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Resumo

Os ntcleos talamicos ventro-péstero-medial (VPM) e a regido medial do grupo posterior
(POM) sao importantes estacoes de integracao e redistribui¢do da informagao tatil em ro-
edores. VPM veicula informacoes a partir da via lemniscal e POM transmite informacoes
pela via paralemniscal. Essas vias tém sido utilizadas como modelo de estudo para a percep-
¢ao tatil, a propriocep¢ao, bem como para o desenvolvimento de interfaces cérebro-cérebro
(ICC). Embora as ICC tenham sido desenvolvidas para transferir informagao entre dois cé-
rebros diferentes, o mesmo principio de obtencao de informacgoes a partir de uma regiao e
entrega a uma regiao distinta, pode ser usado dentro do mesmo cérebro. Portanto, o objetivo
deste trabalho é desenvolver um modelo de disfuncao tatil no sistema trigeminal de ratos
wistar, a partir da lesio de VPM e POM. Uma corrente catodica aplicada por 30 segun-
dos foi suficiente para causar uma lesao esférica (500 pm de raio), homogénea e restrita a
area de interesse. Contudo, a analise da tarefa comportamental revelou que os animais nao

apresentaram lateralidade da exploragao tatil.

Palavras-chaves: Sistema Trigeminal; VPM; POM; Modelo Animal; Lesao Eletrolitica.

Abstract

The ventro-postero-medial (VPM) thalamic nuclei and the posterior medial region (POM)
are important stations for integration and redistribution of tactile information in rodents.
VPM conveys information from the lemniscal route and POM conveys information by the
paralemniscal route. These pathways have been used as a model for the study of tactile
perception, proprioception, as well as for the development of brain-to-brain interfaces (BBI).
Although BBIs have been developed to transfer information between two different brains,
the same principle of obtaining information from one region and delivery to another region
can be used within the same brain. Therefore, the project’s objective is to develop a model
of tactile dysfunction in wistar’s trigeminal system from the lesion of VPM and POM. A
cathodic current applied for 30 seconds was sufficient to cause a spherical lesion (500 pm
radius), homogeneous and restricted to the area of interest. However, the behavioral task

analysis revealed that the animals had no laterality performing tactile scanning.

Keywords: Trigeminal System; VPM; POM; Animal Model; Electrolytic Lesion.
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1 Introducao

1.1 O sistema trigeminal dos roedores

O sistema trigeminal dos roedores e suas vibrissas sao responsaveis pela captacao das
informagoes tateis do ambiente, transducgao ao sistema nervoso e transmissao dessas informa-
¢oOes para as estruturas corticais superiores. Este conjunto de a¢oes possibilita a percepg¢ao da
informacao tatil, o reconhecimento de objetos e espacos. Estas habilidades sensoriais sao re-
levantes para sobrevivéncia desses animais que dependem do tato para explorar o seu habitat
escuro. (CARVELL; SIMONS, 1990; BRECHT et al., 1997; DIAMOND et al., 2008). A por-
¢ao captadora do estimulo sensorial neste sistema sao as vibrissas que podem ser observadas

na Figura 1.1.

Figura 1.1 — O rato em seu habitat natural

Seta vermelha indicando as vibrissas. Fonte: Adaptado de Fox e Woolsey (2008)

As vibrissas sao pelos faciais que possuem em sua base, o foliculo piloso com mecanor-
receptores que transformam o estimulo mecanico em impulsos elétricos no nervo trigeminal
em seu ramo infraorbital. Conforme esquematizado na Figura 1.2, este nervo transmite o es-
timulo tatil, por meio do ganglio trigeminal(GT), aos nucleos trigeminais(NT). Projecoes dos

NTs transferem as informagoes aos nicleos talamicos. No talamo, o nicleo ventro-posterior
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medial (VPM) e a por¢ao medial do niicleo posterior (POM) se destacam no processamento

do estimulo tatil nesse sistema; que ascende principalmente para o cértex somatosensorial

primario (S1). (DIAMOND et al., 2008; ERZURUMLU et al., 2010).

Figura 1.2 — Esquema da via trigeminal.

Nucleos Taldmicos

Nucleos Trigeminais

Ganglio Trigeminal

Vibrissas

1.1.1 Vibrissas e foliculo piloso

As vibrissas possuem uma organizac¢ao matricial em linhas e colunas. Na Figura 1.3
, 0s pontos das linhas A a E sdo a localizacdo das macrovibrissas, enquanto que as das li-
nhas F a J s@o as microvibrissas. Esta divisao de grupos é realizada observando a anatomia
e suas capacidades funcionais distintas. A interacao destes grupos maximizam a funcionali-
dade desta arquitetura de pelos para a exploracao tatil, sendo comparada com a capacidade
somatosensorial das palmas das maos dos primatas (CARVELL; SIMONS, 1990; BRECHT
et al., 1997; FOX; WOOLSEY, 2008).

As microvibrissas estao localizadas no focinho, préximo aos labios, e estdo em maior
numero. Cerca de 50 fibras nervosas sao responsaveis pela transmissao das informacoes destes
pelos menores. As macrovibrissas sao mais longas, possui orientacao lateralizada e sdo inerva-
das por aproximadamente 200 corpos celulares trigeminais. Elas possuem uma musculatura
que circunda a base da vibrissa possibilitando o movimento de retracao (whisking) (BRECHT
et al., 1997). Esta movimentacdo aumenta a sua capacidade de captar distdncias, pressao,
velocidade, direcao de estimulo tatil, discriminar texturas e reconhecer objetos, mesmo nao
sendo condigdo obrigatéria para nenhuma dessas habilidades (ZUCKER; WELKER, 1969;
BRECHT et al., 1997; KRUPA et al., 2001; HIPP et al., 2006; SZWED et al., 2003; NARUMI



1.1. O sistema trigeminal dos roedores 3

Figura 1.3 — Esquema da organizacao matricial das vibrissas.

Macrovibrissas

Microvibrissas

Macrovibrissas

Fonte: Adaptado de Brecht et al. (1997)

et al., 2007; NAKAMURA et al., 2009).

Figura 1.4 — Esquema da estrutura do foliculo piloso e sua conexao com o nervo trigeminal

Fonte: Diamond et al. (2008).

A Figura 1.4 esquematiza a base das vibrissas, apresentando o foliculo piloso que
¢ formado por um conjunto de membranas aderidas ao pelo. Com um papel de interface

entre o foliculo piloso e o nervo trigeminal temos os mecanorreceptores. Eles sdo capazes de
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transduzir o estimulo tatil ou proprioceptivo em elétrico; sinal o qual é utilizado pelo sistema
nervoso (DORFL, 1985; DORFL, 1982).

1.1.2 Nervo trigeminal

A primeira estrutura a receber as deflexées das vibrissas é o nervo trigeminal. O nervo
trigeminal é parte do sistema nervoso periférico e inicia-se no tronco encefélico. A por¢ao que
inerva as vibrissas é o feixe infra-orbital (Figura 1.5), ele emerge pelo sulco infra-orbital
rotaciona como uma elipse, de modo que sua porc¢ao dorsal inerva a por¢ao mais medial
do focinho, enquanto que a porcao ventral do nervo trigeminal alcanca a regiao lateral do
focinho (DORFL, 1985). Especificamente no ganglio trigeminal, sdo encontrados os corpos
celulares do nervo trigeminal. Pesquisadores que estudaram as respostas eletrofisioldgicas
destas células sugerem que elas sao capazes de codificar informacoes somatosensoriais como: o
contato do objeto com as vibrissas; localizacao espacial, frequéncia de movimento das vibrissas
(ZUCKER; WELKER, 1969; NICOLELIS et al., 1995; GHAZANFAR,; NICOLELIS, 1997;
LEISER; MOXON, 2007).

Figura 1.5 — Esquema de inervacao das vibrissas pelo nervo trigeminal
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No canto inferior direito, uma secgdo transversa do nervo trigeminal. Os feixos do nervo
identificado por letras irdao inervar as vibrissas que tem sua localizacao esquematizadas no
canto superior esquerdo em conformidade as letras descritas. Fonte: Adaptado de Dorfl (1985)
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Dentre estes estudos, Zucker e Welker (1969) dissecaram o nervo trigeminal e inse-
riu eletrodos para captar a atividade elétrica do GT, e entao aplicou diferentes estimulos a
vibrissa. A partir da analise eletrofisiologica, eles concluiram que o GT participa dos pro-
cessamentos tateis de localizagao espacial, direcao de estimulo tatil, inicio e término de um

estimulo tatil, amplitude da deflexao das vibrissas e velocidade.

Buscando uma abordagem que interferisse menos no sistema observado, Szwed et al.
(2003) com base na atividade elétrica do GT em roedores anestesiados, sugeriram que suas
células possuiam atividade elétrica diferente para estimulos sensoriais especificos. Enquanto
algumas células estariam responsaveis pela codificagao do toque das vibrissas, outras pela

movimentacgao delas, e um terceiro grupo desempenharia ambos os papéis.

