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“Conheça todas as teorias, 

domine todas as técnicas, mas 

ao tocar uma alma humana, 

seja apenas outra alma 

humana.” 

(Carl G. Jung) 

 

 

 

“Quem costuma vir de onde eu sou 

Às vezes não tem motivos para seguir 

Então levanta e anda. 

Mas eu sei que vai, que o sonho te traz 

Coisas que te faz prosseguir 

Então levanta e anda. 

Somos maior, nos basta só sonhar, seguir.” 

(Emicida) 
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RESUMO 

 

Introdução: a incidência de lesão medular traumática é bastante elevada e estima-se que 2.5 

milhões de pessoas vivam com este tipo de lesão em todo o mundo. Ela promove condições 

limitantes sensório-motoras, que prejudicam a qualidade de vida do paciente. A reabilitação 

física é uma das realidades terapêuticas bem estabelecidas na clínica, com o objetivo de 

melhorar a função e minimizar problemas sistêmicos, a atrofia muscular e as contraturas 

articulares, através da modulação do microambiente inflamatório, tornando-se um importante 

foco de investigação terapêutica. Objetivo: avaliar a influência de um protocolo de exercício na 

modulação do microambiente inflamatório da lesão, neuroplasticidade e recuperação sensório-

motora, após lesão medular compressiva em camundongos. Metodologia: utilizamos 

camundongos fêmeas de 8-12 semanas de idade, C57BL/6, submetidos à lesão medular por 

compressão extradural. O estudo foi desenvolvido com 3 grupos: SHAM (somente 

laminectomia); SCI (lesado sem tratamento) e TMT (lesado, treinado até 28 dias pós lesão 

(dpo), com 2 treinos de 10 minutos na esteira ergométrica, com intervalo de 10 minutos de 

descanso entre eles, e após este período, apenas treino de 10 minutos, por 56 dias). O 

treinamento foi iniciado 7 dias após a injúria. Foram realizadas avaliações funcionais semanais 

e eletroneuromiografia no 56º dia. As avaliações morfológicas e bioquímicas foram realizadas 

após a eutanásia dos animais. Resultados: o grupo SHAM não apresentou alteração, sendo 

utilizado como padrão de normalidade. Em relação às avaliações funcionais, o grupo TMT 

apresentou melhor desempenho locomotor no Basso Mouse Scale (BMS), a partir de 21 dias 

após a lesão, quando comparado ao grupo SCI (p<0,01). E também apresentou melhor 

desempenho que o grupo SCI (p<0,001) em relação ao retorno sensório tátil nas patas traseiras 

56 dpo, no analgesímetro digital. Quanto à atividade neuromuscular, os grupos TMT e SHAM 

apresentaram melhor desempenho na eletroneuromiografia em relação à amplitude do potencial 

de ação muscular composto (PAMC) quando comparado ao SCI (p<0,001). O grupo TMT 

também apresentou menor atrofia muscular comparado ao SCI (p<0,05), e maior número de 

junções neuromusculares, quando comparado ao SCI (sóleo: p<0,05, gastrocnêmio: p<0,01). A 

espessura da parede da bexiga do grupo TMT foi similar ao grupo SHAM, e obtiveram uma 

diferença estatística significativa comparado ao SCI (p<0,001), indicando menor inflamação 

sistêmica. O perfil inflamatório local analisado pela ELISA mostrou que o grupo TMT obteve 

níveis aumentados de citocinas anti-inflamatórias e menor expressão de citocinas pró-

inflamatórias quando comparado ao grupo SCI. Esses dados foram complementados pela maior 

expressão de micróglia com perfil M2, menor hiperatividade de astrócitos e menor ativação de 

apoptose no grupo TMT. A microtomografia no grupo SCI mostrou maior espalhamento da 

lesão, e a densidade evidente pode ser correlacionada com processo inflamatório crônico e 

presença de fibrose local. A microscopia eletrônica de varredura, usada para verificar a 

plasticidade neural e a sobrevivência celular, foi possível ver uma integridade de tratos 

preservados no grupo TMT. Conclusão: o protocolo que ajusta o volume de exercício de acordo 

com a fase pós lesão pode modular a qualidade da resposta regenerativa, e tem potencial para 

melhorar a recuperação funcional, a plasticidade neuromuscular, a modulação do perfil 

inflamatório local e sistêmico, a redução do espalhamento da lesão e maior preservação 

tecidual. 

Palavras-chave: lesão medular, treinamento em esteira ergométrica, neurodegeneração, 

microambiente inflamatório. 

 

 

  



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Introduction: The incidence of traumatic spinal cord injury is high, and estimating that 2.5 

million people live with this type of injury worldwide. It promotes limiting sensorimotor 

conditions, which impair the patient's quality of life. Physical rehabilitation is one of the well-

established therapeutic realities in the clinic to improve function and minimize systemic 

problems, muscle atrophy, and joint contractures through modulation of the inflammatory 

microenvironment, becoming an important focus of therapeutic investigation. Objective: To 

evaluate the influence of an exercise protocol on modulating the inflammatory 

microenvironment of the lesion, neuroplasticity, and sensorimotor recovery after compressive 

spinal cord injury in mice. Methodology: We used 8-12-week-old female C57BL/6 mice 

subjected to spinal cord injury by extradural compression. We study 3 groups: SHAM 

(laminectomy only), SCI (injured without treatment), and TMT [injured, trained up to 28 days 

post-injury (dpo), with two 10-minute treadmill workouts, with a 10-minute rest interval 

between them, and after this period, only 10-minute workout minutes, for 56 days]. Training 

began seven days after the injury. We performed functional assessments weekly, then the 

electroneuromyography on the 56th day. Morphological and biochemical evaluations were 

made after the animal's euthanasia. Results: The SHAM group showed no alteration and was 

used as a normality standard. Regarding functional assessments, the TMT group showed better 

locomotor performance in the BMS from 21 days after the injury compared to the SCI group 

(p<0.01). TMT also exhibited better performance than the SCI group (p<0.001) in the return 

of tactile sensitivity in the hind paws 56 days after injury measured by digital analgesiometer. 

Regarding neuromuscular activity, the TMT and SHAM groups showed better performance in 

electroneuromyography regarding the amplitude of the compound muscle action potential 

(PAMC) when compared to the SCI (p<0.001). Concerning neuromuscular activity, the TMT 

and SHAM groups showed better performance in electroneuromyography regarding the 

amplitude of the compound muscle action potential (CMAP) when compared to the SCI 

(p<0.001). The TMT group also showed less muscle atrophy compared to SCI (p<0.05) and a 

higher number of neuromuscular junctions compared to SCI (soleus: p<0.05 and 

gastrocnemius: p<0.01). The bladder wall thickness from the TMT group was similar to the 

SHAM group and obtained a statistically significant difference compared to the SCI (p<0.001), 

indicating less systemic inflammation. The local inflammatory profile analyzed by ELISA 

showed that the TMT group had increased levels of anti-inflammatory cytokines and lower 

expression of pro-inflammatory cytokines than the SCI group. These data are complemented 

by the greater expression of microglia with an M2 profile, less hyperactivity of astrocytes, and 

less activation of apoptosis in the TMT group. Microtomography in the SCI group showed 

more lesion spread, and the evident density can be correlated with a chronic inflammatory 

process and the presence of local fibrosis. Scanning electron microscopy, used to verify neural 

plasticity and cell survival, showed the tracts preserved in the TMT group. Conclusion: The 

protocol that adjusts the exercise volume according to the post-injury phase can modulate the 

quality of the regenerative response and has the potential to improve functional recovery, 

neuromuscular plasticity, modulation of the local and systemic inflammatory profile, reduction 



 

 

 

 

of spread of the lesion and higher tissue preservation. 

 

 

Keywords: spinal cord injury, treadmill training, neurodegeneration, inflammatory 

microenvironment. 
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1. Introdução 

 

1.1 Lesão medular traumática: aspectos epidemiológicos e clínicos  

 
A lesão da medula espinal (SCI, do inglês Spinal Cord Injury) é uma condição 

debilitante, de forma transitória ou irreversível, e que causa morbidade e mortalidade 

significativa no Brasil e no mundo, com grande impacto físico, psíquico e social. As principais 

causas traumáticas são acidente automobilístico, queda de altura, mergulhos e violência 

(ferimentos por arma de fogo ou arma branca), afetando principalmente a população masculina 

(ÆSØY et al., 2016; James et al., 2019, Rede SARAH 2021), o que a reflete como um 

importante problema de saúde pública.  

A incidência de SCI traumática é bastante elevada e estima-se que 2.5 milhões de 

pessoas vivam com lesão medular em todo o mundo, sendo 270.000 casos de paciente na 

América do Norte (Lee et al., 2014; Merritt et al., 2019). Dados dos Estados Unidos mostraram 

que a incidência anual de LME é de aproximadamente 17.000 pessoas por ano, e as despesas 

do primeiro ano de um paciente com tetraplegia elevada são superiores a 1 milhão de dólares 

(Spinal Cord Injury, 2016; Taylor et al., 2022). A lesão medular espinal (LME) afeta 1.3 

milhão de norte-americanos, com mais da metade ocorrendo após trauma e, no Brasil, poucos 

estudos avaliaram a epidemiologia da LM, porém estima-se que haja uma incidência de 16 a 

26 por milhão por ano, sendo as principais causas acidentes automobilísticos e ferimentos por 

arma de fogo (FAF), adivindo de atos de violência (Rouanet et al., 2017), sendo a disfunção 

locomotora o sintoma mais reconhecível da SCI e é acompanhada por outras consequências 

médicas que se desenvolvem nesta população (Sezer et al., 2015).  

As manifestações clínicas dependerão do nível e grau da lesão, que podem ser 

classificadas como completas ou não completas. Nas lesões completas, de forma aguda ou 

crônica, existe perda sensitiva e paralisia motora total abaixo do nível da lesão, tendo em vista 

a interrupção completa dos tratos nervosos. Em uma lesão incompleta, tem-se a preservação 

de grupos musculares e áreas sensitivas que não foram afetadas, que podem ser alvos do 

processo de reabilitação para melhora da qualidade de vida do paciente. 

Estas lesões provocam déficits sensoriais, motores e autonômicos, com mudanças 

estruturais, bioquímicas e fisiológicas (Houle e Côté, 2013; Jiang et al., 2021) que 

comprometem a performance funcional e geram grande impacto na expectativa de vida destes 

indivíduos (Reier, 2004; Hagg e Oudega, 2006; Jiang et al., 2021). Apesar dos avanços em 

cuidados médicos intensivos, procedimentos cirúrgicos e técnicas de reabilitação, os 

indivíduos afetados ainda experimentam déficits neurológicos substanciais. Eles também 
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possuem um maior risco de apresentar complicações cardiovasculares, trombose venosa 

profunda, osteoporose, infecção urinária de repetição, lesão por pressão, disreflexia 

autonômica e dor neuropática (Priebe et al., 2007; Eli et al., 2021).  

 

 1.2 Arquitetura da medula espinal 

A Medula Espinal (ME) é um dos componentes do sistema nervoso central (SNC) e 

a principal estrutura afetada na lesão medular traumática. Está localizada dentro da coluna 

vertebral, seu limite superior é o bulbo do tronco encefálico e apesar de sua estrutura finalizar 

na altura da segunda vértebra lombar (L2) no indivíduo adulto, com um comprimento 

aproximado de 40-45cm, é conectada pelo seu limite caudal (cone medular, meninges e fáscia) 

ao sacro por onde se projetam as raízes dos segmentos equivalentes (Martinez et al., 2014). 

Nela residem todos os neurônios motores que inervam os músculos e também os neurônios 

eferentes autonômicos. Recebe também toda a informação sensitiva do corpo e alguma da 

cabeça, além de atuar no processamento inicial da informação de todos estes estímulos 

sensitivos.  

A ME é anatomicamente segmentada, ou seja, cada porção da ME que dá origem a 

um nervo espinal constitui um segmento (Martinez et al., 2014). Existem 31 segmentos (Figura 

1A) – 8 cervicais, 12 torácicos, 5 lombares, 5 sacrais e 1 coccígeo. No entanto, esta 

segmentação não é visível,  e toda a estrutura apresenta-se como um contínuo longitudinal com 

dois alargamentos (intumescência cervical C5-T1 e intumescência lombosacra L2-S3) e uma 

terminação caudal (cone medular) (Machado et al, 2007; Martinez et al., 2014; Ahuja et al., 

2017). 

Em corte transversal, a ME (Figura 1B) é organizada com a substância cinzenta no 

centro, com formato de borboleta formando o H medular, constituída principalmente por 

corpos neuronais, e com a substância branca ao redor, composta por fibras mielinizados que 

formam as vias ascendentes e descendentes da ME, e se projetam para regiões específicas no 

encéfalo e na periferia. Na substância branca existem fibras nervosas, sendo a maior parte 

mielínicas, dispostas paralelamente ao eixo longitudinal da medula. Essas fibras originam-se 

tanto da medula e projetam para o encéfalo (fibras ascendentes) quanto o inverso (do encéfalo 

para a medula), chamadas de fibras descendentes, que, portanto, formarão os tratos (Figura 

1C). Na parte superior da medula, observamos o corno dorsal, e na parte inferior, o corno 

ventral. Na região central da substância cinzenta está o canal medular, também chamado de 
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canal ependimário, revestido pelas células ependimárias (Figura 2). Em ambas as regiões, 

encontramos ainda as células gliais e células da microglia (Thuret et al., 2006). 

Figura 1 - Esquema da medula espinal intacta. 

 

Visão transversal, além de suas conexões (tratos) que se direcionam aos centros superiores (a) e (b) e sistema 

nervoso periférico (SNP), e a visão sagital (c). Fonte: Adaptado de Ahuja et al., 2017. 

 

Figura 2 - Fotomicrografia de secção de medula espinal corada com Luxol Fast Blue. 

 

Neste modelo, pode-se observar a substância cinzenta, formando o H medular, e a substância branca no entorno. 

Na parte superior, observamos o corno dorsal, e na parte inferior, o corno ventral. Fonte: Adaptado, Martinez et 



24 

 

 

 

al., 2014.  

Após uma lesão traumática, a citoarquitetura da medula espinal é seriamente modificada, 

devido ao rompimento dos tratos axonais, o que gera uma desconexão entre o SNC e seus 

órgãos alvos, levando, a eventos destrutivos sequenciais, com degeneração progressiva, 

alteração da resposta reflexa e comprometimento sensitivo motor abaixo do segmento lesado. 

 

1.3 Fase aguda e crônica da lesão medular traumática 

 

No aspecto clínico, os danos e a recuperação após trauma agudo do sistema nervoso 

central (SNC) incluem 3 fases características. A fase aguda, a fase intermediária ou sub-aguda, 

com estágios iniciais entre 24-72 horas após lesão, e a fase crônica da lesão, descrita em 

humanos após aproximadamente 60 dias de lesão e em animais, após 4 semanas de lesão 

(Houle e Tessler, 2003; Hagg e Oudega, 2006; Schwab et al., 2006).  

 Em lesões medulares, a fase aguda, iniciada imediatamente após o impacto mecânico, 

é caracterizada clinicamente pelo estado de choque medular, que é descrito como a perda 

transitória imediata da atividade reflexa abaixo do nível da lesão e a completa ausência de 

resposta aos estímulos nociceptivos na pele, além de alterações esfincterianas e 

termorregulatórias, bem como, neuropatologicamente, pelo aumento no volume do tecido 

lesado (edema) e inflamação, causado por um conjunto de processos patológicos referidos 

como injúria secundária à lesão (Tator e Fehlings, 1991; de Almeida et al., 2023). Qualquer 

resposta reflexa dos membros, por menor que seja, em resposta ao estímulo da pele é 

considerado um sinal de recuperação do choque medular e o início da evolução para a próxima 

fase (Tator e Fehlings, 1991; Claxton et al., 1998; Yue et al, 2019). O termo lesão secundária 

descreve os danos causados pelas mudanças subsequentes no meio extracelular, e é usado para 

distinguir dos danos causados pela lesão primária, descrita como o impacto mecânico original 

(Sekhon e Fehlings, 2001; Zipser et al., 2022). 

A fase sub-aguda, com até 2 semanas após lesão é considerada como um período com 

grande potencial para intervenção terapêutica (Coumans et al., 2001; Taylor et al., 2022). Ela 

começa e se manifesta por características como apoptose neuronal, desmielinização axonal, 

degeneração Walleriana, remodelação axonal e formação de cicatriz glial, conforme mostrado 

em. A lesão secundária subaguda leva à fase de lesão secundária crônica da LME, caracterizada 

pela formação de cavidade cística, morte axonal e maturação da cicatriz glial  (Anjum et al, 

2020)  
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A partir da fase crônica, há a formação de cicatriz glial, que é um mecanismo celular 

reativo que é facilitado pelos astrócitos e ocorre durante a fase secundária crônica da LME. A 

cicatrização dos astrócitos (astrogliose) é o processo natural do corpo que protege e inicia a 

cura pós-LME (Zipser et al., 2022). Os astrócitos são um componente importante do sistema 

nervoso, sensíveis à mudanças como alteração na expressão gênica, hipertrofia e excitações. 

Os outros principais constituintes do tecido cicatricial são os pericitos e os tecidos conjuntivos. 

Na fisiologia normal, o número de astrócitos é 10 vezes maior no parênquima da medula 

espinal do que o de pericitos. No entanto, 2 semanas após a lesão, os pericitos são o dobro do 

número de astrócitos. Os pericitos secretam marcadores específicos que promovem os 

fibroblastos a expressar matriz extracelular, como a fibronectina, que serve como o principal 

componente dos tecidos conjuntivos cicatriciais (Anjum et al., 2020) 

 

1.4 Fisiopatologia da lesão medular traumática: eventos primários e secundários da 

lesão  

 

A fisiopatologia da lesão medular é um processo que se desenvolve em duas etapas, 

apresentando mecanismos primários e secundários à lesão (Hagg e Oudega, 2006; Rouanet 

etal., 2017; Sterner et al., 2023). A lesão primária é causada pelo dano mecânico no momento 

da lesão e pela privação de energia. Estes eventos resultam na ruptura dos tratos ascendentes e 

descendentes e morte celular acima e abaixo do sítio da lesão, prejudicando as funções motoras, 

sensitivas e autonômicas (Li et al., 2022).  

