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RESUMO 

 

A lesão da medula espinhal (LME) é uma patologia que resulta em uma deficiência 

motora e/ou sensorial, temporária ou permanente. Os primeiros comprometimentos decorrentes 

da lesão, denominados como lesão primária, geram danos no parênquima da medula espinal 

(ME) e desencadeiam uma complexa sequência de modificações metabólicas que aumenta a 

morte celular nesta região. Uma possível intervenção para a reabilitação da marcha é o treino 

locomotor em esteira (TLE) a partir de estímulos motores que desencadeiam a plasticidade 

dependente de atividade e favorecem a recuperação funcional após a LME. Entretanto, os 

resultados observados sobre os efeitos do TLE após a LME, são controversos, assim como os 

mecanismos biológicos envolvidos não são totalmente conhecidos. Com  isto, esta tese teve 

como objetivo avaliar os efeitos do TLE iniciado em um período precoce, intermediário e tardio 

após a lesão medular por contusão em ratos. O protocolo de treino locomotor teve início 7, 14 

ou 28 dias após a lesão medular (20 minutos cada sessão, uma sessão por dia, 5 dias por semana, 

durante 10 semanas). Observou-se que os animais que iniciaram o TLE 7 dias após a lesão 

apresentaram uma piora na recuperação funcional, sendo quantificado um menor número de 

neurônios na ME e uma maior morte neuronal por apoptose 6 horas depois de iniciado o 

primeiro dia de treino. Além disso, os animais que realizaram o treino precoce tiveram um 

maior volume de lesão ao finalizar o protocolo de treino. Em contrapartida, os animais que 

iniciaram o TLE com 14 ou 28 dias apresentaram uma melhor recuperação funcional, que pode 

ter sido decorrente de uma preservação de motoneurônios na ME, uma menor atrofia muscular 

e maior expressão de BDNF no músculo tibial anterior. Estes resultados obtidos permitem 

concluir que o TLE promove uma recuperação funcional dependente do período no qual o 

estímulo foi iniciado após a lesão medular. Estas evidências reportam a importância de existir 

uma maior compreensão sobre os mecanismos envolvidos no treino locomotor, visando 

proporcionar aos indivíduos com lesão medular a melhor recuperação funcional possível. 

Palavras-chave: traumatismo da medula espinal; treinamento locomotor; exercício físico; treino 

precoce; recuperação funcional; reabilitação. 
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ABSTRACT 

 

Spinal cord injury (SCI) is a disorder that results in motor and/or sensorial deficits, 

temporarily or permanently. The primary impairments of the lesion, called as primary injury, 

cause damage to the spinal cord parenchyma and lead to a complex sequence of metabolic 

changes increasing cell death. A possible intervention to locomotor function recovery is the 

locomotor training (LT) on a treadmill using motor stimuli to trigger activity-dependent 

plasticity. However, the literature reports controversial results over the LT effects as well as the 

biological mechanisms involved are not totally known. Thus, this thesis aimed to evaluate the 

LT effects when initiated in an early, intermediate and late period after SCI in rats. The LT 

protocol started 7, 14 or 28 days after the SCI (20 minutes each session, one session a day, 5 

days a week for 10 weeks). Animals that started LT 7 days after the injury showed a worsening 

in the functional performance, a significant neuronal reduction in the spinal cord and an increase 

of neuronal cells in apoptosis 6 hours after the first day of LT. Also, animals with early LT had 

higher lesion volume after the training protocol. Late training groups (14 and 28 days) showed 

an improvement in the functional recovery probably related to preserved motoneurons in the 

spinal cord, larger muscle fibers area and higher BDNF expression in tibialis anterior muscle. 

In conclusion, treadmill training promoted time-dependent functional recovery after 

experimental spinal cord contusion. These results demonstrate the importance of better 

understanding of the mechanisms related to LT in order to provide functional recovery to the 

individuals with SCI. 

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

rehabilitation. 
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1. INTRODUÇÃO 

A lesão da medula espinhal (LME) é definida como a ocorrência de um dano a elementos 

neurais do canal medular, resultando em uma deficiência motora e/ou sensorial, temporária ou 

permanente (Jackson et al, 2004). As lesões medulares acometem anualmente milhares de 

indivíduos de todas as faixas etárias e apresentam elevadas taxas de mortalidade e morbidade 

crônica (Sumida, 2001). No Brasil, estima-se que a cada ano ocorram entre 10 e 29 novos casos 

de LME a cada milhão de habitantes (Lee et al, 2014) e, no mundo, mais de 130 mil novos 

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

A LME pode ter etiologia traumática e não traumática (Jia et al, 2013). Cerca de 80% 

dos casos envolvem causas traumáticas, como acidentes automobilísticos, quedas, lesões 

relacionadas a prática de esportes ou violência (Falavigna et al, 2018; Ho et al, 2007; Shin et 

al, 2013). As lesões não traumáticas podem ser decorrentes do desenvolvimento de patologias 

como tumores, infecções ou processos degenerativos que comprometam a medula espinal (ME) 

(Ahuja et al, 2017). 

Modelos experimentais com animais permitiram demonstrar que os primeiros 

comprometimentos decorrentes da LME, denominados como lesão primária, geram danos no 

parênquima da ME e desencadeiam a lesão secundária. Esta segunda etapa da lesão é 

caracterizada por uma complexa sequência de modificações metabólicas, aumentando a morte 

neuronal e de células gliais, assim como leva a isquemia e desencadeia o processo inflamatório 

(Casella et al, 2006; Nicola et al, 2017). De forma associada, formam-se cavidades císticas e 

cicatriz glial, que contribuem para dificultar o crescimento axonal e a remielinização no local 

da lesão. Todos estes fatores reduzem as possibilidades de recuperação da ME, assim como 

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

Diante da complexa fisiopatologia envolvida na LME e do grande impacto na 

funcionalidade e qualidade de vida dos indivíduos acometidos, diversas propostas terapêuticas 

estão sendo estudadas com o objetivo de atuar de forma neuroprotetora ou neuroregenerativa. 

Enquanto as terapias neuroprotetoras buscam reduzir a lesão secundária, as neuroregenerativas 

têm como objetivo superar a perda da estrutura da ME, a sinalização molecular inibitória e a 

presença de cavidade cística e cicatriz glial, recuperando o déficit instalado (Rouanet et al, 
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2017). Cabe ressaltar que grande parte destas propostas terapêuticas ainda está apenas sob 

estudo em modelos experimentais com animais, não tendo sido avaliadas ainda em estudos 

clínicos com humanos. 

Entre as terapias neuroprotetoras estão os bloqueadores de canais, os fármacos anti-

inflamatórios e o transplante de células-tronco. Como propostas terapêuticas 

neuroregenerativas existe a terapia com o uso do anticorpo monoclonal contra Nogo-A (Anti-

Nogo-A), o transplante de células tronco, o uso de biomateriais, a estimulação elétrica da ME 

e as terapias baseadas em atividade (Behrman et al, 2017; Rouanet et al, 2017). No entanto, 

infelizmente até o presente momento nenhuma proposta terapêutica conseguiu impedir 

totalmente o estabelecimento de déficits decorrentes da lesão. Da mesma forma, os tratamentos 

disponíveis até o momento não são capazes de restaurar completamente a função após a LME. 

Uma possível intervenção não farmacológica para a reabilitação da marcha, que 

geralmente encontra-se comprometida devido à lesão, é o treino locomotor em esteira (TLE). 

Os estímulos motores desencadeiam a plasticidade dependente de atividade na ME e, por isso, 

esse estímulo tem sido proposto a fim de favorecer a recuperação funcional após a LME, 

melhorando a habilidade de deambulação (Chen et al, 2006; Hicks et al, 2005). Entretanto, os 

resultados observados, principalmente em estudos experimentais envolvendo o TLE, são 

controversos, assim como os mecanismos biológicos envolvidos não são totalmente conhecidos 

(Battistuzzo et al, 2012). 

A fim de buscar uma maior compreensão sobre os efeitos do TLE após a LME em um 

modelo experimental em ratos, este trabalho foi realizado e seus resultados foram divididos em 

dois capítulos. O primeiro capítulo teve como objetivo comparar os efeitos do TLE em um 

modelo de LME em ratos quando iniciado em diferentes períodos após a lesão (7, 14 ou 28 

dias) em relação ao volume de lesão, número de motoneurônios no corno ventral da ME, 

expressão do fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) na ME, assim como os efeitos 

sob a atrofia muscular nos membros posteriores e a expressão de BDNF também nesta 

musculatura. O segundo capítulo teve como objetivo reafirmar os achados prévios expostos no 

primeiro capítulo quanto aos efeitos do TLE precocemente aplicado após a LME em um modelo 

experimental em ratos e verificar os efeitos do estímulo sobre a funcionalidade e o volume de 

lesão, assim como a proporção de neurônios em processo de apoptose e a presença de células 

do sistema imunológico (microglia e macrófagos) na ME.  
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1.1 Medula Espinal 

A ME constitui juntamente com o encéfalo o sistema nervoso central (SNC). O 

suprimento sanguíneo para a ME se dá principalmente pela artéria espinal anterior. As artérias 

espinais posteriores também provêm aporte sanguíneo para a ME, porém contribuem em menor 

proporção, perfundindo zonas periféricas da medula (Ahuja et al, 2017). A proteção da ME 

ocorre por meio da barreira óssea formada pela coluna vertebral, assim como pela presença dos 

ligamentos e das meninges dura-máter, aracnoide e pia-máter. A coluna vertebral em seres 

humanos está dividida em 29 vértebras, sendo sete vértebras cervicais, doze torácicas, cinco 

lombares e cinco sacrais. A ME acompanha a dimensão longitudinal da coluna vertebral apenas 

até a décima segunda semana de vida intrauterina e, após este período, torna-se perceptível uma 

discrepância devido ao rápido crescimento longitudinal da coluna vertebral em relação ao 

crescimento da ME. Consequentemente, em indivíduos adultos observa-se o término do cone 

medular aproximadamente na região entre a primeira e segunda vértebra lombar (Diaz, Morales, 

2016) (Figura 1). 

A organização da ME em substância cinzenta e branca é caracterizada pela presença dos 

corpos das células neuronais na substância cinzenta, enquanto os axônios localizam-se na 

substância branca. Os axônios, que percorrem a substância branca da ME e que se projetam 

para áreas específicas do encéfalo ou da periferia, estão organizados em tratos nervosos 

descendentes, ascendentes ou proprioespinais. Os tratos nervosos descendentes transmitem as 

informações motoras e partem da ME para o sistema nervoso periférico (SNP) por meio da raiz 

motora; a principal via neural descendente é o trato corticoespinal. Os tratos nervosos 

ascendentes transmitem as informações sensoriais de origem periférica por meio da raiz 

sensorial. Os tratos proprioespinais são constituídos por axônios provenientes de interneurônios 

da substância cinzenta que transmitem informações para outros neurônios localizados nesta 

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

A substância cinzenta é subdividida em corno anterior e posterior, existindo ainda o 

corno lateral entre o primeiro segmento torácico e o segundo segmento lombar da ME. De forma 

geral, o corno anterior origina a raiz nervosa anterior que transmite a informação motora, 

enquanto o corno posterior origina a raiz nervosa dorsal que transmite a informação sensorial. 
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Regiões centrais da substância cinzenta estão associadas a funções autonômicas simpáticas e 

parassimpáticas. Os cornos anterior e posterior podem também ser subdivididos em camadas 

denominadas lâminas. No corno posterior estão as lâminas de 1 a 6 que estão envolvidas no 

processamento dos estímulos de dor, temperatura, vibração e pressão, assim como informações 

nociceptivas provenientes da pele, músculos, articulações e vísceras (Cramer et al, 2014). No 

corno anterior estão as lâminas de 7 a 9 que contém interneurônios, neurônios proprioceptivos 

e motoneurônios que estão envolvidos no envio de informações motoras. Regiões mais mediais 

da substância cinzenta contêm muitos interneurônios e neurônios proprioespinais que estão 

envolvidos nos movimentos, reflexos e funções autonômicas (Cramer et al, 2014; Mai, Paxinos, 

2012). 

 A partir da ME são projetados externamente 31 pares de nervos espinais, que 

correspondem aos 31 segmentos espinais (oito cervicais, doze torácicos, cinco lombares, cinco 

sacrais e um coccígeo). Diferentemente do primeiro segmento da ME que tem seu nervo saindo 

entre o osso occipital e a primeira vértebra cervical em direção à periferia, todos os demais 

segmentos espinais têm os seus nervos saindo da coluna vertebral pelos forames intervertebrais. 

Estes nervos espinais direcionam-se para regiões específicas como a pele, músculos ou órgãos 

(Bican, Minagar, Pruitt, 2013). 
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Figura 1. Anatomia da medula espinal. Imagem representativa da medula espinal, sua segmentação e 

a distribuição dos pares de nervos espinais. Fonte: adaptação de Cho (2015). 

 

1.2 Lesão na medula espinal 

A lesão da medula espinal (LME) é considerada uma grave afecção neurológica, que 

resulta em uma perda parcial ou total de movimentos e sensibilidade (Jackson et al, 2004). 

Anualmente milhares de indivíduos são acometidos por LME, apresentando elevadas taxas de 

mortalidade e morbidade crônica (Lee et al, 2014; Sobani, Quadri, Enam, 2010; Sumida, 2001). 

