram mantidas por muito tempo, havendo um
retorno da atividade cortical basal nos 3° e 5° dPOs.

Na literatura esta consolidado que logo apds o trauma ocorre o
choque medular (Nacimiento e Noth, 1999; Ditunno et al., 2004; Boland et al.,
2011). Esta condicao foi revista por Ditunno e colaboradores em 2004, e
segundo os autores ela pode ser divida em quatro estagios principais: 0
primeiro compreende as 24 horas iniciais, nas quais ha arreflexia ou
hiporreflexia, e paralisia flacida; o segundo ocorre do primeiro ao terceiro dia
apos a LM e ha um retorno dos reflexos; o terceiro se extende até o primeiro
més, sendo caracterizado por hiperreflexia precoce; e por fim, o quarto estagio
que pode se prolongar até o primeiro ano apos a lesdo e tem como
caracteristica a hiperreflexia tardia.

Cada um desses estagios possivelmente possui um
mecanismo neuronal envolvido. Imediatamente apos a lesdo dos animais deste
trabalho, foi feita a pingada da pata posterior para verificar o reflexo de retirada,
e foi constatada a auséncia do mesmo para todos os animais. Apesar de no 1°
dPO néo ter sido testado o reflexo novamente, foi notada total auséncia de
movimentos dos membros posteriores, como demonstrado por meio da
avaliacdo motora no campo aberto, indicando a presenca da primeira fase do
choque medular nestes animais.

Ja no 3° dPO, alguns movimentos suaves, principalmente das
articulagbes proximais dos MMPP puderam ser observados. Esses dados
sugerem a presenca da fase dois do choque medular, quando ha uma
recuperacdo dos reflexos. Talvez as alteracbes encontradas na atividade

cortical se devam aos mecanismos neuronais responsaveis pelas fases do
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choque medular. De acordo com Ditunno et al. (2004), nas primeiras 24 horas
apos a lesdo, a principal causa da arreflexia € a perda da excitacdo normal
supraespinhal. N0s podemos interpretar que da mesma forma que a medula
espinhal perde as informacfes supraespinhais, o cortex deixa de receber as
aferéncias medulares. Deste modo, a atividade cortical pode sofrer adaptaces
em um periodo agudo, como apresentado pela eletrofisiologia.

Maier e Schwab (2006) afirmam que as modificacdes corticais
gue ocorrem minutos a horas ap0s uma deaferentacdo, em humanos, podem
ser mediadas por uma ativacdo das conexdes previamente existentes, porém
funcionalmente inativas. Segundo os autores, o “despertar’ das sinapses
silentes é causado por aumento da liberacdo de transmissores excitatérios,
aumento da densidade de receptores pOs-sindpticos e mudancas na
condutancia das membranas por diminuicdo das aferéncias inibitorias. Esses
fatores podem ter contribuido para as alterac6es eletrofisiolégicas encontradas
no cértex sensorio-motor dos ratos lesados medulares.

A frequéncia theta esta relacionada com os estados de alerta e
atencdo (MacKay, 2005; Machado et al., 2007; Baumeister et al., 2008; Kuo et
al.,, 2010). O aumento da poténcia desta banda no 1° dPO pode estar
relacionado com o aumento destes estados nos animais lesados, uma vez que
eles tém que se adaptar a nova condicdo de marcha. Apos o trauma, antes de
0 comportamento motor ser re-adquirido, é preciso que 0s animais gerem
estratégias para se locomoverem, o que também pode exigir maior nivel de
atencao dos animais.

A banda beta, por outro lado, apresentou uma diminuicdo de

sua poténcia no primeiro dia apés a LM em relacdo aos valores basais. Uma
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perda da sincronizacdo em beta ja foi notada em humanos com lesdo medular
por Gourab e Schmit (2010), que relacionam a este fato o aumento da
dificuldade de movimentar a extremidade paralisada, resultando em maior
comando motor. Cassim e colaboradores (2001) também verificaram a abolicdo
da sincronizagdo em beta durante o movimento passivo do dedo indicador de
individuos com bloqueio do nervo induzido por isquemia, enquanto que ela
estava presente durante o0 movimento passivo realizado em sujeitos intactos.
Os autores sugeriram gue uma sincronizacdo adequada da banda beta né&o
estd relacionada somente com aspectos motores, requisitando também
aferéncias sensoriais adequadas da periferia. Estes estudos ajudam na
compreensao dos nossos dados, visto que os animais lesados apresentaram
grandes alteracdes dos comportamentos motores e sensoriais logo apos o
trauma.

Interessantemente, ao longo do tempo ocorreu o inverso do
notado no 1° dPO para a banda beta do grupo treinado, ou seja, houve um
aumento da poténcia desta frequéncia. Kokotilo e colaboradores (2009)
constataram, a partir de uma revisao de literatura, que no periodo subagudo da
lesdo ha maior ativacdo de areas pré-motoras que podem refletir o
planejamento de novas estratégias motoras, enquanto que a atividade em M1
diminui. Segundo os autores, conforme as estratégias vao sendo aprendidas, a
ativacdo segue em direcdo ao cortex motor primario. A diferenca tardia
encontrada entre 0s grupos apdés a LM pode ter ocorrido devido a
reorganizacao cortical em areas primarias surgirem também de forma tardia.