Porém, Leiser e Moxon (2007) nao observou o mesmo achado ao registrar as células
do GT em ratos sem sedacao, que exploravam uma caixa livremente. Estes pesquisadores
puderam observar os disparos dos mesmos neurénios durante trés diferente condigoes. A
primeira durante as deflexdes no sentido anteroposterior devido o contato da parede com as
vibrissas; a segunda durante o movimento de tracao das vibrissas sem contato com a parede;
e a terceira durante o contato com a parede da caixa comportamental sem movimento ativo
das vibrissas. As taxas de disparos apresentaram grande variabilidade de frequéncia entre as
células sendo possivel identificar que: todas as células responderam a primeira e a segunda
condicao analisadas; que a taxa de disparo pelo movimento ativo das vibrissas foram menor
quando comparada ao toque do objeto; e que apresentou auséncia de atividade elétrica na

terceira condicao, sugerindo que os GT nao possuem potenciais de agdes basais.

Estes achados eletrofisiologicos nao elucidam o papel das células ganglionares no pro-
cessamento somatossensorial. Alguns estudos indicam que ha células que possuem taxa de
disparo diretamente proporcional a velocidade do estimulo tétil e outras relacionadas com
amplitude de movimento, velocidade de deflexao das vibrissas e direcao das vibrissa (STUTT-
GEN et al., 2008; RITT et al., 2008; KHATRI et al., 2009) Estes pesquisadores contribuiram
para corroborar com os achados anatomicos que apontavam para relevancia desse sistema
tatil para os roedores, e ampliou o entendimento do ponto de vista eletrofisiolégico sobre o

funcionamento do sistema nervoso.

O confronto entre os desfechos encontrados nas pesquisas citadas torna possivel es-
tabelecer que a atividade elétrica entre animais sedados e animais sem o rebaixamento da
consciéncias sao diferentes, como tambem que os parametros da eletrofisiologia parecem co-
dificar diferentes informacdes tateis. Somente entao estas informacgoes irdo, por meio de suas

aferéncias, alcancar os nicleos trigeminais (DIAMOND et al., 2008).
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1.1.3 Ndcleos trigeminais

Os nucleos trigeminais sao compostos de quatro conjuntos de corpos celulares de
neurénios de segunda ordem. Esses conjuntos sdo: O nucleo espinhal caudado (SpVe) locali-
zado na regiao do tronco encefdlico; o nicleo espinhal interpolar (SpVi) e o nicleo espinhal
oralis (SpVo) ambos localizados na por¢ao do bulbo do tronco encefilico; e o nicleo principal
(PrV) na porgao da Ponte. Parte de suas células respondem a uma tnica vibrissa; as regioes
dos barreletes. ha também regioes que respondem ao estimulo de diferentes vibrissas, tendo

assim um papel de integracao da informacao tatil.

A funcdo de processamento revela-se também ao observar as interacOes entre os
NTsFigura 1.6. Eles sao capazes de modular uns aos outros por meio de suas intercone-
x0es anatomicas. o nucleo caudal é capaz de inibir a atividade do nicleo interpolar, que por
sua vez, pode inibir a atividade elétrica do nicleo principal. Caso isso ocorra, a informacao
tatil que chega ao nucleo principal nao serd inibida, devido a auséncia da inibicao que o
interpolar realiza no nicleo principal. Nessa situacao, ocorre uma facilitagdo para que a in-
formagao somatosensorial que alcangou o niicleo principal chegue ao tdlamo(FELDMEYER
et al., 2013).

Figura 1.6 — Os ntcleos trigeminais e suas vias inibitérias

Nicleos Trigeminais
/ SN
Interpolar Caudal Principal
S - -

= Via Inibitérias

1.1.4 Vias lemniscais

Para melhor compreender como a informacao navega dos N'Ts para o cortex, é im-
portante destacar os trajetos anatomicos e funcionais das principais vias que comunicam os
NTs, o tdlamo e o cortex somatossensorial primario. Estas vias sao as lemniscais 1 e 2; a via
paralemniscal e a via extralemniscal (FURUTA et al., 2010; FELDMEYER et al., 2013). As
conexdes dos Nucleos Trigeminais com o Talamo e o cortex somatosensorial ocorrem pelas

vias lemniscais esquematizadas na Figura 1.7.
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Figura 1.7 — Vias talamicas ascendentes do sistema trigeminal
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Cerca de 90% das células do PrV se projetam para VPM formando as duas principais
vias: lemniscais 1 e 2. E no inicio da via lemniscal 1 que se encontra os barreletes, local onde
ocorre a primeira organizacao somatotopica deste sistema. Este envia projecdes para a regiao
dos barrildides em VPM, que é a segunda regido somatotopica do sistema. Os barrildides
sao divididos em cauda, niicleo e cabeca(VEINANTE; DESCHENES, 1999; PIERRET et al.,
2000). A regiao dos nicleos é onde as fibras nervosas da via lemniscal 1 se insere e seguem
para as camadas corticais de S1, mais especificamente na camada IV na regiao dos nicleos
dos barris, e com poucas projecoes para as camadas I1I, V e VI. A via lemniscal 2 se inicia nos
grupos celulares de PrV que respondem ao estimulo de mais de uma vibrissa, alcanca VPM na

porcao da cabeca dos barreldides. Em seguida a via parte para a regiao das colunas septa de
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S1; para as camadas I, IT E III; e para o cértex somatosensorial secundario. (FELDMEYER
et al., 2013). A via extraleminiscal inicia na regiao rostral de SpVi e envia aferéncias para a
porc¢ao caudal dos barreldides de VPM, para posteriormente alcancar a regiao septa de S1 e
S2 (FELDMEYER et al., 2013). A partir da regido caudal de SpVi,emerge a via paralemiscal
em direcdo a POM, chegando posteriormente com maior concentracao na camada 14 e nas
camadas 13 12 e 11 de S1 (CHMIELOWSKA et al., 1989; CHIAIA et al., 1991; VEINANTE;
DESCHENES, 1999).

1.1.5 Talamo

O talamo é uma estrutura presente nas vias lemniscais. Ele se encontra no diencéfalo
juntamento com o epitalamo, cdpsula interna e hipotalamo. O talamo é dividido anatomica-
mente em trés grandes grupos: o grupo anterior, o ventral e o posterior.Por sua vez elas se
subdividem em cerca de 50 nicleos, o que reflete uma regiao com predominancia de corpos

celulares.

Quanto a fungao, sabe-se que o tdlamo tem um papel na distribui¢ao sensorial, que
é possibilitado devido as projecoes para diferentes regioes do encéfalo como o neocortex e o
cerebelo. Ha também diversas eferéncias para a medula espinal, o que indica a sua ligacao
e mediacao com as ac¢oes do sistema nervoso periférico. Dessa forma, pode-se concluir que o

talamo é uma estrutura do diencéfalo também responsavel pela integracao sensorial e motora

do corpo (FOX; WOOLSEY, 2008; JONES, 2012).

Como descrito na Tabela 1.1, cada nticleo possui predominéncia de uma informacao
sensorial, e com base na fun¢do pode se afirmar que o talamo somatosensorial é composto
principalmente por VPM e VPL. Enquanto que no primeiro as informacdes tateis e propri-

oceptivas vem da face, VPL traz o mesmo tipo de informagoes do corpo. Portanto, as vias
sensoriais das vibrissas nao perpassam por VPL(FOX; WOOLSEY, 2008).

A sensacao tatil advinda das vibrissas sao processadas e transmitidas para o cértex
por meio das estruturas talamicas VPM e POM. Os nicleos trigeminais enviam sensacoes
tateis advinda das vibrissas principalmente para VPM. Neste nticleo ha células que estao or-
ganizadas em grupos denominados de barriléides (WOOLSEY; Van der Loos, 1970). Apesar
dos barriléides apresentarem relacao topogréafica com as regioes do corpo, estas nao se carac-
terizam como dermatomos. Isso justifica-se pela integragao sensitiva dos sinais que ocorrem

nos nucleos trigeminais e no préprio talamo. (JONES, 2012).



Tabela 1.1 — Conexdes anatomicas e fungoes dos niicleos talamicos

Grupo Ntcleos Talamicos Aferéncia/Input Eferéncia/Output Funcao
. . . . Processamento da
Anterior Lateral Corpos Mamilares Giro Cingulado .
funcao visual
Anterior P to d
Anterior Medial Corpos Mamilares Giro Cingulado rocessatnento da
funcao auditiva
Coértex  Pre-frontal , Processamento  da
) i Cortex Pre-frontal e !
Dorso Medial Lobo Temporal Ami- . . funcao tatil, aprendi-
Giro Cingulado e
dalas zado e memoéria
Ventral Anteri Globo Palido Subs- (Cértex Premotor Cér- Processamento de
ehtral ALLEHoT tancia Nigra Cerebelo tex Motor Primério Funcao Motora
Globo Palido Nicleo  Cértex Motor Prima-  Processamento de fun-
Ventral Lateral Denteado Cerebel : 50 motora
Ventral enteado Cerebelo rio ¢
Leminisco Medial - Processamento de In-
Ventro Postero Late-  Trato Cortico espinhal Cértex Somatosenso-  formacao Tatil e pro-
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Por sua vez, POM ¢ parte do ntcleo talamico posterior. Em roedores, este niicleo
¢ o mais desenvolvido anatomicamente do grupo posterior. As células de POM sdo mais

sensiveis ao movimento das vibrissas, ainda que nao ocorra o contato das vibrissas com
algum objeto(SOSNIK et al., 2001).

