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“Conheca 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

As vezes ndo tem motivos para seguir
Entdo levanta e anda.

Mas eu sei que vai, que o0 sonho te traz
Coisas que te faz prosseguir

Entdo levanta e anda.

Somos maior, nos basta s6 sonhar, seguir.”
(Emicida)



Dedico aos meus pais,
meus exemplos, minha fortaleza,

minha luz, minha vida.
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RESUMO

Introducéo: a incidéncia de lesdo medular traumatica é bastante elevada e estima-se que 2.5
milhGes de pessoas vivam com este tipo de lesdo em todo o mundo. Ela promove condi¢bes
limitantes sensdrio-motoras, que prejudicam a qualidade de vida do paciente. A reabilitacdo
fisica € uma das realidades terapéuticas bem estabelecidas na clinica, com o objetivo de
melhorar a fungdo e minimizar problemas sistémicos, a atrofia muscular e as contraturas
articulares, através da modulacdo do microambiente inflamatorio, tornando-se um importante
foco de investigagdo terapéutica. Objetivo: avaliar a influéncia de um protocolo de exercicio na
modulacdo do microambiente inflamatorio da lesao, neuroplasticidade e recuperagdo sensorio-
motora, apdés lesdo medular compressiva em camundongos. Metodologia: utilizamos
camundongos fémeas de 8-12 semanas de idade, C57BL/6, submetidos a lesdo medular por
compressdo extradural. O estudo foi desenvolvido com 3 grupos: SHAM (somente
laminectomia); SCI (lesado sem tratamento) e TMT (lesado, treinado até 28 dias pds leséo
(dpo), com 2 treinos de 10 minutos na esteira ergométrica, com intervalo de 10 minutos de
descanso entre eles, e apos este periodo, apenas treino de 10 minutos, por 56 dias). O
treinamento foi iniciado 7 dias ap0s a injuria. Foram realizadas avaliagdes funcionais semanais
e eletroneuromiografia no 56° dia. As avaliagdes morfoldgicas e bioquimicas foram realizadas
apos a eutandsia dos animais. Resultados: o grupo SHAM néo apresentou alteragdo, sendo
utilizado como padrdo de normalidade. Em relacdo as avaliagcdes funcionais, o grupo TMT
apresentou melhor desempenho locomotor no Basso Mouse Scale (BMS), a partir de 21 dias
apos a lesdo, quando comparado ao grupo SCI (p<0,01). E também apresentou melhor
desempenho que o grupo SCI (p<0,001) em relagdo ao retorno sensario tatil nas patas traseiras
56 dpo, no analgesimetro digital. Quanto a atividade neuromuscular, os grupos TMT e SHAM
apresentaram melhor desempenho na eletroneuromiografia em relagéo a amplitude do potencial
de acdo 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 nimero de
jungdes neuromusculares, quando comparado ao SCI (so6leo: p<0,05, gastrocnémio: p<0,01). A
espessura da parede da bexiga do grupo TMT foi similar ao grupo SHAM, e obtiveram uma
diferenca estatistica significativa comparado ao SCI (p<0,001), indicando menor inflamacéo
sistémica. O perfil inflamatdrio local analisado pela ELISA mostrou que o grupo TMT obteve
niveis aumentados de citocinas anti-inflamatorias e menor expressdo de citocinas pro-
inflamatorias quando comparado ao grupo SCI. Esses dados foram complementados pela maior
expressao de micréglia com perfil M2, menor hiperatividade de astrocitos e menor ativacédo de
apoptose no grupo TMT. A microtomografia no grupo SCI mostrou maior espalhamento da
lesdo, e a densidade evidente pode ser correlacionada com processo inflamatorio crénico e
presenca de fibrose local. A microscopia eletrénica de varredura, usada para verificar a
plasticidade neural e a sobrevivéncia celular, foi possivel ver uma integridade de tratos
preservados no grupo TMT. Conclus&o: o protocolo que ajusta o volume de exercicio de acordo
com a fase pds lesdo pode modular a qualidade da resposta regenerativa, e tem potencial para
melhorar a recuperagdo funcional, a plasticidade neuromuscular, a modulacdo do perfil
inflamatorio local e sistémico, a reducdo do espalhamento da lesdo e maior preservacdo
tecidual.

Palavras-chave: lesdo medular, treinamento em esteira ergométrica, neurodegeneracéo,
microambiente inflamatdrio.



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. Introdugéo
1.1 Lesdo medular traumética: aspectos epidemioldgicos e clinicos

A lesdo da medula espinal (SCI, do inglés Spinal Cord Injury) é uma condigédo
debilitante, de forma transitoria ou irreversivel, e que causa morbidade e mortalidade
significativa no Brasil e no mundo, com grande impacto fisico, psiquico e social. As principais
causas traumaéticas sdo acidente automobilistico, queda de altura, mergulhos e violéncia
(ferimentos por arma de fogo ou arma branca), afetando principalmente a populacdo masculina
(FESQDY et al., 2016; James et al., 2019, Rede SARAH 2021), o que a reflete como um
importante problema de salde publica.

A incidéncia de SCI traumatica é bastante elevada e estima-se que 2.5 milhdes de
pessoas vivam com lesdo medular em todo o mundo, sendo 270.000 casos de paciente na
Ameérica do Norte (Lee et al., 2014; Merritt et al., 2019). Dados dos Estados Unidos mostraram
que a incidéncia anual de LME é de aproximadamente 17.000 pessoas por ano, e as despesas
do primeiro ano de um paciente com tetraplegia elevada sdo superiores a 1 milhdo de délares
(Spinal Cord Injury, 2016; Taylor et al., 2022). A lesdo medular espinal (LME) afeta 1.3
milhdo de norte-americanos, com mais da metade ocorrendo apds trauma e, no Brasil, poucos
estudos avaliaram a epidemiologia da LM, porém estima-se que haja uma incidéncia de 16 a
26 por milhdo por ano, sendo as principais causas acidentes automobilisticos e ferimentos por
arma de fogo (FAF), adivindo de atos de violéncia (Rouanet et al., 2017), sendo a disfungéo
locomotora o sintoma mais reconhecivel da SCI e € acompanhada por outras consequéncias
médicas que se desenvolvem nesta populacdo (Sezer et al., 2015).

As manifestacdes clinicas dependerdo do nivel e grau da lesdo, que podem ser
classificadas como completas ou ndo completas. Nas lesdes completas, de forma aguda ou
crbnica, existe perda sensitiva e paralisia motora total abaixo do nivel da lesdo, tendo em vista
a interrupcdo completa dos tratos nervosos. Em uma lesdo incompleta, tem-se a preservacao
de grupos musculares e areas sensitivas que ndo foram afetadas, que podem ser alvos do
processo de reabilitacdo para melhora da qualidade de vida do paciente.

Estas lesdes provocam déficits sensoriais, motores e autonémicos, com mudangas
estruturais, bioquimicas e fisioldgicas (Houle e C6té, 2013; Jiang et al., 2021) que
comprometem a performance funcional e geram grande impacto na expectativa de vida destes
individuos (Reier, 2004; Hagg e Oudega, 2006; Jiang et al., 2021). Apesar dos avangos em
cuidados medicos intensivos, procedimentos cirdrgicos e técnicas de reabilitagdo, o0s

individuos afetados ainda experimentam déficits neuroldgicos substanciais. Eles também
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possuem um maior risco de apresentar complicagdes cardiovasculares, trombose venosa
profunda, osteoporose, infeccdo urindria de repeticdo, lesdo por pressao, disreflexia

autondmica e dor neuropatica (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 lesdo medular traumatica. Esta localizada dentro da coluna
vertebral, seu limite superior é o bulbo do tronco encefélico e apesar de sua estrutura finalizar
na altura da segunda vértebra lombar (L2) no individuo adulto, com um comprimento
aproximado de 40-45cm, é conectada pelo seu limite caudal (cone medular, meninges e fascia)
ao sacro por onde se projetam as raizes dos segmentos equivalentes (Martinez et al., 2014).
Nela residem todos os neur6nios motores que inervam os musculos e também 0s neur6nios
eferentes autondmicos. Recebe também toda a informacdo sensitiva do corpo e alguma da
cabeca, além de atuar no processamento inicial da informacdo de todos estes estimulos

sensitivos.

A ME é anatomicamente segmentada, ou seja, cada por¢do da ME que da origem a
um nervo espinal constitui um segmento (Martinez et al., 2014). Existem 31 segmentos (Figura
1A) — 8 cervicais, 12 toracicos, 5 lombares, 5 sacrais e 1 coccigeo. No entanto, esta
segmentacdo ndo € visivel, e toda a estrutura apresenta-se como um continuo longitudinal com
dois alargamentos (intumescéncia cervical C5-T1 e intumescéncia lombosacra L2-S3) e uma
terminacéo 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 substancia cinzenta no
centro, com formato de borboleta formando o H medular, constituida principalmente por
Corpos neuronais, e com a substancia branca ao redor, composta por fibras mielinizados que
formam as vias ascendentes e descendentes da ME, e se projetam para regides especificas no
encéfalo e na periferia. Na substancia branca existem fibras nervosas, sendo a maior parte
mielinicas, 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, formardo os tratos (Figura
1C). Na parte superior da medula, observamos o corno dorsal, e na parte inferior, o corno

ventral. Na regido central da substancia cinzenta esta o canal medular, também chamado de
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canal ependimario, revestido pelas células ependimaérias (Figura 2). Em ambas as regides,
encontramos ainda as células gliais e células da microglia (Thuret et al., 2006).

Figura 1 - Esquema da medula espinal intacta.
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Visdo transversal, além de suas conex@es (tratos) que se direcionam aos centros superiores (a) e (b) e sistema
nervoso periférico (SNP), e a visdo sagital (c). Fonte: Adaptado de Ahuja et al., 2017.

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

Dorsal

Ventral

Neste modelo, pode-se observar a substancia cinzenta, formando o H medular, e a substancia branca no entorno.
Na parte superior, observamos o corno dorsal, e na parte inferior, o corno ventral. Fonte: Adaptado, Martinez et
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al., 2014.

Apos uma lesdo traumatica, a citoarquitetura da medula espinal é seriamente modificada,
devido ao rompimento dos tratos axonais, 0 que gera uma desconexao entre 0 SNC e seus
orgdos alvos, levando, a eventos destrutivos sequenciais, com degeneracdo progressiva,

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

1.3 Fase aguda e cronica da lesdo medular traumética

No aspecto clinico, os danos e a recuperacdo apos trauma agudo do sistema nervoso
central (SNC) incluem 3 fases caracteristicas. A fase aguda, a fase intermediaria ou sub-aguda,
com estagios iniciais entre 24-72 horas apés lesdo, e a fase cronica da lesdo, descrita em
humanos apds aproximadamente 60 dias de lesdo e em animais, apds 4 semanas de lesdo
(Houle e Tessler, 2003; Hagg e Oudega, 2006; Schwab et al., 2006).

Em lesdes medulares, a fase aguda, iniciada imediatamente apds 0 impacto mecénico,
é caracterizada clinicamente pelo estado de choque medular, que é descrito como a perda
transitdria imediata da atividade reflexa abaixo do nivel da lesdo e a completa auséncia de
resposta aos estimulos nociceptivos na pele, além de alteragdes esfincterianas e
termorregulatérias, bem como, neuropatologicamente, pelo aumento no volume do tecido
lesado (edema) e inflamacdo, causado por um conjunto de processos patoldgicos referidos
como injuria secundaria a lesdo (Tator e Fehlings, 1991; de Almeida et al., 2023). Qualquer
resposta reflexa dos membros, por menor que seja, em resposta ao estimulo da pele é
considerado um sinal de recuperagdo do chogque medular e o inicio da evolugdo para a proxima
fase (Tator e Fehlings, 1991; Claxton et al., 1998; Yue et al, 2019). O termo lesdo secundéria
descreve os danos causados pelas mudancas subsequentes no meio extracelular, e é usado para
distinguir dos danos causados pela lesdo primaria, descrita como o impacto mecanico original
(Sekhon e Fehlings, 2001; Zipser et al., 2022).

A fase sub-aguda, com até 2 semanas apos lesdo é considerada como um periodo com
grande potencial para intervencdo terapéutica (Coumans et al., 2001; Taylor et al., 2022). Ela
comeca e se manifesta por caracteristicas como apoptose neuronal, desmielinizacdo axonal,
degeneracdo Walleriana, remodelacéo axonal e formacéo de cicatriz glial, conforme mostrado
em. A leséo secundaria subaguda leva a fase de lesdo secundaria crénica da LME, caracterizada
pela formacdo de cavidade cistica, morte axonal e maturacédo da cicatriz glial (Anjum et al,
2020)
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A partir da fase cronica, ha a formacéo de cicatriz glial, que € um mecanismo celular
reativo que é facilitado pelos astrocitos e ocorre durante a fase secundaria crénica da LME. A
cicatrizacdo dos astrdcitos (astrogliose) é o processo natural do corpo que protege e inicia a
cura pos-LME (Zipser et al., 2022). Os astrdcitos sdéo um componente importante do sistema
nervoso, sensiveis a mudangas como alteragdo na expressdo génica, hipertrofia e excitagdes.
Os outros principais constituintes do tecido cicatricial sdo os pericitos e 0s tecidos conjuntivos.
Na fisiologia normal, o nimero de astrdcitos é 10 vezes maior no parénquima da medula
espinal do que o de pericitos. No entanto, 2 semanas apo6s a leséo, os pericitos sdo o dobro do
ndmero de astrdcitos. Os pericitos secretam marcadores especificos que promovem o0s
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 lesdo medular traumatica: eventos primarios e secundarios da
lesdo

A fisiopatologia da lesdo medular € um processo que se desenvolve em duas etapas,
apresentando mecanismos primarios e secundarios a lesdo (Hagg e Oudega, 2006; Rouanet
etal., 2017; Sterner et al., 2023). A lesdo priméria é causada pelo dano mecanico no momento
da leséo e pela privagéo de energia. Estes eventos resultam na ruptura dos tratos ascendentes e
descendentes e morte celular acima e abaixo do sitio da lesdo, prejudicando as fun¢es motoras,
sensitivas e autondmicas (Li et al., 2022).

A lesdo secundéria envolve uma cascata de eventos bioldgicos e celulares que sao
rapidamente instigados em resposta a lesdo primaria, a fim de controlar a homeostase e
minimizar os danos. De forma paradoxal, esta etapa € amplamente responsavel por exacerbar
0 dano inicial e gerar um ambiente inibitorio que bloqueia os esforcos enddgenos de reparo,
regeneracao e remielinizagdo, com evolugéo da degeneracdo Walleriana (Ronsynet al., 2008,
Fehlings e Vawda, 2011).

Os processos secundarios de lesdo incluem: inflamacdo, isquemia, peroxidacao
lipidica, producdo de radicais livres, desregulacdo de canais ionicos, desmielinizag&o,
astrogliose, formacdo de cicatriz glial, processo degenerativo, necrose, apoptose e ativacdo
glial (Fehlings e Vawda, 2011; Mietto et al., 2015) (Figura 3). Estes processos degenerativos
secundarios ampliam a area priméria de lesdo em direcéo rostral e caudal (Hagg e Oudega,
2006; Ronsyn et al., 2008; Mietto et al., 2015), aumentam a gravidade da les@o por acentuar

os déficits neuroldgicos, sensoriais, motores e autonémicos, com mudancas estruturais,
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bioguimicas e fisiologicas (Houle e Coété, 2013; Jung et al., 2016) e agravam o quadro

funcional dependendo da sua magnitude.

Figura 3 - Representacdo esquematica do local da lesdo medular.
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O insulto & medula espinal gera imediatamente uma forte area hemorragica seguida pela ativagdo das células
gliais. Concomitante, os ax6nios que sofrem degeneracdo e 0s corpos celulares neuronais mortos provocam o
recrutamento de células inflamatérias da periferia. Os neutréfilos, primeiras células inflamatérias a alcancar o
parénquima tecidual, secretam moléculas que podem exacerbar o dano tecidual e vascular. Ao longo da leséo, os
mondcitos infiltram-se na medula espinal, onde se transformam em macréfagos, persistindo de dias a meses no
local da lesdo e contribuindo assim para o processo degenerativo ou regenerativo. Além dos eventos inflamatorios,
0s neurdnios poupados iniciam a maquinaria regenerativa, favorecendo a formacdo da cicatriz glial. Fonte:
Adaptado, Mietto et al., 2015.

1.5 Microambiente da lesdo medular: resposta inflamatéria pos lesdo

A resposta do sistema imune que se segue a uma LME tem sido foco de estudos nos
ultimos anos e sabe-se que a inflamacdo exerce um efeito importante no progresso da
degeneracéo e regeneracdo apds uma lesdo traumatica, dependendo da fase. Apos a injuria,ha
a quebra da barreira hematomedular e a ruptura dos vasos sanguineos, causando hemorragia,
gue promovem aumento da expressdo de moléculas de adesao de leucdcitos na superficie das
células endoteliais e ao aumento de proteinas plasmaticas para o parénquima do tecido
lesionado, incluindo citocinas pro e anti-inflamatarias, devido ao intenso processo inflamatorio
ocasionado por neutréfilos, microglia reativa, macrofagos e astrocitos, além dos

oligodendrdcitos e OPCs, desde a fase aguda até a cronica (Gaudet et al, 2018). Seguindo,
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havera proliferacdo glial e migracdo especificamente para o sitio da lesdo, na fase aguda;
formacgéo da cicatriz glial e exagerada inflamagdo, na fase subaguda, se fazendo uma
importante fase de intervencdo terapéutica; e maturacdo da cicatriz glial (com maior
componente fibrético e maior conteudo de células gliais) e reparo, na fase crénica (Figura 4).
Essa atividade inflamatoria, de acordo com cada fase, proporciona mudancas no
microambiente medular que influenciam na expressdo de proteinas locais, responsaveis por
diferentes eventos celulares, tais como, neuroprotecdo, proliferacdo e maturacdo de células
precursoras neuronais, regeneracdo axonal e remielinizacdo (Yong et al., 2019; Sterner et al.,
2023).

Figura 4 - Dinamica temporal da ativacao de células gliais induzida pds-lesao.
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Inicialmente, no tecido saudavel do SNC, astrdcitos, microglia e oligodendrécitos/OPCs tém papéis fundamentais
na manutencdo da homeostase. Imediatamente apds a lesdo medular, os astrdcitos, a micrdglia e os OPCs séo
ativados: eles proliferam, secretam citocinas e contribuem para danos secundarios. Em tempos agudos p6s-leséo,
células imunes hematogénicas, incluindo macréfagos, sdo recrutadas para o local da lesdo. Além disso, astrdcitos,
microglia e outras células gliais migram em direcdo ao local da lesdo e forma-se a cicatriz glial. Em tempos
subagudos a crénicos pés-LME, a cicatriz glial amadurece e impede a plasticidade do axdnio. Em contrapartida,
a cicatriz glial é fundamental para a ndo expansdo, rostral e caudal, da lesdo provocada pela inflamagdo. Os
oligodendrocitos em zonas de perilesdo sdo suscetiveis a citotoxicidade, mas a sua morte é parcialmente
compensada pela proliferacdo, diferenciacdo e remielinizacdo de OPC. A diferenciacdo e a remielinizacdo pelos
OPCs podem prosseguir em tempos cronicos pos-LME.Fonte: Adaptado, Gaudet et al., 2018.
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No entanto, os mecanismos exatos da sinalizacdo e agdo das proteinas envolvidas
durante o dano secundario, inflamagéo, recrutamento e polarizacdo da micrdglia, ativacdo de
astrocitos e cicatrizacdo glial, remielinizacdo ou crescimento e plasticidade axonal ainda
precisam ser melhor explorados (Cizcova et al., 2014). Ha& poucos estudos que investigam a
expressdo proteica diante do cenério desfavordvel dos eventos pds lesdo e seu microambiente
hostil a regeneracdo, uma vez que ha a exarcebacdo da inflamacéo e ndo evolucédo para a fase
resolutiva, os quais comprometem a performance funcional e gera uma resposta de regeneracao
ndo efetiva sdo de extrema relevancia (Mieto et al., 2015; DiSabato et al., 2016; Sterner et al.,
2023).

