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RESUMO

Telles, Fabio Lopes. Efeito do treinamento em esteira no modelo de lesdo
medular por compressdo em ratos. 2013. 68 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Fisiologicas). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

A lesdo da medula espinal (SCI) é uma sindrome neuroldgica altamente incapacitante
que pode ocorrer por traumas ou doengas, levando a deficiéncias como as paraplegias e
tetraplegias. Acredita-se que o treino de marcha em esteira com suporte de peso
corporal (BWSTT) é capaz de promover plasticidade de circuitos neuronais
responsaveis pela locomocgdo independentemente de comandos neurais superiores a
lesdo. O BWSTT consiste num sistema que suspende e segura parcialmente o peso do
corpo sobre uma esteira, diminuindo a carga sobre o aparelho musculoesquelético,
facilitando a marcha. O objetivo deste estudo foi implantar esta técnica no Laboratorio
de Neurofisiologia da UFRRJ e avaliar seus efeitos na recuperacdo da capacidade de
locomoc¢do em ratos submetidos a lesdo medular por compressao. Para sua realizagéo,
inicialmente os animais foram adaptados ao treino na esteira e submetidos a SCI por
compressdo na qual um cateter de embolectomia foi inflado com 15uL de salina no
espaco extradural, entre as vértebras T8 e T9, por 5 min. No dia seguinte a SCI, os
animais foram submetidos a avaliacdo da capacidade locomotora pelo uso da escala
Basso-Beattie-Bresnahan (BBB), onde o escore 0 representa auséncia de movimento e
21 locomocgao normal. Animais com escore BBB zero foram divididos em 3 grupos:
LM - Animais sem qualquer manipulacdo; LMST - Animais que realizaram treinamento
de marcha em esteira com suporte de peso corporal diariamente; LMS - Animais
colocados diariamente na esteira desligada utilizando apenas o suporte de peso corporal.
As sessdes de BWSTT tiveram inicio no quarto dia pds-lesdo sendo realizadas 3 sessfes
diarias, com duracdo de 10 min cada e intervalo de 5 min, 5 dias/semana e velocidade
de 5,8 cm/seg. Vinte e quatro horas e semanalmente apés a SCI, os animais foram
submetidos ao teste BBB. Na quinta semana foram submetidos ao teste da impressao de
pegadas (footprint) e perfundidos para avaliacdo histoldgica da medula. O grupo LMST
produziu indices BBB significativamente maiores que o grupo LM, além de um
aumento no comprimento da passada e reducdo da rotacdo das patas, verificado pelo
teste footprint. No entanto, o0 BWSTT ndo reduziu o tamanho da lesdo e nem o
estrangulamento da medula produzido pela lesdo, indicando que o BWSTT ndo alterou
a severidade do trauma. Nossos resultados indicam que o BWSTT produziu melhor
recuperacdo locomotora e pode ser um tratamento promissor adjuvante na recuperacao
da lesdo medular.

Palavras-chave: Lesdo medular - Treino de marcha em esteira com suporte de peso
corporal - Teste BBB - Teste da impressédo de pegadas — Severidade do trauma medular.
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ABSTRACT

Telles, Fabio Lopes. Body weight—supported treadmill training on the model
of spinal cord compression in rats. 2013.68 p. Dissertation (Masters in Physiological
Sciences). Institute of Biology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

Spinal cord injury (SCI) is a highly incapacitating neurological syndrome that can occur
from trauma or disease, leading to disabilities such as paraplegia and tetraplegias. It is
believed that body weight support treadmill training (BWSTT) is able to promote
plasticity of locomotion neuronal circuits regardless of neural commands above the
injury. BWSTT consists of a system that partially lifts and supports the body weight on
a treadmill, reducing the musculoskeletal unit load and facilitating the march. The aim
of this study was to deploy this technique in the UFRRJ Neurophysiology Laboratory
and evaluate its effect on locomotion capacity recovery in rats subjected to spinal cord
compression. The animals were initially adapted to training on the treadmill and
subjected to SCI by compression in which an embolectomy catheter was inflated with
15uL of saline in the epidural space between the vertebrae T8 and T9, for 5 min. The
day after SCI, the animals were evaluated for locomotor capacity by use of the Basso-
Beattie-Bresnahan (BBB) scale, where a score of 0 represents no movement and 21
normal locomotion. Animals with score zero were divided into groups: LM - animals
without any manipulation; LMST - treadmill training with body weight support daily;
LMS - animals placed daily on the turned off treadmill using only body weight support.
BWSTT sessions started on the fourth day after SCI was performed in 3 daily 10-
minute sessions each with 5-minute intervals, 5 days a week at a velocity of 5.8 cm/sec.
Twenty-four hours and weekly after SCI, the animals were subjected to the BBB test. In
the fifth week after SCI the rats were subjected to footprint test and perfused for
histological evaluation. The LMST group produced significantly higher BBB scores
than the LM group, and an increased stride length and reduced rotation of the feet on the
footprint test. However, the BWSTT did not reduce lesion size and throttling produced
by the injury in the spinal cord, indicating that BWSTT did not change the severity of
the trauma. Our results indicate that the BWSTT produced better locomotor recovery
and may be a promising adjuvant treatment in recovery from spinal cord injury.

Keywords: Spinal cord injury - Body weight support treadmill training - BBB Test -
Footprints test - Severity of spinal cord trauma.
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1 INTRODUCAO

A lesdo da medula espinal é considerada uma sindrome neuroldgica altamente
incapacitante, que repercute na qualidade de vida e no potencial funcional do individuo,
além de ser uma causa freqiiente de mortalidade. Este tipo de lesdo pode ocorrer por
traumas, doencas na coluna vertebral ou na propria medula espinal, afetando em
diferentes graus sua capacidade de mandar e receber informacdes e levando as
deficiéncias sensoriais, motoras e autondmicas. Suas principais causas sdo traumas
decorrentes de acidentes de transito, violéncia, quedas e acidentes durante praticas
esportivas.

Existe uma estimativa de que 2,8 milhdes de pessoas vivem com algum tipo de
lesdo medular e uma incidéncia de 130 mil novos casos por ano no mundo. No Brasil
estima-se que 250 mil pessoas apresentam este tipo de lesdo, e sua incidéncia anual é de
cerca de 6 a 8 mil casos, sendo que destes casos, 80% das vitimas sdo homens e 60% se
encontram entre os 10 e 30 anos de idade, fazendo desta lesdo uma patologia de alto
impacto sdcio-econébmico em nosso pais, sendo que o custo para a sociedade por
paciente permanece alto.

A sequela fisiopatoldgica depois do trauma medular agudo é dividida em dois
eventos cronologicos distintos, a lesdo primaria e a lesdo secundaria, sendo o dano
priméario mecénico, de natureza destrutiva, como quando ocorre uma fratura e/ou
deslocamento de vértebras adjacentes, promovendo um dano local e segmentar na
medula espinal. O dano secundario progressivo é produzido por uma série de eventos
moleculares e celulares desencadeados pela lesdo inicial. Na maioria dos casos a
incapacidade é severa e irreversivel e os tratamentos atuais sdo extremamente limitados,
ndo existindo ainda uma terapia que seja realmente eficiente em reverter completamente
estas perdas neuroldgicas.

A plasticidade do sistema nervoso central tem sido o grande alvo dos programas
de reabilitacdo, principalmente no que se refere aos circuitos neuronais na medula
espinal, os quais interagem com a informacao sensorial especifica, denominados CPGs
(geradores centrais de padrdo). Os CPGs sdo capazes de gerar um padrdo ritmico de
atividade nos musculos durante a locomocéo, independente de comandos supra-espinais
que sdo afetados pela ledo medular.

Acredita-se que o treino de marcha em esteira com suporte de peso corporal
(BWSTT) é capaz de promover plasticidade destes circuitos neuronais, estimulando a
locomocdo independentemente de comandos neurais superior a lesdo. Sendo assim, o
presente estudo propde implantar a técnica de BWSTT no Laboratério de
Neurofisiologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e avaliar
seus efeitos na recuperacdo da capacidade de locomocao e na severidade do trauma na
medula espinal de ratos Wistar submetidos a lesdo medular por compressao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Anatomia da medula espinal

A medula espinal € o principal centro reflexo e via de condugdo de estimulos
entre o corpo e o encéfalo. Esta estrutura longa e quase cilindrica, ligeiramente achatada
anterior e posteriormente, € protegida pelas vértebras, seus ligamentos e musculos
associados, além das meninges espinais (dura-maéter, aracnoide e pia-mater) e liquido
cerebrospinal (Figura 01). Ela é a continuacdo do bulbo (comumente denominada
medula oblonga), a parte caudal do tronco encefdlico (GARDNER et al., 1988;
MOORE et al., 2010).

Raiz ventral do nervo espinhal

Raiz dorsal do nervo espinhal

Gidnglio espinhal \
Ramos co i 9 H
cinzento e branco ao v ‘ )
/ W - — Dura-méter

tronco simpético

Ramo ventral do
nervo espinhal

Ramo dorsal do

nervo espinhal 3
Aracndide

Septo mesotelial no
sulco mediano dorsal

Espago subaracndide

Pia-mater recobrindo
amedula espinhal

Fil s da raiz dorsal gj TR
B |

Ty . L
Ligamento denticulado ————==— = |
e

A

Figura 01: Medula espinal: (A) Medula espinal “in situ” e sua relacdo com estruturas Osseas e
ligamentares, vista posterior. (B) Meninges espinais e raizes nervosas, vista posterior (Modificado de
NETTER, 2011).

No homem adulto a medula espinal possui um comprimento médio de 42 a 45
cm, com 1 cm de diametro e peso de 30 gramas. Estende-se do forame magno no 0sso
occcipital até o nivel da vértebra L1 ou L2, ocupando desta maneira apenas os dois
tercos superiores do canal vertebral. Trinta e um pares de nervos espinais se originam
dela, cada um com uma raiz ventral ou anterior (motora) e uma raiz dorsal ou posterior
(sensitiva). Estes pares de nervos sdo agrupados em 8 nervos cervicais, 12 toracicos, 5
lombares, 5 sacrais e 1 coccigeo (Figura 02) (GRAY, 1988; MOORE et al., 2010).
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toraxica

lombar

coccigea

B

Figura 02: Coluna vertebral, medula espinal e raizes nervosas humanas: (A) Coluna vertebral
Humana: Sete vértebras cervicais (C1 a C7), doze vértebras tordcicas (T1 a T12), cinco vértebras
lombares (L1 a L5), cinco vértebras sacrais (que se fundem e formam o sacro) e quatro vértebras
coccigeas (vértebras rudimentares, que se fundem e formam o céccix), (Modificado de WATSON et al.,
2010a). (B) Relagdo das raizes nervosas com as vértebras (Modificado de NETTER, 2011).

Embora existam semelhancas anatdmicas entre a medula espinal de humanos e a
de roedores, o rato apresenta um perfil de segmentacdo medular um pouco diferente
(Figura 03). Seus pares de nervos espinais sao agrupados em 8 cervicais, 13 toracicos, 6
lombares, 4 sacrais e 3 coccigeos (GRANT, 2004).
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Figura 03: Coluna vertebral, medula espinal e raizes nervosas do rato: (A) Esqueleto do rato e sua
coluna vertebral, formada por sete vértebras cervicais, treze toracicas, seis lombares, quatro sacrais e 28
caudais. Vista lateral. (Modificado de ANDERSEN e TUFIK, 2010). (B) Medula espinal e nervos
espinais agrupados em 8 cervicais, 13 toracicos, 6 lombares, 4 sacrais e 3 coccigeos (Modificado de
http://biosphera.com.br, consultado em 10 de agosto de 2013). (C) Comparacdo entre as medulas espinais
do rato e do homem em tamanho natural; Vista posterior (Modificado de WATSON et al., 2010).

Internamente a medula espinal consiste em uma regido central de substancia
cinzenta, circundada por substancia branca, quando observada em corte transversal Na
substancia cinzenta estdo contidos os principalmente corpos celulares dos neurdnios e
fibras amielinicas, enquanto a substancia branca é composta de feixes de fibras
mielinizadas. A substancia cinzenta esta configurada numa forma caracteristica de H,
ou de borboleta, que tem projecdes designadas como colunas (cornos) posteriores ou
anteriores. Os cornos posteriores possuem um arranjo ordenado de neurdnios sensoriais,
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que recebem predominantemente os estimulos da periferia, enquanto 0s cornos ventrais
possuem predominantemente neurdnios motores que inervam musculos especificos, e
recebem direta ou indiretamente as aferéncias do cortex motor, além de possuir
interneurdnios e fibras espinais (COSENZA, 2012; STANDRING, 2010; KANDEL,
2003). A distribuicdo da forma e quantidade de ambas as substancias varia de acordo
com o nivel da medula no homem e no rato (Figura 04).
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Figura 04: Distribui¢do das substancias cinzenta e branca no homem e no rato: (A) Esquema do
padrdo de distribuicdo da substancia cinzenta e substancia branca ao longo dos diferentes niveis de
segmentacdo da medula humana em cortes transversais. (B) Esquema do padrdo de distribuicdo da
substancia cinzenta e substancia branca ao longo dos diferentes niveis de segmentagdo da medula do rato
em cortes transversais. (Modificado de MACHADO, 2012)

A substancia cinzenta é organizada em 10 microrregifes laminares, onde 0s
neurdnios se agrupam de maneira uniforme (Fig. 05). Essas microrregides se distribuem
em extratos ou laminas, denominadas laminas de Rexed (REXED, 1954). Essas foram
inicialmente descritas em gatos, e posteriormente descritas também em outras espécies
como ratos (MOLANDER e GRANT, 2004) e no homem (SCHOENEN, 1982). Entre
mamiferos a sua estruturacdo ndo difere muito (WATSON et al., 2010b). As laminas de
Redex sdo organizadas em camadas seriadas, numeradas de | a X, no sentido dorso-
ventral, e apenas a lamina X localizada em torno do canal central. As laminas | — VI,
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estdo no corno dorsal, area receptora de fibras exteroceptivas (estimulos de dor,
mecanicos e tato), estas fibras penetram pelas raizes dorsais; as lIaminas VII recebem
informacOes associadas ao sistema autondmico e estdo na zona intermedidria; as
laminas VIII - IX contém neurdnios motores descendentes e se localizam na regido
ventral; a lamina X possui corpos celulares proximos ao canal central, que respondem a
estimulos nociceptivos (CHENG e CAO, 1996; GRANT, 2004).