Com o objetivo de entender os diferentes papéis de VPM e POM na discriminacao tatil,
Yu et al. (2006), registraram a atividade elétrica de ambos os niicleos. Com base na taxa de
disparo, os pesquisadores concluiram que o papel de VPM ¢ diferente entre as vias lemniscais
e as vias extralemniscal. As vias lemniscais I e II processam tanto a informacao de toque
quanto da movimento das vibrissas. Ja a via extralemniscal, que também perpassa por VPM,
participa do processamento proprioceptivo das vibrissas. Porém esta somatosensagao nao se
restrige a VPM, pois as taxas de disparos de POM também apontam para um processamento

dos movimentos das vibrissas na via paralemnisical.

Buscando ampliar os conhecimentos sobre os papeis de VPM e POM nas vias lemnis-
cais, Narumi et al. (2007) demonstraram a fun¢ao de VPM em processar tanto as informagoes
de toque a um objeto, quanto as informacoes de movimento das vibrissas. Os resultados in-
dicam que uma lesao de VPM ou do ntcleo trigeminal principal, estruturas que compoem
as vias lemniscais de roedores, reduziu a taxa de acerto em uma tarefa de discriminagao de
direcdo de um estimulo tatil. Nesta mesma tarefa, uma lesdo em POM e no ntcleo trige-
minal interpolar, que sao as vias extralemniscais e paralemniscais, nao ocasionou diferenca
comportamental significativa no animal. Em um outro estudo realizado pelo mesmo grupo
(NAKAMURA et al., 2009), mostrou que quando comparado as vias lemniscais e a extra-
lemniscal, a lesao das vias lemniscais 1 e lemniscal 2 geraram uma acentuada queda de

desempenho na discriminacao do sentindo de um estimulo tatil do que a via extralemniscal.

Esses achados sugerem que VPM possui um papel importante na discriminacao da
dire¢do de um estimulo, e que uma lesao de VPM ou POM podera gerar uma disfuncao tatil
em ratos, a medida que POM tem importancia para o processamento de "onde'os estimulos
estdo, enquanto que VPM participa na identificagdo do "o qué'esta sendo tocado, devido a

interrupc¢ao da informacao tatil e proprioceptiva para o cértex somatosensorial .

1.1.6 Cortex somatosensorial primario

Desde os trabalhos de Hall e Lindholm (1974), o cértex somatossensorial tem seu papel
bem estabelecido acerca da sua capacidade de processar os estimulos sensoriais. Ademais,
cerca de 70% de suas conexoes intracorticais reforcam tal papel. Esta regiao estd subdividido
em duas regioes: primdria (S1) e secundéria (S2). Estd também organizado em camadas e

colunas (CHEN-BEE et al., 2012). Na porcao de S1 referente as vibrissas, cada coluna cortical
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(Figura 1.8), é responsavel pelo processamento de uma delas, enquanto que as camadas

processam diferentes aspectos da sensacao tatil.

Figura 1.8 — Organizacao cortical

A Whiskers B Layer |V barrel cortex ¢ Cortical columns
1 P I
B Y - 4 3 i M ]
RO 3 ([
D v
ABC Vv

Fonte: Chen-Bee et al. (2012).

Uma coluna cortical esta subdivida em seis camadas que vao de L1 a L6. Em roedores,
a camada L1 ¢é caracterizada pela auséncia de neurdnios excitatorios e proje¢oes neuronais
para L2, o que caracteriza uma acao inibitoria em L2. As camadas L2 e L3, por possuirem
limites pouco claro em roedores, é comumente referida como camada L2/L3. Estas possuem
conexoes locais e enviam aferéncias para L1 e L5. H4 também um grande niimero de proje-
¢oes para colunas vizinhas de S1 promovendo a integragao sensorial entre vibrissas. 1.2/L3
também se comunicam com outros cortices possibilitando fungoes mais complexas como a
percepcao tatil. A camada L4 é exclusivamente receptiva dos tratos talamicos, portanto é
a regiao de S1 com maior aferéncia de VPM e POM (WOOLSEY; Van der Loos, 1970).
Devido aos aglomerados de células que configuram a somatotopia referente as vibrissas, L4 é
conhecida como o cértex em barris ou camada granular. (WOOLSEY; Van der Loos, 1970;
FOX; WOOLSEY, 2008; SHEPHERD, 2010; CHEN-BEE et al., 2012). A estrutura de um
barril é devido a neuronios que se organizam em conglomerados como anéis que circundam
e dao forma aos barris (WELKER, 1976; SHEPHERD, 2010). Os barris estdo organizados
em duas partes: o nicleo e a cauda. A primeira regiao recebe aferéncias do nicleo trigeminal
principal e a segunda do niicleo trigeminal interpolar (VEINANTE; DESCHENES, 1999).
Apesar da maior parte dos circuitos serem locais, parte das fibras nervosas alcanga as cama-
das supragranulares, L1 a L3, advinda principalmente dos barris, e 3/5 de suas projegoes sao
emitidas para as camadas infragranulares ,1.5 a L.6. H4 também conexdes da camada 1.4 para
outras colunas de S1, porém por ser mais escassa, contrasta com as conexoes entre colunas
das outras camada. A camada L5 é subdividida em L5a e L5b possui um circuito local denso
que recebe informagoes da camada L4, mas também envia muitas projegoes para L2/L3, L6
e para as outras colunas de S1. 3/5 das projecao de L4 alcanga L6, que pode ser dividida em

outras duas VIa e VIB. A camada L6a retroalimenta VPM enquanto que as eferéncias de L6b



12 Capitulo 1. Introdugdo

sao projetadas para outros cortices como o parietal. Todas estas evidencias anatomicas das
interconexoes entre camadas e colunas apontam para uma forte atividade integrativa, e as
projecao para outras estruturas corticais direcionam o processamento da informagao somato-
sensorial para uma funcdo mais elevada como a percep¢ao tatil e proprioceptiva(PIERRET et
al., 2000; FOX; WOOLSEY, 2008; FELDMEYER et al., 1999; HOEFLINGER et al., 1995).
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2 Justificativa

Os ratos e camundogos sao os animais mais utilizados mais utilizados para o desen-
volvimento do conhecimento cientifico, sendo estes os mais presentes nos estudos do sistema
sensorio-motor(ELLENBROEK; YOUN, 2016; CENCI et al., 2002). Por meio desses animais,
pesquisadores buscam esclarecer o funcionamento neurolégico higido, bem como a fisiopato-
logia de doencas e sindromes. Por exemplo, estes modelos podem ser utilizados para o desen-
volvimento de terapéuticas para condi¢oes como o parkinson, o acidente vascular cerebral e
o traumatismo craniano; Figura 2.1 (CENCI et al., 2002).

Figura 2.1 — Principais doencas neurologicas que se utilizam ratos como modelo de estudo
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Neste sentido, pesquisadores dividem opinides na escolha de qual animal representaria
melhor o objeto de estudo da pesquisa. Os roedores seriam adequado apenas para esclarecer
os mecanismos patofisiologicos de doencas, enquanto que os primatas deveriam estar mais
presentes nos estudos comportamentais. Esses argumentos se sustentam na contraposicao
entre observagoes andlogas e homdélogas. A estrutura muscular, articular e esquelética de ani-
mais vertebrados sdo homoélogas, porém o seu comportamento é andlogo, ou seja, enquanto
que um grupo de animais utilizam o membro superior para nadar e voar, outro grupo utiliza
para agarrar alimentos (grasping). Dessa forma, os estudos poderiam utilizar os modelos para
o estudo da anatomia mas nao da funcao. Portanto, afirmac¢oes homdélogas possui maior valor
cientifico por possuir maiores chances de condizer com a realidade (CENCI et al., 2002).

Neste sentido, no campo da neurociéncias, evidéncias tem apontado para uma convergéncia
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do funcionamento neurolégico em diferentes espécies. Ou seja, apesar da grande divergéncia
comportamental entre espécies, o sistema neuroldgico parece manter uma homologia quanto
a sua origem e insercao de fibras nervosas em diferentes espécies; e que os parametros ele-
trofisioldgicos como: spikes, correlagao de fases das ondas e frequéncias codificam fenémenos
comportamentais o que justifica o uso dos roedores como um bom modelo animal para o

estudo da fung¢ao neurolégica.