Dentro do contexto inflamatorio pds-LME, as principais proteinas que podem induzir
as respostas em relacdo ao microambiente hostil apds lesdo medular traumatica sdo as
citocinas. Essas moléculas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares e hidrossoluveis,
produzidas por diversos tipos celulares no local da lesdo e por células do sistema imunoldgico
através da ativagdo de proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPK); e atuam
especialmente por mecanismos paracrino e autocrino (Sommer et al., 2010), de forma
pleiotropica. As diferentes citocinas podem desencadear acGes semelhantes; e com frequéncia,
sdo formadas em cascata, com uma citocina estimulando suas células-alvo a produzir mais
citocinas, a partir da modulagéo da transcri¢do génica. Dessa forma, as citocinas influenciam
a atividade, a diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevida da célula imunolégica, assim como
regulam a producdo e a atividade de outras citocinas, que podem influenciar a resposta
inflamatdéria aumentando-a (citocinas pro-inflamatorias) ou atenuando-a (citocinas anti-
inflamatorias) (Sommer et al., 2010; Sterner et al., 2023).

As citocinas podem ter acdes pré-inflamatorias, modulando o perfil M1 da microglia,
ou anti-inflamatérias, modulando o perfil M2 da microglia, de acordo com o microambiente
no qual estdo localizadas (Sommer et al., 2010). Entre as principais citocinas pro-inflamatorias
no microambiente po6s-lesdo, podemos citar as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF (fator de
necrose tumoral); e dentre as anti-inflamatorias séo as IL-4, IL-10, IL-13, TGF- B (Fator de
crescimento transformador ) e FTCP (fator transformador de crescimento ). No entanto, a
producdo exagerada de citocinas pro-inflamatdrias a partir da lesdo pode manifestar-se
sistemicamente com instabilidade hemodindmica ou disturbios metabolicos (Lee et al., 2014).

As primeiras citocinas formadas apo6s lesdo tecidual sdo IL-1B, produzida pela
microglia e macrofagos derivados da periferia, e TNFa, produzido pela microglia, macrofagos

derivados da periferia, mondcitos e astrocitos (Hellenbrand et al., 2021), as quais atuam
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diretamente sobre receptores especificos dos neurdnios sensitivos e levam a sintese “em
cascata” de outros efetores, como outras citocinas, quimiocinas, neurotrofinas, 6xido nitrico,
cininas, lipideos, trifosfato de adenosina (ATP) e membros da via de complemento. Esses
elementos, por sua vez causam proliferacdo e hipertrofia das células gliais do SNC, com a
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias relevantes como TNFa, IL-1 B ¢ IL-6, sendo essa
ultima também de alta importancia na cinética da fisiopatologia da lesdo medular traumatica,
sendo liberada por astrocitos e microglia (Obata et al., 2006; Hellenbrand et al., 2021; Liu et
al., 2021).

Apdbs ainjaria, as células gliais peri-lesionais, como microglia e astrocitos, alteram seus
fendtipos e atividades, em resposta ao microambiente inflamatorio, com liberacao de citocinas
pré-inflamatorias para regulacdo da inflamacdo. Na inflamagdo subaguda, células da glia
passam a responder e atuar com maior intensidade aos estimulos em que estdo submetidas, 0s
restos de tecido necrético de detritos celulares sdo eliminados, ha orientacdo para
reorganizacdo do ambiente com revascularizacdo, formacdo de novos vasos por meio da
secrecdo de VEGF (do inglés Fator de Crescimento derivado do Endotélio Vascular), resolucao
do edema e reparacao da barreira hematomedular (Norenberg et al., 2004; Pang et al, 2021).
Acredita-se que a IL-10 tenha a funcdo de inibir a liberacdo de fatores pro-inflamatérios e
diminuir a resposta inflamatéria. E adicionalmente, as citocinas TGF-p1 (Fator de
transformagao de crescimento 1) (liberadas por linfocitos, macréfagos e células dendriticas),
IL-10 (mondcitos, células T, B e dendriticas) e IL-13 (produzidas por células T e células
dendriticas, além de estar envolvido na producdo do TGF-B1), desempenham papéis na
inibicdo do desenvolvimento e progressao da inflamacdo (Junttila et al, 2018; Hellenbrand et
al., 2021).

Em relacdo as células gliais, a atividade dos astrocitos, em uma situacao fisioldgica,
regula a disponibilidade de neurotransmissores e fluxo sanguineo, ja em situacdo ap6s leséo,
tornam-se reativos, formando uma cicatriz glial que limita a expansao da leséo e regeneracao
de ax6nios. A microglia, na medula saudavel, realiza varredura de patdgenos e controle da
densidade das sinapses; e apos SCI acentua a funcdo fagocitica e pode promover plasticidade.
Engquanto OPC e oligodendrdcitos em microambiente normal saudavel mantém efetiva
conducédo axonal através de mielinizacdo e suporte trofico, apos injuria, tentam proliferar e
remielinizar os axénios danificados. Desta forma, o microambiente de resposta a injuria
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 sdo definidas pela localizacédo espacial relativa
a lesdo (Gaudet et al., 2018; Pang et al., 2021). Apds SClI, a glia, como microglia e astrdcitos,
secreta toxinas e citocinas em resposta ao dano mecanico influenciando diretamente na
modulacdo inflamatoria. Os astrocitos, embora ndo sejam células imunes, demonstraram
desempenhar um papel crucial nas respostas imunes inatas e adaptativas pés-lesdo do SNC
(Colombo et al., 2016). Estudos documentaram que IL- 1 localmente aumentado pode mediar
a sintese de MCP-1, KC e MIP-2 atravésda ativacdo da sinalizacdo MyD88/IL-1R1 em
astrocitos, e essas quimiocinas podem resultar na infiltracdo de neutréfilos e mondcitos, assim
desencadeando neuroinflamacdo no local da lesdo (Pinear et al., 2010; DiSabato et al., 2016;
Liu et al., 2020).

Além disso, ap6s a lesdo do SNC, os astrdcitos ativados expressam e secretam uma
ampla gama de moléculas, incluindo quimiocinas, citocinas inflamatorias, moléculas de adesao
e Oxido nitrico, que juntos criam um microambiente pro-inflamatério. No entanto, astrocitos
inibidos na sinalizacdo de NF-xB reduziram significativamente a expressao de genes pro-
inflamatérios 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 imunoenzimatico (ELISA) é
uma técnica consolidada que pode ser usada para esclarecer mecanismos da neuroinflamacao,
sendo ele um dos ensaios mais especificos e sensiveis para deteccdo de biomoléculas em
pesquisas (Tabatabaei e Ahmed, 2022). O estudo das citocinas requer ferramentas analiticas
com alta seletividade, resolucdo e sensibilidade (Pomastowski; Buszewski, 2014), e ELISAs
otimizados, que incluem vérias etapas que sao realizadas em sequéncia usando um protocolo
definido, podem auxiliar nesta analise molecular (O"connor, 2015).

Os macrofagos sdo importantes células do sistema imunoldgico que participam na
modulacdo do microambiente da lesdo (Li et al., 2020), podendo ser ativados apés a leséo.
Assim como 0s macrofagos derivados de mondcitos, a microglia também pode exibir um
espectro fenotipico pré-inflamatoério (denominado M1, secretando TNFa, IL-1p, IL-6, IL-12)
ou pro-reparo (denominado M2, secretando IL-10, IL-13). Apo6s a lesdo medular, ocorre
inicialmente uma resposta mista M1/M2 (Kiergl et al., 2009; Pang et al., 2021). A liberacédo
de citocinas pro-inflamatérias no local da lesédo ativa ainda mais células residentes, derivadas
do sangue para fagocitar detritos (Gensel et al., 2015) e afeta o fenétipo das outras células
residentes proximas, tais como a microglia. Coletivamente, a SCI desencadeia diversas

ativacgdes gliais e recrutamento celular com efeitos complexos na funcéo neuronal (Figura 5),
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0s quais também podem ser influenciados pelo exercicio fisico.

Figura 5 - Dinamica espacial da ativacdo de células gliais induzida por SCI.
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Em tempos subagudos a cronicos pés-LM, as respostas das células gliais se estabilizaram para limitar danos
adicionais e a plasticidade do axénio. As células gliais formam um gradiente de ativacdo, com pico de ativacdo
no epicentro ou préximo a ele. Os astrdcitos (amarelo) tornam-se reativos, proliferam e contribuem para a cicatriz
glial. Microglia e macréfagos (vermelho) tornam-se hiperativados por periodos prolongados e macréfagos
hematogénicos sdo recrutados para o epicentro da lesdo. A micrdglia e os macrofagos exacerbam os danos
secundarios, mas os fatores derivados da micrdglia/macréfagos também podem promover o crescimento e a
remielinizacdo dos axdnios. Oligodendrécitos e células precursoras de oligodendrdcitos (OPCs) (roxo) sdo
suscetiveis a citotoxicidade. Os OPCs podem diferenciar e remielinizar, mas também produzem fatores inibidores
do crescimento e contribuem para a cicatriz glial. A presenca de varios tipos de células gliais ativadas destaca a
importancia de compreender as reacdes e interacdes das células gliais pds-SCI. Fonte: Adaptado, Gaudet et al.,
2018.

1.6 Realidade terapéutica: reabilitacéo fisica

Diante da lesdo medular e toda a sua complexidade fisiopatoldgica, algumas terapias
sdo utilizadas na clinica para melhoria da sintomatologia do quadro. As pesquisas atuais
demonstram que hoje em dia, as pessoas com LME vivem mais e alcangam maior
independéncia funcional como resultado da melhora no manejo medico, da reabilitacéo,
tecnoldgico e farmacologico da LME (Golmara-Toldra et al., 2014). Atualmente, a reabilitagdo
fisica € uma das poucas realidades terapéuticas regularmente estabelecidas em humanos apds
lesdo medular. Este tratamento visa aprimorar a funcdo e minimizar problemas sistémicos
(Hagg e Oudega, 2006; Duan et al., 2021; Sutor et a.l, 2022). A atividade fisica melhora
diretamente as condic¢Ges de atrofia muscular e contraturas articulares, que sdo comuns apos

este tipo de lesdo e limitam a amplitude de movimento, afetam a forga e a resisténcia muscular
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e também diminuem a possibilidade de execucdo adequada da acdo, funcionando como um
fator limitante a performance motora per si (Moriyama et al., 2006; Cobianchi et al., 2017).

Sendo assim, a pratica regular de exercicio melhora a fungdo 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 fungdo
do motoneurénio (Beaumont et al., 2004; Gazula et al., 2004; Duan et al., 2021). Estes efeitos
benéficos podem ser atribuidos ao aumento nos niveis de neurotrofinas, tais como, NT-3 e NT-
4 (do inglés neurotrophin 3 e neurotrophin 4) na medula espinal e musculo esquelético de ratos
exercitados (Gémez-Pinilla et al., 2002; Dupont-Versteegden et al., 2004; Cobianchi et al.,
2017).

A corrida em esteira ergométrica € geralmente selecionada devido as maiores respostas
do metabolismo aerdbio, pois o treinamento de intensidade controlada em esteira induz alguns
dos maiores e mais consistentes efeitos do treinamento fisico (Kemi et al., 2002; Massoto et
al., 2020). Estudos apontam que o treino locomotor em humanos, com lesdo medular
neurologicamente incompleta, aumenta a habilidade para andar na esteira motorizada com
aparato para suporte de peso (Thuret et al., 2006) e proporciona regeneracdo neuronal apos
lesdo nervosa central (Liao et al., 2017). Acredita-se que isto ocorra porque, apos lesao
medular, a repeticdo dos estimulos oriundos da pele, masculos e articulagdes promovidas pelo
exercicio, podem ativar a circuitaria do gerador central de padrdo da marcha (CPG, do inglés
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 ap6s lesdo e o CPG.
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Tratos ascendentes e descendentes normais, conectando centros corticais com centros medulares e regides
periféricas (a). Quando lesados, o segmento distal destes tratos sofrem degeneracdo Walleriana e 0 segmento
proximal ndo regenera plenamente, falhando na reconexdo com seus alvos (b). Por isso, informac6es ascendentes
(sensitivas) ndo alcancam os centros supraespinais e as descendentes (motoras e autondmicas) sao desconectadas
da circuitaria caudal espinal, incluindo o CPG, o qual é responsavel pela fun¢do locomotora coordenada. Muitas
das pesquisas em lesdo medular focam na possibilidade de induzir estas vias de proje¢do lesadas a regenerar e
formar a circuitaria original com o arranjo normal, como ilustrado em (c) Axo6nios regenerando estdo em
vermelho. Fonte: Thuret, 2006.

Além disso, o exercicio esta relacionado a mediacao da resposta inflamatéria, através
da modulacdo das citocinas, pela regulacdo de células gliais como microglia e astrdcitos,
necessarias por conduzir a inflamacéo aos locais de sitio de lesdo, favorecendo a cicatrizacdo
apropriada da leséo e, portanto, sendo uma importante chave para estudo no que tange a
regeneracdo axonal e plasticidade (Mu et al., 2022; Choi et al., 2024).

O mecanismo pelo qual a reabilitagdo fisica melhora a funcéo, principalmente com foco
na modulacdo do microambiente, em humanos, apés leséo, precisa ser melhor entendido, para
também ser adequadamente controlado e explorado terapeuticamente em humanos. Portanto,
experimentacOes criteriosas e padronizadas em modelos de lesdo experimental sdo
extremamente importantes para testar a efetividade dos diferentes paradigmas em relagéo ao
incremento da plasticidade nervosa, reorganizacdo da circuitaria medular, resgate da jungéo
neuromuscular e funcdo muscular, além de auxiliar a testar abordagens das terapias para a
reabilitagdo (Trimble et al., 1998; Edgertonet al., 2006; Jung et al., 2016; Cobianchi et al.,
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2017). Esta investigacgdo é experimental e relevante, pois ha relatos na literatura de plasticidade
com resultados negativos na atividade fisica precoce apds a lesdo medular, tais como alodinia,
relacionados com a via de sinalizacdo do BDNF (fator neurotréfico derivado do encéfalo)
(Endo et al., 2009; Sayyah et al, 2022), bem como sinais negativos relacionados a intensidade
e carga do exercicio apés lesdo (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 exercicio que procurou correlacionar os beneficios do exercicio com a fase
clinica pés-lesdo, tanto em termos de frequéncia (3x/semana), quanto de intensidade do
exercicio (treino por 10 minutos, descanso de 10 minutos, e retorno do treino por mais 10
minutos, até o meio da sobrevida. Apds, treinamento de 10 minutos, até o fim da sobrevida).

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

Portanto, neste trabalho, pretendemos avaliar o efeito de um protocolo pré-estabelecido
de exercicio com esteira ergométrica, iniciado na fase aguda até o periodo crénico, visando a
modulacdo do microambiente apos lesdo medular em camundongos, a regeneracdo nervosa na

medula espinal, a reorganizacdo neuromuscular e o retorno das fungdes sensitivo-motoras.

2. Objetivo geral

Avaliar a influéncia de um protocolo especifico de exercicio na esteira ergométrica na
modulacdo do microambiente inflamatorio da lesdo, neuroplasticidade e recuperagéo sensoério-

motora, apos lesdo medular compressiva em camundongos.

2.1 Objetivos especificos

e Auvaliar a recuperacdo sensorio-motora induzida pelo exercicio apds SCI, através
das analises por testes funcionais sensitivo-motor e eletrofisioldgico.

e Auvaliar a plasticidade neuromuscular induzida pelo exercicio apés SCI, a partir da
analise da juncao neuromuscular e atrofia muscular, por microscopia éptica.

e Avaliar a modulacdo do microambiente inflamatério a partir da avaliacdo de
citocinas, através do ensaio de ELISA; perfil de celularidade inflamatoria, por
imunohistoquimica e resposta inflamatoria sistémica, por meio da anélise da parede
da bexiga.

e Auvaliar a influéncia do exercicio na regeneracdo nervosa, analises morfologicas e

morfomeétricas.
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e Avaliar a influéncia do exercicio na plasticidade e sobrevida celular na medula
espinal, através da microtomografia e microscopia eletrénica de varredura.

3. Metodologia

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BI/6, fémeas, adultas jovens dentre 8-
12 semanas, submetidas ao procedimento cirdrgico para promover a lesdo medular, sob efeito
de anestesia profunda. O uso de fémeas visou diminuir lesdes externas, como poderia ocorrer
no saco escrotral no macho, devido a perda de movimento das patas traseiras. Esta lesdo
implica em grande comprometimento locomotor para o animal, e a gravidade da limitacao
funcional esta diretamente relacionada com as alteracbes estruturais secundarias ao
procedimento cirdrgico. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central de Camundongos
do CCS, da UFRJ, e, posteriormente, foram mantidos em biotério do préprio laboratério, com
livre oferta de racdo e dgua, além da regulacéo do ciclo claro/escuro. Todos os procedimentos
e manuseio dos animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais em
Experimentagdo Cientifica da UFRJ (CEUA/UFRJ, protocolo niumero 01200.001568/2013-
87).

3.2 Procedimento cirurgico

Fémeas C57BI/6 adultas jovens foram anestesiadas com solucdo de ketamina
(100mg/kg) e xilazina (15mg/kg), por via intraperitoneal (ip). Realizou- se a tricotomia e
assepsia da regido dorsal com &gua e &lcool a 70% e uma incisdo na linha média. A musculatura
foi divulsionada até visualizar a coluna vertebral de T8 a T10. A laminectomia foi feita ao
nivel de T9 e a lesdo medular por compressao extradural realizada utilizando um clip vascular
com 30g de forca de oclusao, por 10 segundos (Kent Scientific Corporation, codigo INS14120,
EUA) para promover uma lesdo moderada (Figura 7). Apds a cirurgia, administramos
antibiotico topico na incisdo da pele e infuséo subcutinea de soro fisiologico 0,9% (1ml),
acrescido de antibidtico sistémico profilatico (Flotril, 2,5 mg/Kg/d, por via subcutanea, Bayer).
Manobras de esvaziamento da bexiga foram executadas, duas vezes ao dia, até retorno do
controle da fungéo vesical. Animais SHAM foram submetidos a laminectomia sem, contudo,
sofreram lesdo medular. O retorno da fungéo vesical foi monitorado, pelo registro diario até

pleno esvaziamento espontaneo.
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Figura 7 - Foto do procedimento cirdrgico com o modelo de lesdo adaptado de 30g por 10
segundos.

