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RESUMO

A paralisia cerebral € uma alteracdo nao progressiva atribuida ao cérebro imaturo,
cuja heterogeneidade de sintomas causa prejuizo no desenvolvimento
neuropsicomotor. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do treinamento
resistido na atividade locomotora, forca e coordenagédo em um modelo experimental
de Paralisia Cerebral (PC). Ao nascimento, os filhotes foram submetidos a andxia no
PO e P1 de vida e posterior restricdo sensorio-motora (P2 a P28), dividindo-se em
Controle (C, n= 25) e Paralisia Cerebral (PC, n= 25). Dos 29 até os 61 dias, os ratos
foram adaptados e realizaram treinamento resistido, subdivididos em 4 grupos:
Controle (C, n= 12), Paralisia Cerebral (PC n= 12), Treinado (T, n= 13) e Paralisia
Cerebral Treinado (PCT, n= 12). O treino consistiu na subida dos animais em uma
escada, por 4 semanas, carga progressiva, calculada a partir de um teste de
sobrecarga maxima semanal. Todos os grupos foram analisados quanto a parametros
da atividade locomotora, aos 8, 14, 17, 21, 28 e 62 dias de vida. Aos 14, 17, 62 dias,
realizou-se o teste de forca e aos 65 dias, fez-se o teste de coordenacdo motora,
através do Rotarod. Os animais, entdo, foram sacrificados e os musculos soleo e EDL
coletados para posterior pesagem. Na analise da atividade locomotora, aos 62 dias
de vida pés-natal, houve umento da distancia percorrida, velocidade média e potencia
média, bem como aumento no tempo na area 2 e diminuicdo do tempo na area 3 do
campo aberto no grupo T comparado ao grupo C (p<0,05). Houve aumento na
distancia percorrida, poténcia média, e no tempo na area 1 do campo aberto por parte
do grupo PCT comparado ao grupo PC (p<0,05), indicando reducé&o da ansiedade, no
animal. Houve reduc¢ao da forca muscular do grupo PC comparado ao C, aos 14 e 17
dias de vida pos-natal (p<0,05). Aos 65 dias de vida pés-natal, houve diminuicdo da
forca muscular no grupo PC comparado ao grupo C e no grupo PCT comparado ao
grupo T (p<0,05). Houve aumento na forca muscular do grupo T comparado ao C e
no grupo PCT comparado ao grupo PC (p<0,05). A coordenagédo motora diminuiu no
grupo PC comparado ao grupo C e aumentou no grupo PCT comparado ao grupo PC
aos 65 dias de vida pés-natal (p<0,05). Houve reducdo no peso dos musculos no
grupo PC comparado ao C e no grupo PCT comparado ao T; grupo PC comparado ao
C aos 65 dias de vida pés-natal (p<0,05).Portanto, o treinamento resistido aumentou
parametros da atividade locomotora, for¢ca e coordenacao.

Palavras-chave: Paralisia Cerebral. Atividade Locomotora. Treinamento de

resisténcia. Ratos.



ABSTRACT

Cerebral palsy is a non-progressive alteration attributed to the immature brain, whose
heterogeneity of symptoms causes impairment in neuropsychomotor development.
The objective of this study was to investigate the effect of resistance training on
locomotor activity, strength and coordination in an experimental model of Cerebral
Palsy (CP). At birth, pups were submitted to anoxia at PO and P1 of life and subsequent
sensorimotor restriction (P2 to P28), divided into Control (C, n = 25) and Cerebral Palsy
(PC, n = 25). From 29 to 61 days, the rats were adapted and performed resistance
training, subdivided into 4 groups: Control (C, n = 12), Cerebral Palsy (PC n = 12),
Trained (T, n = 13) and Cerebral Palsy Trained (PCT, n = 12). The training consisted
in raising the animals in a ladder, for 4 weeks, progressive load, calculated from a
maximum weekly load test. All groups were analyzed for parameters of locomotor
activity at 8, 14, 17, 21, 28 and 62 days of life. At 14, 17, 62 days, the strength test was
performed and at 65 days, the motor coordination test was performed through Rotarod.
The animals were then sacrificed and the soleus and EDL muscles collected for later
weighing. In the analysis of the locomotor activity, at 62 days of postnatal life, the
distance traveled, mean velocity and mean power, as well as increase in time in area
2 and decrease in time in area 3 of the open field in group T compared to group C (p
<0.05). There was an increase in distance traveled, mean power, and time in area 1 of
the open field by the PCT group compared to the PC group (p <0.05), indicating
reduction of anxiety in the animal. There was a reduction in the muscular strength of
the PC group compared to C at 14 and 17 days postnatal life (p <0.05). At 65 days
postnatal life, there was a decrease in muscle strength in the PC group compared to
the C group and in the PCT group compared to the T group (p <0.05). There was an
increase in muscle strength of the T group compared to C and in the PCT group
compared to the PC group (p <0.05). Motor coordination decreased in the PC group
compared to group C and increased in the PCT group compared to the PC group at
65 days postnatal life (p <0.05). There was a reduction in muscle weight in the PC
group compared to C and in the PCT group compared to T; PC group compared to C
at 65 days postnatal life (p <0.05). Therefore, resistance training increased parameters
of locomotor activity, strength and coordination.

Key words: Cerebral Palsy. Locomotor Activity. Resistance training. Rats.
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1 INTRODUCAO

As atividades experimentais dessa dissertacao foram realizadas no Laboratorio
de Estudos em Nutricdo e Instrumentacdo Biomédica (LENIB) do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no Laboratério de
Exercicio Fisico e Plasticidade Fenotipica do Centro Académico de Vitéria da UFPE.
Essa dissertacdo teve como objetivo estudar as repercussdes do treinamento fisico
de resisténcia diante da paralisia cerebral experimental. Esse estudo faz parte da linha
de pesquisa ’Fisioterapia: Desempenho fisico-funcional e qualidade de vida” do
Programa de Pos-graduacdo em Fisioterapia da Universidade Federal de
Pernambuco.

De forma original, foram analisadas as repercussdes do treinamento fisico de
resisténcia na atividade locomotora, coordenacao e forca apos essa lesdo cerebral
perinatal induzida. As observacfes nesses parametros visam compreender as
sequelas do modelo experimental que associa a anOxia perinatal e a restricdo
sensoério-motora.

Os dados obtidos resultaram em um artigo de Revisao Sistematica “Effect of
physical resistance training on the mobility of children and adolescents with spastic

diplegic cerebral palsy: a systematic review ”, que foi submetido a Revista
Developmental Medicine and Child Neurology, conceito Al para a area 21 da CAPES;
e um artigo original “Treinamento de resisténcia beneficia a forca muscular, a
coordenacao motora e parametros da atividade locomotora em modelo experimental
de paralisia cerebral”, que serd submetido a revista The Journal of Strength and
Conditioning Research, conceito Al para a area 21 da CAPES.

A cada ano no mundo, cerca de 23% dos 4 milhdes de mortes neonatais e
8% de todas as mortes em criancas com menos de 5 anos de idade estdo associados
a sinais de asfixia ao nascimento (BHAGWANI et al.,2016). A maioria destas criangas
nasce em paises em desenvolvimento, e mais de 50% das mortes ocorrem em casa,
onde a maioria destes bebés nasce. Cerca de 15% a 20% dos casos encefalopatia
hipoxico isquémica morrem durante o periodo neonatal e 30% dos que sobrevivem,
apresentam uma série de disturbios do neurodesenvolvimento (BHAGWANI et
al.,2016). Nos paises onde o desenvolvimento é menor, a asfixia perinatal continua a
ser uma das principais causas de incapacidade e morte (BHAGWANI et al.,2016).