Os roedores possui outras vantagens para figurarem nas areas relacionadas a neuroci-
éncias, pois possuem mais ferramentas disponiveis para melhor explorar o animal em busca
de respostas com evidéncias confiaveis. Este avanco tecnoldgico teve seu marco no primeiro
camundongo transgénico (THOMAS; CAPECCHI, 1987) e apds a descrigao do genoma dos
ratos (GIBBS et al., 2004). Isto propiciou o desenvolvimento de novas ferramentas utilizando
técnicas genéticas e a criacao de diversos modelos em roedores. Nao por acaso, esses avancos
aumentaram as chance dos roedores serem escolhidos como melhor modelo, na medida que

novas tecnologias permitiram uma melhor abordagem para elucidar as hipoteses cientifica, e

desde entao, muitos resultados foram analisados.(ELLENBROEK; YOUN, 2016).

Motivados pelos achados neurocomportamentais e pela crescente inovacao tecnologica
para as pesquisas, o mundo cientifico tem desenvolvido trabalhos que buscam responder as
perguntas de investigacdo que versam acerca da informacao sensorial utilizando o sistema
trigeminal de ratos. Este sistema tem sido a base para o entendimento da fisiologia do sistema
somatossensorial,do comportamento desses roedores e para o desenvolvimento de abordagens

terapéuticas.

Atualmente, pesquisadores tem usado o sistema trigeminal de roedores para estudar
a sensacao tatil, sobre o olhar do funcionamento normal ou em condi¢oes adversas. Além das
motivagao bioldgicas, este sistema também tem servido de base para o desenvolvimento tecno-
logico como as interfaces cérebro-méquina e mais recentemente as interfaces cérebro-cérebro.
Neste sentido, para que esta tecnologia possa restaurar uma fungao tatil e proprioceptiva faz-
se necessario um modelo que possa servir de base para que novas tecnologias sejam testadas e
desenvolvidas. Embora muitos trabalhos investiguem o sistema tigeminal dos roedores, nao ha
relatos na literatura de um modelo bem estabelecido de disfuncao tatil em roedores. Desta
forma, objetivando desenvolver novas interfaces cérebro-cérebro e cérebro-maquina para o
restabelecimento da fungao tatil, o presente projeto visa desenvolver um modelo de disfuncao

tatil em roedores por meio da lesao dos nicleos talamicos VPM e POM.
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3 Objetivos

3.1

3.2

Objetivo geral

. Desenvolver um modelo de disfuncao somatosensorial no sistema trigeminal de ratos

wistar.

Objetivos especificos

. Estabelecer um modelo de lesao dos niicleos talamicos VPM e POM;

. Comparar dois métodos de lesdo quimica e eletrolitica do talamo;

Analisar os achados histolégicos da lesdo dos niicleos talamicos VPM e POM.
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4 Materiais e métodos

4.1 Desenho do Estudo

Figura 4.1 — Fluxograma
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O presente estudo é caracterizado como um estudo transversal, descritivo e analitico;
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Associacdo Alberto Santos Dumont
(AASDAP) sob o protocolo de nimero: 03/2016, que teve como base o fluxograma descrito
na Figura 4.1.

O estudo utilizou-se de dois métodos de lesao tecidual que foram aplicados nos nicleos
talamicos VPM e POM (n=6)a, com objetivo de identificar qual métodos lesivo é capaz de

produzir danos teciduais restritos a VPM e POM.

4.2 Sujeitos

Os sujeitos da pesquisa foram ratos Wistar, fémeas, pesando entre 300g a 400g. Se-
riam excluidos da pesquisa os animais que apresenta-se perda de peso abrupta mesmo apos
o periodo de recuperacao cirtrgica, infecgao urinaria e sinais de dor. Os ratos foram man-
tidos em caixas individuais com ciclo claro e escuro de 12h/12h, condic¢oes de temperatura

controlada (23 +/-2 °C) e racao e agua ad libitum.
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4.3 Padronizacao da lesdo de VPM e POM

Para padronizar a lesao de VPM/POM, os animais (n=6) foram organizados em dois
grupos (Tabela 4.1), onde o primeiro foi submetido a lesdo quimica seguido do grupo da lesao
eletrolitica. Todos os animais foram submetidos a analise histologica do tecido cerebral sete

dias apés a lesdo para que se consolidasse a resposta histologica ao trauma.

Tabela 4.1 — Parametros utilizados para padronizagao da lesao de VPM e POM.

Grupos
Lesao Quimica Lesao Eletrolitica
n==o6 2 4
Agente Lesivo Acido Quinolinico Corrente Catédica
Concentragao: 0,18M Espessura do Eletrodo: 100 m
Parametros Volume: 0,06 L; 0,08 ul; 0,1 pl;  DDP: 30V
0,12 pl Duracao: 30", 35", 40", 45"
Anteroposterior: -3,6mm Anteroposterior: -3,6mm
Coordenadas Esteriotaxicas Médiolateral: 4+ 2,5mm Médiolateral: + 2,5mm
Dorso-ventral: 5,4mm Dorsoventral: 6,8mm

4.3.1 Procedimentos para lesdao quimica

A solugao utilizada para causar lesdao ao tecido cerebral foi de dcido quinolinico (2,3-
piridinodicarboxilico) 0,18M diluido em tampao fosfato 0,1M e pH = 7,3. A escolha deste
acido ocorreu em funcao do seu potencial lesivo restrito ao local de aplicagao (SCHWARCZ
et al., 1983). A solucao foi produzida em ambiente estéril para evitar contaminagao do animal

durante o procedimento cirirgico.

Foram utilizados dois ratos, sendo que em cada hemisfério do animal foi injetado um
volume diferente da solucao para cada hemisfério cerebral, assim um tnico animal serviu

para o teste de dois parametros diferentes.

Seringas Hamilton® de 0,5 pl foram utilizadas para administracdo da solucdo nas
coordenadas descritas na Tabela 4.1, com auxilio do aparelho estereotaxico. A velocidade de
injecao da solugao foi de 0,1 pl/min. O tempo de espera para a remogao da agulha foi de
Smin/ ul. A agulha foi removida a uma velocidade de 100 pm/min até um deslocamento de
200 pm. Em seguida, ela foi retirada 500 pum por vez, até que a agulha fosse inteiramente

removida do cérebro do animal.
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4.3.2 Procedimentos para padronizacao da lesdo eletrolitica

Foram utilizados quatro ratos wistar para testar a lesao eletrolitica e testados dois
tipos de arranjos para os eletrodos: 1x1 e 2x1. Foram utilizados eletrodos de tungsténio, com
100 pm de espessura, revestido de material isolante (teflon). O espagamento espagamento
entre os fios foi de 500 pum (Tabela 4.1).

Os parametros elétricos para lesionar as estruturas alvos foram: 30mV de diferenca
de potencial durante 30, 35, 40 ou 45 segundos utilizando uma corrente catédica (GOLD,
1975). O fio terra do circuito foi fixado em quatro pontos no cranio: Nos ossos frontais em
sua porg¢ao anterior e nos ossos parietais em sua porg¢ao posterior conforme Figura 4.2. Uma

semana apos a lesao eletrolitica, os animais foram submetidos a anélise histologica.

Figura 4.2 — Distribuicao dos parafusos no cranio.

Legenda: Visao inferior da calota craniana. Pode-se observar os parafusos fixos aos ossos
frontais e aos ossos parietais.
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4.4 Procedimentos cirlrgicos

Os animais foram submetidos a um protocolo para inicio dos procedimentos cirurgicos:
Pré-anestésico - atropina administrada por via intramuscular na dose de 0.05mg/kg; Anestesia
- xilazina administrada por via intramuscular na dose de 4mg/kg e Ketamina administrada
por via intraperitoneal na dose de 50-70mg/Kg e manutengao com isofluorano de 1-2 %. O
nivel de sedacao foi avaliado com base na frequéncia dos batimentos cardiacos e saturacao
de oxigénio. Ademais, a temperatura corporal foi tomada por via retal e mantida em 37° por

meio de colchdo térmico.

Em seguida o animal foi fixado ao estereotaxico utilizando as barras auriculares. Ini-
cialmente foi feito a limpeza do tecido conjuntivo com Clorexidine® e posicionado o campo
cirargico estéril. Utilizou-se de bisturi para a realizagdo da incisao da pele na linha média
do cranio. O tecido conjuntivo foi afastado com o auxilio de um destacador de peridsteo ex-
pondo o cranio e as suturas cranianas. O bregma foi determinado pelo encontro das suturas
sagital com a coronal(Figura 4.3), enquanto que o lamba foi determinado pelo ponto central
da sutura lambdoidea com a sutura sagital. Estas referéncias anatomicas foram utilizadas
para calibrar o estereotdxico em relacao ao bregma e para o alinhamento do plano frontal da

cabeca.