Em (a), podemos ver a medula espinal exposta, em (b) 0 momento da compressao extradural com o clipe e em
(c) vemos a lesdo compressiva apds a retirada do clipe, mostrando anel hemorragico evidente. Fonte: Massoto et
al., 2020.

3.3 Grupos experimentais

Antes da cirurgia, os animais foram adaptados por 1 semana as tarefas a serem
executadas. Os grupos foram formados por animais escolhidos aleatoriamente, distribuidos nos
sequintes grupos: SHAM, apenas sofreu a laminectomia; SCI, grupo submetido ao
procedimento de laminectomia e lesdo; e TMT, grupo submetido ao procedimento de

laminectomia, lesdo e tratamento, conforme o protocolo proposto.

O treino no grupo TMT iniciou o protocolo de exercicio em esteira ergométrica 7 dias
apos SCI, na frequéncia de 3 vezes na semana (Massoto et al., 2020), e duracdo de 20 minutos,
divididos em 2 ciclos de 10 minutos, com intervalo de 10 minutos entre eles, até o dia 28 ap6s
lesdo (Santos et al., 2024). Apds 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.
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Figura 8 - Desenho experimental do trabalho.
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Esquema experimental do trabalho, com disposi¢do 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. Avaliagéo funcional

Realizamos, em todos 0s grupos experimentais, avaliagdes semanais da funcéo
sensorial e motora a fim de graduar o distUrbio sensitivo-motor nestes animais e avaliar o
desempenho da performance funcional. Todas as analises foram feitas de forma cega, a fim de
ndo gerar comprometimento nas avaliacGes. Os animais foram adaptados ao ambiente de todos
0s testes antes da lesdo e os valores de normalidade do animal s&o obtidos antes da cirurgia, e
apos plena adaptacdo. Utilizamos para isso 0s seguintes testes: teste de Alodinia Mecanica
(Von Frey eletrdnico), Escala Basso para avaliacdo locomotora (BMS), Teste de Caminhada
em Escada Horizontal (LWT) e eletroneuromiografia (ENMG). Os testes estdo brevemente

descritos abaixo:

3.4.1 Escala Basso para avaliagdo locomotora (BMS)

A BMS prové uma indicacdo grosseira da habilidade locomotora e determina as fases
de recuperacdo locomotora (quadro 2 - inicial, intermediaria e final) e caracteristicas desta
locomog&o. E 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 articulagéo do tornozelo;
. Posicionamento das patas posteriores e suporte de peso;
. Passos;

. Coordenacéo entre patas traseiras e dianteiras;



38

. 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 consideragdo as 7 categorias descritas
acima, e a qualidade e duracéo dos eventos positivos e negativos apresentados, conforme Basso
e colaboradores (2006).

O escore individual é obtido a partir da analise 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, entdo, a média do grupo foi calculada, em cada tempo

analisado, para a andlise estatistica, sendo n=5/grupo.



Quadro 1 - Critérios para Escore da Escala BMS.

Final

0) nenhum movimento de tomozelo
1) movimento de tonozelo discreto
2) movimento de tormozelo amplo
3) posicionamento plantar da pata com ou sem suporte de peso - OU
dorsais, ocasionais, freqientes ou constante, sem nenhum passo
ntar
4) Passos plantares ocasionais
S) Passos plantares, de frequente a constante, sem nenhumal
denacdo — OU - passos plantares, de freqlente a constante, com
lguma coordenacdo, e a posicdo da pata rodada no contato inicial e ao|
levantada
6) Passos plantares, de freqiente a constante com alguma
denagdo, e a posi¢do da pata paralela no contato inicial - OU -
plantares, de freqlente a constante, maior coordenagdo, e a
icdo da pata rodada no contato inicial e ao ser levantada
7) Passos plantares, de frequente a constante com maior coordenagdo,
a posi¢ao da pata paralela no contato inicial e rodada ao ser levantad
- OU - passos plantares, de freqlente a constante, maior coordenacgdo,
posicdo da pata paralela no contato inicial e ao ser levantada, com|
Instabilidade de tronco severa
(8) Passos plantares, de freqUente a constante com maior coordenacdo,
posicdo da pata paralela no contato inicial e ao ser levantada
stabilidade de tronco moderada - OU - passos plantares, de frequen
constante, maior coordenacdo, a posi¢do da pata paralela no contato
icial e ao ser levantada, com estabilidade de tronco normal e cauda
baixada ou oscilando nas posi¢cdes abaixada e erguida
9) Passos plantares, de freqUente a constante com maior coordenacao,
posi¢do da pata paralela no contato inicial e ao ser levantada e caudal
pre erguida

Fonte: Basso et al., 2006.

3.4.3 Teste de caminhada em escada horizontal (LWT)

39

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

especializadas do rato e/ou camundongo para medir a coordenacdo da fungdo das patas

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

longo de uma escada horizontal no qual o espagcamento dos degraus é variavel e é mudado
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periodicamente. As alteragdes no espacamento dos degraus impedem os animais da
aprendizagem da localizagéo absoluta e relativa dos degraus e assim minimiza a capacidade
dos animais para compensar as dificuldades atraves da aprendizagem. Além disso, a alteracao
do espacamento 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 28° dia de sobrevida, visto que antes ndo ha presenca de

passos, n=5/grupo.

Figura 9 - Aparato do teste de caminhada em escada em uma vista fronto-lateral com as medidas
especificas.
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Em (a) e (b) arepresentacdo de dois padrdes possiveis de organizacdo do espagcamento dos degraus para realizagéo
do teste. Fonte: Metz e Whishaw, 2009.

3.4.3 Teste de alodinia mecénica (Von Frey eletrdnico)

Avaliamos o limiar de retirada da pata, em gramas, pela inducéo de pressdo gradativa,
com o braco transdutor do analgesimetro digital (Insight® - Figura 10) acoplado ao pino sensor
de 1,00 mm, sobre a superficie plantar das patas traseiras (Tena et al., 2012). Os animais foram
observados em sala silenciosa e com pouca iluminagdo, para evitar estresse e respostas
alteradas. Durante o experimento, 0s animais ficaram contidos em pequenas gaiolas com
assoalho de tela de arame através do qual se introduz o pino sensor na superficie plantar medial
da pata. Havera um periodo prévio para aclimatacdo destes animais no novo ambiente de 15
minutos, apos o qual o teste sera realizado. O transdutor registra a pressdo quando o animal

retiraa pata, ou seja, registra o limiar de retirada da pata (LRP) em gramas. Logo apds a retirada
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da pata pelo animal ocorre a manifestacao de dor através da expressdo conhecida como Flick
(movimento vacilante da pata). Realizaremos trés medidas para cada pata e sera obtido a média
por animal, a partir do 28° dia de sobrevida, visto que antes ndo ha diferenca estatistica entre

0S grupos, h=5/grupo.

Figura 10 - Analgesimetro digital para teste de sensibilidade mecénica (VVon Frey).

O equipamento Analgesimetro digital (a). Execucdo do teste pela aplicacdo de uma forca através de um pino
encoberto com uma ponteira de polipropileno na extremidade do braco transdutor (b). Fonte: A autora, 2017.

3.4.4 Andlise por eletroneuromiografia (ENMG)

A eletroneuromiografia € um procedimento que objetiva analisar a laténcia e a
amplitude do potencial de acdo muscular composto (PAMC). Utilizamos este recurso para o
estudo do PAMC e para avaliar a integridade da conducdo do nervo e intensidade do
recrutamento das fibras musculares. Por se tratar de um procedimento invasivo e com risco
para 0 animal, este experimento sera realizado no ultimo dia de sobrevida do animal,
imediatamente antes da eutanasia por perfusdo. Sob efeito de anestesia (Ketamina e xilazina
intraperitoneal), foi realizado laminectomia ao nivel de C0-C1, e estimulado esta area com o
eletrodo de estimulacao (estimulo de 10V).

O registro eletrofisiologico foi obtido no musculo gastrocnémio com o eletrodo de
captacdo. O eletrodo neutro (de aterramento) foi colocado na camada subcutanea da pele do
animal. S&o feitos até 5 pulsos de estimulos elétricos com intervalo regulado e com intensidade
de voltagem de 10V (Figura 11). Os registros foram captados no musculo gastrocnémio 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 Gltimo dia de sobrevida, visto o

risco de morte animal, devido a invasdo realizada para desenvolver o procedimento.
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Figura 11 - Equipamento utilizado para o registro eletroneuromiogréafico - Power Lab 4/35 (AD
Instruments, Australia).

O equipamento Power Lab (a). Em (b), visualizacdo do software em vigéncia LabChart e 0 animal preparado para
receber o estimulo. Em (c), animal com a medula espinal exposta na regido cervical, com a inser¢éo do eletrodo
de estimulo e os eletrodos de captacdo (vermelho — musculo, sinalizado pela seta vermelha; e preto — tendéo,
sinalizado seta preta) e o de aterramento (verde — subcutaneo, sinalizado pela seta verde). Fonte: Dos Santos
Ramalho et al., 2018.

3.5 Preparo do material para microscopia optica (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 perfusdo
intracardiaca com paraformaldeido 4% em tampao fosfato pH 7.4. As medulas espinais foram
dissecadas ao nivel das vértebras T8-T10, pos-fixadas na mesma solucgdo utilizada para a
perfusdo e processadas para microscopia de luz (ML) por congelamento. Para isto, 0 material
foi lavado em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4, e posteriormente foi realizada a crioprotecdo em
concentragdes crescentes de sacarose (10 e 20%, 6 horas cada, e 30 % durante a noite). Logo
apos, o material foi incluido em OCT (Tissue-Tek) e submetido ao congelamento a —25°.
Cortes transversais seriados no criostato (Leica, EUA), na espessura de 10 pm, foram obtidos
a partir destes blocos, (aproximadamente distancia de 4mm de medula espinal, contendo a area
da les&o e regibes acima e abaixo) e recolhidos em laminas de vidro gelatinizadas, em total de
6 baterias com 8 laminas. As laminas referentes ao epicentro da leséo foram utilizadas para

analise por imunofluorescéncia de diferentes marcadores celulares .

3.6 Preparo do material com protocolo de microscopia eletrénica de transmissao
(MET)

Os animais foram perfundidos com solucéo fixadora contendo paraformaldeido a 4%,
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glutaraldeido a 2% em tampéo fosfato 0,1M ph 7,4. Apos a perfusdo, as medulas espinais foram
dissecadas e deixadas na mesma solucdo fixadora fresca. Ap6s 24 horas, esse material foi pds-
fixado com tetréxido de 6smio a 1% com ferricianeto de potéssio e Cloreto de Calcio em
tampéo cacodilato, desidratado em concentracfes crescentes de acetona (30, 50, 70, 80, 90 e
100%) e incluidos em resina EPON. O material foi emblocado em resina EPON fresca e
polimerizado por 48h na estufa (temperatura 60°C). Posteriormente, os blocos foram aparados
para formar a piramide com base trapezoide e cortados no ultramicrétomo (RMC) na espessura
de 500 nm (cortes transversais semifinos), coletados em laminas de vidro, corados com azul
de toluidina (AT) e observados ao microscépio de luz. Os cortes semifinos foram utilizados

para anélises morfométricas, n=5/grupo.

3.7 Analise da atrofia muscular

3.7.1 Avaliacéo do peso dos musculos séleo e gastrocnémio

Apos a perfuséo, 56 dias pos lesdo, musculos soleo e gastrocnémio médio bilateral, de
cada animal, foram dissecados e pesados, na balanca de precisdo (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 musculos de cada pata e gerada média
aritmética por musculo 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 Avaliacao das jungdes neuromusculares (JNM)

Com o objetivo de quantificar o nimero de jungdes neuromusculares, realizamos uma
marcacdo para a placa motora terminal nos masculos soleo e gastrocnémio retirados de animais
de cada um dos trés grupos. A alfa-bungarotoxina (a-BTX) é uma neurotoxina contida no
veneno da serpente krait de Taiwan. Produz paralisia dos musculos estriados, blogqueando os
receptores colinérgicos na juncdo neuromuscular. Os espécimes foram incluidos em OCT
(Tissue-Tek) e, posteriormente congelados a -20°C. O material ja congelado foi cortado em
criostato (Leica CM 1850), obtendo-se cortes longitudinais com 60um de espessura. Estes
cortes foram coletados em laminas gelatinizadas e armazenados para posterior realizacdo de
imunomarcagao. Os cortes foram levados para uma estufa a -57°C 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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sitios inespecificos, foi utilizada uma solugdo 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-a-Bungarotoxina, (1:200, B13423, Invitrogen) diluido em
solucéo de bloqueio por um periodo de 2 horas. Entdo, os cortes foram lavados em PBS pH
7,4 por quatro vezes de cinco minutos cada. Ao final, as laminas montadas com meio de
montagem aquoso fluoromount (Eletron Microscopy Science, cat.17984- 25), e armazenadas
a -20°C para posterior analise no microscopio confocal (LEICA, TCS SPS), onde foram

realizadas fotos em 20x e 40x.

A quantificacdo das placas motoras foi realizada em microscopio utilizando 3 cortes
seriados por animal com uma distdncia minima de 400 um para evitar que a mesma placa
motora fosse contabilizada 2 vezes (Durgo et al, 2020). Estes dados foram comparados com 0s
dados da eletroneuromiografia e com os funcionais, a fim de avaliar a plasticidade

neuromuscular, sendo n=5/grupo.

3.8 Anélise do microambiente inflamatério

Para analise do perfil de citocinas, 56 dias ap0s a lesdo, a metodologia utilizada
envolveu a realizacdo de ensaios por ELISA. Os animais foram submetidos a 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
Umida contendo 5% de CO: a 37°C em meio DMEM low (1000ul) (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 pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6 e TNFa) e anti-inflamatérias (1L-4, 1L-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 100puL foram
adicionadas a cada pogo das placas de 96 pogos previamente revestidas com anticorpos,
seguido de incubagdo por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, 100uL de solugao
de trabalho foram adicionados a cada poco, seguido de mais 1 hora de incubacéo a temperatura
ambiente antes da adicdo da solugéo de substrato de 100uL. A reacdo foi interrompida com a
adi¢dao de 50uL de solugdo de parada, e a leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm.

Também realizamos imuno-histoquimica para rastrear a modulagdo das células do
sistema imune em cortes congelados da medula e a influéncia da modulacéo dos perfis M1 e

M2 de macrofago/microglia. Sendo assim realizamos a marcacéo para TMEM119 (micrdglia),
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Oxido nitrico sintase (M1) e arginase (M2), alem da averiguacdo para apoptose, atraves da
caspase 3 clivada, e cicatriz glial, pela marcacdo de GFAP (proteina &cida fibrilar glial).

As laminas contendo os cortes medulares foram incubadas com permanganato de
potassio por 10 minutos para bloqueio da biotina endégena. Em seguida, foram lavadas em
PBS (do inglés, phosphate buffered saline) pH 7,4 duas vezes por cinco minutos. Para o
blogueio de ligac&o a sitios inespecificos, foi utilizada uma solucdo de PBS contento triton X-
100 a 0,3%, e soro normal de cabra (NGS, do inglés, normal goat serum) a 10%, por uma hora
em temperatura ambiente. Logo ap0s, exceto para os controles negativos, os tecidos foram
incubados com os anticorpos primarios: anticorpo policlonal de coelho TMEM 119 (1: 100,
HPA051870, Sigma), anticorpo monoclonal de camundongo éxido nitrico 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 solucdo de bloqueio por vinte e quatro
horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram lavadas em PBS trés vezes
por cinco minutos cada e, entdo, incubadas com os anticorpos secundarios 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
0 marcador nuclear 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI, 20mg/mL, sigma) por cinco minutos.
Ao final, as laminas 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 -20°C para posterior analise. Foram realizados controles negativos, com omissdo
do anticorpo priméario para todas as reacdes. As imagens foram capturadas utilizando o
microscopio confocal (LEICA, TCS SPS). camera Axiocam MRC com o programa Axiovison,
aumento de 20x, normatizando 0 mesmo tempo de exposi¢do 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 analise de TMEM+arginase e TMEM+iNOS (Alka
et al, 2022). Para a quantificacdo de GFAP e Caspase-3-clivada, foram capturadas fotos no
aumento de 20x, normatizando o0 mesmo tempo de exposicéo para todas as imagens. Para esta
quantificacédo, foi fotografada a area total da medula, a qual foi analisada posteriormente. A
quantificacdo da area de marcacdo da imunofluorescéncia foi realizada com auxilio do

programa Image Pro Plus, a partir do calculo de coeficiente de correlacdo de Pearson para a
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relagdo 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. Analise da resposta sistémica a inflamacao

Para avaliacdo da resposta sistémica a inflamagéo e adaptacdo da parede vesical em
resposta a lesdo, 56 dias pds lesdo, como um fator de verificacdo de retorno de funcionalidade,
bexigas foram avaliadas dissecadas e incluidas na parafina. Para isto 0 material foi lavado em
tampédo fosfato 0,1M, pH 7,4 e agua destilada, desidratado em concentracdes crescentes de
alcool (um banho de 1 hora nas concentracGes de 70, 80 e 90%, e dois banhos de 1 hora no
alcool absoluto), diafanizado em xilol (2 banhos seqienciais por 1 hora cada), impregnado em
parafina (dois banhos de parafina a 56°C em estufa) e incluido, em posicao transversal, em
parafina nova. Estes blocos foram cortados transversalmente, no micrétomo (45 Rotary
microtome, Lipshaw MFG. Co), na espessura de 10 pum, e os cortes foram recolhidos em
laminas gelatinizadas (SIGMA). Utilizamos os cortes transversais para analise quantitativa e a
coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) para visualizar a morfologia do tecido. Foram usados

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

3.9 Analise morfométrica

Para a quantificacdo do numero de fibras mielinizadas, e razdo G, utilizamos cortes
transversais semifinos da ME na regido da lesdo, corados com azul de toluidina. Obtivemos as
imagens utilizando o microscépio Axioscop plus 2 (objetiva de 100x) e o sistema de camera
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 areas de substancia branca
anterior, antero-lateral e antero-posterior (Figura 12). As meninges e a fissura mediana ventral
foram utilizadas como referéncia para a obtencdo 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 sistematico, podemos contar as fibras nervosas que vemos em toda a area do

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

A Razdo-G foi calculada dividindo o didmetro do axonio pelo didmetro 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 quantificacdes de fibras
mielinizadas, vasos sanguineos e o calculo da Razdo-G foram feitas utilizando o software

ImageJ, sendo sendo n=5/grupo.

Figura 12 - Esquema das areas sistematicas utilizadas para quantificar as fibras mielinicas e
razdo G (G-ratio).

Representacdo dos 6 campos fotografados, em aumento de 1000x, para quantificacdo das fibras mielinizadas
normais na substancia branca da medula espinal. Fonte: Massoto et al., 2020.

3.10 Analise de microtomografia (microTC)

O preparo da amostra foi realizado conforme o protocolo de desidratacéo e inclusdo detalhado
no topico de preparo para MET. Apds a secagem do material infiltrado em EPON, a
microtomografia foiutilizado um scanner micro-CT SkyScan 1275 (Bruker®) para
investigacOes tridimensionais de amostras com alta resolugdo, usando condi¢Ges de imagem

previamente otimizadas.