A lesão secundária envolve uma cascata de eventos biológicos e celulares que são 

rapidamente instigados em resposta à lesão primária, a fim de controlar a homeostase e 

minimizar os danos. De forma paradoxal, esta etapa é amplamente responsável por exacerbar 

o dano inicial e gerar um ambiente inibitório que bloqueia os esforços endógenos de reparo, 

regeneração e remielinização, com evolução da degeneração Walleriana (Ronsynet al., 2008, 

Fehlings e Vawda, 2011). 

Os processos secundários de lesão incluem: inflamação, isquemia, peroxidação 

lipídica, produção de radicais livres, desregulação de canais iônicos, desmielinização, 

astrogliose, formação de cicatriz glial, processo degenerativo, necrose, apoptose e ativação 

glial (Fehlings e Vawda, 2011; Mietto et al., 2015) (Figura 3). Estes processos degenerativos 

secundários ampliam a área primária de lesão em direção rostral e caudal (Hagg e Oudega, 

2006; Ronsyn et al., 2008; Mietto et al., 2015), aumentam a gravidade da lesão por acentuar 

os déficits neurológicos, sensoriais, motores e autonômicos, com mudanças estruturais, 
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bioquímicas e fisiológicas (Houle e Côté, 2013; Jung et al., 2016) e agravam o quadro 

funcional dependendo da sua magnitude. 

 

Figura 3 - Representação esquemática do local da lesão medular. 

 

O insulto à medula espinal gera imediatamente uma forte área hemorrágica seguida pela ativação das células 

gliais. Concomitante, os axônios que sofrem degeneração e os corpos celulares neuronais mortos provocam o 

recrutamento de células inflamatórias da periferia. Os neutrófilos, primeiras células inflamatórias a alcançar o 

parênquima tecidual, secretam moléculas que podem exacerbar o dano tecidual e vascular. Ao longo da lesão, os 

monócitos infiltram-se na medula espinal, onde se transformam em macrófagos, persistindo de dias a meses no 

local da lesão e contribuindo assim para o processo degenerativo ou regenerativo. Além dos eventos inflamatórios, 

os neurônios poupados iniciam a maquinaria regenerativa, favorecendo a formação da cicatriz glial. Fonte: 

Adaptado, Mietto et al., 2015.  

 

1.5 Microambiente da lesão medular: resposta inflamatória pós lesão 

 

A resposta do sistema imune que se segue a uma LME tem sido foco de estudos nos 

últimos anos e sabe-se que a inflamação exerce um efeito importante no progresso da 

degeneração e regeneração após uma lesão traumática, dependendo da fase. Após a injúria,há 

a quebra da barreira hematomedular e a ruptura dos vasos sanguíneos,  causando hemorragia, 

que promovem aumento da expressão de moléculas de adesão de leucócitos na superfície das 

células endoteliais e ao aumento de proteínas plasmáticas para o parênquima do tecido 

lesionado, incluindo citocinas pró e anti-inflamatórias, devido ao intenso processo inflamatório 

ocasionado por neutrófilos, microglia reativa, macrofágos e astrócitos, além dos 

oligodendrócitos e OPCs, desde a fase aguda até a crônica (Gaudet et al, 2018). Seguindo, 
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haverá proliferação glial e migração especificamente para o sítio da lesão, na fase aguda; 

formação da cicatriz glial e exagerada inflamação, na fase subaguda, se fazendo uma 

importante fase de intervenção terapêutica; e maturação da cicatriz glial (com maior 

componente fibrótico e maior conteúdo de células gliais) e reparo, na fase crônica (Figura 4). 

Essa atividade inflamatória, de acordo com cada fase, proporciona mudanças no 

microambiente medular que influenciam na expressão de proteínas locais, responsáveis por 

diferentes eventos celulares, tais como, neuroproteção, proliferação e maturação de células 

precursoras neuronais, regeneração axonal e remielinização (Yong et al., 2019; Sterner et al., 

2023).  

 

Figura 4 - Dinâmica temporal da ativação de células gliais induzida pós-lesão. 

 

 

 

Inicialmente, no tecido saudável do SNC, astrócitos, microglia e oligodendrócitos/OPCs têm papéis fundamentais 

na manutenção da homeostase. Imediatamente após a lesão medular, os astrócitos, a micróglia e os OPCs são 

ativados: eles proliferam, secretam citocinas e contribuem para danos secundários. Em tempos agudos pós-lesão, 

células imunes hematogênicas, incluindo macrófagos, são recrutadas para o local da lesão. Além disso, astrócitos, 

micróglia e outras células gliais migram em direção ao local da lesão e forma-se a cicatriz glial. Em tempos 

subagudos a crônicos pós-LME, a cicatriz glial amadurece e impede a plasticidade do axônio. Em contrapartida, 

a cicatriz glial é fundamental para a não expansão, rostral e caudal, da lesão provocada pela inflamação. Os 

oligodendrócitos em zonas de perilesão são suscetíveis à citotoxicidade, mas a sua morte é parcialmente 

compensada pela proliferação, diferenciação e remielinização de OPC. A diferenciação e a remielinização pelos 

OPCs podem prosseguir em tempos crônicos pós-LME.Fonte: Adaptado, Gaudet et al., 2018.  
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No entanto, os mecanismos exatos da sinalização e ação das proteínas envolvidas 

durante o dano secundário, inflamação, recrutamento e polarização da micróglia, ativação de 

astrócitos e cicatrização glial, remielinização ou crescimento e plasticidade axonal ainda 

precisam ser melhor explorados (Cizcova et al., 2014). Há poucos estudos que investigam a 

expressão proteíca diante do cenário desfavorável dos eventos pós lesão e seu microambiente 

hostil a regeneração, uma vez que há a exarcebação da inflamação e não evolução para a fase 

resolutiva, os quais comprometem a performance funcional e gera uma resposta de regeneração 

não efetiva são de extrema relevância (Mieto et al., 2015; DiSabato et al., 2016; Sterner et al., 

2023).  

Dentro do contexto inflamatório pós-LME, as principais proteínas que podem induzir 

as respostas em relação ao microambiente hostil após lesão medular traumática são as 

citocinas. Essas moléculas são polipeptídeos ou glicoproteínas extracelulares e hidrossolúveis, 

produzidas por diversos tipos celulares no local da lesão e por células do sistema imunológico 

através da ativação de proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPK); e atuam 

especialmente por mecanismos parácrino e autócrino (Sommer et al., 2010), de forma 

pleiotrópica. As diferentes citocinas podem desencadear ações semelhantes; e com frequência, 

são formadas em cascata, com uma citocina estimulando suas células-alvo a produzir mais 

citocinas, a partir da modulação da transcrição gênica. Dessa forma, as citocinas influenciam 

a atividade, a diferenciação, a proliferação e a sobrevida da célula imunológica, assim como 

regulam a produção e a atividade de outras citocinas, que podem influenciar a resposta 

inflamatória aumentando-a (citocinas pró-inflamatórias) ou atenuando-a (citocinas anti-

inflamatórias)  (Sommer et al., 2010; Sterner et al., 2023). 

As citocinas podem ter ações pró-inflamatórias, modulando o perfil M1 da microglia, 

ou anti-inflamatórias, modulando o perfil M2 da microglia, de acordo com o microambiente 

no qual estão localizadas (Sommer et al., 2010). Entre as principais citocinas pró-inflamatórias 

no microambiente pós-lesão, podemos citar as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF (fator de 

necrose tumoral); e dentre as anti-inflamatórias são as IL-4, IL-10, IL-13, TGF- β (Fator de 

crescimento transformador β) e FTCβ (fator transformador de crescimento β). No entanto, a 

produção exagerada de citocinas pró-inflamatórias a partir da lesão pode manifestar-se 

sistemicamente com instabilidade hemodinâmica ou distúrbios metabólicos (Lee et al., 2014). 

As primeiras citocinas formadas após lesão tecidual são IL-1β, produzida pela 

microglia e macrofágos derivados da periferia, e TNFα, produzido pela microglia, macrofagos 

derivados da periferia, monócitos e astrócitos (Hellenbrand et al., 2021), as quais atuam 
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diretamente sobre receptores específicos dos neurônios sensitivos e levam à síntese “em 

cascata” de outros efetores, como outras citocinas, quimiocinas, neurotrofinas, óxido nítrico, 

cininas, lipídeos, trifosfato de adenosina (ATP) e membros da via de complemento. Esses 

elementos, por sua vez causam proliferação e hipertrofia das células gliais do SNC, com a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias relevantes como TNFα, IL-1 β e IL-6, sendo essa 

última também de alta importância na cinética da fisiopatologia da lesão medular traumática, 

sendo liberada por astrócitos e microglia (Obata et al., 2006; Hellenbrand et al., 2021; Liu et 

al., 2021).  

Após a injúria, às células gliais peri-lesionais, como microglia e astrócitos, alteram seus 

fenótipos e atividades, em resposta ao microambiente inflamatório, com liberação de citocinas 

pró-inflamatórias para regulação da inflamação. Na inflamação subaguda, células da glia 

passam a responder e atuar com maior intensidade aos estímulos em que estão submetidas, os 

restos de tecido necrótico de detritos celulares são eliminados, há orientação para 

reorganização do ambiente com revascularização, formação de novos vasos por meio da 

secreção de VEGF (do inglês Fator de Crescimento derivado do Endotélio Vascular), resolução 

do edema e reparação da barreira hematomedular (Norenberg et al., 2004; Pang et al, 2021). 

Acredita-se que a IL-10 tenha a função de inibir a liberação de fatores pró-inflamatórios e 

diminuir a resposta inflamatória. E adicionalmente, as citocinas TGF-β1 (Fator de 

transformação de crescimento β1) (liberadas por linfócitos, macrófagos e células dendríticas), 

IL-10 (monócitos, células T, B e dendríticas) e IL-13 (produzidas por células T e células 

dendríticas, além de estar envolvido na produção do TGF-β1), desempenham papéis na 

inibição do desenvolvimento e progressão da inflamação (Junttila et al, 2018; Hellenbrand et 

al., 2021). 

Em relação às células gliais, a atividade dos astrócitos, em uma situação fisiológica, 

regula a disponibilidade de neurotransmissores e fluxo sanguíneo, já em situação após lesão, 

tornam-se reativos, formando uma cicatriz glial que limita a expansão da lesão e regeneração 

de axônios. A micróglia, na medula saudável, realiza varredura de patógenos e controle da 

densidade das sinapses; e após SCI acentua a função fagocítica e pode promover plasticidade. 

Enquanto OPC e oligodendrócitos em microambiente normal saudável mantêm efetiva 

condução axonal através de mielinização e suporte trófico, após injúria, tentam proliferar e 

remielinizar os axônios danificados.  Desta forma, o microambiente de resposta à injúria 

solicita respostas reparativas de todos os tipos de célula glial (Mietto et al., 2015; Sterner et 

al., 2023). 
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Essas respostas mudam com o tempo e são definidas pela localização espacial relativa 

à lesão (Gaudet et al., 2018; Pang et al., 2021). Após SCI, a glia, como microglia e astrócitos, 

secreta toxinas e citocinas em resposta ao dano mecânico influenciando diretamente na 

modulação inflamatória. Os astrócitos, embora não sejam células imunes, demonstraram 

desempenhar um papel crucial nas respostas imunes inatas e adaptativas pós-lesão do SNC 

(Colombo et al., 2016). Estudos documentaram que IL- 1β localmente aumentado pode mediar 

a síntese de MCP-1, KC e MIP-2 atravésda ativação da sinalização MyD88/IL-1R1 em 

astrócitos, e essas quimiocinas podem resultar na infiltração de neutrófilos e monócitos, assim 

desencadeando neuroinflamação no local da lesão (Pinear et al., 2010; DiSabato et al., 2016; 

Liu et al., 2020). 

Além disso, após a lesão do SNC, os astrócitos ativados expressam e secretam uma 

ampla gama de moléculas, incluindo quimiocinas, citocinas inflamatórias, moléculas de adesão 

e óxido nítrico, que juntos criam um microambiente pró-inflamatório. No entanto, astrócitos 

inibidos na sinalização de NF-κB reduziram significativamente a expressão de genes pró-

inflamatórios e de estresse oxidativo, exercendo assim um efeito neuroprotetor 

(Dvotiantchikova et al., 2009, Garcia et al., 2016; Hellenbrand et al., 2021). 

Para elucidar o comportamento dessas citocinas, o ensaio imunoenzimático (ELISA) é 

uma técnica consolidada que pode ser usada para esclarecer mecanismos da neuroinflamação, 

sendo ele um dos ensaios mais específicos e sensíveis para detecção de biomoléculas em 

pesquisas (Tabatabaei e Ahmed, 2022). O estudo das citocinas requer ferramentas analíticas 

com alta seletividade, resolução e sensibilidade (Pomastowski; Buszewski, 2014), e ELISAs 

otimizados, que incluem várias etapas que são realizadas em sequência usando um protocolo 

definido, podem auxiliar nesta análise molecular (O´connor, 2015).  

Os macrófagos são importantes células do sistema imunológico que participam na 

modulação do microambiente da  lesão (Li et al., 2020), podendo ser ativados após a lesão. 

Assim como os macrófagos derivados de monócitos, a micróglia também pode exibir um 

espectro fenotípico pró-inflamatório (denominado M1, secretando TNFα, IL-1β, IL-6, IL-12) 

ou pró-reparo (denominado M2, secretando IL-10, IL-13). Após a lesão medular, ocorre 

inicialmente uma resposta mista M1/M2 (Kiergl et al., 2009; Pang et al., 2021). A liberação 

de citocinas pró-inflamatórias no local da lesão ativa ainda mais células residentes, derivadas 

do sangue para fagocitar detritos (Gensel et al., 2015) e afeta o fenótipo das outras células 

residentes próximas, tais como a micróglia. Coletivamente, a SCI desencadeia diversas 

ativações gliais e recrutamento celular com efeitos complexos na função neuronal (Figura 5), 



31 

 

 

 

os quais também podem ser influenciados pelo exercício físico. 

 

Figura 5 - Dinâmica espacial da ativação de células gliais induzida por SCI. 

 

Em tempos subagudos a crônicos pós-LM, as respostas das células gliais se estabilizaram para limitar danos 

adicionais e a plasticidade do axônio. As células gliais formam um gradiente de ativação, com pico de ativação 

no epicentro ou próximo a ele. Os astrócitos (amarelo) tornam-se reativos, proliferam e contribuem para a cicatriz 

glial. Microglia e macrófagos (vermelho) tornam-se hiperativados por períodos prolongados e macrófagos 

hematogênicos são recrutados para o epicentro da lesão. A micróglia e os macrófagos exacerbam os danos 

secundários, mas os fatores derivados da micróglia/macrófagos também podem promover o crescimento e a 

remielinização dos axônios. Oligodendrócitos e células precursoras de oligodendrócitos (OPCs) (roxo) são 

suscetíveis à citotoxicidade. Os OPCs podem diferenciar e remielinizar, mas também produzem fatores inibidores 

do crescimento e contribuem para a cicatriz glial. A presença de vários tipos de células gliais ativadas destaca a 

importância de compreender as reações e interações das células gliais pós-SCI. Fonte: Adaptado, Gaudet et al., 

2018.  

 

1.6 Realidade terapêutica: reabilitação física 

 

Diante da lesão medular e toda a sua complexidade fisiopatológica, algumas terapias 

são utilizadas na clínica para melhoria da sintomatologia do quadro. As pesquisas atuais 

demonstram que hoje em dia, as pessoas com LME vivem mais e alcançam maior 

independência funcional como resultado da melhora no manejo médico, da reabilitação, 

tecnológico e farmacológico da LME (Gólmara-Toldrà et al., 2014). Atualmente, a reabilitação 

física é uma das poucas realidades terapêuticas regularmente estabelecidas em humanos após 

lesão medular. Este tratamento visa aprimorar a função e minimizar problemas sistêmicos 

(Hagg e Oudega, 2006; Duan et al., 2021; Sutor et a.l, 2022). A atividade física melhora 

diretamente as condições de atrofia muscular e contraturas articulares, que são comuns após 

este tipo de lesão e limitam a amplitude de movimento, afetam a força e a resistência muscular 
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e também diminuem a possibilidade de execução adequada da ação, funcionando como um 

fator limitante à performance motora per si (Moriyama et al., 2006; Cobianchi et al., 2017).  

Sendo assim, a prática regular de exercício melhora a função sensorial e motora em 

ratos e humanos (Hesse et al., 1995; Skinner et al., 1996; Harkema et al., 1997; Trimble et al., 

1998; Hutchinson et al., 2004; Jung et al., 2016), além de preservar massa muscular e a função 

do motoneurônio (Beaumont et al., 2004; Gazula et al., 2004; Duan et al., 2021). Estes efeitos 

benéficos podem ser atribuídos ao aumento nos níveis de neurotrofinas, tais como, NT-3 e NT-

4 (do inglês neurotrophin 3 e neurotrophin 4) na medula espinal e músculo esquelético de ratos 

exercitados (Gómez-Pinilla et al., 2002; Dupont-Versteegden et al., 2004; Cobianchi et al., 

2017). 

A corrida em esteira ergométrica é geralmente selecionada devido às maiores respostas 

do metabolismo aeróbio, pois o treinamento de intensidade controlada em esteira induz alguns 

dos maiores e mais consistentes efeitos do treinamento físico (Kemi et al., 2002; Massoto et 

al., 2020). Estudos apontam que o treino locomotor em humanos, com lesão medular 

neurologicamente incompleta, aumenta a habilidade para andar na esteira motorizada com 

aparato para suporte de peso (Thuret et al., 2006) e proporciona regeneração neuronal após 

lesão nervosa central (Liao et al., 2017). Acredita-se que isto ocorra porque, após lesão 

medular, a repetição dos estímulos oriundos da pele, músculos e articulações promovidas pelo 

exercício, podem ativar a circuitaria do gerador central de padrão da marcha (CPG, do inglês 

central pattern generator) e impulsionar a plasticidade dessa circuitaria, presente na medula 

lombosacra (Figura 6, Collazon-Castro et al., 2006); Kondratskaya et al.; 2019).  
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Figura 6 - Plasticidade após lesão e o CPG. 