Lamina |
Lamina Il

Lamina lll

Lamina IV Grupo
Lamina V dorsolateral
Lamina VI

Lamina VII
Lamina VI

Lamina IX
Lamina X i
ventromedial

Figura 05: Organizagdo da substancia cinzenta na medula espinal. A esquerda, observam-se as
Laminas de Rexed, enquanto & direita é mostrada a localizagdo dos dois principais grupos de
motoneurdnios (COSENZA, 2012).

2.2. Lesao medular

A lesdo da medula espinal (referida em inglés como Spinal Cord Injury - SCI) é
uma sindrome neurolégica altamente incapacitante que pode ocorrer por traumas ou
doencas na coluna vertebral ou na medula espinal em si, afetando em diferentes graus a
capacidade da medula de enviar e receber informacgdes, levando a deficiéncias
sensoriais, motoras e autonémicas. A associacdo de outros sintomas decorrentes destas
deficiéncias como dor, espasticidade, Ulceras por pressao, disfuncdo urinaria, disfuncdo
intestinal, disreflexia autondmica, disfuncdes cardiovasculares, embolia pulmonar e
disturbios psicoldgicos faz com que o trauma medular seja considerado um dos mais
devastadores tanto fisicamente quanto psicologicamente. Desta forma a SCI repercute
na qualidade de vida e no potencial funcional do individuo, além de ser uma causa
frequente de mortalidade. O nivel de incapacitacdo individual é variavel e demanda
mudancas radicais no estilo de vida, além de provocar custos financeiros elevados para
a sociedade (Figura 06) (DEFINO, 1999; LIANZA et al., 2001; SCHMITZ, 2004;
www.sarah.br, consultado em 14 de abril de 2013).
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Figura 06: Pacientes acometidos por lesdes medulares, com diversos niveis de incapacidade
funcional: (A) Paciente tetraplégico sendo mobilizado passivamente no leito para prevencdo de
complicagBes como Ulceras por pressdo ou deformidades. (B) Paciente em cadeira de rodas em
treinamento de subir e descer rampas e meio fio. (C) Paciente sendo adaptado ao uso de Orteses para
deambulagdo e maxima independéncia (Ministério da Salde, http://bvsms.saude.gov.br, consultado em 17
de abril de 2013).

A SCI pode ser classificada de acordo com sua etiologia em traumaticas e ndo-
traumaticas, herdando sua nomenclatura de acordo com o seu fato gerador. As
traumaticas sdo provocadas principalmente por acidentes automobilisticos ou
motociclisticos, ferimentos por projétil de arma de fogo (PAF), lesdes por objeto
perfurante, acidentes por mergulho em agua rasa (MAR) e quedas (Figura 07). As nao-
traumaticas tém seu fato gerador em decorréncia de uma doenca, como poliomielite,
meningite, tumores na coluna vertebral entre outros. Em ambos os casos a medula
espinal acaba sendo afetada interferindo em diferentes graus na sua capacidade de
mandar e receber informac@es, levando as deficiéncias sensoriais, motoras (voluntaria e
involuntaria) e autondmicas (DEFINO, 1999; LIANZA et al., 2001, BOTELHO et al.,
2001; HAGG e OUDEGA, 2006).
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Figura 07: Lesdo Traumatica. O desenho esquematico ilustra uma fratura éssea promovendo uma leséo
na medula espinal. Fonte: Modificado de: http://www.pialaw.ca/areas-of-practice/spinal-cord-injuries
(acesso em 23/06/2013).
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Estima-se que em todo o mundo 2,8 milhdes de individuos sofrem com algum
tipo de SCI cronica. Segundo o Centro Estatistico Nacional de Lesdo Medular
Americano (National Spinal Cord Injury Statistical Center - NSCISC), a incidéncia
anual deste tipo de lesdo nos Estados Unidos, ndo incluindo aqueles que morrem no
local do acidente, é de aproximadamente 40 casos por milhdo de habitantes, ou seja,
cerca de 12 mil novos casos a cada ano. Em 2013 foi estimado que 273.000 pessoas
estejam vivendo com algum tipo de SCI nos EUA, sendo que a taxa de mortalidade para
esta injaria chega a 4,5% dos vitimados ap6s um ano de lesdo. A principal causa sdo 0s
traumas, representados por acidentes automobilisticos, responsaveis por cerca de 44%
dos casos, seguidos por agressao (24%), quedas (22%), lesdes associadas a atividades
esportivas (8%) e outras causas (2%) (https://www.nscisc.uab.edu/, consultado em 14
de abril de 2013).

No Brasil estima-se que 250 mil pessoas apresentam este tipo de lesdo, e sua
incidéncia é de cerca de 6 a 8 mil novos casos por ano, sendo 80% das vitimas homens,
e 60% se encontram entre os 10 e 30 anos de idade, sendo o trauma a causa
predominante (D’ANDREA e GREVE, 1997; MASINI, 2000).

Especificamente, a incidéncia de lesdo medular traumatica no Brasil €
desconhecida, pois esta condicdo ndo € sujeita a notificacdo. Sabe-se porém que nos
ultimos 10 anos, s6 a Rede SARAH de Hospitais, atendeu 9.019 pacientes com seqiiela
de lesdo medular traumatica. Em 37,2%, a causa foi acidente de transito, em 28,7%
projéteis de arma de fogo (PAF), em 16,8% quedas, em 8,9% mergulho e 8,5% com
outras causas (www.sarah.br, consultado em 14 de abril de 2013). Trata-se
definitivamente de uma patologia de alto impacto socio-econémico em nosso pais,
sendo que o custo para a sociedade por paciente permanece alto (STRIPLING, 1990).

A incapacidade numa SCI varia de acordo com o grau da lesdo, do segmento
medular e das vias nervosas e neurdnios da medula envolvidos. De uma maneira geral
0s pacientes podem apresentar tetraplegia se possuem lesdo em um dos oito segmentos
cervicais ou paraplegias se possuem lesdo nas regides toracica, lombar ou sacral (Figura
08). Na maioria dos casos 0s pacientes apresentam uma melhora que se inicia a partir da
primeira semana indo até o sexto més, ocorrendo uma diminuicdo da melhora
espontanea apds este tempo. Estratégias de reabilitacdo instituidas precocemente podem
minimizar a incapacidade a longo prazo (www.sarah.br, consultado em 14 de abril de
2013).
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Figura 08: Segmentos medulares e niveis de perda funcional. Desenho esquemético mostrando 0s
segmentos medulares e os relacionando as tetraplegias ou paraplegias ap6s lesdes medulares em humanos
(ILHA et al., 2011)

Os pacientes portadores de lesdo medular passam por varias fases
comportamentais. Elas sdo descritas como fases de choque, negacgéo, reconhecimento e
adaptacdo. Na fase de choque o paciente fica confuso e ndo tem nocdo da magnitude do
fato ocorrido. Na fase de negacdo, o paciente comeca a fazer contato com a realidade,
mas de forma distorcida devido a fragilidade emocional. Nesta fase € muito comum essa
frase: “Eu voltarei a andar, estou paralisado apenas temporariamente”. Na fase de
reconhecimento o paciente visualiza a deficiéncia/paralisia como definitiva, gerando
intensos sentimentos de desamparo e ansiedade podendo levar a um quadro de
depressdo e idéias suicidas. Na fase de adaptacdo o paciente pde seus esforcos
utilizando ao méximo sua capacidade, visualizando o processo de reabilitacdo como
facilitador para sua reintegracdo biopsicossocial (MINISTERIO DA SAUDE, 1995;
http://bvsms.saude.gov.br, consultado em 17 de abril de 2013). Estas informagdes nos
levam a crer que a maior dificuldade de um paciente lesado medular seja a de conviver
com sua incapacidade de locomogéo.

2.3. Classificacao neuroldgica e funcional das lesdes medulares

A American Spinal Injury Association (ASIA) em parceria com a International
Medical Society of Paraplegia (IMSOP) publicaram e validaram os ‘Padrdes
Internacionais para Classificacdo Neurologica e Funcional das Lesdes Medulares”. O
modelo proposto é considerado de exceléncia na avaliacdo de pacientes com SClI,
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facilitando ndo s6é a comunicacdo entre a equipe transdisciplinar como também
possibilitando um registro confidvel da evolugdo do paciente e a comparacdo de achados
clinicos entre servicos e pesquisadores de diferentes paises e localidades. A
ASIA/IMSOP aperfeicoou tambem a escala de Frankel, desenvolvendo posteriormente
um indicador de comprometimento referente ao tipo e gravidade das lesdes
(BEHRMAN e HARKEMA 2000; NEVES et al., 2007).

De acordo com a ASIA (http://www.asia-spinalinjury.org, consultado em 19 de
julho de 2013) é possivel classificar o paciente com TRM (traumatismo raqui-medular)
em uma de 5 categorias, de acordo com o resultado do exame dos componentes
sensitivo e motor:

A = COMPLETA: Sem preservacdo das funcdes motora e sensitiva no segmento sacral
S4 - S5;

B = SENSORIAL INCOMPLETO: Perda da funcdo motora, porém funcdo sensitiva
preservada abaixo do nivel neuroldgico e inclui sensibilidade do segmento sacral S4-S5;
C = MOTOR INCOMPLETO: Func¢édo motora preservada abaixo do nivel neurologico,
e mais da metade dos musculos-chave abaixo do nivel neurol6gico possuem grau de
forca inferior a 3 (apesar de haver contracdo muscular, ndo sdo capazes de vencer a
gravidade);

D = MOTOR INCOMPLETO: Funcdo motora preservada abaixo do nivel neurolégico,
e mais da metade dos musculos-chave abaixo do nivel neurol6gico possuem grau de
forca igual ou superior a 3 (vencem a gravidade);

E = NORMAL: Fungdes Motora e sensitiva sdo normais.

Embora esta avaliacdo seja facilmente realizada no homem, em ratos se torna de
dificil verificagdo. Nenhum teste funcional sozinho € suficiente para avaliar a
recuperacdo neuroldgica e funcional apds a lesdo medular em modelos animais. Por isso
é necessaria a combinacdo de dois ou mais testes, e que cada um compare a fungédo
motora do animal sadio e do animal lesado. Os métodos usados para avaliar a
recuperacdo da funcdo locomotora sdo especificos, sensiveis e permitem que 0s
movimentos dos membros posteriores individualmente possam ser isolados e
analisados. Tais métodos especificos permitem comecar a abordar 0s mecanismos
subjacentes a recuperacdo da funcdo apds um episédio de TRM nestes animais
(KUNKEL-BAGDEN et al., 1993).

O teste mais aceito e mais utilizado para avaliacdo da capacidade locomotora
apos lesdo medular foi descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (1995), conhecido como
“Teste BBB”, no qual foi criada uma escala de 0 a 21 pontos que considera a
movimentacdo da articulacdo do quadril, joelho, tornozelo, posicdo do tronco (se existe
suporte do peso corporal), cauda, coordenacdo e rotacdo das patas posteriores
(MOLINA, 2006). Este teste ¢ amplamente utilizado e facilita a comparacdo de
resultados. Nesta escala, 21 indica locomog¢é&o normal e zero indica nenhum movimento
espontdneo no membro posterior. O teste “foot print” ou teste de impressdo das pegadas
¢ outro teste que também é amplamente utilizado (MEDINACELI et al., 1982;
STIRLING et al., 2004), onde sdo mensuradas principalmente a base de apoio (que se
encontra aumentada apo0s lesdo medular), o comprimento da passada (que diminuiu
bilateralmente po6s-lesdo) e o angulo de rotagdo (que aumenta apds SCI) (KUNKEL-
BAGDEN et al., 1993).

2.4. Fisiopatologia das lesdes medulares

O papel da medula espinal em uma ampla gama de fungdes fisioldgicas é
claramente demonstrado pelas deficiéncias observadas apds a SCI, e pelas condigdes
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clinicas em que se desenvolvem as fases aguda e crénica ap6s a lesdo (HILLEN et al.,
2013).

A SCI inicia um estado progressivo de degeneracdo, com mudancas estruturais,
bioguimicas e fisiologicas que ocorrem ao longo de semanas ou meses apés a leséo, e
tendem a provocar danos adicionais ao sistema nervoso. Respostas secundarias ao
trauma inicial incluem inflamacdo, excitotoxicidade, apoptose de neurdnios e células
gliais, retracdo axonal, cicatrizes gliais, desmielinizacdo, mudancas nas propriedades
eletrofisiol6gicas de neurénios e plasticidade/brotamento aberrante das fibras nervosas
poupadas. Pesquisas prévias sobre os mecanismos fisiopatoldgicos da lesdo medular
resultaram em um esquema classificatorio de lesdo primaria e lesdo secundaria, e 0
conhecimento dos detalhes desta sequéncia pode ajudar a determinar o momento
adequado para a adocédo de estratégias de reabilitacdo (CADOTTE et al., 2010; HILLEN
etal., 2013; HOULE et al., 2013).