A técnica de microtomografia foi conduzida sob condicGes especificas, utilizando uma
voltagem de 41 kV e uma corrente de 200 uA. O tempo de exposicao foi fixado em 55 ms para
garantir a obtencdo de imagens detalhadas. Para a reconstrucdo das imagens, foi utilizado o
software NRecon 1.7 (Bruker®). O tamanho do pixel foi definido como 10,0 pum, enquanto a
amostra foi rotacionada por 180 graus com um passo angular de 0,2 graus para capturar uma
gama abrangente de informacdes tridimensionais cruciais para a andlise proposta. Essas
configuracOes experimentais especificas mostraram-se essenciais para assegurar a precisao e

representacdo precisa das caracteristicas internas das amostras estudadas, sendo n=3/grupo.

3.11 Andlise por microscopia de varredura (MEV)

A fim de verificar as caracteristicas topograficas gerais da medula espinal, apds o
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tempo de sobrevida, utilizamos a microscopia eletronica de varredura (MEV), oito semanas
apos a cirurgia, sendo retirado um segmento 2mm rostrais e 2 mm caudais em relagdo ao

epicentro da lesdo. Ap0s a fixacdo por imersao, como descrito anteriormente, 0 segmento

Cada medula foi lavada em tampdo cacodilato 0,1M (pH 7,4), pds-fixado em OsO4 1%
+ 0,8% de ferrocianeto de potassio + 5 nM de cloreto de calcio em tampéo cacodilato 0,1M
(pH 7,4), por seis horas, e em seguida foi lavado em tampao cacodilato 0,1M e agua destilada.
Os segmentos foram desidratados em concentragdes 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
solucdo de hexametildisilazano (HMDS) (primeiramente em uma proporcao de 1:1 com etanol

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

Por fim, a amostra foi metalizada através de um metalizador (Denton Vaccum Desk I,
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 sitio da lesdo para cima. O suporte contendo as amostras foi levado ao
microscopio eletronico de varredura (EVO MAL0 - ZEISS) para andlise e obtencdo das
eletromicrografias, sendo n=3/grupo.

3.12 Andlises estatisticas

Todos os dados quantitativos foram analisados utilizando o software GraphPad Prisma
8.0, utilizando testes estatisticos adequados as amostras, utilizando as analises one-way
ANOVA e two-way ANOVA, pds-testes Bonferroni ou Tukey's, e foi considerado um indice

de confianca de 95%, com valores de p<0,05 para a significancia.

4. Resultados

4.1. Andlise funcional

4.1.1 Avaliacéo locomotora (BMS)

A analise da funcdo pela escala BMS evidenciou que o grupo SHAM (9,0+0,0) ndo
apresentou alteracao do seu padréo locomotor ao longo do prazo analisado, por isso os valores

deste grupo foram usados como padrdo de normalidade e apresentou diferenca estatistica
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significativa por todo o periodo de sobrevida em relagcdo aos grupos lesados (SCI e TMT).
Todos os animais lesados apresentaram significativa perda funcional apds lesdo. No dia
seguinte a leséo, todos os grupos lesados apresentaram completa paralisia das patas posteriores,
caracterizando o periodo de choque medular.

No entanto, os grupos SCI e TMT comecaram a apresentar uma diferenca estatistica
significativa em relagdo ao somente lesado a partir de 21 dpo (dias p6s operatério). O grupo
TMT (4,02+0,45) apresentou uma melhora estatistica significativa em relacdo 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 recuperagdo, com retorno motor e funcional primario, sem desenvolvimento de
uma motricidade mais elaborada, diferente do grupo TMT, que alcangou a fase intermediéria.
Isso demonstra que o exercicio influenciou a performance locomotora e recuperacao funcional

apos lesdo, apresentando melhora significativa quando comparado ao grupo SCI.

Figura 13 - O exercicio promove melhora no padrdo locomotor.
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Gréfico de linhas mostrando resultados progressivos do BMS ao longo do tempo de sobrevida estudado. Por toda
o0 tempo de sobrevida, o grupo SHAM obteve diferenga estatistica significativa em relagéo aos grupos SCI (#) e
TMT (&). A partir de 21 dias, o grupo TMT apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo SCI, mantendo-
a até o 56° dia. Analise estatistica: two-way ANOVA e Pos-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 numero de passos totais e corretos no Teste de Caminhada em Escada
Horizontal (Figura 14), a partir de 28 dias pds lesdo, corte temporal onde os animais comegam

a demonstrar movimentos de passo. Na andlise 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
diferenca significativa em relagdo ao grupo SCI (PD: 0,6358+ 0,1700; PE: 0,6667+ 0,1625)
(diferenca representada pelos asteriscos azuis), na analise de ambas as patas, a partir do 35° dia
de sobrevida (Figuras 14A e 14B).

Em relagcdo aos passos corretos, no 56° dpo, foi verificado que o grupo TMT (PD:
5,687+0,458; PE: 7,871+0,421, p<0,01) apresentou uma diferenca estatistica significativa em
relacdo ao grupo SCI (PD: 0,000+0,000; PE: 0,000+0,000) (Figura 14C e 14D). Esta efetividade
guanto ao numero de passos corretos efetuados sugere a influéncia deste protocolo de exercicio
na melhor performance funcional, refletida no grupo TMT. Apesar do grupo SHAM, 0 nosso
padréo de normalidade, (PD: 11,45+0,3965; PE: 11,15+0,5351; p<0,05) apresentar diferenca
estatistica em relacdo ao grupo TMT, performance do TMT foi bem melhor do que quando
comparamos 0 SHAM com o grupo SCI (p<0,01) indicando o impacto positivo do exercicio

em relacéo ao retorno da locomogé&o e passos corretos.

Figura 14 - Anaélise de teste de caminhada em escada horizontal. Compara¢do entre 0s grupos
no LWT.
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Dados apresentados de forma isolada por pata (PD: pata direita (A e C); PE: pata esquerda (B e D), devido
assimetria evidente em camundongos pos lesdo medular. (A-B) Em relacdo ao nimero total de passos totais dados,
0 grupo TMT apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo SCI a partir de 35 dias p6s lesdo. (C-D) Em
relagdo ao nimero de passos corretos, houve diferenca significativa entre os grupos lesados, a partir do 42° dia.
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Em ambas as analises, o grupo SHAM obteve diferenca estatitisca significativa em relacdo ao SCI (#) e TMT (&).
Analise estatistica: two-way ANOVA e Pds-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 mecéanica (Von Frey eletrénico)

Os resultados do teste de alodinia mecéanica avaliaram a sensibilidade tatil/dolorosa na
regido 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 padréo 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
56° dia, quando comparado ao grupo SHAM, o que configura a efetividade do modelo de leséo
utilizado pelo grupo e a reprodutibilidade do procedimento cirdrgico. O grupo TMT (PD:
1.10+1.17; PE: 1.15+1.12) apresentou limiar de deteccdo de pressao com valor mais proximo
ao padrao de normalidade, SHAM, com diferenca estatistica significativa quando comparado
ao grupo SCI (p<0,001).

Figura eletrdnico 15 -Gréafico de barra sobre a andlise do analgesimetro digital (Von Frey
Dinamica espacial da ativacdo de células gliais induzida por SCI.
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Comparacdo da evolugdo da sensibilidade mecénica, no 56° dia, através da avaliacdo dos resultados do
Analgesimetro digital (Von Frey eletrnico), dados apresentados com a média das patas direita (a) e esquerda (b).
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Representacdo dos valores referentes a pressao (em grama), registrada pelo analgesimetro no momento do reflexo
de retirada da pata testada. Os grupos lesados tiveram um aumento do limiar de deteccdo, quando comparados ao
SHAM. Apesar do grupo SHAM apresentar limiar menor do que o grupo TMT (p<0,01), tanto o grupo SHAM
guanto o TMT apresentaram melhores resultados que o SCI (p<0,001), com diferenca estatistica significativa.
Analise estatistica: One-way ANOVA e pos-teste Turkey’s **"p<0,01; ***p<0,001; n=5/grupo. Fonte: A autora,
2024.

4.1.4 Analise por eletroneuromiografia

Avaliamos a laténcia e a amplitude do PAMC (verificada pelo pico de cada onda —
Figura 16), através de analise por eletroneuromiografia (ENMG), nos grupos SHAM, SClI e
TMT, apds 8 semanas da lesdo. Realizamos o estimulo no segmento cervical (C1) e fizemos o
registro no musculo gastrocnémio. Os valores do grupo SHAM foram utilizados como
parametros de normalidade.

Todos os animais lesados apresentaram reducéo da amplitude e aumento da laténcia do
PAMC, provavelmente devido a reducao/bloqueio na passagem do potencial de acao pela area
da leséo. 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 diminuicdo da amplitude, no entanto, ndao apresentou diferenca
estatistica significativa quando comparado ao SHAM (Figura 16A). Quanto a laténcia, 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 diferenca estatistica significativa.
Apesar da laténcia do grupo TMT ser um pouco elevada quando comparada ao SHAM, néo
houve diferenca estatistica entre estes grupos (Figura 16B). Tracados da eletroneuromiografia

referentes aos grupos SHAM, SCI e TMT, respectivamente (C-E).
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Figura 16 - Analise do registro eletroneuromiografico.
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Comparacgdo de amplitude (a) e laténcia (b) da eletroneuromiografia entre os grupos estudados. (a) O grupo
SHAM apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo somente lesdo, quanto & amplitude, todavia ndo
houve quando comparado ao TMT. O grupo TMT teve um melhor desempenho ha ENMG e apresentou diferenga
estatistica significativa em relacdo ao grupo SCI. (b) Em relacdo a laténcia da eletroneuromiografia, todos os
grupos obtiveram uma diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo SCI. Esses dados demonstram a
efetividade do protocolo de tratamento, tento o grupo TMT valores préximos do padrdo de normalidade. Tracados
da eletroneuromiografia referentes aos grupos SHAM (A), SCI (b) e TMT (c), respectivamente. Analise
estatistica: one-way ANOVA e Pos-teste Tukey's.*p<0,05; **p<0,01; n = 5/grupo. Fonte: A autora, 2024.

4.1.5 Anélise neuromuscular

A reducdo do peso do musculo pode ser usada como indicativo de atrofia por perda de
sua massa muscular e este é um evento comumente associado a lesdo medular. Realizamos a
pesagem dos musculos s6leo e gastrocnémio (n=5/grupo) para avaliar o impacto de nossos
tratamentos na condicdo da atrofia.

Apesar dos musculos provenientes dos grupos lesados (SCI e TMT) apresentarem
reducdo significativa de seu peso quando comparado ao SHAM (soOleo: 0,017+0,0549;
gastrocnémio: 0,0723+0,3274), observamos que 0 grupo TMT apresentou menor reducdo de
sua massa muscular, em ambos 0s musculos. Esta maior preservacdo da massa muscular do
soleo no grupo TMT (0,011+1,078) foi estatisticamente significativa quando comparamos com
0 grupo SCI (0,07+0,0061, p>0,05) (Figura 17A). Também foram averiguadas diferencas
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estatisticas significativas em relacdo a média dos pesos dos gastrocnémios dentre 0s grupos
lesados (SCI0,0373+£0,0211 e TMT 0573%0,02570, p<0,05) e entre SHAM e 0s demais grupos
(SCle TMT), p<0,001 e, p<0,01, respectivamente) (Figura 17B), o que provavelmente deve-se

a influéncia do protocolo de exercicio empregado no grupo TMT.

Figura 17 - Analise quantitativa da atrofia muscular.
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Gréfico de barras representando o peso do musculo séleo por grupo (a-b). O grupo SHAM apresentou diferenca
significativa quando comparado aos lesados em ambas as analises musculares. O grupo TMT também apresentou
diferenca significativa quando comparado ao SCI, na avaliagdo do soleo e gastrocnémio. Andlise estatistica: one-
way ANOVA e Pos-teste Tukey's. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; n = 5/grupo. Fonte: A autora, 2024.

Em relacdo a avaliacdo da marcacdo de a-bungarotoxina nos masculos, foi possivel
avaliar quali (Figura 18A e 18C) e quantitativamente (Figura 18B e 18D) a preservacao
morfoldgica das placas motoras (mantendo o formato de “pretzels’) dentre os grupos. O grupo
TMT apresentou maior preservacdo de jungdes neuromusculares quando comparado ao SCI
(s6leo: p<0,05, gastrocnémio: p<0,01) mostrando a efetividade do exercicio na manutencédo da
neurotransmissao na juncao neuromuscular. Isso reflete que o exercicio possibilita uma maior
preservacdo de massa muscular, diminuindo a atrofia, favorecendo o retorno funcional apds

lesdo.



Figura 18 - Analise de marcagdo de a-bungarotoxina no musculo Séleo e Gastrocnémio.
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Em (a) e (c), representacdo das marcacGes dos grupos SHAM, SCI e TMT para avaliacdo de placas motoras.
Escala: 20um e 10um, respectivamente. Graficos de barras representando a quantificacdo de juncOes
neuromusculares no séleo e gastrocnémio, por grupo (b) e (d). Para o séleo, obtivemos diferenca significativa
entre o grupo SHAM e TMT e o somente lesado (b). Na avaliacdo do gastrocnémio, o grupo SHAM demonstrou
uma maior preservacdo de jungdes neuromusculares, verificando diferencas entre o controle e os lesados (d).
Além disso, houve diferenca entre os grupos SCI e TMT, tendo 0 TMT maior nimero de juncbes quando
comparado ao SCI. Andlise estatistica: one-way ANOVA e Pos-teste Tukey's. Valores: *p<0,05; **p<0,01;
n=5/grupo.
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4.1.6 Correlagdo da parede vesical e lesdo medular

Para avaliacdo da relacdo da lesdo medular com disfuncéo sistémica e repercussoes
inflamatorias, realizamos coloracdo de HE para verificarmos a espessura da parede vesical.
Além de ser possivel alinharmos uma conexdo da espessura da bexiga com o retorno funcional
do animal, é possivel relacionar os achados vesicais com a inflamacéo sistémica, muitas vezes
ocorridas nos quadros de trauma raquimedular. A avaliagdo quali (Figura 19A) e quantitativa
(Figura 19B) demonstrou que o grupo TMT (141.577+0,33) apresentou a espessura da parede
da bexiga muito proxima ao padrdo 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 inflamatdrio majoritariamente mononuclear,
com pouco infiltrado polimorfonuclear. Os grupos SHAM e TMT obtiveram uma diferenca

estatistica significativa em relacdo ao SCI (p<0,001), porém ndo entre si.
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Figura 19 - Representacdo qualitativa e andlise quantitativa da parede da bexiga.
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Em (a), andlise qualitativa da parede da bexiga, por grupo escala de 50um, 20x. Em (b), Grafico de barras
representando a espessura da bexiga. Obtiveram diferenca significativa entre o grupo SCI para como SHAM e
0 TMT. Valores: Andlise estatistica: one-way ANOVA e Pés-teste Tukey's. ***p<0,01. n=3/grupo. Fonte: A
autora, 2024.
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4.1.7 Andlise da neuroinflamacéao por ELISA

A fim de verificar mais intimamente a modulacdo inflamatoria diante do tratamento
proposto, avaliamos, pela técnica de ELISA, as citocinas pro-inflamatérias, A - TNF-a , C -
IL-1B e E - IL-6 e anti-inflamatérias, B - TGF- B, D - IL-10 e F - 1L-13. O grupo SHAM
funcionou como nosso padrdo de normalidade na expresséo destas citocinas. O grupo TMT
apresentou maior expressao das citocinas pré-inflamatorias e menor expressdo das citocinas
anti-inflamatoérias quando comparado ao grupo SCI, sugerindo uma modulacdo anti-
inflamatoria induzida pelo exercicio no ambiente inflamatdrio ap6s lesdo medular. Ao
contrario, o grupo SCI apresenta franco processo pro-inflamatorio, elevados niveis de citocinas
pré-inflamatorias quando comparado ao SHAM e TMT (Figura 20). O exercicio, portanto,
poderia favorecer uma polarizacdo em relacdo a populacdo inflamatdria para o perfil anti

inflamatorio.
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Figura 20 - Gréfico de barras representando os niveis das citocinas pré-inflamatorias e anti-
inflamatdrias.
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Em A - TNF-o; B - TGF-B1; C— IL-1B, D — IL-10, E - IL-6 e F - IL-13, em ng/mL. Dentre as citocinas, 0 grupo
TMT tem destaque, demonstrando melhores niveis das citocinas anti-inflamatorias. Andlise estatistica: one-way
ANOVA e Pds-teste Tukey's. Valores: *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,01. n=3/grupo.
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4.1.8 Avaliacao por imuno-histoquimica

Com o objetivo de investigar a populacdo de células inflamatdrias e correlacionar com
os dados obtidos nos testes anteriores, realizamos e avaliamos a imunomarcagdo para
TMEML119, Arginase (Figura 21) e iNOS (Figura 22), aléem de avaliar o comportamento de
astrocitos, pelo GFAP (Figura 23), e ativacdo de apoptose celular, pela Caspase-3-clivada
(Figura 24).

Primeiramente, podemos observar que 0s cortes transversais com a marcagao
TMEM-+Arginase teve uma marcagdo maior no grupo TMT, de modo que foi refletido pela
quantificacdo utilizando a correlacdo de Person, onde demonstrou uma correlacdo de
(0.85+0,66), 0 que demonstra que a maior parte de populagdo de microglia marcada por
TMEM119 teria um perfil voltado para M2, ou seja, um perfil mais antiinflamatorio, diferente
do grupo SCI (0,46+0,46) (Figura 21), o que infere a possibilidade do exercicio enquanto uma
terapia de modulacdo do microambiente inflamatdrio, auxiliando na polarizacdo de um perfil

de microglia antiinflamatoria. Houve diferenca estatistica significativa entre estes grupos.



Figura 21 - Analise qualitativa e quantitativa TMEM+Arginase.
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Em A, D e G, marcagdes para TMEM119 (marcador de populacdo geral de microglia). Em B, E e H, marcac6es
para Arginase (marcador de populacdo microglial de perfil M2), pela correlagdo de Pearson. Destaca-se a

relagdo aumentada da populacdo geral de microglia para o perfil M2 no grupo TMT. Analise estatistica: one-
way ANOVA e Pds-teste Tukey's. Valores: **p<0,01 e ***p<0,01. n=3/grupo.
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Em relagéo a quantificagdo TMEM+INOS, o grupo SCI obteve uma maior correlagéo entre as
marcacoes (0,836+0,43), demonstrando possuir uma maior populacao pré-inflamatéria, com a
prevaléncia do perfil M2. Em contrapartida, o grupo TMT (0.33+0,49) apresentou uma menor
correlacdo, demonstrando efeitos benéficos do exercicio em relacdo a modulacéo do perfil pro-

inflamatorio (Figura 22). Houve diferenca estatistica significativa entre estes grupos.

Figura 22 - Analise qualitativa e quantitativa TMEM+iNOS
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Em (a), (d) e (g), marcacBes para TMEM119 (marcador de populagdo geral de microglia). Em (b), (e) e (h),
marcacOes para iNOS (marcador de populacdo microglial de perfil M1), pela correlagdo de Pearson. Destaca-se a
relacdo aumentada da populacéo geral de microglia para o perfil M1 no grupo SCI. Analise estatistica: one-way
ANOVA e Pés-teste Tukey's. Valores: **p<0,01 e ***p<0,01. n=3/grupo.