Um aumento da frequéncia beta ja foi demonstrado por Herbert

e colaboradores em 2007, em um estudo feito com individuos lesados
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medulares. No entanto, a atividade cortical desses individuos foi registrada com
eles de olhos fechados, sem realizar nenhuma atividade por dois minutos.
Deste modo, o0s autores atribuiram esse aumento de beta a uma
hiperexcitabilidade que € produzida pelo desequilibrio entre excitacao e inibicao
gue pode existir no cérebro de individuos apés a LM.

Porém, os nossos dados mostraram que com o treinamento
houve um aumento da poténcia de beta, no 42° e 49° dPOs, em relacdo aos
animais controle, e a melhora do comportamento motor dos animais treinados
foi significativamente maior também. Este fato indica que essa banda pode ter
alguma influéncia na reorganizacao cortical responsavel por mediar uma
melhora funcional, corroborando com estudos que mostram que a banda beta
estd relacionada com uma regulacdo das aferéncias sensoriais que s&o
relevantes para a organizacdo da resposta motora (Cassim et al., 2001;
MacKay, 2005; Kristeva et al., 2007; Lalo et al., 2007).

Além disso, ap6s a lesdo medular os centros superiores
ficaram desconectados das circuitarias medulares abaixo do nivel de leséo
responsaveis por coordenar os movimentos. Com isso a frequéncia beta pode
permanecer presente, refletindo a tentativa de iniciar e parar o movimento, uma
vez que existem diversos estudos que relacionam a presenca desta oscilacéo
cortical em areas motoras com o inicio e término do movimento (Parkes et al.,
2006; Keinrath et al., 2006; Erbil e Ungan, 2007; Gulyas et al., 2009; Gourab e
Schmit, 2010).

Kristeva e colaboradores (2007), ao realizarem registro cortical
e eletromiografico de individuos, sem lesédo, durante uma tarefa visuo-motora

verificaram que o aumento da frequéncia beta estava relacionado com a
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melhora do desempenho motor. Os autores acreditam que a alteracdo cortical
encontrada possa refletir uma melhor integracdo sensoério-motora. Os N0sSsos
dados da regressdo estdo de acordo com o achado de Kristeva e
colaboradores (2007), visto que houve uma influéncia significativa do aumento
da poténcia beta na melhora do comportamento motor dos animais treinados.
Estes animais também apresentaram melhor desempenho da tarefa realizada
na esteira (diminuicdo dos auxilios fornecidos) e ao atravessar a escada
horizontal (maior porcentagem de acertos) ao longo do tempo, 0 que sugere
uma facilitacdo da integracdo sensoério-motora promovida pelo treinamento
realizado na esteira.

Os resultados obtidos por meio da analise regressao
mostraram também um aumento da poténcia de delta, que contribuiu para a
recuperacdo motora limitada dos animais do grupo controle. Huang et al.
(2009) e Lu et al. (2011) mostraram aumento desta banda de frequéncia em
casos de lesBes cerebrais trauméticas e atribuiram a este resultado o fato de
apos o trauma haver anormalidades nas vias de substancia branca, resultando
em aferéncias corticais anormais. Huang e colaboradores (2009) citam ainda o
trabalho de Shaul et al., feito em 1978, no qual atropina foi administrada em
animais para bloquear as aferéncias e um aumento das ondas delta foi notado
na camada V do cortex. Ja naquela época, 0s autores sugeriram que aumento
desta banda podia estar relacionado com as alteracdes das aferéncias
colinérgicas ao cortex. Os nossos dados corroboram com estes relatos, e
indicam que o treinamento motor pode ter gerado uma reorganizagao das vias
aferentes, que refletiu na reorganizacédo cortical, uma vez que 0s animais

treinados ndo apresentaram a oscilagdo delta “patolégica”.
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Outro fato que pode estar relacionado com a contribuicdo da
poténcia de delta para o desempenho motor dos animais controles € a
presenca de maior sensibilidade dolorosa nestes animais. Sabe-se que a dor
abaixo do nivel apds a LM envolve mecanismos cerebrais, pois pacientes com
lesdo medular completa também vivenciam este tipo de dor (Baastrup et al.,
2010). As diversas alteracdes intrinsecas decorrentes da LM fornecem
substratos para amplificacdo das aferéncias anormais aos centros
processadores de dor corticais e subcorticais (Smeal et al., 2006). Sarnthein e
colaboradores (2006) mostraram, assim como 0S nossos dados, um aumento
da poténcia de frequéncias mais baixas em pacientes com dor neurogénica,
incluindo lesdo medular.

Algumas diferencas foram encontradas para o grupo treinado
entre os dados eletrofisiol6gicos coletados durante o andar no campo aberto e
na esteira, especialmente até o 21° dPO. Apls este periodo, a atividade
cortical durante a locomocdo nos diferentes ambientes se comportou de
maneira semelhante. Como mencionado, o 28° dPO foi o primeiro dia de
avaliacdo em que os animais comecaram a se tornar mais independentes no
treinamento, ndo necessitando do dispositivo auxiliar ou auxilio manual. Talvez,
o treinamento inicial com bastante suporte estimule circuitos corticais diferentes
daqueles ativados durante o andar livre no campo aberto ou mais independente
na propria esteira A atividade cortical sensério-motora durante o exercicio
passa por uma importante reorganizagdo, que pareceu Ser necessaria para a
estabilizacdo observada em um periodo cronico da lesdo, quando os dados da