12

A paralisia cerebral (PC) resulta de um desenvolvimento anormal do cérebro
ou de danos néo progressivos que ocorrem durante seu desenvolvimento, cuja injaria
ocorrendo muito cedo em um cérebro imaturo, leva a um desenvolvimento atipico que
pode se reorganizar nos dois anos que se seguem, complicando inclusive o
entendimento sobre a condigdo clinica dessas criangas e seu respectivo tratamento
(REID et al. 2015). A PC apresenta varios prejuizos causados pelos danos do cérebro
imaturo, com grande impacto cognitivo, na percepcéo e sensacdo (DEGERSTEDT,
WIKLUND, ENBERG, 2016). O diagndstico da PC, como uma doencga ndo progressiva
gue sofre mudancas ao longo do tempo, por consequéncia da espasticidade, é feito
até por volta dos 4 anos de vida e as alteracbes motoras sofridas sdo medidas pelo
Sistema de Classificagdo de Funcdo Motora Grossa. (DEGERSTEDT, WIKLUND,
ENBERG, 2016).

De acordo com as diretrizes sobre Paralisia Cerebral, publicadas em 2017,
esse déficit apresenta alta associacdo com a anoxia perinatal, colocando essa falta
de oxigenacdo no cérebro como um importante fator de risco para 0 seu
desenvolvimento (NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CARE EXCELLENCE,
2017). A anOxia perinatal empregada em modelos experimentais de paralisia cerebral,
contribui para a reproducdo das mesmas desordens motoras apresentadas na
Paralisia Cerebral em humanos (MARCUZZO et al., 2008; COQ et al., 2008).

Encefalopatia hipoxico-isquémica € o termo usado para descrever a sindrome
neurolégica que ocorre apés déficit de oxigenacdo.(SOUZA et al., 2016). A
encefalopatia hipoxico-isquémica € uma das principais causas da paralisia cerebral e
evidéncias na literatura mostram que quanto menor o desempenho funcional das
criancas, maior comprometimento da funcdo motora grossa, com alteracao
neuromotora, da postura e no movimento (SOUZA et al. , 2016; PEREZ, GOLOMBEK,
SOLA 2017). A paralisia cerebral, é relatada em estudos populacionais por todo
mundo que suas estimativas de prevaléncia variam de 1,5 a mais de 4 por 1.000
nascidos vivos ou criancas de uma faixa etaria definida (AUDU, DALY, 2017;
STAVSKI et al. 2017).

Um modelo experimental foi desenvolvido por Strata et al. (2004), com
roedores para reproduzir os déficits motores observados em criancas com PC. Ratos
Expostos a uma condicdo anoOxia perinatal levou os animais a apresentarem
anomalias comportamentais motoras sutis e alteracdes da representacdo dos

movimentos dos membros posteriores na regiao do cortex motor primario (STRATA et
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al. 2004). Como a anOxia perinatal ndo conseguiu sozinha gerar espasticidade ou
funcdo motora alterada em ratos adultos, realizou-se uma imobilizacdo do membro
traseiro durante o desenvolvimento do animal ele tendo ou ndo apresentado esse
episédio de anoxia, resultando em um aumento do tdbnus muscular em repouso e
durante atividade (STRATA et al. 2004). A maioria dos estudos sobre deficiéncias
motoras em modelos animais emprega intervencfes terapéuticas para tentar
colaborar com os mecanismos de recuperacao funcional em humanos. (MARCUZZO,
2008).

A motricidade funcional afetada pelas limitagdes da paralisia cerebral podem
ser melhorados com a intervencéo terapéutica precoce (RAVI, KUMAR,SINGHI,
2016). Uma variedade de tratamentos estdo disponiveis e parecem ser eficazes,
incluindo fisioterapia, terapia ocupacional, medicamentos, cirurgia, dispositivos
ortopédicos (RAVI, KUMAR,SINGHI, 2016).

A fisioterapia desempenha um papel central na melhora do quadro da
doenca, melhora da postura, equilibrio, mobilidade, forca e consequentemente, uma
melhora da funcdo dos acometidos (RAVI, KUMAR,SINGHI, 2016). Gannotti et al.
(2015) relata em seu estudo de caso de uma criangca com paralisia cerebral,
acompanhada por seis anos, que através de um programa de exercicios, com
objetivos de condicionamento e treinamento de forca, observou-se uma melhora na
mobilidade do sentar, diminuicdo de dor na lombar baixa e ganho de peso. Esse
programa consistiu em trabalhar a cada ano, progressivamente, a velocidade de
membros superiores, de 4 a 5 vezes por semana, a resisténcia de membros inferiores,
de 3 a 5 vezes por semana e treino de fortalecimento de tronco, de 4 a 5 vezes por
semana, todos antecedidos de aquecimento e precedidos de resfriamento. Para a
melhora dessa mobilidade funcional, a velocidade de membros superiores foi usada a
tanto quanto fosse possivel pelo paciente; para a forca, utilizou-se o peso parcial do
corpo ou 50 a 60 % da repeticAo maxima e para o tronco usou-se 50% da repeticao
maxima. (GANNOTTI et al.,2015). O caso representa um exemplo de um programa
de exercicios bem sucedido e novo para um individuo com Paralisia Cerebral que tem
mobilidade limitada e usa uma cadeira de rodas, onde a prescricdo do exercicio
permitiu que o individuo melhorasse. (GANNOTTI et al.,2015)

Com todas essas consideracdes verifica-se a necessidade de mais estudos
gue englobem a tematica dessa pesquisa que avalia o efeito do treino de resisténcia

em modelos animais e como ele pode interferir em aspectos como a atividade
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locomotora, a coordenagédo, equilibrio e forgca nos animais acometidos pela paralisia

cerebral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Paralisia Cerebral: estudos em humanos e animais

Em 1862, descreveu-se pela primeira vez a paralisia cerebral, como uma
desordem que acomete a crianga no seu primeiro ano de vida, afetando a progressao
do desenvolvimento de suas habilidades (JONES et al., 2008). A PC é uma sindrome
complexa que apresenta uma variedade de déficits motores, sensoriais e cognitivos
sendo considerada como a principal causa de deficiéncia fisica em criancas
(STAVSKY et al.,2017; YEARGIN-ALLSOPP et al., 2008).

A heterogeneidade da paralisia cerebral refor¢a a caracteristica de sindrome,
levando a desordens permanentes de postura e movimentacdo, onde sua
caracteristica mais marcante € o tonus anormal que limita a atividade do individuo
afetado (STAVSKY et al, 2017). As desordens motoras s&o comumente
acompanhadas de alteragbes sensoriais, de percep¢ao, cognitivo, comportamento,
dentre outros problemas (STAVSKY et al. ,2017). Essas desordens sao atribuidas a
distirbios ndo progressivos ocasionados no desenvolvimento do cérebro fetal,
processos patologicos intrauterinos ou ocasionadas por complicacées advindas da
prematuridade (STAVSKY et al. ,2017).