 

Tratos ascendentes e descendentes normais, conectando centros corticais com centros medulares e regiões 

periféricas (a). Quando lesados, o segmento distal destes tratos sofrem degeneração Walleriana e o segmento 

proximal não regenera plenamente, falhando na reconexão com seus alvos (b). Por isso, informações ascendentes 

(sensitivas) não alcançam os centros supraespinais e as descendentes (motoras e autonômicas) são desconectadas 

da circuitaria caudal espinal, incluindo o CPG, o qual é responsável pela função locomotora coordenada. Muitas 

das pesquisas em lesão medular focam na possibilidade de induzir estas vias de projeção lesadas a regenerar e 

formar a circuitaria original com o arranjo normal, como ilustrado em (c) Axônios regenerando estão em 

vermelho. Fonte: Thuret, 2006. 

 

Além disso, o exercício está relacionado à mediação da resposta inflamatória, através 

da modulação das citocinas, pela regulação de células gliais como microglia e astrócitos, 

necessárias por conduzir a inflamação aos locais de sítio de lesão, favorecendo a cicatrização 

apropriada da lesão e, portanto, sendo uma importante chave para estudo no que tange a 

regeneração axonal e plasticidade (Mu et al., 2022; Choi et al., 2024). 

O mecanismo pelo qual a reabilitação física melhora a função, principalmente com foco 

na modulação do microambiente, em humanos, após lesão, precisa ser melhor entendido, para 

também ser adequadamente controlado e explorado terapeuticamente em humanos. Portanto, 

experimentações criteriosas e padronizadas em modelos de lesão experimental são 

extremamente importantes para testar a efetividade dos diferentes paradigmas em relação ao 

incremento da plasticidade nervosa, reorganização da circuitaria medular, resgate da junção 

neuromuscular e função muscular, além de auxiliar a testar abordagens das terapias para a 

reabilitação (Trimble et al., 1998; Edgertonet al., 2006; Jung et al., 2016; Cobianchi et al., 
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2017). Esta investigação é experimental e relevante, pois há relatos na literatura de plasticidade 

com resultados negativos na atividade física precoce após a lesão medular, tais como alodinia, 

relacionados com a via de sinalização do BDNF (fator neurotrófico derivado do encéfalo) 

(Endo et al., 2009; Sayyah et al, 2022), bem como sinais negativos relacionados à intensidade 

e carga do exercício após lesão (Ilha et al., 2008; Ilha et al., 2011; Deng et al., 2023). 

Nosso grupo definiu, em trabalho anteriores (Massoto et al, 2020; Santos et al., 2024), 

um protocolo de exercício que procurou correlacionar os benefícios do exercício com a fase 

clínica pós-lesão, tanto em termos de frequência (3x/semana), quanto de intensidade do 

exercício (treino por 10 minutos, descanso de 10 minutos, e retorno do treino por mais 10 

minutos, até o meio da sobrevida. Após, treinamento de 10 minutos, até o fim da sobrevida). 

Este protocolo monstrou-se válido para estimular um bom retorno funcional.  

Portanto, neste trabalho, pretendemos avaliar o efeito de um protocolo pré-estabelecido 

de exercício com esteira ergométrica, iniciado na fase aguda até o período crônico, visando a 

modulação do microambiente após lesão medular em camundongos, a regeneração nervosa na 

medula espinal, a reorganização neuromuscular e o retorno das funções sensitivo-motoras.  

 
2. Objetivo geral 

 
Avaliar a influência de um protocolo específico de exercício na esteira ergométrica na 

modulação do microambiente inflamatório da lesão, neuroplasticidade e recuperação sensório-

motora, após lesão medular compressiva em camundongos. 

 
2.1 Objetivos específicos 
 

● Avaliar a  recuperação sensório-motora induzida pelo exercício após SCI, através 

das análises por testes funcionais sensitivo-motor e eletrofisiológico.  

● Avaliar a plasticidade neuromuscular induzida pelo exercício após SCI, a partir da 

análise da junção neuromuscular e atrofia muscular, por microscopia óptica.  

● Avaliar a modulação do microambiente inflamatório a partir da avaliação de 

citocinas, através do ensaio de ELISA; perfil de celularidade inflamatória, por 

imunohistoquímica e resposta inflamatória sistêmica, por meio da análise da parede 

da bexiga. 

● Avaliar a influência do exercício na regeneração nervosa, análises morfológicas e 

morfométricas. 
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● Avaliar a influência do exercício na plasticidade e sobrevida celular na medula 

espinal, através da microtomografia e microscopia eletrônica de varredura. 

3. Metodologia 

 
3.1 Animais 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57Bl/6, fêmeas, adultas jovens dentre 8-

12 semanas, submetidas ao procedimento cirúrgico para promover a lesão medular, sob efeito 

de anestesia profunda. O uso de fêmeas visou diminuir lesões externas, como poderia ocorrer 

no saco escrotral no macho, devido à perda de movimento das patas traseiras. Esta lesão 

implica em grande comprometimento locomotor para o animal, e a gravidade da limitação 

funcional está diretamente relacionada com as alterações estruturais secundárias ao 

procedimento cirúrgico. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central de Camundongos 

do CCS, da UFRJ, e, posteriormente, foram mantidos em biotério do  próprio laboratório, com 

livre oferta de ração e água, além da regulação do ciclo claro/escuro. Todos os procedimentos 

e manuseio dos animais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais em 

Experimentação Científica da UFRJ (CEUA/UFRJ, protocolo número 01200.001568/2013-

87). 

 

3.2 Procedimento cirúrgico 

 
Fêmeas C57Bl/6 adultas jovens foram anestesiadas com solução de ketamina 

(100mg/kg) e xilazina (15mg/kg), por via intraperitoneal (ip). Realizou- se a tricotomia e 

assepsia da região dorsal com água e álcool a 70% e uma incisão na linha média. A musculatura 

foi divulsionada até visualizar a coluna vertebral de T8 a T10. A laminectomia foi feita ao 

nível de T9 e a lesão medular por compressão extradural realizada utilizando um clip vascular 

com 30g de força de oclusão, por 10 segundos (Kent Scientific Corporation, código INS14120, 

EUA) para promover uma lesão moderada (Figura 7). Após a cirurgia, administramos 

antibiótico tópico na incisão da pele e infusão subcutânea de soro fisiológico 0,9% (1ml), 

acrescido de antibiótico sistêmico profilático (Flotril, 2,5 mg/Kg/d, por via subcutânea, Bayer). 

Manobras de esvaziamento da bexiga foram executadas, duas vezes ao dia, até retorno do 

controle da função vesical. Animais SHAM foram submetidos à laminectomia sem, contudo, 

sofreram lesão medular. O retorno da função vesical foi monitorado, pelo registro diário até 

pleno esvaziamento espontâneo. 

 



36 

 

 

 

Figura 7 - Foto do procedimento cirúrgico com o modelo de lesão adaptado de 30g por 10 

segundos. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em (a), podemos ver a medula espinal exposta, em (b) o momento da compressão extradural com o clipe e em  

(c) vemos a lesão compressiva após a retirada do clipe, mostrando anel hemorrágico evidente. Fonte: Massoto et 

al., 2020. 

 

3.3 Grupos experimentais 

 

Antes da cirurgia, os animais foram adaptados por 1 semana às tarefas a serem 

executadas. Os grupos foram formados por animais escolhidos aleatoriamente, distribuídos nos 

seguintes grupos: SHAM, apenas sofreu a laminectomia; SCI, grupo submetido ao 

procedimento de laminectomia e lesão; e TMT, grupo submetido ao procedimento de 

laminectomia, lesão e tratamento, conforme o protocolo proposto.  

 

O treino no grupo TMT iniciou o protocolo de exercício em esteira ergométrica 7 dias 

após SCI, na frequência de 3 vezes na semana (Massoto et al., 2020), e duração de 20 minutos, 

divididos em 2 ciclos de 10 minutos, com intervalo de 10 minutos entre eles, até o dia 28 após 

lesão (Santos et al., 2024). Após esse prazo, o grupo foi submetido a um protocolo de treino 

de apenas 10 minutos, 3 vezes por semana, até o fim da sobrevida (56 dias). A velocidade da 

esteira foi adaptada de forma gradativa de acordo com o estado do animal, variando de 6 a 12 

m/min, conforme preconizado na literatura (Courtine et al., 2008), conforme esquema do 

desenho experimental na Figura 8. 

 



37 

 

 

 

Figura 8 - Desenho experimental do trabalho. 

 

Esquema experimental do trabalho, com disposição dos testes e experimentos realizados ao longo e no fim da 

sobrevida. Cada ponto representa uma semana de sobrevida animal. Fonte: A autora, 2024.  

 

3.4. Avaliação funcional 

 

Realizamos, em todos os grupos experimentais, avaliações semanais da função 

sensorial e motora a fim de graduar o distúrbio sensitivo-motor nestes animais e avaliar o 

desempenho da performance funcional. Todas as análises foram feitas de forma cega, a fim de 

não gerar comprometimento nas avaliações. Os animais foram adaptados ao ambiente de todos 

os testes antes da lesão e os valores de normalidade do animal são obtidos antes da cirurgia, e 

após plena adaptação. Utilizamos para isso os seguintes testes: teste de Alodinia Mecânica 

(Von Frey eletrônico), Escala Basso para avaliação locomotora (BMS), Teste de Caminhada 

em Escada Horizontal (LWT) e eletroneuromiografia (ENMG). Os testes estão brevemente 

descritos abaixo: 

 

3.4.1 Escala Basso para avaliação locomotora (BMS) 

 
A BMS provê uma indicação grosseira da habilidade locomotora e determina as fases 

de recuperação locomotora (quadro 2 - inicial, intermediária e final) e características desta 

locomoção. É uma escala de 9 pontos, onde 9 é o valor de normalidade e 0 indica plegia. Essa 

escala analisa 7 categorias funcionais, descritas abaixo: 

• Movimento articular na articulação do tornozelo; 

• Posicionamento das patas posteriores e suporte de peso; 

• Passos; 

• Coordenação entre patas traseiras e dianteiras; 
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• Posicionamento da pata durante o deslocamento; 

• Estabilidade de tronco; 

• Posicionamento da cauda. 

Os animais foram observados durante 4 minutos, no labirinto de campo aberto, para 

registro do seu comportamento locomotor levando em consideração as 7 categorias descritas 

acima, e a qualidade e duração dos eventos positivos e negativos apresentados, conforme Basso 

e colaboradores (2006). 

O escore individual é obtido a partir da análise dos animais (ver quadro 2) e foi 

registrado como a média por animal (patas direita e esquerda) para obtermos um escore do 

BMS para cada camundongo e, então, a média do grupo foi calculada, em cada tempo 

analisado, para a análise estatística, sendo n=5/grupo. 
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Quadro 1 - Critérios para Escore da Escala BMS. 

 

Fonte: Basso et al., 2006. 

 

3.4.3 Teste de caminhada em escada horizontal (LWT) 

 

O teste de caminhada em escada descreve uma nova tarefa para avaliar caminhadas 

especializadas do rato e/ou camundongo para medir a coordenação da função das patas 

anteriores e posteriores ao mesmo tempo. Os camundongos foram estimulados a caminhar ao 

longo de uma escada horizontal no qual o espaçamento dos degraus é variável e é mudado 
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periodicamente. As alterações no espaçamento dos degraus impedem os animais da 

aprendizagem da localização absoluta e relativa dos degraus e assim minimiza a capacidade 

dos animais para compensar as dificuldades através da aprendizagem. Além disso, a alteração 

do espaçamento entre os degraus permite que o teste seja usado repetidamente em estudos a 

longo prazo (Figura 10), sem viés do aprendizado. Avaliaremos a quantidade de passos totais 

e dos passos corretos, a partir do 28º dia de sobrevida, visto que antes não há presença de 

passos, n=5/grupo. 

 

Figura 9 - Aparato do teste de caminhada em escada em uma vista fronto-lateral com as medidas 

específicas. 

 
 

Em (a) e (b) a representação de dois padrões possíveis de organização do espaçamento dos degraus para realização 

do teste. Fonte: Metz e Whishaw, 2009. 

 

 
3.4.3 Teste de alodinia mecânica (Von Frey eletrônico) 

 

Avaliamos o limiar de retirada da pata, em gramas, pela indução de pressão gradativa, 

com o braço transdutor do analgesímetro digital (Insight® - Figura 10) acoplado ao pino sensor 

de 1,00 mm, sobre a superfície plantar das patas traseiras (Tena et al., 2012). Os animais foram 

observados em sala silenciosa e com pouca iluminação, para evitar estresse e respostas 

alteradas. Durante o experimento, os animais ficaram contidos em pequenas gaiolas com 

assoalho de tela de arame através do qual se introduz o pino sensor na superfície plantar medial 

da pata. Haverá um período prévio para aclimatação destes animais no novo ambiente de 15 

minutos, após o qual o teste será realizado. O transdutor registra a pressão quando o animal 

retira a pata, ou seja, registra o limiar de retirada da pata (LRP) em gramas. Logo após a retirada 
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da pata pelo animal ocorre a manifestação de dor através da expressão conhecida como Flick 

(movimento vacilante da pata). Realizaremos três medidas para cada pata e será obtido a média 

por animal, a partir do 28º dia de sobrevida, visto que antes não há diferença estatística entre 

os grupos, n=5/grupo. 

 

Figura 10 - Analgesímetro digital para teste de sensibilidade mecânica (Von Frey). 

 
O equipamento Analgesímetro digital (a). Execução do teste pela aplicação de uma força através de um pino 

encoberto com uma ponteira de polipropileno na extremidade do braço transdutor (b). Fonte: A autora, 2017. 

 

 
 

3.4.4 Análise por eletroneuromiografia (ENMG) 

 
A eletroneuromiografia é um procedimento que objetiva analisar a latência e a 

amplitude do potencial de ação muscular composto (PAMC). Utilizamos este recurso para o 

estudo do PAMC e para avaliar a integridade da condução do nervo e intensidade do 

recrutamento das fibras musculares. Por se tratar de um procedimento invasivo e com risco 

para o animal, este experimento será realizado no último dia de sobrevida do animal, 

imediatamente antes da eutanásia por perfusão. Sob efeito de anestesia (Ketamina e xilazina 

intraperitoneal), foi realizado laminectomia ao nível de C0-C1, e estimulado esta área com o 

eletrodo de estimulação (estímulo de 10V). 

O registro eletrofisiológico foi obtido no músculo gastrocnêmio com o eletrodo de 

captação. O eletrodo neutro (de aterramento) foi colocado na camada subcutânea da pele do 

animal. São feitos até 5 pulsos de estímulos elétricos com intervalo regulado e com intensidade 

de voltagem de 10V (Figura 11). Os registros foram captados no músculo gastrocnêmio e 

registrados em milivolts (mV). Os 3 grupos estudados (SHAM, SCI e TMT), foram  avaliados 

neste procedimento, sendo n=5/grupo. O teste foi realizado no último dia de sobrevida, visto o 

risco de morte animal, devido à invasão realizada para desenvolver o procedimento. 
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Figura 11 - Equipamento utilizado para o registro eletroneuromiográfico - Power Lab 4/35 (AD 

Instruments, Austrália). 

 

O equipamento Power Lab (a). Em (b), visualização do software em vigência LabChart e o animal preparado para 

receber o estímulo. Em (c), animal com a medula espinal exposta na região cervical, com a inserção do eletrodo 

de estímulo e os eletrodos de captação (vermelho – músculo, sinalizado pela seta vermelha; e preto – tendão, 

sinalizado seta preta) e o de aterramento (verde – subcutâneo, sinalizado pela seta verde). Fonte: Dos Santos 

Ramalho et al., 2018.  

 

 
3.5 Preparo do material para microscopia óptica (MO) 

 

Ao término do tempo de sobrevida de cada grupo, os animais foram anestesiados com 

ketamina (100mg/kg) e xilazina (15mg/kg), por via intraperitonial, e sacrificados por perfusão 

intracardíaca com paraformaldeído 4% em tampão fosfato pH 7.4. As medulas espinais foram 

dissecadas ao nível das vértebras T8-T10, pós-fixadas na mesma solução utilizada para a 

perfusão e processadas para microscopia de luz (ML) por congelamento. Para isto, o material 

foi lavado em tampão fosfato 0,1M, pH 7,4, e posteriormente foi realizada a crioproteção em 

concentrações crescentes de sacarose (10 e 20%, 6 horas cada, e 30 % durante a noite). Logo 

após, o material foi incluído em OCT (Tissue-Tek) e submetido ao congelamento a –25º. 

Cortes transversais seriados no criostato (Leica, EUA), na espessura de 10 μm, foram obtidos 

a partir destes blocos, (aproximadamente distância de 4mm de medula espinal, contendo a área 

da lesão e regiões acima e abaixo) e recolhidos em lâminas de vidro gelatinizadas, em total de 

6 baterias com 8 lâminas. As lâminas referentes ao epicentro da lesão foram utilizadas para 

análise por imunofluorescência de diferentes marcadores celulares . 

 

 

3.6 Preparo do material com protocolo de microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) 

 

Os animais foram perfundidos com solução fixadora contendo paraformaldeído a 4%, 
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glutaraldeído a 2% em tampão fosfato 0,1M ph 7,4. Após a perfusão, as medulas espinais foram 

dissecadas e deixadas na mesma solução fixadora fresca. Após 24 horas, esse material foi pós-

fixado com tetróxido de ósmio a 1% com ferricianeto de potássio e Cloreto de Cálcio em 

tampão cacodilato, desidratado em concentrações crescentes de acetona (30, 50, 70, 80, 90 e 

100%) e incluídos em resina EPON. O material foi emblocado em resina EPON fresca e 

polimerizado por 48h na estufa (temperatura 60oC). Posteriormente, os blocos foram aparados 

para formar a pirâmide com base trapezóide e cortados no ultramicrótomo (RMC) na espessura 

de 500 nm (cortes transversais semifinos), coletados em lâminas de vidro, corados com azul 

de toluidina (AT) e observados ao microscópio de luz. Os cortes semifinos foram utilizados 

para análises morfométricas, n=5/grupo. 

 

3.7 Análise da atrofia muscular 

 
3.7.1 Avaliação do peso dos músculos sóleo e gastrocnêmio 

Após a perfusão, 56 dias pós lesão, músculos sóleo e gastrocnêmio médio bilateral, de 

cada animal, foram dissecados e pesados, na balança de precisão (AY202, Shimadzu) 

conforme descrito por Zhang e colaboradores (2016) a fim de avaliar a perda de massa 

muscular por desuso. Foram realizados a pesagem dos músculos de cada pata e gerada média 

aritmética por músculo para cada animal, e esta média foi utilizada para gerar os dados de 

média do grupo experimental que o animal pertence, sendo n=5/grupo. 