esteira se assemelharam aos do campo aberto.
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Curiosamente, a poténcia da banda theta aumentou nos
primeiros dias de treinamento apos a lesdo durante o andar na esteira. Esta
banda de frequéncia néo esta relacionada somente com os estados de alerta e
atencdo como mencionado anteriormente, mas também com a preparacdo
motora (MacKay, 2005). De acordo com Neuper e Pfurtscheller (2001), a
atencdo antecipatoria e a preparacdo motora podem produzir padrbes
eletrofisiolégicos replicaveis nas areas motoras e sensoriais primarias. Este
fato € relevante, quando notamos que durante o andar na esteira (tarefa
simples para animais sem leséo) logo ap6s a lesdo had um aumento desta
poténcia, que com o tempo passou a apresentar valores proximos ao do andar
no campo aberto. Talvez isso indiqgue que com recuperacdo motora, o andar
forcado durante o treinamento ndo exija 0 mesmo nivel de preparacdo motora
gue € exigido logo apods a leséo.

A compreensdo das mudancas na poténcia dos sinais
eletrofisiol6gicos associadas ao comportamento motor é de extrema relevancia,
devido ao potencial desses sinais como controladores de comando para
interfaces cérebro-maquina (Gourab e Schmit, 2010). Os nossos dados indicam
uma importante relacdo da banda beta com a melhora do comportamento
motor e da banda delta com a recuperacéo limitada do comportamento motor.
O aprofundamento dessas informacdes pode ajudar, futuramente, na melhoria
de estratégias terapéuticas, desenvolvimento de neuropréteses que poderdo
ser adotadas em pacientes com lesdo medular.

Aléem das alteragOes corticais sabe-se que, apds a leséo
medular, ha uma reorganizacdo signifitiva das vias sensorio-motoras

caudalmente a lesdo. Algumas dessas mudancas sao inevitaveis, devido a
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perda de algumas ou de todas as fibras descendentes. Como encontrado em
outros estudos de lesdo medular experimental (Vialle, et al., 1999; Basso,
2000; Basso et al., 2002; Hutchinson et al., 2004; Zai e Wrathall, 2005), neste
trabalho a lesdo afetou tanto a substancia cinzenta quanto a branca. Estes
mesmos estudos afirmam que, quanto mais grave a lesdo, menos substancia
branca residual, com cavidades cisticas maiores existira. Segundo Loy et al.
(2002), o rompimento de tratos da substancia branca € a causa primaria dos
déficits motores persistentes observados nos MMPP.

Cavidades cisticas foram encontradas nos cortes histolégicos
da medula espinhal dos animais lesados. Esses vacuolos ja foram observados
por Vialle et al. (1999), que verificaram indicios de vacuolizagdo intraneuronal
apos 24 horas da lesdo e uma intensificacdo desta apds 48 horas. A presenca
de vacuolos ocorre conforme as camadas de mielina se separam (Cao et al.,
2005). De acordo com Graca et al. (2001) e Gomes-Leal et al. (2004), essa
perda de mielina deve-se a morte precoce de células da glia.

Nesta pesquisa, 0s treinos na esteira foram iniciados
precocemente (cinco dias apos a LM), realizados de forma frequente (cinco
vezes por semana) e por um longo periodo de tempo (oito semanas). Alguns
pesquisadores como Reier et al. (1992) e Coumans et al. (2001) sugerem que
um pequeno intervalo (duas semanas, fase subcrOnica) entre a lesédo e a
intervencao pode ser mais favoravel para a regeneracédo axonal e recuperacao
comportamental. Kozlowski et al. (1996) também afirmaram que a atividade
fisica forcada iniciada na primeira semana poés-lesdo, exacerba lesdes no

cortex sensorio-motor.
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Por outro lado, muitos autores concordam que a intervencéo
precoce € uma estratégia eficaz para a reabilitacdo (Bregman, 1998; Houle e
Tessler, 2003; Norrie et al., 2005; Dietz e Curt, 2006). Eles afirmam que a
capacidade de regeneracédo diminui com o tempo tanto em humanos, como em
modelos experimentais, por diversos motivos, tais como a desmielinizacao
axonal, o aumento da area de lesdo, a perda de neurdnios e/ou a incapacidade
destes regenerarem seus axonios, astrocitos e oligodendrécitos, a formacao de
cicatriz glial, entre outros.

Norrie et al. (2005), em um estudo com ratos, realizaram o
mesmo treinamento especifico em dois grupos com diferentes tempos de inicio
de atividade - apés um dia e apos trés semanas da lesdo medular. O grupo
com atraso de trés semanas para 0 inicio do treinamento apresentou uma
melhora motora significativamente menor em relacdo ao grupo tratado
precocemente. No entanto, a distribuicdo do tamanho de lesdo foi semelhante
nos dois grupos. Liebermann e colaboradores (2006) afirmam que uma
reabilitacdo motora eficiente depende dos processos sensoério-motores
facilitadores que sdo ofertados no seu decorrer, e 0s nossos dados mostram
que isso deve acontecer ja na fase aguda da lesao.