A lesdo primaria € mecénica, de natureza destrutiva, como quando ocorre uma
fratura e/ou deslocamento de vértebras adjacentes promovendo um dano local
segmentar na medula espinal que resulta em axdnios interrompidos juntamente com um
fluxo de sangue reduzido, 0 que pode causar necrose isquémica, bem como o edema
subsequente na medula espinal (Figura 09). Estes eventos podem produzir alteragdes
nas concentracdes de ions extracelulares, que, ao longo do tempo (dias em modelos
animais, semanas ou meses em seres humanos) levam a lesbes secundarias, que por sua
vez causam uma exacerbacdo da perda celular, ndo se limitando apenas ao mecanismo
inicial (KWON et al., 2004; CADOTTE et al., 2010; HILLEN et al., 2013).
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Figura 09: Danos primarios e secundarios ap6s lesdo da medula espinal. A forca mecénica imposta a
medula espinal no momento da leséo causa transec¢do e interrup¢do do tecido. Raramente esta transecgéo
é completa, havendo tecido adjacente que sobrevive e é vulnerdvel aos danos secundario. As intervencdes
neuroproteroras tem o objetivo de minimizar e reduzir a perda de tecido neural que sdo decorrentes dos
danos secundarios (modificado de KWON et al., 2004).

Desta maneira, 0s mecanismos da leséo secundaria ocorrem durante semanas e
meses apOs a lesdo mecanica inicial, e 0s eventos que caracterizam esta fase sdo
denominados de danos secundarios, que podem progredir tanto rostral como
cranialmente ao foco da lesdo. Os danos secundarios sdo produzidos por uma série de
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eventos celulares, moleculares e bioquimicos que séo desencadeados pela injuria inicial,
que podem ser agravados por varios processos inter-relacionados, incluindo a perfuséo
micro-vascular, a geracao de radicais livres e a peroxidacdo de lipidios, a morte celular
necrética ou apoptotica e o desequilibrio na homeostase idénica (KWON et al., 2004;
GENOVESE et al., 2008).

As alteracGes vasculares locais e a isquemia da medula espinal sdo considerados
0s aspectos mais importantes da lesdo secundaria. A interrupcdo mecanica da
microcirculacdo causa petéquias hemorrgicas e trombose intravascular que em
combinagdo com vasoespasmo de vasos intactos e edema no local da lesdo podem levar
a uma profunda hipoperfusdo e isquemia. A geragdo de radicais livres causa uma
progressiva oxidacao de acidos graxos nas membranas celulares (peroxidacao lipidica) e
0 processo de oxidagdo forma geometricamente mais radicais que podem propagar a
reacdo por toda a superficie celular. O local da lesdo é rapidamente infiltrado por
neutréfilos, macrofagos e linfocitos T. Embora eles desempenhem fung@es importantes
na resposta do organismo a lesdo, também pode ter efeitos prejudiciais no tecido do
sistema nervoso central (KWON et al., 2004; HILLEN et al., 2013).

Em relacdo a morte celular, tanto a apoptose como a necrose ocorrem na SCI.
Ambas séo induzidas pelos mesmos insultos como a isquemia, 0 estresse oxidativo e a
excitoxidade, no entanto em lesdo mais severas, € mais comum a morte celular por
necrose. De maneira geral, as células ao redor do epicentro da lesdo, que sobreviveram
ao trauma inicial podem receber insultos bioquimicos secundarios suficientes para
iniciar um programa de autodestruicdo através da ativacdo de caspases. Finalmente,
pode haver formacdo de cicatriz significativa juntamente com desmielinizacdo de
algumas fibras e degeneracdo dos axénios que ja ndo tém um alvo devido a perda de
células imediatamente apds a lesdo ou nas fases posteriores da resposta (KWON et al.,
2004; HILLEN et al., 2013).

Posteriormente, a medula espinal é submetida a reorganizacéo substancial. Estas
alteracbes incluem a plasticidade sinaptica, axonal e proliferacdo celular em toda a
medula e ndo somente caudal ao ferimento. Algumas das alteracdes podem envolver a
formagédo de novas vias para contornar as regides danificadas, enquanto que outras
alteracdes podem envolver reorganizacdo em regides ndo danificadas para assumir
funcbes novas ou modificadas, tal como ocorre na reorganizacdo dos mapas corticais
(HILLEN et al., 2013).

De maneira geral a SCI causa uma interrup¢do entre as regides craniais (cortex e
tronco encefalico) e as caudais (circuitos espinais e motoneurdnios), causando assim
importantes perdas das fun¢bes motora e sensorial, inferior ao nivel espinal da lesdo
(VAN de CROMMERT, 1998).

2.5. Locomogdo apos a ocorréncia de lesdo medular

Uma caracteristica essencial da vida do animal é a capacidade de mover-se de
um local para o outro, denominada locomocdo. Ela pode assumir diversas formas:
propulsdo ondulatéria, como nos peixes; rastejamento ondulatério, como nos répteis;
vbo, como nas aves; marcha, trote e galope, nos mamiferos quadrupedes e marcha e
corrida nos seres humanos. Em todas estas formas, apesar das ébvias diferencas, uma
caracteristica comum € o movimento ritmico, alternado e ciclico do corpo ou seus
apéndices durante os movimentos locomotores. Sua natureza ritmica e semi-automatica
faz a locomogédo parecer uma acdo esterotipada envolvendo repeticdes dos mesmos
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movimentos, e, esta caracteristica, fez com que o0s primeiros pesquisadores, como
Sherrington, atribuissem um caréter reflexo a ela (LENT, 2004; KANDEL et al., 2003).

Charles Sherrington (citado por Lent, 2004) observou em suas pesquisas, que um
cdo que era submetido a transec¢do cervical alta da medula espinal, ao ser colocado de
pé, ainda executava alguns movimentos alternados tipicos da locomocéo, concluindo
entdo que seria uma série de reflexos. Todavia, mais tarde, essa natureza reflexa da
locomocdo foi questionada, pois animais que tinham a medula espinal transeccionada e
eram submetidos a seccdo das raizes dorsais de varios segmentos bilateralmente
(desaferentados), de modo que as informacdes sensoriais dos membros ndo pudessem
alcancar a medula, ainda assim foram capazes de se locomoverem quando colocados em
uma esteira rolante, através da realizacdo de movimentos locomotores ritmicos,
alternados e ciclicos (Figura 10) (LENT, 2004; KANDEL et al., 2003).
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Figura 10: Atividade ritmica de andar é gerada por redes de neurdnios na medula espinal. A
existéncia de tais redes foi comprovada através de um sistema experimental animal no qual nervos da raiz
dorsal foram cortados de modo que informagdes sensérias dos membros ndo podiam alcancar a medula
espinal. Um registro original deste estudo mostra que contragdes alternadas ritmicas do masculo flexor do
tornozelo (tibial anterior) e extensor (gastrocnémio) se iniciam logo depois da transecdo da medula
espinal (KANDEL et al., 2003).

Atualmente a concepcdo que prevalece é a de existem Geradores Centrais de
Padrdo. Um gerador central de padrdo (CPG, do inglés central pattern generator) é
definido como uma rede neuronal capaz de gerar um padrdo ritmico de atividade
motora, como na respiracao, no ato de cogar, ou no comando sequencial dos musculos
durante as diversas formas de locomocdo (LENT, 2004; KANDEL et al., 2003). A
compreensdo dos principios basicos da fungdo de um CPG é baseada em pesquisas em
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invertebrados e peixes primitivos, como a lampreia (Figura 11), onde foi comprovado
que um grau significativo do controle da locomogdo é mediado em nivel da medula
espinal (DIETZ e HARKEMA, 2004).
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Figura 11: Rede neuronal da lampreia responsavel por sua locomocdo. Na imagem observa-se as
principais caracteristicas da rede neuronal de cada segmento do corpo da lampréia, responsavel pelo
padréo de locomocéo ritmica para a natacdo. A agdo em cada rede segmentar € iniciada pela atividade em
axonios glutaminérgicos descendentes da formacdo reticular. Em cada lado da rede, interneurdnios
excitatorios (E) ativam os neurénios motores (MN) e duas classes de interneurdnios inibitérios (I e L). Os
axdnios dos interneurdnios I cruzam a linha média e inibem todos 0s neur6nios na metade contralateral da
rede, assegurando que, quando os musculos de um lado estiverem ativos, musculos do outro lado estardo
silentes. Os interneurdnios L inibem os interneurdnios | do mesmo lado (KANDEL et al., 2003)

Os neurdnios da medula espinal que constituem estas redes ainda ndo foram
identificados, mas sabe-se que eles formam circuitos oscilatérios envolvendo
motoneur6nios extensores e flexores: Em um ciclo os extensores de uma perna sao
ativados e os flexores sdo inibidos, ocorrendo o contrario na outra perna. No ciclo
seguinte inverte-se o padrdo: os flexores sdo ativados e os extensores inibidos, e
novamente o padrdo oposto move a outra perna. Esse padrdo béasico produzido pelo
CPG ¢é geralmente modificado por informacGes sensoriais veiculadas pelas raizes
dorsais e informacdes dos centros supra-espinais veiculadas pelas vias descendentes
(LENT, 2004; KANDEL et al., 2003).

Foi observado que gatos submetidos a transec¢éo total da medula espinal podiam
reaprender a andar com os membros posteriores mesmo na auséncia da entrada de
informacdes do cérebro, gracas a estas redes neuronais na medula espinal (DIETZ e
HARKEMA, 2004). De fato, em quadrUpedes a trasnseccdao da medula inicialmente
causa uma paralisia completa dos membros posteriores, entretanto, essa operacdo nédo
impede permanentemente a capacidade das pernas traseiras de fazerem movimentos de
caminhar (KANDEL et al., 2003). Essa constatacdo foi importante pois com ela surge a
hipotese dessa plasticidade dos CPGs ser priorizada nos programas de reabilitagdo
(DIETZ, 2009).

O papel do CPG nos seres humanos é controverso e de dificil demonstragéo.
Pesquisas deste tipo envolvendo humanos necessitariam de individuos que tivessem
sofrido lesBes completas da medula espinal e também que fossem desaferentados. No
entanto, muitos estudos em humanos forneceram evidéncias da existéncia destas redes
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neurais oscilatorias, que interagem com entradas aferentes (informacdes sensorias), com
pouca ou nenhuma entrada supra-espinhal detectavel (DIETZ e HARKEMA, 2004).
Entretanto humanos com medula espinal completamente transeccionada, ao contrario do
que foi demosnstrado nas pesquisas em gatos, nunca serdo capazes de melhorar até o
estagio de serem capazes de andar sem a ajuda do sistema de suporte de peso hum piso
estatico (VAN de CROMMERT et al., 1998). Isso se d& provavelmente devido a estes
CPGs serem muito mais dependentes de comandos supra-espinais e/ou entradas
proprioceptivas do que os CPGs de quadrupedes (MULTON et al., 2003).

2.6. Estratégias para o tratamento das lesdes medulares

A maior parte das investigacdes realizadas na area de lesdo da medula espinal
concentra-se em tratamentos concebidos para evitar a propagacdo da lesdo (ou lesdo
secundaria) ou para aumentar a excrescéncia de feixes de fibras ascendentes e/ou
descendentes em torno ou através da lesdo (LANKHORST, 2001).

Muitos estudos com transplantes, fatores neurotréficos e bloqueadores dos
inibidores de crescimento neural associados a mielina revelaram alguns resultados
promissores na recuperacdo funcional em modelos animais (HOUWELING et al., 1998;
RABCHEVSKY et al., 1999; BOYCE et al., 2007; FORET et al., 2010; MACHADO,
2012). Os fatores neurotréficos exercem um importante papel na fisiopatologia do
reparo tecidual enddgeno nos processos degenerativos de lesdes do sistema nervoso
central, por possuirem receptor tipo tirosina-quinase, que exerce uma agdo protetora
sobre varios tipos celulares, tanto no encéfalo (SUN et al., 2002) como na medula
espinhal (SHIMAMURA et al., 2007).

Efeitos positivos também foram apontados para o exercicio fisico praticado apds
SCI, como o aumento do BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) e da
sinapsina I. O efeito sobre a sinapsina é particularmente interessante , porque a ela é
postulado um papel importante na libertacdo de neurotransmissores e de manutencéo de
contatos sinadpticos . Numa série de estudos, verificou-se que o exercicio ap6s SCI
conduziu a um aumento significativo na distribuicdo de sinapsina em torno de neurénios
do corno ventral e cinzento intermédio da medula espinal lombar. Correlacionando a
isto, foi observado um aumento do nimero de neurdnios que expressam cFos no corno
dorsal e regides cinzentas intermediarias da medula espinal lombar ap6s o exercicio dos
membros posteriores dos ratos submetidos a SCI (Figura 12). Um aumento na cFos é
uma indicacdo de um aumento da atividade neuronal resultante de atividade sinaptica ,
neste caso durante o exercicio (HOULE, 2013).
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Figura 12: Imunomarcacdo para cFos ap6s SCI e préatica de exercicio. Com a prética de bicicleta ou
esteira, ha um aumento no nimero de neurdnios cFos positivos no corno dorsal (DH, do inglés “dorsal
horn”) e na substancia cinzenta intermediaria (IG do inglés “intermediate gray ) em comparagéo com 0s
neurdnios de animais ndo treinados, ambos no segmento L4. A quantidade de cFos em motoneurdnios do
corno ventral (VH do inglés, “ventral horn”) ndo parece ser alterada com o exercicio. A expressao de
cFos é usado como um indicador da atividade neuronal apds o exercicio dos membros posteriores de ratos
submetidos & SCI (Modificado de HOULE, 2013).