 

3.7.2 Avaliação das junções neuromusculares (JNM) 

 

Com o objetivo de quantificar o número de junções neuromusculares, realizamos uma 

marcação para a placa motora terminal nos músculos sóleo e gastrocnêmio retirados de animais 

de cada um dos três grupos. A alfa-bungarotoxina (α-BTX) é uma neurotoxina contida no 

veneno da serpente krait de Taiwan. Produz paralisia dos músculos estriados, bloqueando os 

receptores colinérgicos na junção neuromuscular. Os espécimes foram incluídos em OCT 

(Tissue-Tek) e, posteriormente congelados a -20ºC. O material já congelado foi cortado em 

criostato (Leica CM 1850), obtendo-se cortes longitudinais com 60μm de espessura. Estes 

cortes foram coletados em lâminas gelatinizadas e armazenados para posterior realização de 

imunomarcação. Os cortes foram levados para uma estufa a -57ºC por 10 min, posteriormente 

foram lavados duas vezes por cinco minutos em PBS pH 7,4. Em seguida, para bloqueio de 
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sítios inespecíficos, foi utilizada uma solução contendo PBS, triton-x 100 a 0,3% e soro de 

cabra (NGS) a 10%, por uma hora em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram 

incubados com o marcador anti-α-Bungarotoxina, (1:200, B13423, Invitrogen) diluído em 

solução de bloqueio por um período de 2 horas. Então, os cortes foram lavados em PBS pH 

7,4 por quatro vezes de cinco minutos cada. Ao final, as lâminas montadas com meio de 

montagem aquoso fluoromount (Eletron Microscopy Science, cat.17984- 25), e armazenadas 

a -20°C para posterior análise no microscópio confocal (LEICA, TCS SPS), onde foram 

realizadas fotos em 20x e 40x.  

A quantificação das placas motoras foi realizada em microscópio utilizando 3 cortes 

seriados por animal com uma distância mínima de 400 μm para evitar que a mesma placa 

motora fosse contabilizada 2 vezes (Durço et al, 2020). Estes dados foram comparados com os 

dados da eletroneuromiografia e com os funcionais, a fim de avaliar a plasticidade 

neuromuscular, sendo n=5/grupo.  

 

3.8 Análise do microambiente inflamatório 

 

Para análise do perfil de citocinas, 56 dias após a lesão, a metodologia utilizada 

envolveu a realização de ensaios por ELISA. Os animais foram submetidos à anestesia com 

ketamina (100mg/kg) e xilazina (15mg/kg) por via intraperitoneal. A medula fresca, 

aproximadamente 2,5 mm de material, foi coletada e mantida por 24 horas em uma atmosfera 

úmida contendo 5% de CO₂ a 37°C em meio DMEM low (1000μl) (Gibco, EUA) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS). Posteriormente, o sobrenadante foi 

coletado para a dosagem das citocinas, sendo n=3/grupo. 

As citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNFα) e anti-inflamatórias (IL-4, IL-10, 

IL-13) foram quantificadas no sobrenadante da medula utilizando o kit comercial da R&D 

Systems, seguindo o protocolo estabelecido. Em resumo, amostras de 100μL foram 

adicionadas a cada poço das placas de 96 poços previamente revestidas com anticorpos, 

seguido de incubação por 2 horas à temperatura ambiente. Posteriormente, 100μL de solução 

de trabalho foram adicionados a cada poço, seguido de mais 1 hora de incubação à temperatura 

ambiente antes da adição da solução de substrato de 100μL. A reação foi interrompida com a 

adição de 50μL de solução de parada, e a leitura da absorbância foi realizada a 450 nm. 

Também realizamos imuno-histoquímica para rastrear a modulação das células do 

sistema imune em cortes congelados da medula e a influência da modulação dos perfis M1 e 

M2 de macrófago/micróglia. Sendo assim realizamos a marcação para TMEM119 (micróglia),  



45 

 

 

 

óxido nítrico sintase (M1) e arginase (M2), além da averiguação para apoptose, através da 

caspase 3 clivada, e cicatriz glial, pela marcação de GFAP (proteína ácida fibrilar glial). 

As lâminas contendo os cortes medulares foram incubadas com permanganato de 

potássio por 10 minutos para bloqueio da biotina endógena. Em seguida, foram lavadas em 

PBS (do inglês, phosphate buffered saline) pH 7,4  duas vezes por cinco minutos. Para o 

bloqueio de ligação a sítios inespecíficos, foi utilizada uma solução de PBS contento triton X-

100 a 0,3%, e soro normal de cabra (NGS, do inglês, normal goat serum) a 10%, por uma hora 

em temperatura ambiente. Logo após, exceto para os controles negativos, os tecidos foram 

incubados com os anticorpos primários: anticorpo policlonal de coelho TMEM 119 (1: 100, 

HPA051870, Sigma), anticorpo monoclonal de camundongo óxido nítrico sintase (1:100 , sc-

7271, Santa Cruz), anticorpo monoclonal de camundongo Arginase 1 (1:100, sl6arg, 

Invitrogen), anticorpo policlonal de coelho Caspase 3 ativa (1:100, AB3623, Merck), anticorpo 

policlonal de coelho GFAP (1:500, G9269, Sigma), na solução de bloqueio por vinte e quatro 

horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as lâminas foram lavadas em PBS três vezes 

por cinco minutos cada e, então, incubadas com os anticorpos secundários  Alexa Fluor 546 

cabra anti coelho (1:500, A11035, Molecular Probes), Alexa Fluor 488 cabra anti camundongo 

(1:500, A11001, Molecular Probes), Alexa Fluor 488 cabra anti rato (1:500, A11006, 

Invitrogen),  de acordo com a espécie por duas horas em temperatura ambiente.  

Em seguida, foram lavadas em PBS quatro vezes por cinco minutos cada, foi incubado 

o marcador nuclear 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI, 20mg/mL, sigma) por cinco minutos. 

Ao final, as lâminas foram lavadas em PBS duas vezes por cinco minutos, e montadas com 

meio de montagem fluoromount (Eletron Microscopy Science, cat.17984- 25), armazenadas 

no freezer a -20ºC para posterior análise. Foram realizados controles negativos, com omissão 

do anticorpo primário para todas as reações. As imagens foram capturadas utilizando o 

microscópio confocal (LEICA, TCS SPS). câmera Axiocam MRC com o programa Axiovison, 

aumento de 20x, normatizando o mesmo tempo de exposição para capturar todas as imagens 

sendo capturadas 3 fotos de cada medula de cada animal (1 foto do epicentro da medula, 1 foto 

acima do epicentro e 1 foto abaixo para a análise de TMEM+arginase e TMEM+iNOS (Alka 

et al, 2022). Para a quantificação de GFAP e Caspase-3-clivada, foram capturadas fotos no 

aumento de 20x, normatizando o mesmo tempo de exposição para todas as imagens. Para esta 

quantificação, foi fotografada a área total da medula, a qual foi analisada posteriormente. A 

quantificação da área de marcação da imunofluorescência foi realizada com auxílio do 

programa Image Pro Plus, a partir do cálculo de coeficiente de correlação de Pearson para a 
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relação TMEM+Arginase e TMEM+iNOS, e densidade integrada, para GFAP e Caspase-3-

clivada (Kakulas, 1984; Alka et al, 2022), da sendo n=3/grupo. 

 

3.8.1. Análise da resposta sistêmica à inflamação 

Para avaliação da resposta sistêmica à inflamação e adaptação da parede vesical em 

resposta à lesão, 56 dias pós lesão, como um fator de verificação de retorno de funcionalidade, 

bexigas foram avaliadas dissecadas e incluídas na parafina. Para isto o material foi lavado em 

tampão fosfato 0,1M, pH 7,4 e água destilada, desidratado em concentrações crescentes de 

álcool (um banho de 1 hora nas concentrações de 70, 80 e 90%, e dois banhos de 1 hora no 

álcool absoluto), diafanizado em xilol (2 banhos seqüenciais por 1 hora cada), impregnado em 

parafina (dois banhos de parafina à 56ºC em estufa) e incluído, em posição transversal, em 

parafina nova. Estes blocos foram cortados transversalmente, no micrótomo (45 Rotary 

microtome, Lipshaw MFG. Co), na espessura de 10 µm, e os cortes foram recolhidos em 

lâminas gelatinizadas (SIGMA). Utilizamos os cortes transversais para análise quantitativa e a 

coloração de hematoxilina-eosina (HE) para visualizar a morfologia do tecido. Foram usados 

3 cortes por animal para esta análise, sendo n=3/grupo. 

 

3.9 Análise morfométrica 

 

Para a quantificação do número de fibras mielinizadas, e razão G, utilizamos cortes 

transversais semifinos da ME na região da lesão, corados com azul de toluidina. Obtivemos as 

imagens utilizando o microscópio Axioscop plus 2 (objetiva de 100x) e o sistema de câmera 

Axiocam MRC com o programa Axiovision. Foram obtidos 6 campos de imagem por animal 

(3 campos em cada lado da ME). Estas imagens foram obtidas nas áreas de substância branca 

anterior, antero-lateral e antero-posterior (Figura 12). As meninges e a fissura mediana ventral 

foram utilizadas como referência para a obtenção de duas fotografias anteriores bilaterais. 

Enquanto as duas fotografias laterais foram feitas perto do corno ventral e dorsal, 

respectivamente, em cada lado da ME, com um total de quatro fotografias laterais. Através 

deste método sistemático, podemos contar as fibras nervosas que vemos em toda a área do 

corte transversal, evitando assim viés de amostragem (Marques et al., 2009).  

A Razão-G foi calculada dividindo o diâmetro do axônio pelo diâmetro da fibra e os 

resultados foram estratificados nas seguintes faixas: 0,1-0,2; 0,2-0,3; 0,3-0,4; 0,4-0,5; 0,5- 0,6; 
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0,6-0,7; 0,7-0,8; 0,8-0,9 e 0,9-1,0 (Chomiak et al., 2009). As quantificações de fibras 

mielinizadas, vasos sanguíneos e o cálculo da Razão-G foram feitas utilizando o software 

ImageJ, sendo sendo n=5/grupo. 

 

Figura 12 - Esquema das áreas sistemáticas utilizadas para quantificar as fibras mielínicas e 

razão G (G-ratio). 

 

Representação dos 6 campos fotografados, em aumento de 1000x, para quantificação das fibras mielinizadas 

normais na substância branca da medula espinal. Fonte: Massoto et al., 2020.  

 

 

3.10 Análise de microtomografia (microTC) 

 

O preparo da amostra foi realizado conforme o protocolo de desidratação e inclusão detalhado 

no tópico de preparo para MET. Após a secagem do material infiltrado em EPON, a 

microtomografia foiutilizado um scanner micro-CT SkyScan 1275 (Bruker®) para 

investigações tridimensionais de amostras com alta resolução, usando condições de imagem 

previamente otimizadas.  

A técnica de microtomografia foi conduzida sob condições específicas, utilizando uma 

voltagem de 41 kV e uma corrente de 200 uA. O tempo de exposição foi fixado em 55 ms para 

garantir a obtenção de imagens detalhadas. Para a reconstrução das imagens, foi utilizado o 

software NRecon 1.7 (Bruker®). O tamanho do pixel foi definido como 10,0 µm, enquanto a 

amostra foi rotacionada por 180 graus com um passo angular de 0,2 graus para capturar uma 

gama abrangente de informações tridimensionais cruciais para a análise proposta. Essas 

configurações experimentais específicas mostraram-se essenciais para assegurar a precisão e 

representação precisa das características internas das amostras estudadas, sendo n=3/grupo. 

 

3.11 Análise por microscopia de varredura (MEV) 

A fim de verificar as características topográficas gerais da medula espinal, após o 
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tempo de sobrevida, utilizamos a microscopia eletrônica de varredura (MEV), oito semanas 

após a cirurgia, sendo retirado um segmento 2mm rostrais e 2 mm caudais em relação ao 

epicentro da lesão. Após a fixação por imersão, como descrito anteriormente, o segmento  

Cada medula foi lavada em tampão cacodilato 0,1M (pH 7,4), pós-fixado em OsO4 1% 

+ 0,8% de ferrocianeto de potássio + 5 nM de cloreto de cálcio em tampão cacodilato 0,1M 

(pH 7,4), por seis horas, e em seguida foi lavado em tampão cacodilato 0,1M e água destilada. 

Os segmentos foram desidratados em concentrações crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 

80% e 90%, por duas vezes de sete minutos cada, e 100%, por duas vezes de 15 minutos) e 

solução de hexametildisilazano (HMDS) (primeiramente em uma proporção de 1:1 com etanol 

100% e, em sequência, isoladamente com HMDS 100% por 10 minutos cada).  

Por fim, a amostra foi metalizada através de um metalizador (Denton Vaccum Desk II, 

Estados Unidos da América). As amostras foram posicionadas cuidadosamente num suporte 

contendo fita adesiva dupla face e pulverizadas com ouro (FL-9496 Balzers Union Coater), 

com a parte do sítio da lesão para cima. O suporte contendo as amostras foi levado ao 

microscópio eletrônico de varredura (EVO MA10 - ZEISS) para análise e obtenção das 

eletromicrografias, sendo n=3/grupo.  

 

3.12 Análises estatísticas 

 

Todos os dados quantitativos foram analisados utilizando o software GraphPad Prisma 

8.0, utilizando testes estatísticos adequados às amostras, utilizando as análises one-way 

ANOVA e two-way ANOVA, pós-testes Bonferroni ou Tukey`s, e foi considerado um índice 

de confiança de 95%, com valores de p<0,05 para a significância.  

 

4. Resultados 

 

4.1. Análise funcional 

 

4.1.1 Avaliação locomotora (BMS) 

 

A análise da função pela escala BMS evidenciou que o grupo SHAM (9,0±0,0) não 

apresentou alteração do seu padrão locomotor ao longo do prazo analisado, por isso os valores 

deste grupo foram usados como padrão de normalidade e apresentou diferença estatística 
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significativa por todo o período de sobrevida em relação aos grupos lesados (SCI e TMT). 

Todos os animais lesados apresentaram significativa perda funcional após lesão. No dia 

seguinte à lesão, todos os grupos lesados apresentaram completa paralisia das patas posteriores, 

caracterizando o período de choque medular. 

No entanto, os grupos SCI e TMT começaram a apresentar uma diferença estatística 

significativa em relação ao somente lesado a partir de 21 dpo (dias pós operatório). O grupo 

TMT  (4,02±0,45) apresentou uma melhora estatística significativa em relação ao SCI 

(1,48±0,29; p<0,001, Figura 13), ao fim da sobrevida de 56 dpo. O grupo SCI se manteve na 

fase inicial de recuperação, com retorno motor e funcional primário, sem desenvolvimento de 

uma motricidade mais elaborada, diferente do grupo TMT, que alcançou a fase intermediária. 

Isso demonstra que o exercício influenciou a performance locomotora e recuperação funcional 

após lesão, apresentando melhora significativa quando comparado ao grupo SCI. 

 

Figura 13 - O exercício promove melhora no padrão locomotor. 

 

Gráfico de linhas mostrando resultados progressivos do BMS ao longo do tempo de sobrevida estudado. Por toda 

o tempo de sobrevida, o grupo SHAM obteve diferença estatística significativa em relação aos grupos SCI (#) e 

TMT (&). A partir de 21 dias, o grupo TMT apresentou diferença estatística em relação ao grupo SCI, mantendo-

a até o 56º dia. Análise estatística: two-way ANOVA e Pós-teste Tukey`s. Valores && e **p<0,01, ###, &&& e 

***p<0,001; n =5/grupo. Fonte: A autora, 2024. 

 

4.1.2 Teste em caminhada em escada horizontal 
 

 Avaliamos o número de passos totais e corretos no Teste de Caminhada em Escada 

Horizontal (Figura 14), a partir de 28 dias pós lesão, corte temporal onde os animais começam 

a demonstrar movimentos de passo. Na análise de passos totais, ao fim da sobrevida, o grupo 
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TMT [pata direita (PD): 8,233±1,663; pata esquerda (PE): 7,871±1,587, p<0,01] apresentou 

diferença significativa em relação ao grupo SCI (PD: 0,6358± 0,1700; PE: 0,6667± 0,1625) 

(diferença representada pelos asteriscos azuis), na análise de ambas as patas, a partir do 35º dia 

de sobrevida (Figuras 14A e 14B).  

Em relação aos passos corretos, no 56º dpo, foi verificado que o grupo TMT (PD: 

5,687±0,458; PE: 7,871±0,421, p<0,01) apresentou uma diferença estatística significativa em 

relação ao grupo SCI (PD: 0,000±0,000; PE: 0,000±0,000) (Figura 14C e 14D). Esta efetividade 

quanto ao número de passos corretos efetuados sugere a influência deste protocolo de exercício 

na melhor performance funcional, refletida no grupo TMT. Apesar do grupo SHAM, o nosso 

padrão de normalidade, (PD: 11,45±0,3965; PE: 11,15±0,5351; p<0,05) apresentar diferença 

estatística em relação ao grupo TMT, performance do TMT foi bem melhor do que quando 

comparamos o SHAM com o grupo SCI (p<0,01) indicando o impacto positivo do exercício 

em relação ao retorno da locomoção e passos corretos.  

 

Figura 14 -  Análise de teste de caminhada em escada horizontal.Comparação entre os grupos 

no LWT. 

 
Dados apresentados de forma isolada por pata (PD: pata direita (A e C); PE: pata esquerda (B e D), devido 

assimetria evidente em camundongos pós lesão medular. (A-B) Em relação ao número total de passos totais dados, 

o grupo TMT apresentou diferença estatística em relação ao grupo SCI a partir de 35 dias pós lesão. (C-D) Em 

relação ao número de passos corretos, houve diferença significativa entre os grupos lesados, a partir do 42º dia. 
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Em ambas as análises, o grupo SHAM obteve diferença estatítisca significativa em relação ao SCI (#) e TMT (&). 