A PC tem seu diagnéstico realizado em um periodo de tempo baseado em
observacdes clinicas e avalicdo constante do movimento e da postura associadas a
limitacbes, baseado na (NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CARE
EXCELLENCE, 2017). Esse diagnéstico € baseado na obtencdo dos marcos motores
com qualidade, além da avaliacdo dos reflexos e tbnus muscular, em que alguns
alguns sinais sdo visiveis ao nascimento, outros somente quando o bebé se
desenvolve (NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CARE EXCELLENCE,
2017). E uma sindrome complexa de varios déficits sensoriais, motores e cognitivos,
sendo a causa mais comum de deficiéncia fisica em criangas, cuja prevaléncia de
cerca de 2 a 2,5 por 1.000 nascidos vivos, caracterizando-se como um grupo de
anormalidades permanentes e nao progressivas do cérebro fetal ou infantil em
desenvolvimento, levando principalmente a disturbios de movimento e postura, que
limitam a atividade e o impacto funcional (COQ et al. 2016; YEARGIN-ALLSOPP et
al.,2008; NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CARE EXCELLENCE, 2017).
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De uma maneira geral, quanto menor a idade gestacional, maior o risco de
danos cerebrais e por conta disso acredita-se que o recém-nascido muito prematuro
esteja em maior risco devido a combinacgéao de vulnerabilidade enddgena e exposicdes
a outros fatores, que fazem com que ele ndo seja capaz de fornecer o que é
necessario para o crescimento normal, muito menos para protecdo contra danos
externos (LEVITON et al.,, 2015).A influéncia da instabilidade fisiolégica sistémica
permanece incerta e o recém-nascido prematuro nasce em um momento em que seu
cérebro esta exposto a muitos processos decorrentes do desenvolvimento, incluindo
agueles envolvidos na mielinizacdo normal, bem como aqueles envolvidos na
migracdo de neurdnios da matriz germinal para o talamo e cortex, além de processo
sinapticos (LEVITON et al., 2015). Estes processos de formacado e desenvolvimento
do cérebro em pleno andamento em idades gestacionais muito baixas, parecem ser
especialmente suscetiveis a disturbios (LEVITON et al., 2015).

Todos os insultos que ocorrem durante o primeiro trimestre associam-se a
desvios cerebrais tais como por exemplo a esquizencefalia (COLVER, FAIRHURST,
PHAROAH, 2013). No segundo trimestre, por exemplo, tem-se como principal lesdo a
substancia branca periventricular danificada (COLVER, FAIRHURST, PHAROAH,
2013). No terceiro trimestre, associa-se como lesao principal a alteracao cortical
profunda e a lesdo da substancia cinzenta (COLVER, FAIRHURST, PHAROAH,
2013). A asfixia neonatal € uma das causas-chave de leséo cerebral em bebés pre-
termo ou a termo (COLVER, FAIRHURST, PHAROAH, 2013). Asfixia perinatal
permanece como a maior causa de mortalidade neonatal e de danos permanentes no
desenvolvimento neurolégico infantil ocorrendo antes, durante e depois do
nascimento, além de infeccdes maternais, que também ocasionam alto risco para
Paralisia cerebral (COQ et al.,2008).

A complexidade dessa sindrome é definida pela localizagdo anatémica da
lesé@o cerebral (cértex cerebral, trato piramidal, sistema extrapiramidal ou cerebelo) e
pela clinica, que descreve 0s sintomas e 0s sinais mais evidentes, como a
espasticidade, discinesia (forma distdnica e coreo-atetoide), sendo o tipo espastico
subdividido em topografia em unilateral ou bilateral (COLVER, FAIRHURST,
PHAROAH, 2013; ZANON et al., 2015). A topografia do acometimento das
extremidades se divide em diplegia, quadriplegia ou hemiplegia; quanto a diplegia
tem-se como o envolvimento total do corpo com os membros inferiores mais afetados

gue os superiores); a quadriplegia caracterizada pelo envolvimento total do corpo com
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0s quatro membros afetados e a hemiplegia, com o quadro de disfuncdo unilateral,
guanto ao tempo presumido de insulto tem-se eventos danosos que ocorrem no pre,
peri ou pés-parto e quanto ao grau de classificacdo do ténus, hipertonia ou hipotonia
(ZANON et al., 2015; COLVER, FAIRHURST, PHAROAH, 2013).

Os individuos com paralisia cerebral também podem experimentar alteragfes
na sensagdo, cogni¢do, percepg¢ao, comunicagdo e comportamento, por causas
primarias ou secundarias (ZANON et al.,, 2015). A progressdo da doenca é
influenciada pelo tipo de anomalia neuromotora, classificacdo topografica, idade e
deformidades associadas (ZANON et al., 2015). Jones et al. (2007) coloca que é
possivel ver muito tipos de diferentes combinacdes de paralisia cerebral e que ela se
caracteriza pela incapacidade de controlar normalmente as fun¢cdes motoras, e pode
ter um efeito no desenvolvimento global da crianca, afetando a sua capacidade de
explorar o ambiente. Por vezes, mais da metade das criangas com paralisia cerebral
apresentam incapacidades que podem ser mais danosas que o proprio prejuizo motor
(HIMMELMANN, LINDH, HIDECKER, 2012).

As criangas normais apresentam um rico repertorio de movimentos desde a
vida fetal precoce até o final do primeiro ano de vida, diferentemente das criancas com
paralisia cerebral, que apresentam uma escassez de padrdes, com movimentos
espontaneos monotonos e estereotipados que necessitam de uma maior
complexidade, variacdo e fluéncia (PRECHTL, 1997; HADDERS-ALGRA, 2004,
EINSPIELER, PRECHTL, 2005). Sendo a paralisia cerebral uma causa de
incapacidade crbnica, a neurociéncia tem oferecido perspectivas promissoras sobre
sua patogenia e possiveis terapias e 0 progresso nesse aspecto so é possivel gracas
a modelos experimentais, que permitem replicar uma ou mais caracteristicas nos
animais em desenvolvimento (JOHNSTON et al., 2005). Esses modelos proporcionam
analisar uma diversidade de aspectos e esclarecer mecanismos que podem minimizar
lesBes relacionadas ao disturbio (JOHNSTON et al., 2005).

Cabral et al. (2017) utilizou em sua pesquisa 0 modelo experimental que
associa anoxia perinatal e restricAo sensorio-motora em ratos e verificou que a
paralisia cerebral experimental associada a desnutricdo perinatal causou déficits na
estrutura dos musculos mastigatérios. Diversos modelos experimentais de paralisia
cerebral, ao serem avaliados, trazem em diferentes animais a presenca de
modificacdes nas funcdes orais enfatizando necessidade de mais estudos na area

(Cabral et al.,2017). Em outro estudo com esse mesmo modelo experimental,
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verificou-se que a desnutricdo perinatal exacerbou os efeitos negativos dessa leséo
nao progressiva sobre a atividade locomotora e a atrofia muscular, tendo em vista que
o0 status nutricional € importante para a funcdo motora (SILVA et al., 2016)

Modelos experimentais em ratos, utilizados por Strata et al. (2004), Coq et al.
(2008), Marcuzzo et al. (2008, 2010) tem respaldado pesquisas e possibilitado a
realizacao de muitos testes. Estudos experimentais sobre os danos sensorio-motores,
provocados por essa injuria, tem sido usados para elucidar 0s mecanismos
causadores envolvidos e por conseguinte, desenvolver estratégias terapéuticas para
essas alteracdes. Porém, existem poucos estudos sobre o surgimento dessas
desordens, instigando a necessidade de mais pesquisa na area (MEIRELES et al.,
2016). Strata et al.(2004) afirma que estudos com animais reproduzem alteracdes em
humanos e colaboram para o desenvolvimento de uma adequada intervencao
terapéutica nessa injUria, esta ideia é corroborada por Coq et al.(2016), que diz que
modelos animais de paralisia cerebral sdo fundamentais para elucidar mecanismos
subjacentes e consequentemente para o0 desenvolvimento de estratégias de
neuroprotecao e reabilitacdo dos quadros adquiridos.

A associacao de condi¢cdes como a anodxia perinatal e a restricdo sensorio
motora no modelo experimental em ratos, mostrou ser um modelo de paralisia cerebral
simples, barato e facilmente reprodutivel como fenétipo motor (MARCUZZO et al.,
2010).