Apesar de terem sido notadas grandes modificagcbes na
conformacdo da medula espinhal, tanto macroscopicamente como
microscopicamente neste trabalho, algumas areas de substancia branca foram
preservadas. Isto é de grande importancia para interpretacdo dos nossos
dados, uma vez que autores relatam que somente 5 a 10% de substancia
branca residual apés a LM é suficiente para promover melhora do padrao

locomotor, devido a reorganizacdo que ocorre nos sistemas abaixo da lesao
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(Basso et al., 1996; Basso, 2000; Dietz, 2003; Hutchinson et al., 2004; Kloos et
al., 2005). NO6s pudemos observar isso a partir da recuperacdo espontanea
apresentada pelos animais controles.

No entanto, estda claro na literatura que quanto maior a
quantidade de tecido residual, melhor € a recuperacédo funcional de um animal
com lesdo medular (Basso et al., 1996; Magnunson et al., 2005; Kloos et al.,
2005; Yezierski, 2005; Singh et al., 2011; Hoschouer et al., 2011). O resultado
encontrado neste trabalho, correlacionando o menor volume lesdo com a
melhora sensoério-motora (menor nivel de dor e melhor desempenho motor),
retrata exatamente o exposto acima.

Embora tenha sido encontrada uma correlacdo significativa
entre volume de leséo e a recuperacao funcional, ndo foi identificada diferenca
no tamanho das areas de lesdo da medula espinhal entre os grupos lesados.
Esse dado corrobora com os estudos de Siegenhalter e colaboradores (2008),
que ndo demonstraram diferenca estatistica para o tamanho total da medula
espinhal entre os grupos sedentério e treinado (roda de atividade) e com o de
Hutchinson e colaboradores (2004) que né&o verificaram diferenca na
porcentagem de substancia branca residual no epicentro de lesédo entre os
grupos treinados (esteira, natacao e ficar em pé com descarga de peso) e o
grupo néo treinado. Ahmed e Wieraszko (2008) também identificaram valores
similares para a area total do epicentro de leséo e de tecido residual entre os
grupos experimentais (exercicio acrobatico associado a estimulacao
magneética, exercicio acrobatico sozinho, estimulacdo magnética sozinha e

controle). No entanto, todos esses trabalhos relataram melhora motora
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significativa dos grupos treinados em comparacdo aos controles, assim como
0S nossos dados apresentados.

Apesar de nédo ter sido identificada diferenca na analise
histol6gica morfométrica entre os grupos lesados deste trabalho, na analise de
contagem dos neurbnios presentes no corno ventral foi observada uma
diminuicdo significativa na quantidade de neurdnios presentes no segmento
caudal a lesdo para o grupo controle, quando comparado com 0s grupos sham
e treinado. Este resultado sugere uma possivel preservacédo da integridade da
circuitaria responsavel por gerar padrbes locomotores (CPG) com o
treinamento na esteira, uma vez que 0s animais treinados apresentaram maior
controle motor em relacéo aos controles.

A perda neuronal ocorre pelo impacto direto contra a medula
espinhal no modelo de lesdo por contusdo que causa dano mecanico ao tecido
minutos apds o trauma; e ocorre como evento secundario a lesdo medular que
é resultante da hiperexcitabilidade pela liberacdo excessiva de glutamato e da
morte retardada dos oligodendrécitos, que podem levar dias para acontecer
(Liu et al., 1997; Brown et al., 2005). O treinamento na esteira pode ter exercido
um efeito protetor aos eventos secundarios, preservando 0s neurbnios
presentes no corno ventral nos segmentos lombares.

Muitos pesquisadores ja estudaram a morte neuronal apos a
lesdo medular (Liu et al., 1997; Grossman et al., 2001; Brown et al., 2005; Ek et
al., 2010). De acordo com os dados publicados por eles, a perda de neurbnios
rostral e caudal a leséo é simétrica em relacdo ao epicentro. Além disso, Ek e
colaboradores (2010) mostraram que a morte ocorre, principalmente, nas

primeiras 24 horas apoés a leséo, ndo havendo uma perda neuronal significativa
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quando comparados os valores de um dia com quatro dias, e com quatro e dez
semanas. No entanto, os segmentos de medulas espinhais analisados por
estes autores variou de 0,4 a 0,8 cm, enquanto que no presente trabalho o
segmento de medula possuia 2,4 cm. Os resultados encontrados para o
segmento de aproximadamente 0,6 cm centrados no epicentro de leséo
(segmento considerado central neste trabalho, ver grafico 18) foi igual ao
relatado pelos autores citados, ou seja, no centro da lesdo houve uma perda
simétrica de neurdnios rostral e caudal a lesdo. E os valores dos grupos
lesados néo diferiram neste segmento, o que indica que 0s neurbnios desta
regido podem ter morrido no periodo logo apés a lesdo (nas primeiras 24
horas), ndo podendo o treinamento influenciar nesta perda.

De acordo com Bigbee e colaboradores (2007), na auséncia de
conexdes supra-espinhas, o aprendizado motor deve resultar da natureza das
aferéncias periféricas fornecidas para a medula espinhal, e da plasticidade
celular dindmica que ocorre dentro da circuitaria neural abaixo do nivel de
lesdo. Os dados obtidos a partir da quantificacdo de neurdnios em segmentos
mais distantes da lesdo corroboram com essa afirmacdo e nos ajudam a
interpretar a melhora funcional observada nos animais treinados, uma vez que
0s neurdnios do corno ventral dos segmentos lombares sao responsaveis por
controlar os musculos dos membros posteriores.