A fim de analisarmos 0 comportamento de outra importante célula da glia, o astrdcito,
dentro do contexto da sua participagdo na formacéo da cicatriz glial, foi realizada a marcagéo
para GFAP. Foi utilizada a quantificagdo da densidade integrada de cortes transversais
imunomarcados com a proteina de interesse. Neste contexto, a marcacao do grupo TMT foi
menor que a do grupo SCI (p>0,01), com presenca de diferenca estatistica significativa entre
estes grupos, demonstrando que o exercicio induziria a uma atividade regulatdria dos astrocitos
reativos, favorecendo a uma maior modulacdo da formacdo da cicatriz glial, auxiliando a

plasticidade nervosa (Figura 23).
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Figura 23 - Anélise qualitativa e quantitativa GFAP.
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Os grupos foram avaliados, a partir da densidade integrada, para analise da &erea de marcacdo de GFAP, a fim de
avaliar a area de formagdo de cicatriz glial Destaca-se a maior densidade de marcac¢do para o grupo SCI, em
contrapartida ao grupo TMT. Andlise estatistica: one-way ANOVA e Pds-teste Tukey's. Valores: **p<0,01 e
***p<0,01. n=3/grupo.

No contexto de sobrevida celular, avaliamos o nivel de ativacdo de morte celular por
meio da marcacgédo por Caspase-3-clivada, que é descrita como uma enzima que atua na apoptose
e é amplamente utilizada para marcacdo da ativacdo da atividade apoptética. Ao avaliarmos 0s
grupos, percebemos uma menor marcacdo de densidade integrada no grupo TMT (p>0,001)
guando comparada ao grupo SCI, com presenca de diferenca estatistica significativa entre estes
grupos. Este dado pode direcionar para os beneficios do exercicio em relacéo a sobrevivéncia

celular diante de um processo de lesdo, como o trauma medular (Figura 24).
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Figura 24 - Analise qualitativa e quantitativa Caspase-3-clivada.
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Os grupos foram avaliados, a partir da densidade integrada, para marcacdo de Caspase-3-clivada, a fim de avaliar
a &rea de formacao de cicatriz glial. Destaca-se a maior densidade de marcagéo para o grupo SCI, em contrapartida
ao grupo TMT, demonstrando uma diferenca estatistica significativa entre os grupos. Anélise estatistica: one-way
ANOVA e Pés-teste Tukey's. Valores: **p<0,01 e ***p<0,01. n=3/grupo.

4.1.9 Avaliacéo de cortes semifinos (G ratio)

A partir dos cortes transversais semi finos, corados com azul de toluidina, analisamos
a distribuicdo das fibras mielinicas nos grupos estudados. Qualitativamente, a analise revelou
que o grupo SCI exibiu maior desorganizacdo tecidual, presenca de pequenas cavitacfes na
substancia branca e inimeras fibras nervosas ainda em degeneracdo, quando comparados ao
grupo TMT. O grupos TMT, 56 dias ap6s a lesdo, apresentou maior nimero de fibras
mielinicas 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 - Analise qualitativa e quantitativa da regido de funiculo antero-lateral da ME, 56
dias apds leséo.
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Cortes transversais semifinos corados com azul de toluidina, denominados pelo grupo pertencente. Grupo SHAM
exibindo a organizagdo tipica da &rea de substancia branca na medula espinal (ME) integra. Observe vérias fibras
mielinicas em degeneracao (setas) e a desorganizacdo tecidual maior no grupo SCI, quando comparado ao grupo
tratado TMT, que exibe fibras preservadas de diferentes calibres (asteriscos). Grafico de barra mostrando a média
do nimero de fibras mielinicas preservadas por grupo. Os grupos tratados obtiveram maior quantidade de fibras
mielinicas preservadas em relacéo aos controles. Esquema da ME mostrando as 6 regifes para captura da imagem
ao microscopio de luz para quantificagdo das fibras mielinicas. Barra de Escala= 100pm. (* p<0,05, **p<0,01;
***p<0,001). Analise Estatistica: One-way ANOVA e Pds-teste Tukey's. n=3/grupo.

Para analise da razdo-G, quantificamos a area da mielina, a area da fibra e do ax6nio
com o programa ImageJ. Em relacéo a area de mielina, o grupo TMT (4963+37,76, p<0,05)
apresentou uma diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo SCI
(3130+36,63) (Figura 26A). O grupo TMT apresentou valores maiores em relacdo a area de
axonios em relacdo ao SCI (respectivamente SCI 2694+136,0 e TMT 4558+111,3, p<0,05)
(Figura 26B). Na Figura 26C, houve diferenga entre os grupos analisados (p<0,05) referente a
area da fibra (SCI 5516+136,0 e TMT 8223+111,3).

A Figura 26D mostra o grafico com os resultados estratificados da razdo-G. A maioria
dos valores para o grupo TMT estdo na faixa de 0.6-0.8, o que é um excelente resultado, visto
gue a razdo-G Otima para a ME é de 0.79 (Chomiak e Hu, 2009). O nimero 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 relacéo ao
grupo SCI (38« 8,667). Na faixa de 0,5-0,6 e 0,7-0,8, o grupo TMT demonstrou uma diferencga

estatistica significativa em relacéo ao SCI (p<0,01).

Figura 26 - Analises morfométricas da medula espinal.
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Area da fibra nervosa (a); Area da mielina (b); Area do axénio (c). Estratificaco por faixas dos valores da razao
G (d). Todos os grupos exibiram maioria das fibras na faixa entre 0,5-0,8 um. O grupo TMT apresentou um
desvio do grafico 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. Analise Estatistica: Two-way ANOVA e Pos teste Bonferroni, n=5/por

grupo. Fonte: A autora, 2024.

4.1.9 Andlise da microtomografia

A microtomografia revelou-se uma técnica importante para avaliar o impacto deste
modelo de lesdo na destruigédo 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 regido rostral (topo), epicentro da leséo (meio) e caudal (base), em todos
0S grupos apos 56 dias. Pela organizacdo nos cortes transversais, observa-se, qualitativamente,
uma organizacao da substancia branca mais preservada no grupo TMT, quando comparado ao

SCI, sendo esse 0 grupo mais préximo da organizagdo do grupo SHAM.



Figura 27 - Representacdo medular ap6s microtomografia nos grupos SHAM, SCl e TMT, com
56 dias apos a lesdo.
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Para cada grupo, podemos perceber o modelo em 2D (a esquerda da imagem) e o corte transversal (a 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 a extensdo da area da lesdo, foram realizadas 3 analises por grupo, de forma
a averiguar uma media da area (espalhamento rostral e caudal) (Figura 28A) da lesdo por cada
animal/grupo. Quanto maior a area, podemos averiguar que pode-se ter um maior repercussao
inflamatdria, com relacdo aos danos secundarios ja citados anteriormente. O grupo SCI
(p>0,05) apresentou uma maior &rea de lesdo quando comparado ao grupo TMT, o que
demonstra que o exercicio tem um potencial de capacidade protetora (Figura 28B).

Figura 28 - Representacao longitudinal das medulas nos grupos pela micrografia, com 56 dias

apos a lesao.
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Micrografia dos grupos SHAM, SCI e TMT (a). Neste eixo, podemos observar a demarcacdo da area de leséo
(circulo vermelho) . Escala: 2.5mm (corte transversal). Grafico de barras para comparacéo da area da lesdo (mm?)
entre SCl e TMT (b). Observa-se uma diferenca estatistica significativa entre os grupos. Analise estatistica: One-
way ANOVA e Pos-teste Tukey's. *p<0,05. n=3. Fonte: A autora, 2024.
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4.1.10 Analise da microscopia de varredura

Para verificar as caracteristicas gerais da topografia medular apos a leséo, realizamos
a avaliacdo do grupo SHAM, enquanto parametro de normalidade, e dos grupos SCl 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 orientacdo e
organizacao dos tratos intactos (seta), bem como a vascularizacéo integra (asterisco). No grupo
SCI, ¢ possivel perceber a desorganizacdo do H medular (cabeca de seta) e uma regido cavitaria
importante no sitio da lesdo (estrela). No grupo TMT, a regido cavitaria se demonstra,
qualitativamente, com menor &rea, demonstrando maior preservacao nervosa (estrela) e com

melhor visualizacao dos tratos (seta).

Figura 29 - Representacdo das medulas nos grupos, pela microscopia de varredura, com 56 dias
apos a lesao.
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Microscopia de varredura dos grupos SHAM, SCI e TMT, com 56 dias apds a lesdo.Escala de 300pum (45x e 80x)
e 100pum (136x). Fonte: A autora, 2024.
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5. Discussao

Apesar dos avancgos tecnoldgicos e ensaios clinicos, as possibilidades terapéuticas
disponiveis e relevantes para os pacientes com lesdo de ME ainda é muito reduzida e se
apresenta como um desafio para clinicos e pesquisadores. No nosso estudo, investigamos, do
ponto de vista funcional, morfoldgico e bioquimico, o uso da atividade fisica, que ja € uma
realidade terapéutica aplicada, mas que precisa ter seus mecanismos bem trabalhados,
principalmente no que se diz respeito de imunomodulacdo, plasticidade e preservagédo
neuromuscular, para melhor direcionamento na clinica. Portanto, estudos experimentais com

variaveis controladas sdo necessarios para investigacao.

5.1 Terapia: treinamento fisico em esteira ergométrica

A fisiopatologia da lesdo medular consiste em um evento primario que causa morte de
células neurais e interrupcdo das conexdes axonais. A LME resulta de mecanismos de leséo
primarios e secundarios. A lesdo primaria refere-se a lesdo fisica imediata na medula espinal
como consequéncia de laceragdo, contusdo, compresséo e contracdo do tecido neural (Mietto
et al., 2015). A lesdo secundaria ja esta relacionada a sequelas que incluem alteragdes como
ruptura da barreira hematoencefalica, penetracdo de proteinas séricas na medula espinal,
respostas inflamatdrias (alteragdes nas quimiocinas e citocinas) com a atividade glial gerando
recrutamento inflamatdrio para o sitio da lesdo, eventos vasculares como hemorragia, edema e
isquemia, apoptose, excitotoxicidade, producdo de radicais livres/peroxidacdo lipidica e
desequilibrio de metaloproteinases ativadas (de Almeida et al., 2023). Essas alteracfes levam
a desmielinizacdo, necrose e apoptose do parénquima medular (Dumont et al., 2001; Hejrati e
Fehlings, 2021).

Estas alteracOes justificam a dificuldade na regeneracdo atribuida 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 modulacdo do microambiente pds lesdo.

O treino locomotor com esteira ergométrica e suporte parcial de peso em pacientes com
lesdo medular ja é uma realidade na pratica clinica e tem sido alvo de muitas pesquisas na area
(Van de Bran et al., 2012). A recuperacdo 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 intermediaria no score BMS e
demonstrando maior ganho de passos totais/corretos no LWT. Esses resultados estdo em
concordancia com estudos anteriores em que 0s animais submetidos ao treino em esteira apos
lesdo medular apresentam ganhos funcionais expressivos em fases tardias da analise, inclusive
em relacdo ao retorno de sensibilidade tatil (subaguda e cronica) (Ilha et al., 2011; Marques et
al., 2018; Massoto et al., 2020).

Estes dados também entram em concordancia com pesquisas anteriores com humanos.
Em 2012, Buehner e colaboradores observaram que o treino em esteira com suporte de peso,
em pacientes humanos com lesdo incompleta, como do nosso modelo, representou uma
mudanca 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 lesdo. Além disso, houve um aumento de 28% para 47% dos
pacientes que atingiram a marcha comunitaria sem auxilio, o que significa um grande ganho
para a independéncia desses individuos.

Em nosso estudo, o grupo TMT apresentou melhor amplitude e laténcia do PAMC por
estudo eletroneuromiografico, quando comparado ao grupo SCI, assim como, maior
preservacdo na quantidade de fibras nervosas mielinicas nas regides de funiculos, quando
comparado ao TMT. E esta maior preservacdo tecidual pode responder pela conducéo
adequada e maior recrutamento muscular no PAMC (refletido na amplitude da curva),
sugerindo portanto que os beneficios do exercicio possam estar relacionado a maior
preservacdo estrutural e optimizacdo da conducdo e propagacdo do potencial de acdo e
recrutamento muscular, conforme dissertado por Marques e colaboradores (2009). O
treinamento de passos que fornece uma carga alternada dos membros e passos ritmicos e
repetitivos pode estimular a atividade neural e melhorar os padroes ENMG e a amplitude
(Ward et al., 2016), gerando congruéncia com os resultados do BMS e LWT.

Marques et al., (2018) mostraram que o treinamento locomotor trouxe preservacao de
areas de fibras musculares, assim como nossos dados. Cobianchi e colaboradores (2017)
verificaram que a atividade fisica tem um impacto significativo na producdo de neurotrofinas,
pois alguns dias de exercicio aumentam os niveis de BDNF e NT-3 nos musculos. Além disso,
em seu trabalho, relataram que a expressdo de GDNF (fator neurotrofico derivado das células
da glia) no musculo esquelético parece ser produzida diretamente pelo estiramento, enquanto
a despolarizagdo da membrana pela acetilcolina (ACh) diminui seu contetdo. A expresséo de

GDNF aumenta nos musculos e na medula espinal apds exercicios em esteira e induz alteragdes
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morfolodgicas nas jun¢bes neuromusculares (JNM) que sdo dependentes de atividade, incluindo
aumento da atividade metabolica muscular (Brazg et al., 2017). Portanto, o retorno funcional
pode ser correlacionado a preservacdo de massa muscular, como percebida nos nossos dados,
tanto do masculo s6leo quanto gastrocnémio, também verificados anteriormente em trabalhos
do nosso grupo (Santos et al., 2024).

Além disso, foi possivel avaliar mais intimamente a interacdo treinamento com
recuperacdo neuromuscular a partir da analise das JNM. Segundo Li et al., (2020), as JINM séo
um tipo de sinapse periférica que transmite eficientemente informacdes dos nervos motores
para as fibras musculares e auxiliam na estimulacdo neuronal para induzir contragdes
musculares.

Sendo assim, conforme ha preservacdo neural, menor a atrofia muscular e,
consequentemente, maior preservacao de juncGes (Jones et al., 2016; Cobianchi et al., 2017;
Marques et al., 2018). Nossos resultados demonstraram que o nimero de jungdes musculares,
tanto no s6leo quanto no gastrocnémio, foi maior no grupo TMT, demonstrando a capacidade
de preservacao de fibras musculares atreladas ao nimero de jungdes diante do protocolo de
exercicio empregado. Esse dado também corrobora o dado da ENMG, onde a neurotransmissao
sdo direcionadas para a juncdo neuromuscular, resultando finalmente em contracdo do musculo

esquelético e resposta efetiva (Jung et al., 2016; Cobianchi et al., 2017; Santos et al., 2024).

5.2 Exercicio, neuroinflamacao e lesdo medular

5.2.1 Neuroinflamacéo avaliada pelas citocinas inflamatdrias

Nossos dados demonstraram um aumento dos niveis de citocinas anti inflamatorias no
grupo TMT com o exercicio e um menor nivel de citocinas pré-inflamatorias. Estes resultados
sinalizam a importancia neuroprotetora do exercicio com capacidade de previnir e modular
condicBes inflamatorias (Di Penta et al., 2004). Embora existam varios efeitos positivos da
inflamacdo apds a LME, a continua e persistente infiltracdo de células imunoldgicas é o
principal contribuinte para a degeneragdo neural (Garcia et al., 2016), diversos estudos
descrevem menor incidéncia de inflamagdo sisttmica de baixo grau, bem como
neurodegeneracdo e declinio cognitivo em individuos que praticam atividades fisicas
regularmente (Colbert et al., 2004; Yong et al., 2019).

A neuroinflamacéo é mediada comumente pela microglia no SNC. Ela é reconhecida

por terem uma enorme gama de funcdes e podem existir como membros de um de dois
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subtipos: como células com fungdes pré-inflamatorias e potencialmente toxicas (M1) ou como
células com fungdes anti-inflamatdrias/reguladoras e funcgdes reparativas (M2) (Mishra et al.,
2016; Chen et al., 2023), com a liberacdo de fatores neurotroficos e de crescimento, por
exemplo. O exercicio, portanto, poderia modular suas atividades e favorecer o fenétipo anti
inflamatorio (Massoto et al., 2020).

Segundo Petersen et al (2004), o exercicio agudo pode promover ou reduzir a
inflamacéo, impactando a cascata inflamatoria e aumentando com intensidade a liberacdo de
citocinas pré-inflamatorias ou anti-inflamatérias, como por exemplo, reduzindo niveis de
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), interleucina 1B (IL-1p), proteina C reativa (PCR) e
niveis plasmaticos do fator de necrose tumoral o (TNFa), ligando o exercicio cronico aos
efeitos antiinflamatérios. A deficiéncia de IL-1p suprime o desenvolvimento da lesdo,
promove a plasticidade axonal e melhora os resultados neuroldgicos (Boato et al., 2013).

Os efeitos duradouros do exercicio crénico podem ser atribuidos a regulacdo da
inflamacéao provocada por episodios agudos de exercicio, que é parcialmente influenciada pela
IL-6. IL-6 é uma citocina capaz de exercer efeitos pré e anti inflamatorios no tecido periférico
por meio de células T, macrdfagos, fibroblastos, células endoteliais e osteoblastos. Esta
citocina tem um papel claro no controle metabdlico das celulas musculares e é liberada em
resposta a contracdo muscular excéntrica (Febbraio et al., 2002).

Durante a atividade fisica moderada, como modulada no nosso experimento de acordo
com a fase clinica pos-lesao (aguda, subaguda e cronica), € possivel liberar IL-6 nos musculos.
Portanto, determinados niveis moderados de IL-6 podem direcionar esta atividade.
ConcentracOes adequadas, ndo exacerbadas de IL-6, estimulam a circulagdo das citocinas
antiinflamatérias IL-1a e IL-10 e também podem inibir a producdo da citocina pro-inflamatéria
TNFa (Steensberg et al., 2003; Cobianchi et al., 2017). Além disso, IL-1p e IL-6 induzem
INOS em astrdcitos, microglia, macréfagos e neurénios. A iNOS esta altamente envolvida em
processos inflamatérios, pois produz quantidades excessivas de moléculas de 6xido nitrico
(ON). O ON foi implicado na desmielinizacdo e apoptose de células neuronais dependente de
microglia (Anwar et al., 2016).

Segundo Hellenbrand et al., (2021), estas trés citocinas inflamatorias, TNF, IL-1 e IL-
6, que inclusive avaliamos no nosso estudo, foram estudadas extensivamente e séo reguladas
positivamente poucas horas apds a lesdo inicial. Esta producdo de citocinas e quimiocinas
inflamatorias resulta em extensa infiltragdo de células imunes que continuam a producdo de

mediadores inflamatorios adicionais. Embora o grau de neuroinflamagdo dependa da extensédo
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do estimulo ou insulto primério, o insulto priméario geralmente resulta em uma reagdo
persistente do processo inflamatério ap6s lesdo do SNC, levando & morte celular adicional
gradativa e a longo prazo.