Esse modelo de Paralisia cerebral é reprodutivel em ratos submetidos a essa
condicdo, cujo desempenho é demonstrado pela experiéncia motora durante o
periodo em que é avaliado. (MARCUZZO et al., 2010). A intervencdo precoce é
importante para prevenir a degradacdo de controle motor e movimentos voluntarios,
verificando a condicdo andxica com a privacdo do movimento que pode piorar o
desenvolvimento neuropsicomotor com o tempo, levando a uma maior incapacidade
e aumentando o grau de deficiéncias (MARCUZZO et al., 2010).

A restricdo sensorio-motora tem um papel fundamental na producdo de um
fendtipo de Paralisia Cerebral com alteragcdes motoras e nos ratos, essa estratégia
provoca uma experiéncia sensoério-motora anormal que prejudica o desenvolvimento
do sistema motor e que produz danos na performance motora similar ao que é
encontrado nas criangas com danos em seus cérebros imaturos, reforcando a
frequente utilizacdo desse modelo na pratica experimental para maior

aprofundamento cientifico nessa doenca (MARCUZZO et al., 2008). Essa abordagem
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comprova que padrbes de desuso nos modelos animais podem diminuir 0 tamanho
das fibras musculares tanto quanto quadros induzidos de denervacao e quando esse
guadro é combinado a uma anoxia perinatal, os efeitos sdo ainda mais severos (COQ
et al. 2008).

2.2 Desenvolvimento da atividade locomotora e coordenacdo motora

A aprendizagem motora foi definida como "um conjunto de processos internos
associados a prética ou experiéncia, levando a uma mudanca relativamente
permanente na capacidade de movimento" (SHIVOV, MELZER, BAR-HAIM, 2017).
Como esses processos neurais e cognitivos internos ndo podem ser diretamente
observados, nem medidos no nivel comportamental, a aprendizagem motora s6 pode
ser estimada observando o desempenho (SHIVOV, MELZER, BAR-HAIM, 2017).

Acredita-se que o controle locomotor depende do controle neuromuscular
ativo do movimento do tronco, que influencia dinamicamente o restante do corpo e
equilibra dinamicamente a marcha e as demais funcdes de membros inferiores cuja
existéncia de par@metros que otimizem o movimento é comum ao controle postural e
locomotor (DEGELEAN et al., 2012). Estes controles sdo necessarios para realizar a
manutencdo do equilibrio dindmico, durante a progressado de movimento para frente,
e para a adaptacdo antecipatéria quando ha o surgimento de potenciais fatores de
desestabilizacdo (DEGELEAN et al., 2012).

Estudos que examinaram o papel de diferentes partes do cérebro, na
execucdo de locomocéo visualmente guiada, foram realizadas principalmente em
duas estruturas: o cerebelo e o cortex motor (DREW et al.,2007).Ambos
desempenham um papel importante no controle da locomocéao, e contribuem para as
modificacdes da atividade locomotora bésica necessaria para controlar a colocacéo
da pata do animal e a trajetéria do seu membro em situa¢gdes que necessitem de uma
regulacdo de ritmo (DREW et al.,2007)

O desenvolvimento da atividade motora tanto em humanos, quanto animais
pode ser observado muito cedo em sua ontogenia, onde nos animais, ele se inicia
guando os axdnios chegam aos musculos e promovem sua contratilidade e no ser
humano, e entdo o movimento é desencadeado pela regido do pescoco e depois no
tronco progressivamente. (WESTERGA e GRAMSBERGEN,1993). A movimentacéo

pré-natal ja € de significativa importancia para o restante do desenvolvimento
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estrutural do individuo, embora, o periodo pds-natal também seja importante para o
desenvolvimento da atividade motora (WESTERGA e GRAMSBERGEN,1993).
Stigger et al. (2011) afirma que também é preciso atencdo em periodos pés-natais,
pois entradas proprioceptivas anormais sdo também significativamente importantes e
podem acontecer, contribuindo para o desenvolvimento de comportamentos motores
alterados no animal.

No animal, a movimentacéao, principalmente a do rato, ocorre ainda por volta
do 16° dia de gestagdo (GRAMSBERGEN, 1998). O movimento das pernas em ratos
e em mamiferos, de uma maneira geral, ocorre desde muito cedo, de maneira
coordenada e alternada (GRAMSBERGEN, 1998). Ratos sdo frequentemente
escolhidos para a pesquisa, exatamente por terem sua neuro-ontogenia desenvolvida
muito cedo, permitindo estudos experimentais em estagios ainda imaturos,
propiciando a reproducéo para o desenvolvimento de futuras pesquisas em humanos
(GRAMSBERGEN, 1998).

Nos primeiros dias ap0s 0 nascimento, o0 rato tem movimentos pouco efetivos,
exceto, se forem colocados na agua onde desenvolvem uma espécie de nado
(GEISLER, 1993). Nao evolui muito, em termos de movimentagdo ao longo dos
primeiros doze dias de vida, chegando a essa idade ainda fraco e trémulo, com pobre
controle de tronco e membros (GEISLER, 1993). Na primeira semana ainda anda com
a sua parte ventral no chéo, depois € que adquire mais controle motor realizando uma
rotacéo do corpo (WESTERGA, 1990). A partir do 15° dia de vida adquire uma marcha
muito mais evoluida, que ja pode ser considerada como um padrdo maduro e surge
um marco de mudancas na movimentacdo do animal por volta do 16° dia de vida
(WESTERGA, 1990; GRAMSBERGEN, 1998). A velocidade aumenta drasticamente
nesse periodo e 0s seus movimentos tornam-se habeis, se assemelhando bastante a
movimentacdo que ja é desenvolvida pelos ratos adultos (GEISLER, WESTERGA,
GRAMSBERGEN,1993).

A movimentacdo espontanea existente em ratos surge ainda na fase pré-
natal, pouco antes do seu nascimento de maneira aleatoria e incoordenada e vai
aumentando com o passar dos dias, desempenhando um papel organizacional na
formacéao e reorganizagao das sinapses e unidades motoras envolvidas no movimento
(BRUMLEY, KAUER, SWANN, 2017 apud NARAYNAN, FOX, HAMBURGUER, 1971).

A coordenacéo entre os membros do rato, enquanto feto é algo variavel e que exibe
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mudancas ao longo do seu desenvolvimento (BRUMLEY, ROBINSON, 2010;
ROBINSON, KLEVEN, 2005).

A progressdo de um movimento atipico para uma deambulagcdo madura é
atingida em menos de 30 dias, mas lenta o suficiente para que seja observada uma
evolugdo nas aquisicbes (SHINER, DREVER, METZ, 2009). A mudangca mais
significativa ocorre entre o0 15° e 18° dia de vida, embora 0os movimentos mais basicos
ja ocorram logo ao nascimento e evoluam em seis fases distintas na ontogenia no
rato: atividade assincrénica, estadgio de pivoteio, estagio de rastejar, estagio de
integracéo., deambulagdo imatura e deambulacdo madura (SHINER, DREVER,
METZ, 2009).

Na fase de atividade assincronica que ocorre do 1° ao 6° dia de vida dos
filhotes, tem-se uma incoordenacdo dos movimentos de membros anteriores e
posteriores, sendo projetados lateralmente ao dorso; do 7° ao 10° dia, 0 movimento
principal é o de pivoteio, onde os filhotes usam principalmente os membros posteriores
para realizar movimentos de abducéo e aducéo; do 11° ao 14° dia os filhotes exibem
um movimento de rastejar, que mesmo com um padrdo basico de movimento ja
adquirido ainda é uma locomocao atipica de marcha desenvolvida pelo animal adulto,
sendo considerado uma forma imatura de marcha lateral (SHIRNER, DREVER,
METZ, 2009).