Figura 4.3 — Método para determinagao do Bregma

Com estereotaxico calibrado, foram demarcadas no cranio as coordenadas das janelas

utilizando o bregma como referéncia. Tendo em vista o posicionamento das janelas, foram
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inserido quatro parafusos (Figura 4.2) utilizando broca dentéria de alta rotacao e chave de
fenda para aterramento e fixagdo dos eletrodos. Em seguida, foi realizada a craniotomia nas
regides das janelas. Apds o uso da broca, foi utilizado uma cureta para remocao do tecido
0sseo em excesso em torno da janela. A dura-mater foi removida para possibilitar a inser¢ao
dos eletrodos. Ao término, foi construido o capacete de acrilico dentario para protecao e
fixacao dos eletrodos. Todo o procedimento cirturgico foi estéril, para tanto, o instrumental

foi autoclavado ou exposto a irradiagao ultravioleta.

4.5 Analise dos dados

45.1 Descricao das varidveis

4.5.2 Estatistica

Os resultados foram dispostos por meio de tabelas, graficos e figuras. As variaveis
foram continuas e suas médias foram apresentadas acompanhada de sua mediana e seus
valores maximos e minimos. A distribuicao dos dados foi analisada segundo a estatistica des-
critiva (histograma, medidas de dispersao e teste de shapiro-wilk). As varidveis apresentaram
comportamento nao-paramétrico. O teste aplicado para volume de solucao injetada e éarea

lesionada; assumindo um nivel de confianca de 95% foi o de Sperman.
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5 Resultados

5.1 Desenvolvimento do protocolo para lestes talamicas

O presente estudo coletou e analisou dados de duas abordagens para lesao dos nicleos

talamicos VPM e POM que encontram-se dispostos a seguir.

5.1.1 Lesao quimica
Os dados histolégicos das lesdes quimicas realizada em dois ratos encontram-se na
Figura 5.1.

Figura 5.1 — Anélise histolégica da lesao quimica
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Legenda. Pode-se observar a localizacao e a extensao das lesdes quimicas destacadas com um

circulo vermelho.

Todas as lesGes ocorreram na zona abaixo da saida da injecao da solugao. Houve

variagao da coordenada médiolateral e anteroposterior de um animal para o outro. As lesoes
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alcancaram o maximo de 1 mm de "didmetro'na injecdo de 1,2 ul. A forma da lesao variou
de uma aplicagdo da solucao para outra, e seu didmetro maximo aumentou linearmente
em relagdo ao volume injetado, Figura 5.2, revelando uma correlacao linear pelo teste de
Spearman (rs = 1.000; p < 0,001).

Figura 5.2 — Relagao entre volume de solucao de 4dcido quinolinico e didmetro da area afetada.
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5.1.2 Les3ao eletrolitica

Na lesao eletrolitica foi realizado apenas aplica¢oes de corrente elétrica catddica pela
duracao de trinta segundos com um tnico eletrodo. Na Figura 5.3 pode-se observar as tenta-
tivas de padronizacao do protocolo para lesao eletrolitica. O diametro das lesoes foi de Imm
e as coordenadas do centro da lesao obtiveram resultados com varia¢oes nos eixos anteropos-

terior, mediolateral e dorsoventral de um animal para o outro.

Quanto a alteracao tecidual, podemos observar na Figura 5.4 uma linha formando o
perimetro da lesao, onde no centro se encontra o fim do rastro do eletrodo. Dentro do circulo
h& uma regiao com uma menor concentragao do marcador Nissl, e uma area mais central
com perda tecidual, esses achados podem ser comparados com o tecido sem lesao exposto na

Figura 5.5.
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Figura 5.3 — Anélise histolégica da lesao eletrolitica
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Legenda. Os locais da lesao encontram-se destacados com circulos vermelhos, enquanto que
as setas vermelhas apontam para o rastro do eletrodo. A escala das imagens histologicas
sobreposta ao atlas emcontra-se em milimetros. Cada quadrante corresponde a 1 mm.

Figura 5.4 — Alteragao tecidual apds aplicagao da corrente catédica

Legenda. Exemplo histolégico de uma lesao eletrolitica utilizando microscopia 6éptica nos
aumentos de 2,5x; 20x e 40x.
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Figura 5.5 — Comparacao entre um tecido cerebral com lesao eletrolitica e outro sem lesao

Legenda. A: Lesao eletrolitica no hemisfério direito. Pode-se observar a area da lesao restrita
aos nicleos VPM e POM assim como o rastro do eletrodo. Foi destacado com uma seta
vermelha o final da regido com perda de tecido no eixo dorso-ventral e com a seta verde o
término da regiao com perda neuronal no eixo medio-lateral. B: Imagem adaptada de Paxinos
e Watson (2007) marcada com a coloracao de Nissl onde se pode observar a drea de interesse
do estudo em um animal sem lesao eletrolitica.
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6 Discussao

O foco principal do trabalho foi desenvolver um modelo de disfuncao tatil em roedores.
Para tanto, foram comparados métodos de lesdo quimica e eletrolitica em VPM e POM.
Dentre estas duas formas de lesao, a lesao eletrolitica foi a que apresentou area da lesdo mais

mais homogénea, circular e restrita aos nicleos talamicos.

6.1 Protocolo de lesao

6.1.1 Método quimico

Para os parametros quimicos testados, apenas o volume de 0,12 ul de dcido quinolinico
foi capaz de produzir uma area de lesdo de tamanho suficiente apenas para comprometer um
dos nicleos talamicos (VPM ou POM) de maneira satisfatéria. O "didmetro"maximo da lesao
foi de 1mm no eixo dorso-ventral. Mediolateralmente, a drea da lesao apresentou diametro

de no maximo 0.5 mm. Além disso, as bordas da lesdo nao apresentaram perda tecidual.

Na regiao lesionada observou-se um aumento de células, possivelmente da glia, secun-
dario a resposta inflamatoria, inferido pelo aumento da marcagao dos corpisculos de nissl
Figura 5.1 (LUGO—HUITRON et al., 2013). O &4cido quinolinico é utilizado para a criacao do
modelo da doenga de Huntington por meio da lesdo de estrutura subcorticais(SCHWARCZ
et al., 1983; BEAL et al., 1986). Estes estudos indicam que a aplicagdao do acido quinolinico
nao é citotéxico para a glia, mas gera uma area com necrose tecidual e reducao significativa
no numero de neurdnios e complexos sinapticos destas estruturas (PERKINS; STONE, 1982;
SCHWARCYZ et al., 1983). Estes estudos indicam que as areas destacadas Figura 5.1 foram
lesionadas quimicamente. Contudo, para confirmar os dados dos achados histologicos das

lesOes é necessario a utilizacao de marcadores de células neuronais.

Outra observagao do método é a correlagao direta (Spearman; ry = 1.000; p < 0,001)
entre o volume do acido injetado e a area de lesao, Figura 5.2. Esse achado sugere que o

protocolo pode ser adaptado para outras abordagens que necessitem de lesao cerebral.

6.1.2 Método eletrolitico

O tempo de trinta segundos de exposicao a corrente elétrica foi apropriado desde
a primeira tentativa sendo capaz de produzir uma lesao esférica com Imm de didmetro.

Sabendo-se que o tamanho de VPM e POM ¢é cerca de 1,7mm no eixo anteroposterior e I1mm
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no eixo mediolateral (PAXINOS; WATSON;, 2007), a lesdo representa 58% da extensao an-
teroposterior e quase a totalidade da extensao mediolateral dos niicleos taldmicos. Contudo,
Figura 5.3, apesar da assertividade no tamanho da lesdo, ela foi gerada 0,96mm (bregma
= -2,64mm/-3.66mm) anterior a area de interesse. Dessa forma, sabendo que as estruturas
taldmicas iniciam-se em -2,76mm e terminam em - 4,44mm (PAXINOS; WATSON, 2007), o
diametro da lesao nao seria suficiente para alcancar toda a extensao no sentido anteropos-
terior, além de ter gerado lesdes em estruturas que nao foram o objetivo do trabalho. Nao
obstante, o eletrodo nao acertou as coordenadas mediolaterais 3,0mm/2,5mm e no dorsoven-

tral bmm/5,4mm.

Os resultados da segunda tentativa com a aplicagao de dois eletrodos, revela um persis-
tente erro no sentido anteroposterior localizando o eletrodo em 0.48mm mais anterior ao alvo
(bregma = -3,12mm/-3.6mm). No sentido mediolateral, o eletrodo mais medial localiza-se em
2,4mm e o outro em 2,8mm da linha média. Ambos mantiveram a coordenada dorsoventral
de 5,5mm.

A terceira tentativa corresponde a aplicacdo de um tnico eletrodo, sem nenhuma
alteragdo nas coordenadas estabelecidas. O eletrodo se aproximou da zona alvo estando a
0,36mm (bregma = -3,24mm/-3.60mm) mais anterior a coordenada. A localizagdo no sentido
mediolateral apresentou desvio lateral de 0.9mm. Blasiak et al. (2010) relatou que estes
desvios médiolaterais sao inerentes a técnica de determinacdo do bregma durante o processo
cirargico, e em seu trabalho sugeriu um novo método para uma reducao significativa desse
desvio que consiste na analise da imagem da superficie do crdnio do animal submetido a
cirurgia. Neste método os autores substituem a referéncia da sutura sagital, pelo ponto médio
entre as cristas temporais. Além do problema de determinacao da coordenada, também é

possivel observar na mesma lamina, que o centro da lesao esta deslocada na direcao dorsal.