Nas ultimas décadas, varios autores demonstraram também que € possivel
melhorar a fungdo locomotora em pacientes (humanos ou animais) com lesdo medular,
através de evidéncias experimentais que sugerem que o CPG espinal pode ser treinado
para funcionar mesmo quando desprovido de entrada supra-espinal (WERNIG et al.,
1995; LANKHORST, 2001; DIETZ e HARKEMA, 2004; DIETZ, 2009).

Para que uma intervencdo terapéutica seja entdo realmente eficiente em
promover uma melhora neuroldgica funcional apos lesdo medular, ela devera combinar
varias estratégias, uma vez que o agravamento apos a lesdo medular ndo é ocasionado
por um fator Unico (CIZKOVA et al., 2011). As terapias devem ser direcionadas de
maneira a atenuar 0s processos do dano secundario, como inflamagcéo e a excitotoxidade
(ESPOSITO et al., 2011) e promover um ambiente mais favoravel para a regeneracao
axonal, além da estimulacdo da neurogénese na medula espinal gerando novos
progenitores espinais que podem ser obtidos através de atividade fisica (CIZKOVA et
al., 2011).

Todavia, na pratica clinica apds a ocorréncia de uma lesdo da medula espinal em
humanos, o tratamento realizado na maioria das vezes ainda é bastante obsoleto. De
uma maneira geral o paciente é internado em uma unidade especial que trata de les6es
da coluna o mais rapido possivel. Uma vez internado é preciso tomar a decisdo sobre a
necessidade de tratamento conservador ou intervencdo cirargica. Em geral o tratamento
conservador € o tratamento de escolha quando o dano ja ocorreu. A intervencéo
cirurgica se faz necessaria quando o alivio de pressdo na medula espinal pode permitir
certa recuperacdo (THOMSON et al., 2002). Em geral, os tratamentos para SCI séo
extremamente limitados a ressucitacdo, estabilizacdo do paciente traumatizado e a
administracdo de doses de metilpredinisolona, uma droga cuja atividade ¢é
presumivelmente derivada a partir da sua capacidade de inibir a peroxidagdo da
membrana e, assim, evitar parte do dano secundario, embora a melhora neurologica
ainda seja muito modesta mesmo com a utilizacdo de altas doses. Ainda no periodo em
que ele se encontra internado nesta unidade especial de tratamento, o paciente é
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indicado para o acompanhamento fisioterapico (LANKHORST et al.,, 2001;
THOMSON et al., 2002; ESPOSITO et al., 2011).

As estratégias fisioterapicas com estes pacientes incluem numa primeira fase,
posicionamento correto no leito, evitando pressdo sobre proeminéncias dsseas e
consequente Ulceras por pressdo; prevencao de problemas circulatérios como trombose
venosa profunda através da mobilizacdo no leito e realizacdo de movimentos passivos
nos membros inferiores; prevencao de deformidades, como contraturas onde novamente
0S movimentos passivos irdo manter a variagéo articular e o comprimento funcional dos
tecidos moles; cuidados com o térax, importante em pacientes tetraplégicos por conta
do movimento respiratorio deficiente e risco de desenvolvimento de infecgdes
respiratorias; e finalmente o cuidado com a bexiga urinaria, que por ter o suprimento
neuroldgico oriundo dos nervos lombar e sacral, na maioria das lesbes pode haver
disfuncdo, sendo necessario inicialmente o uso de cateterismo intermitente e
posteriormente o treino dos pacientes para que possam realizar o esvaziamento de suas
bexigas em intervalos regulares (UMPHRED, 1994; THOMSON et al., 2002).

Ap0s esta fase, o paciente recebe alta da unidade hospitalar, mas ainda continua
a necessitar de tratamento por meio de uma equipe multidisciplinar capacitada, que
inclui médicos de diversas especialidades, fisioterapeuta, psicélogo e terapeuta
ocupacional (bvsms.saude.gov.br, consultado em 17 de abril de 2013). A reabilitacdo
deste paciente visa 0 desenvolvimento da méxima independéncia em cada caso, dado
pela gravidade de sua lesdo. Em geral as estratégias fisioterapicas nesta fase, visam
fortalecimento de membros superiores para mudancas de posturas no leito, passagem do
leito para a cadeira de rodas e mobilizacdo nesta cadeira. Seguido a isto, é trabalhado
controle de tronco, e por fim, quando possivel, o treino da marcha, sendo esta fase o
“grande desafio” tanto para o paciente como para o terapeuta (UMPHRED, 1994;
THOMSON et al., 2002).

O grande desafio nesta fase é que estes pacientes muitas vezes ndo possuem
forca muscular adequada para manter a postura e caminhar, fazendo com que a
recuperacdo da marcha se torne uma tarefa dificil e dispendiosa (FINCH et al., 1999).
Nestes casos, é necessario prover um suporte para proteger estas pessoas de quedas, por
meio dos sistemas convencionais de ajuda para auxilio na marcha como o uso de barras
paralelas, andadores, muletas e bengalas, embora a quantidade de peso aliviada nao seja
constante e € dificil de ser quantificada. Outro fato é que estes dispositivos dependem da
forca, controle de tronco e coordenacdo dos pacientes. Além disso, 0 consumo
energético do paciente com a utilizacdo destes auxilios para a marcha € maior. Assim,
com estes dispositivos, muitas vezes, ndo se conseguem gerar as condi¢fes necessarias
para um treino de marcha seguro e eficaz (GAZZANI et al., 2000). No treino de marcha
convencional, muitas vezes, o resultado ndo satisfaz o paciente, com padrdes
assimétricos de movimento e principalmente, com dificuldade de percorrer maiores
distancias (COELHO et al., 2004; DALY et al., 2004). Para aperfeicoar este processo
deu-se inicio a utilizacdo da esteira em paraplégicos humanos objetivando a recuperacao
funcional, principalmente apds uma lesdo moderada da medula espinal (SULLIVAN et
al., 2002), e mais tarde o treino de marcha em esteira com suporte de peso corporal
(CUNHA et al., 2002).

2.7. Treino de marcha em esteira com suporte de peso corporal: BWSTT

O treino de marcha na esteira com suporte de peso corporal (BWSTT, do inglés
“body weight-supported treadmill training”) é um sistema que suspende e segura
parcialmente o peso do corpo do paciente, diminuindo a carga sobre o aparelho
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musculoesquelético, e facilitando desta maneira a marcha. O BWSTT € uma estratégia
de reabilitacdo neuroldgica que incorpora 0s resultados recentes da ciéncia para
promover a recuperacdo funcional locomotora apos lesdo da medula espinal (VISINTIN
et al., 1998; WILSON et al., 2001; SULLIVAN et al., 2002).

O surgimento desta técnica advém de estudos em gatos com lesdo medular
lombar, que demonstraram recuperacdo da capacidade de locomoc¢do apds receberam
treinamento em esteira com apoio de tronco e movimentos assistidos das patas
posteriores (SULLIVAN et al., 2002; THRELKELD et al. 2003).

Ap0s 0 sucesso da reabilitacdo com animais, por volta dos anos 80, surgiram 0s
primeiros estudos em seres humanos a partir dos trabalhos de Lois Finch e Hugues
Barbeau (VISINTIN, 1989). A proposta destes pesquisadores era de suspender na
esteira através de um elevador os pacientes que sofreram lesdo da medula espinal, sendo
0s movimentos das pernas destes pacientes auxiliados por fisioterapeutas treinados
(SULLIVAN et al., 2002).

Vieira e colaboradores em 2011 realizaram uma revisao literaria sobre o uso do
treino locomotor com suporte de peso corporal em humanos portadores de leséo
medular incompleta, a fim de verificar os seus efeitos ha marcha destes pacientes. Apds
todos os critérios da exclusdo (foram excluidos os artigos que apresentavam pacientes
com classificacdes ASIA A efou B, artigos comparando o suporte de peso corporal
manual com o robotico e artigos associando a utilizacdo de drogas ou outros tratamentos
ao BWSTT) restaram 21 artigos, e destes, 16 apresentavam algum efeito positivo do
BWSTT sobre os parametros espaciais e temporais da marcha (VIEIRA et al., 2011).

O protocolo para realizagdo do BWSTT em humanos normalmente se baseia no
posicionamento do paciente sobre uma esteira, preso a um sistema de suspensao de
peso. Este sistema de suporte é composto por um elevador pneumatico que possui um
sistema de leitura digital que permite regular a quantidade de peso que esta sendo
sustentada. Inicialmente a quantidade de peso “suspensa” corresponde a 40% do peso
corporal que vai sendo reduzida progressivamente. Os pacientes sdo treinados por dois
fisioterapeutas. Um deles fica posicionado posterior ao paciente objetivando corrigir a
postura, a0 mesmo tempo em que estabiliza e posiciona corretamente o quadril durante
a mudanca de peso realizada durante a marcha. O segundo fisioterapeuta € posicionado
de maneira que ele possa assistir os membros inferiores paréticos, monitorando as
caracteristicas normais da passada e a cadéncia (Figura 13). Os componentes-chave
neste processo foram o alinhamento vertical do tronco, a mudanca de peso durante a
passada, a cinematica dos membros de apoio e de balanco, as caracteristicas das
passadas coordenadas entre os dois membros e finalmente a oscilacdo reciproca dos
membros superiores, através do treinamento de dissociacdo de cinturas. Os pacientes
normalmente ndo sdo autorizados a usar nenhum outro tipo de Ortese durante o
treinamento, a fim de deixarem os bracos livres para balanceio. Por razdes de seguranca
existem barras paralelas que s6 deverdo ser usadas em situacdes emergenciais. A
velocidade de caminhada precisa ser confortavel para o paciente e estar dentro de suas
limitacBes, sendo avaliada para possiveis aumentos em intervalos regulares de tempo.
Normalmente, todo este processo é filmado para posteriores analises (SULLIVAN et
al., 2002).
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Figura 13: Paciente realizando técnica de BWSTT. A fotografia mostra o paciente realizando o
BWSTT posicionado no suporte de peso corporal, a esteira e os fisioterapeutas (SULLIVAN et al., 2002).

Em ratos, o protocolo de BWSTT mais utilizado em funcdo da viabilidade
consiste em posicionar o animal horizontalmente num suporte de peso ajustado ao seu
tronco, de maneira que ele possa mover seus quatro membros, sobre a esteira (FOUAD
et al., 2000; MULTON et al., 2003). Aproximadamente 15% do peso corporal do
animal ¢ “descarregado” sobre suas patas traseiras (ILHA et al., 2011). Este protocolo é
iniciado de 2 a 4 dias apds a SCI , com uma velocidade de 5,8 cm/seg., 30 minutos por
dia, sendo este tempo dividido em trés sessdes de 10 minutos cada, com intervalos de 5
minutos entre essas sessdes. Durante o treinamento 0 movimento padrdo de marcha dos
membros posteriores é auxiliado manualmente pelo pesquisador, até que os animais
possam realiza-los sozinhos (MULTON et al, 2003).

2.8. Mecanismos envolvidos na recuperacao da marcha através do BWSTT

Existe uma estimativa que na maioria das lesdes medulares apenas 10 a 15% das
vias espinais descendentes sdo poupadas (DIETZ, 2009). Contudo, um consideravel
grau de recuperacao locomotora em mamiferos com uma lesdo da medula espinal pode
ser conseguido. Isto pode ser atribuido a uma reorganizacao das vias neurais poupadas e
de redes neurais (CPGSs) existentes abaixo do nivel da lesdo que irdo se adaptar para
gerar atividade locomotora, mesmo na auséncia da chegada de comandos supra-espinais
(HOULE e COTE, 2013). A plasticidade destes centros espinais que podem assumir o
controle da locomocao deve entdo passar a ser priorizada nos programas de reabilitagdo
(DIETZ, 2009).

A elaboracdo de qualquer tarefa motora fornece estimulacdo suficiente para
iniciar uma adaptacéo desses CPGs no interior da medula espinal e, por exemplo, para
gerar a locomocdo. Entretanto, a perda da capacidade motora apds lesdo medular pode
se tornar maior quando estas redes centrais da locomogéo ja ndo sdo mais utilizadas
(DIETZ, 2009). Observacoes realizadas em gatos submetidos a transec¢do medular alta
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indicaram que, se a realizacdo de uma tarefa motora é descontinuada, tal como ocoorre
apo6s SCI, o processamento neural para a realizacdo desta tarefa também se deteriora
(EDGERTON et al., 1997). Estes resultados mostram que o treinamento motor
repetitivo, tal como ocorre nos protocolos do BWSTT (o treinamento normalmente é
realizado 5 dias por semana), fornece estimulacdo suficiente de caminhos neurais
especificos para facilitar a reorganizacao funcional dentro da medula espinal e melhorar
e/ou manter a resposta motora (DIETZ e HARKEMA, 2004).