Em contrapartida, o exercicio influencia no controle de citocinas antiinflamatdrias,
evitando a inflamag&o prolongada. Kwiecien et al., (2020) dissertou que em experimentos
anteriores foi observado aumento geral de citocinas antiinflamatorias (IL-10 e IL-13), TGF-B1
e fractalcina (CX3CL1) pds-LM, sugerindo que um processo anti inflamatorio se desenvolve
ao longo do tempo ao longo da astrogliose progressiva, a resposta reativa no SNC, em modelo
de lesdo medular traumatica torécica. Astrécitos reativos estdo associados a promog¢do da
sobrevivéncia neuronal e a regulacdo da diferenciagdo de células-tronco neurais, no contexto
da lesdo medular, indicando uma associacdo com acdes que restauram e preservam a
homeostase ap6s LME, além de refletir em menor formacao da cicatriz glial (Clifford et al.,
2023), possibilitando maior plasticidade neural.

A IL-10 pode ser sintetizada por Th2, mondcitos/macréfagos, astrdcitos e microglia.
Esta citocina suprime a resposta inflamatdria de mondcitos/macrofagos e a producdo de
maultiplas citocinas, moléculas de adesdo celular, espécies reativas de oxigénio (ROS) e
intermediarios de nitrogénio. Além disso, a IL-10 afeta a inflamagdo ativando
microglias/macrofagos e astrécitos e reduzindo a producédo de IL-1B e iNOS. Esta interleucina
promove a sobrevivéncia neuronal e a recuperacgdo funcional em modelos de LME em ratos e
camundongos (Ren et al., 2018).

Neste ambiente patoldgico, o treino fisico especifico podera ser eficaz na reducéo ou
prevencdo da ativacdo da microglia, no perfil M1, e dos mecanismos inflamatérios e
neuropéticos associados, bem como modulacédo de astrocitos. Os astrocitos ao redor da lesdo
tornam-se reativos e normalmente migram para o epicentro da lesdo e auxiliam no processo de
reparo tecidual (Okada et al., 2017). No entanto, eventualmente se tornam astrdcitos
formadores da cicatriz glial, apds LME, que produz inibidores de crescimento axonal e impede
a regeneracdo axonal. Esta mudanga fenotipica tem sido considerada unidirecional e
irreversivel, podendo-se perceber que a cicatriz glial € uma das principais causas da capacidade
regenerativa limitada do SNC (Okada et al., 2017). Nossos dados demonstraram que a
modulacéo da cicatriz glial pelo exercicio promove a neuroprotecédo 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 fisica que causa neuroprotecdo apds dano neural parece
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ter um impacto significativo na inibicdo da reacdo pro-inflamatdria microglial. Ao serem
detectadas, as celulas microgliais proliferam e formam aglomerados espessos, com forma
amebdide, e comecam a fagocitar detritos celulares e materiais estranhos. Cascatas de
sinalizacdo complexas controlam a atividade microglial apés lesdes nervosas (Cobianchi et al.,
2016; Li et al., 2022).

5.2.2 Neuroinflamacao e alteracGes sistémicas

A LM representa uma causa significativa de incapacidade e, dependendo da gravidade
e do nivel anatbmico da lesdo na medula espinal, os pacientes podem apresentar déficits
neuroldgicos, incluindo a perda de funcionalidade do intestino e bexiga, bem como maior
tendéncia a infecgdes do trato urinario (Eckert et al., 2017; Ludwig et al., 2017).

A funcao da bexiga depende do sistema nervoso central e periférico para a coordenacgédo
das fases de armazenamento e mic¢do. A fisiopatologia da disfuncéo vesical pode ser descrita
como uma alteragdo no reflexo da miccdo. Postula-se que se desenvolve um novo circuito
reflexo espinal que é mediado pelas fibras C como resposta a reorganizacdo das conexdes
sinapticas na medula. 1sso é responsavel pelo desenvolvimento da hiperatividade neurogénica
do detrusor. Varios horménios neurotréficos afetam as alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas
dos neurdnios aferentes da bexiga, levando a disfuncdo neuropatica da bexiga (Hamid et al.,
2018).

No nosso estudo, realizamos uma avaliacdo morfolégica e tecidual da parede da bexiga
de cada grupo. O grupo TMT demonstrou um perfil de parede semelhante ao grupo SHAM,
demonstrando que o exercicio pode ter influenciado na regulacdo da atividade imunoldgica
local, com menor infiltrado inflamat6rio, e nos eventos de remodelamento muscular,
efetivando o retorno funcional da bexiga.

Apos a LME, a disdria a longo prazo e a retengéo de urina levam a hipertrofia da parede
da bexiga com uma alta proporcéo de coldgeno para masculo (Ren et al., 2023). Sendo assim,
a espessura da bexiga estd relacionada com a recuperacdo da funcdo da bexiga, e que o
mecanismo pode causar alteracGes na atividade eferente alterada da fibra C na expressao de
alguns receptores de proteinas (Wada et al., 2022).

Hé& ainda uma correlacdo importante, descrita na literatura, que entra em congruéncia
com 0s nossos resultados. Otzel e colaboradores (2021), abordaram que a atrofia do musculo
esquelético, que € uma marca registrada da lesdo grave da medula espinal, € precipitada pelo
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insulto neural e pela paralisia, e fatores, incluindo inflamacé&o sistémica, podem levar a perda
de massa muscular. Sendo assim, infec¢cGes como, a do trato urinario, poderia intensificar os
déficits oriundos da lesdo medular, sendo necessario um foco importante em terapias que
impactam na modulacdo da atividade vesical.

Este dado é importante inclusive no reflexo clinico em humanos, uma vez que o nédo
retorno funcional, devido a atividade inflamatoria e modulacéo tecidual, pode levar o paciente
ao uso cronico de cateterismo vesical, sendo este um fator de risco importante para infecgdes
do trato urinario, gerando internacfes de repeticdo e impactando da qualidade de vida dos
pacientes (Ward et al., 2016; Kinner et al., 2019). Sendo assim, 0 exercicio ndo somente esta
relacionado e demonstra alta importancia com o retorno locomotor e sensitivo, como também

das funcbes autbnomas.

5.3 Exercicio na regeneracao nervosa, plasticidade e sobrevida celular

Nossos resultados funcionais combinados aos achados morfoldgicos nos levam a crer
na importancia da modulagdo do exercicio na regeneracdo nervosa, plasticidade e sobrevida
celular. O grupo TMT obteve bons resultados funcionais de modo a relacionar que o estimulo
sensorial e propioceptivo gerado por esse treino pode ter desencadeado uma reorganizagéo 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 remodelacdo de projecGes de tratos corticais e a
promogdo de extensiva plasticidade e recuperacdo locomotora, contribuindo
significativamente para o controle do movimento voluntério, a partir do uso de um protocolo
de reabilitacdo. Além disso, o exercicio pds-lesdo regula positivamente a producédo de fatores
neurotréficos e diminui as proteinas caspases na medula espinal (Cobianchi et al., 2017),
sugerindo um efeito positivo na sobrevivéncia e regeneracdo dos neurdnios, em consonancia
com uma melhor modulacdo do microambiente inflamatdrio. Essa melhor organizagdo pos-
lesdo e diminuicdo do espalhamento da &rea lesional foi possivel de ser averiguada e
confirmada pelos dados da microtomografia, onde o grupo TMT demonstrou melhor
organizagao de substéancia cinzenta e menor extensdo da area da leséo.

As andlises morfologicas da quantidade do nimero de fibras mostraram resultados
interessantes no grupo TMT. A analise da razdo G evidenciou maior nimero de fibras nos
intervalos de 0,6-0,7 e de 0,7- 0,8 e areas de axdnio maiores em relacdo ao grupo SCI. Esses

resultados corroboram dados da literatura que mostram os beneficios da atividade fisica ao
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promover sobrevivéncia neuronal e resisténcia do SNC a lesées com diminuigdo da formagéo
de radicais livres (Carro et al., 2001; Tang et al., 2022). A introducdo de um protocolo com
treinamento em esteira, na fase aguda da lesdo, com modulagéo da intensidade e volume do
exercicio de acordo com a fase clinica, melhorou a regeneracdo e o padréo de mielinizacdo e
funcionalidade das fibras nervosas (Massoto et al., 2020).

Além disso, a terapia escolhida promoveu um controle motor mais refinado com
provavel reorganizacdo de tratos motores, conforme visualizada na microscopia de varredura,
bem como a diminuicdo do espalhamento da lesdo, rostral e caudal, segundo visualizado na
microtomografia. Esse acho provavelmente é devido a influéncia do exercicio em regular o
microambiente inflamatério, via modulagdo de citocinas, como visto no tdpico anterior
(Cobianchi et al., 2017; Duan et al., 2021).

Sendo assim, esta estratégia € promissora em auxiliar no processo regenerativo de
lesBes nervosas centrais, podendo ser um foco terapéutico pertinente e trazer beneficios para

pacientes com lesfes medulares.
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6. Conclusotes

Para a aceleracdo da recuperacdo funcional e melhor regeneragédo/preservacéo tecidual,
é necessario que seja adequada a intensidade do exercicio de acordo com a janela
temporal ap6s a lesdo, tendo um efeito positivo quando iniciado na fase aguda (7 dias
apos a lesdo). Essa perspectiva pode ser visualizada com o retorno funcional motor e
sensitivo.

Os testes funcionais, na ENMG, na avaliagdo de preservagdo muscular, demonstrando-
se eficiente para antecipar a recupera¢do motora dos animais € promover um maior
controle motor.

A terapia utilizada possui um importante efeito imunomodulatorio, diante da analise do
comportamento inflamatério, vide ELISA, microtomografia e microscopia de
varredura. I1sso demonstra o efeito neuroprotetor e antiinflamatorio na terapia utilizada.
A estratégia testada foi capaz de aumentar a quantidade o numero de fibras mielinicas

e da razdo G, otimizando a regeneracao nervosa e a plasticidade.
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Injuries to the spiral cord result i permanient disabilties that kit daiy ke actraties. The main
reasons for these poar outmomes are the limhed negencratie capaciy of cent ral reurans and the
mhikitory milicu that is established upon traumatic mjuries. Despie decades of rescanch, there is stil
no cffipent treatment for spinal cord njury. Many
on ameliarating the funchional cutcomes after spinal card mjury. Among these, mobecular compounds
are currently beang wsed for newrological recovery, with promesing results
the aeon collapsed growth cone, the inhibitory microcmarorem ent, the sunival of newrons and glial
codls, and the re-establshment of lost connections. In this review we focused on moleoules that are
being used, cither in predinical or chrecal shudies, to treat spinal cord mparies, such as drugs, growth
and neuratrop hic factors, enoymies, and purines. The mechanisms of achon of these molecules are
discussed, considering traumatc spinal cord mjury n rodents and bumare.

Key Wareds: awanal regeneration; drugs; eroymes; growth factiors; molecular therapy; neurotrophic
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strategies are tested in prechinical studies that focus

These maleoules tanget

Introduction

The central nervaus system (CNS) responds differently to injunes when
comipaned to the periphicral nervous system. Incontrast ta peripheral nerves,
the central axons dia not efficiently and adequately regenerate after lesion

Sparal cond enpury (SC1) coours as a consequence of abnugt or sustained trauma
to the spinal cord and represents a serious dinical condion. The extent of
damage depends an the infensty of the trauma which deectly interferes with
the paticni’s progreasis (Euncova ot al., 2004). 50 results in devastaning social,
phymcal, and firanoal burdens for patents and famalies. Recent studies have
reparted that the incidence of 500 worldwide has ranged between 10.4 and
&3 cases per milkon per year (sngh ot al., 2004; Hejrah and Fehlings, 20210

The primary mechanical trauma results in neuroglial cell death and
axonal damage and, conseguertly, alteratian in the network required for
sensorimator funchion. Faliowng thes inmial insult, 3 secondary inpury cascade
iz inifiated, which is charactered by irflammatory cell infiltration, vasoular
effects such as hemarrhage, ischemsa and edema, ionic imbalance, glutamate
release, and oxcftotooicity, free rmdicl formatan, and oytolone nolcase, which
generates further neuroglial cell death and aggravates neurological defiots
ard outcomes [1ator and Fohiings, 19491; Bareyre and Schwab, 2003; Aowland
etal, 200F; Hejrat and Rehilings, 2001}

The dificulty in regencrabon is mairiky atinibuted to the mecroensironmaent of
the imjured spinal cord (Kamada et al., 200%; Niu and e, 200%). The proomal
stumps af the injured nerve fibers are expased to the inksbitary molecules
of the reactwe glial environment. The recruitment of iInflammiateey cells
and astrocytes leads to the formation of a ghal scar, usually accompanied
by cavites filled wath chondroetin sulfate protcogiycans (CsPeEs). Other
inhibstory molecules are Nogo, myelin associated ghycoprotein [Mac] and,
obgodendrooyte myelin glyooprotein, omponents of the contral myelin that

also interfere i the regenerabon of aeors. Furthermore, after asonal injunyg
there is also a decrease in traphic factors supply, due to INrRsic nourona
changes such as atrophy and cell death (Kamada et al., 200%; Yo and He,
panif

n am attempt to aptimize functional restoration of the lesioned ONS,
RUMENoUs newmprotective and newraregenerative therapeutic approaches
are emengnig, such 2= cell therapy, which has shown frvorabile results wath
the use of difficrent |:|:II types such as pre differenbated embryonic stem
cells {Margues et al . demtal pulp cells (de Almeida cr al., 2011} and
meserchymal cells (Lo et al, 2006; de Almeida ot al, 201%; Ramalho et
al., Ju18) On the other hand, there i a wade range of rr-ull::u ar compounds
that are currently being wsed for neunological recovery, with promesing resubs

Ihe goal of moleular therapewtic intervenmbon consests of promobng aona
regeneration and sprouting, protechan af neurons from cell death, and
enhancement of renne fiber conductan [Tharet et al., J006). & = important
to note that sprouting of afferent fibers in the thomoolumbar spinal cord cn
coniribute to some conditions such as autonomic dysrefiedia (Rabchewsky
paif

although most research aims at matar functional recovery as a mapor
outcame, we acknawledge ather comorbidities, such as neurcoathic ain
and newogenic wninary tract dysfunchon, as reglected S0 related condibans,
gaining attermon and being cvaluated as treatment goals (Anderson, J004;
Hunt et al., A021; Morse et al, 2001; Wang ot al, 20£1). There are a varicty
of molecules that can be used to either atfenuate the damage caused by the
secondary njury ar to stimulate regeneration and restone lost connectbons
and functions that ooour in the spmnal cord after injury. In this revicw, we
will disouss some molecular compounds that have been used affer 521 and
provide 3 summany of these strategies.
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Search Strategy and Selection Criteria

We included data from pre-clinkcal experimental studies and human cirdcal
trials registered In dinicakrials.gov in this narrative review. Al these studies
dted in the current review have boen perfarmed In the last twenty years
[2001-2021). They were searchied on the PubMed database using the
following keywards ar terms: regeneration, 5C1, pharmacological, drugs,
fibrablast growth factor (FGF) and 5C1, brain-derived neurctrophic factor
|BOBIF} and 501, nerve growth factor (NEF) and 500, cpidenmal growth factor
|EGF} amd SC1, cliary neurnerophic factor {CNTF) and SCI, ghal cedl line-derived
newratraphic factar (GOMF) and 5C1, platelet derived growth facior [POGE]
and 5C1, guancsine, adenosing, Inosine, purines, chondroiinase, and sialidase.

Pharmacological Treatments for Spinal Cord
Injury

A drug can be defined as ary chemical substance, escept for a netrient or an
essential dhetary ingredient, which when administered to 3 living arganism
produces a biologicl effect. Thus, the pathophysiological processes elicbed by
51 ane thearetically possible to be fangeted by pharmacological intenentions.
Dezpite decades of scientific stsdies, no drsg tested =o far has achieved
dinically samisfactory results in phase W clinical trials making precinical studies
of pharmacological treatments to Imerove newrological function a prionizy
in this research fickd. & selection of drugs that ane currently employed for
different pathophysiological aspects of 500 or that ane being shedied with
promising results in both predinécal and dinical trials are lsted below.

Dopamine, Atropine, Norepinephrine,
Midodrine, Glibenclamide: Blood-Perfusion
Controlling Drugs

The neurogenic shock that follows 5C1 enhances the hypoxic damage
caused by traumatic induced vascular napture. To minimize this condition,
wasopressn and cardiac simulant drugs such as dopamine, norepinephrine,
the muscarinic antagonist atropine, and the alphal adrenergic agonist
midodrine are of wiility In the acube dinical management of 5C1 paticnis
|Markandaya ez al., 2012). Addizionally, preventsion of further lesion of 5C
microvasculatune by the employmens of the sulforrysrea recepror 1 channel
antagonkst glibenclamide prevents progressive necrosis and improves
newologicd status after SC1in rags (Simard of al., 2007) Thus, a phase Vil
dinical trial that analyzes the safety and efficacy of Kz orl administraton ower
thee first 3 days after the Injury has been conducted, with results expecied for
2022 {Minnema et al., 2019}

Methylprednisolone, Tirilazad, Minocycline:
Anti-Inflammatory Compounds

The mast traditional drug clinically employed to treat the secondary injury
mascade after 5C1 ks methyiprednisolone (MF). Being used since BACIS trials’
results in the 19EDs, it is a ynthetic glucocorticoid agonist, suitable to be
employed after acte SC1 at an carky stage due fo s ant eflammatory and
neurcprotectve effects, acting mainly in the prevention of lipid peroxidation
[Hall, 37011} However, these dinical trials revealed modest functional recovery,
associated with severe adwerse cffects concerning immunodepression, ieading
1o recurrent infiections, discouraging it use (Cristante of al, 2012). Due to
the side effects revealed by the :?i:-menﬂnm:l chmical trials, drug designers
were encouraged fo develop medicatons with the protectve effects of MP
bust without its adwerse events. Amang these, emenged tirillazad, a non
glucocorticoid steroid with anti nflammatory and antioeidant properties.
aithough safe far human use, clinical trials revealed less effectiveness
than MFP [Bains and Hall, 2012), pushing sclentists towands the evaluation
of other classes of antl-inflammatory drugs. Minccycline Is a clinically
available ant- inflammatory compound that inhibits newcinflammation and
neuradegeneation through retinolc acid ggnaling (Clemens et al., 2008).
Preclinically, it has been shawn to inhibie the secondary expansion of the
ksioned sie, reducing autoncmic cysreflexia (Squair e al, 2018). Although
no severe adverse offect was related o fts wse, a phase 11 clnical trial
emgloying minocoycline during the first week after 501 revealed only a non
significant tendency of the improved newnological score (Casha et al., 2013