Segundo Magnunson e colaboradores (2005), os CPG estéao
localizados nos segmentos de L1 e L2, e os segmentos lombares mais caudais
possuem elementos responsaveis pela manutencéo da ritmicidade motora em
ratos. Com a lesé@o por contusao no nivel de T9 e T10, como realizado neste

trabalho, estes circuitos podem permanecer ‘“intactos”, mas as vias de
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comando locomotor e as vias modulatérias descendentes, que fazem contato
com 0s circuitos, sao interrompidas. Petruska e colaboradores (2007) sugerem
gue o treinamento motor pode habilitar os circuitos medulares ou a execucao
de um programa medular intrinseco. Acreditamos que o treinamento na esteira
possa ter fornecido estimulos sensoriais e motores adequados, de modo que a
circuitaria neuronal fosse ativada e modulada de maneira mais eficaz, o que foi
fundamental para a melhora funcional atingida pelos animais lesados

medulares treinados.
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7. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho contribuem para o
entendimento das respostas do sistema sensorio-motor apos uma lesdo e um
procedimento de reabilitacdo. A demonstracdo das mudancas corticais por
meio da eletrofisiologia apresenta claras implicacdes clinicas para se entender
como o cortex funciona em resposta a um trauma apdés um programa de
reabilitacdo. Isso pode levar a terapias futuras que potencializem o processo de
regeneracao, recuperacdo funcional. O treinamento motor realizado na esteira
parece ter facilitado a reorganizacdo do cértex sensorio-motor e da medula
espinhal apos a lesdo medular por contuséo e potencializou a recuperacéo das
funcdes motoras, proprioceptivas e sensoriais, resultando em uma melhora
funcional dos animais treinados. Este fato é fundamental, uma vez que quanto
mais funcional for a recuperacéo dos pacientes lesados medulares, maior sera
a independéncia alcancada e, portanto, melhor sera a qualidade de vida destes

individuos.



Anexo A - Pontuacédo Escala BBB

PONTUACAO ESCALA BBB
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Nenhum movimento observavel dos membros posteriores;

Movimento suave de uma ou duas articulagdes, normalmente o quadril e/ou joelho.
Movimento extenso de uma articulagdo ou movimento extenso de uma articulagéo e suave
de uma outra;

Movimento extenso de duas articulagdes.

Movimento suave de todas as trés articulagdes do membro posterior;

Suave movimento de duas articulagfes e extenso movimento de uma terceira;

Movimento extenso de duas articulagdes e movimento suave de uma terceira;

Extenso movimento de trés articulagcbes do membro posterior;

Arrastar da pata sem descarga de peso ou posi¢éo plantar da pata sem descarga de peso;

Posicéo plantar da pata com descarga de peso somente quando o membro esta apoiado
(sem movimento) ou descarga de peso ocasional, freqliente ou consistente na passadal
dorsal e sem passada plantar;

Descarga de peso ocasional na passada plantar e nenhuma coordenag&o entre membros
anteriores-membros posteriores (MMAA-MMPP);

Descarga de peso freqiiente a consistente na passada plantar e nenhuma MMAA-MMPP
coordenacao;

Descarga de peso frequente a consistente na passada plantar e coordenagdo ocasional
entre MMAA-MMPP;

Descarga de peso fregliente a consistente na passada plantar e coordenacéo freqliente
entre MMAA-MMPP;

Descarga de peso consistente na passada plantar , coordenacao consistente entre MMAA-
MMPP; e posicéo da pata predominante ao andar é rodada (internamente ou externamente)
no contato incial com a superficie, assim como quando esta levantada no final da fase de
balango; ou passada plantar frequente, coordenacdo consistente entre MMAA-MMPP e
passada dorsal ocasional;

Passada plantar consistente, coordenacdo consistente entre MMAA-MMPP, e nenhuma|
liberagéo de dedos ou liberagdo ocasional durante o movimento de avangar do membro;
posi¢édo da pata predominante é paralela ao corpo no contato incial com a superficie;

Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MMAA-MMPP durante o
andar; liberagdo de dedos ocorre frequentemente durante o movimento de avangar do
membro; posicao da pata predominante é paralela ao corpo no contato incial e rodada ao
levantar;

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente entre MMAA-MMPP durante o
andar; liberacdo de dedos ocorre freqlientemente durante o movimento de avancar do
membro; posigdo da pata predominante € paralela ao corpo no contato incial e ao levantar;

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente entre MMAA-MMPP durante o
andar; liberagdo de dedos ocorre consistentemente durante o0 movimento de avangar do
membro; posicdo da pata predominante é paralela ao corpo no contato incial e rodada ao
levantar;

Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MMAA-MMPP durante o
andar; liberac&o de dedos ocorre consistentemente durante o movimento de avangar do
membro; posicéo da pata predominante € paralela ao corpo no contato incial e ao levantar;
e a posicéo da cauda é baixa parte do tempo ou todo tempo;

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente entre MMAA-MMPP durante o
andar; liberagdo de dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento de avangar do
membro; posigdo da pata predominante é paralela ao corpo no contato incial e ao levantar;
e a posi¢cao da cauda é consistentemente para cima e hé instabilidade de tronco;

Passada plantar consistente, coordenagdo consistente entre MMAA-MMPP durante o
andar, liberagéo de dedos consistente, posicdo da pata predominante é paralela ao corpo
no contato incial e ao levantar, a posicdo da cauda é consistentemente para cima e
estabilidade de tronco consistente.
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Anexo B - Ficha de avaliacdo da Escala BBB