Outro aspecto importante a ser considerado é que a entrada sensorial deve ser
apropriada. 1sso quer dizer que o treinamento deve ser especifico, e isso tem
fundamental importancia para alcangcar uma resposta motora ideal dos CPGs espinais.
Consequentemente, a perda da capacidade motora apds a lesdo medular resultante da
perda dos comandos supra-espinais, pode tornar-se maior, quando estes CPGs ndo sdo
mais ativados por entradas sensorial funcionalmente relevantes (DIETZ e HARKEMA,
2004). Os bons resultados das pesquisas envolvendo o BWSTT, aponta que este método
de tratamento fornece entradas sensoriais adequadas (DIETZ, 2009).

Ha cada vez mais evidéncias de que a “utilizacdo defeituosa” destes estimulos
aferentes, em combinacdo com 0s processos secundarios de compensacdo estdo
envolvidos em disturbios tipicos, tais como espasticidade. Portanto, um programa de
reabilitacdo deve concentrar-se na melhoria da funcdo, aproveitando a plasticidade dos
centros neuronais e deve ser menos orientado para a correcao de sinais clinicos isolados,
tais como a excitabilidade reflexa (DIETZ, 2009).

Vaérios estudos demostraram ainda, que a simples movimentacdo dos membros
inferiores quando inexiste peso incidindo sobre eles ndo é suficiente para gerar ativacao
dos musculos da perna tanto em individuos saudaveis como em pacientes com total
tetraplegia. No entanto, os movimentos dos membros inferiores em combinagdo com o
peso incidindo sobre eles resultou numa apropriada ativacdo muscular. Registros
eletromiograficos de individuos com SCI foram realizados durante a execucdo de
movimentos que obedeciam exatamente aos padrdes fisioldgicos da marcha, mas que
eram realizados sem a descarga de peso sobre os membros inferiores. Estes registros
indicaram que os reflexos de estiramento nestas circunstancias contribuem pouco para a
ativacdo muscular nas pernas quando comparado durante as condi¢des normais de
locomocdo. Ficou estabelecido entdo que a amplitude de ativacdo muscular nas pernas
estava diretamente relacionada com o nivel de carga imposto sobre esses membros
(DIETZ e HARKEMA, 2004).

Pesquisas também sugeriram que informacgdes aferentes oriundas das
articulacbes do quadril quando mobilizadas sdo importantes para a ativacdo muscular
durante a locomocdo em mamiferos, principalmente porque o quadril € quem inicia a
transicdo das fases de apoio para o balanceio (oscilacdo), e isso de da pelo sincronismo
de musculos flexores e o inicio da fase de oscilacdo (DIETZ e HARKEMA, 2004).

Portanto, ndo ¢ surpreendente que o fato de poder “descarregar e recarregar” o
peso do corpo sobre os membros inferiores durante a locomogdo desempenha um papel
essencial para o sucesso de uma formacdo locomotora em pacientes paraplégicos e
hemiplégicos (HESSE et al., 1997; DIETZ e HARKEMA, 2004 ). O BWSTT é uma
estratégia que permite o paciente treinar sua marcha, tendo peso incidindo sobre suas
pernas enquanto ele as movimenta, auxiliados por fisioterapeutas.

De maneira geral, a interacdo da informacgdo sensorial especifica e repetitiva
aliada com o fato de poder descarregar o peso do corpo parcialmente sobre os membros
inferiores durante a locomocdo s&o os mecanismos que podem estar envolvidos na
recupracdo da marcha atraves do BWSTT (Figura 14).
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Estimulos sensoriais
adequados, juntamente
Estimulos sensoriais com 0 peso sendo
adequados, juntamente parcialmente
com o peso sendo descarregado  sobre 0
parcialmente membro (receptores na
descarregado sobre o articulagdo quadril)

membro (Receptores

Figura 14: llustracdo esquematica da entrada de sinais aferentes importantes para a geracéo e
formacéo dos padrées de locomogdo em pacientes com SCI. (SETA MAIOR) indica a entrada de
comandos supra-espinais que foram interrompidos (LINHA ONDULADA) apés a lesdo. Vias aferentes
oriundas de receptores nas articulagdes do quadril, musculares e mecanorreceptores do pé (SETAS
PEQUENAS), influenciando sistemas interneurais e motoneurénios (L, ESQUERDA, R, DIREITA),
resultando na saida eferente final (locomoc&o) (Modificado de DIETZ e HARKEMA, 2004).
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3 OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Implantar a técnica do BWSTT no Laboratério de Neurofisiologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

Avaliar pardmetros morfoldgico-funcionais do BWSTT em ratos submetidos a
lesdo medular por compressdo através da inflagdo de baldo.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito BWSTT na recuperacdo funcional da capacidade de locomocéo

em ratos submetidos & lesdo medular por compressdo através da inflacdo de
baldo.

e Auvaliar se 0 BWSTT pode interferir na severidade do trauma da medula espinal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram usados ratos adultos (90 dias) machos da raca Wistar, provenientes do
Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas, pesando entre 270 e 310 gramas,
sendo mantidos em ciclo de claro-escuro de 12 horas, em temperatura constante, com
agua e comida “ad libitum .

Todos os procedimentos realizados nesta pesquisa foram submetidos a apreciacao
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

4.2. Desenho experimental

O desenho experimental adotado esta esquematizado na figura 15. Inicialmente,
os animais foram submetidos a sess@es diarias de adaptacao na esteira e entdo a cirurgia
de SCI por compressdo. No dia seguinte a SCI, os animais foram submetidos a
avaliacdo da capacidade locomotora (Teste BBB) e através deste teste 0s animais com
escore BBB acima de 0,5 foram excluidos do estudo. Os animais com escore BBB 0
(zero) foram randomicamente divididos nos seguintes grupos de tratamento:

e LM (Lesionados Medulares) — Grupo de animais submetidos ao modelo de lesdo
medular sem qualquer manipulacao/tratamento adicional;

e LMST (Lesionados Medulares, colocados no Suporte de peso e submetidos ao
Treino de marcha) — Grupo de animais submetidos ao modelo de lesdo medular
e ao treino de marcha na esteira com suporte de peso corporal (BWSTT),
diariamente;

e LMS (Lesionados Medulares e colocados no Suporte de peso) - Grupo de
animais submetidos ao modelo de lesdo medular e colocados no suporte de peso
corporal sob a esteira desligada diariamente.

Para servir de controle da cirurgia, foi incluido um grupo SHAM — Grupo de
animais falso-operados (apresentavam escore BBB 21).

Os animais foram submetidos a avaliacdo da capacidade locomotora pelo teste
BBB semanalmente. Ao final da quinta semana foram submetidos a anélise da
locomocgdo através do teste de impressdo das pegadas (teste “foot print”) e depois
eutanasiados.
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Figura 15: Esquema do desenho experimental. Dias em que foram realizadas a adaptacdo na esteira, a

cirurgia de SCI, a divisdo dos grupos, o periodo de recuperagdo pds-lesdo, as sessdes de BWSTT com 0s

animais do grupo LMST e a colocacdo dos animais do grupo LMS no suporte corporal com a esteira

desligada, os testes comportamentais em todos 0s grupos e a eutanasia dos animais através da perfusdo

transcardiaca para retirada das medulas espinais para posterior analise histopatolégica.
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4.3. Adaptacéo a esteira

Previamente a cirurgia de lesdo medular todos os animais foram submetidos a
adaptacdo a esteira, que consistiu na colocacdo dos animais na mesma esteira que foi
utilizada para o BWSTT numa velocidade de 17,5 cm/seg. Este treinamento foi
realizado por 3 dias antes da cirurgia e cada sessdo diaria de treinamento durou de 10 a
15 minutos para cada animal (tempo méaximo que os animais cooperavam). Os animais
ndo foram submetidos a qualquer privacdo de alimento e nem receberam nenhum
estimulo para que andassem na esteira. Caso algum animal virasse no sentido oposto,
este era reposicionado manualmente na esteira em movimento (FOUAD et al., 2000;
MULTON et al., 2003) (Figura 16).

Figura 16: Periodo de Adaptacdo na esteira. Fotografia mostrando os animais andando na esteira
previamente & cirurgia de SCI.

4.4. Treino de marcha em esteira com suporte de peso corporal (BWSTT)

Para realizacdo do BWSTT utilizamos uma esteira ergométrica (marca Caloi,
modelo Cl 4004) adaptada. Na esteira, um dispositivo eletrénico ligado a um motor
(Figura 17) permitiu regular velocidades mais baixas que as usuais de uma esteira
ergométrica para humanos, obtendo velocidades de 0 a 0,72 Km/h (0 a 20 cm/seg).
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Figura 17: Fotografia ilustrando a adaptaco realizada na esteira. Seta “A” indica o motor conectado
por intermédio de uma correia ao eixo que movimenta a lona da esteira. Seta “B” indica o dispositivo
eletrdnico contendo um regulador (dimmer) que permitiu usar velocidades de 0 a 20 cm/seg.

Em cima da lona da esteira ergométrica foram acopladas 9 raias, medindo 44 cm
de comprimento, 10 cm de largura e 11 cm de espessura cada uma delas, semelhante as
utilizadas por FOUAD e colaboradores em 2000.

O suporte de peso corporal (Figura 18 A) constituiu de uma haste metalica em
forma de L que foi presa em cada raia. Nesta haste foi soldado um parafuso com um
pequeno gancho preso em sua extremidade. Neste gancho foi preso um colete
confeccionado em courvin (Figura 18 B), que foi preso no tronco dos animais com
auxilio de um velcro. Para o suporte de cauda utilizamos uma fita adesiva
hipoalergénica de uso hospitalar.

No quarto dia ap6s a lesdo medular foi iniciado o BWSTT com os animais do
grupo LMST, que consistiu na colocacdo do colete no tronco dos animais, seguido da
fixacdo deste colete no suporte de peso corporal de cada raia e na fixacdo da cauda com
a fita para suporte (Figura 18 C). Desta maneira 0 animal permaneceu com seu peso
suspenso parcialmente por este mecanismo, em posicdo horizontal sob a esteira. A
esteira entdo foi ligada a uma velocidade de 5,8 cm/seg (FOUAD et al., 2000;
MULTON et al., 2003). Foram realizadas 3 sessOes diarias com 10 minutos de duracéo
cada uma, com um intervalo de 5 minutos entre elas, totalizando 40 minutos, cinco dias
por semana durante 5 semanas. Nos intervalos entre as sessfes, 0s ratos permaneceram
no suporte, sem que houvesse qualquer manipulacao sobre eles.

Os animais do grupo LMS foram colocados no suporte de peso corporal e na
esteira sem movimento com finalidade de exposicdo ao local e ao suporte utilizado
durante o exercicio. O tempo de exposicdo destes animais ao local de realizagdo do
BWSTT foi de 40 minutos, mesmo periodo de tempo em que 0s animais que realizavam
o treino de marcha em esteira (grupo LMST) permaneciam durante toda esta atividade
(LANA et al., 2008)
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Figura 18: Implantacdo da técnica e realizacdo do BWSTT. (A) Suporte de peso corporal: haste
metalica em forma de “L” onde foi soldado um parafuso, por onde se aumentava ou diminuia a
quantidade de peso suspensa. (B) Colete: Foto mostrando o colete confeccionado em courvin que foi
preso ao tronco dos animais. (C) Animal realizando o BWSTT: A foto mostra o animal utilizando o
suporte de peso corporal e o suporte de cauda realizando o treino de marcha na esteira.

4.5. Procedimento cirdrgico para lesdo medular

Os animais foram inicialmente anestesiados com Ketamina (75mg/kg, i.p.)
combinada a Xilasina (25mg/kg, i.p.). Ap6s alcancar o plano anestésico, 0s animais
foram posicionados numa placa em decubito ventral e tricotomizados na regido dorsal,
onde em seguida foi feita uma incisdo longitudinal da pele na linha média, em
aproximadamente 3 a 4 cm, sobre o0s processos espinhosos de T7 a T11. Posteriormente,
a musculatura sobre estes processos espinhosos foi dissecada, possibilitando a abertura
de um pequeno orificio (laminectomia) de 2 mm de didametro na regido caudal do
processo espinhoso T10 através do auxilio de uma furadeira dental (Figura 19 A).

A lesdo por compressdo na medula espinal dos ratos foi realizada com a
utilizacdo de um cateter Fogarty do tipo 2 conectado a uma micro seringa Hamilton de
50 pl previamente preenchido com solugdo salina 0,9% (VANICKY et al., 2001). A
ponta do cateter foi entdo introduzida por este orificio no espaco epidural, sendo
avancado cranialmente por 1 cm, para que o centro do baldo fique entre T8-T9. Em
seguida, o baldo foi inflado com um volume definido de 15 ul salina por 5 minutos.
Apos este periodo de 5 minutos o cateter foi desinflado e removido cuidadosamente e o
animal teve o tecido muscular e a pele suturados em camadas anatémicas (Figura 19 B e
19 C).

Imediatamente apds o procedimento cirdrgico de lesdo medular, os animais
receberam uma dose profilatica de antibiotico (Pentabiotico, 40.000 Ul/kg, s.c.) e
injecdo subcutanea de 5 ml de uma solucdo de salina. Os animais foram mantidos em
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camara com temperatura controlada e 2 horas apés a cirurgia 0s animais receberam uma
injecdo de Fentanil (0,032 mg/kg, s.c.). Apds a lesdo animais foram mantidos em
gaiolas plasticas com no maximo 5 animais por gaiola, sob condi¢cdes adequadas de
higiene, alimentacéo e hidratagéo.