Conforme o nível da ME acometida pela lesão, os déficits neurológicos podem envolver 

os membros superiores, tronco e membros inferiores (quadro de tetraplegia) ou envolver 
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parcialmente o tronco e membros inferiores (paraplegia). A LME ainda pode ser classificada 

conforme o grau de extensão da lesão, podendo ser considerada como completa quando há 

ausência de função motora e sensorial caudal ao nível da lesão e incompleta quando há 

preservação parcial das funções motoras e/ou sensoriais abaixo do nível lesionado (Burns et al, 

2012; Maynard et al, 1997). Estes comprometimentos motores e/ou sensoriais se dão pela perda 

de tecido muscular que ocorre nas lesões que acometem a ME, lesionando tratos de fibras 

responsáveis pela condução de informações entre o encéfalo e a periferia (Ahuja et al, 2017; 

Bracken et al, 1990; Lee, Thumbikat, 2015) (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Esquema ilustrativo das lesões primária e secundária após um impacto sobre a medula 

espinal. A LME provoca um dano primário, no qual ocorrem lesões axonais que resultam na interrupção 

parcial ou total da condução dos potenciais de ação. Este dano inicial desencadeia a lesão secundária, 

caracterizada por morte celular acima e abaixo do local de lesão inicial. Os complexos processos que 

ocorrem na lesão secundária podem ser divididos em fase aguda, subaguda e crônica, que conduzem à 

formação de cavidade cística e cicatriz glial. Fonte: adaptação de Quadri et al (2018). 
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Os déficits neurológicos causados pela LME envolvem dois mecanismos principais que 

podem ser observados tanto em humanos como em modelos experimentais com animais. Estes 

modelos de lesão com animais possibilitaram a aquisição de grande parte dos conhecimentos 

fisiopatológicos envolvidos na LME. O primeiro mecanismo da lesão é chamado choque 

medular, sendo causado diretamente pelo trauma e responsável por desencadear a lesão 

primária. Em humanos, o choque medular pode ser definido de um ponto de vista 

fisiopatológico como o período até duas horas depois do trauma inicial (Kim et al, 2017; 

Norenberg et al, 2004). Em modelos experimentais com ratos este período ocorre entre a lesão 

e segundos ou minutos após a mesma (Oyinbo, 2011). Nesta fase, o trauma provoca uma lesão 

dos axônios, resultando no bloqueio parcial ou total da condução dos potenciais de ação. 

Associada ao dano neuronal, a glia e a circulação local também são danificadas (Huang et al, 

2007; Mcdonald, Howard, 2002). Esta lesão primária desencadeia processos complexos que 

conduzem à lesão secundária na ME, contribuindo para exacerbar o estabelecimento dos 

comprometimentos patológicos (Fleming et al, 2006; Hyun, Kim, 2010; Norenberg, Smith, 

Marcillo, 2004; Profyris et al, 2004).  

A lesão secundária é marcada por diversos eventos fisiopatológicos. De uma forma 

geral, estudos experimentais com animais demonstraram que a lesão secundária é caracterizada 

pela presença de edema, isquemia, hemorragia, inflamação e hipertermia, assim como danos 

celulares mediados por cálcio, radicais livres, óxido nítrico e glutamato que levam a morte de 

células acima e abaixo do local de lesão (Lipton, Rosenberg, 1994). Grande parte dos danos aos 

neurônios e à glia está completa em 24 horas após a lesão em modelos experimentais com ratos, 

mas a morte celular pode continuar por várias semanas (Casella et al, 2006; Oyinbo, 2011), 

aumentando a lesão e degenerando os tratos nervosos de substância branca (Huang et al, 2007; 

Mcdonald, Howard, 2002). 

Esta diversidade de eventos patológicos permite que a lesão secundária seja subdividida 

em três fases conforme o momento no qual ocorrem e suas características: fase aguda, subaguda 

e crônica (Kwon, 2004). A caracterização temporal destes períodos ainda não está totalmente 

estabelecida na literatura, pois é algo influenciável pelo tipo e grau de lesão, particularidades 

dos indivíduos e necessidade informações mais precisas sobre os eventos fisiopatológicos da 

lesão em humanos (Fawcett et al, 2007). Nesta tese são conferidas indicações temporais 

envolvendo as fases da lesão secundária a partir de informações obtidas na literatura científica 
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(Fawcett et al, 2007; Kim et al, 2017; Norenberg et al, 2004; Oyinbo, 2011), porém deve-se 

atentar que esta periodização não é rígida e existe, inclusive, uma sobreposição de 

características entre as fases pós-lesão. 

A fase aguda em humanos pode ser reconhecida como o período de aproximadamente 

48 horas após lesão primária (Kim et al, 2017; Norenberg et al, 2004), enquanto em modelos 

experimentais com ratos pode ser considerada como o período que ocorre nas primeiras horas 

após a lesão (Oyinbo, 2011). Estudos com roedores demonstraram que esta fase é caracterizada 

pela alteração da homeostase iônica em função da ruptura de vasos sanguíneos, aumentando o 

cálcio intracelular e potássio no meio extracelular. Ainda ocorre um aumento da disponibilidade 

e acúmulo de glutamato que conduz à excitotoxicidade glutamatérgica. Com isso, a excessiva 

produção de radicais livres seguida do processo inflamatório instalado, promovem danos aos 

neurônios e células gliais que culminam com a morte celular em poucos minutos (Ahuja et al, 

2017; Bareyre, Schwab, 2003; Hulsebosch, 2002). 

A fase subaguda tem maior duração que a fase aguda, iniciando dias após a lesão em 

humanos e durando algumas semanas (Kim et al, 2017; Norenberg et al, 2004). Em modelos de 

LME em ratos este período ocorre entre horas e semanas depois da lesão (Oyinbo, 2011). 

Modelos experimentais com animais permitiram observar que a ruptura da barreira 

hematoencefálica pela perda de células endoteliais do tecido vascular e perda de astrócitos 

permite que células de defesa do sistema imunológico, como macrófagos, neutrófilos e outras 

células inflamatórias, além da microglia, entrem no parênquima da ME (Bethea, Dietrich, 

2002). O aumento da produção de radicais livres, influxo de cálcio, resposta inflamatória e 

imunológica favorecem à morte neuronal e glial. Ainda nesta fase, os astrócitos aumentam a 

expressão da proteína ácida fibrilar glial (GFAP), tornam-se reativos e proliferam-se, iniciando 

a formação da cicatriz glial (Assinck et al, 2017; Casella et al, 2006; Kim et al, 2017; Oyinbo, 

2011). 

A fase crônica em humanos pode ter início alguns meses após a lesão (Kim et al, 2017; 

Norenberg et al, 2004), quando os 6 meses anteriores não apresentem nenhuma mudança na 

capacidade funcional indicando um platô de recuperação (Fawcett et al, 2007). Nos modelos 

experimentais com ratos, esta fase é considerada como tendo início após semanas de lesão 

(Oyinbo, 2011). Este período conduz a uma maior estabilidade na progressão da lesão em 

relação às outras fases. Modelos de LME com animais caracterizaram esta fase pela presença 
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de cavidade cística no local de lesão e aumento da cicatriz glial, que cerca a cavidade cística e 

é composta principalmente pelos astrócitos reativos (Assinck et al, 2017; Fawcett, Asher, 1999; 

Obermair et al, 2008). A desmielinização dos axônios tem continuidade e é acompanhada de 

degeneração Walleriana. Além disso, observa-se a diferenciação de células em 

oligodendrócitos e a presença de células de Schwann (Assinck et al, 2017). 

Tanto a lesão primária quanto a secundária leva a perda de função e desencadeiam uma 

sequência de reações que conduzem à morte celular tecidual e a produção de moléculas 

inibidoras, criando um ambiente que dificulta a regeneração e a remielinização (Ramer, Harper, 

Bradbury, 2000; Busch, Silver, 2007; McGee, Strittmatter, 2003). Estudos experimentais de 

LME em animais demonstraram a ocorrência de morte celular após a indução do modelo (Chen 

et al., 2013a; Lee et al, 2010; Popovich et al, 2012;), estimulando a degeneração secundária 

progressiva e resultando em disfunções na ME  (Lewen, Matz, Chan, 2000; Yune et al, 2003).  

 

 

Figura 3. Esquema ilustrativo das fases da lesão secundária na medula espinal após um trauma. 
O dano inicial desencadeia uma série de respostas fisiopatológicas do organismo. Conforme o período 

pós-lesão e as características fisiopatológicas, a lesão secundária pode ser subdividida em fase aguda, 

subaguda e crônica, ocorrendo em alguns momentos uma sobreposição de fases. Em seres humanos a 

fase aguda é considerada o período até aproximadamente 48 horas pós-lesão, a fase subaguda inicia com 

dias ou semanas de lesão e a fase crônica inicia após semanas ou meses. Em modelos experimentais de 

lesão medular por contusão em ratos, a fase aguda é considerada as primeiras horas pós-lesão, a fase 

subaguda ocorre entre horas e semanas pós-trauma e a fase crônica inicia semanas depois da lesão. 

Fonte: do autor. 

 

1.2.1 Resposta imunológica e morte celular 

A partir de modelos experimentais de LME em animais, principalmente roedores, vem 

sendo possível compreender os processos fisiopatológicos envolvidos nesta lesão. Estes estudos 

demonstraram que em seguida ao trauma na ME, o local de lesão é rapidamente infiltrado por 
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neutrófilos provenientes do sangue em resposta à liberação de moléculas pró-inflamatórias e 

quimiotáticas por microglias, astrócitos e outras células (Plemel et al, 2014) (Figura 3). Enzimas 

líticas e citocinas secretadas pelos neutrófilos podem recrutar outras células de defesa para o 

local (Pineau et al, 2010; Popovich, Wei, Stokes; 1997). Ainda são expressas moléculas de 

adesão celular pelas células endoteliais, permitindo que neutrófilos se desloquem pelo endotélio 

vascular aderidos firmemente e, depois, extravasem para o parênquima medular (Plemel et al, 

2014). 

Depois de 24 horas da lesão no modelo experimental com ratos, é possível observar que 

o número de neutrófilos circulantes diminui, enquanto o número de neutrófilos no local de lesão 

tem o seu aumento máximo. Os monócitos circulantes que se deslocam com moléculas de 

adesão endotelial, extravasam para a ME e, com 48 horas de lesão, existe uma grande proporção 

de monócitos pró-inflamatórios, microglia fagocítica e macrófagos na região da lesão. 

Aproximadamente sete dias após a lesão ocorre o pico de macrófagos, linfócitos e monócitos 

no epicentro da lesão. Em conjunto com a microglia residente no tecido local, estas células 

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

Apesar do processo de recrutamento de células de defesa para o local de lesão na ME 

ter propriedades neuroprotetoras, este processo pode também demonstrar propriedades 

neurotóxicas, contribuindo para um aumento na lesão (Bethea, 2000). As células de defesa 

produzem citocinas que podem propagar a resposta inflamatória ou ter propriedades anti-

inflamatórias. No entanto, citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucinas e 

interferons, participam da resposta inflamatória e induzem a expressão de cicloxigenases. A 

produção de prostaciclina 2 pelas cicloxigenases, promove a permeabilidade e o edema no local 

da inflamação devido as suas propriedades de vasodilatação, contribuindo para danos ao tecido 

(Bartholdi, Schwab, 1997; Hurley, Olschowka, Kerry O’Banion, 2002; Klusman, Schwab, 

1997; Smith et al, 2012). 
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Figura 4. Esquema ilustrativo da resposta imunológica à LME. A representação das respostas nas 

imagens progride conforme o tempo depois da lesão em modelo experimental em ratos. A. Em uma 

situação não patológica, leucócitos são observados nos vasos sanguíneos e a ME apresenta em seu 

parênquima axônios mielinizados e microglia. Nas imagens foram omitidas algumas células presentes 

nos tecidos a fim de facilitar a esquematização. B. Com poucos minutos de lesão já são recrutados 

neutrófilos para o local. (I) Horas depois, observa-se um aumento no número de neutrófilos circulantes 

e na região da lesão, assim como microglia. (II) Neutrófilos se desloquem pelo endotélio e (III) 

extravasem para o epicentro da lesão. C. Com 24h de lesão, (I) aumenta a quantidade de monócitos 

circulantes que se deslocam e extravasam para a ME. D. 48h pós-lesão, monócitos pró-inflamatórios, 

microglia fagocítica e macrófagos M1 e M2 estão em grande quantidade no local de lesão na ME. E. (I) 

7 dias após a lesão ainda existe grande quantidade de macrófagos M1 e M2, linfócitos e microglia 

fagocítica no epicentro da lesão. (II) Monócitos circulantes, monócitos residentes e linfócitos são 

recrutados para o epicentro da lesão. (IV) Microglia fagocítica continua atuando na limpeza de 

fragmentos de axônios e mielina em áreas de degeneração Walleriana e (V) morte axonal. Fonte: 

adaptação de Plemel et al (2014). 

 

A liberação das citocinas pró-inflamatórias associada à excitotoxicidade glutamatérgica 

contribuem para a morte celular após a LME, em especial a morte celular programa (apoptose) 

(Casella et al, 2006; Elmore et al, 2007). Estes eventos ativam a enzima Oxido Nítrico Sintase 

(nNOS) que gera danos às membranas, inclusive das mitocôndrias, prejudicando a fosforilação 

oxidativa e levando a liberação de enzimas como a citocromo C oxidase. Estes processos podem 

ativar mecanismos de morte celular por apoptose pela ativação da via da caspase-3, que 

promove a fragmentação do DNA, degradação das proteínas do citoesqueleto e do núcleo e 
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formação de corpos apoptóticos que são removidos por meio de fagocitose pelas células do 

sistema imunológico (Blomgren et al, 2007; Elmore et al, 2007; Zhu et al, 2004). 