ESCALA BBB DE AVALIACAO FUNCIONAL

"BASSO, D.M.; BEATTIE, M.S. E BRESNAHAN, J.C., 1995"

Animal; Data: Dias P6s-Operatorio: Pontuacdo Membro Posterior Esquerdo (E): Direito (D):
Ld Posi¢éo d
C i° | o
o : N Predominante da N
Movimento do Membro Posterior | POsicéo do Tronco Movimento da pata Dianteira Pisada ? oo Pata ' c
d ¢ d Contato - a a
) ) a, o Elevacao b
Quadril Joelho | Tornozelo Abdome Apoio de Pata Dorsal Plantar e 05 Inicial i u
Sem Com n : d
Balango a d I a
E D E D E D Lado Apoio Suporte | Suporte | E D| E D ; E D| E D| E D 2 o
o e 2
de Peso [ de Peso 0
Para Cima
0 0 0 0 0 0 E| D 0 0 0 0 0 o* | o* | | |
Arrastado
S[{s|s]|s|[s]|s o|lOoO|O|O (e} O|OlJE|E|E]|E
E|D E|lp|e|b|E]|D (elevada)
Para
Central Paralelo F F | F+ | F+ F F** | F**
E E E E E E P P P P Baixo
Alto C C C C C C C .
(abaixada)
Comentarios:
Movimento + Pisada Dorsal > 4 passos da pata posterior 0 Nunca (0%) | Rotacé&o Interna
0 Nenhum * Liberag&o < 50% O Ocasionalmente (<50%) E Rotacao Externa
S Suawe (discreto) ** Dedos Arrastando > 4 passos da pata posterior F Frequente (51-94%) P Paralela
E Extenso C Consistente (95-100%)
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Anexo C - Rotina para estimativa do espectro com base no periodograma

de Welch
function [freq, power] = psdwelch(x, nyquist, ell, overlap,
fregmax, win)

X = transformer (x, win);
nfft = 20 * nyquist;
power = zeros (1, fix(nfft / 2));
overlap = overlap * ell;
nseg = fix((numel (x) - overlap) / (ell - overlap)):;
start = ((1 : nseg) - 1) * (ell - overlap) + 1;
wHann = 0.5 * (1.0 - cos(2 * pi * (1 : ell) / ell));
for i = 1 : nseg

y = fft(wHann .* x(start(i) : start(i) + ell - 1)',

nfft);

y(l) = [1;

power = power + abs(y(l : numel (power)) .~ 2) / ell;
end
freqg = (1 : numel (power)) * nyquist / (2 *
numel (power)) ;
indfreq = find(freq == fregmax);
freqg = freqg (1 : indfreq);
power = power / nseg;

power = power (1l : indfreq);
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Anexo D - Rotina para selecdo de canais

function matriz = select canais (LFPdata, LFPcoord,
canal start,ncanais, trechos, emg canal)

% PRE-DEFINICOES
nl = size (LFPdata, 1);
ind = canal start : canal start + ncanais - 1;
S PRE-DEFINICOES - BANDAS
delta range = [ 0.5 4.0];
theta range = [ 4.0 10.0];
beta range = [10.0 25.0];
$ PRE-DEFINICOES - ESPECTRO DE POTENCIAS
nyquist = 2000;

ell = 1000;
overlap = 0.50;
fregmax = 75;

win = 500;
$ PRE-DEFINICOES - FILTROS
mint default = 20;
lim deltabeta = 0.65;

step = 2.50;
mincanais = 15;

% INICIO ROTINA

h = waitbar (0, 'Please wait...');
for i = 1 : nl
data = load(LFPdata (i, :));
for k = 1 : numel (ind) % temos somente um canal de EMG
if k == 1
temp = eval(['data.' 'AD' num2str (ind(k))]1):;
elseif ind(k) ~= emg canal
temp = [temp eval(['data.' 'AD'
num2str (ind(k))1)1;
end
end
data = temp;
coord = eval(['trechos.' LFPcoord(i, :)]1);
ncoord = size(coord, 1);
for j = 5 : ncoord
cont = 1;
contcanalb = 0;
contcanalc = 0;
for k = 1 : size(data, 2)
xtrecho = data(coord(j, 1) : coord(j, 2), k);
[Fw, Pw] = psdwelch(xtrecho, nyquist, ell,

overlap, fregmax, win);
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id = find(Fw >= delta range(l) & Fw <
delta range(2));

maxd = max (Pw(id));

imaxd = find(Pw == maxd):;

it = find(Fw >= theta range(l) & Fw <
theta range(2));

maxt = max (Pw(it));

imaxt = find(Pw == maxt);

ib = find(Fw >= beta range(l) & Fw <
beta range(2));

maxb = max (Pw(ib)):;
imaxb = find(Pw == maxb);
if max(xtrecho) >= 1 || min(xtrecho) <= -1
color = [1 0 0];
% reprovacao 1 - vermelho
else
if maxt <= mint default
color = [1 0.4 071;
% reprovacao 2 - laranja
else
if max(maxd, maxb) >= lim deltabeta *
maxt
color = [0 0.8 0.2];
% reprovagcdo 3 - verde
else
minPw = min(abs(Pw(it(l) : imaxt) -
maxd) ) ;
% minimo da Pw maxd com [theta (l) maxt]
imin dt = find(abs (Pw - maxd) ==
minPw) ;
% indice dentro de [theta(l) maxt] / Pw =
minPw
if imaxd == imin dt - 1
color = [0 1 1];
% reprovagdo 3 - ciano
% ndo ocorréncia de "vale" maxd e maxt
else
color = [0 O 171,
% aprovacao - azul
end
end
end
end
if nnz(color - [0 O 1]) ==
contcanalb = contcanalb + 1;
if k <= 15
canaisb (contcanalb) = k + 32;
specb (contcanalb, :) = Pw(l : ib(end));
else

canaisb (contcanalb) = k + 33;
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specb (contcanalb,