20pl 15u1  10pl

Histologia

Figura 19: Cirurgia de lesdo medular. (A) Fotografia do animal durante a cirurgia com a musculatura
no nivel dos processos espinhosos T7 e T11 dissecada, com orificio aberto (laminectomia) de 2 mm de
didmetro na regido caudal do processo espinhoso T10 e cateter posicionado no canal medular. (B)
Fotografia mostrando o tamanho da vértebra T9 e cateteres inflados com 10, 15, e 20 ul de soro
fisioldgico, respectivamente (modificado de VANICKY et al., 2001). (C) Esquema do cateter posicionado
no canal medular no espaco epidural inflado com um volume definido de 15 ul salina (VANICKY et al.,
2001).

4.6. Avaliacdo da capacidade locomotora de ratos pds-lesdo medular: Teste BBB

O BBB é um teste que avalia a capacidade de locomog¢do em campo aberto dos
animais que foram submetidos a cirurgia de SCI, descrito por Basso, Beattie e
Bresnahan (1995). Os animais foram colocados individualmente no centro do campo
aberto que consiste basicamente de uma caixa transparente de acrilico de 80x80x30cm,
com fundo forrado de material antiderrapante na cor preta subdividido em 25 quadrantes

iguais (16cm? cada) (Figura 20).
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Figura 20: Teste BBB. Fotografia ilustrando um animal sendo submetido ao teste BBB para avalia¢do da
capacidade locomotora 24 horas ap6s SCI.

Neste teste os animais foram filmados por 4 minutos por uma camera Nikon
Coolpix S2500 e os filmes transferidos e armazenados em computador. A camera
filmadora foi posicionada lateralmente ao campo aberto, para a observacdo dos
membros dos animais. As avaliagcdes foram realizadas por dois examinadores que eram
cegos ao experimento que atribuiram escores 0 a 21 de acordo com a escala funcional
BBB (Tabela 01) que considera a movimentacdo da articulacdo do quadril, joelho,
tornozelo, posi¢do do tronco, cauda, coordenagdo, rotacdo das patas traseiras. Nesta
escala, 21 indica locomocao normal e 0 (zero) indica nenhum movimento espontaneo no
membro. Os valores foram representados como media * erro padrao.

Essa avaliacdo foi realizada 24 horas e semanalmente apds a lesdo, por cinco
semanas, nos respectivos 1°, 8°, 15°, 22°, 29° e 36° dias apos a leséo.
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Tabela 01: Escala Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) para avaliacdo da capacidade de locomocgdo de
ratos pds-lesdo medular (BASSO et al., 1995)

Pontos

Definigcdes operacionais de categorias e atributos

0

Nenhum movimento observavel do membro posterior

1

Movimento discreto (limitado) de uma ou de duas articulacdes, geralmente do quadril ou
joelho

Movimento extenso de uma articulacdo e discreto na outra

Movimento extenso nas duas articulagdes e nulo na terceira

Movimento discreto das trés articulagdes do membro posterior

Movimento discreto de duas articulacdes e extenso da terceira

Movimento extenso de duas articulac@es e discreto da terceira

Movimento extenso das trés articulagdes do membro posterior

Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte de peso

OO (N[O~ |WIN

Apoio plantar da pata com suporte de peso somente na fase de apoio (ex. quando estatico)
ou passada dorsal ocasional, fregiiente ou consistente com o suporte de peso e nenhuma
passada plantar

Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma coordenacdo dos membros
anterior e posterior

11

Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente e nenhuma coordenagdo dos
membros anterior e posterior

12

Passo plantar com suporte de peso frequente & consistente e coordenacdo ocasional dos
membros anterior e posterior

13

Passo plantar com suporte de peso freqiente a consistente e coordenacgdo freqiente dos
membros anterior e posterior

14

Passo plantar com suporte de peso consistente e coordenacdo consistente dos membros
anterior e posterior e posi¢do predominante/ da pata rodada (interna ou externa/) durante a
locomocgdo, no contato inicial com a superficie e antes de liberar os dedos na fase final de
apoio ou passada plantar freqiiente, coordenagdo consistente dos membros anterior e
posterior e passada dorsal ocasional

15

Passada plantar consistente e coordenacgdo consistente dos membros anterior e posterior e
nenhuma liberacdo dos dedos ou liberagdo ocasional durante 0 movimento do membro
para frente, posi¢do predominante/ da pata paralela ao corpo no instante do contato inicial.

16

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior
durante a marcha com frequente liberagdo dos dedos durante o movimento do membro para
frente, posi¢do predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e
rodado no instante da liberagéo.

17

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior
durante a marcha com frequente liberagdo dos dedos durante o movimento do membro para
frente, posi¢do predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e
na liberacéo dos dedos.

18

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior
durante a marcha com consistente liberacdo dos dedos durante 0 movimento do membro
para frente, posi¢do predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e
rodado no instante da liberacdo dos dedos.

19

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior
durante a marcha com consistente liberacdo dos dedos durante o movimento do membro
para frente, posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e
na liberacdo dos dedos e apresenta cauda para baixo em parte do tempo ou o tempo todo.

20

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior
durante a marcha com consistente liberacdo dos dedos durante 0 movimento do membro
para frente, posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e
na liberacdo dos dedos com consistente elevagdo da cauda e instabilidade do tronco.

21

Passada plantar consistente e marcha coordenada, consistente liberacdo dos dedos, posicéo
predominante da pata é paralela ao corpo durante toda fase de apoio, estabilidade consistente
do tronco e consistente elevacdo da cauda.

45



4.7. Avaliacao funcional da marcha: Teste Foot Print

No teste da “impressdao de pegadas” (do inglés foot print), a regido plantar das
patas traseiras dos animais foi pintada com auxilio de um pincel macio e uma solucéo
de cola colorida e tinta nanquim ambas na cor preta e atdxicas. Esta solucéo produziu
uma tinta mais densa e aderente. Posteriormente cada animal foi posicionado na
extremidade inicial de um corredor estreito de madeira de 1 m de comprimento por 7cm
de largura. No final deste corredor foi conectada uma caixa (20 cm de largura, 15 cm de
altura e 10 cm de comprimento) onde os animais poderiam entrar apds percorrerem 0
corredor. O assoalho do corredor foi coberto com uma fita de papel de 7 cm de largura
(mesma que o corredor), 0 que evitou a movimentacdo da mesma durante o teste (Figura
21 A). Na fita de papel foram feitas duas marcas nos seus 15 cm iniciais e finais, para
delimitar uma distancia de 70 cm a ser considerada na analise. Os animais tinham de 1 a
2 segundos para atravessar o corredor e se 0s animais ndo percorressem neste tempo fita
era substituida e o teste repetido (Figura 21 B) (STIRLING et al., 2004).

Figura 21: Corredor utilizado no Teste Foot Print. Em (A) observa-se a fita de papel colocada no
assoalho deste corredor e a caixa colocada ao seu final, para onde os animais se dirigiam. Em (B), animal
percorrendo o corredor contendo a fita de papel em seu assoalho onde as marcas das pegadas séo obtidas
apos o animal ter tido suas patas traseiras pintadas.

Uma vez obtido o registro das pegadas, as fitas de papel foram avaliadas
previamente para determinar qual trecho de impressfes apresentada pegadas
caracteristicas bem definidas e seria escaneado e avaliado (Figura 22). O trecho
escolhido foi entdo digitalizado utilizando um scanner convencional da marca HP,
modelo Photosmart C3180, com resolucdo de 300 pixels por polegada para imagem em
preto e branco, em formato de imagem de alta qualidade (TIFF). A analise das imagens
foi realizada através de um software de dominio publico Imagel
(http://rsb.info.nih.gov/ij/download.htmL) (Figura 23).
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Figura 22: Fita de papel contendo o registro das pegadas. Imagens das pegadas de um animal SHAM
(ndo submetidos a lesdo medular) apds serem escaneadas e digitalizadas. Na parte inferior da figura nota-
se a imagem de uma régua (em centimetros) que foi utilizada como referéncia para calibrar o programa no
qual foram mensuradas as distancias.
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Figura 23: Andlise das imagens através do ImageJ. A figura ilustra a impressdo dos pés sendo
analisadas mediante o software ImageJ. Nesta imagem observamos a medicdo da distancia (comprimento)
entre duas patas de um mesmo lado.

Os critérios analisados foram os descritos por Kunkel-Bagden e colaboradores
(1993) neste modelo de lesdo medular e estdo ilustrados na figura 24. Sao eles:

1. Distancia entre as duas patas (DBF, do inglés “Distance Between Foot”),
determinada através da medicdo da distancia entre as impressfes dos coxins centrais das
duas patas traseiras.

2. Comprimento da passada (LS, do inglés “Stride Length”) distancia entre as
duas impressdes consecutivas de cada pata (direita e esquerda).

3. Rotacdo (R, do inglés “Rotation”) determinada pelo angulo formado por
linhas que passam pelo terceiro dedo e ponto médio dos calcanhares esquerdo e direito.
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Figura 24: Critérios analisados no Teste Foot Print. Marcas das pegadas das patas posteriores
ilustrando as medigdes realizadas: Base de apoio (DBF, do inglés ‘“Distance Between Foot”);
comprimento das passadas nos lados direito e esquerdo (RSL e LSL, do inglés Right Stride Length e Left
Stride Lenght); rotacdo dos membros (R do inglés “rotation”) (KUNKEL-BAGDEN et al., 1993).

4.8. Perfusdo, fixacao e corte das medulas

Cinco semanas apds a lesdo medular os animais foram anestesiados e eutanasiados
por perfusdo transcardiaca. Para o procedimento da perfusdo, os animais receberam uma
anestesia profunda com Tiopental Sodico (50mg/kg, i.p., Cristalia) por via
intraperitoneal e depois de certificada a anestesia, 0s animais foram posicionados em
decubito dorsal. Foi realizada uma incisdo a partir do processo xifoide seguindo
superior e lateralmente para ambos os lados até proximo da regido anterior da axila. Em
seguida, desinseriu-se o diafragma, de modo a expor completamente o cora¢do na
cavidade toracica. Uma agulha calibrosa ligada através de um cateter a uma bomba
peristaltica, foi inserida no apice do ventriculo esquerdo, em direcdo a parte ascendente
da aorta, local este onde ficou posicionada a ponta desta agulha. Em seguida, foi
realizada uma pequena abertura no atrio direito para a saida do sangue e ligou-se a
bomba. Por este procedimento, foram impulsionados 300 ml de solugdo de salina com
Heparina (Parinex, Hipolabor, 2ml/1000ml de solucéo salina) por aproximadamente 10
minutos, seguida de 700ml de Paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,4 a
4°C durante aproximadamente 20 minutos. O sitio da lesdo medular foi identificado e a
medula foi retirada e dissecada entre as vértebras T7 e T10 e pds-fixadas na mesma
solucgéo de perfusdo. Posteriormente, as medulas foram armazenadas sob refrigeracédo a
4°C até o momento do corte.
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4.9. Avaliacao histopatologica: Analise da severidade do trauma medular

Para avaliacdo histopatoldgica, um segmento de 1,5 cm de cada medula
contendo o sitio da lesdo foi preparado e embebido em parafina e fatiados em
microtomo em cortes longitudinais de 5um de espessura.

Para o processamento das medulas foram realizadas as etapas de desidratacéo
com banhos seriados de 40 minutos na seguinte seqiiéncia: Alcoois 70%, 80%, 90%,
95% e 100%; seguida de um banho intermediario de xilol e alcool, trés banhos seriados
em xilois e outros trés em parafinas (derretida a uma temperatura de 58 a 60°C).
Posteriormente foi realizada a inclusdo do material, onde as medulas foram
posicionadas com a regido ventral voltada para o fundo do cassete, contendo uma
camada prévia de parafina no fundo, e embebidas no material de inclusdo, de maneira
que pudessem ser cortadas longitudinalmente.

As medulas foram cortadas em micr6tomo em cortes seqiienciais de 5um. Em
cada lamina foram dispostos 2 cortes. Para a coloracdo das laminas utilizamos
hematoxilina e eosina (HE). Inicialmente foi realizada uma etapa de desparafinizacao,
na qual as laminas permaneceram 4 horas na estufa (58-60°C), e depois passaram por
uma seqiiéncia de trés banhos de xilol, seguidas de banhos de alcoois 100%, 95%, 70%
e 50%. Para a coloracdo (HE) as amostras foram lavadas em agua corrente e agua
destilada por 5 minutos, mergulhadas na hematoxilina por 8 minutos e lavadas
novamente em agua corrente por 5 minutos. Um banho de 5 minutos de solucdo de
alcool acido 3% e outro de agua destilada. Para a etapa da eosina as laminas
permaneceram por apenas 30 segundos, sendo mergulhadas em seguida rapidamente em
agua acética 1% e deixadas em agua corrente por 2 minutos. A Ultima etapa foi a
clarificacdo das laminas com quatro banhos seqienciais de alcool 100% por 5 minutos e
trés banhos de xilol por 10 minutos. Finalmente, as laminas foram seladas com entelam.

As imagens das amostras foram capturadas em microscépio de campo claro
(Nikon). Para a montagem das imagens panoramicas, utilizamos o programa Adobe
Phothoshop CS2. Cada colagem representa um aumento de objetiva de 10X e contém
80 a 100 fotos.

A quantificacdo da area da lesdo foi realizada pela diferenca entre a area total da
medula e a area de lesdo em porcentagem de segmentos medulares de 1,5 cm. Foram
analisados 3 animais de cada grupo. Para tal procedimento escolhemos as lamina que
estdo compreendidas entre as numeracdes 6 e 8 da sequéncia de cortes. Essas alturas
correspondem a regido de maior extensdo de dano tecidual.