No estagio do 15° ao 18° dia € onde ocorre a mais significativa transformacao
para o desenvolvimento do padrdo de marcha maduro: ha uma certa coordenacao
entre 0s membros e o0 surgimento de uma atividade locomotora ritmica que é
dependente de caminhos neurais ascendentes, descendentes, maturidade
musculoesquelética e interneurdnios comissurais, que proporcionam aos filhotes a
melhora do controle distal dos seus membros (SHIRNER, DREVER, METZ, 2009). Do
19° ao 26° dia, a movimentacdo do filhote caracteriza-se por um periodo de
hipervelocidade com rapido desenvolvimento de habilidades e do 27° dia ao 30° dia,
o filhote alcanca todos os movimentos necessarios para apresentar uma performance
motora adulta, onde adotam uma base mais ampla que reflete a tentativa de manter
um padrao coordenado de marcha (SHIRNER, DREVER, METZ, 2009).

A locomocdo do animal pode ser dividida esquematicamente em dois
componentes, onde um € fasico, sendo responsavel pelas contragfes alternadas e
ritmicas dos musculos do membro e do tronco, e o0 componente tdnico, que esta

associado ao tdnus muscular postural, necessario para a locomog¢ao com a superficie
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do ventral do corpo fora do chdo (VINAY et al. 2005).Varias observa¢gfes demonstram
gue o componente dindamico, em contraste com o tbnico € bastante imaturo ao
nascimento, sendo que uma maturacdo significativa do controle postural ocorre
durante a primeira semana pos-natal (VINAY et al., 2005). Este desenvolvimento
depende da maturacdo de varios sistemas, como o musculo-esquelético, as redes
sensorio-motoras, 0s centros cerebrais superiores, vias aferentes e eferentes e a
coordenacao entre membros durante o passo fetal € variavel e apresenta mudancas
no desenvolvimento (VINAY et al., 2005).

Exercicios especificos com tarefas, cujo foco é no padrdo de forca dos
membros inferiores e no desempenho fisico funcional, sdo utilizados com treinamento
em circuitos demonstrando melhoria funcional, e manutencdo do desempenho
conquistado ao longo do tempo (SALEM,GOODWIN, 2009). Conforme Eek et al.
(2008), a forgca muscular € um dos principais fatores para a melhoria da funcéo da
marcha. Em oito semanas de treinamento individual projetado com base na forca
muscular, ndo sé aumentou-se a forca, mas também melhorou-se a funcédo da marcha
em criangas. Ao utilizar-se a pratica da vida diaria nas atividades funcionais com
relacéo a forca, equilibrio e coordenacédo, os parametros usados no treino, garantiram
gue o musculo a ser estudado, a for¢ca gerada, o suporte do membro inferior, o
equilibrio e a propulséo necessaria estavam diretamente ligados as funcdes treinadas;
com isso, a partir de um treinamento pode-se refinar 0 movimento que resultara em
padrdes motores mais eficientes, ofertando consequentemente um melhor
desempenho (SALEM, GOODWIN, 2009).

2.3 Plasticidade fenotipica e Exercicio fisico

A plasticidade fenotipica foi definida como a produgdo ambientalmente
sensivel de fenétipos alternativos por um determinado gendtipo, com expressao
clinica dependente do ambiente, na ecologia funcional e nas normas de reacédo e
adaptacdo (STEARNS et al.,1989). As alteracOes progressivas inadaptadas dentro do
sistema nervoso central ocorrem devido a plasticidade e dependem da atividade, que
tem sido particularmente estudada dentro do trato corticoespinal e quando ocorre algo
que promove injuria nesse trato, ele pode reorganizar-se nos primeiros dois anos de
vida, amenizando os deficits causados pelo insulto (HUNG, MEREDITH, 2014).
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O principio da plasticidade fenotipica baseia-se na origem das diferencgas de
espécies e de novos fenotipos que envolvem a reorganizacéo fenotipica seguida de
acomodacéo genética da mudanca (WEST-EBERHARD,2010). Como a selecao atua
sobre fendtipos, ndo diretamente em gendtipos ou genes, 0s tragos novos podem ser
originados por indugcdo ambiental, bem como mutacdo, passando por selecéo e
acomodacéo genética (WEST-EBERHARD,2010). As novidades fenotipicas resultam
da plasticidade adaptativa do desenvolvimento, em que sua forma inicial reflete
respostas adaptativas com uma historia evolutiva, mesmo que sejam iniciadas por
mutacdes ou novos fatores ambientais que sdo aleatérios em relacdo a adaptacéo
(WEST-EBERHARD,2010). A mudanca na frequéncia dos tracos envolve a
acomodacdo genética do limiar ou responsabilidade por expressdo de uma
caracteristica nova, um processo que segue em vez de direcionar a mudanca
fenotipica, onde ao contrario da crenga comum, as novidades ambientalmente
iniciadas podem ter maior potencial evolutivo do que as induzidas mutativamente
(WEST-EBERHARD,2010).

Rocha-Ferreira et al. (2016) afirma que a plasticidade cerebral inclui
estruturas moleculares, celulares, e acontecimentos fisiol6gicos que promovem a
capacidade do cérebro de realizar sua propria organizacdo e fungdo, tudo isso em
resposta a todas as alteracdes sofridas pelo corpo, ou as alteragcdes ambientais
baseado do principio de que o cérebro em desenvolvimento € mais maleavel para
estimulos externos em comparagdo com o adulto. A plasticidade fenotipica baseia-se
na interacéo entre percep¢ao, acédo, cognicao e ambiente que interferem no processo
de desenvolvimento neurolégico subjacente a aprendizagem e as estratégias
adaptativas (DAN et al.,2015).

A plasticidade neuronal e a remodelagcédo do sistema nervoso séo processos
criticos que sustentam a funcdo normal do sistema nervoso central, em que a
diminuicdo da atividade sinptica apos lesé@o cerebral leva ao aumento da liberagéo
pré-sinaptica de neurotransmissores, bem como a resposta pos-sinaptica relacionada
a eles e com isso, novas sinapses podem compensar 0s circuitos neuronais perdidos
(PAN et al., 2017). A plasticidade dependente da atividade é vista como uma mudancga
Nos mapas corticais motores ou sensoriais ou no numero de sinapses que quando
associadas ao treinamento ou exercicio tentam manter o padrdo de interacdo normal
com o ambiente (OVERMAN E CARMICHAEL, 2013).
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Durante o desenvolvimento motor inicial, a medula espinhal apresenta uma
incrivel plasticidade sendo capaz de gerar e organizar a atividade espontanea dos
membros e padrdes de acdo coordenados, mediando mudancas induzidas pela
influéncia sensorial na atividade espontanea, padroes de acdo e aprendizado motor
nos membros (BRUMLEY, KAUER, SWANN, 2017).

O cérebro em desenvolvimento tem maior plasticidade e assim se espera que
tenha melhores mecanismos de recuperacédo apoés a lesdo, porém é preciso cautela
pois parece que o cérebro imaturo tem alguns dos piores desenvolvimentos ap6s um
insulto significativo (ROCHA-FERREIRA et al., 2016). A suscetibilidade de lesbes e
convulsdes desencadeiam a estimulacdo excessiva de caminhos particulares,
normalmente envolvidos na formacao dos circuitos cerebrais em desenvolvimento, os
guais, nestas circunstancias, promovem o crescimento de proje¢cdes neurais, gerando
conexfes anormais e poderia subsequentemente conduzir a episédio de alteracbes
das ondas cerebrais, alteracdo motora e deterioracdo cognitiva (ROCHA-FERREIRA
et al., 2016).

Os pesquisadores estdo buscando a melhor forma de otimizar a
aprendizagem motora e aproveitar a plasticidade espontanea continua do cérebro,
com conteudo terapéutico especifico e alguns modelos de neuroplasticidade, também,
procuram indicar os beneficios de detectar precocemente as alteracdes e de logo
realizar as intervencdes para melhorar os distarbios motores grosseiros na primeira
infancia (LUCAS et al.,, 2016). Em estudos experimentais, o enriguecimento de
atividades fisicas, o0 aumento dos estimulos somatossensoriais, interacdes e métodos
terapéuticos induzem as mudancas plasticas e recuperacdo da funcdo sensério-
motora. (MARQUES et al., 2014).