Análise estatística: two-way ANOVA e Pós-teste Tukey`s.Valores: & e *p<0,05; && e **p<0,01; ###, &&& e 

***p<0,001; n = 5/grupo. Fonte: A autora, 2024. 

 

4.1.3 Teste de alodinia mecânica (Von Frey eletrônico) 

 

Os resultados do teste de alodinia mecânica avaliaram a sensibilidade tátil/dolorosa na 

região plantar das patas traseiras dos animais. Testamos ambas as patas traseiras, direita e 

esquerda (Figura 15A e 15B, respectivamente), realizando uma média aritmética de cada pata 

por animal e, posteiriormente, por grupo. Os valores do grupo SHAM (PD: 0,61±0,02 – PE: 

0,62±0,01 - PE) foram considerados como padrão de normalidade. Nossos resultados apontam 

para uma importante perda sensorial no grupo SCI (PD: 2,20±0,65, PE: 2,01±0,68), vista no 

56º dia, quando comparado ao grupo SHAM, o que configura a efetividade do modelo de lesão 

utilizado pelo grupo e a reprodutibilidade do procedimento cirúrgico. O grupo TMT (PD: 

1.10±1.17; PE: 1.15±1.12) apresentou limiar de detecção de pressão com valor mais próximo 

ao padrão de normalidade, SHAM, com diferença estatística significativa quando comparado 

ao grupo SCI (p<0,001). 

 

Figura eletrônico 15 -Gráfico de barra sobre a análise do analgesímetro digital (Von Frey  

Dinâmica espacial da ativação de células gliais induzida por SCI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comparação da evolução da sensibilidade mecânica, no 56º dia, através da avaliação dos resultados do 

Analgesímetro digital (Von Frey eletrônico), dados apresentados com a média das patas direita (a) e esquerda (b). 
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Representação dos valores referentes a pressão (em grama), registrada pelo analgesímetro no momento do reflexo 

de retirada da pata testada. Os grupos lesados tiveram um aumento do limiar de detecção, quando comparados ao 

SHAM. Apesar do grupo SHAM apresentar limiar menor do que o grupo TMT (p<0,01), tanto o grupo SHAM 

quanto o TMT apresentaram melhores resultados que o SCI (p<0,001), com diferença estatística significativa. 

Análise estatística: One-way ANOVA e pós-teste Turkey´s **´p<0,01; ***p<0,001; n=5/grupo. Fonte: A autora, 

2024. 

 

4.1.4   Análise por eletroneuromiografia 

 

Avaliamos a latência e a amplitude do PAMC (verificada pelo pico de cada onda – 

Figura 16), através de análise por eletroneuromiografia (ENMG), nos grupos SHAM, SCI e 

TMT, após 8 semanas da lesão. Realizamos o estímulo no segmento cervical (C1) e fizemos o 

registro no músculo gastrocnêmio. Os valores do grupo SHAM foram utilizados como 

parâmetros de normalidade.  

Todos os animais lesados apresentaram redução da amplitude e aumento da latência do 

PAMC, provavelmente devido à redução/bloqueio na passagem do potencial de ação pela área 

da lesão. O grupo SCI (0,59±0,79) apresentou pior resultado na amplitude do PAMC, quando 

comparado aos demais grupos, SHAM (1,55±0,33, p<0,01) e TMT (1,18±1,05, p<0,05). E o 

grupo TMT também apresentou diminuição da amplitude, no entanto, não apresentou diferença 

estatística significativa quando comparado ao SHAM (Figura 16A). Quanto à latência, o grupo 

SHAM (0,0012±0,26) e TMT (0,0014±0,21) apresentaram melhores resultados que o grupo 

SCI (0,0018±0,21, p<0,01 e p<0.05 respectivamente), com diferença estatística significativa. 

Apesar da latência do grupo TMT ser um pouco elevada quando comparada ao SHAM, não 

houve diferença estatística entre estes grupos (Figura 16B). Traçados da eletroneuromiografia 

referentes aos grupos SHAM, SCI e TMT, respectivamente (C-E).  
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Figura 16 - Análise do registro eletroneuromiográfico. 

 
 

 

Comparação de amplitude (a) e latência (b) da eletroneuromiografia entre os grupos estudados. (a) O grupo 

SHAM apresentou diferença significativa em relação ao grupo somente lesão, quanto à amplitude, todavia não 

houve quando comparado ao TMT. O grupo TMT teve um melhor desempenho na ENMG e apresentou diferença 

estatística significativa em relação ao grupo SCI. (b) Em relação à latência da eletroneuromiografia, todos os 

grupos obtiveram uma diferença estatística significativa em relação ao grupo SCI. Esses dados demonstram a 

efetividade do protocolo de tratamento, tento o grupo TMT valores próximos do padrão de normalidade. Traçados 

da eletroneuromiografia referentes aos grupos SHAM (A), SCI (b) e TMT (c), respectivamente. Análise 

estatística: one-way ANOVA e Pós-teste Tukey`s.*p<0,05; **p<0,01; n = 5/grupo. Fonte: A autora, 2024. 

 

 

4.1.5 Análise neuromuscular  

 

A redução do peso do músculo pode ser usada como indicativo de atrofia por perda de 

sua massa muscular e este é um evento comumente associado à lesão medular. Realizamos a 

pesagem dos músculos sóleo e gastrocnêmio (n=5/grupo) para avaliar o impacto de nossos 

tratamentos na condição da atrofia.  

Apesar dos músculos provenientes dos grupos lesados (SCI e TMT) apresentarem 

redução significativa de seu peso quando comparado ao SHAM (sóleo: 0,017±0,0549; 

gastrocnêmio: 0,0723±0,3274), observamos que o grupo TMT apresentou menor redução de 

sua massa muscular, em ambos os músculos. Esta maior preservação da massa muscular do 

sóleo no grupo TMT (0,011±1,078) foi estatisticamente significativa quando comparamos com 

o grupo SCI (0,07±0,0061, p>0,05) (Figura 17A). Também foram averiguadas diferenças 
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estatísticas significativas em relação à média dos pesos dos gastrocnêmios dentre os grupos 

lesados (SCI 0,0373±0,0211 e TMT 0573±0,02570, p<0,05) e entre SHAM e os demais grupos 

(SCI e TMT), p<0,001 e, p<0,01, respectivamente) (Figura 17B), o que provavelmente deve-se 

a influência do protocolo de exercício empregado no grupo TMT. 

 

Figura 17 - Análise quantitativa da atrofia muscular. 

 

Gráfico de barras representando o peso do músculo sóleo por grupo (a-b). O grupo SHAM apresentou diferença 

significativa quando comparado aos lesados em ambas as análises musculares. O grupo TMT também apresentou 

diferença significativa quando comparado ao SCI, na avaliação do sóleo e gastrocnêmio. Análise estatística: one-

way ANOVA e Pós-teste Tukey`s. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; n = 5/grupo. Fonte: A autora, 2024. 

Em relação a avaliação da marcação de α-bungarotoxina nos músculos, foi possível 

avaliar quali (Figura 18A e 18C) e quantitativamente (Figura 18B e 18D) a preservação 

morfológica das placas motoras (mantendo o formato de “pretzels”) dentre os grupos. O grupo 

TMT apresentou maior preservação de junções neuromusculares quando comparado ao SCI 

(sóleo: p<0,05, gastrocnêmio: p<0,01) mostrando a efetividade do exercício na manutenção da 

neurotransmissão na junção neuromuscular. Isso reflete que o exercício possibilita uma maior 

preservação de massa muscular, diminuindo a atrofia, favorecendo o retorno funcional após 

lesão. 
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Figura 18 - Análise de marcação de α-bungarotoxina no músculo Sóleo e Gastrocnêmio. 
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Em (a) e (c), representação das marcações dos grupos SHAM, SCI e TMT para avaliação de placas motoras. 

Escala: 20μm e 10μm, respectivamente. Gráficos de barras representando a quantificação de junções 

neuromusculares no sóleo e gastrocnêmio, por grupo (b) e (d). Para o sóleo, obtivemos diferença significativa 

entre o grupo SHAM e TMT e o somente lesado (b). Na avaliação do gastrocnêmio, o grupo SHAM demonstrou 

uma maior preservação de junções neuromusculares, verificando diferenças entre o controle e os lesados (d). 

Além disso, houve diferença entre os grupos SCI e TMT, tendo o TMT maior número de junções quando 

comparado ao SCI. Análise estatística: one-way ANOVA e Pós-teste Tukey`s. Valores: *p<0,05; **p<0,01; 

n=5/grupo.   
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4.1.6  Correlação da parede vesical e lesão medular 

 

 Para avaliação da relação da lesão medular com disfunção sistêmica e repercussões 

inflamatórias, realizamos coloração de HE para verificarmos a espessura da parede vesical. 

Além de ser possível alinharmos uma conexão da espessura da bexiga com o retorno funcional 

do animal, é possível relacionar os achados vesicais com a inflamação sistêmica, muitas vezes 

ocorridas nos quadros de trauma raquimedular. A avaliação quali (Figura 19A) e quantitativa 

(Figura 19B) demonstrou que o grupo TMT (141.577±0,33) apresentou a espessura da parede 

da bexiga muito próxima ao padrão de normalidade, grupo SHAM (127.857±0,46). No 

entanto, o grupo SCI (574.963±1.92) apresentou uma importante hipertrofia da camada 

muscular, bem como um importante infiltrado inflamatório majoritariamente mononuclear, 

com pouco infiltrado polimorfonuclear. Os grupos SHAM e TMT obtiveram uma diferença 

estatística significativa em relação ao SCI (p<0,001), porém não entre si.  
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Em (a), análise qualitativa da parede da bexiga, por grupo escala de 50μm, 20x. Em (b), Gráfico de barras  

representando a espessura da bexiga. Obtiveram diferença significativa entre o grupo SCI para com o  SHAM e 

o TMT. Valores: Análise estatística: one-way ANOVA e Pós-teste Tukey`s. ***p<0,01. n=3/grupo.  Fonte: A 

autora, 2024. 

 

 

 

Figura 19 - Representação qualitativa e análise quantitativa da parede da bexiga. 

A 
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4.1.7 Análise da neuroinflamação por ELISA  

A fim de verificar mais intimamente a modulação inflamatória diante do tratamento 

proposto, avaliamos, pela técnica de ELISA, as citocinas pró-inflamatórias, A - TNF-α , C - 

IL-1β e E - IL-6 e anti-inflamatórias, B - TGF- β, D - IL-10 e F - IL-13. O grupo SHAM 

funcionou como nosso padrão de normalidade na expressão destas citocinas. O grupo TMT 

apresentou maior expressão das citocinas pró-inflamatórias e menor expressão das citocinas 

anti-inflamatórias quando comparado ao grupo SCI, sugerindo uma modulação anti-

inflamatória induzida pelo exercício no ambiente inflamatório após lesão medular. Ao 

contrário, o grupo SCI apresenta franco processo pró-inflamatório, elevados níveis de citocinas 

pró-inflamatórias quando comparado ao SHAM e TMT (Figura 20). O exercício, portanto, 

poderia favorecer uma polarização em relação à população inflamatória para o perfil anti 

inflamatório.  
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Figura 20 - Gráfico de barras representando os níveis das citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias. 

 
 

Em A - TNF-α; B - TGF-β1; C – IL-1β, D – IL-10, E - IL-6 e F - IL-13, em ng/mL. Dentre as citocinas, o grupo 

TMT tem destaque, demonstrando melhores níveis das citocinas anti-inflamatórias. Análise estatística: one-way 

ANOVA e Pós-teste Tukey`s. Valores: *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,01. n=3/grupo.  
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4.1.8 Avaliação por imuno-histoquímica 

 

Com o objetivo de investigar a população de células inflamatórias e correlacionar com 

os dados obtidos nos testes anteriores, realizamos e avaliamos a imunomarcação para 

TMEM119, Arginase (Figura 21) e iNOS (Figura 22), além de avaliar o comportamento de 

astrócitos, pelo GFAP (Figura 23), e ativação de apoptose celular, pela Caspase-3-clivada 

(Figura 24).   

Primeiramente, podemos observar que os cortes transversais com a marcação 

TMEM+Arginase teve uma marcação maior no grupo TMT, de modo que foi refletido pela 

quantificação utilizando a correlação de Person, onde demonstrou uma correlação de 

(0.85±0,66), o que demonstra que a maior parte de população de microglia marcada por 

TMEM119 teria um perfil voltado para M2, ou seja, um perfil mais antiinflamatório, diferente 

do grupo SCI (0,46±0,46) (Figura 21), o que infere a possibilidade do exercício enquanto uma 

terapia de modulação do microambiente inflamatório, auxiliando na polarização de um perfil 

de microglia antiinflamatória. Houve diferença estatística significativa entre estes grupos. 
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Em A, D e G, marcações para TMEM119 (marcador de população geral de microglia). Em B, E e H, marcações 

para Arginase (marcador de população microglial de perfil M2), pela correlação de Pearson. Destaca-se a 

relação aumentada da população geral de microglia para o perfil M2 no grupo TMT. Análise estatística: one-

way ANOVA e Pós-teste Tukey`s. Valores: **p<0,01 e ***p<0,01. n=3/grupo.  

Figura 21 - Análise qualitativa e quantitativa TMEM+Arginase. 
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Em relação a quantificação TMEM+iNOS, o grupo SCI obteve uma maior correlação entre as 

marcações (0,836±0,43), demonstrando possuir uma maior população pró-inflamatória, com a 

prevalência do perfil M2. Em contrapartida, o grupo TMT (0.33±0,49) apresentou uma menor 

correlação, demonstrando efeitos benéficos do exercício em relação à modulação do perfil pró-

inflamatório (Figura 22). Houve diferença estatística significativa entre estes grupos. 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 22 - Análise qualitativa e quantitativa TMEM+iNOS 
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Em (a), (d) e (g), marcações para TMEM119 (marcador de população geral de microglia). Em (b), (e) e (h), 

marcações para iNOS (marcador de população microglial de perfil M1), pela correlação de Pearson. Destaca-se a 

relação aumentada da população geral de microglia para o perfil M1 no grupo SCI. Análise estatística: one-way 

ANOVA e Pós-teste Tukey`s. Valores: **p<0,01 e ***p<0,01. n=3/grupo.  

 

 

A fim de analisarmos o comportamento de outra importante célula da glia, o astrócito, 

dentro do contexto da sua participação na formação da cicatriz glial, foi realizada a marcação 

para GFAP. Foi utilizada a quantificação da densidade integrada de cortes transversais 

imunomarcados com a proteína de interesse. Neste contexto, a marcação do grupo TMT foi 

menor que a do grupo SCI (p>0,01), com presença de diferença estatística significativa entre 

estes grupos, demonstrando que o exercício induziria a uma atividade regulatória dos astrócitos 

reativos, favorecendo a uma maior modulação da formação da cicatriz glial, auxiliando a 

plasticidade nervosa (Figura 23).  
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Os grupos foram avaliados, a partir da densidade integrada, para análise da áerea de marcação de GFAP, a fim de 

avaliar a área de formação de cicatriz glial Destaca-se a maior densidade de marcação para o grupo SCI, em 

contrapartida ao grupo TMT. Análise estatística: one-way ANOVA e Pós-teste Tukey`s. Valores: **p<0,01 e 

***p<0,01. n=3/grupo.  

 

 

No contexto de sobrevida celular, avaliamos o nível de ativação de morte celular por 

meio da marcação por Caspase-3-clivada, que é descrita como uma enzima que atua na apoptose 

e é amplamente utilizada para marcação da ativação da atividade apoptótica. Ao avaliarmos os 

grupos, percebemos uma menor marcação de densidade integrada no grupo TMT (p>0,001) 

quando comparada ao grupo SCI, com presença de diferença estatística significativa entre estes 

grupos. Este dado pode direcionar para os benefícios do exercício em relação à sobrevivência 

celular diante de um processo de lesão, como o trauma medular (Figura 24).   

 

Figura  23 - Análise qualitativa e quantitativa GFAP. 
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Figura 24 - Análise qualitativa e quantitativa Caspase-3-clivada. 

 
Os grupos foram avaliados, a partir da densidade integrada, para marcação de Caspase-3-clivada, a fim de avaliar 

a área de formação de cicatriz glial. Destaca-se a maior densidade de marcação para o grupo SCI, em contrapartida 

ao grupo TMT, demonstrando uma diferença estatística significativa entre os grupos. Análise estatística: one-way 

ANOVA e Pós-teste Tukey`s. Valores: **p<0,01 e ***p<0,01. n=3/grupo.  

 

 

4.1.9 Avaliação de cortes semifinos (G ratio) 

 
 

A partir dos cortes transversais semi finos, corados com azul de toluidina, analisamos 

a distribuição das fibras mielínicas nos grupos estudados. Qualitativamente, a análise revelou 

que o grupo SCI exibiu maior desorganização tecidual, presença de pequenas cavitações na 

substância branca e inúmeras fibras nervosas ainda em degeneração, quando comparados ao 

grupo TMT. O grupos TMT, 56 dias após a lesão, apresentou maior número de fibras 

mielínicas preservadas (1658± 73,58) quando comparado ao outro grupos SCI (199,7± 20,66, 

*p<0,05) (Figura 25).   
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Figura 25 - Análise qualitativa e quantitativa da região de funículo antero-lateral da ME, 56 

dias após lesão. 

 

Cortes transversais semifinos corados com azul de toluidina, denominados pelo grupo pertencente. Grupo SHAM 

exibindo a organização típica da área de substância branca na medula espinal (ME) íntegra. Observe várias fibras 

mielínicas em degeneração (setas) e a desorganização tecidual maior no grupo SCI, quando comparado ao grupo 

tratado TMT, que exibe fibras preservadas de diferentes calibres (asteriscos). Gráfico de barra mostrando a média 

do número de fibras mielínicas preservadas por grupo. Os grupos tratados obtiveram maior quantidade de fibras 

mielínicas preservadas em relação aos controles. Esquema da ME mostrando as 6 regiões para captura da imagem 

ao microscópio de luz para quantificação das fibras mielínicas. Barra de Escala= 100μm. (* p<0,05, **p<0,01; 

***p<0,001). Análise Estatística: One-way ANOVA e Pós-teste Tukey`s. n=3/grupo. 

 

Para análise da razão-G, quantificamos a área da mielina, a área da fibra e do axônio 

com o programa ImageJ. Em relação a área de mielina, o grupo TMT (4963±37,76, p<0,05) 

apresentou uma diferença estatística significativa quando comparado ao grupo SCI 

(3130±36,63) (Figura 26A). O grupo TMT apresentou valores maiores em relação a área de 

axônios em relação ao SCI (respectivamente SCI 2694±136,0 e TMT 4558±111,3, p<0,05) 

(Figura 26B). Na Figura 26C, houve diferença entre os grupos analisados (p<0,05) referente à 

área da fibra (SCI 5516±136,0 e TMT 8223±111,3).  