Para a quarta tentativa, foi realizada uma alteracao da coordenada de 5,4 um para
6,8 pum no eixo dorsoventral com base nas histologias anteriores. Essa mudanga resultou no
acerto da estrutura neste sentido bem como no sentido anteroposterior (bregma = -3,60mm).
Os desvios no sentido mediolateral persistem acarretando em duas coordenadas diferentes
para cada hemisfério deste animal. Houve o acerto no hemisfério esquerdo, enquanto que no
hemisfério direito ha uma falha tanto no mediolateral quanto no dorsoventral , o que pode

ser constatado pelo rastro do fio no hemisfério direito.

Quanto aos achados em comum nos tecidos nervosos estudados, foi observado uma
regiao menor com perda tecidual e outra regiao com alteracao tecidual que pode ser observada
pela diferenca de densidade na marcacao de nissl na Figura 5.4. Este mesmo achado foi

encontrado em outros estudos que realizaram a lesdo eletrolitica em diferentes areas cerebrais
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(MCCUE et al., 2014; KOO et al., 2004; MCKEE et al., 2010), sendo que a area central foi
gerada devido a perda do tecido e liberagao de gas pela corrente catddica, enquanto que a area
mais periférica é uma regiao provavelmente com tecido cicatricial chamado gliose (GOLD,
1975; PEKNY; NILSSON, 2005; MCKEE et al., 2010). Caracterizando assim, a lesao e perda
da funcao das estruturas alvo, bem como a manutencao da forma e extensao da lesao nas

diversas aplicagoes da corrente elétrica.

O formato e extensdo da lesdo do presente estudo apresentou-se regular durante as
aplicagoes. Estes achados nao foram encontrados em outros estudos como o de Narumi et
al. (2007). Esse grupo também realizou lesoes eletroliticas em VPM e POM, porém sua
abordagem foi um trem de corrente catddica, com 12 pulsos a 0.1Hz, com corrente variando
de 20-40mA, aplicado por um eletrodo de tungstenio, em uma duracao de cinco segundos.
Os resultados das lesdes possuiam diferentes formas, além de variar na extensdo de suas
extremidade, 500 pm a 1000 gm. Em outro estudo que lesionou o nicleo taldmico ventro-
medial (MCKEE et al., 2010), o complexo taldmico ventromedial e ventrolateral (JELJELI
et al., 2003) utilizando abordagens diferentes, também apresentaram variacao da forma e da

extensao de suas extremidades

6.2 Consideracoes Finais

Dois métodos testados para lesao dos niicleo VPM e POM se mostraram eficazes: lesao
quimica com a injecao de 0,12 ul de acido quinolinico; e a aplicacao de uma corrente elétrica
por 30 segundos. O método eletrolitico se mostrou mais uniforme quanto a area da lesao e pela
perda tecidual e gliose na regiao afetada. Nao foi possivel observar alteragao comportamental
na analise estatistica dos animais lesionados na tarefa de exploracao de objetos durante o

periodo analisado, mas é possivel afirmar que o protocolo eletrolitico nao gerou dor.

Com o intuito de aumentar o rigor cientifico sobre os dados adquiridos é necessario
realizar a contagem de células nas areas lesionadas pela lesao eletrolitica, e aumentar o niimero

amostral para consolidar os dados a respeito da extensao e localizacao da lesao.

Para esclarecer alguns achados, é necessario que estudos futuros abordem as lesoes
quimicas a partir de marcadores neuronais; e que a lateralidade dos animais seja identificada

antes da intervencao lesiva.
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Abstract

Background: Spinal cord injury (SCI) is characterized by total or partial deficit
of sensory and motor pathways. Impairments of this injury compromise muscle
recruitment and motor planning, thus reducing functional capacity. SCI patients
commonly present psychological, intestinal, urinary, osteomioarticular,
tegumentary, cardiorespiratory and nervous alterations that aggravate in chronic
phase. One of the neurorehabilitation goals is the restoration of these abilities by
favoring improvement in quality of life and functional independence. Current
literature highlights several benefits of robotic gait therapies in SCl individuals.

Objectives: The purpose of this study was to feature the robotic devices used,
systematize the knowledge about scientific evidences that used these devices as a
tool for rehabilitation of SCI individuals.

Methods: A systematic review was carried out in which relevant articles were
identified by searching the following databases: Cochrane Library, PubMed,
PEDro and Capes Periodic. Two authors selected the articles, which used robotic
device for rehabilitation of spinal cord injury independent of the publication year.

Results: The robotic devices used in the research presented distinct features,
with increasing application in the last years. Databases search found 2,941
articles, 39 articles were included due to met the inclusion criteria. Studies have
shown promising results regarding the reduction of pain perception and spasticity
level; alteration of the proprioceptive capacity, sensitivity to temperature,
vibration, pressure, reflex behavior, electrical activity at muscular and cortical
level, classification of the injury level; increase in walking speed, step length and
distance traveled; improvements in sitting posture, intestinal, cardiorespiratory,
metabolic, tegmental and psychological functions.

Conclusions: This systematic review shows significant progress encompassing
robotic devices as an innovative and effective alternative therapy for the
rehabilitation of individuals with SCI.

Keywords: robotic assisted gait; spinal cord injury; rehabilitation

Background

In the world, around 250 to 500 thousands people suffer spinal cord injury (SCI)
every year. SCI is caused by a damage in neural structures of the spinal cord, such
as medulla, medullary cone and/or cauda equina. Tissue lesions are mostly due
to mechanical impact, laceration, compression, transection, infection or spinal cord
degeneration. SCI is classified in two categories: incomplete or complete. The first
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is determined by motor and sensory partial preservation and reduced electromyo-
graphic (EMG) signal below the injured level, whereas the second is determined
by a complete loss of sensorimotor activity and EMG signal below the level of le-
sion [1, 2]. The sensorial input and motor output are reduced or absent in SCI
patients. Thus, muscular recruitment and motor planning become compromised,
which leads to a reduced functionality [3, 4]. Chronic SCI patients are predisposed
to secondary complications such as psychological, bowel, urinary, musculoskeletal,
neuronal, cutaneous and cardiorespiratory [1, 4, 5]. Therefore, one of the challenges
in neurorehabilitation to restore functional independence and quality of life is the
recovery of planning and executing the movement again [2, 6]. Restoration of lo-
comotor function is one of the rehabilitation aims in SCI patients. Body weight
support (BWS) over a treadmill associated with manual assistance leads to thera-
pist physical exhaustion. According to the idea of improving rehabilitation, orthotic
devices aligned to anatomic axes of lower limb have been developed. This may re-
duce professional physical exhaustion and bring new outcomes to rehabilitation
[6, 7]. As a result, many studies that investigate the therapeutic effects of these
orthotics devices have been published. Several researchers identified that robotic
assisted gait training (RAGT) in SCI patients improved cardiorespiratory, urinary,
musculoskeletal, neuronal and somatosensory system, due to body compensation
and neural plasticity [8, 9, 10, 11, 12, 13]. Therefore, this review aims to compare
advantages, disadvantages, and requirements for use of robotic devices, systematize
the knowledge about scientifics evidences, which used these devices as a tool for
rehabilitation of SCI individuals. It is expected that this knowledge compilation
may support more therapies as well as further researches aiming to improve organic
function and quality of life of SCI patients.

Methods

Literature search

The following databases were searched between February 15th and July 21st, 2016:
Cochrane Library, PubMed, PEDro and Peridédico Capes and the manuscript was
drafted from July 25th to December 23th, 2016. To guarantee the most accurate
keywords, it was conducted a search in Medical Subject Headings (MeSH) with
spinal cord injury, tetraplegic, paraplegic, lower limbs paralysis and lower extrem-
ity paralysis associated with "body weight support", "assisted gait", "driven gait
orthosis", "orthotic gait training", "gait training", "robotic gait", "exoskeleton”,
"treadmill rehabilitation", "walking", "gait", "locomotion", "overground walking",
"robotic assisted gait", "robotic assisted gait training", "treadmills", "physiother-
apy", "physical therapy", "locomotion therapy", "robotic assisted gait therapy",
"locomotor treatment".

Selection of trials

The two authors/ physical therapists selected the relevant articles, according to the
following pre-established criteria. Relevant researches were identified, and included
only publication in English, Portuguese and Spanish. Exclusion criteria: reviews,
duplicates and not full article. All papers which used a robotic device for spinal
cord injury rehabilitation were included independent of the publication year.