Os componentes chaves de uma terapia bem sucedida e seus efeitos de
maneira isolada ou combinada, ndo foram totalmente decifrados (LUCAS et al.2016;
MEIRELES et al.,2017). Porém sabe-se que resultados promissores, usando
ambientes enriquecidos e treinamento motor complexo para otimizar a
neuroplasticidade de estruturas neurais danificadas, ja foram demonstrados em ratos,
com exposicao pré-natal ao alcool, por exemplo (LUCAS et al., 2016). A terapia com
enriguecimento ambiental é realizada para atender os objetivos propostos baseados
na atividade, para otimizar a neuroplasticidade e para a recuperacdo de lesdes
cerebrais, onde serve também para melhorar os resultados motores em lactentes com

alto risco de paralisia cerebral (LUCAS et al., 2016). Para realizar essa proposta €



25

necessario um trabalho mais aprofundado, a fim de introduzir elementos
encorajadores no conteudo terapéutico, dentro das praticas clinicas baseadas na
evidéncia (LUCAS et al., 2016).

O exercicio é um subconjunto da atividade fisica, planejada, estruturada e
repetitiva, com o objetivo final ou intermediario de melhorar ou manter a condi¢cédo
fisica. (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 2010). Podemos -categorizar
intervencdes de exercicios como treinamento de resisténcia ou treinamento aerobico
depende para qual tipo de programa de exercicios esta sendo direcionado (RYAN et
al. 2015).

O exercicio tem efeitos benéficos na funcéo cerebral, incluindo a promogao
de plasticidade e a melhoria do aprendizado e memoria, sendo também o responsavel
por melhorar 0 aumento da expressao de certos fatores neurotréficos na regido do
hipocampo do rato (TONG et al.,, 2001). Além disso, Homberger e Farrar (2004)
afirmam em seus estudos que essa atividade pode aumentar o tamanho da fibra e
promover a melhora do treino de performance, confirmando que estudos com ratos
imitam muito os parametros de treino e adaptacdes fisioldégicas observadas no treino
de resisténcia progressiva realizado em seres humanos.

Treinamento em esteira com reproducdo de restricbes sensorio-motoras,
similares as restricbes causadas pelas encefalopatias hipdxico-isquémicas nas
criangas, foram replicados nesses modelos com animais, com Sucesso,
proporcionando testar novas possibilidades terapéuticas na funcionalidade desses
pacientes (MARCUZZO et al., 2008).

Pesquisas com terapias combinadas, que associam ambiente enriquecido de
estimulos sensoriais, cognitivos, sociais e motores somados a treino de marcha em
esteira, sdo facilmente reprodutiveis nesses modelos experimentais e tem a
capacidade de representar em laboratorio, as condi¢des normalmente vivenciadas no
dia a dia, por criancas com essa patologia (MEIRELES et al., 2016).

Zoladz, Pilc (2010) verificaram que em modelos animais o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) é um importante mediador dos beneficios do exercicio
para a saude cerebral. Esse fator neurotréfico € uma neurotrofina essencial que
também esta intimamente ligada aos processos moleculares centrais e periféricos do
metabolismo energético e homeostatico, que desempenha papel crucial nesses
mecanismos (KNAEPEN et al., 2010). O exercicio realizado voluntariamente

aumentou os niveis da proteina do fator neurotréfico e de RNAmM na regidao do
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hipocampo e de outras regides cerebrais, porque o exercicio € conhecido por induzir
uma cascata de processos que influenciam na plasticidade cerebral (KNAEPEN et al.,
2010).

Quando o exercicio é associado ao treinamento de resisténcia pode alterar a
maneira pela qual os masculos treinados sdo recrutados pelo sistema nervoso central,
de modo que um maior grau de ativacdo muscular é gerado pela mesma quantidade
de estimulo cortical. (ANTONIO-SANTOS et al., 2016).

Zoladz et al. (2010) relatam que o exercicio em um curto periodo de tempo
€ capaz de aumentar a expressdao do numero de genes envolvidos, com a
consequente melhora de qualquer capacidade fisica, o0 que é considerada uma grande
adaptacao do corpo ao treinamento fisico. Sabe-se que exercicios de treino repetido,
podem gerar efeitos positivos na plasticidade (TROFIMOV et al. 2017)

Efeitos do exercicio treinamento de resisténcia, na fungcdo de andar podem
ser decorrentes das falhas nas pesquisas atuais, tendo em vista que muitos protocolos
de treinamento de resisténcia sdo inadequados, ha incertezas quanto aos efeitos, no
gue diz respeito a volume de treino, intensidade e duragdo improprios (RYAN et al.,
2015). Para que as estruturas musculotendineas se adaptem da maneira necesséria,
€ preciso estudar o treinamento mais adequado, bem como uma duracdo coerente
com o tipo de estrutura e o individuo a ser treinado; exercicios sdo comumente usados
em programas de treinamento de resisténcia e por iSso precisam ser minimamente
avaliados (RYAN et al., 2015). Novak e colaboradores (2013) realizaram uma revisédo
sistematica cujo objetivo foi verificar quais as principais intervengfes para a Paralisia
Cerebral, onde observaram que ao se tratar essa sindrome com treinamento fisico,
obtém-se melhora no ganho de funcdo, exatamente por esse tipo de intervencéo
baseada no exercicio fisico, preconizar a fungéo.

As pesquisas experimentais estudam essa atividade locomotora, padrdes de
marcha e coordenagcdo, mostradas pelo aumento no comprimento da passada,
evidenciando o sucesso da reabilitacdo para melhorar os parametros de locomocao,
através de estratégias especificas, e que simulam de perto a situacao funcional da
caminhada, sendo mais eficazes para melhorar os parametros de locomocao
(MARCUZZO et al.,2008).

Stigger et al. (2011) relata em seu estudo a importancia de uma intervencao
0 mais precoce possivel, sabendo que uma experiéncia desse tipo pode fornecer um

padrdo de atividade neuronal que pode levar a uma diferenciacdo normal dos
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neurbnios motores e consequente desempenho neuromuscular 6timo na vida adulta,
ressaltando que a restricdo sensorio-motora a qual € submetido o0 modelo animal piora

o desenvolvimento e a performance.

3.HIPOTESES

O treinamento fisico de resisténcia melhora a atividade locomotora,
coordenacao e forga nos ratos, submetidos a um modelo experimental de Paralisia

Cerebral.

4.0BJETIVOS

4.1  Objetivo Geral
Analisar o efeito do treinamento fisico de resisténcia sobre a atividade
locomotora, coordenacdo motora e forca em ratos submetidos a um modelo

experimental de paralisia cerebral.

4.2  Objetivos Especificos

Avaliar em ratos com PC PC sobre ratos submetidos ou ndo ao treinamento de

resisténcia:

e O peso corporal ao nascer e aos 8, 14, 17, 21, 28 e 65 dias de vida pés-natal.
e A atividade locomotora aos 8, 14,17, 21, 28 e 62 dias de vida pos-natal.

e A forca muscular aos 14,17 e 65 dias de vida pés-natal.

e A coordenacéo e equilibrio no 65° dia pos-natal.

e O peso muscular no 65° dia pés-natal.