 

  

Figura 5. Esquema representativo dos eventos relacionados à apoptose celular após a LME 

evidenciados a partir de modelos experimentais com animais. A morte celular programada 

(apoptose) pode ocorrer por alguns fatores como a presença de citocinas pró-inflamatórias ou o dano 

mitocondrial. Estes fatores levam à ativação da caspase-3 que desencadeia uma série de eventos 

patológicos (entre eles a fragmentação do DNA e a degradação do citoesqueleto e núcleo). 

Consequentemente, corpos apoptóticos são formados e são expressos ligantes para as células fagocíticas 

a fim de atrair estas células de defesa que atuem na remoção dos corpos apoptóticos por meio da 

fagocitose. Fonte: Nicola (2017). 

 

1.2.2 Comprometimentos musculoesqueléticos decorrentes da lesão medular 

A morte de células na ME, decorrente tanto do trauma inicial quanto da lesão secundária 

após uma LME, leva a interrupção parcial ou total do envio de informações motoras e 

sensoriais. A diminuição ou interrupção do controle muscular compromete de forma 

significativa a musculatura esquelética distal à lesão e, em consequência ao desuso, ocorre uma 

diminuição na força muscular e capacidade metabólica dos músculos, evidenciadas tanto em 

estudos com humanos com LME (Gregory et al, 2003; Jayaraman et al, 2005) quanto estudos 

experimentais com ratos (Gregory et al, 2003; Hutchinson et al, 2001; Liu et al, 2006; Otis et 

al, 2004). Além do desuso, alterações nas propriedades eletrofisiológicas intrínsecas dos 
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motoneurônios na ME contribuem para a disfunção muscular possivelmente por estarem 

envolvidos no estabelecimento da espasticidade após a lesão (Cote et al, 2003). 

As modificações observadas nos músculos esqueléticos de indivíduos após uma LME 

estão diretamente relacionadas à severidade de lesão (Biering-Sorensen et al, 2009; Voytik et 

al, 1993). Estas alterações musculares envolvem uma redução no tamanho das fibras 

musculares, perda de força contrátil e mudanças no tipo de fibras musculares (redução na 

proporção de fibras lentas e aumento na proporção de fibras rápidas), resultados observados 

tanto em estudos com modelos experimentais de LME em ratos (Hutchinson et al, 2001; Liu et 

al, 2006) quanto avaliações envolvendo seres humanos com lesão (Qin, Bauman, Cardozo, 

2010).  

Em consequência às alterações musculares observadas após a LME, as atividades físicas 

ficam bastante limitadas nestes indivíduos, contribuindo para o estabelecimento de limitações 

funcionais (Edwards et al, 2013; Morse et al, 2008). Estas limitações favorecem ainda mais a 

atrofia muscular, levando entre 30 à 60% de redução na massa muscular (Biering-Sorensen et 

al, 2009; Qin, Bauman, Cardozo, 2010). Consequentemente à perda muscular, ocorre uma 

interferência na massa óssea, levando à perda óssea, osteoporose e aumento do risco de fraturas 

(Edwards et al, 2013; Morse et al, 2008, Reilly, Frankin, 2016). 

 

1.2.3 Modelos experimentais de lesão medular em ratos 

 Diante das graves consequências da LME é indispensável a utilização de modelos 

experimentais com animais a fim de compreender a fisiopatologia da lesão. Estes modelos 

utilizando animais são um pré-requisito necessário para a avaliação de possíveis propostas 

terapêuticas que buscam interromper ou atenuar os mecanismos patológicos da lesão, 

aumentando a recuperação funcional. Para tal, diversos modelos animais foram criados com o 

intuito de mimetizar os diferentes tipos de LME e comprometimentos decorrentes da lesão que 

ocorre nos seres humanos (Nardone et al, 2017). Apesar dos roedores apresentarem grande 

recuperação espontânea após lesões, os modelos experimentais com roedores são 

frequentemente utilizados em pesquisas devido à disponibilidade e fácil manutenção dos 
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animais (Nardone et al, 2017). Para a LME existem diversos modelos animais envolvendo ratos 

e camundongos, incluindo transecção, hemisecção e contusão (Young, 2002).  

Os modelos de transecção podem comprometer toda ou parte da ME. Quando a secção 

é parcial, a mesma normalmente envolve uma hemisecção ou secção da região ventral ou dorsal. 

Estes são modelos pouco comparáveis aos tipos de LME em humanos, porém permitem estudar 

de forma mais específica os mecanismos envolvidos na regeneração axonal no local de lesão e 

próximo à ele (Fouad et al, 2005). Neste modelo, a severidade da lesão e o nível determinam 

de forma drástica o comprometimento motor, sensorial e/ou autonômico, visto que é uma lesão 

bastante agressiva (Nardone et al, 2017). 

Um modelo alternativo que se assemelha com a lesão por contusão em humanos é o 

modelo de compressão da ME por um clip de aneurisma (Nardone et al, 2017). Desenvolvido 

para experimentos com animais pequenos (Wells et al, 2003), este modelo é induzido pela 

colocação temporária de um clip de aneurisma em determinado ponto da ME exposta (Rivlin, 

Tator, 1978). O modelo gera uma lesão tanto na região ventral quanto dorsal da ME devido a 

uma das superfícies do clip ser colocada abaixo da região ventral e a outra acima da região 

dorsal, permitindo reproduzir diferentes graus de lesão por meio do tempo de aplicação do clip 

(Blight, 1991). 

O modelo experimental de LME mais popular por ser um dos mais próximos em 

mimetizar a clínica é o de contusão de um peso na ME (Young, 2002). Este foi o primeiro 

modelo desta patologia descrito e realizado por Allen em 1911 utilizando cães, sendo adaptado 

para ratos em 1985 (Panjabi e Wrathall, 1988; Wrathall et al, 1985). Com o passar dos anos, o 

modelo foi adaptado e novos modelos foram criados, envolvendo lesão na região cervical ou 

torácica da ME e diferentes níveis de comprometimento (leve, moderado ou grave) (Nardone 

et al, 2017). Entre os modelos de contusão, o mais conhecido é o que utiliza o equipamento 

NYU/MASCIS Impactor desenvolvido por Gruner (1992) e no qual um peso de 10 gramas é 

deixado cair de uma distância de 6,25mm, 12,5mm, 25mm ou 50mm sobre a ME exposta. Um 

padrão de resposta observado nos animais submetidos à este modelo é a recuperação espontânea 

em média até a quarta semana pós-lesão, seguida de um platô de recuperação após este período 

(Basso, Beattie, Bresnahan, 1995). 
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1.2.4 Tratamento da LME 

Os déficits funcionais e o comprometimento da qualidade de vida dos sujeitos 

acometidos por uma LME tem motivado a busca por intervenções terapêuticas que atenuem os 

processos envolvidos na lesão secundária, inativem fatores que inibam o crescimento axonal e 

a estimulem a neurogênese na ME. Durante a fase aguda os tratamentos focam na neuroproteção 

com o objetivo de reduzir a lesão secundária. Na fase subaguda e crônica prevalecem os 

tratamentos voltados para a neuroregeneração, que se propõem a recuperar os déficits instalados 

pela perda tecidual, sinalização molecular inibitória e presença de cavidade cística e cicatriz 

glial na ME (Hyun, Kim, 2010; Rouanet et al, 2017).  

Entre as estratégias neuroprotetoras estão os bloqueadores de canais. Estudos 

experimentais revelaram que a nimodipina, é um bloqueador de cálcio do tipo L que pode ser 

utilizado para prevenir as enzimas apoptóticas dependentes de cálcio e bloquear a liberação de 

glutamato (Jia et al, 2015). De forma semelhante, a liberação de glutamato também pode ser 

reduzida por outro fármaco nomeado riluzol, um medicamento que atua como bloqueador de 

canais de sódio, reduzindo a lesão secundária por bloquear a ativação patológica destes canais 

(Grossman et al, 2014). Estudos clínicos com humanos apresentam resultados inconsistentes 

sobre estes fármacos, porém o riluzol tem demonstrado maior potencial de recuperação 

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

A interrupção do processo inflamatório pela utilização de fármacos ou pela diminuição 

do metabolismo é outra proposta neuroprotetora. Estudos experimentais com roedores 

demonstraram que fármacos como a minociclina, um antibiótico, e a metilprednisolona, um 

corticoesteróide, possuem propriedades anti-inflamatórias pela diminuição da ativação de 

macrófagos (Aras et al, 2015; Hassanzadeh et al, 2018; Li et al, 2018; Papa et al, 2016). 

Benefícios funcionais também foram observados em estudos clínicos que utilizaram a 

minociclina (Casha et al, 2012) e a metilprednisolona em seres humanos com LME (Bracken 

et al, 1990; Karsy e Hawryluk, 2017; Sunshine et al, 2017). 

Outras terapias neuroprotetoras buscam ativar a ação de células de defesa, como a 

utilização de células-tronco. O uso de células-tronco, como as células-tronco neurais, células 

embainhantes olfatórias e células-tronco mesenquimais, tem sido proposto em estudos 

experimentais, demonstrando-se o potencial destas células em aumentar a liberação de citocinas 
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anti-inflamatórias pela ativação de macrófagos e microglia (Cheng et al, 2016; Falavigna, da 

Costa, 2015; Gensel et al, 2011; Kong e Gao, 2017; Nicola et al, 2016, Nicola et al, 2017). 

Estudos clínicos com células-tronco ainda são reduzidos, porém também apresentaram 

benefícios funcionais pelo uso destas células em indivíduos após LME (Dai et al, 2013; El-

Kheir et al, 2014; Mendonça et al, 2014; Sykova et al, 2006).  

 Por outro lado, as propostas terapêuticas neuroregenerativas visam recuperar os danos 

ocorridos no início da lesão utilizando mecanismos de reparo endógenos e exógenos. Um 

exemplo é a utilização injetável do anticorpo monoclonal contra Nogo-A (Anti-Nogo-A), um 

componente inibidor da mielinização no SNC. Este anticorpo tem demonstrado ser uma opção 

farmacológica neuroregeneradora capaz de promover crescimento axonal e recuperação 

funcional em modelos experimentais animais (Bregman et al, 1995) e ampliando os seus 

benefícios quando associado ao treino físico (Chen et al, 2017). A verificação destes efeitos em 

estudos com seres humanos ainda é limitada, devido ao número restrito de estudos, porém os 

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

O uso de células-tronco também é uma possibilidade terapêutica regeneradora 

promissora que tem levado a um grande número de tipos celulares serem estudados, como as 

células-tronco embrionárias, células-tronco pluripotentes, células embainhantes olfatórias, 

células mesenquimais, entre outras. Experimentos utilizando animais tem demonstrado que as 

células-tronco tem potencial para remielinizar axônios, regenerar circuitarias neurais perdidas 

e modificar o microambiente, aumentando os níveis de fatores tróficos e reduzindo a cavidade 

cística (Ahuja et al, 2016; Centenaro et al, 2013; Falavigna, da Costa, 2015; Wilson et al, 2013). 

Estudos com humanos também tem demonstrado efeitos benéficos das células-tronco para a 

neuroregeneração, inclusive quando aplicadas em uma fase crônica pós-LME (Levi et al, 2018). 

Associado ou não ao uso de células-tronco, também podem ser utilizados biomateriais a fim de 

fornecer um ambiente favorável para a regeneração. Esta estratégia para reproduzir a arquitetura 

estrutural complexa da matriz extracelular (Ansorena et al, 2013; Caicco et al, 2013), podendo 

ainda estar associado ou não (Hamid et al, 2008; Itosaka et al, 2009; Mothe et al, 2013). 

 Por fim, a estimulação da ME também vem sendo alvo de diversos estudos. A 

estimulação elétrica (de forma epidural, transcutânea ou intraespinal) também é uma alternativa 

que em modelos animais demonstrou potencial regenerador (Hamid e Hayek, 2008) e em 

estudos com humanos promoveu recuperação parcial de movimento voluntário após anos de 
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lesão (Angeli et al, 2014; Long et al, 2017). Outra estimulação indireta sobre a ME que vem 

sendo bastante utilizado como terapia é a terapia baseada em atividade (do inglês activity-based 

therapy – ABT), como, por exemplo, o treino locomotor. Por meio do treinamento de atividades 

específicas, são fornecidas informações sensoriais de forma associada à função motora 

repetitiva (Behrman et al, 2017), a fim de modificar o estado fisiológico da ME (Edgerton et al, 

2004). 

Apesar da existência de diversas possibilidades de tratamento para a LME, a grande 

maioria destas terapias estão ainda sendo investigadas em modelos experimentais, não tendo os 

seus efeitos totalmente reconhecidos em humanos. Além disso, mesmo diante do grande 

potencial terapêutico que estes estudos têm demonstrado, nenhum até o momento foi eficaz 

para impedir totalmente o estabelecimento de déficits ou restaurar a função perdida após a lesão. 