Pregabalin, Riluzole, &-Aminopyridine:
Voltage-Gated Cation Channels Antagonists

Originally developed for cpilepsy treatment, gabapentinoids and riluzole
present interesting properes for spinal cord (SC) neuroprotection. Rilkizele
driven blockade of voltage gated sodiem channek reduces both ghetamate
release and excitotomicity after C1 in animal models (Ofra et al., 2003).
Preliminary analyses revealed Improwed motor scores with no serious
side effects when employed to paticnts during the first 2 weeks after 501
|Srossman et al, 2014). Also reducing ghutamate induced excitotoxiciny,
gatapentnoids, such as pregabalin, are 02 62 voltage gated caldem channel
submnit blockers that reduce microglial activation, through down regulation
of p3E mitogen activated protein kinase (MAFK), impairing the secretion
af the pro-inflammatery oytokines interiewkin- 1 (IL-1), interleukin & (IL
&), tumor necrosks factora, and prostaglanding (Ha et al, 2011} This ant

inflammatary effect results in decreased apoptosis and improved locomaotar
function with reduced mechanical hypersensitivity and tactibe alledynia,
promoting neurcprotection and neurald regeneration after 500 n rodents
(Tedeschi et al, 01&). &n ohservational cohort study analyming data from
the European Multi centre Study about 501 revealed that gabapentinaids
treatment wikhin 1-month post-injury sgnh:nnl:l-r im@rowed mofor necovery
of 500 pathents (Warner ot al, 2017} On the other hand, inhibrars of the
woitage gated potassium channels, such as 4 aminopyridine, faclisate acton
potential conduction within derpelinated fibers after SC1 in guinea pigs
(MiBride et al., 2007). Treatmient of chranically dinlegic patients afrer SO0
wiith 4 aminapyridine resulbed in improved locomiotion, bladder, and anal
sphincters contral, somatasensary and ercctile fumctions, bet, unforbunately,
also ked o adwerse evenis swch as seioares (Grijaha et al, 20104

Baclofen: Inhibitory Neurotransmission
Stimulation

Beyond being useful to treat spassicity after 5C1, the GABABE recopior agonist
has shown both neuroregenerative and neurgprotective actions after
SC1. Hilton and co-worikers showed that oral baclofen treatment afrer SO0
promotes awonal regeneration andor sprowting, comeerting pre-synaptic
sites into growth cones, through Muncl3 down regulation (Hilkon et al.,
B022). Moneover, acube backofen treatment promoted white mather sparing,
decreased microgialmacrophage content, modulated the oytokine milicw,
and enhanced locomptor functon and bldder comtrol after 501 im mice (de
Sowsa of al, J0F1L ls wse within the first £ weeks after 500, besides proven
safety, revealed sensory and mator improvemends of 51 patenits {Cragg ot
al, 3019}

Leukocyte Common Antigen Related
Phosphatase Related Peptides, NogoA
Neutralizing Antibody, Elezanumab: Inhibitors
of Growth Cone Collapse

The 5C1 stte remodeling i a challenge fo axonal growth. The proinSammasory
and newrotoxic eplcester i lsolated from normal 5C parenchyma by the
glial scar, sparing the surrounding neural tissue. Conversely, scar forming
astrocytes secrebe CSPG, which impairs axonal clongation (Ysan and He,
B013}. 50, drugs that target those inhibitors are being tested for 5C repair.
Lewkooyte common antigen related phosphatase (LAR) was identified as a
C5PG recepios that, onoe activated, induces growth cone colbpse. s systemic
blockade with LAR targeting peptides allowed scrotonergic regeneration and
locomotor partal recowvery inanimal models [Fisher of al., 2001 ). Clinkcal triaks
em ploying LAF: Sargeting peprides were not conducted yot

additionally, degenerating myelin sheath after 301 exposes MAG,
aligodendrocyte myelin glycoprotein, and Mago A, which also impair asonal
remodefing and functional recovery [Lee of al., 2000). Thus, the blockade
af the myelin inhibitars thraugh Intrathecal adminkstraton of the fragment
crystallizable fraction of Noga recepror 1 results in regeneration and/
or sprouting of corticospinal fibers and behavioral improvements, both
in mause and non hemans” primates (U et al., 2004; Wang et al., 2020}
Due to these results, a phase 1l chnical trial employing ntrathecal Bogoa
newtralizing antibody administration has been conducted for SC1 patients,
revealing non-significant improvements in newrokgical symptoms |Eucher et
all, 2018} Ancther inhibitory molecule of the remodeled SC1 site, repulshive
guidance molecule A (RGMal, & wp regulated i seweral cell types, where it
signals through neogenin receptars, mhibiming axonal elongabon [Maothe et
al, 2017). application of eleransmab, an anti AGEMa monocional antibody,
promotes neurcprotection, newopksticdy, and funcional recoveny fulhn'ng
a thoracic hemicomgression of SC in non-human primates (lacobson et al,
2021). ispired by these promising preclinical results, a phase B chnical trial
& currently recruiting volunteers (NCTO4Z95538). Finally, RGMa, myelin
proteims, and CSPE activate RhoA in growth comes, insuech a way that
Bhat acts as an intrancuronal hub to different inhibtitory moleosies of the
extraceliular milieu, signaling growth cone colapse (Wu and X, 2006}, Mone
recently, it was shown that both C3 transferase and Y2732 treatments imhibit
Ehod& and Rho dependent kinase, respeciwety, promaoong adonal regeneramion
and recowery of hindlimb function after SC1 in rodests |Dergham et al, 2002)
This approach was fransiated to dinical triak, whene WE 210, a cell permeabile
dervative of C2 transferase, was employed. Although It gave promising
resalts in phase | and || clinical trials, it did not reach the pre-defined efficacy
endpDint in phase I [Fehdings o al., 2021).

Phosphatase and Tensin Homolog Antagonist
Peptide 2 and 4, Bisperoxovanadium, TTK21:
Promoters of Axonal Growth Intrinsic Properties

Combinatarial treatments stimulating the intrinsic growth capacity of
CNS awans wiere the only approaches that have achiewed bath full length
regeneration and parbal functonal recovery within the lesioned CHS so far
{De Lima et al., 3017} Phosphatase and tensin homalog (PTEN] is an enoyme
that mediates the dephasphorylation of phosphoinosizide 2 idnase (FIZK)
mrgets. such as protein kinase B. Protcin kinase 8 sgnaling pashway leads o
mamimalian tanget of rapamycin and 56 kinase actvation, promofing protein
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synithesis and aonal elongation. PTEM systemic mhabition, with antagomist
peptides PAPE and FAF4, promotes serotomergsc and corticospinal tract
regeneration beyond lesion site, and locomotar function recovery m SC1
anemal models (Ohtake et al., 2014} Similarly, systemnic treatment with the
non-speofic FTEM inhibitor, bisperosrvanadium, promoted e spanng and
functionad farelimb recovery after cerncal q:lmlpmrd lesion ;o mice ['Walker
et al.,, 2012} Although bispercucvanadium thearetically has a =ntial
n=gatwee influence on cincer prevention due to cell an:mlh stimaulation, its
blockade of phosphatase activity imipairs cell cyde 1on required for
cancer cell development {Sowens ot al., JD'.'IJ-] 'I'hus PTEN infubibion s=ems
a pramising target far future clinical I:rlnh far 5C repair. Besides, pratesn
symithesis-dependent anonal slongation requires genes o be transonpted
within the neuronal nuclei. Transoription machinery access to the genes
reguires chromatin remoedeling, which i accomplished by post-transiational
maodifications of hestones ar DMA #sell Delivery of TTEK21, an activatar of
CAMP response Elernent-hmdmg protein/F300 after 50, inoeased acetylation

to mhibet anonal cutgrowth, induding Moga receptors [MgR1 and Ngh B,
Pl-integrin, and i ans [WViyas et al., 2005; Me=hiz et al., 2007). Some
ne=urcns respond to primarily wia sialghycans, whereas athers use Ngfs
and other receptars. Gangliosides are the mast abundant saloghycans on
ne=rve cells. MAG infibstion of asonal cutgrowth m some newrons 15 reverssd
by treatment with smlidase, an enzyme that hydrolyzes sialic acods and
ebminates MAG-sialoglycan binding | 2] (Wyas et al, 2002). Sialidase
treatment enhances recovery after spanal cord contuson in the rat (Mountney
et al., 2010). Therefore, sialidase &2m as a patential baologacal drug for
the r:n:mne{?']p of axans, \uhdahng ynlsl'}\umns nspl‘::hempu.lh: targets gflhe
treatment of SC1.

Another important theragy, in addibon to sabdase, |s Ihe us= af polysialic acd
[PSA]. PLA & a natural, beod able, and |I:vn-‘vmnd1ar|de
miainhy attached to the neural cell adhessan m lSnlru et al., 2015; Fhang
et al., 2018). Several studies report its iImportanoce concermng its therapeuhc

p lity. Among the advantages discussed abowe, it is known that PS&

of dorsal roat ganglia neurcns” histones and promoted 1 and
sproufting af zeons within the rodent’s 5C, along with bath DEHDGIT and matar
imgrovemends n behaworal assays [Hutson et al, 201%). The safety of histone
apetylabion promoters, such as valproc acd, is wel known dus b their use in
the treatrment of other pathologies in humans, such as epilepsy, encouraging
dinical triak employing histone acetylabion enhancers.

Therefone, besides the drugs available for 500 repar, several novel targets
are being studied, aiming for the development of novel drugs that would
mnlu:iv be able to modify other aspects of 5C1 pathophysiology. The
combinatonal treatment with different drugs or with different regenesative
therapies. may have additive =ffects to avercome the inhibitory erarcnmens
of the ingured SC. Figure 1 exernplfies selected aforementioned drugs and
their mecharesms of action.

Enzymes

Chondroitinase

After 501, the physical barniers formed by the glial scars and the dhemical
substances secreted by them are at hurdles that inhibst the growth
of central nervous system axons. The glial scar is compesed of several
components, of which CSPG is the most abundant [Zhang et all, 2003k). (590G
is the mast preval=nt extracelular matrie component mcreled by astrocytes
2 et al., 2013a). = inhibstary effects are accomplished by actng oo
cligodendrooytes and neurcns, where they impasr remyebnabon and aonal
growth, respectively. C5PG signals through different receptors, such as
LAR, protein tyrosine phosphatase o (FTPo] and Ngh 1, 2, and 3 {Sapieha
et al., AWG; Schwab and Strittmatter, 2014; lang et al., 2005; Dyck et al.,
2018, 201%). Early suppression of CSPG seoretion from reactive astrocytes
can reduce thesr inhibitory effect an nerve fiber regeneration (Zhang et
al., 2013hj. Therefore, focusing on early suppression of C5fG production
by astrocytes may reduce their inhibstory effect on post-injury axcnal
regeneration [Prafyms et al., 2004

Chondrostinase ABC [ChASCH has been shown to promote regeneration of
axons through the ghal scar [Yick =t al., 2003} ChaaC is obtained fram the
bactera Frofeus and acts by degrading the ghycosammoghycan side
chains of (5865 Degradaton of C5PG with the use of ChaBC removes the
inhibition af regeneration from the ghal scar (Figere 2] (Rzspa =t al, 201%). 1t
hasz been reported that ChABC treatment after S0 reintegrates pastsynaphbc
activity bedow the lesion sib= and promotes funchionad recovery of looomabor
and proproceptive behawiors in rats (Bradowry =t al, 2002; Mahajan, 2018).
Besides, ChaBL infusion enhances recavery after sxpenimental migrastriatal
lessons and in several animal models of 50 [(Mountney et al, 2000}, These
ﬂ:lnmha rE:l.ﬂ'm animal modeds strongly dirve the mitation of human tests
jan, 20

In addition to acting mdividually, Cha8C has been tested m combination
with other pro-regeneratiee therapees as a potential treatment for S0
Amang them is the combinaton with entenic neural stem cells, bone marrow
mesendymal stem cells, hyperbaric coygen therapy, treadmill rehabilitation,
GDMF, and other = s, ke sialidase (Garda-Alias et al, 2005 Thang et al.,
201 3a; Shinoaaki ef al., 2016 Liv et al., 2018; bevans =t al, 20215,

Sialidases
Thess encymes ane ghycosidases responsible for the removal of sialic 2od
[Sias] residues [d abion] from ghycan partians of either gheooprotens ar

ghyoolipids [Yuan et al., 2020} The Sias are a family of 9-carbon containang
acidic monesaccharides found on both N- and O-linksd ghycans of either
ah'r_npmmns or ghyeohpids. Sias = mvaheed in many beological processes, such
latng cellular interactions in controlling actvabon, differenbation,
I-E:Irm:lh:m. and migration of cells (Mountney =t all, 2013}

The= hydrodytic removal of Sias {desialybfion) from ghyooprotens or ghyoolipads
takes part n the regulaton of vanous physiological and pathologcal pathways
[Mountrey et al, 2010). D an af glycoco mfluences o=l
sgnaling, adhesian, apoptasis, receptor actrvation, phagocytosis, cell
migration, cell trarefarmation, differentiation, migrabian, and neuntogenese.
Therefore, smbdases reguiate many cellular processes in both physologscal
ardlglﬁhalngl:al condeticns by g Sias from ghyoocongug [ang ez
a

decreasss tumor necrosis factor-a and IL-G release by inhdnitng onized
caloum-hinding adapter molecule 1, microghamacophage acthation, and
reduces apaptosis-associabed s -3 profein expression. In addibon, FEA
inhibits axcnal demyelination and ghal fibrillary acidic protein expression,
increases newrcfilament 300 expression, and improves the functional
putcome [Mehanna et al., 2010; Zhang et al., 2018). Therefore, P54 also
stimulates regeneration i the c=ntral nervous. system after 2C1 [Saini et al.,
2016].

In conclusion, amang axonal regeneration inhibitor-targeted expenmental
theraEEI:s, twa bacterial enzymes have emerged as potential drugs to
treat . ChaBC degves inhibory C5PGs and salidase deaves ssaloglycan
receptors for MAG [fick et al, 2003; Mountney et al., 2013). Therefore,
including the combination of such therapies can faver a better axonal
regenerabon, reflecting in patential funchonal recovery after S0 {Bradbuny st
al., 2003; Mountney et al., 2013).

Growth and Neurotrophic Factors

Growth factors and newrotrophic factors are secreted biomolecules that are
present in the nervous system during deselopment and throughout adult
life; they promate neurcnal cels development, differentation and suraal,
neuribe putgrowth, synaptic plasticity, and neurotransmission, influenong
the: topography of axonal projechiors dunng development and regeneration.
Growth factors can be produced by many different tsswes; mest newrotrophic
factors belong to ane of the three families: [A] neurotraphins (NGF, BOMF,
NT3, and NT4), [8) ghal cell-line derwved neurotrophic factor family ligands
[GOME, Meurtunn, Artemin, Perssphing, and [C) neuropoietic cytokines TF,
leukemsa inhibitary factor [LIF], ILEG, and ofhers). in general, growsh factars
and neuratrophic factors evert thear trophic sfiects by signaling through
tyrosine kinases receptors, which activates dsbnct cell signaling pathways as
FLEKAKT mTOR, PEC, RASMAFE, and lak-5TAT, as se=n in Figure 3, although
the: cellular responses eliated by them often overlap.

Fibrablast factor
When dizscovered, FGF was an unknown pratesn extracted from the cow's
petuitary gland and was named NIH-LH-88 (Armeln, 1973]. @ seemed ta have
a haghly specific activity, turning resting-state 3T3 fibroblast Ineage mto a
mitobic state {Armeling 1973, and later its name was changed to “fibroblast
am-wlh factor® {Gospodarowscz, 1574} Mowadays, FGF is better desonbed as
tein family composed af 23 traphic factors which exert 3 wide wanety
|:- effects such as praliferation, differsntiation, migration, chematasis,
neurcgeness, and asonal growthe Amaong these prateins, the basic fibroblast
growth factor (BFGF ar FGF2) emerges as a potental treatment in the medical
regeneratwe field (Roh and Omitz, 2008).

FGFZ promotes mitogenic activity, stem cell-state steadiness, and cell
survival (Ding et al., J010; Messahebi-Mohammadi =t al, 2030). These are
useful propertes for foresering a novel treatment far SC1 Using a tharaoe

al cord transection model in C57BLG) mice, Huang and coll=agues

erved, 12 weeks after injury, inoreased density of axons and better-
spared tissue after intravenouws ingection af human embilical cord-demsed
stem cells overexpressing bFGF (BFGE-MSCs) as compared to wehicle
admmnistered control mece and ta umbsical cord-deswed stem cells without
bFGF ovenmpression animals [Huang et al, 2001 After 60 days in Sprague-
Davade=y rats of a contusve madel of S0, similar results were notced with
allotransplantation af AfN-transfected newral stem cells carmying the BRGE
gene inside the lesion's epicenter. & was also observed more spared neurons,
axonal growth, and discrete astroghasis in the BFGF treated group compared
to its controls (Zhu et all, 2001]. Studees evidenoe that to exert s regenerabyve
funictions, bRGF binds ta itz transmembrane receptor deflagrating PR
mTOR, RASSAAPK, and FLCy (Figure 3) pathways (Zhou et al, 2008; Caiet al,,
2021).

bFGF similar drugs were synthesized and memébranes with drug-delrvering
scaffolds are being developed 2= poasible treatments to spanal cord injuries
[Zhou et al., X18; Edamura et al, 2000; imagama et al., J20). Despite these
promesing results, bBEGE ressanch i sl in the pre-dinical stage.

i factor

The microenvironment of 5C1 is highly mhibitory for axonal reg tion.
Dﬁlnﬂ! inhibitors, mouding those on residual myeln, for sample, MAG,
te to regenerabion fasdure. MAG binds to vanous neuronal receptars

PDGF was |rurui.rr|dﬂ1li|ed 2= having a grawth-promofting actnaty in plagelsts,
be=ing later verified its produdtion by mary variebies of cell types, such as ghal
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Figere 1 | Mechanisas of action of drugs after spinal cord injury.
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Figere 2 | Role of enzymes after spinal coed injury.

After spingl cordinjury, 3 853l sar 5 00med & tha injery ske and CSRG & sotated by
reactive amrocyte The CASC degrades the oide chains of GAG: and, thwrefore, CSPG
digradaten octurs The Blacking of the CSPG enabies awona! epenommion Rigardng
SRt T3 ACtity % 50 remove siafic aGd, promating the eimnanion of MAG-
SaoghGan bading. Tha Docking MAG Jiows Gx0ns! SOgenmration. Thiw e itratagies
10 Aiow RanCTions reciwery after aing Land wiury CSPG. Chendroitia sulghate
poteagiyian, GAGS. ghtoseminagivians, MAG myedin 2asocated glycoamtain

cels and neural progenetors, There are four dfferent Mgnﬁ(mhm
that encode the five dimenc proteins (FDGF-AA, 88, A8, CC, and -DD), They
bind with diffecent affinities to one of the three tyro=ne kinase recepton
(PDGFR-aa, PDGFR-af, and POGFR-BR) and sgnal by vanous intraceliular
pathways assocated with cell division and ﬁm‘lh ndudmg the PWAKT/
mTOR pnhw:v. RAS/MAPK, and STAT £ Cy ac

seen in Figure 3 (Andrae e al., 200&)

In an expenmental study, PDGF pfmxx. ag=inat bload-zpenal cord barner
desruption sfter SCl by r del) lac units, upregulating
tight and adherens jnctions, :ng mmolmg autophagic flux activation
[Ye et 3l., 2021). The blood-spinal cord barner plays a wital role in SCI
recovery, thus its peeservation can reduce other degenerative svents such
as loss of ml:ruv::\:ulature infiltratren of blood-derived macrophages,
stress, glial scar formation, and cell death

Inflammatory response and M1 or M2 subtype polarization of macrophages/
e are essential ta ghat scar formation. M2 macrophages can secrete
POGF2 actng on POGFRS to promote POGFRS” pericytes migranon, in both o

= i...
I
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Figure3 | S of the of growth and neuratrophic
Tactoes signaling pathway.
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vrvo and i witro conditions, mhmﬂ:fbrot:ma“heglularmnd
the spinal lesion (L ot 2l 20212} PDGE-AA can indl)
precursor cells to migrate and differentiate inta ohgodendmyul cell:
increasing myelination and smproving functonal recavery {Yao et al., 2017)

Addibonafly, #DGF can promate motar newrons surival, reduce scar tasue,
pe the remyel and promote SCI recovery when adminatered

lecally or subcutansauwsly [Guo et al, 2019; Ye et i, 2021}, or when secreted

by differere genebcally modified ceits {Plemel et al,, 2011; Yao et al, 2017)

Tbhreutugéuuwn that PUGE admenistration may be a promising treatment
anute SC1.