5. MATERIAIS E METODOS
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Este é um estudo experimental com ratos, realizado no Laboratério de Estudos
em Nutricdo e Instrumentacdo Biomédica (LENIB) do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no Laboratorio de Exercicio Fisico e
Plasticidade Fenotipica do Centro Académico de Vitéria da UFPE.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFPE, sob protocolo niumero 0014/2017 (Anexo). A coleta de dados para a pesquisa
aconteceu no periodo entre setembro de 2017 a dezembro de 2018 e seguiu as
normas sugeridas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal
(CONCEA), de acordo com a lei 11.794 de 8 de Outubro de 2008, e com as normas
internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use

of Laboratory Animais.

5.1 Animais

Este estudo utilizou uma amostra nao probabilistica criada a partir de 30 ratas
albinas da linhagem Wistar provenientes do biotério do Departamento de Nutricdo,
mantidos a temperatura de 22 * 2°C, ciclo claro-escuro de 12/12 horas invertido, e livre
acesso a agua e alimentacédo. No dia do nascimento, cada ninhada foi composta pela
nutriz e oito ratos neonatos machos (com peso entre 6 e 8 gramas) e quando a
descendéncia exceder essa quantidade, deu-se preferéncia aos filhotes machos. Os
filhotes fémeas compunham a ninhada apenas quando a quantidade de machos nao
fosse suficiente (ajustando a ninhada para 8 filhotes), ndo sendo utilizadas nos
experimentos e obtencéo de resultados. Os filhotes até 28 dias em Controle (C, n=25)
e Paralisia Cerebral (PC, n=25). Os filhotes foram mantidos com suas respectivas
maes, até os 25 dias de vida pos natal (P25). Nesse dia, os animais foram
desmamados e separados em gaiolas individuais (3-4 animais por gaiola). A partir dos
29 dias, quando foi inserida a adaptacdo ao treinamento, foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos experimentais: Controle (C, n=14), Treinado (CT, n=13)
Paralisia Cerebral (PC, n=15), Paralisia Cerebral Treinado (PCT, n=16), até o final dos

testes experimentais.

A manipulacdo e os cuidados com 0s animais seguiram as recomendacdes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério/ Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA).
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5.2. Modelo experimental de Paralisia Cerebral

O modelo experimental utilizado foi 0 mesmo descrito por Coq et al. (2008) e
Lacerda et al. (2017), o qual associa andxia perinatal a restricdo sensoério-motora dos
membros inferiores, reproduzindo a alteracdo de movimento que ocorre na paralisia
cerebral, tipo diplegia. Os animais foram submetidos a dois episodios de andxia pos-
natal, no dia do nascimento (P0) e no dia seguinte (P1). Foi utilizada uma camara de
anoxia hermeticamente fechada (Figura 1) com tampa parcialmente imersa em um
banho-maria (Biomatic; Figura 4), de dimensdes 35x20x11,5 cm (CxLxA) mantido em
37°C. A camara estava acoplada a um cilindro de gas nitrogénio (N2 100%), 9L/min,
por um periodo 12 minutos em cada dia. Depois de 12 minutos de andxia, 0s animais
ficaram em temperatura e ar ambiente, e depois de recuperar sua coloracdo rosada e
respiracdo normal, foram recolocados em suas respectivas gaiolas com suas maes.
Do P2 ao P28 foi feita a restricdo sensério-motora por cerca de 16 horas por dia,
utilizando uma értese de epOxi presa ao quadril (Figura 2 e 3).

sensério-motora. (C)Ortese epdxi. FONTE: Silva (2016); Prépria do pesquisador(2018)

5.3 Programa de treinamento fisico de resisténcia:

O modelo usado para o treinamento dos ratos foi adaptado de Antonio-Santos
et al. (2016). Neste modelo os ratos subiram os degraus de uma escada (Figura 2), a
partir de um ponto especifico com uma sobrecarga progressiva fixada nas suas
caudas. A escada utilizada foi adaptada do modelo de Antonio-Santos et al. (2016) e
teve seus degraus divididos em 3 partes, onde o inicio sera na parte 1 e o final na
parte 3 (Figura 2).
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Uma adaptacao ao treinamento de resisténcia durante cinco dias, entre 0 29° e
33° dia de vida pés-natal, antes do programa de treinamento ser utilizado, foi feita para
gue o animal reconhecesse a escada. Nessa adaptacao, cada animal foi colocado na
escada por 30 s em cada demarcacgao, a fim de que subisse a escada por 30 s, em
cada dia. Dessa forma, no 29° dia, o animal foi colocado por 30 segundos na caixa
transparente para reconhecimento, num segundo momento, foi colocado no ponto 1
da escada, por 30 s, depois no ponto 2 da escada, por 30 segundos, em seguida no
ponto 3 da escada por mais 30 s e por fim, foi recolocado no ponto 1, e teve 30 s para
subir a escada. Em seguida, cada animal foi colocado 30° dia e 31° dia, subiu 10 vezes
a partir do ponto 1. No 32° dia, cada animal subiu 0 mesmo numero de vezes (10
vezes), a partir do ponto 1, desta vez com o mosquetéo (Figura 3) amarrado no rabo.
No 33° dia, ultimo dia da adaptacdo, cada animal subiu com o0 mosquetdo e o tubo

(Figura 3) onde foram colocados os pesos com 0s quais subiu.

ApoOs a adaptacao ao treinamento, houve um dia de descanso do animal. No
dia seguinte, foi realizado um teste de sobrecarga maxima, no inicio de cada semana
de treino, a fim de determinar a carga com a qual o animal deve subir os degraus da
escada e qual carga foi usada a cada semana de treino. Nesse teste de sobrecarga
maxima, calcula-se 75% do peso do animal, que foi usada na primeira subida do teste.
A partir da segunda subida foram acrescentados 10 g, a cada vez que o animal
conseguir subir, com o intervalo de descanso entre as tentativas de 120 segundos. A
ultima carga com a qual o animal conseguir subir, foi a sobrecarga maxima usada no
treinamento durante a semana seguinte. Caso o animal ndo consiga subir 10 vezes,
0 ultimo peso registrado, foi o da ultima subida que ele tiver conseguido, sendo

considerada desisténcia, somente quando houverem 3 falhas consecutivas.

Esse programa de treino de resisténcia tem como plano 10 subidas por dia, 5
dias/semana, durante 4 semanas, com carga gradualmente acrescida em um aparato
feito de mosquetédo, elastico e tubo na cauda dos ratos ao longo do tempo. Toda
semana de treinamento, iniciou com um descanso para o animal, seguido de um teste
de sobrecarga maxima, baseada na pesagem do dia. As sessfes comecaram com
cargas correspondentes, onde na primeira subida iniciou com carga de 30%. Na
segunda subida, carga de 50% e na terceira até décima subida, com carga de 80%
da sobrecarga maxima individual, tudo calculado, conforme Antonio-Santos et al.

(2016) preconiza em seu estudo. O tempo de descanso entre subidas durante o
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programa de treinamento foi de 90 segundos. O periodo de 4 semanas (entre 0 34° e
61° dia de vida p6s-natal), seguiu o protocolo adaptado de Marcuzzo et al. (2008) que
ja observa efeitos benéficos em modelo experimental paralisia cerebral, apés 3

semanas de exercicio fisico.