Para a quantificacdo do estrangulamento da medula, utilizamos o Software
ImagePro Plus 6.0 (Media Cybernetics Inc.). Selecionamos a ferramenta
“measurements”, e tragamos linhas transversais na areas caudal, rostral e do epicentro
da lesdo nas medulas. Os dados foram analisados através da diferenca das meédias das
porcdes caudais e rostrais, em porcentagem, em relacdo aos valores do epicentro da
lesdo (através da porcentagem da perda de tecido) (Figura 22).
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Figura 25: Esquema da quantificagdo do estrangulamento da area da lesdo. As linhas transversais
representam as areas rostral, caudal e do epicentro da lesdo que foram quantificadas.

4.10. Analise Estatistica

A capacidade locomotora foi avaliada pelo escore do teste comportamental (BBB)
e a média entre 0s grupos expressa como média + erro padréo. As diferencas estatisticas
entre 0s grupos experimentais foram detectadas pela anélise de variancia de duas vias
para medidas repetidas, admitindo-se os fatores grupo, tempo e tratamento.
Posteriormente, foi executado o pos-teste de comparagdes multiplas de Student-
Newman-Keuls, sendo considerada diferenca significativa quando p<0,05.

Os parametros do foot print e avaliagdo da severidade do trauma (tamanho da
lesdo e porcentagem de estreitamento da medula na lesdo) foram analisados por
ANOVA de uma via seguida de teste de Student-Newman-keuls para comparacdes
multiplas, sendo considerada diferenca significativa quando p<0,05 em todas as
analises.

As andlises estatisticas foram realizadas por meio dos programas SigmaStat 3.5 e
as apresentacOes graficas dos resultados foram obtidas pelo programa GraphPad Prism
5.0.
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5 RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1. Modelo de leséo medular por compressdo em ratos

A lesdo medular tipica em humanos € decorrente de traumas ndo perfurantes
(como acidentes de carro e acidentes de mergulho) onde estruturas ésseas e ligamentos
sdo deslocados e mecanicamente comprimem a medula espinal (SEKHON et al., 2001;
DUMONT et al., 2001).

Muitos modelos experimentais de SCI foram desenvolvidos a fim de imitar os
eventos mecanicos ocorridos em humanos. Estes modelos devem gerar confiabilidade e
reprodutibilidade as experiéncias para propiciar ao pesquisador a possibilidade de
reproduzir os mesmos resultados diversas vezes (BEHRMANN et al., 1992; VANICKY
et al., 2001). As técnicas de lesdo medular experimental por contusdo e por compressdo
sdo as que mais se aproximam da realidade aos acidentes que ocorrem com humanos,
sendo muito rara a ocorréncia de transeccdo completa da medula espinal (KWON et al.,
2004).

Atualmente, o modelo mais usado é o de contusdo por queda de peso que
consiste em soltar um peso através de um tubo a uma distancia fixa, controlado por um
sistema computadorizado, sobre a medula exposta ocorrendo assim uma instantanea
deformacdo mecénica. Outro modelo usado nas pesquisas de SCI é o modelo de
compressdo. Neste modelo a lesdo é induzida pela técnica de compressdo progressiva,
realizada atraves de mecanismos como um balonete inflavel, clipes de aneurisma, entre
outros. Desta forma, este modelo tem o objetivo, reproduzir a persisténcia de uma
compressdo na medula espinal, como observado na maioria dos casos em humanos
(GENOVESE et al., 2008).

Neste trabalho, 0 modelo de SCI utilizado foi 0 modelo de leséo por compresséo
em ratos atraves da inflacdo de um baldo que foi previamente padronizado por Vanicky
e colaboradores (VANICKY et al., 2001). Esta escolha foi feita levando em conta as
vantagens apresentadas neste modelo, como o desenvolvimento gradual da lesdo,
reprodutividade, baixo custo e facilidade da técnica ser executada.

5.2. Implementacdo da técnica de BWSTT no laboratorio de Neurofisiologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Nesta etapa fizemos uma adaptacdo em uma esteira ergométrica para uso em
humanos a fim de que pudesse ser utilizada em ratos. Primeiramente substituimos o
motor original por um motor menor de uso automotivo, que foi conectado a um
dispositivo eletrénico que nos permitiu regular através de um dimmer (dispositivo
utilizado para variar a intensidade de uma corrente elétrica) velocidades entre 0 e 0,72
Km/h (0 a 20 cm/seg). Esta faixa de velocidade nos permitiu trabalhar animais sadios
(adaptacdo na esteira, feita antes da SCI) e animais lesados (apos SCI).

As raias onde os animais permaneceram durante o treino foram feitas através da
construcdo de uma caixa de madeira sem fundo que foi colocada sobre a lona da esteira
ergomeétrica, sendo apoiada lateralmente, de maneira que a lona podia correr abaixo dela
sem atrito. Esta caixa foi dividida em 9 raias, que consistem em regifes retangulares
medindo 44 cm de comprimento, 10 cm de largura e 11 cm de espessura cada uma
delas. Essas medidas foram baseadas no modelo utilizado por Fouad e colaboradores em
2000.
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Previamente & cirurgia de SCI, na fase de adaptacgéo, regulamos a velocidade da
esteira em 17,5 cm/seg, a mesma utilizada por Fouad e colaboradores (2000). Nesta
etapa 0s animais iniciaram a locomogéo na esteira sem que houvesse a necessidade de
qualquer privagédo de alimento ou reforgo. Alguns animais se viraram no sentido oposto.
Na ocorréncia deste fato eles foram reposicionados manualmente no sentido correto, ou
eles mesmos se corrigiram. O tempo de duracdo deste treinamento variou entre 10 e 15
minutos. Apds 15 minutos a maioria dos animais perdeu a motivacdo para andar
continuamente, como descrito por Foud e colaboradores (2000). Isso era observado
quando algum animal deixava com que a esteira o0 arrastasse até que seu corpo fosse de
encontro com a parede posterior da raia. Quando seu corpo tocava essa regido ele corria
em direcdo a parede anterior da raia deixando a esteira arrasta-lo novamente. Este
comportamento se repetia até que fosse retirado da esteira. Os ratos foram treinados em
grupos de 9 por vez. Nas primeiras vezes em que realizamos esta adaptacdo, alguns
animais passavam de uma raia para a outra. Por este motivo nosso grupo construiu uma
tampa de acrilico transparente (contendo furos para que houvesse troca do ar), e tampou
as raias, fazendo com que o animal ficasse habituado a permanecer sempre na mesma
raia.

Segundo a literatura, para que se obtenham melhores resultados o treino nesses
animais deve ser iniciado o mais precocemente possivel, normalmente de 2 a 4 dias
(MULTON et al., 2003). Optamos por iniciar o BWSTT no quarto dia pos-lesdo. Esse
tempo foi necessario para que houvesse cicatrizacdo dos tecidos cutaneos e musculares,
a fim de que fosse possivel a colocacdo do colete no tronco destes animais, o qual foi
preso ao suporte de peso corporal. A velocidade da esteira usada nesta etapa foi de 5,8
cm/seg, baseada em dados da literatura para este tipo de lesdo (FOUAD et al., 2000;
MULTON et al., 2003). Os animais se adaptaram bem a esta velocidade e pareciam
realizar o treino de marcha de maneira confortavel. O tempo total de treino diério foi de
40 minutos, sendo este tempo dividido em trés sessdes com 10 minutos de duragdo cada
uma e um intervalo de 5 minutos entre cada uma elas (MULTON et al., 2003). Nos
intervalos de 5 minutos entre uma sessdo e outra, 0S animais permaneceram no suporte
de peso sem serem manipulados. Alguns animais aproveitavam-se do fato de estarem
neste suporte e ficavam movendo seus corpos, utilizando este suporte como “uma
espécie de balanco”. Isso também foi observado nos animais do grupo LMSU que
permaneciam 40 minutos presos a este suporte com a esteira desligada. Neste periodo de
tempo se movimentavam dentro da raia, auxiliados por este suporte. Por vezes também
assumiam a posicdo bipede ao apoiar os membros anteriores na parede da raia.

Desta forma, a padronizacdo da técnica de BWSTT no laboratério de
Neurofisiologia da UFRRJ foi satisfatoria, e esta técnica serd utilizada nos proximos
estudos da area nesta Universidade.

5.3. Efeito do BWSTT na capacidade locomotora avaliada pelo teste BBB de ratos
submetidos a lesdo medular por compressao

A Anova de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa
nos fatores grupo (LM, LMS e LMST) (F2s5= 3,801; p=0,043), tempo (antes da leséo,
24h, 1% a 5% semanas apods lesdo) (F(sss= 136,8; p<0,001) e interacdo (F(10,85= 2.315;
p=0,0184). Os resultados demonstram (Figura 26) que no primeiro dia apés a lesdo, os
animais apresentaram paraplegia e paresia, sendo atribuido indice zero na escala BBB,
indicando incapacidade de movimento dos membros posteriores.

Quando considerado apenas o fator grupo (sem ser considerado o fator tempo), o
teste Student-Newman-Keuls detectou que o grupo LMST foi significativamente
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diferente do grupo LM (p=0,035). Neste caso, as médias do escore BBB destes grupos
foram: LM: 5,472 £ 1,046; LMS: 7,819 + 1,046 e LMST: 9,281+0.905.

Quando considerado o fator tempo, o teste Student-Newman-Keuls também
detectou diferenca significativa nos escores BBB do grupo LMST em relagdo ao grupo
LM na 3%(p=0,008), 4% (p=0,008) e 5% (p=0,006) semanas apds a SCI. Na quarta semana
apos SCI o grupo LMS também apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo
LM, mas esta diferenca ndo foi mantida na 5% semana de analise.
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Figura 26: Efeito do BWSTT na capacidade locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo
medular por compressdo. Ap6s serem submetidos a lesdo medular por compressao, ratos Wistar foram
submetidos durante cinco semanas a uma destas condigdes: Treino de marcha de marcha em esteira com
suporte de peso corporal, grupo LMST (n=8); colocados diariamente na esteira desligada utilizando o
suporte de peso corporal, grupo LMS (n=6); ou ndo foram manipulados, grupo LM (n=6). Valores séo
apresentados como média + erro padrdo do escore de capacidade locomotora (teste BBB). Teste Student-
Newman-Keuls, P<0,05. * indica diferenca significativa em relagdo ao grupo LM.

Nossos resultados corroboram com os resultados de MULTON e colaboradores
(2003) que também demonstraram uma melhora da locomocdo de ratos submetidos a
SCI por compressdao ao serem treinados na esteira com suporte de peso corporal. A
diferenca observada quando nossos resultados sdo comparados aos do grupo de Multon,
esta no fato de que nossos animais apresentaram uma melhora maior. A média do escore
BBB de nossos animais do grupo LMST ao final da quinta semana foi de 15,18 (que
representa clinicamente passada plantar consistente, com suporte de peso consistente e
coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior). Enquanto no grupo de
MULTON os animais do grupo LMST apresentaram uma pontuacdo de 10 na escala
BBB, também ao término da quinta semana (correspondente a passada plantar com
suporte de peso ocasional e nenhuma coordenagdo entre 0os membros). Ja 0s animais
LM obtiveram 9,66 em nossa pesquisa ao final da quinta semana (correspondente a
passada plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma coordenacdo dos membros
anterior e posterior). Enquanto isso, 0s animais de Multon, atingiram apenas 8 na escala
BBB (correspondente ao apoio plantar da pata sem suporte de peso). Isso pode ser
explicado pela gravidade da lesdo. Em nosso trabalho realizamos uma lesdo medular por
compressdo moderada, atraves da inflacdo do baldo com 15 ul salina por 5 minutos. Ja
no trabalho de MULTON e colaboradores, a lesdo foi realizada com a inflagdo do baldo
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com 20 ul salina por 5 minutos, caracterizando uma leséo grave, implicando em maior
dano neuroldgico e conseqlientemente uma recuperagdo menor avaliada pelo teste BBB.
Esta diferenca na gravidade de lesbes j& foi comparado e descrito por VANICKY e
colaboradores, criadores deste modelo de lesdo, que testaram a recuperacdo espontanea
de animais submetidos & SCI por compressdo de baldo com 10 ul, 15 pl e 20 pl de
salina (VANICKY et al., 2001).

Nossos resultados também podem ser comparados aos resultados de FOUAD e
colaboradores que também testaram o BWSTT em ratos submetidos a SCI. Na quinta
semana de tratamento os animais do grupo LMST apresentavam a média do escore BBB
igual a 14,49, muito proxima da nossa que foi de 15,18, e que correspondem
clinicamente a passada plantar consistente com suporte de peso e coordenagao entre 0s
membros anterior e posterior consistentes. O grupo de Fouad ndo obteve diferenca
significativa entre os grupos tratado e ndo tratado (FOUAD et al., 2000).

Os resultados aqui apresentados, ainda estdo de acordo com dados outros dados
presentes na literatura sobre os efeitos benéficos do treino de marcha em esteira com
suporte de peso corporal em humanos como o estudo de Werning e colaboradores
(1995). Estes pesquisadores avaliaram 89 pacientes (44 na fase crdnica e 45 na fase
aguda) com SCI incompleta que foram submetidos ao BWSTT, e os comparam com 64
pacientes controle (ndo eram submetidos ao BWSTT). Os pacientes tratados com
BWSTT adquiriram marcha independente, e pacientes que ja deambulavam,
melhoraram a velocidade e o desempenho da marcha (WERNING et al., 1995). Em
estudos comportamentais com gatos, como o realizado por BARBEAU e ROSSIGNOL
(1987), animais submetidos ao treinamento em esteira com suporte de peso, também
apresentaram uma recuperacdo da locomogdo e manutengdo dos movimentos
locomotores. Outras pesquisas utilizando ratos submetidos a SCI também apresentaram
resultados semelhantes aos nossos, como o trabalho de ILHA e colaboradores (2011),
onde ratos que tiveram suas medulas transeccionadas completamente a nivel de T8-T9 e
foram tratados com BWSTT, apresentaram uma melhora significativa no escore BBB
nas oitava e décima semanas ap6s SCI quando comparados aos animais nao-tratados
(ILHA et al., 2011).