Eﬁdennal growth factor
Iy kncan as £GF pe t: properties,

:llreadvusd 25 2 tregtment far dabebe ki ulc\ss [Geriarg:el al., 2013} in
preclinical studies, # is beng evaluated 25 3 poterstial therapy theragy for S0, bt the
literature = stil inconcdusive, facing contradictory resuhs about 2s therapeutic
efficency. Some studes indicate that EGF promotes neurcgenesis, dimmshes
cwdative stress and apoptosis after SCI in mice (Ozturk et al, 2018; Xue
et al., 2020). One research demonstrated that EGF FGF treatment s less
effectne than FGFEGFGONF trestment to enhance axonal growth across
the lsuon site (Andeszan et al., 2018). Despite these benshoial results, some
studies show that EGF may hamper central nervous Zystem regeneration by
faphtating bood-brain barner disruption and enhancing astroghiosis after
ngury (Wu et al., 2010). Omm;dvntxavedamdmniNFﬁdeK
levels within astrocytes nucler and, b aof that, y
were diminished after SCI by blocking £GF receptors with PDIMJQJ

expenmental drug {Li et 2l 2021b), n%be mament, no published clinical
triaks use EGF s 3 treatment 'for SC1.

GHal cell line-derived neurotrophic factor

GONF was first descnbed in ghal cefls but s afso expressed in neurons,
astrocytes, chgodendrocytes, Schy cells, and skeletal muzcle fibers.
GONF binds to tyrosine kinase receptors, forming a3 GONF-GDNF family
receptor alpha-1 (GFRal) binary complex; then assembly with co-receptor
tyrosine kinase rearranged dunng transfection [RET), farming the GONF-
GFRal-RET ternary complex domains that sgnal through the actmation of
RAS/MAPK, PLIK/At/mTOR pathway and Jun N-terminal kinases-mediated-
tranzcopbon (Chen et sl 2009). The GDNF-GFRal complex can also wgnal
through 3 newral cell adhezon molecule (Figure 3}, with 3 lower affinity, in an
independent manner (Zhang =t al., 2m9) GDNF expression & mgher &unng
NS devel being reduced in healthy aduits. H SO

immediate up-reguishion, mainly m microgha snd maoophages, which mmm
its enhanced expression duning four weeks (Satake et al., 2000).
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GDMNF contributes to astroghosis modification by ghal fibnllary aodic protean
and C5FGs down-regulation, resulting in secondary damage reduction
and robust aoonal regeneration in adult rats [Deng et al., 2011; Anderson
et al., 2018). Also, it stimulates the myelination [Zhang et al., 200%) and
ewarts chemoatiractive effects on aonal regrowth [Andeson et al, 2008),
being invoheed i newranal survival and formiation and maturation of the
neurcmuscular mapse during development and disease [Deng et al, 2001;
Anderson et 2l 208}

Since GDNF does not cross the blood-spinal cord barmer, it demands
local administration or conjugating GOME with ather malecules, such
as viral proteins, antibodies, or genetically modified cells that secrete
GDNF, avercoming this limitation. Combenmng GONF administration and
SC transplantation has been proposed as a possible strategy to promaote
axonal regeneratan and myelin farmabon after SC1 (Deng et al, 2011}, and
the combmation of GOWF with ather neuratraphic factors enhances s
therapeutic capability [Anderson et al., J015).

Nerve: factor

After ifs isolation and identificatson in 1953 by Rsta Lewi Montalcin, Viktar
Hamburger, and Stanley Cohen, NGF revealed rts protagonest role among
trophec factars in regeneration after 5C1 [Sharma, 2007). The pressnce ar
absence of NGF in the CNS microenvircament, ar even its precursor farm,
profEE, is responsible for intricate malecular mechanesms, which will lead ta
neurcnal sureral or apopboss via Trkd or low-affinity MGF receptar (LNGERS
PPANTR], respectively. Sucoinctly, BGF will either induce transcription factar
activity such as NF-x8, CREB, ELEL, and regulator factor bel2, which are
invaheed i cell survival o will mduce c-bun/fc-Fas A7-1 apaptatic actnaty.
Ta induce cell survival ar cell death, NGF and proMGF propagate signal
amplfication downstream RAS/MAFE or PEEAKR' mTOR pathways [Figure
3} which have also been implicated n ather trophic factor mechanisms and
axonal regeneration [Lee et al., J001; Freeman et al., 2004).

Experimental studies indicate that MGF relezsed from neural progemstor cells
transplamted inside the cerebral cortex of an organotypic model promoted
awanal grawth simalar to a corticaspinal tract (amei et al., J007). Neuron
survival, axonal growth, decreased apoptosis, spared parenchyma, redwoed
farmation of cavities, reduced astroghosis, and better motor function
recovery wens seen n muoring models after SC1when treated with diffeneng
NGF delvering methods (Song et al, 2021; Xia et al., 2001}, Preclincal studees
hawe shown encouraging results. Therefore, NGF is ane of a few trophic
factors being already studied in a clinical trial In one study, £6 pabents with
motor and sensary funchans were hampered by lumbar intervertebral disk
herniation [Chen-yang =t al, 2021). In this rese=arch, the group of patients
treated with intramuscular methylcobalemin-MNGF injection presented, weeks
after the decompression surgery, better neurclogical cutcomes compared
with the group that underwent decompression surgery followed by just
methyleobalamin intramuscular ingection.

Brain-derived ic factor

BDMF 1= another extensively studied newrotrophin. Like NGF, BDNE has
newrcnal survival and asonal elongation properties, also participating in
neural plasticity, memory farmation, and cognittee processing. B0MF binds to
Trk8 and LNGFRp?SHTH [Figare 3|, promoting a signaling pathway similar to
NGF {Huang and Beichardt, 3001; Yamada and MNabeshima, 2003; Kowsansk
et al., H01EL Struder and Rojas Vegas (2008] observed that resting paraplegc
athletes with thoracic SCI have high wenous blood BDNF concentration
and, after exercising, this conos=ntration nzes even mare [Rogs Vega et al.,
J008). They hypothesize that these enhanced BONF levels would promote
the preservation af the spinal cord ar compensatory plastioty, leading ta
functional recavery. Although there are diverse precimical studies in the
literature svidencing BONF bensfits, there = no clinical tnal using it.

Ciliary neurotrophic factor

CNTF release is enhanced after 5C1 by invading Schwann cells, local
astrocytes, and musdhe fibers and maintamns survival and differentiation of
various neurcnal and nonneuronal cell types. CHTF is a glycoprotein that
bedangs ta the IL-G family, and its heterctrimeric receptar is compaosed of the
CNTF receptor alpha [CHTFR), ghyooprotein-130 (gp130), and the leukemia
inhibitoey factor receptor [LFRR, also known as CD118) The CHNTFRCNTFRa
complex subsequently binds to gpl30 and UERR, and this hetercdimanzation
activates the WAK/STATs pathway, RAS/MAPE, and PLOy (Figure 3), whach
promote diverse gene transcriphion regulstion (Chen et al., 2009; Pasquin ez
al., 2015]).

Alternative activation of ILGRa/gpl30/LIFRE tripartite receptor by high
CNTF concentration maght contribute to the extreme wesght loss observed
in humans and animals upon CRTF systemic administration [Sleeman et
al., 2000} On the ather hand, local admmistration of CNTF does nat shaw
sde =ffects and can promots mator newron sunaval, protect neurcns m
the red nucleus, promote axonal regenerabon, mcrease s=nsory and motar
neurcn sunvwal, enhance tissue sparing, modulate astrocytic and micraglhial
actwity i the vicinity of the ingury, increase the survival and differentation
of adult oligodendrocyte precursor cells, enhance remyslination, and
imgrove functional outcomes (Ve =t al., 2004; Cao =t al, 2010]. Basides, CNTF
influences neurcinflammation by macrophage chemoattraction by reactive
astrocytes. CNTF can regulate the reactive astrocyte palarzation from Al

[neurataxic] to the A2 [neurcprotective] phenctype and promote A2-type
reactive astroglicsis by activating the STAT3 signaling pathway. &lsa, STAT3
might be essential for glial scar formation and astrocytic neuropratective
profile after 201 [Zhang et al., 2021).

Purines

In the field of CN: mpuries treatments, molecular therapies have shown
promising results in regeneration, neuroprotection, and other effects.
Mowadays, it is widely known that purines nucleosides, such as adenasine,
adenasine’s metabalic subprodwcts inosine and guancsine, exert more
bealogical effects than only thase related to the nudesc acid constitution and
cell enesgy metabobsm (Ribeiro ef al., J016]). Here we revew the contribubon
of purines an 5C1 tregtment (Figune 4).

Figure & | Schanati

thon of purieae’s ¢ and Tuncred.
Digradation aatheay o adencsine/indsing and guanosing, both axtmcdlulkry ad
inmracalulacy. Both pathaays hawe o acid as thi final metabolng. Regarding the
MeCaptors, hiand wi Show the fowr GCPR ARS, with the Ga and & protaing, stmulating and
inhibiting the AL, atter the binding of adencsing and indsing. Wa also show the GOFR for
Ruansing and its binding site. AC. Adanylyl cclace; ARs: adenosing recaptons, GOFR. G
cousglid protein racepto, G 6 inhibition [adewlyl cytlacal, Ga G stmadating [adanyil
citlasal

Adenosine

Creer the years, since the discavery of the functions of adenosine, some
res=archers chserved that adenasine could late the formabion of cAMP
[Rabeire et al., 2006). This regulation = mediated through #ts interaction
with four G pmt:ln-mu||:|l=d recepions: Alafl e AJBH composed of a Gs unat,
stimulating adenyhyd cyclase and enhanong the level of cAMP; and AR and
AR, compased of a Gi unat, inhibiting adenylyl cyclase and decoreasing the
level of cAME: The four adenasines recsptors (ARs) share 3 common structure,
which crosses the plasma membrane seven times and = link=d by three
intracellular and three extracellular loops (Ribeiro et al, 2016; Borea et al.,
2018). The concentration of adencsine, bath intraceBularky and extracellularty,
[t regl:l_llat:d by nucleassde transparters, which are located in the cellular
membrane [Borea et al., 2008). Regarding the sxpressson of ARs in the spinal
cord, A1 and A.JA;:;TMM are most prevalent within the spanal cord. The
AlR = highly exar and was shown o inhibit neurciransmitier release.
In stresshul sxcifotows condtions after an 50, this inhibition can promate
n=urcpratection, and reduction of the secandary damage. The AZAR 1= mainky
expressed i astrocytes, cligodendrocytes, and microgla, and they mediate
many funchions, including attenuabion of glal reactraty, blocd-brain barrier
permeability, uptake of GARA by astrocytes, and immunomoedulation of
microgha (fibeira et al., 2016; Borea ot al., J01E).

Although adenosine has a patential pharmacological actaty, it has a fast
mietaboliration and desrance from the bloodstresm, dues toits shoet half-life
[« 1 second), reduoing its benefical therapeutic effects (Gaudin et al., 2004;
Borea et al, X018} Thus, to bypass adencsine’s short half-life, Gaudm et al.
[2014} used the squalenylacetic acid Inked to the amine group of adencsne
[S0Ad) that spantanecusly farms nanaparticles, promoting a controlled
liberation of this nudeaside, n 3 confusive S0 medel. 504D aemals had no
wvisible traumabc area on the spinal cord 72 hours past-ingury, resulting in an
improvement of hindlimb funchon, extending to almost complete recavery,
28 days after mjury. They also showed that the S0Ad treatment attenuated
the degenerative mpact on small- and medium-size nerve fibers, These
results are probably due to the improvement in the microcinculation, leading
to secondary parenchyma neurcgrotection (Gaudin et al., A14). A recent
study, using 5 days admenistration of synthesized adenosine analog CO&-CL, in
the acute phase of a contusive 501 modeld, showed a decrease in the valurme
of the cavity, 1 month after the mjury, and also an improvement in motor
function in the Bassa, Beathe and Bresnahan score and inclined plane best,
due to the effect of the COW-0) on suppressing the neurcnal apoptoss anound
the injured site [Sakamota et al, 2021} In conclusion, using the S0Ad and
the (0OA-Cl enhanced the patential of adencsine after 50 and m| the
recavery of funchon, malnﬁudue to the neuroprotective effects of adenczne
in the spanial cord. No dinical trials ane being conducted with adenosines.

Inosine
The deaminaban of adenasine by the action of adencsine deaminase results
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in inosine that can act as an agonest, bin
and can trigger the well-knawn effects of these receptors [Hasks =t al.,
2004; ‘Welhinda =t 2, X1G; Vnceno =t al., 2020]. ke ade=nosine, mosine
cancentration, both intra and extracellularly, s regulated by nucleosde
transparters [Doyle et al., 20118]. Unlike adenosine, inosine & more stable and
has a half-ife of approsamately 15 howrs (Welihinda et al., 2006 Besides the
binding to ARs, nasine can diffuse into newrons and actwate the mammahan
sterile ke kinase 3b, a pratein bnase that is part of a =gnal transduchon
pathway that regulates avaonal growth (Kim et al., 2013)

drectly to A1, A2, and A3,

After spinal cord lesion, inured and uninjuresd asans can foem :nrn||:|eru:lnr|,'
orcuits, extending collateral branches. (Kim et al, 2013). In 2 mode| of spinal
darsal codumn trams=ctian, the use af mosine stimulated the sprouting af
axans fram the corticaspinal tract fo the contralagesal side. Furthermare,
these awons established synapses with long icspinal imternzurans,
partially resstablishing cortical controd at the lumbar level, impraving
mictar function recavery (Kim =t al., 2013). After 3 compressive SC1, the
oral admmistration af inosine showed a major sparing of the white matter
and survival aof ventral horn miotocrmewrans, and recovery of motor funchon
[Euricowa et al., 2014 A model using complete transsdhion or compresswe 501
induced newrogenic detrusor overactvity. Twa ways of inasine adminestrabion
were performed: [1] immedately {in both compresssan and transection
groups); [2] & weeks [only in compression group) after inpury. Inosine
adrinistered both & wesls {immediate administration) and 14 wesks {delyed
admimistration} after injury showed significant attenuatbion of detrusor
overactivity and presented a redwcton in both freguency and amplitede
of spontaneous non-woiding contractions [Chung =t al., 305}, Inosine also
showed attenuarbon of apoptoss, a secondary degeneratmee =vent, which
reduced thie damaged spmnal cord area, after a compressve 501 [Lu =t
al., 2006), and smmunomaodulatary effects, reducing the volume fracton
of tissue pocupsed by activated macrophage/microgha arcund the lesion
epacenter {Conta and S'helmcr 20048]). Regarding the tme of admenistraton,
our group n af inasine £ and 24 haurs in mice
with comp we 501, Innsme o d the mofor and se=nmtive functions,
and the animals presented a great number of regenerated inated fibers
when compared to the contral group, n both time pomts of administraban
[Cardoso et al, personal communecation]. in conclusson, inosine presents
many benefioal effects such as regenerative potential, neurcprotection, and
imemunomodulation, dws to the activation of ARs and mammalian sterile J-
like kinase 3b. Therehy, its use impraves the function reestablishment. No
dinical trials ane reported.

Guanosine
In contrast to adenosine and nosne, guanasine acts by bindng to its GOPR,
in the extracellular space, activabing MAFE pathways, such as MEE-ERK1S2,
PI3EAKT, and p38 MAF K it also actrates soluble guam oydlase, enhancing
the levels of cGMP. Thus, there ars tewo ways inw guanosme can be
formed to act extracediularty: (1) intraceliulady by the breakdown of GAME, and
then released mto the extracellular miliew, through membrane nudeoside
rter; (2} extracellularly by the breakdown of guanine nuclectides GTRY
.lglp wia b-ectonucleotdase (Rathbone et al, 2008; Ribero =t al., 2006).
Tralurn atec 5C1 induce=s a prominent local |r|.f|a|'nmalor\l reaction and
pemistent demyelmation in the white matter arcund the kesion ste (liang
et al., 2003). Using a compressive 50| model and intraperitoneal {ip.)
administratian, guanasine demonstrated effects ower myelnaban, semukting
chigodendrooytes progenitars to differentiate mic mature cells. Thas was
onfirmed usng a speofic marker of mature ohgodendrooyte, the monoclonal
antibody Rip, and pbserving a great number of Rp-postive cells. They
alsa immuncstained sections for MBF and showed the presence of MBF-
pasithe oells in the ingured area, corroboratng the observed mprovement in
miyelination which resulted ;n better locomotor funchon (liang et al., 2003}
Guanosine also has a neuroprotecte effect after 50U Using a compressine
50 model and 1.p. adminstration, guanasme pressresd the funchon of ko
tracts, tl'lhilthEEIhE FECOWVETY ul'ihddl:r fumction within 7 days, exerte ng
an immunomodul effect, attenuating the activation af mn:ri:l&:m.f
macrophage, and significantly suppressed apoptosis {liang et al
The Lp. admanistration can rapidly inoease the kevels of guanosine and its
metabolites [guanine, mnthine, and unc aod) in the brain and 5C, despite
purine metabalism n peripheral bssue. Immedately after th.eaﬂ. injectan,
the proportion of guanosine:guanine is 2:1. Thirty minetes after the Lp.
injection, the proportion = 1:3 [liang et al., 2008). in concluson, guanosine
improves myelinaton, by the aclwr:r?l:m of PL3K/akt, 2 pathway rép-unslble
for myelinaticn, snhances axoral regeneration, and exerts. neurcpratectsan,
m ing functional recovery, after 801 Up to now, no clinical trals have
baepir-l.nr:p-ng:rhad emplaying guanozne after SEIP

Conclusion

Central axons fail to regensrate approprnately after a traumatic kesion
Therefore, the damaged connections are not reestablished after SCI,
leaving permanent nctions. Among several therapewtic intersentions,
mialecular therapy has been shawing promising results in terms of functional
recovery. Pharmaceuticals, growth and newotrophic factors, enzymes, and
purines are being tested as a treatment after S0, The mechanism af achan
of theze mol=oules targets the awon collapsed growth cone, the mhibitory
miicroemaranme=nt, and the survival of neurons and glial cells, particularky
the oligpdendrocytes that farm the central myelin sheath. Despite several
decades of experimental studies, most of these maolecules are still at the
preclinacal stage; thersfore, there is a growing need for more judicious and
well-designed mpenments. Furthermore, there are shlll few stdies foousing

an the combination of molecules or assooiation of molecular therapy with
different strategies, such a= cell therapy, sxerose, among athers. Expenmental
studses focusing on combinations of molecules andfor pro-regenerative
strategies are needed and, hopefully, will prowide better outcomes in terms of
funchonal recovery after SC1L
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