A Figura 26D mostra o gráfico com os resultados estratificados da razão-G. A maioria 

dos valores para o grupo TMT estão na faixa de 0.6-0.8, o que é um excelente resultado, visto 

que a razão-G ótima para a ME é de 0.79 (Chomiak e Hu, 2009). O número de fibras na faixa 
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de 0,6-0,7, o grupo TMT (123,2± 7,000, p<0,001) foi estatisticamente diferente em relação ao 

grupo SCI (38± 8,667). Na faixa de 0,5-0,6 e 0,7-0,8, o grupo TMT demonstrou uma diferença 

estatística significativa em relação ao SCI (p<0,01). 

 

Figura 26  - Análises morfométricas da medula espinal. 

 

Área da fibra nervosa (a); Área da mielina (b); Área do axônio (c). Estratificação por faixas dos valores da razão 

G (d). Todos os grupos exibiram maioria das fibras na faixa entre 0,5-0,8 μm. O grupo TMT  apresentou um 

desvio do gráfico para a esquerda, exibindo mais fibras na faixa entre 0,6-0,8. Valores representam média ± EPM, 

*p <0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. Análise Estatística: Two-way ANOVA e Pós teste Bonferroni, n=5/por 

grupo. Fonte: A autora, 2024. 

 

4.1.9 Análise da microtomografia 
 

 A microtomografia revelou-se uma técnica importante para avaliar o impacto deste 

modelo de lesão na destruição do tecido da medula espinal e observar de forma tridimensional 

a resposta regenerativa. Podemos observar  na Figura 27, a montagem em 2D da medula e os 

cortes transversais da região rostral (topo), epicentro da lesão (meio) e caudal (base), em todos 

os grupos após 56 dias. Pela organização nos cortes transversais, observa-se, qualitativamente, 

uma organização da substância branca mais preservada no grupo TMT, quando comparado ao 

SCI, sendo esse o grupo mais próximo da organização do grupo SHAM. 
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Figura 27 - Representação medular após microtomografia nos grupos SHAM, SCI e TMT, com 

56 dias após a lesão. 

 

Para cada grupo, podemos perceber o modelo em 2D (à esquerda da imagem) e o corte transversal (à direita da 

imagem). Escala: 2.5m (medula completa) e 1 mm (corte transversal) (n=3/grupo). Fonte: A autora, 2024. 
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Quanto à extensão da área da lesão,  foram realizadas  3 análises por grupo, de forma 

a averiguar uma média da área (espalhamento rostral e caudal) (Figura 28A) da lesão por cada 

animal/grupo. Quanto maior a área, podemos averiguar que pode-se ter um maior repercussão  

inflamatória, com relação aos danos secundários já citados anteriormente. O grupo SCI 

(p>0,05) apresentou uma maior área de lesão quando comparado ao grupo TMT, o que 

demonstra que o exercício tem um potencial de capacidade protetora (Figura 28B).  

Figura 28 - Representação longitudinal das medulas nos grupos pela micrografia, com 56 dias 

após a lesão. 

Micrografia dos grupos SHAM, SCI e TMT (a). Neste eixo, podemos  observar a demarcação da área de lesão 

(círculo vermelho) . Escala: 2.5mm (corte transversal). Gráfico de barras para comparação da área da lesão (mm2) 

entre SCI e TMT (b). Observa-se uma diferença estatística significativa entre os grupos. Análise estatística: One-

way ANOVA e Pós-teste Tukey`s. *p<0,05. n=3. Fonte: A autora, 2024. 
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4.1.10 Análise da microscopia de varredura 
 

 Para verificar as características gerais da topografia medular após a lesão, realizamos 

a avaliação do grupo SHAM, enquanto parâmetro de normalidade, e dos grupos SCI e TMT 

(Figura 29), nos aumentos de 45x, 80x e 196x, respectivamente em cada coluna. Ao 

analisarmos qualitativamente a medula do grupo SHAM, podemos observar a orientação e 

organização dos tratos intactos (seta), bem como a vascularização íntegra (asterisco). No grupo 

SCI, é possível perceber a desorganização do H medular (cabeça de seta) e uma região cavitária 

importante no sítio da lesão (estrela). No grupo TMT, a região cavitária se demonstra, 

qualitativamente, com menor área, demonstrando maior preservação nervosa (estrela) e com 

melhor visualização dos tratos (seta).  

 

 

Figura 29 - Representação das medulas nos grupos, pela microscopia de varredura, com 56 dias 

após a lesão. 

 
Microscopia de varredura dos grupos SHAM, SCI e TMT, com 56 dias após a lesão.Escala de 300μm (45x e 80x) 

e 100μm (136x).  Fonte: A autora, 2024. 
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5. Discussão 

 

Apesar dos avanços tecnológicos e ensaios clínicos, as possibilidades terapêuticas 

disponíveis e relevantes para os pacientes com lesão de ME ainda é muito reduzida e se 

apresenta como um desafio para clínicos e pesquisadores. No nosso estudo, investigamos, do 

ponto de vista funcional, morfológico e bioquímico, o uso da atividade física, que já é uma 

realidade terapêutica aplicada, mas que precisa ter seus mecanismos bem trabalhados, 

principalmente no que se diz respeito de imunomodulação, plasticidade e preservação 

neuromuscular, para melhor direcionamento na clínica. Portanto, estudos experimentais com 

variáveis controladas são necessários para investigação.   

 

5.1 Terapia: treinamento físico em esteira ergométrica  

 

A fisiopatologia da lesão medular consiste em um evento primário que causa morte de 

células neurais e interrupção das conexões axonais. A LME resulta de mecanismos de lesão 

primários e secundários. A lesão primária refere-se à lesão física imediata na medula espinal 

como consequência de laceração, contusão, compressão e contração do tecido neural (Mietto 

et al., 2015). A lesão secundária já está relacionada à sequelas que incluem alterações como 

ruptura da barreira hematoencefálica, penetração de proteínas séricas na medula espinal, 

respostas inflamatórias (alterações nas quimiocinas e citocinas) com a atividade glial gerando 

recrutamento inflamatório para o sítio da lesão, eventos vasculares como hemorragia, edema e 

isquemia, apoptose, excitotoxicidade, produção de radicais livres/peroxidação lipídica e 

desequilíbrio de metaloproteinases ativadas (de Almeida et al., 2023). Essas alterações levam 

à desmielinização, necrose e apoptose do parênquima medular (Dumont et al., 2001; Hejrati e 

Fehlings, 2021).  

Estas alterações justificam a dificuldade na regeneração atribuída principalmente ao 

microambiente hostil da medula lesionada (Kamada et al., 2005; Yiu e He, 2006; Ren et al., 

2023). Sendo assim, um dos maiores desafios da pesquisa é alinhar protocolos de terapias a 

fim de efetivar a modulação do microambiente pós lesão.  

O treino locomotor com esteira ergométrica e suporte parcial de peso em pacientes com 

lesão medular já é uma realidade na prática clínica e tem sido alvo de muitas pesquisas na área 

(Van de Bran et al., 2012). A recuperação funcional locomotora foi determinada utilizando os 

escores BMS e nos dados Teste de Caminhada em Escada Horizontal (Ladder Walking Teste). 
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Nossos dados mostraram que o grupo TMT, que passou pelo treinamento em esteira obteve 

um melhor desempenho e retorno motor, atingindo fase intermediária no score BMS e 

demonstrando maior ganho de passos totais/corretos no LWT. Esses resultados estão em 

concordância com estudos anteriores em que os animais submetidos ao treino em esteira após 

lesão medular apresentam ganhos funcionais expressivos em fases tardias da análise, inclusive 

em relação ao retorno de sensibilidade tátil (subaguda e crônica) (Ilha et al., 2011; Marques et 

al., 2018; Massoto et al., 2020).  

Estes dados também entram em concordância com pesquisas anteriores com humanos. 

Em 2012, Buehner e colaboradores observaram que o treino em esteira com suporte de peso, 

em pacientes humanos com lesão incompleta, como do nosso modelo,  representou uma 

mudança de classe na escala da ASIA de B para C e de C para D, que classifica os pacientes 

de acordo com a severidade da lesão. Além disso, houve um aumento de 28% para 47% dos 

pacientes que atingiram a marcha comunitária sem auxílio, o que significa um grande ganho 

para a independência desses indivíduos.  

Em nosso estudo, o grupo TMT apresentou melhor amplitude e latência do PAMC por 

estudo eletroneuromiográfico, quando comparado ao grupo SCI, assim como, maior 

preservação na quantidade de fibras nervosas mielínicas nas regiões de funículos, quando 

comparado ao TMT. E esta maior preservação tecidual pode responder pela condução 

adequada e maior recrutamento muscular no PAMC (refletido na amplitude da curva), 

sugerindo portanto que os benefícios do exercício possam estar relacionado à maior 

preservação estrutural e optimização da condução e propagação do potencial de ação e 

recrutamento muscular, conforme dissertado por Marques e colaboradores (2009). O 

treinamento de passos que fornece uma carga alternada dos membros e passos rítmicos e 

repetitivos pode estimular a atividade neural e melhorar os padrões ENMG e a amplitude 

(Ward et al., 2016), gerando congruência com os resultados do BMS e LWT.   

Marques et al., (2018) mostraram que o treinamento locomotor trouxe preservação de 

áreas de fibras musculares, assim como nossos dados. Cobianchi e colaboradores (2017) 

verificaram que a atividade física tem um impacto significativo na produção de neurotrofinas, 

pois alguns dias de exercício aumentam os níveis de BDNF e NT-3 nos músculos. Além disso, 

em seu trabalho, relataram que a expressão de GDNF (fator neurotrófico derivado das células 

da glia) no músculo esquelético parece ser produzida diretamente pelo estiramento, enquanto 

a despolarização da membrana pela acetilcolina (ACh) diminui seu conteúdo. A expressão de 

GDNF aumenta nos músculos e na medula espinal após exercícios em esteira e induz alterações 
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morfológicas nas junções neuromusculares (JNM) que são dependentes de atividade, incluindo 

aumento da atividade metabólica muscular (Brazg et al., 2017). Portanto, o retorno funcional 

pode ser correlacionado à preservação de massa muscular, como percebida nos nossos dados, 

tanto do músculo sóleo quanto gastrocnêmio, também verificados anteriormente em trabalhos 

do nosso grupo (Santos et al., 2024).  

Além disso, foi possível avaliar mais intimamente a interação treinamento com 

recuperação neuromuscular a partir da análise das JNM. Segundo Li et al., (2020), as JNM são 

um tipo de sinapse periférica que transmite eficientemente informações dos nervos motores 

para as fibras musculares e auxiliam na estimulação neuronal para induzir contrações 

musculares.  

Sendo assim, conforme há preservação neural, menor a atrofia muscular e, 

consequentemente, maior preservação de junções (Jones et al., 2016; Cobianchi et al., 2017; 

Marques et al., 2018). Nossos resultados demonstraram que o número de junções musculares, 

tanto no sóleo quanto no gastrocnêmio, foi maior no grupo TMT, demonstrando a capacidade 

de preservação de fibras musculares atreladas ao número de junções diante do protocolo de 

exercício empregado. Esse dado também corrobora o dado da ENMG, onde a neurotransmissão 

são direcionadas para a junção neuromuscular, resultando finalmente em contração do músculo 

esquelético e resposta efetiva (Jung et al., 2016;  Cobianchi et al., 2017; Santos et al., 2024).  

 

5.2 Exercício, neuroinflamação e lesão medular 

 

5.2.1 Neuroinflamação avaliada pelas citocinas inflamatórias 

 

Nossos dados demonstraram um aumento dos níveis de citocinas anti inflamatórias no 

grupo TMT com o exercício e um menor nível de citocinas pró-inflamatórias. Estes resultados 

sinalizam a importância neuroprotetora do exercício com capacidade de previnir e modular 

condições inflamatórias (Di Penta et al., 2004). Embora existam vários efeitos positivos da 

inflamação após a LME, a contínua e persistente infiltração de células imunológicas é o 

principal contribuinte para a degeneração neural (Garcia et al., 2016), diversos estudos 

descrevem menor incidência de inflamação sistêmica de baixo grau, bem como 

neurodegeneração e declínio cognitivo em indivíduos que praticam atividades físicas 

regularmente (Colbert et al., 2004; Yong et al., 2019). 

A neuroinflamação é mediada comumente pela microglia no SNC. Ela é reconhecida 

por terem uma enorme gama de funções e podem existir como membros de um de dois 
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subtipos: como células com funções pró-inflamatórias e potencialmente tóxicas (M1) ou como 

células com funções anti-inflamatórias/reguladoras e funções reparativas (M2) (Mishra et al., 

2016; Chen et al., 2023), com a liberação de fatores neurotróficos e de crescimento, por 

exemplo. O exercício, portanto, poderia modular suas atividades e favorecer o fenótipo anti 

inflamatório (Massoto et al., 2020).  

Segundo Petersen et al (2004), o exercício agudo pode promover ou reduzir a 

inflamação, impactando a cascata inflamatória e aumentando com intensidade a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias, como por exemplo, reduzindo níveis de 

interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), interleucina 1β (IL-1β), proteína C reativa (PCR) e 

níveis plasmáticos do fator de necrose tumoral α (TNFα), ligando o exercício crônico aos 

efeitos antiinflamatórios. A deficiência de IL-1β suprime o desenvolvimento da lesão, 

promove a plasticidade axonal e melhora os resultados neurológicos (Boato et al., 2013).   

Os efeitos duradouros do exercício crônico podem ser atribuídos à regulação da 

inflamação provocada por episódios agudos de exercício, que é parcialmente influenciada pela 

IL-6. IL-6 é uma citocina capaz de exercer efeitos pró e anti inflamatórios no tecido periférico 

por meio de células T, macrófagos, fibroblastos, células endoteliais e osteoblastos. Esta 

citocina tem um papel claro no controle metabólico das células musculares e é liberada em 

resposta à contração muscular excêntrica (Febbraio et al., 2002).  

Durante a atividade física moderada, como modulada no nosso experimento de acordo 

com a fase clínica pós-lesão (aguda, subaguda e crônica), é possível liberar IL-6 nos músculos. 

Portanto, determinados níveis moderados de IL-6 podem direcionar esta atividade. 

Concentrações adequadas, não exacerbadas de IL-6, estimulam a circulação das citocinas 

antiinflamatórias IL-1α e IL-10 e também podem inibir a produção da citocina pró-inflamatória 

TNFα (Steensberg et al., 2003; Cobianchi et al., 2017). Além disso, IL-1β e IL-6 induzem 

iNOS em astrócitos, micróglia, macrófagos e neurônios. A iNOS está altamente envolvida em 

processos inflamatórios, pois produz quantidades excessivas de moléculas de óxido nítrico 

(ON). O ON  foi implicado na desmielinização e apoptose de células neuronais dependente de 

microglia (Anwar et al., 2016). 

Segundo Hellenbrand et al., (2021), estas três citocinas inflamatórias, TNF, IL-1 e IL-

6, que inclusive avaliamos no nosso estudo, foram estudadas extensivamente e são reguladas 

positivamente poucas horas após a lesão inicial. Esta produção de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias resulta em extensa infiltração de células imunes que continuam a produção de 

mediadores inflamatórios adicionais. Embora o grau de neuroinflamação dependa da extensão 
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do estímulo ou insulto primário, o insulto primário geralmente resulta em uma reação 

persistente do processo inflamatório após lesão do SNC, levando à morte celular adicional 

gradativa e a longo prazo.  

Em contrapartida, o exercício influencia no controle de citocinas antiinflamatórias, 

evitando a inflamação prolongada. Kwiecien et al., (2020) dissertou que em experimentos 

anteriores foi observado aumento geral de citocinas antiinflamatórias (IL-10 e IL-13), TGF-β1 

e fractalcina (CX3CL1) pós-LM, sugerindo que um processo anti inflamatório se desenvolve 

ao longo do tempo ao longo da astrogliose progressiva, a resposta reativa no SNC, em modelo 

de lesão medular traumática torácica. Astrócitos reativos estão associados à promoção da 

sobrevivência neuronal e à regulação da diferenciação de células-tronco neurais, no contexto 

da lesão medular, indicando uma associação com ações que restauram e preservam a 

homeostase após LME, além de refletir em menor formação da cicatriz glial (Clifford et al., 

2023), possibilitando maior plasticidade neural.   

A IL-10 pode ser sintetizada por Th2, monócitos/macrófagos, astrócitos e microglia. 

Esta citocina suprime a resposta inflamatória de monócitos/macrófagos e a produção de 

múltiplas citocinas, moléculas de adesão celular, espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

intermediários de nitrogênio. Além disso, a IL-10 afeta a inflamação ativando 

micróglias/macrófagos e astrócitos e reduzindo a produção de IL-1β e iNOS. Esta interleucina 

promove a sobrevivência neuronal e a recuperação funcional em modelos de LME em ratos e 

camundongos (Ren et al., 2018).  

Neste ambiente patológico, o treino físico específico poderá ser eficaz na redução ou 

prevenção da ativação da microglia, no perfil M1, e dos mecanismos inflamatórios e 

neuropáticos associados, bem como modulação de astrócitos. Os astrócitos ao redor da lesão 

tornam-se reativos e normalmente migram para o epicentro da lesão e auxiliam no processo de 

reparo tecidual (Okada et al., 2017). No entanto, eventualmente se tornam astrócitos 

formadores da cicatriz glial, após LME, que produz inibidores de crescimento axonal e impede 

a regeneração axonal. Esta mudança fenotípica tem sido considerada unidirecional e 

irreversível, podendo-se perceber que a cicatriz glial é uma das principais causas da capacidade 

regenerativa limitada do SNC (Okada et al., 2017). Nossos dados demonstraram que a 

modulação da cicatriz glial pelo exercício promove a neuroproteção e, portanto, favorece o 

remodelamento tecidual.  

Conforme demonstrado por alguns estudos recentes (Cobianchi et al., 2016; Liu et al., 

2020; Clifford et al., 2023), a atividade física que causa neuroproteção após dano neural parece 
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ter um impacto significativo na inibição da reação pró-inflamatória microglial. Ao serem 

detectadas, as células microgliais proliferam e formam aglomerados espessos, com forma 

amebóide, e começam a fagocitar detritos celulares e materiais estranhos. Cascatas de 

sinalização complexas controlam a atividade microglial após lesões nervosas (Cobianchi et al., 

2016; Li et al., 2022).  