Page 2 of 14
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Data synthesis and results

The literature search undertaken yielded 2,941 records, of which initially, the titles
and abstracts were read and excluded the duplicate articles. In addition, articles
were excluded since they were not available and review articles, resulting in 240
full articles to read. The articles that did not use robotic device were excluded.
Thus, after careful analysis, 39 articles were included in full-text format. Figure
1 (see Figures: Figure 1) illustrates the PRISMA flowchart of the results from the
literature search performed by three authors/ physical therapists followed guidelines
for scale’s application as shown.

Table 1 shows robotic devices features used in the research (see Figures: Figure
2) presented distinct features and increase application in individuals rehabilitation
with spinal cord injury in the last years (see Figures: Figure 3).

Further, are shown tables with the corresponding items to the study design, pa-
tients’ demography, outcome measures, rehabilitation and results of each article
inserted in this review. Moreover, the articles were split into Table groups accord-
ing to main outcome measured: (2) cardiorespiratory and metabolic parameters, (3)
parameters of reflex behavior, (4) kinetic and kinematic parameters in gait evalu-
ation, and (5) evaluation parameters of neurological function recovery, and listed
according to the publication year in ascending order (see Additional file 1: Table 2,
Additional file 2: Table 3, Additional file 3: Table 4, Additional file 4: Table 5).

Page 3 of 14



Table 1 Robotic device(s) feature(s)

Robotic device(s) Advantage(s) Disadvantage(s) Requirements
Welwalk WW-1000 [14] o Treadmill system with BWS. e Not portable. e Patients with lower limb paralysis.
e Video monitor up front. e Designed for use with trained e Device's sensors would be able to adjust to the user by monitoring
e Possibility to deliver different professional supervision. their walking pattern.
LOA, depending on the rehab
needs of each patients.
ARGO [9, 15] e Allows hip flexion of a lower e Gait pattern is not physio- e Requires high load on the upper limb joints.
limb to the lower contralat- logic. e Excessive energy expenditure due to the use of devices to assist
eral member through a recip- gait such as crutches to help walk.
rocal bond.
e Propulsive forces are provided
by the trunk and upper limb
muscles.
e Possibility to add a BWS to
encourage correct stride prac-
tice.
Il;fekeogideRﬁe) (E'\llg'hil;f e Can be configured to ensure e Heavy. e Orthosis not adapted for the lower limbs.
18] safe treadmill training. e Not portable. e Body weight up to 135 kg.
e Present assistance to practice e Designed to use with trained e Severe contractures.
a physiological gait pattern at professional supervision. e Bone instability.
all phases. e Lokomat offers only four de- e Open skin lesions in the area of the lower limbs and torso.
o BWS, exoskeleton aligned to grees of freedom (DOFs), hip e Circulatory and cardiac problems.
the hip joints and lifters keep and knee flexion-extension. e Uncooperative or (self-)aggressive behavior, such as transitory syn-
the ankle in neutral position. e Not compatible with Pedi- drome.
e Regulate the assistance ac- atric Orthoses. e Severe cognitive deficits.
cording to the individual's e Patients (with long-term) infusions.
physiological responses to the e Mechanical ventilation.
therapy. e Patients with extremely disproportionate growth of the legs and/or
e Used to measure isometric spinal column (e.g. bone or cartilage dysplasia).
force (torque), stiffness of the e Severe vascular disorders of the lower limbs.
patient’s joints while the legs e In general, patients who have been ordered to remain in bed or im-
are passively moved at 30, 60 mobile due to, for instance, osteomyelitis or other inflammatory/
and 90°/s, and PROM. infectious disorders.
e Reduction of the physical e Hip, knee, ankle arthrodesis.
load on the therapist/patient.
e More efficient for gait train-

ing.
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Lokomat FreeD Module
[19, 20]

LOPES [21, 22]

EKSO [23, 24, 25, 26,
27]

Allows lateral translation and
transverse rotation of the
pelvis and hip and knee
flexion-extension.

Patients can activate their
core muscles and experience
balance aspects.

More efficient for gait train-
ing.

Reduction of the physical
load on the therapist/patient.

Offers DOF with two actu-
ated rotation axes in the hip
and knee joints (hip abduc-
tion/adduction, hip and knee
flexion /extension).

Passive foot lifters can be
added to keep dorsi-flexion
ankle.

Reduction of the physical
load on the therapist/patient.
More efficient for gait train-
ing.

Exoskeleton framework for
the lower limbs with electric
motors to power movement
for the hip and knee joints.
Passive spring-loaded ankle
joints.

Foot plates to user stand.
Backpack that houses a com-
puter.

Battery supply.

Wired controller.

Portable.

Provides support from the
posterior pelvis to the upper
back.

Heavy and not portable.

Designed to use with trained

professional supervision.

e More expensive than Loko-
matPRO.

e Not compatible with Pedi-

atric Orthoses.

e Heavy and not portable.
e Designed to use with trained
professional supervision.

e Subjects can walk at their

own natural pace.

Requires gait assistance de-

vices such as crutches result-

ing in high load on the upper

limb joints and excessive en-

ergy expenditure.

e A step will not be trig-
gered unless both crutches
are firmly on the ground.

Body weight up to 135 kg.

Severe contractures.

Bone instability.

Open skin lesions in the area of the lower limbs and torso.
Circulatory and cardiac problems.

Uncooperative or (self-)aggressive behavior, such as transitory syn-
drome.

Severe cognitive deficits.

Patients (with long-term) infusions.

Mechanical ventilation.

Patients with extremely disproportionate growth of the legs and/or
spinal column (e.g. bone or cartilage dysplasia).

Severe vascular disorders of the lower limbs.

In general, patients who have been ordered to remain in bed or im-
mobile due to, for instance, osteomyelitis or other inflammatory/
infectious disorders.

Hip, knee, ankle arthrodesis.

Severe contractures.

Bone instability.

Open skin lesions in the area of the lower limbs and torso.
Cardiac and circulatory contraindications

Severe cognitive deficits.

Hip, knee, ankle arthrodesis.

Not present severe orthostatic hypotension, significant cardiac or
vascular disease and integumentary issues such as open wounds.
No pregnancy.

Not present significantly declined bone density as indicated by
dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) or a history of patholog-
ical fractures.

The Ekso rests in during setup for patients which can not be able
to be transferred without a harness or lift to the chair.

Patients which do not present either bilateral upper-extremity
strength or one functional upper extremity and one functional
lower extremity.

Patients with contractures greater than 10 in the hip or knee joint,
leg length differences more than 2 cm, or total hip replacements.
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Brain-controlled robotic
exoskeleton (EXO) [11]

WPAL [28]

Attach to the user's body
with straps over the dor-
sum of the foot, anterior shin
and thigh, abdomen, and an-
terior shoulders. Adjustable
to the user's leg and thigh
length. The segment across
the pelvis is adjustable for hip
width and hip abduction an-
gle.

Can be used for assistance
and rehabilitation of patients
with various levels of lower
extremity weakness.

e 12 DOFs.
o Can be associated with BWS,

sensory feedback and pres-
sure sensors, wire sensors, gy-
roscopes and EEG.

Designed to be anatomically
coherent with the body of in-
dividual, because hip-to-knee
segments of the legs could
be adjusted to accommo-
date a variety of different leg
lengths.

Motors located at both hip,
knee and ankle joints.
Exoskeleton and walker are
placed at a convenient loca-
tion suitable for walking (e.g.
bedroom).

Other robotic parts can be
added by the user in the
wheelchair.

Robot can be folded into a
roller bag and transported to
anywhere.

Six DOFs (flexion-extension
of bilateral hip, knee and an-
kle joints).

It can be used in uneven sur-
faces.

e Heavy.

e Requires a moderate en-
ergy expenditure due total
weight of the robotic ortho-
sis (around 13 kg).

Not requires muscles strength of upper limbs and trunk, and pos-
tural control to execute gait, because stabilization is done auto-
matically by EXO.

The user will partially depend on crutches, or a walker to support
their weight and maintain balance, joint angles and foot contact
forces, which are often recorded to monitor basic gait performance.
Requires high load on the upper limb joints and excessive en-
ergy expenditure due to a need for gait assistance devices such as
crutches to help walk.

Height patient between 145 — 191 cm and a body weight up to
136 kg.

Requires torso muscle strength.
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HAL [29, 26]

ReWalk [30, 26, 27]

Indego [31, 32]

Present a frame and robotic
actuators that attach to the
patient’s legs.

Joint movement is supported
by electric motors.

Initiate by minimal bioelectri-
cal signals detected via sur-
face EMG electrodes mea-
sured in the hip and knee ex-
tensor and flexor muscles.
Allows voluntary robotic sup-
port movements, treadmill
system and BWS.

Powered exoskeleton that bi-
laterally controls the move-
ments at the hip and knee
joints (ankles are articulated
with spring-assisted dorsiflex-
ion), battery unit, computer-
based controller contained in
a backpack, wireless mode se-
lector, sensors that measure
upper-body tilt angle, joint
angles, and ground contact.
The exoskeleton is articulated
to footplates distally and to a
sacral band proximally.
Additional modes include sit-
to-stand, stand-to-sit, up and
down stairs.