.o
~

Pw(l : ib(end));

end
end
if sum(color - [0 1 1]) ==
contcanalc = contcanalc + 1;
if k <= 15
canaisc (contcanalc) = k + 32;
specc (contcanalc, :) = Pw(l : ib(end));
else
canaisc (contcanalc) = k + 33;
specc (contcanalc, :) = Pw(l : ib(end));
end
end
if k <= 4

subplot (4, 2, 2 * k - 1)

hl = plot (xtrecho);

set (hl, 'Color', color)

x1im([1 numel (xtrecho)])

title([[LFPcoord(i, 1 : 3) '/d' LFPcoord(i,
5 :6)] ' - trecho' int2str(j) ' - '
'"AD'"  int2str(k + 32)], 'FontSize',
14)

subplot (4, 2, 2 * k)

h2 = plot (Fw, Pw, 'LinewWidth', 2);

set (h2, 'Color', color)

axis ([0 fregmax (min(Pw) - 5) (max(Pw) +
5) 1)
end
if k > cont * 4 && k <= (cont + 1) * 4
if k == cont * 4 + 1
pause (step)
end
subplot (4, 2, 2 * k - 2 * (cont * 4) - 1)

hl = plot (xtrecho);
set (hl, 'Color', color)
x1lim([1l numel (xtrecho)])

if k <= 15
title ([ [LFPcoord (i, 1 : 3) r/a’
LFPcoord(i, 5 : 6)] ' - trecho'
int2str(j) ' - ' 'AD' int2str(k +
32)], 'FontSize', 14)
else
title ([ [LFPcoord (1, 1 : 3) /4
LFPcoord(i, 5 : 6)] ' - trecho'
int2str(j) ' - ' 'AD' int2str(k +
33)], 'FontSize', 14)
end

subplot (4, 2, 2 * k - 2 * (cont * 4))
h2 = plot (Fw, Pw, 'Linewidth', 2);
set (h2, 'Color', color)
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axis ([0 fregmax (min(Pw) - 5) (max(Pw) +
5)1)
if == (cont + 1) * 4
cont = cont + 1;
end
end
end
pause (step)
if contcanalb == 0 && contcanalc == 0
matriz. (['d' LFPcoord(i, end - 1 : end) 'tr'
int2str(3)]) = [1;
else
if contcanalc == 0
matriz. (['d' LFPcoord(i, end - 1 : end)
'tr' int2str(j)]) = canaisb;

elseif contcanalb ==
if contcanalc <= mincanais
matriz. (['d' LFPcoord(i, end - 1 : end)
"tr' int2str(j)]) = canaisc;
else
speccm = mean (specc);
speccm = repmat (speccm, contcanalc,

1)
difspecc = speccm - specc;
distspecc = sqgrt(sum(difspecc .” 2,
2));
sdistspecc = sort (distspecc);
g = zeros(l, mincanais);
for p = 1 : mincanais
g(p) = find(distspecc ==
sdistspecc(p))
end
matriz. (['d' LFPcoord(i, end - 1 : end)
"tr' int2str(j)]) = sort(canaisc(q));
clear g
end
else
if contcanalb >= mincanais
matriz. (['d' LFPcoord(i, end - 1 : end)
'"tr' int2str(j)]) = canaisb;
else
ncanaisf = mincanais - contcanalb;
if contcanalc <= ncanaisf
matriz. (['d"' LFPcoord(i, end - 1 :
end) "tr! int2str(j)]) =
sort ([canaisb canaisc]);
else

if contcanalb > 1
specref = mean (specb) ;
else
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specref = specb;
end
h3 = figure;
plot (Fw(l : ib(end)), specref, 'b',
'LineWidth', 2);
axis([1 Dbeta range(2)

(min (specref) - 5)
(max (specref) + 5)1)
hold on
plot (Fw(l : ib(end)), specc, 'c')
specref = repmat (specref,
contcanalc, 1);

difspec = specref - specc;

dist = sqgrt(sum(difspec ."~ 2,
2));
sdist = sort(dist);
n = zeros(l, ncanaisf);
for m = 1 : ncanaisf
n(m) = find(dist == sdist(m));

end
plot (Fw(l : ib(end)), specc(n, :),
'k')

hold off
matriz. (['d' LFPcoord(i, end - 1 :
end) 'tr' int2str(j)1]) =
sort ([canaisb canaisc(n)]);

clear n
pause (step)

close (h3)

end
end
end
end
clear canaisb canaisc specb specc
end
waitbar(i / nl, h)

end
close (h)




198

Anexo E - Rotina para avaliagcdo dos canais aprovados

function [pwdelta, pwtheta, pwbeta] = avalia motor (LFPdata,
LFPcoord, trechos,
canais)