Uma das possíveis justificativas destes limitados benefícios pode estar relacionada aos 

possíveis efeitos negativos que estes tratamentos possam gerar, assim como a dificuldade de 

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

 

1.3 Treinamento locomotor em esteira 

O treinamento locomotor em esteira (TLE) tem sido proposto e utilizado como uma 

intervenção terapêutica na LME e tem demonstrado melhora na capacidade locomotora 

(Werning et al, 1995). Esse estímulo fornece aferências sensoriais associadas à prática motora 

(Pearson, Rossignol, 1991) e tem como objetivo estimular o gerador de padrão central (GPC) 

que consiste de uma rede de neurônios localizados na ME responsáveis por gerar potenciais 

rítmicos e padronizados como o ato de caminhar (Duysens, Van de Crommert, 1998) (Figura 

3). De forma mais específica, o GPC contém centros flexores e centros extensores, que geram 

movimentos com padrão flexor e extensor, respectivamente. Por meio de interneurônios 

inibitórios que se comunicam com os centros flexores e extensores, quando um dos centros está 

ativado o outro está inibido. Além disso, informações aferentes de variadas fontes, como os 

sistemas visual, vestibular e proprioceptivo, permitem fornecer ao corno dorsal da medula 

espinal informações que retroalimentam o gerador rítmico (Dietz, 2002). 
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A existência do GPC na ME foi confirmada em pesquisas experimentais com gatos, 

demonstrando ser capaz de gerar atividade locomotora rítmica independente das vias 

descendentes (De Leon et al, 1998). Resultados semelhantes foram observados em roedores 

com lesão completa, havendo melhora na função coordenada da marcha após realizarem o 

treino com esteira, mesmo que não tenha sido observada regeneração axonal (Kubasak et al, 

2005). Estudos clínicos com humanos também indicam benefícios do TLE podendo estar 

relacionadas ao estímulo do GPC. Indivíduos que praticaram o TLE demonstraram aumento na 

contração muscular, aumento na velocidade e duração do exercício, maior coordenação dos 

movimentos e, inclusive, melhora na habilidade de deambulação (Hicks et al, 2005; Werning 

et al, 1995; Wirz, Colombo, Dietz, 2001). 

Embora efeitos benéficos do TLE após a LME venham sendo relatados na literatura 

especializada, alguns estudos envolvendo modelos experimentais demonstraram resultados 

controversos (Battistuzzo et al, 2012). Enquanto alguns estudos demonstraram que a 

intervenção locomotora proporcionava benefícios limitados para a recuperação funcional 

(Battistuzzo et al, 2016; Fouad et al, 2000; De Leon et al, 2006; Lee et al, 2010; Timoszyk et 

al, 2005), outros encontraram efeitos negativos em características cinemáticas após o TLE (De 

Leon et al, 2006; Lee et al, 2010; Timoszyk et al, 2005). Esta discrepância de resultados parece 

estar relacionada às diferentes lesões realizadas nos modelos experimentais, os distintos 

protocolos de treinamento e o variável período de início do treino. 
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Figura 6. Esquema ilustrativo do GPC situado na medula espinal. Depois de uma lesão medular, a 

informação proveniente do encéfalo para a medula fica parcial ou totalmente interrompida (linhas 

descontínuas). Na medula espinal, existem centros de neurônios responsáveis por movimentos de flexão 

(F) e outros responsáveis pela extensão (E). A presença de interneurônios inibitórios (IN) permite que 

enquanto um centro estiver ativado, o outro estará inibido. A ação conjunta dos centros de flexão, de 

extensão e neurônios inibitórios constitui o gerador de padrão central (GPC), que permite que o 

movimento ocorra (linhas contínuas azuis) sem necessidade uma informação proveniente do encéfalo. 

Ainda existem informações aferentes que são enviadas para a medula espinal a fim de retroalimentar o 

gerador rítmico (linhas contínuas vermelha e verde). Fonte: adaptação de Rossignol (2006). 

 

 

1.4 Justificativa 

Diante da relevância clínica de um tratamento não farmacológico efetivo para a LME, 

existe a necessidade de estabelecimento de um protocolo de treinamento que proporcione o 

máximo de recuperação após ocorrida a lesão. Ainda, diante da discrepância de resultados e da 

presença de efeitos negativos em estudos experimentais com animais submetidos a modelos de 
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LME seguido de TLE, é imprescindível o aprofundamento do estudo sobre esta proposta 

terapêutica, a fim de não gerar prejuízos para indivíduos após uma LME. 

Considerando-se que existe uma grande variabilidade de protocolos de TLE, 

dificultando a comparação dos resultados dos diferentes estudos, a proposta do presente 

trabalho é comparar os efeitos de um mesmo protocolo de treino iniciando em três períodos 

após a LME por contusão em ratos (7, 14 e 28 dias). A definição destes períodos de início do 

treino locomotor é baseada nas fases da LME e na recuperação espontânea demonstrada 

previamente no modelo animal de lesão medular por contusão moderada. Enquanto 7 e 14 dias 

após esta lesão em ratos corresponde, respectivamente, à um momento precoce da fase 

subaguda e um período intermediário também da fase subaguda, 28 dias após a lesão 

corresponde à um período de transição entre a fase subaguda e crônica neste modelo 

experimental. Neste modelo experimental, a recuperação dos movimentos dos membros 

posteriores torna-se perceptível a partir do segundo dia de lesão, permitindo que já no sétimo 

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

Assim, o objetivo do estudo foi verificar os efeitos do TLE na funcionalidade, assim 

como na medula espinal e na musculatura esquelética de ratos submetidos ao modelo 

experimental de LME. 

 

 

1.5 Hipótese de trabalho 

As hipóteses testadas neste estudo foram: (a) o TLE iniciado em um período tardio após 

a LME promove uma maior recuperação funcional, proteção tecidual, redução do volume de 

lesão, neuroproteção e menor atrofia muscular nos membros posteriores; (b) o TLE iniciado 

precocemente após a LME promove uma menor recuperação funcional e aumenta a morte 

neuronal na ME. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

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

intermediário e tardio após a lesão medular por contusão em ratos. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

- Verificar os efeitos do treino locomotor em esteira iniciado em diferentes períodos 

após a lesão medular sobre a recuperação funcional e sobre o volume de lesão, número de 

motoneurônios no corno ventral da medula espinal, atrofia muscular nos músculos tibial 

anterior e sóleo, expressão do fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) na medula 

espinal e músculos esqueléticos. 

- Quantificar o número de neurônios e macrófagos/microglia e a apoptose neuronal na 

medula espinal 6 horas após o primeiro treino locomotor em esteira iniciado em um período 

precoce em ratos submetidos ao modelo de lesão medular. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Experimentos 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS, n.28088, Anexo). A fim de estudar os dois objetivos 

propostos, dividiu-se este trabalho em dois experimentos: o experimento I foi delineado a fim 

de investigar o primeiro objetivo específico (Figura 7) e o experimento II relacionado ao 

segundo objetivo específico deste estudo (Figura 8). 

Foram utilizados ratos Wistar machos com 60 dias de vida (peso entre 278 e 315 

gramas), provenientes do Biotério setorial do Departamento de Bioquímica da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, totalizando um número amostral de 158 animais (96 animais do 

experimento I e 62 no experimento II). Durante a execução dos experimentos, os animais 

permaneceram em grupos de quatro ratos por caixa (42cm x 34cm x 18cm) e mantidos no 

biotério do departamento de Bioquímica da referida instituição sob condições padrão (ciclo de 

12 horas claro/escuro), controle da temperatura (21 ± 2° C), água e comida fornecidas à vontade. 

Em ambos os experimentos os animais foram distribuídos de forma randomizada e aleatória 

nos grupos experimentais. 
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Figura 7. Esquema representativo dos procedimentos do experimento I. A. Separação dos animais 

nos grupos experimentais: grupo Controle (constituído de animais do grupo Naive e grupo Sham), grupo 

lesão (subdividido em três grupos comparativos ao grupo esteira) e grupo Lesão-Treino Locomotor 

(subdividido em três grupos conforme o tempo pós-lesão no qual foi iniciado o treino: 7, 14 ou 28 dias). 

B. Os animais que realizaram o Treino Locomotor em Esteira iniciaram com 7, 14 ou 28 dias depois da 

lesão da medula espinal. Ao final do protocolo de 10 semanas de treino, os animais foram submetidos à 

eutanásia por perfusão transcardíaca ou decapitação e amostras da medula espinal e músculos tibial 

anterior e sóleo foram dissecados. Técnicas histológicas foram utilizadas para a quantificação do volume 

de lesão e o número de motoneurônios na medula espinal e mensuração da área média das fibras 

musculares. A técnica de Western Blot foi realizada para avaliação da expressão de BDNF na medula 

espinal e músculo tibial anterior. 
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Figura 8. Esquema representativo dos procedimentos do experimento II. A. Separação dos animais 

nos grupos experimentais: grupo Controle (constituído de animais do grupo Naive e grupo Sham), grupo 

de animais submetidos à lesão por contusão (SCI-7) e grupo de animais com lesão e expostos ao treino 

locomotor 7 dias após a contusão (SCI-T7). B. Parte dos animais que iniciaram o treino locomotor 7 

dias pós-lesão foram submetidos à eutanásia por decapitação 6h depois do primeiro dia de treino; os 

demais animais continuaram o protocolo de treinamento de 10 semanas e, ao final, foram submetidos à 

eutanásia por perfusão transcardíaca. Em sequência à eutanásia por decapitação, foram dissecadas as 

medulas espinais e foi realizada a técnica de Citometria de Fluxo para quantificação do número de 

neurônios, neurônios em apoptose e células de defesa no local de lesão. As técnicas histológicas foram 

realizadas à partir da retirada da medula espinal pós-perfusão transcardíaca e foi quantificado o volume 

de lesão. 

 

3.2. Modelo de lesão medular traumática 

Para indução do modelo experimental de lesão medular, todos os animais foram 

anestesiados com halotano (2-4%, Cristália, Brasil) e, então, submetidos à tricotomia e 

analgesia com tramadol (5mg/Kg, i.p., Grunenthal, Alemanha). Após, o animal foi posicionado 

em decúbito ventral e foi realizada uma incisão de 5 cm sob a linha média da região dorsal, 

deixando exposta a região da coluna vertebral entre a oitava e décima segunda vértebra torácica 
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(T8 e T12). Os músculos paravertebrais inseridos entre T9 e T11 foram dissecados e, em 

seguida, foi removida a lâmina da vértebra T10 e o processo espinhoso de T9, fazendo uso de 

um microssaca-bocados. A lesão medular foi realizada por contusão de grau moderado ao nível 

de T10 por meio da queda de um peso de 10 gramas a uma distância de 25 milímetros da medula 

espinal exposta, utilizando o equipamento New York University impactor (NYU impactor), 

descrito por Gruner (1992) (Figura 9). 

Depois da lesão medular, foi realizada a sutura dos animais e os mesmos foram 

acondicionados isoladamente nas caixas moradia nas mesmas condições de temperatura e 

controle de luz. Para a prevenção de infecções do trato urinário, todos os animais receberam 0,1 

mL de Enrofloxacino (Bayer, Brasil) e para analgesia foi utilizado o tramadol (5mg/kg, i.p., 

Grunenthal, Alemanha) por 5 dias após a lesão. A manobra vesical manual pelo método de 

Crede foi realizada duas vezes ao dia por 5 dias ou até os animais adquirirem o controle 

voluntário da função. A partir do terceiro dia pós-lesão os animais foram agrupados em caixas 

com no máximo 4 animais por caixa. 

 

Figura 9.  Fotos ilustrativas do equipamento New York University Impactor. A. Visão frontal do 

equipamento. B. Visão lateral com destaque às diferentes alturas para o posicionamento da haste. Fonte: 

Nicola (2017). 

 

3.3. Programa de Treinamento Locomotor 

 Para o treinamento locomotor foi utilizada uma esteira ergométrica adaptada para ratos 

INSIGHT® (Figura 10). 
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 Uma semana antes da cirurgia, todos os animais realizaram um período de adaptação à 

esteira ergométrica. Durante esta adaptação, a velocidade utilizada foi de 10 m/min durante 5 

minutos. 

Depois do procedimento cirúrgico, alguns animais foram novamente expostos à esteira 

em períodos determinados conforme os grupos experimentais: ratos do grupo SCI-T7 iniciaram 

o estímulo 7 dias após a lesão, SCI-T14 iniciaram 14 dias e SCI-T28 iniciaram 28 dias depois 

da lesão. 

O programa de treinamento utilizado para os diferentes grupos experimentais foi o 

mesmo, realizado durante 20 minutos, 5 dias por semana, totalizando 10 semanas de 

treinamento. A velocidade da esteira iniciou com 6 m/min, progredindo semanalmente, 

conforme as condições locomotoras dos animais, até atingir 11,5 m/min (Fouad et al, 2000). A 

progressão da velocidade nas quatro primeiras semanas de treinamento foi 0,5 m/min. Da quarta 

à décima semana do treinamento, a velocidade progrediu semanalmente 0,75 m/min. 

 

Figura 10. Foto ilustrativa da esteira ergométrica adaptada para ratos INSIGHT®. Visão superior 

do equipamento subdividido em 6 ambientes, permitindo a realização do treinamento de no máximo 6 

animais simultaneamente. Fonte: Nicola (2017). 

 

3.4. Avaliações comportamentais 

Todos os animais foram submetidos às avaliações funcionais dois dias antes da data de 

lesão da medula espinal a fim de verificar que todos eram capazes de realizar os testes. Depois 

da lesão, todos os ratos foram novamente submetidos às avaliações à partir do segundo dia pós-

lesão, dando continuidade aos testes semanalmente. 

Os déficits funcionais e a recuperação da função motora dos membros posteriores foram 

avaliados por meio da atividade locomotora livre em campo aberto durante 5 minutos, 

juntamente com a escala de Basso, Beatie e Bresnahan (BBB). Esta escala foi descrita por 
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Basso, Beatie e Bresnahan (1995) e tem 22 valores que vão de 0 (paralisia total) ao 21 

(locomoção normal).  