Enables to help sitting,
walking, and standing as
well as sit-to-stand, stand-
to-walk, walk-to-stand, and
stand-to-sit transitions or sit
with 100% powered robotic
assistance.

Developed based on the
user’s ability to affect its cen-
ter of pressure via the use of
the upper body in combina-
tion with a stability aid.

Expensive.

Expensive.

Gait pattern is not physiolog-
ical.

Due to standing up/sitting
down with the crutches, the
device exerts pressure at
the bend of the elbow and
present risk of bruises.
Requires walking aids
(crutches or a walker) to
ensure stability and safety of
the user.

The gait is a three-point pat-
tern.

Expensive.

The trunk is not secure in the orthosis and require trunk muscle
strength.

Requires a high load on the upper limb joints and excessive en-
ergy expenditure due to a need for gait assistance devices such as
crutches to help walk.

Requires high load on the upper limb joints.

Requires torso stability.

Excessive energy expenditure due to a need for gait assistance
devices during walk.

Body weight up to 100 Kg, and height between 160 - 190 cm.

Excessive energy expenditure due to a need for gait assistance
devices such as crutches to help walk.

Height range 155 — 191 cm.

Body weight up to 113 kg.

Maximum hip width 42.2 cm.

Femur length range 35 — 47 cm.

Spasticity score: Modified Ashworth score 3 or lower.

It is necessary sufficient upper body strength to balance and
support the forearms crutches, front-wheeled walker or platform
walker.

For complete and incomplete spinal cord injured individuals T4 or
below.
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Mindwalker [33, 34, 35]

Enables users and clinicians
adjust the device settings and
to view session progress.

A Bluetooth LE radio allows
communication between the
Indego and iPhone or iPod
touch through the custom In-
dego i0S application.

Walk on the treadmill associ-
ated to BWS.

Based on human anatomy
and joint ROM, the desired
DOF (five ateach leg) and
joint ROM for the exoskele-
ton are specified to allow sit-
ting, standing, and walking.
Three DOFs (hip
ab/adduction, hip
flex/extension  and  knee
flex/extension) in each leg.
Powered by series elastic ac-
tuators and two DOFs (hip
endo/exorotation and ankle
dorsi/plantarflexion);
Passively sprung with cer-
tain stiffness (800 and 180
Nm/rad, respectively).

The target maximal walking
speed is 0.8 m/s.

Controlled by excitation
signals from the brain, which
provide kinematics for con-
trolling the exoskeleton. In
this exoskeleton, steady-state
visually evoked potential
modality of control is based
on visual stimulation. This
is an intention-based control
exoskeleton:  light-emitting
diodes blinking at four differ-
ent frequencies are used to
indicate the intention of the
patient to initiate, terminate,
halt, or walk at a faster or
slower pace.

e Expensive.

e Heavy, weighing approxi-
mately 28kg.

e Excessive energy expenditure
due to a need for gait
assistance devices such as
crutches.

Patient height between 1.53 - 1.88 m.

Hip width up to 0.44 m.
Patient weight up to 100 kg.

Requires high load on the upper limb joints.
Excessive energy expenditure due to a need for gait assistance

devices.
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Discussion and conclusions

The primary goal of this study was to conduct a systematic review of scientific
evidence related to the use and features of robotic devices in rehabilitation of pa-
tients with SCI. From this study, it is possible to base and guide news prospects
for rehabilitation and research, in view of the numerous benefits that this type of
therapy is able to provide.

Robotic devices are technologies in constant evolution that may offer a paradigm
change in the treatment of individuals with motor impairments [35]. The studies
included in these review cited advantages and disadvantages in relation to the use
these devices, which should be considered to select the appropriate tool for each
individual due to the peculiarity of the requirements for its use.

The devices cited in this review may be applied in indoor or outdoor environments,
considering different DOFs, levels of GF, physical efforts demand and higher energy
expenditure. The Welwalk WW-1000, LokomatPRO (without FreeD module), Loko-
matPRO FreeD module and LOPES present as main characteristics equipment the
high weight, use in indoor environments, possibility to add BWS and treadmill
training. Additionally, possibility of use only with trained professional and user
with body weight up to 135 kg and DOFs of LOE [14, 18, 19, 21, 22, 33|. Al-
though the ARGO, EKSO, WPAL, HAL, Indego and ReWalk can be used either
in outdoor and indoor environments, the gait training do not reproduce the physi-
ological gait pattern. These equipments require high load on the upper limb joints,
trunk muscles strength and excessive energy expenditure due to need for gait assis-
tance devices such as crutches or a walker to ensure stability and safety of the user
[9, 15, 30, 23, 27, 28, 29, 26]. The EXO does not require muscles strength of upper
limbs and trunk, and postural control to execute gait and it is flexible to adjust in
a variety of different leg lengths [11].

Moreover, these studies demonstrated that this type of intervention is able to
provide benefits that exceed improvement of sensorimotor functions of this popu-
lation. Among these changes are included, improvements in activity performance,
postural control, cardiorespiratory, metabolic functions and urinary and bowel func-
tions. Emphasizing promising results related to changes positively impact functional
independence resulting in high quality of life. In addition, the changes found in uri-
nary and bowel functions are directly related to the improvements of psychological
characteristics of the population.

The rehabilitation protocol based on specific task enhances neuroplasticity in
individuals with clinical diagnosis of SCI. In this case, it is important to consider
the rehabilitation parameters used, which should be related to the injury level,
classification, and the secondary changes. During any training session, the BWS
level was selected as the minimum amount of assistance that would not create
excessive knee flexion during posture or drag during the swing that was diminished
by 5% of BWS. In the inserted studies, BWS initial was averaged 60% and lasted
45-50%. The weekly frequency predominance was 2-3 times per week with low to
moderate intensity. The initial treadmill varied between 0.22 and 0.56 m/s and,
increased by 0.02 m/s. Some studies have graded treadmill speed, GF and BWS
according to HR, VOg and MET of each individual.
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Numerous studies revealed changes below the level of injury with multiple vari-
ables observed in the course of its protocol corroborating with results that in-
dicate reduced the perception of pain and spasticity level [36, 37]. Likewise, it
was observed changes in the proprioceptive ability, sensitivity to temperature, vi-
bration, pressure,behavior reflex, electrical activity of muscle and cortical level
[32, 38, 39, 10, 40, 41, 42, 43, 11, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50| and changes in the
level of injury classification. Further, recovery of motor function; increased stability
and strength of thoracic muscles and lumbar region [15]; functional improvements
in skills in sitting posture and gait, in the bowel and urinary function, cutaneous
and psychological. Therefore, positively impacting the performance of their routine
activities, making these individuals with higher level of functional independence
[11].

One study [17] suggests that the RAGT associated with anabolic medicine do not
promote alterations in bone mineral density (BMD) index, although another study
[11] found divergent results revealing that half of participants showed no change
while the other half obtained a small evolution without relation to the improvement
of neurological aspect.

Rehabilitation improvements of an individual with SCI, involves cardiorespiratory
fitness, which is important in improving the quality of life as well as contributing
to a better performance in routine activities. It was observed that improvements
in this aspect provides a better performance of gait related to increase walking
speed, stride length, distance walked [51, 9, 28, 52, 53, 54], related to reduction of
HR, BF, MET and VOs. Studies [30, 32, 16, 55] found a VO and HR variation
when compared these parameters in sitting and orthostatic positions. Further, it
was observed that the higher GF applied to assist walking, the lower HR and MET,
suggesting that the RAGT interferes in the increase of energy expenditure, this is
capable to provide metabolic and cardiorespiratory benefits for this population.

In conclusion, studies shows significant progress in development of robotic devices
to be available for indoor and outdoor environments. It is hoped that in future is
devices to be used that during therapy and rotine. Scientific evidences show sig-
nificant progress encompassing RAGT as an innovative and effective alternative
therapy for the rehabilitation of individuals with SCI, achieving promising results
from improvements in cardiorespiratory, musculoskeletal, intestinal, urinary, neu-
ral, somatosensory and psychological functions. One of the important features of
this type of treatment is to be a specific task-based therapy with motor learning
improvements and neuroplasticity, and reducing complications secondary injury.
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Figures

Figure 1 Prisma flowchart of the results from the literature search.

Figure 2 All robotic devices presented in this review.

Figure 3 Different robotic devices used over the number of studies in the last years.
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Studies that presented metabolic and cardiorespiratory parameters as primary outcome measures in individuals
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Additional file 2 — Table 3

Studies that presented the parameters of altered reflex behavior as the main measures of outcome in individuals
with SCI. (PDF 159 kb).
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Additional file 3 — Table 4

Studies that evaluated kinetic and kinematics parameters of gait as the principal measures of outcome in
individuals with SCI. (PDF 150kb).
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Studies that presented parameters related to the evaluation of motor function recovery as the primary outcome
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