 

 

5.2.2 Neuroinflamação e alterações sistêmicas 

 

A LM representa uma causa significativa de incapacidade e, dependendo da gravidade 

e do nível anatômico da lesão na medula espinal, os pacientes podem apresentar déficits 

neurológicos, incluindo a perda de funcionalidade do intestino e bexiga, bem como maior 

tendência à infecções do trato urinário (Eckert et al., 2017; Ludwig et al., 2017).  

A função da bexiga depende do sistema nervoso central e periférico para a coordenação 

das fases de armazenamento e micção. A fisiopatologia da disfunção vesical pode ser descrita 

como uma alteração no reflexo da micção. Postula-se que se desenvolve um novo circuito 

reflexo espinal que é mediado pelas fibras C como resposta à reorganização das conexões 

sinápticas na medula. Isso é responsável pelo desenvolvimento da hiperatividade neurogênica 

do detrusor. Vários hormônios neurotróficos afetam as alterações morfológicas e fisiológicas 

dos neurônios aferentes da bexiga, levando à disfunção neuropática da bexiga (Hamid et al., 

2018).  

No nosso estudo, realizamos uma avaliação morfológica e tecidual da parede da bexiga 

de cada grupo. O grupo TMT demonstrou um perfil de parede semelhante ao grupo SHAM, 

demonstrando que o exercício pode ter influenciado na regulação da atividade imunológica 

local, com menor infiltrado inflamatório, e nos eventos de remodelamento muscular, 

efetivando o retorno funcional da bexiga.  

Após a LME, a disúria a longo prazo e a retenção de urina levam à hipertrofia da parede 

da bexiga com uma alta proporção de colágeno para músculo (Ren et al., 2023). Sendo assim, 

a espessura da bexiga está relacionada com a recuperação da função da bexiga, e que o 

mecanismo pode causar alterações na atividade eferente alterada da fibra C na expressão de 

alguns receptores de proteínas (Wada et al., 2022).  

Há ainda uma correlação importante, descrita na literatura, que entra em congruência 

com os nossos resultados. Otzel e colaboradores (2021), abordaram que a atrofia do músculo 

esquelético, que é uma marca registrada da lesão grave da medula espinal, é precipitada pelo 
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insulto neural e pela paralisia, e fatores, incluindo inflamação sistêmica, podem levar a perda 

de massa muscular. Sendo assim, infecções como, a do trato urinário, poderia intensificar os 

déficits oriundos da lesão medular, sendo necessário um foco importante em terapias que 

impactam na modulação da atividade vesical.  

Este dado é importante inclusive no reflexo clínico em humanos, uma vez que o não 

retorno funcional, devido à atividade inflamatória e modulação tecidual, pode levar o paciente 

ao uso crônico de cateterismo vesical, sendo este um fator de risco importante para infecções 

do trato urinário, gerando internações de repetição e impactando da qualidade de vida dos 

pacientes (Ward et al., 2016; Kinner et al., 2019). Sendo assim, o exercício não somente está 

relacionado e demonstra alta importância com o retorno locomotor e sensitivo, como também 

das funções autônomas.  

 

5.3 Exercício na regeneração nervosa, plasticidade e sobrevida celular 

 

Nossos resultados funcionais combinados aos achados morfológicos nos levam a crer 

na importância da modulação do exercício na regeneração nervosa, plasticidade e sobrevida 

celular. O grupo TMT obteve bons resultados funcionais de modo a relacionar que o estímulo 

sensorial e propioceptivo gerado por esse treino pode ter desencadeado uma reorganização e 

plasticidade envolvendo os circuitos neuronais de comando cortical, assim como foi observado 

no estudo de van den Brand e colaboradores de 2012.  

Este trabalho mostra a capacidade de remodelação de projeções de tratos corticais e a 

promoção de extensiva plasticidade e recuperação locomotora, contribuindo 

significativamente para o controle do movimento voluntário, a partir do uso de um protocolo 

de reabilitação. Além disso, o exercício pós-lesão regula positivamente a produção de fatores 

neurotróficos e diminui as proteínas caspases na medula espinal (Cobianchi et al., 2017), 

sugerindo um efeito positivo na sobrevivência e regeneração dos neurônios, em consonância 

com uma melhor modulação do microambiente inflamatório. Essa melhor organização pós-

lesão e diminuição do espalhamento da área lesional foi possível de ser averiguada e 

confirmada pelos dados da microtomografia, onde o grupo TMT demonstrou melhor 

organização de substância cinzenta e menor extensão da área da lesão.  

As análises morfológicas da quantidade do número de fibras mostraram resultados 

interessantes no grupo TMT. A análise da razão G evidenciou maior número de fibras nos 

intervalos de 0,6-0,7 e de 0,7- 0,8 e áreas de axônio maiores em relação ao grupo SCI. Esses 

resultados corroboram dados da literatura que mostram os benefícios da atividade física ao 
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promover sobrevivência neuronal e resistência do SNC a lesões com diminuição da formação 

de radicais livres (Carro et al., 2001; Tang et al., 2022). A introdução de um protocolo com 

treinamento em esteira, na fase aguda da lesão, com modulação da intensidade e volume do 

exercício de acordo com a fase clínica, melhorou a regeneração e o padrão de mielinização e 

funcionalidade das fibras nervosas (Massoto et al., 2020).  

Além disso, a terapia escolhida promoveu um controle motor mais refinado com 

provável reorganização de tratos motores, conforme visualizada na microscopia de varredura, 

bem como a diminuição do espalhamento da lesão, rostral e caudal, segundo visualizado na 

microtomografia. Esse acho provavelmente é devido a influência do exercício em regular o 

microambiente inflamatório, via modulação de citocinas, como visto no tópico anterior 

(Cobianchi et al., 2017; Duan et al., 2021). 

Sendo assim, esta estratégia é promissora em auxiliar no processo regenerativo de 

lesões nervosas centrais, podendo ser um foco terapêutico pertinente e  trazer benefícios para 

pacientes com lesões medulares.  
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6. Conclusões  

 

● Para a aceleração da recuperação funcional e melhor regeneração/preservação tecidual, 

é necessário que seja adequada a intensidade do exercício de acordo com a janela 

temporal após a lesão, tendo um efeito positivo quando iniciado na fase aguda (7 dias 

após a lesão). Essa perspectiva pode ser visualizada com o retorno funcional motor e 

sensitivo.   

● Os testes funcionais, na ENMG, na avaliação de preservação muscular, demonstrando-

se eficiente para antecipar a recuperação motora dos animais e promover um maior 

controle motor. 

● A terapia utilizada possui um importante efeito imunomodulatório, diante da análise do 

comportamento inflamatório, vide ELISA, microtomografia e microscopia de 

varredura. Isso demonstra o efeito neuroprotetor e antiinflamatório na terapia utilizada.  

● A estratégia testada foi capaz de aumentar a quantidade o número de fibras mielínicas 

e da razão G, otimizando a regeneração nervosa e a plasticidade. 

 

 

 

  



81 

 

 

 

Referências 

ÆSØY, Mathias S. et al. Epidemiology of persistent Iatrogenic Spinal cord injuries in Western 

Norway. Brain And Behavior, V. 6, N. 10, P. E00522, 2016. 

ALKA K, MOHAMMAD G, KOWLURU RA. Regulation of serine palmitoyl-transferase and 

Rac1-Nox2 signaling in diabetic retinopathy. Sci Rep. 2022 Oct 6;12(1):16740. doi: 

10.1038/s41598-022-20243-2. PMID: 36202842; PMCID: PMC9537524. 

AHUJA, Akash et al. Functional role of ginseng-derived compounds in cancer. Journal Of 

Ginseng Research, V. 42, N. 3, P. 248-254, 2018. 

ANJUM A, YAZID MD, FAUZI Daud M, et al. Spinal Cord Injury: Pathophysiology, 

Multimolecular Interactions, and Underlying Recovery Mechanisms. Int J Mol Sci. 

2020 Oct 13;21(20):7533. doi: 10.3390/ijms21207533. PMID: 33066029; PMCID: 

PMC7589539. 

ANWAR MA, AL SHEHABI TS, EID AH Inflamogênese da lesão medular secundária. 

Frente. Célula. Neurosci. 2016; 10:98 . DOI: 10.3389/FNCEL.2016.00098 

BASSO, D. Michele et al. Basso mouse scale for locomotion detects differences in recovery 

after spinal cord injury in five common mouse strains. Cell Reports, V. 43, N. 2, 2006. 

BEAUMONT, Eric et al. Passive exercise and fetal spinal cord transplant both help to restore 

motoneuronal properties after spinal cord transection in rats. Muscle & nerve: official journal 

of the american association of electrodiagnostic medicine, V. 29, N. 2, P. 234-242, 2004. 

BOATO F., ROSENBERGER K., NELISSEN S., GEBOES L., PETERS EM, NITSCH R., 

HENDRIX S. A ausência de il-1β afeta positivamente o resultado neurológico, o 

desenvolvimento de lesões e a plasticidade axonal após lesão medular. J. 

Neuroinflamação.2013; 10 :792. DOI: 10.1186/1742-2094-10-6.  

BRAZG G, Fahey M, Holleran CL, Connolly M, Woodward J, Hennessy PW, Schmit BD, 

Hornby TG. Effects of Training Intensity on Locomotor Performance in Individuals With 

Chronic Spinal Cord Injury: A Randomized Crossover Study. Neurorehabil Neural Repair. 

2017 Oct-Nov;31(10-11):944-954. doi: 10.1177/1545968317731538. Epub 2017 Oct 30. 

PMID: 29081250; PMCID: PMC5729047. 

BUEHNER, J.J., Forrest, G.F., Schmidt-Read, M., White, S., Tansey, K., Basso, M. (2012) 

Relationship Between ASIA Examination and Functional Outcomes in the NeuroRecovery 

Network Locomotor Training Program. Arch Phys Med Rehabil. 2012; 93:1530-40.  

 

Carro E, Trejo JL, Busiguina S, Torres-Aleman I. Circulating insulin-like growth factor I 

mediates the protective effects of physical exercise against brain insults of different etiology 

and anatomy. J Neurosci. 2001 Aug 1;21(15):5678-84. doi: 10.1523/JNEUROSCI.21-15-

05678.2001. PMID: 11466439; PMCID: PMC6762673. 



82 

 

 

 

CHEN GL, SUN K, LIU XZ, TONG KL, CHEN ZJ, YU L, CHEN NN, LIU SY. Inhibiting 

tau protein improves the recovery of spinal cord injury in rats by alleviating neuroinflammation 

and oxidative stress. Neural Regen Res. 2023 AUG;18(8):1834-1840. DOI: 10.4103/1673-

5374.363183. PMID: 36751813; PMCID: PMC10154485. 

CHOI JW, Jo SW, Kim DE, Paik IY, Balakrishnan R. Aerobic exercise attenuates LPS-induced 

cognitive dysfunction by reducing oxidative stress, glial activation, and neuroinflammation. 

Redox Biol. 2024 May;71:103101. doi: 10.1016/j.redox.2024.103101. Epub 2024 Feb 22. 

PMID: 38408409; PMCID: PMC10904279. 

CHOMIAK, TAYLOR; HU, BIN. What is the optimal value of the g-ratio for myelinated fibers 

in the rat cns? A theoretical approach. Plos One, V. 4, N. 11, P. E7754, 2009. 

CLAXTON, ANDREW R. et al. Predictors of hospital mortality and mechanical ventilation in 

patients with cervical spinal cord injury. Canadian Journal Of Anaesthesia, V. 45, P. 144-

149, 1998. 

CLIFFORD T, FINKEL Z, RODRIGUEZ B, JOSEPH A, CAI L. CURRENT advancements 

in spinal cord injury research-glial scar formation and neural regeneration. Cells. 2023 MAR 

9;12(6):853. DOI: 10.3390/CELLS12060853. PMID: 36980193; PMCID: PMC10046908. 

COBIANCHI S, Arbat-Plana A, Lopez-Alvarez VM, Navarro X. Neuroprotective Effects of 

Exercise Treatments After Injury: The Dual Role of Neurotrophic Factors. Curr 

Neuropharmacol. 2017;15(4):495-518. doi: 10.2174/1570159X14666160330105132. PMID: 

27026050; PMCID: PMC5543672. 

COLBERT LH, VISSER M., SIMONSICK EM, TRACY RP, NEWMAN AB, 

KRITCHEVSKY SB, PAHOR M., TAAFFE DR, BRACH J., RUBIN S., HARRIS TB. 

Atividade física, exercício e marcadores inflamatórios em idosos: resultados do estudo de 

saúde, envelhecimento e composição corporal. Geléia. Geriatra. Soc. 2004; 52 (7):1098–

1104. 

COLLAZOS-CASTRO, Jorge E.; LÓPEZ-DOLADO, Elisa; NIETO-SAMPEDRO, Manuel. 

Locomotor deficits and adaptive mechanisms after thoracic spinal cord contusion in the adult 

rat. Journal of Neurotrauma, V. 23, N. 1, P. 1-17, 2006. 

COURTINE, Gregoire et al. Recovery of supraspinal control of stepping via indirect 

propriospinal relay connections after spinal cord injury. Nature Medicine, V. 14, N. 1, P. 69-

74, 2008. 

DE ALMEIDA, Fernanda Martins et al. Molecular approaches for spinal cord injury treatment. 

Neural Regeneration Research, V. 18, N. 1, P. 23-30, 2023. 

DENG J, Meng F, Gao J, Zhang K, Liu Z, Li M, Liu X, Li J, Wang Y, Zhang L, Tang P. Early-

phase rotator training impairs tissue repair and functional recovery after spinal cord injury. 

Heliyon. 2023 Jul 12;9(7):e18158. doi: 10.1016/j.heliyon.2023.e18158. PMID: 37519672; 



83 

 

 

 

PMCID: PMC10372239. 

DIPENTA JM, JOHNSON JG, MURPHY RJ. Células Assassinas Naturais E Treinamento 

Físico Em Idosos: Uma Revisão. Pode. J. Appl. Fisiol. 2004; 29 (4):419–443. 

DISABATO DJ, QUAN N, GODBOUT JP. Neuroinflammation: the devil is in the details. J 

Neurochem. 2016;139(Suppl 2):136–153. 

DUAN R, QU M, YUAN Y, LIN M, LIU T, HUANG W, GAO J, ZHANG M, YU X. Clinical 

Benefit of Rehabilitation Training in Spinal Cord Injury: A Systematic Review and Meta-

Analysis. Spine (Phila Pa 1976). 2021 Mar 15;46(6):E398-E410. doi: 

10.1097/BRS.0000000000003789. PMID: 33620185. 

DUMONT, RANDALL J. et al. Acute spinal cord injury, part i: pathophysiologic mechanisms. 

Clinical Neuropharmacology, V. 24, N. 5, P. 254-264, 2001. 

DUPONT Versteegden, Esther E. Et Al. Exercise‐Induced Gene Expression In Soleus Muscle 

Is Dependent On Time After Spinal Cord Injury In Rats. Muscle & Nerve: Official Journal 

Of The American Association Of Electrodiagnostic Medicine, V. 29, N. 1, P. 73-81, 2004. 

 

DURÇO DFPA, Pestana FM, Oliveira JT, Ramalho BDS, Souza LM, Cardoso FS, da Silva 

ICT, Marques SA, Domingues RC, Pereira CC, Borges CP, de Almeida FM, Baptista LS, 

Martinez AMB. Grafts of human adipose-derived stem cells into a biodegradable poly (acid 

lactic) conduit enhances sciatic nerve regeneration. Brain Res. 2020 Nov 15;1747:147026. doi: 

10.1016/j.brainres.2020.147026. Epub 2020 Aug 1. PMID: 32750328. 

ECKERT MJ, Martin MJ. Trauma: Spinal Cord Injury. Surg Clin North Am. 2017 

Oct;97(5):1031-1045. doi: 10.1016/j.suc.2017.06.008. PMID: 28958356. 

EDGERTON, V. REGGIE et al. Rehabilitative therapies after spinal cord injury. Journal Of 

Neurotrauma, V. 23, N. 3-4, P. 560-570, 2006. 

ELI I, LERNER DP, GHOGAWALA Z. Acute Traumatic Spinal Cord Injury. Neurol Clin. 

2021 May;39(2):471-488. doi: 10.1016/j.ncl.2021.02.004. Epub 2021 Mar 31. PMID: 

33896529. 

ENDO, Teruaki et al. Early exercise in spinal cord injured rats induces allodynia through trkb 

signaling. Biochemical And Biophysical Research Communications, V. 381, N. 3, P. 339-

344, 2009. 

FEBBRAIO MA, PEDERSEN BK. Interleucina-6 derivada do músculo: mecanismos de 

ativação e possíveis papéis biológicos. Faseb J. 2002; 16 (11):1335–1347. 



84 

 

 

 

FEHLINGS, Michael G.; VAWDA, Reaz. Cellular treatments for spinal cord injury: the time 

is right for clinical trials. Neurotherapeutics, V. 8, N. 4, P. 704-720, 2011. 

GARCIA E, AGUILAR-CEVALLOS J, SILVA-GARCIA R, IBARRA A. Ativação De 

Citocinas E Fatores De Crescimento In Vivo E In Vitro Após Lesão Medular. Mediat Inflamm. 

2016; 2016 :9476020. 

GAUDET, Andrew D. et al. Spinal cord injury in rats disrupts the circadian system. Eneuro, 

V. 5, N. 6, 2018. 

GAZULA, Valeswara‐Rao et al. Effects of limb exercise after spinal cord injury on motor 

neuron dendrite structure. Journal of Comparative Neurology, V. 476, N. 2, P. 130-145, 2004. 

GENSEL, John C. et al. Toll-like receptors and dectin-1, a c-type lectin receptor, trigger 

divergent functions in cns macrophages. Journal of Neuroscience, V. 35, N. 27, P. 9966-9976, 

2015. 

GÓMARA-TOLDRÀ, Natàlia; SLIWINSKI, Martha; DIJKERS, Marcel P. Physical therapy 

after spinal cord injury: a systematic review of treatments focused on participation. The journal 

of spinal cord medicine, V. 37, N. 4, P. 371-379, 2014. 

GÓMEZ-PINILLA, Fernando et al. Voluntary exercise induces a bdnf-mediated mechanism 

that promotes neuroplasticity. Journal of Neurophysiology, V. 88, N. 5, P. 2187-2195, 2002. 