A avaliação da habilidade e coordenação dos membros posteriores foi avaliada com o 

teste da Escada Horizontal. O aparato contou com uma escada posicionada horizontalmente, a 

30cm de altura e com comprimento de 100cm. Os degraus de metal foram posicionados em 

distâncias variáveis e seus posicionamentos foram modificados ao longo das semanas. Para o 

teste os animais foram colocados em uma extremidade da escada e foram permitidos andar em 

direção à outra extremidade da escada (na qual tinha uma caixa preta) durante 3 vezes. A 

trajetória dos animais pelo aparato foi filmada utilizando uma câmera digital (Sony, DCR-

SR47, USA) e o número de erros de posicionamento dos membros posteriores e o número de 

acertos foi quantificado. A porcentagem de erro foi calculada de acordo com a equação 

[(number of errors / number of steps) x 100]. Foi considerado como escore final a media dos 

três trials (Metz e Whishaw, 2002). 

 

3.5. Perfusão Transcardíaca 

Para a realização das análises histológicas e morfométricas, metade dos animais do 

experimento 1 e 2 foram anestesiados com tiopental sódico (50mg/kg, i.p.; Cristália, Brazil) e 

injetados com 1000 IU de heparina sódica (Cristália, Brazil) no ventrículo esquerdo. Foi 

inserida uma cânula no ventrículo esquerdo e ligada em uma bomba de perfusão (Control 

Company) inicialmente com solução salina (150mL), seguida de uma solução fixadora 

(300mL) com paraformaldeído 4% (Reagen, Brazil) diluído em tampão fosfato 0.1 M (pH 7.4). 

A medula espinal (porção entre C5 e L5) e os músculos tibial anterior e sóleo foram dissecados, 

pós-fixados na mesma solução fixadora utilizada na perfusão transcardíaca durante 4h em 

temperatura ambiente. Depois foram crioprotegidas por imersão em sacarose 15% diluída em 

tampão fosfato à 4ºC até submergirem, seguida de solução sacarose 30% diluída em tampão 

fosfato 4ºC até submergirem. Por fim, as amostras foram congeladas em isopentano resfriado 

em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer -70ºC.  



 

28 

 

3.6. Análises histológicas e morfométricas 

A medula espinal (porção entre T8 e T12) e os músculos esqueléticos (porção central, 2 

x 1mm) foram cortados em criostato (CM1850, Leica, Alemanha) em secções transversais (20 

μm), que foram posteriormente coradas com hematoxilina e eosina (Sigma-Aldrich. St Louis. 

MO. EUA) (Zaccagnini et al, 2007). As imagens foram capturadas e digitalizadas inicialmente 

em 20x e depois ampliadas em 100% para análise. A área da lesão nos cortes da medula espinal 

e a área das fibras musculares dos músculos tibial anterior e sóleo foram estimadas utilizando 

o Software Image Pro Plus. Na medula espinal foi medida a área da lesão e a área de tecido 

íntegro, sendo os valores multiplicados pela distância entre os cortes (100μm) a fim de obter o 

volume da lesão e o volume de tecido integro. O volume da lesão foi calculado pela equação 

[(volume da lesão x 100) / volume de tecido íntegro]. O número de motoneurônios presentes 

20µm rostral e 20µm caudal à lesão também foi quantificado no corno ventral da medula 

espinal. Nos músculos, a área da secção transversa das fibras musculares do músculo do lado 

direito e lado esquerdo foram quantificadas (μm²) e, depois, a distribuição de frequência foi 

realizada. As fibras foram definidas como pequenas ou grandes se a área fosse menor ou maior 

que 3 desvios padrões do grupo controle (Phelan e Gonyea, 1997). Dessa forma, as fibras do 

músculo tibial anterior foram consideradas fibras pequenas quando com área até 1000µm², 

fibras médias com área entre 1000 e 2000µm² e fibras grandes com área maior que 2000µm². 

No músculo sóleo, as fibras pequenas foram as com área média de até 750µm², fibras médias 

entre 750 e 1500µm² e fibras grandes com área maior que 1500µm². 

 

3.7. Análise de Western Blot 

Para a realização da técnica de Western Blot, alguns animais foram submetidos a 

eutanásia por decapitação e, posteriormente, a medula espinal e o músculo tibial anterior foram 

obtidos para quantificação da expressão protéica do fator neurotrófico derivado de encéfalo 

(BDNF).  

As medulas espinais e o músculo tibial anterior foram dissecados, homogeneizados em 

solução tampão de lise. As amostras de medula espinal foram centrifugadas a 12000 rpm 

durante 30 minutos e as amostras de músculo a 3000 rpm por 10 minutos. Concentrações 
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proteicas iguais foram carregadas em NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gels e transferidas para 

membranas de nitrocelulose por 1h45min em tampão de transferência (Arcego et al, 2016). As 

membranas foram incubadas por 2h em solução bloqueio e depois incubadas durante a noite 

em uma solução bloqueio com o anticorpo primário anti-BDNF (Rabbit, Cell Signaling) para 

as amostras de medula espinal e músculo, β-actina (Rabbit, Cell Signaling) para as amostras de 

medula espinal e anti-GAPDH (Rabbit, Sigma) para as amostras de músculo. Posteriormente 

as amostras foram lavadas três vezes, incubadas por 2h em uma solução contendo o anticorpo 

secundário (anti-mouse, Millipore) e lavadas novamente. O sinal foi detectado com o Kit ECL 

de quimioluminescência (GE Life Sciences), os imunoblots foram quantificados por 

escaneamento das membranas no equipamento ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare Life 

Sciences – Reino Unido) e as densidades ópticas foram determinadas pelo software Image 

Studio Lite V5.0 (LI-COR Biosciences - EUA). Os resultados foram expressos como a razão 

entre a intensidade da proteína de interesse comparada com a β-actina no caso das amostras de 

medula espinal ou então comparadas com anti-GAPDH nas amostras de músculo de uma 

mesma membrana (Nicola et al, 2017). 

 

3.8. Análise por Citometria de Fluxo 

Para a realização da técnica de Citometria de Fluxo, alguns animais do experimento 2 foram 

submetidos a eutanásia por decapitação  e, posteriormente, a medula espinal foi dissecada 

(Control n=8; SCI n=10; SCI-T7 n=8). 

As medulas espinais foram dissociadas e as células permeabilizadas por 10 minutos. Em 

seguida foram bloqueadas por 15 minutos com soro de cabra 3% (Sigma-Aldrich) a uma 

concentração final de 1:100. As células foram incubadas por 1h com anticorpos primários a 

uma concentração de 1:100 para marcação de neurônios (NeuN, mouse, Sigma Aldrich),  

macrófagos/microglia (CD11b, mouse, Millipore) e neurônios em apoptose (dupla marcação 

com NeuN e caspase clivada-3 [rabbit, Cell Signalling]). Posteriormente as células foram 

lavadas e incubadas por 1h com anticorpo secundário. Controles negativos foram incluídos para 

configurar as voltagens da máquina e determinar a região negativa da plotagem de pontos. A 

emissão de fluorocromo foi registrada por meio de um filtro de fluorescência e a emissão de 

fluorescência foi coletada usando a amplificação logarítmica. Dados a partir de 10.000 eventos 
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(células intactas) foram adquiridos e o número de células foi determinado após a exclusão dos 

debris. O número de células em cada quadrante foi calculado e as células coradas 

separadamente foram expressas como a porcentagem de células marcadas positivamente 

(Nicola et al, 2017). 

 

3.9. Análise Estatística 

As análises estatísticas deste trabalho foram realizadas no software IBM SPSS Statistics 

21. A normalidade dos dados foi confirmada, assim como a igualdade das variâncias, e testes 

estatísticos paramétricos foram utilizados. A análise dos testes comportamentais ao longo do 

tempo foi realizada pelo teste de Análise de Variância de medidas repetidas (ANOVA). As 

demais avaliações foram analisadas por Análise de Variância de uma via (ANOVA), seguida 

do teste de post hoc de Duncan, ou pelo teste de T de Student. As correlações foram calculadas 

pelo teste de correlação de Pearson. Os resultados foram expressos pela média ± erro padrão e 

a significância estatística estabelecida foi de p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1  Capítulo I – Artigo publicado na revista Neuroscience (ISSN: 0306-4522):  

 

Locomotor training promotes time-dependent functional recovery after experimental 

spinal cord contusion 
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4.2  Capítulo II – Primeira versão do artigo a ser submetido para a revista Journal of 

Neurotrauma (ISSN: 0897-7151):  

 

Early locomotor training promotes functional impairment and exacerbates neuronal 

death after spinal cord contusion in rats 
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Abstract 

Introduction: Locomotor training (LT) has been investigated as a treatment for the spinal 

cord injury (SCI) in order to activate spinal cord plasticity contributing to the locomotor 

function recovery. However the literature reports some negative effects over the functional 

recovery after early training. The initiation period of LT following SCI seems to be an important 

variable in this therapy. To investigate the functional effects of early LT after SCI, injured rats 

initiated the LT 7 days after injury and were evaluated early and late. 

Methods: Wistar rats were randomly divided into groups: control, SCI (rats with spinal cord 

contusion), and SCI group exposed to LT starting 7 days after the injury (SCI-T7). LT was 

performed on a treadmill, five days a week, 20 minutes per day, for ten weeks. 6h after the first 

day of training, some rats were submitted to euthanasia and the neuronal survival, the neurons 

mitochondrial mass and the presence of macrophages in the spinal cord injury region were 

evaluated. The other animals were kept performing LT and the Basso, Breattie and Bresnahan 

(BBB) scale was used to evaluate the motor function. At the end of the training protocol, 

animals were submitted to euthanasia and morphological analysis of the spinal cords was 

performed. Results: SCI-T7 showed a significant neuronal reduction, while had an increase in 

the number of neurons in apoptosis and in the number of microglia/macrophages in the spinal 

cord. After the LT protocol, SCI-T7 had a higher lesion volume and a worse locomotor 

performance. These results demonstrate a critical LT starting time after the injury, contributing 

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

 

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

locomotor impairment, neuronal death. 
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INTRODUCTION 

 

Spinal cord injury (SCI) is a devastating disorder resulting in incapacitating impairments. 

The disconnection between axons and neuronal cells leads to functional deficits, such as the 

loss of voluntary movements and decreased sensibility (Hagen et al, 2012; Norton, 2010). The 

primary injury is characterized by immediate cell death, hemorrhage, membrane disruption and 

local circulation impairment (Fawcett, Asher, 1999; Hausmann, 2003; Yune et al, 2003). In a 

second moment, a variety of pathologic events are triggered: glial activation (Hausmann, 2003), 

leukocyte infiltration (Fleming et al, 2006; Hausmann, 2003; Popovich et al, 1997, Sroga et al, 

2003), necrosis (Ducker et al., 1971), free radical formation (Anderson et al., 1985; Braughler 

and Hall, 1989), glutamate-mediated excitotoxicity (Dorsett et al., 2016), edema (Ge et al., 

2013), apoptosis (Liu et al., 2015; Nicola et al, 2018) and formation of cystic cavities 

(Bresnahan et al, 1991). Consequently, prolonged cell death occurs and a large number of 

neurons are lost (Lee, Thumbikat, 2015; Nicola et al, 2018; Rowland et al., 2008; Sadowsky et 

al., 2002). 

Non-pharmacological therapies such as locomotor training (LT) are used in order to 

activate spinal cord plasticity contributing to the locomotor function recovery after SCI even 

after severe lesions (Battistuzzo et al, 2012; Chen et al, 2006; Edgerton et al, 2004; Goldshmit 

et al, 2008; Maegele et al, 2002; Rossignol et al, 2004; Wirz et al, 2001). However, although 

studies show positive effects, some data using SCI in rats have shown that LT intervention may 

have limited functional benefits (Battistuzzo et al, 2016; De Leon et al, 2006; Fouad et al, 2000; 

Lee et al, 2010; Timoszyk et al, 2005) or even negative effects on injury recovery (De Leon et 

al, 2006; Lee et al, 2010; Marques et al, 2018; Timoszyk et al, 2005), depending on the different 

LT starting periods seem to be related to such detrimental results (Marques et al, 2018). Thus, 

early LT starting time in a critical period after SCI could lead to the functional worsening. 

The clinical relevance of LT on SCI treatment and its controversial results highlight the 

importance of understanding the functional effects of early treadmill training and by which 

pathways these effects act following injury. In order to understand the early effects of LT, the 

present study aims to evaluate the locomotor function, the neuronal survival, the neurons 

mitochondrial mass and the presence of macrophages in the spinal cord injury region 6 hours 

after early LT following SCI. 
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The working hypothesis is that the early treadmill training after the SCI would facilitate 

neuronal death, tissue loss and cause functional recovery impairment, and that is related to the 

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

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

Experimental design 

 

Adult male Wistar rats (8 weeks old, 285-305g) were used. They had free access to food 

and water and were maintained in a controlled temperature (22±2º C) room with 12h light/dark 

cycle.  All  procedures were in accordance with current international laws and policies (NIH 

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH Publication no 85–23, 1985, revised 

1996) and with the Arouca Brazilian Law for animal care and ethical use of animals. The study 

was approved by UFRGS Ethics Committee (28088). All efforts were made in order to reduce 

the number of animals and to minimize animal suffering. The Figure 1 shows the experimental 

design. 

Animals were randomly divided into three groups: control (constituted by naive 

animals, rats not exposed to any surgical procedure or treatment, n=11; and sham rats, surgical 

control animals submitted to laminectomy surgery without spinal cord injury, n=9), spinal cord 

injury group (animals that underwent laminectomy and spinal cord injury, n=23) and spinal 

cord injury group receiving locomotor training (SCI-T7, n = 19). A total of 62 animals were 

used. 