5.4. Efeito do BWSTT na capacidade locomotora avaliada pelo teste de impressao
de pegadas de ratos submetidos a lesdo medular por compressao

5.4.1. Comprimento da Passada

No teste de impressdo de pegadas, a Anova de uma via detectou diferenca
significativa no comprimento da passada (F= 4,695, p=0,0116 ) e o teste Student-
Newman-Keuls detectou que os grupos SHAM (ndo operado) e o LMST apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao LM (p<0,05). Nao foram detectadas diferencas
entre os demais grupos (Figura 27).
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Figura 27: Efeito do BWSTT no comprimento da passada (teste de impressdo de pegadas) de ratos
submetidos a lesdo medular por compressédo. Ap6s serem submetidos a lesdo medular por compresséo,
ratos Wistar foram submetidos durante cinco semanas a uma destas condi¢Bes: Treino de marcha de
marcha em esteira com suporte de peso corporal, grupo LMST (n=8); colocados diariamente na esteira
desligada utilizando o suporte de peso corporal, grupo LMS (n=6); ou ndo foram manipulados, grupo LM
(n=5). Grupo SHAM (n=6) corresponde aos animais falso-operados. Valores sdo apresentados como
média + erro padrdo do comprimento da passada apds as cinco semanas de tratamento. Teste Student-
Newman-Keuls, P<0,05. * indica diferenga significativa em relagdo ao grupo LM.

Analisando nossos dados referentes ao comprimento da passada, podemos
observar que 0s animais do grupo LMST obtiveram uma média igual a 13,91 cm, valor
préximo a média obtida dos animais do grupo SHAM (falso-operados), que foi de 13,88
cm. Estes valores de ambos os grupos (LMST e SHAM) foram significativamente
maiores que a média dos animais do grupo LM que foi de 10,20 cm. Segundo o0s
resultados de KUNKEL-BAGDEN e colaboradores (1993), que descreveram a
avaliacdo do comprimento da passada ap6s SCI utilizando o teste footprint, espera-se
que animais lesados, tenham uma diminui¢do do comprimento da passada. Nossos
resultados entdo sugerem que o treinamento em esteira com suporte de peso corporal
recuperou o comprimento da passada, uma vez que ela aumentou (Figura 28) em relagdo
ao grupo LM, ficando igual ao grupo SHAM (falso-operado).

5.4.2. Base de Apoio

No teste de impressdo de pegadas, a Anova de uma via detectou diferenca
significativa na base de apoio (F= 13,99, p<0,0001) e o teste Student-Newman-Keuls
detectou que os grupos SHAM (ndo operado) e LMS foram significativamente
diferentes dos demais grupos (p<0,05). N&o foram detectadas diferencas entre 0s grupos
LM e LMST (Figura 28).
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Figura 28: Efeito do BWSTT na base de apoio (teste de impressdo de pegadas) de ratos submetidos
a lesdo medular por compressao. Apds serem submetidos a lesdo medular por compressao, ratos Wistar
foram submetidos durante cinco semanas a uma destas condicfes: Treino de marcha de marcha em esteira
com suporte de peso corporal, grupo LMST (n=8); colocados diariamente na esteira desligada utilizando
0 suporte de peso corporal, grupo LMS (n=6); ou ndo foram manipulados, grupo LM (n=5). Grupo
SHAM (n=6) corresponde aos animais falso-operados. Valores sdo apresentados como media + erro
padrdo da base de apoio ap6s as cinco semanas de tratamento. As letras diferentes indicam diferenca
significativa entre 0s grupos no teste Student-Newman-Keuls, P<0,05.

Os grupos submetidos a SCI (grupos LMST, LMS e LM) apresentaram uma
largura da base de apoio significativamente maior que o grupo SHAM (falso-operado).
Este dado estd de acordo com os resultados de KUNKEL-BAGDEN e colaboradores
(1993) que descreveu a avaliacdo da base de apoio utilizando o teste footprint e relatou
que a base de apoio aumenta apds a lesdo medular. A hipdtese da necessidade de ocorrer
um aumento da base de apoio de maneira geral seria a de obter uma melhor distribuicao
do peso sobre os membros e conseqlientemente um melhor equilibrio. No entanto a
diferenca entre os grupos SHAM e o LM foi pequena apesar de significativa. Além
disso, o grupo LMST ndo foi diferente do grupo LM enquanto que o grupo LMS foi
maior que os demais. Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que os animais
do grupo LM fazem passada plantar, mas ndo ha suporte de peso consistente, e, uma vez
em que o animal ndo sustenta seu peso de maneira consistente, ndo ha razdo para o
aumento da base de apoio. Este fato pode limitar a utilizacdo do teste footprint para
comparacdo de animais com e sem suporte de peso consistente.

5.4.3. Angulo de Rotacéo das Patas
No teste de impressdo de pegadas, a Anova de uma via detectou diferenca
significativa no angulo de rotacdo das patas (F= 3,552, p<0,0319) e o teste Student-

Newman-Keuls detectou que o grupo LMST foi significativamente diferente do grupo
LMS (p<0,05). Nao foram detectadas diferencas entre os demais grupos (Figura 29).
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Figura 29: Efeito do BWSTT no angulo de rotacdo entre as patas direita e esquerda (teste de
impressdo de pegadas) de ratos submetidos a lesdo medular por compressado. Apo6s serem submetidos
a lesdo medular por compressdo, ratos Wistar foram submetidos durante cinco semanas a uma destas
condicBes: Treino de marcha de marcha em esteira com suporte de peso corporal, grupo LMST (n=8);
colocados diariamente na esteira desligada utilizando o suporte de peso corporal, grupo LMS (n=6); ou
ndo foram manipulados, grupo LM (n=5). Grupo SHAM (n=6) corresponde aos animais falso-operados.
Valores sdo apresentados como media + erro padrdo do angulo de rotacdo entre as patas posteriores
direita e esquerda. Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05. * indica diferenca significativa em relagéo ao
grupo LMS.

Nossos resultados indicam uma limitagdo do uso do angulo de rotacdo das patas
para avaliacdo de melhora funcional. Ap6s SCI, os animais ndo apresentam um padrao
na posicdo das patas traseiras, que podem se colocar rodadas interna ou externamente,
ou ainda paralelas ao corpo, como descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BASSO et
al., 1995). Assim, a SCI ndo produziu a rotacdo das patas traseiras e nem o BWSTT
alterou este parametro, indicando que interpretacdo dos resultados do angulo de rotacédo
das patas do teste footprint € limitada.
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Figura 30: Imagens representativas das impressoes das patas. Observamos que os grupos SHAM (ndo
operado) e o LMST (lesionados medulares e colocados diariamente na esteira desligada utilizando o
suporte de peso corporal) apresentaram maiores comprimentos da passada em relacdo ao grupo LM
(lesionados medulares e ndo-manipulados). Ja com relacdo a base de apoio, observamos que 0s grupos
submetidos a SCI (grupos LMST, LMS e LM) apresentaram uma largura da base de apoio
significativamente maior que o grupo SHAM (falso-operado), embora esta diferenca ndo seja tdo
acentuada no grupo LM, uma vez que estes animais pertencentes a este grupo fazem passada plantar, mas
ndo ha suporte de peso consistente (avaliado pelo Teste BBB), e, uma vez em que o animal ndo sustenta
seu peso de maneira consistente, ndo ha razdo para o aumento da base de apoio. Finalmente, observamos
gue 0s animais ndo apresentam um padrdo rotacional na posicdo das patas traseiras, que podem se colocar
rodadas interna ou externamente, ou ainda paralelas ao corpo, indicando que interpretagdo dos resultados
do angulo de rotagdo das patas do teste footprint é limitada. Todas as impressdes de pegadas observadas
nestas imagens foram obtidas ao final da quinta semana ap6s a SCI.

5.5. Efeito do BWSTT na severidade do trauma da medula espinal de ratos
submetidos a lesdo medular por compresséo

Ao analisarmos a destruicdo e desorganizacdo tecidual do parénquima do sitio de
lesdo avaliamos quantitativamente a area de tecido afetada e o estrangulamento da
medula causado pela lesdao. Além disso, analisamos qualitativamente a distribuicdo da
area de tecido afetada pela leséo.

N&o observamos diferencas significativas entre os grupos na analise da area de
lesdo (porcentagem da area de lesdo em relacdo ao tecido sadio em cada corte), apesar
dos animais do grupo LMST apresentarem areas de lesdo menores que 0s demais grupos
(Figura 31).
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Figura 31: Efeito do BWSTT na porcentagem da area de lesdo em relacdo ao tecido sadio de ratos
submetidos a lesdo medular por compressédo. Ap6s serem submetidos a lesdo medular por compresséo,
ratos Wistar foram submetidos durante cinco semanas a uma destas condi¢Ges: Treino de marcha de
marcha em esteira com suporte de peso corporal, grupo LMST (n=3); colocados diariamente na esteira
desligada utilizando o suporte de peso corporal, grupo LMS (n=3); ou ndo foram manipulados, grupo LM
(n=3). Valores séo apresentados como média + erro padrdo porcentagem da area de lesdo em relagdo ao
tecido sadio. Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05.

Na analise da porcentagem de estrangulamento de tecido, a ANOVA de uma via
detectou diferenca significativa (P=0,048), no entanto o teste Student-Newman-Keuls
ndo detectou diferenca na comparacédo entre os pares de grupos (Figura 32).
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Figura 32: Efeito do BWSTT na porcentagem da area de estrangulamento em relagdo ao tecido
sadio de ratos submetidos a lesdo medular por compressdo. Apés serem submetidos a lesdo medular
por compressao, ratos Wistar foram submetidos durante cinco semanas a uma destas condi¢des: Treino de
marcha de marcha em esteira com suporte de peso corporal, grupo LMST (n=3); colocados diariamente
na esteira desligada utilizando o suporte de peso corporal, grupo LMS (n=3); ou ndo foram manipulados,
grupo LM (n=3). Valores sdo apresentados como média + erro padrdo porcentagem da area de lesdo em
relacdo ao tecido sadio. Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05.

Na distribuicdo da area afetada, o padrédo de segmentacdo desta area pela leséo
difere entre os grupos. Nos animais do grupo LMST, a area de lesdo esta distribuida em
uma area continua, dentro do parénquima medular, que se estende tanto na substancia
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branca como na substancia cinzenta. Apresenta ainda infiltrado celular, possivelmente
celulas inflamatorias, no local da lesdo. Os animais do grupo LMS demonstram uma
distribuicdo da area afetada parecida com a do grupo LMST. No entanto, o infiltrado
celular aparenta ser menor no grupo LMST. Estas medulas ainda apresentam um tecido
continuo, que difere do parénquima medular integro (que pode ser um tecido de
deposicao fibroso) na area de lesdo. Ja o grupo LM apresenta um perfil de area de lesdo
bastante diferenciado com areas de destruicdo teciduais isoladas e sequenciais (Figuras
33 e 34).

SHAM LMST LMS LM

Figura 33: Severidade do trauma medular (substancias branca e cinzenta). Corte longitudinal da
medula representando os campos de substancia cinzenta (SC) e de substancia branca (SB) nas regides de
lesdo. Grupo SHAM (A, B), grupo LMST (C,D), grupo LMS (E,F) e grupo LM (G, H), barra =50 um.
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Figura 34: Severidade do trauma medular (area de lesdo). Montagem de corte longitudinal de 5 um
de espessura da medula espinal do grupo LM (A), do grupo LMS (B) e do grupo LMST (C). O tracejado
representa a area de lesdo: cavitacdo e desorganizacdo tecidual; Barra = 1000 um; n=3.

Observamos que percentual de destruicdo e desorganizacdo tecidual e grau de
estrangulamento da area afetada foi pequena. Sendo assim, a melhora funcional dos
animais do grupo LMST em relacdo ao grupo LM pode néo estar relacionada a esses
parametros, podendo ser atribuida a uma reorganizagdo das vias neurais poupadas e de
redes neurais (CPGs) existentes abaixo do nivel da lesdo que irdo se adaptar para gerar
atividade locomotora, mesmo na auséncia da chegada de comandos supra-espinais
(HOULE e COTE, 2013).
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6 CONCLUSOES

O modelo de treino de marcha em esteira com suporte de peso corporal foi implantado
com sucesso no Laboratério de Neurofisiologia da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro e este modelo sera utilizado em experimentos futuros.

O BWSTT produziu melhora locomotora, avaliada pelo teste de BBB, em ratos
submetidos a lesdo medular por compressdo atraves da inflacdo de baldo.

O BWSTT produziu uma melhora locomotora, avaliada pelo teste de impressdo de
pegadas, uma vez que aumentou o comprimento da passada e reduziu a rotacdo das patas em
ratos submetidos a lesdo medular por compressédo atraves da inflacédo de baldo.

O BWSTT néo produziu significativa reducdo na severidade do trauma ou no

estrangulamento da medula espinal produzido pela lesdo em ratos submetidos a lesdo medular
por compressao através da inflacao de baldo.
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