HAGG, Theo; OUDEGA, Martin. Degenerative and spontaneous regenerative processes after 

spinal cord injury. Journal of Neurotrauma, V. 23, N. 3-4, P. 263-280, 2006. 

HAMID R, AVERBECK MA, CHIANG H, GARCIA A, AL MOUSA RT, OH SJ, PATEL 

A, PLATA M, DEL POPOLO G. Epidemiology and pathophysiology of neurogenic bladder 

after spinal cord injury. World J Urol. 2018 OCT;36(10):1517-1527. DOI: 10.1007/S00345-

018-2301-Z. EPUB 2018 MAY 11. PMID: 29752515. 

HARKEMA, Susan J. et al. Human lumbosacral spinal cord interprets loading during stepping. 

Journal of Neurophysiology, V. 77, N. 2, P. 797-811, 1997. 

HEJRATI, Nader, AND Michael G FEHLINGS. “commentary on "hemodynamic management 

of acute spinal cord injury".” Neurospine VOL. 18,1: 15-16, 2021. 

HELLENBRAND DJ, QUINN CM, PIPER ZJ, MOREHOUSE CN, FIXEL JA, HANNA AS. 

Inflammation after spinal cord injury: a review of the critical timeline of signaling cues and 

cellular infiltration. J Neuroinflammation. 2021 DEC 7;18(1):284. DOI: 10.1186/S12974-

021-02337-2. PMID: 34876174; PMCID: PMC8653609. 

HESSE, S. et al. Treadmill training with partial body weight support compared with 

physiotherapy in nonambulatory hemiparetic patients. Stroke, V. 26, N. 6, P. 976-981, 1995. 

HOULE, John D.; CÔTÉ, Marie‐Pascale. Axon regeneration and exercise‐dependent plasticity 



85 

 

 

 

after spinal cord injury. Annals of The New York Academy of Sciences, V. 1279, N. 1, P. 

154-163, 2013. 

HOULE, John D.; TESSLER, Alan. Repair of chronic spinal cord injury. Experimental 

Neurology, V. 182, N. 2, P. 247-260, 2003. 

HUTCHINSON, Karen J. et al. Three exercise paradigms differentially improve sensory 

recovery after spinal cord contusion in rats. Brain, V. 127, N. 6, P. 1403-1414, 2004. 

ILHA, Jocemar et al. Endurance and resistance exercise training programs elicit specific effects 

on sciatic nerve regeneration after experimental traumatic lesion in rats. Neurorehabilitation 

and Neural Repair, V. 22, N. 4, P. 355-366, 2008. 

ILHA, Jocemar et al. The beneficial effects of treadmill step training on activity-dependent 

synaptic and cellular plasticity markers after complete spinal cord injury. Neurochemical 

Research, V. 36, P. 1046-1055, 2011. 

JAMES SL, THEADOM A, ELLENBOGEN RG, BANNICK MS, MONTJOY-VENNING W, 

LUCCHESI LR, et al. Carga global, regional e nacional de lesão cerebral traumática e lesão 

medular, 1990–2016: uma análise sistemática para o Global Burden of Disease Study 2016. 

Lancet Neurol. 2019; 18 :56–87. doi: 10.1016/S1474-4422(18)30415-0. 

JIANG B, et al. Prevalence, incidence, and external causes of traumatic spinal cord injury in 

China: a nationally representative cross-sectional survey. Front. Neurol. 2021;12:784647. doi: 

10.3389/fneur.2021.784647.  

JONES, ROSS A. et al. Nmj-morph reveals principal components of synaptic morphology 

influencing structure–function relationships at the neuromuscular junction. Open Biology, V. 

6, N. 12, P. 160240, 2016. 

JUNG, Sun-Young; SEO, Tae-Beom; KIM, Dae-Young. Treadmill exercise facilitates recovery 

of locomotor function through axonal regeneration following spinal cord injury in rats. Journal 

of Exercise Rehabilitation, V. 12, N. 4, P. 284, 2016. 

JUNG, Sun-Young; SEO, Tae-Beom; KIM, Dae-Young. Treadmill exercise facilitates recovery 

of locomotor function through axonal regeneration following spinal cord injury in rats. Journal 

Of Exercise Rehabilitation, V. 12, N. 4, P. 284, 2016. 

KAMADA, Nobuhiko et al. Abnormally differentiated subsets of intestinal macrophage play a 

key role in th1-dominant chronic colitis through excess production of il-12 and il-23 in response 

to bacteria. The Journal of Immunology, V. 175, N. 10, P. 6900-6908, 2005. 

KEMI, Ole Johan et al. Intensity-controlled treadmill running in mice: cardiac and skeletal 

muscle hypertrophy. Journal of applied physiology, v. 93, n. 4, p. 1301-1309, 2002. 

KINNEAR N, BARNETT D, O'CALLAGHAN M, HORSELL K, GANI J, HENNESSEY D. 



86 

 

 

 

The impact of catheter-based bladder drainage method on urinary tract infection risk in spinal 

cord injury and neurogenic bladder: a systematic review. Neurourol Urodyn. 2020 

FEB;39(2):854-862. DOI: 10.1002/NAU.24253. EPUB 2019 DEC 17. PMID: 31845396. 

Kobravi HR, Moghimi A, Khodadadi Z. Effect of Treadmill Training Protocols on Locomotion 

Recovery in Spinalized Rats. J Med Signals Sens. 2017 Jan-Mar;7(1):53-57. PMID: 28487834; 

PMCID: PMC5394807. 

KONDRATSKAYA, Elena et al. Locomotor central pattern generator excitability states and 

serotonin sensitivity after spontaneous recovery from a neonatal lumbar spinal cord injury. 

BRAIN RESEARCH, V. 1708, P. 10-19, 2019. 

KWIECIEN, Jacek M. et al. Prolonged inflammation leads to ongoing damage after spinal cord 

injury. PloS one, v. 15, n. 3, p. e0226584, 2020. 

LEE, B. B. et al. The global map for traumatic spinal cord injury epidemiology: update 2011, 

global incidence rate. Spinal Cord, V. 52, N. 2, P. 110-116, 2014. 

LI, Leyang et al. Remnant neuromuscular junctions in denervated muscles contribute to 

functional recovery in delayed peripheral nerve repair. Neural Regeneration Research, V. 15, 

N. 4, P. 731-738, 2020. 

LI, Yun et al. Delayed microglial depletion after spinal cord injury reduces chronic 

inflammation and neurodegeneration in the brain and improves neurological recovery in male 

mice. Theranostics, V. 10, N. 25, P. 11376, 2020. 

LI, Yun et al. Impairment of autophagy after spinal cord injury potentiates neuroinflammation 

and motor function deficit in mice. Theranostics, V. 12, N. 12, P. 5364, 2022. 

LIAO, Chien-Fu et al. Effects of swimming exercise on nerve regeneration in a rat sciatic nerve 

transection model. Biomedicine, V. 7, N. 1, 2017. 

LIU Z, YAO X, JIANG W, LI W, ZHU S, LIAO C, ZOU L, DING R, CHEN J. Advanced 

oxidation protein products induce microglia-mediated neuroinflammation via MAPKs-NF-

kappaB signaling pathway and pyroptosis after secondary spinal cord injury. J Neuroinflamm. 

2020;17:90. 

LUDWIG PE, PATIL AA, CHAMCZUK AJ, AGRAWAL DK. Terapia hormonal em lesão 

traumática da medula espinhal. Sou. J. Trad. Res. 2017; 9 :3881–3895.  

MACHADO, Angelo B. M.. Neuroanatomia funcional. 2 São Paulo: Atheneu Editora, 2007, 

363 p. 

MARQUES, M. R. et al. Locomotor training promotes time-dependent functional recovery 

after experimental spinal cord contusion. Neuroscience, V. 392, P. 258-269, 2018. 

MARQUES, Suelen Adriani et al. A simple, inexpensive and easily reproducible model of 



87 

 

 

 

spinal cord injury in mice: morphological and functional assessment. Journal of Neuroscience 

Methods, V. 177, N. 1, P. 183-193, 2009. 

MARTINEZ, A.M.B.; ALLODI, S.; UZIEL, D. Neuroanatomia Essencial. 1ed. Rio de Janeiro: 

Guanabara Koogan, 2014. 

MARTINEZ, ANA; ALLODI, SILVANA; UZIEL, DANIELA. Neuroanatomia Essencial. 

Grupo Gen-Ltc, 2000. 

Martinez SA, Nguyen ND, Bailey E, Doyle-Green D, Hauser HA, Handrakis JP, Knezevic S, 

Marett C, Weinman J, Romero AF, Santiago TM, Yang AH, Yung L, Asselin PK, Weir JP, 

Kornfeld SD, Bauman WA, Spungen AM, Harel NY. Multimodal cortical and subcortical 

exercise compared with treadmill training for spinal cord injury. PLoS One. 2018 Aug 

9;13(8):e0202130. doi: 10.1371/journal.pone.0202130. PMID: 30092092; PMCID: 

PMC6084979. 

MASSOTO, Tamires Braga et al. Mesenchymal stem cells and treadmill training enhance 

function and promote tissue preservation after spinal cord injury. Brain Research, V. 1726, P. 

146494, 2020. 

MERRITT CH, TAYLOR MA, YELTON CJ, RAY SK. Impacto econômico das lesões 

traumáticas da medula espinhal nos Estados Unidos. Neuroimunologia Neuroinflamm. 2019. 

METZ, Gerlinde A.; WHISHAW, Ian Q. The ladder rung walking task: a scoring system and 

its practical application. Jove (Journal of Visualized Experiments), N. 28, P. E1204, 2009. 

MIETTO, Bruno Siqueira et al. Neurotrauma and inflammation: cns and pns responses. 

Mediators of Inflammation, V. 2015, 2015. 

MISHRA MK, YONG VW. Células mieloides – alvos de medicamentos na esclerose múltipla. 

NAT. REV.V. 12 :539–551, 2016. 

MU, Lianwei et al. Treadmill exercise reduces neuroinflammation, glial cell activation and 

improves synaptic transmission in the prefrontal cortex in 3× Tg-AD mice. International 

Journal of Molecular Sciences, v. 23, n. 20, p. 12655, 2022. 

NORENBERG, Michael D.; SMITH, Jon; MARCILLO, Alex. The pathology of human spinal 

cord injury: defining the problems. Journal of Neurotrauma, V. 21, N. 4, P. 429-440, 2004. 

O’CONNOR, Mark J. Targeting the dna damage response in cancer. Molecular Cell, V. 60, N. 

4, P. 547-560, 2015. 

OKADA, Seiji et al. Astrocyte reactivity and astrogliosis after spinal cord injury. 

Neuroscience research, v. 126, p. 39-43, 2018. 

PETERSEN AM, PEDERSEN BK o efeito antiinflamatório do exercício. J. Appl. Fisiol. V. 

98 (4):1154–1162. 2005. 



88 

 

 

 

POMASTOWSKI, P.; BUSZEWSKI, B. Two-dimensional gel electrophoresis in the light of 

new developments. Trac Trends in Analytical Chemistry, V. 53, P. 167-177, 2014. 

DOS SANTOS RAMALHO, Bruna et al. Injection of bone marrow mesenchymal stem cells by 

intravenous or intraperitoneal routes is a viable alternative to spinal cord injury treatment in 

mice. Neural regeneration research, v. 13, n. 6, p. 1046-1053, 2018. 

REIER, Paul J. et al. Spinal cord: repair and rehabilitation. ELS, 2009. 

REN, JIE et al. Schwann cell-derived exosomes containing mfg-e8 modify 

macrophage/microglial polarization for attenuating inflammation via the socs3/stat3 pathway 

after spinal cord injury. Cell Death & Disease, V. 14, N. 1, P. 70, 2023. 

RONSYN, Mark W. et al. Can cell therapy heal a spinal cord injury?. Spinal Cord, V. 46, N. 

8, P. 532-539, 2008. 

ROUANET, Carolina et al. Traumatic spinal cord injury: current concepts and treatment 

update. Arquivos de Neuro-Psiquiatria, V. 75, P. 387-393, 2017. 

SANTOS, ACR; LAURINDO, RP; PESTANA, FM; HERINGER, LS; CANEDO, NHS; 

MARTINEZ, AMB; MARQUES, SA.  Exercise Volume Can Modulate The Regenerative 

Response To Spinal Cord Injury In Mice. 2024. Neurotrauma Reports (aprovado para 

publicação).  

SARAH. Rede SARAH de hospitais de reabilitação associação das pioneiras sociais. 

Neurorreabilitação em lesão medular. Disponível 

em:https://www.sarah.br/especialidades/neurorreabilitacao-em-lesao-medular/ Acesso em 21 

Maio 2024.  

SAYYAH, Mansour et al. Activation of BDNF-and VEGF-mediated neuroprotection by 

treadmill exercise training in experimental stroke. Metabolic Brain Disease, v. 37, n. 6, p. 

1843-1853, 2022. 

SCHWAB, Jan M. et al. Experimental strategies to promote spinal cord regeneration—an 

integrative perspective. Progress In Neurobiology, V. 78, N. 2, P. 91-116, 2006. 

SEKHON, Lali HS; FEHLINGS, Michael G. Epidemiology, demographics, and 

pathophysiology of acute spinal cord injury. Spine, V. 26, N. 24S, P. S2-S12, 2001. 

SEZER, Nebahat; AKKUŞ, Selami; UĞURLU, Fatma Gülçin. Chronic Complications Of 

Spinal Cord Injury. World Journal Of Orthopedics, V. 6, N. 1, P. 24, 2015. 

SKINNER, R. D. et al. Effects of exercise and fetal spinal cord implants on the h-reflex in 

chronically spinalized adult rats. Brain Research, V. 729, N. 1, P. 127-131, 1996. 

CENTER, NSCIS. Spinal cord injury (SCI) 2016 facts and figures at a glance. J Spinal Cord 

Med, v. 39, n. 4, p. 493-4, 2016. 

https://www.sarah.br/especialidades/neurorreabilitacao-em-lesao-medular/


89 

 

 

 

STEENSBERG, Adam et al. IL-6 enhances plasma IL-1ra, IL-10, and cortisol in humans. 

American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism, v. 285, n. 2, p. E433-

E437, 2003. 

STERNER, Robert C.; STERNER, Rosalie M. Immune response following traumatic spinal 

cord injury: Pathophysiology and therapies. Frontiers in immunology, v. 13, p. 1084101, 

2023. 

SUTOR, Tommy W. et al. The effects of exercise and activity-based physical therapy on bone 

after spinal cord injury. International Journal of Molecular Sciences, v. 23, n. 2, p. 608, 2022. 

TAETZSCH, Thomas; VALDEZ, Gregorio. Nmj maintenance and repair in aging. Current 

Opinion in Physiology, V. 4, P. 57-64, 2018. 

TANG, Dan et al. Treadmill training improves respiratory function in rats after spinal cord 

injury by inhibiting the HMGB1/TLR-4/NF-κB signaling pathway. Neuroscience Letters, v. 

782, p. 136686, 2022. 

TATOR, Charles H.; FEHLINGS, Michael G. Review of the secondary injury theory of acute 

spinal cord trauma with emphasis on vascular mechanisms. Journal of neurosurgery, v. 75, n. 

1, p. 15-26, 1991. 

TAYLOR, Elizabeth C. et al. Acute traumatic spinal cord injury. Advanced Emergency 

Nursing Journal, v. 44, n. 4, p. 272-280, 2022. 

TENA B, ESCOBAR B, ARGUIS MJ, et al. Reproducibility of Electronic Von Frey and Von 

Frey monofilaments testing. Clin J Pain. 2012 May;28(4):318-23. doi: 

10.1097/AJP.0b013e31822f0092. PMID: 22001670. 

THURET, Sandrine; MOON, Lawrence DF; GAGE, Fred H. Therapeutic interventions after 

spinal cord injury. Nature Reviews Neuroscience, V. 7, N. 8, P. 628-643, 2006. 

TRIMBLE, Mark H.; KUKULKA, Carl G.; BEHRMAN, Andrea L. The effect of treadmill gait 

training on low-frequency depression of the soleus h-reflex: comparison of a spinal cord injured 

man to normal subjects. Neuroscience Letters, V. 246, N. 3, P. 186-188, 1998. 

VAN DEN BRAND, Rubia et al. Restoring voluntary control of locomotion after paralyzing 

spinal cord injury. Science, V. 336, N. 6085, P. 1182-1185, 2012. 

WADA, Naoki et al. Current knowledge and novel frontiers in lower urinary tract dysfunction 

after spinal cord injury: Basic research perspectives. Urological science, v. 33, n. 3, p. 101-

113, 2022. 

WARD, P. J. et al. Training‐Induced Functional Gains following SCI. Neural Plasticity, v. 

2016, n. 1, p. 4307694, 2016. 

YIU, Glenn; HE, Zhigang. Glial inhibition of cns axon regeneration. Nature Reviews 



90 

 

 

 

Neuroscience, V. 7, N. 8, P. 617-627, 2006. 

YONG, Heather YF et al. The benefits of neuroinflammation for the repair of the injured central 

nervous system. Cellular & molecular immunology, v. 16, n. 6, p. 540-546, 2019. 

YUE, John K. et al. Vasopressor support in managing acute spinal cord injury: current 

knowledge. Journal of neurosurgical sciences, v. 63, n. 3, p. 308-317, 2017. 

ZHANG, Wei et al. Implantation of adult bone marrow-derived mesenchymal stem cells 

transfected with the neurotrophin-3 gene and pretreated with retinoic acid in completely 

transected spinal cord. Brain research, v. 1359, p. 256-271, 2010. 

ZIPSER, Carl M. et al. Cell-based and stem-cell-based treatments for spinal cord injury: 

evidence from clinical trials. The Lancet Neurology, v. 21, n. 7, p. 659-670, 2022. 

 

 

 

 

 

  



91 

 

 

 

Apêndice  

1 - Artigo de revisão publicado na Neural Regeneration Research

 



92 

 

 

 

 

 

 



93 

 

 

 

 

 

 



94 

 

 

 

 

 

 



95 

 

 

 

 

 

 

 



96 

 

 

 

 

 

 



97 

 

 

 

 

 

 

 



98 

 

 

 

 

 

 



99 

 

 

 

2 - Artigo publicado na Neurotrauma Reports 

 

 

 