 

Animals 

 

Surgical procedures 

 

Rats were intraperitoneally anesthetized with ketamine (80 mg/kg) and xylazine (10 

mg/kg). After a 2.5cm incision in the animal’s back, the spinous process and vertebral lamina 

were removed and the medulla region at T10 spinal level was exposed (Noble and Wrathall, 

1985). The New York University (NYU) Impactor System was used to make an incomplete 

spinal cord injury (Nicola et al, 2016). A moderate injury was made with the device rod (10g) 
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dropped from a distance of 25 mm onto the intact exposed dura mater (Beattie and Bresnahan, 

1995). Regular bladder emptying and antibiotic treatment (Trimethoprim, 0.85 mg/kg) were 

included in the postoperative care (Wu et al, 2016). 

 

Locomotor training (LT) 

 

For adaptation to the locomotor training, one week before the surgery all rats ran on the 

treadmill at 10m/min, for five minutes. According to the experimental group, after the surgery, 

the rats were placed in the treadmill for five sessions a week, during 20 minutes/day, with a 

total training period of ten weeks. The initial speed was 6m/min, and gradually it was increased 

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

 

Locomotor assessment 

 

Two days before the injury all animals were submitted to locomotor evaluation using 

Basso, Breattie and Bresnahan locomotor scale (BBB scale; Basso, Beattie and Bresnahan, 

1995). Following injury, rats were submitted to the same evaluation at the second post-operative 

day and weekly throughout the experiments. The evaluation was assessed with the rats kept 

individually in a circular open field (100 cm diameter) and allowed to move freely for 5 minutes. 

Locomotor activity assessment was run by an investigator blind to the animals’ group 

allocation. 

 

Flow cytometry analysis 

 

Flow cytometry was run six hours after the first day of treadmill training in order to 

evaluate the number of neurons, caspase-3, and microglia in spinal cord tissue. For the analysis, 

some animals from each experimental group were euthanized by decapitation (Control n=8; 

SCI n=10; SCI-T7 n=8) and the spinal cord was obtained. Spinal cords were dissociated with 

Tripsin/PBS (0.006 g/mL) (Sigma-Aldrich – T2600000), and the cells were permeabilized with 

0.1% PBS Triton X-100 (Tx) for 10min at room temperature and blocked for 15 min with 3% 

normal goat serum (Sigma-Aldrich – G9023), at a final concentration of 1:100, at room 
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temperature for 2h. The cells were incubated for 1h with primary antibodies, against neuron 

NeuN (Mouse, Sigma Aldrich - M4403) and macrophage/microglia (Mouse, Millipore - 

CBL1512). For assessing neuronal apoptosis, the cells were double labeled with NeuN (Mouse, 

Sigma Aldrich - M4403) and cleaved caspase 3 (Rabbit, Cell Signalling - #9661). The final 

concentration was 1:100. After, the cells were washed twice with PBS and incubated for 1hour 

with IgG antibody Alexa-fluor 488 anti-mouse and IgG antibody 633 anti-rabbit in a 

concentration of 1:200. Negative controls were included for set up the machine voltages and to 

determine the negative region of the dot plot. The emission of fluorochrome was recorded 

through a specific band-pass fluorescence filter: green (FL-1; 488 nm long pass). Fluorescence 

emission was collected using logarithmic amplification. Data from 10,000 events (intact cells) 

were acquired, and the number of cells was determined after exclusion of debris events from 

the dataset. The number of cells in each quadrant was computed, and cells stained separately 

were expressed as the percentage of positive immune labeled cells (Heimfarth et al, 2013). All 

flow cytometric acquisitions and analyses were performed using FACSCalibur (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes NJ, USA) and Flow Jo Software v10.1 (Weis et al, 2012). An 

investigator blinded to groups evaluated all analysis. 

 

Histological and morphometric analysis 

 

At the end of the locomotor training, rats were deeply anesthetized with sodium 

thiopental (50mg/kg, i.p.; Cristália, Brazil) and injected with 1000 IU heparin (Cristália, 

Brazil). Rats were euthanized (Control n=12; SCI n=13; SCI-T7 n=11) by transcardiac 

perfusion with saline solution, followed by 4% paraformaldehyde (Reagen, Brazil) diluted in 

0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). Spinal cords (segments between T8 and T10 levels) were 

dissected for histological and morphometrical analysis and post-fixed in 4% paraformaldehyde 

in 0.1M phosphate buffer. The segments were cryoprotected by immersion in 30% sucrose 

(Synth, Brazil) in phosphate buffer at 4ºC and frozen in isopentane (Merck, Germany) cooled 

in liquid nitrogen. After, transversal sections (20 μm) were cut using a cryostat (CM1850, Leica, 

Germany) and stained with hematoxylin and eosin (Sigma-Aldrich. St Louis. MO. USA) 

(Zaccagnini et al, 2007). Images were captured and digitalized (initially 20x and amplified 

100% for analysis). The lesion area and the area of intact tissue were measured by an 



 

51 

 

investigator blinded to the animals` group allocation using Image Pro Plus Software and 

multiplied by the distance between sections (100μm) to obtain the volume of the lesion and the 

intact tissue volumes. The lesion volume was calculated by the equation: [(lesion volume x 100) 

/ intact volume]. 

 

Statistical analysis 

 

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics 21. Data normality were 

confirmed, and parametric statistical tests were used. For detecting LT effects over time in the 

behavioral evaluation, statistical analysis was performed using repeated-measures analysis of 

variance (ANOVA). Differences among groups were determined using One-way Analysis of 

Variance (ANOVA) followed by Duncan`s post hoc test, except for analysis of the lesion 

volume, that the Student’s T-test was used. Correlation coefficients (r) were calculated by 

Pearson’s correlation. Results are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) and 

the statistical significance was established with p < 0.05. 

 

 

RESULTS  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

Functional response 

 

The functional evaluation using BBB Locomotor rating scale is presented in Figure 2. 

The evaluation started two days before the injury and then, two days and weekly after injury, 

until the 11th week. All rats showed normal motor function in BBB scale before SCI. Two days 

after the injury, all lesion animals presented no hindlimbs movements, being different from 

controls [F(2,62)=4214,56, P<0.01]. This difference between injured animals and the control 

group remained throughout the experiment. The SCI animals, without treadmill training, as 

expected, demonstrated a spontaneous recovery until the fifth week after lesion, reaching a 

plateau of recovery as from the fifth week. From the third week, all animals that started training 

7 days after injury presented functional impairment, when compared with SCI group 

[F(2,36)=206.53, P<0.01]. 
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Spinal cord cell quantification by flow cytometry 

 

Seven days after the SCI and six hours after the first LT day, flow cytometry was run 

(Figure 3). There was a significant reduction in the number of neurons in the spinal cord of 

injured animals compared to the control group [F(2,22)=22.75, P<0.01]. While the SCI group 

reduced the proportion of neurons, SCI-T7 rats showed lower proportion of neurons  in the 

spinal cord compared to the control group and the SCI group. The neuronal apoptosis measured 

by flow cytometry showed that the SCI animals had no difference  in comparison with the 

control group seven days after the injury; however SCI-T7 rats presented a high proportion of 

neuronal cells in apoptosis [F(2,22)=8.63, P<0.01]. Measurements of microglia/macrophages 

by CD11b in the spinal cord revealed a higher percentage of these cells in the SCI and the SCI-

T7 groups compared to the control group [F(2,22)=5.74, P<0.01]. 

 

Correlation between neuronal loss, neuronal apoptosis and presence of 

macrophage/microglia 

 

 Pearson’s correlation was run in order to verify the possible association between 

neuronal apoptosis and the presence of macrophage/microglia in the spinal cord injury region 

(Figure 4). The neuronal apoptosis was correlated positively with the macrophage/microglia 

presence (r = 0.661, P<0.01), i.e., the increase in the neuronal apoptosis is associated with the 

increase in macrophage/microglia proportion in the injured region. 

 

Lesion volume 

Histology analysis was performed to measure the lesion volume in the spinal cord of all 

experimental groups (Figure 5). As expected, the SCI animals presented an injury in the spinal 

cord (8.80 ± 3.21). Rats treated with LT seven days after injury (SCI-T7 group) presented higher 

lesion extension (32.12 ± 1.70) when compared to injured animals without treadmill training 

(t(9) = 6.75; p < 0.01). 

 

 

DISCUSSION 
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The present study showed that the early locomotor training worsened the functional 

recovery following the SCI. Seven days after the early start treadmill training in the injured 

animals, the neuronal loss was increased in the spinal cord. It could be related with the highest 

lesion volume in the spinal cord, neuronal apoptosis as well as the macrophage/microglia 

increment in the spinal cord of trained animals. These findings indicate that the first days after 

injury constitute a critical period for the recovery process and the locomotor training stimuli 

could worsen the function. 

Clinical (Steeves et al, 2011) and experimental studies (Gensel et al, 2006; Hilton et al, 

2013) demonstrated spontaneous recovery after an incomplete lesion to the spinal cord. 

Therapeutic stimuli could interfere in the spontaneous recovery resulting in different functional 

responses after injury. Repetitive task practice, such as treadmill training may facilitate 

locomotor recovery (Battistuzzo et al, 2012; Behrman et al, 2017; Cha et al, 2007; Edgerton et 

al, 2004; Rossignol et al, 2004) and some studies have reported beneficial effects of LT 

following SCI (Boyce et al, 2007; Brazg et al, 2017; Goldshmit et al, 2008; Morrison et al, 

2017; Moshonkina et al, 2004). However, treadmill training seems to present a critical starting 

time phase after injury (Marques et al, 2018). Here it was shown novel evidence that early LT 

worsened hindlimb ability in SCI animals compared to injured rats with no training. As 

suggested for pathologies such as stroke, possibly intensive treatments in the early phases may 

exacerbate injury (Risedal, Zeng, Johansson, 1999). These findings confirm previous reports 

showing that early therapeutic protocol of LT could negatively interfere in the locomotor 

recovery (Battistuzzo et al, 2016; Erschbamer et al, 2006; Fouad et al, 2000; Kubasak et al, 

2008; Lee et al, 2010; Marques et al, 2018; Nothias et al, 2005; Nicola et al, 2016; Smith et al, 

2009; Ung et al, 2010). 

This critical period after SCI is characterized by a cascade of events leading to cell death 

(Collazos-Castro et al, 2005; Gensel et al, 2006; Grumbles and Thomas, 2017), especially in 

the first hours and days after injury (Beattie et al, 2000; Grossman et al, 2001; Nicola et al, 

2017). Flow cytometry analysis showed that early intervention using LT increased the neuronal 

loss in the spinal cord of injured animals six hours after the start of the training. Similar result 

was observed in a previous study comparingthe effects of early and late LT and assessing the 

number of motoneurons in the injured spinal cord (Marques et al, 2018). Late training also 

contributes to preservation of cells in the spinal cord (Marques et al, 2018; Wu et al, 2016) 
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probably due to the contribution of the normalization of motoneurons properties after injury 

(Cote et al, 2003). Early training seems to act in the opposite way, increasing the neuronal loss 

and, consequently, worsening the locomotor ability (Marques et al, 2018; Nicola et al, 2017). 

One of the main mechanisms of cell death after SCI is apoptosis (Beattie et al, 2000; 

Grossman et al, 2001; Nicola et al, 2017; Ríos et al, 2015). This pathway is activated mainly 

by the cleavage of caspase 3 molecule (Elmore, 2007; Qiu et al, 2001). SCI animals treated 

with treadmill training increased the number of apoptotic neurons measured by flow cytometry, 

while injured rats with no LT had similar results compared to the control group. It is expected 

that around 7 days after injury, a normalization in cleaved caspase 3 levels occurs. Early 

treadmill could stimulate a new response triggering apoptosis. Moreover, the number of 

apoptotic neurons showed a negative correlation with the number of neurons in the injured 

spinal cord, indicating that the neuronal loss is influenced by the increase in neuronal apoptosis. 

Cell death occuring due to the secondary spinal cord damage is directly related to the 

immune response mediated by the recruitment of microglia and macrophages to the site of 

injury (David and Kroner, 2011; Fathali et al, 2013). This intense immune response triggers the 

phagocytosis and the release of cytokines (Ahuja, Martin, Fehlings, 2016; Ankeny, Popovich, 

2009; Rowland et al, 2008; Sámano, Nistri, 2017; Ufuk et al, 2005; Ward et al, 2014). Flow 

cytometry showed an increase in macrophages/microglia number in the spinal cord seven days 

after injury. It is expected that in this period a peak of inflammatory cells entry from the 

peripheral system to the CNS (Beattie et al, 2000; Casella et al, 2006; Grossman et al, 2001), 

however the early starting time of LT may have contributed to the increase in 

macrophages/microglia response and, in consequence, contributed to cell death. Also, the 

number of macrophages/microglia in the spinal cord lesion showed a positive correlation with 

the number of apoptotic neurons and a negative correlation with the number of neurons, 

suggesting that the increase in the immune response mediated by these cells interferes in the 

apoptosis and neuronal loss. 

The high concentration of macrophages/microglia in the spinal cord within (and near) 

the lesion site may contribute to the tissue damage (Carlson et al, 1998). The combination of 

this critical period after SCI with the exercise, a pro-inflammatory stimulus, can increase the 

tissue damage process and prevent the tissue recovery (Risedal, Zeng, Johansson, 1999), mainly 

when the treatment is intensive (Risedal, Zeng, Johansson, 1999). The increase in the lesion 

volume in the spinal cord was evidenced 11 weeks after the beginning of the early LT compared 
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to the injured animals with no training. This increase in the lesion was expected, since the loss 

of specialized cells is associated with tissue damage (Casella et al, 2006; Sakai et al, 2012; 

Taghipour et al, 2012) and the functional deficits are proportional to the lesion severity (Basso, 

Beattie, Bresnahan, 1996) as evidenced in this study. 