$ PRE-DEFINICOES
nl = size (LFPdata, 1);
S PRE-DEFINICOES - BANDAS

delta range = [ 0.5 4.0];
theta range = [ 4.0 10.0];
beta range = [10.0 25.0];
% PRE—DEFINIC@ES - ESPECTRO DE POTENCIAS
names = fieldnames (canais);
nyquist = 2000;
ell = 1000;
overlap = 0.50;
fregmax = 75;
win = 500;

s INICIO ROTINA

h = waitbar (0, 'Please wait...');
cont = 0;
pwdelta = zeros(l, nl);
pwtheta = zeros(l, nl);
pwbeta = zeros(l, nl);
for i = 1 : nl
data = load(LFPdata (i, :));
coord = eval(['trechos.' LFPcoord(i, :)]);
ncoord = size(coord, 1);
pwdelta (i) = 0;
pwtheta (1) 0;
pwbeta (i) = 0;
emptyncoord = 0;
for j = 1 : ncoord
cont = cont + 1;
sele = eval(cellZ2mat(['canais.' names (cont)])):;
if isempty(sele) ==
for k = 1 : numel (sele)
if k == 1
temp = eval(['data.' 'AD'
num2str (sele(k))]);
else
temp = [temp eval(['data.' 'AD'
num2str (sele(k))]1)1;
end
end
datatemp = mean (temp, 2);

xtrecho = datatemp (coord(j, 1) : coord(j, 2));
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[Fw, Pw] = psdwelch (xtrecho, nyquist, ell,
overlap, fregmax, win);

id = find(Fw >= delta range(l) & Fw <
delta range(2));

pwdelta (i) = pwdelta (i) + mean (Pw(id));

it = find(Fw >= theta range(l) & Fw <
theta range(2));

pwtheta (i) = pwtheta (i) + mean(Pw(it));

ib = find(Fw >= Dbeta range(l) & Fw <
beta range(2));

pwbeta (i) = pwbeta (i) + mean(Pw(ib));
else
emptyncoord = emptyncoord + 1;
end
end
pwdelta (i) = pwdelta (i) / (ncoord - emptyncoord);
pwtheta (i) = pwtheta (i) / (ncoord - emptyncoord);
pwbeta (i) = pwbeta(i) / (ncoord - emptyncoord);
waitbar (i / nl, h)

end
close (h)
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Anexo F - Videos
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Apéndice A - Aprovacido Comisséo de Etica no Uso de Animais IEP/HSL

Hospilal
Siriol iIbands
INSTITUTO DE ENSINO E PESQUISA

Sao Paulo, 17 de Outubro de 2008.

Ilma. Ft. Taisa Amoroso Miranda

Pesquisadora Principal

Prezada Pesquisadora,

A Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA do Hospital Sirio Libanés analisou
e APROVOU, o Treinamento de novas técnicas ou tecnologias CEUA2008/21 titulado:
“Estratégia terapéutica apds contusdo da medula espinhal: recuperacdo funcional e

estabilidade cortical sensério-motora” em 17 de outubro de 2008.

YW/ BN
Dr. Luciano César Pontes de Azevedo

Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Hospital Sirio-Libanés

R. Cel. Nicolau dos Santos, 69 Bela Vista 530 Maule SP CEP 01308-060 Tel 17 3155-1145/3155-1146  Fax 11 3155-0484 icp@hslorg.br  www.icphsl.org.br



Apéndice B - Aprovacdo Comissdo de Etica para Analise de Projetos de

Pesquisa FMUSP/HC
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Departamento de Patologia

O Presidente da Comissao de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo,
em 16.12.08, fomou ciéncia da execugdo do Protocolo de Pesquisa
n° 1079/08, intitulado: “Estratégia terapéutica apds contusdo da
medula  espinhal: recuperacdo funcional e estabilidade cortical
sensorio-motora”.

No que tange sua parte empirica serd
desenvolvido na Hospital Sirio Libanés , tendo seu Comité de Etica

aprovado o estudo em 17.10.08.

Pesquisador (a) Responsavel: Dra. Angela Cristina do Valle

Pesquisador Executante: Taisa Amoroso Bortolato Miranda

CAPPesq, 16 de dezembro de 2007.

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
i Presidente
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlse de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidode de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paul> - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet usp br / secretariacappesq2@hcret usp br
tms




Apéndice C - Centro de Bioterismo da FMUSP
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_ i Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa

MEDICINA Centro de Bioterismo
—o—  Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
DTAEP/145/FM/040809

Ilmof{a). Sxr{a).
Prof{a). Dr{a). Eduardo Massad
Responsavel pelo LIM 01 - Lab.de Biocengenharia

Senhor (a) Professor(a),

Encaminhamos a V.Sa. o no. DTAEP, datas de
liberagdo, vencimento e previsdo total relativos ao projeto
de pesguisa:

No. DTAEP: 044/091

TITULO: Extrategia terapeutica apos contusao da medula espinh
RESPONSAVEIS: Miranda,T.A.B.;Sameshima,K.; Valle,A.C.; Morya,
LIBERAGAO: 04/08/2009 VENCIMENTO: 31/07/2010

PREVISAO: 2/qui PREVISAO TOTAL: 21

Esclarecemos gque o fornecimento sera comn-
forme a dispenibilidade do setor.

(A ndc utilizacdo dos animais por 3 meses acarretara o cance-
lamento do projeto.)

Atenciosamente,
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