In conclusion, early treadmill training worsened the recovery after experimental spinal 

cord contusion. Additionally, the neuronal loss, the increased apoptosis and the presence of 

macrophages/microglia was observed in the spinal cord six hours after early treadmill. 

Furthermore, the late evaluation of injury evidenced an increase in the lesion volume. The 

present study provides evidence that early locomotor training has a critical starting time phase 

after the injury, improving cell loss and tissue damage in which must be avoided. Many other 

processes involved in locomotor training response should be explored infurther studies.  
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Figure 1. Experimental design. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. BBB locomotion scale scores. * Difference compared to the control group. # 

Difference between the SCI and SCI-T7 groups. Data expressed as mean. 
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Figure 3. Spinal cord cell quantification by flow cytometry six hours after the the LT (seven 

days after SCI). A. Quantification of the number of neurons in the spinal cord injury region. B. 

Quantification of the number of neurons in apoptosis in the spinal cord injury region. C. 

Quantification of the number of microglia/macrophages in the spinal cord injury region.* 

Difference from control group. # Difference from SCI group. Data expressed as mean ± SE. 

 

 

 

 

Figure 4. Significant positive correlation between NeuN and CD11b quantification (p < 0.01). 
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Figure 5. Spinal cord histological evaluation. A. Representative photomicrographs of control, 

SCI (injured animals) and SCI-T7 (injured trained animals) groups. B. Quantification of injury 

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

 

Os resultados apresentados nesta tese confirmam as hipóteses do trabalho em que o TLE 

tardio promoveu melhora funcional enquanto o treino precoce produziu efeitos negativos sobre 

a recuperação funcional de ratos submetidos ao modelo experimental de lesão medular por 

contusão. O estímulo locomotor, quando iniciado em períodos mais tardios, contribuiu para a 

menor perda de motoneurônios no corno ventral da ME, redução da atrofia muscular e maior 

expressão de BDNF no músculo tibial anterior, porém não interferiu no volume de lesão na 

ME. Em contrapartida, o TLE precoce aumentou o volume de lesão na ME e, 6 horas após o 

primeiro dia de treino, reduziu o número de neurônios, assim como aumentou a morte de 

neurônios por apoptose na ME. Estes achados indicam que existe um período ideal para iniciar 

o TLE após a LME, a fim de promover melhor recuperação funcional. 

 

5.1. Recuperação funcional 

Neste trabalho, o início do TLE em diferentes momentos após a LME proporcionou 

respostas funcionais variadas nos animais. Ainda, como esperado neste modelo experimental, 

os animais com lesão que não receberam estímulo terapêutico também apresentaram 

recuperação funcional (Basso, Beattie, Bresnahan, 1995). Esta recuperação espontânea é 

observada não apenas em modelos experimentais de LME (Gensel et al, 2006; Hilton et al, 

2013), mas também em estudos clínicos que demonstraram que grande parte dos indivíduos que 

tiveram perda sensoriomotora após uma lesão medular incompleta possuem uma recuperação 

parcial (Fawcett et al, 2007; Steeves et al, 2011). Sugere-se que esta recuperação ocorra no 

nível motor da lesão na ME, evoluindo para um ou até dois níveis caudais à lesão (Steeves et 

al, 2011). A melhora espontânea ocorre principalmente quando existe alguma função 

neurológica preservada abaixo do nível da lesão, porém também pode ser observada em 

indivíduos com diagnóstico clínico de lesão medular completa (Fawcett et al, 2007), assim 

como modelos experimentais com animais submetidos à lesão total por transecção da ME 

(Tillakaratne et al, 2010). 
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Estudos experimentais demonstraram que em ratos a recuperação espontânea está 

relacionada a várias formas de neuroplasticidade envolvendo o GPC, vias descendentes 

íntegras, aferências sensoriais e plasticidade das vias espinais comprometidas, podendo este 

processo ser chamado de aprendizagem espinal (de Leon et al., 2001; Edgerton et al, 2004; 

Raineteau, Schwab, 2001; Wolpaw, Tennissen, 2001). Um importante mecanismo para esta 

recuperação é o remodelamento da estrutura e trajeto das fibras do tracto corticoespinal, 

permitindo um contato com neurônios proprioespinais ao desviarem da lesão (Pierrot-

Deseilligny, 2002; Rosenzweig et al, 2010). As fibras preservadas do tracto reticuloespinal 

também contribuem pelo processo de brotamento e aumento de densidade, aumentando o 

acesso indireto aos comandos reticuloespinais (Ballermann, Fouad, 2006; Zorner et al, 2014). 

As evidências destas melhoras funcionais, mesmo sem estímulos externos como exercício físico 

ou tratamentos farmacológicos, demonstra o potencial de plasticidade da circuitaria da ME 

(Gulino et al, 2007). 

A prática de tarefas repetitivas como o TLE após a lesão medular tem sido utilizada com 

o objetivo de reabilitar a função locomotora (Battistuzzo et al, 2012; Behrman et al, 2017; Cha 

et al, 2007; Edgerton et al, 2004; Rossignol et al, 2004). Os efeitos benéficos do TLE após a 

LME são relatados tanto em estudos clínicos quanto em experimentais com animais (Boyce et 

al, 2007; Brazg et al, 2017; Goldshmit et al, 2008; Ilha et al, 2011; Morrison et al, 2018; 

Moshonkina et al, 2004). Uma justificativa para o uso do TLE em indivíduos com LME é 

fornecer aferências sensoriais pela prática motora, estimulando o GPC (Pearson, Rossignol, 

1991). Em consequência, os efeitos benéficos reportados estão relacionados ao aumento da 

contração muscular, melhor coordenação motora e melhor habilidade de deambulação nestes 

indivíduos (Hicks et al, 2005; Wirz, Colombo, Dietz, 2001), principalmente quando a lesão 

medular é incompleta (Harkema, 2001; Van de Crommert, Mulder e Duysens, 1998). 

Estes estímulos terapêuticos são propostos a fim de contribuir e facilitar a recuperação 

funcional após uma LME. Estudos observacionais e retrospectivos demonstraram que quanto 

maior o tempo decorrido após uma LME e o início da reabilitação, menor o desempenho 

funcional e a qualidade de vida dos indivíduos (DeJong et al, 2013; Scivoletto et al 2005; 

Sumida et al, 2001; Teeter et al, 2012; Whiteneck et al, 2012). Por isso atualmente sugere-se 

que a reabilitação seja iniciada em um período precoce após a LME.  No entanto não existem 

estudos clínicos que avaliem diretamente o efeito do tempo na eficácia da reabilitação (Burns 
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et al, 2017), sendo ela com o TLE ou outras formas de reabilitação motora. Soma-se ainda a 

dificuldade em pesquisas envolvendo seres humanos em diferenciar quais efeitos são 

decorrentes da reabilitação e quais estão relacionados à recuperação natural da função motora 

(Burns et al, 2017; Sumida et al, 2001). 

No presente estudo foi observado que animais submetidos ao TLE não iniciado 

precocemente proporcionou uma maior recuperação motora. Estes benefícios também foram 

demonstrados em outros estudos experimentais de LME com modelos com ratos evidenciando 

maior qualidade na locomoção avaliada pela escala BBB (Liu et al, 2008; Jung et al, 2016; Oh 

et al, 2009; Shin et al, 2014; Stevens et al, 2006) e maior habilidade motora dos membros 

posteriores no teste da Escada Horizontal (Jung et al, 2014). No entanto, alguns trabalhos 

reportaram que o TLE pode não influenciar na recuperação funcional (Battistuzzo et al, 2016; 

Fouad et al, 2000; Li et al, 2013; Nicola et al, 2016) ou pode ter efeitos negativos, prejudicando 

a marcha (Lee et al, 2010; Kubasak et al, 2008). Um fator que parece ter influenciado para esta 

discrepância de resultados é o período de início do TLE. Os resultados observados na literatura 

prévia, bem como os resultados desta tese, indicam que o estímulo locomotor iniciado em uma 

fase subaguda parece contribuir para uma maior recuperação funcional, enquanto o início em 

um período mais precoce pode diminuir a recuperação (Battistuzzo et al, 2012). 

Os piores resultados na performance quando o estímulo motor é precoce em relação ao 

início mais tardio também foram observados em estudos com outras patologias envolvendo o 

SNC. No estudo clínico realizado por Sundseth et al (2012) com indivíduos após acidente 

vascular encefálico, foram observados piores resultados funcionais naqueles que receberam o 

estímulo antes de 24 horas pós-lesão quando comparados à aqueles com início entre 24 e 48 

horas. Estudos experimentais com outros modelos animais, como modelos de lesões encefálicas 

por trauma, também demonstraram que o treino locomotor voluntário iniciado em um período 

precoce de até 7 dias pós-lesão piorou a função cognitiva aumentando os déficits neurológicos 

em comparação aos animais que iniciaram a terapia em períodos mais tardios ou ainda em 

comparação à aqueles que não receberam o estímulo (Chen et al, 2013b; Crane et al, 2012; 

Griesbach et al, 2004; Piao et al, 2013). Estes efeitos adversos dos estímulos iniciados em 

diferentes períodos após lesões do SNC ressaltam a necessidade de uma maior compreensão 

sobre estes diferentes efeitos a fim de reduzir o risco de piora da condição patológica. 
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5.1.1 Intensidade do treino locomotor e recuperação funcional 

O período de início do TLE após a LME pode não ter sido a única variável que 

influenciou os diferentes resultados deste estudo. A intensidade do exercício realizado pode ter 

contribuído para os benefícios e prejuízos observados na recuperação funcional, considerando-

se que a intensidade do exercício locomotor em esteira está relacionada à quantidade de trabalho 

por unidade de tempo e não à duração ou frequência das sessões do treinamento (George et al, 

2011). 

O exercício físico produz muitas adaptações fisiológicas no organismo que permitem a 

ele realizar as atividades com maior eficácia (George et al, 2011, Gray et al 1990). No entanto, 

o estresse físico como o treino locomotor em esteira com intensidade moderada e alta pode 

também levar a adaptações prejudiciais ao organismo, conforme observado em estudos 

experimentais com ratos saudáveis (Kiecolt-Glaser et al, 1991; Moraska et al, 2000; Plotnikoff 

et al, 1991). 

O tipo de estímulo terapêutico e, no caso do treino locomotor em esteira, a velocidade a 

qual os animais serão submetidos são fatores relevantes considerando-se a dificuldade de 

locomoção após a LME, que ocorre principalmente nos primeiros dias pós-lesão. A velocidade 

da esteira deve ser adaptada às condições dos animais. Em geral, estudos com modelos de LME 

em ratos utilizam uma velocidade média da esteira de 6m/min (Battistuzzo et al, 2017; Fouad 

et al, 2000; Wang et al, 2015), assim como realizado neste estudo. Mesmo com a adaptação da 

velocidade a fase aguda e início da fase subaguda é um período crítico após a LME e a 

associação deste período com o estresse gerado pelo exercício físico precoce pode gerar 

prejuízos (Battistuzzo et al, 2012) diante de diferentes intensidades de exercício. 

São limitadas as informações na literatura atual a cerca dos efeitos de diferentes 

intensidades de TLE em modelos experimentais de lesão medular em ratos, no entanto estudos 

com modelos de lesões encefálicas demonstraram que a intensidade do exercício físico é uma 

variável importante na recuperação da função cognitiva, principalmente quando a exposição 

ocorre nos primeiros dias pós-lesão (Griesbach et al, 2004; Hicks et al, 1998; Shen et al, 2013). 

Enquanto o exercício de baixa intensidade em esteira demonstrou em um modelo de lesão 

encefálica por trauma uma melhora na performance cognitiva, o mesmo estímulo com grande 

intensidade não reduziu os déficits cognitivos (Shen et al, 2013). Estes resultados sugerem que 
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a intensidade do exercício em um período crítico pós-lesão encefálica não é benéfico para a 

recuperação cognitiva e, possivelmente, esta associação possa também promover déficits 

neurológicos semelhantes na ME após uma lesão medular. 

 

5.2. Neuroproteção 

A combinação do estímulo locomotor e o período precoce após a LME, no qual existe 

uma grande liberação de substâncias excitatórias e tóxicas no tecido lesado, pode ter contribuído 

para o aumento do processo de lesão nos animais que iniciaram o treino locomotor 

precocemente (Risedal, Zeng, Johansson, 1999). Ainda, o somatório destes fatores pode ter 

contribuído para diminuir o processo de recuperação tecidual na medula destes animais 

(Carlson et al, 1998; Risedal, Zeng, Johansson, 1999). Em consequência, quando avaliados 11 

semanas após a lesão, os animais que foram submetidos ao TLE precoce, apresentaram um 

maior volume de lesão em relação aos animais que não fizeram o exercício. Este aumento na 

lesão tecidual era esperado, visto que os déficits funcionais são proporcionais à severidade da 

lesão (Basso, Beattie, Bresnahan, 1995) e estes animais apresentaram um maior déficit 

funcional em relação aos demais grupos experimentais.  

O aumento do volume de lesão e os déficits funcionais normalmente estão associados à 

redução de células especializadas na ME (Casella et al, 2006; Sakai et al, 2012; Taghipour et 

al, 2012), assim como observado no grupo experimental que iniciou o TLE precocemente. Os 

resultados da citometria de fluxo demonstraram que estes animais apresentaram uma redução 

no número de neurônios na ME 6 horas após o primeiro dia de treino e um aumento do número 

de células neuronais em processo de morte por apoptose. Ainda, na análise histológica da região 

cefálica à lesão foi observada uma menor quantidade de motoneurônios após as 11 semanas de 

treino locomotor nos animais que realizaram o exercício precoce. Apesar de grande parte dos 

danos neuronais e gliais ocorrerem nas primeiras 24 horas pós-lesão neste modelo experimental, 

a morte celular continua ocorrendo principalmente ao longo dos primeiros dias pós-lesão 

(Casella et al, 2006; Oyinbo, 2011). Provavelmente o somatório do período crítico com o início 

precoce do TLE contribuiu para uma agudização da lesão, aumentando a proporção da perda 

neuronal neste grupo, observada logo após o primeiro dia de treino e no final do protocolo de 

exercício. 
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Por outro lado, neste estudo os animais que iniciaram o TLE com 14 e 28 dias pós-lesão 

apresentaram uma maior número de motoneurônios na região cefálica à lesão na ME em relação 

aos que iniciaram precocemente. Estes resultados indicam um papel neuroprotetor do TLE 

iniciado em um período tardio, possivelmente relacionado a uma combinação de efeitos 

celulares, moleculares e tróficos induzidos pelo exercício na ME (Foret et al, 2010; Houle e 

Cote, 2013; Kao et al, 2009; Ying et al, 2005). 

Estudos prévios com modelos animais demonstraram que o exercício físico estimula a 

produção e secreção de neurotrofinas como o BDNF (Chou et al, 2018; Cote et al, 2011; Himi 

et al, 2017; Song et al, 2018). A quantificação da expressão de BDNF na ME após o protocolo 

de TLE no presente estudo não demonstrou diferença entre os grupos experimentais, no entanto 

deve-se considerar que esta avaliação foi tardia. Possivelmente 10 semanas após o início do 

treino locomotor já não seja mais possível observar diferenças na expressão deste fator 

neurotrófico, diferentemente de outros estudos que verificaram que animais submetidos a 

modelos experimentais de LME e TLE apresentaram aumento na expressão de BDNF ao 

realizarem o exercício (Wang, Pearse, 2015). Este fator neurotrófico é expresso por 

motoneurônios do SNC e tem sido relacionado à proteção e crescimento de axônios e dendritos 

(Carty et al, 2013; Cortes et al, 2013; Cristante et al, 2013). A sua expressão pode ter contribuído 

para a neuroproteção dos motoneurônios que em um primeiro momento sobreviveram à lesão 

na ME, porém que secundariamente poderiam atrofiar e entrarem em processo de morte (Byers 

et al, 2012; Liu et al, 2015). Em consequência, estes animais com TLE tardio demonstraram 

um maior número de motoneurônios em relação aos que iniciaram em um período precoce, 

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

 

5.3. Resposta imunológica 

Sabe-se que a morte celular que ocorre na ME devido à lesão secundária está 

diretamente relacionada à resposta imunológica mediada pelo recrutamento de microglia e 

macrófagos para o local da lesão (David, Kroner, 2011). Estudos experimentais permitiram 

observar que a partir do trauma inicial na ME, astrócitos, microglias e outras células liberam 

moléculas pró-inflamatórias e quimiotáticas que rapidamente atraem para o local de lesão 

neutrófilos provenientes do sangue (Plemel et al, 2014). O processo de chegada de novas células 
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de defesa ao local de lesão continua pela ação de enzimas líticas e citocinas liberadas pelos 

neutrófilos, assim como pelas moléculas de adesão expressas pelas células endoteliais (Pineau 

et al, 2010; Plemel et al, 2014; Popovich, Wei, Stokes; Stokes, 1997). Com isto, em modelos 

animais as primeiras horas e em estudos clínicos os primeiros dias depois da lesão medular são 

marcados por uma intensa resposta imunológica mediada por células de defesa que promovem 

a fagocitose e a liberação de citocinas (Ahuja, Martin, Fehlings, 2016; Ankeny and Popovich, 

2009; Rowland et al, 2008; Sámano, Nistri, 2017; Ufuk et al, 2005; Ward et al, 2014). 

Em modelos experimentais de LME em ratos foi observado que aproximadamente no 

sétimo dia após a lesão ocorre o pico de macrófagos, linfócitos e monócitos no epicentro da 

lesão. Estas células atuam em conjunto com a microglia residente no tecido local a fim de 

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

citometria de fluxo realizada neste estudo confirma a maior proporção de células de defesa 

presentes na ME dos animais com lesão medular em relação aos animais controle no sétimo dia 

pós-lesão. No entanto, não houve diferença entre os animais com lesão que iniciaram o treino 

precoce em relação aos que não realizaram o treino quando avaliados 6 horas depois do estímulo 

locomotor. Neste período é esperado um aumento na entrada de células inflamatórias do sistema 

nervoso periférico para o SNC, independente de ocorrer ou não um estímulo terapêutico 

(Beattie et al, 2000; Casella et al, 2006; Grossman et al, 2001). Apesar do TLE não ter 

aumentado a entrada de células de defesa neste período, pode ter aumentado a resposta 

inflamatória, contribuindo para a morte celular. Esta suposição pode ser reforçada pela 

correlação positiva entre o número de microglia/macrófagos na ME e o número de neurônios 

em apoptose. 

A intensa resposta inflamatória e imunológica após a LME é observada tanto em estudos 

clínicos com humanos quanto em modelos animais (Assinck et al, 2017; Casella et al, 2006; 

Kim et al, 2017; Oyinbo, 2011; Petersen, Pederesen, 2005). Estudos experimentais com ratos 

permitiram verificar que, apesar do processo de recrutamento de células de defesa para o local 

da LME ter objetivos neuroprotetores, este processo pode favorecer a neurotoxicidade pela 

grande liberação de citocinas pró-inflamatórias, assim como pela excitotoxicidade 

glutamatérgica (Casella et al, 2006; Elmore et al, 2007; Hoffman-Goetz et al, 2008). Estes 

fatores contribuem para a morte neuronal e glial, em especial a morte celular programa 
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(apoptose) e promove um aumento na lesão (Bethea, 2000; Casella, Bunge e Wood, 2006; 

Elmore et al, 2007; Hoffman-Goetz et al, 2008).  

Por outro lado, o exercício físico aumenta a demanda energética do organismo, podendo 

se tornar um estressor nessa fase crítica da LME (Shen et al, 2013). Um estresse neste período 

já crítico pós-lesão pode contribuir para um aumento na liberação de citocinas pró-inflamatórias 

e danos às membranas, inclusive das mitocôndrias (Shen et al, 2013; (Casella et al, 2006; 

Elmore et al, 2007). Estes eventos podem culminar com a morte celular por apoptose pela 

ativação da via da caspase-3 (Blomgren et al, 2007; Elmore et al, 2007; Zhu et al, 2004) como 

observado neste estudo em que os animais com LME que iniciaram o TLE precocemente 

apresentaram um aumento da quantidade de células neuronais expressando caspase-3 após o 

primeiro dia de treino. Assim, o TLE pode ter ampliado a severidade da lesão e gerado maiores 

danos celulares e comprometimentos funcionais (Griesbach et al, 2007).  

Estudos experimentais com ratos demonstraram recentemente que o treinamento em 

esteira logo após a LME pode ser prejudicial às propriedades musculares (Battistuzzo et al, 

2017), assim como a piora do volume de lesão e menor recuperação locomotora observada nos 

animais que iniciaram precocemente o TLE na presente tese. 

 

5.4. Musculatura esquelética 

Aliado aos déficits funcionais e comprometimentos no SNC, mudanças na musculatura 

esquelética distal à lesão, como adaptações morfológicas e metabólicas, são esperadas em 

animais que são submetidos a modelos de LME (Gregory et al, 2003; Hutchinson et al, 2001). 

A morte de células na ME durante o processo inicial de trauma, assim como na lesão secundária, 

levam a interrupção parcial ou total do envio de informações motoras e sensoriais, diminuindo 

o controle muscular (Gregory et al, 2003; Hutchinson et al, 2001; Liu et al, 2006; Otis et al, 

2004). Estudos clínicos e experimentais demonstraram que a diminuição do controle da 

musculatura ou até mesmo o desuso muscular conduzem a uma redução na força e capacidade 

metabólica dos músculos (Gregory et al, 2003; Hutchinson et al, 2001; Jayaraman et al, 2005; 

Liu et al, 2006; Otis et al, 2004). 
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Neste estudo foi observada redução na área média das fibras musculares do músculo 

tibial anterior dos animais submetidos ao modelo LME. Esta atrofia não apenas é esperada 

como também está diretamente relacionada à severidade da lesão (Biering-Sorensen et al, 2009; 

Voytik et al, 1993). Em paralelo à atrofia muscular, outros estudos clínicos (Qin, Bauman, 

Cardozo, 2010) e experimentais com ratos (Hutchinson et al, 2001; Liu et al, 2006) 

demonstraram que ocorre perda de força contrátil e mudanças no tipo de fibras musculares, 

reduzindo a proporção de fibras lentas e aumentando a proporção de fibras rápidas. Em 

consequência às diversas alterações musculares observadas após a LME, a prática de atividades 

físicas fica limitada nos indivíduos com LME, contribuindo para que limitações funcionais 

sejam estabelecidas (Edwards et al, 2013; Morse et al, 2008). 

O treino locomotor é utilizado como uma forma de redução da atrofia muscular, 

inclusive em sujeitos com LME (Battistuzzo et al, 2017). Neste estudo observou-se uma 

recuperação da atrofia no músculo tibial anterior de animais que iniciaram o TLE tardiamente, 

demonstrando um efeito benéfico do treino em esteira para acelerar a restauração da área média 

das fibras musculares (Giangregorio et al, 2005; Gorassini et al, 2009). Esta recuperação 

favorece a melhoria na função coordenada da marcha e, consequentemente, na função 

locomotora (Kubasak et al, 2005). Estudos clínicos demonstraram que indivíduos com LME 

que praticaram o TLE apresentaram aumento na contração muscular, velocidade e duração do 

exercício, assim como maior coordenação dos movimentos e melhora na deambulação (Hicks 

et al, 2005; Werning et al, 1995; Wirz, Colombo, Dietz, 2001). No entanto, estes ganhos 

parecem ser dependentes da severidade da lesão medular, visto que indivíduos com paraplegia 

por lesão incompleta apresentaram maiores benefícios que indivíduos com lesão completa 

(Harkema, 2001; Van de Crommert, Mulder e Duysens, 1998). Possivelmente por este motivo 

os animais com LME que iniciaram o TLE precocemente não reverteram a atrofia muscular até 

o final do protocolo de treinamento do presente estudo, visto que apresentaram um maior 

volume de lesão e do menor número de neurônios na ME. 

Estudos experimentais prévios relataram atrofia muscular no músculo sóleo em animais 

submetidos a modelos de LME (do Espírito Santo et al, 2018; Liu et al, 2010; Zeman et al, 

2009), inclusive sendo observada uma atrofia mais evidente nesta musculatura em relação ao 

músculo tibial anterior (Liu et al, 2010; Zeman et al, 2009). Provavelmente este maior 

comprometimento esteja relacionado ao seu papel antigravitacional em ratos (Dupont-
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Versteegden et al, 1998). No entanto a análise do músculo sóleo neste estudo não evidenciou 

modificações decorrentes tanto da LME quanto do TLE quando avaliado 10 semanas depois da 

lesão. É possível que, pela maior atividade neuromuscular observada nos músculos 

plantiflexores devido ao papel antigravitacional, o esta musculatura tenha uma recuperação 

espontânea precoce mais rápida do que a musculatura dorsiflexora (Hutchinson et al, 2001). 

O treino locomotor é reconhecido como um estímulo que proporciona uma maior 

expressão de fatores neurotróficos na musculatura esquelética (Gomez-Pinilla et al, 2001), 

sendo mais perceptível durante a fase inicial do treinamento do que em períodos tardios (Liu et 

al, 2006). O aumento da expressão de BDNF no músculo tibial anterior em animais que 

iniciaram o TLE mais tardiamente pode estar relacionado ao efeito benéfico do exercício por 

induzir a potencialização dos espasmos dos miócitos, aumentando a contração muscular e a 

manutenção da conectividade neuromuscular (Bamber et al, 2001). Além disso, o BDNF pode 

ser transportado retrogradamente para a ME, podendo influenciar a resposta regenerativa 

neuronal após uma lesão (Martinez et al, 2013; West et al, 2014). Este fator neuroprotetor do 

BDNF pode ter contribuído para a manutenção dos motoneurônios na ME dos animais que 

iniciaram o treino em um período tardio, induzindo uma melhor função motora. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o treino locomotor em esteira 

promove uma recuperação funcional dependente do período no qual o estímulo foi iniciado 

após uma lesão medular por contusão em ratos.  

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

relacionada a uma maior perda neuronal e a um maior volume de lesão na medula espinal. 

- O treino iniciado mais tardiamente gerou uma melhor recuperação funcional associada 

a uma preservação de motoneurônios na medula espinal e menor atrofia muscular, assim como 

maior expressão de BDNF, no músculo tibial anterior. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

I. Verificar as vias moleculares de ativação do processo apoptótico descadeado pelo treino 

locomotor precoce após a lesão medular. 

 

II. Estudar os efeitos do treino locomotor precoce ao longo do período pós-lesão medular. 
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