Ponto3 —! ‘

43 cm Ponto2 mmms)

Pontol )

FIGURA 3: Aparato e pesos. de treinamento. Fonte:
Prépria do pesquisador(2018)

FIGURA 2: Escada de treinamento. Fonte: Prépria do
pesquisador(2018)

5.4  Registro e analise da Atividade Locomotora

Os filhotes machos foram avaliados no 8°, 14°, 17° e 21° e 28°, 62° dia de vida
pos-natal. Um sistema de monitoramento em campo aberto circular (d1m) sera usado,
delimitado por paredes de 30 cm de altura, com superficies internas de cor preta e em
sua base uma superficie de EVA (etil vinil acetato) também preta, de forma que seja
obtido um contraste entre o animal e o0 campo usado. Uma camera digital (VTR® 6638-
CCTV System), com um sensor de infravermelho e LED de iluminacéo, fixada no teto
a uma distancia de 2,65m do solo e posicionada verticalmente ao centro do campo
para filmar o animal enquanto este se movimentar. A camera apresenta resolucao de

420 linhas, velocidade de 1/60 e 1/100 s e sua sensibilidade permite registrar imagens
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com iluminacdo minima de até 0,1 lux. Para as filmagens foi utilizado o software Ulead
VideoStudio® (ARAGAO et al., 2011;SILVA et al.,2016). Os ratos foram posicionados
no centro do campo aberto e filmados por um periodo de 5 minutos cada um. Os

parametros a serem analisados: Distancia  Percorrida (m), Velocidade

Média (m/s), Poténcia  Média (mW), Energia __ cinética (J), Numero _ total de

paradas realizadas pelo animal dentro do campo no periodo de avaliacéo, Periodo de

tempo que o animal permaneceu parado durante o registro (s); Relacéo de tempo total

parado/Numero de Paradas (s).

> 30cm

A

FIGURA 4- Representagao esquematica do Campo Aberto e do sistema de monitoramento
com suas respectivas distancias; B — Camera digital utilizada no registro das filmagens.
Adaptado de Aragdo (2006).

FIGURA 5: Imagem do rato no campo. Arquivo de
Silva (2016)

O filme foi convertido em 454 quadros para uma filmagem de 5 minutos, com
intervalo de tempo de aproximadamente 0,668 segundos entre quadros) utilizando o

software CapturaSegAVI®. Confeccionou-se uma mascara no software Paint® para
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que a imagem do animal dentro do campo ficasse completamente isolada apagando

interferéncias ao seu redor (Figura 8).

As andlises dessas imagens foram feitas através de um software denominado
MATLAB® versdo 7.0 onde obteve-se informacdes para posterior avaliacdo da

atividade locomotora do animal.

Figura 6: A —Imagem da vista superior do campo, com o animal no centro em ambiente

escuro. B — Imagem do campo aberto em ambiente claro. C — Mascara usada para isolar
a imagem do campo com o animal. D — Imagem final (figura C sobre a figura A)
produzida e utilizada no programa Matlab® para calcular os parametros avaliados.

Os parametros avaliados foram:

1. Distancia Real Percorrida (m): Deslocamentos (em metros, m) realizados pelo

animal.

2. Velocidade Média: Relacdo do deslocamento pelo tempo em que o animal
movimentou. Formula: VM = AS/AT, Onde VM = Velocidade Média (metros por
segundo, m/s), AS = deslocamento total (m) e AT = tempo total de analise — tempo

de parada (s);
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. Gasto de Energia: Gasto de energia do animal pelo movimento realizado.
Férmula: E = (mV?3)/2, onde E = Energia (Joules, J), m = massa do animal (gramas,

g) e V = Velocidade do animal (m/s);

. Poténcia Média: poténcia produzida durante o periodo de deslocamento. Formula:
PM = mV?/2AT, Onde PM = Poténcia Média (miliwatts, mw), m = massa do animal
(9), V = velocidade média (m/s) e AT = tempo total de analise — tempo de parada

(s);

. Nimero de paradas: NUmero total de paradas realizadas pelo animal dentro do
campo no periodo de avaliacéo;

. Periodo de tempo que o animal permanecer parado durante o registro (s);
. Relacéo de tempo total parado/NUmero de Paradas (S);

. Tempo nas areas 1, 2 e 3 (s): O campo foi subdividido em 3 areas circulares,
sendo a area 1 a central, a area 2 a intermediaria e a area 3 a periférica (Figura
13), cada area com o mesmo valor de raio (raio total do campo, R, de 50 cm,

dividido em 3 partes, r). Para cada area foi realizado um calculo diferente, sendo:

“* i

a) Formula A1 = 11.r?, onde 11 = letra grega “pi”, com valor de 3,14; r = raio da

circunferéncia, de 16,67cm.

b) Férmula A2 = m (R12% - r?), onde R1 = Raio do segundo circulo, que equivale a
2r.

c) Formula A3 = 11 (R? - R1?), onde R = Raio do campo.
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Figura 7: Esquema das areas do campo aberto. R = raio do campo
e da (0,5m); R1 = raio do segundo circulo; r = raio do circulo menor
e de cada area. A1 = Area 1; A2 = Area 2; A3 = Area 3

5.5 Estudo da for¢ga muscular

Os animais foram suspensos pelas patas anteriores em um cabo de aco
revestido (com 3 milimetros de diametro), distante 1 metro do chdo. O tempo em que
eles permaneciam suspensos foi contabilizado até o momento em que eles soltavam
o cabo. Pelo teste, o tempo maximo era de 60 segundos. Uma bandeja de espuma foi
colocada sob o aparato para amortecer as quedas. Foram registrados a laténcia de
gueda (s) que o animal permanecia preso ao apoio. Foi realizado 1 teste por dia
durante aos 14, 17 e 65 dias de vida pés-natal.
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Figura 8: Animal em suspensdo. Arquivo
de André Terdcio (2017)

5.6 Estudo da coordenacao motora e equilibrio:

Os animais foram colocados em uma haste texturizada de 60 mm de diametro
e 75mm de comprimento, em rotacdo, a uma velocidade de 25 rpm, aos 65 dias de
vida. Eles permaneceram em rotacdo no maximo 7 minutos com descanso de 15
minutos entre os testes, sendo a partir dai registrada a laténcia de queda. O animal
foi adaptado por 2 minutos com rotagao de 10 rpm, 3 dias anteriores, e no dia do teste

a adaptacao foi realizada com a rotagdo de 16 rpm, conforme Marques et al. (2014).

Figura 9 : ROTAROD. Arquivo de André
Teracio (2017)

5.7 Retirada do tecido muscular

No 65° dia pos-natal, os animais foram decapitados, e apds isso suas patas

posteriores foram dissecadas e os musculos séleo e EDL foram imediatamente
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pesados e congelados apds a retirada. A massa (gramas) de cada musculo foi

avaliado através de uma balanca (MARTE® com preciséao de 0,0001 g ).

5.8 Organograma de analises experimentais

Todos 0s experimentos e grupos experimenatais foram organizados atraves do

organograma abaixo (figura 10), com cada etapa sendo delimitada de acordo com a

idade do animal.

=)
—

|26 et ]es |

DIAs

ADAPTACAO

TREINO DE RESISTENCIA

COORDENA
CAO/

ANALISE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

EQUILIBRIO

ANALISE DA FORGA MUSCULAR

ANOXIA RESTRICAO SENSORIO MOTORA

Figura 10: Organograma das analises experimentais

5.9 Medidas de desfecho e definicdo das variaveis
5.9.1 Variaveis independentes:
e De interesse: Paralisia Cerebral experimental

e De controle: Idade e peso corporal dos filhotes.

5.9.2 Variaveis dependentes:

e Peso corporal dos filhotes no dia do nascimento e nos dias de andlise de atividade

locomotora;

e Distancia percorrida, velocidade média, poténcia média, gasto de energia, tempo

parado, nimero de paradas, relacao tempo/nimero de paradas, tempo nas areas
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1, 2 e 3 da atividade locomotora dos filhotes aos 8, 14, 17, 21, 28 e 62 dias de
vida pés-natal;

e Coordenacdo motora aos 65 dias

e [Forca muscular aos 14, 17 e 65 dias

e Pesagem do musculo séleo e EDL aos 65 dias.

5.10 Analise estatistica

Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade dos
dados. Ap6s a confirmacdo da distribuicdo normal foram feitas as analises
estatisticas.

Para os dados de peso corporal dos filhotes, da atividade locomotora e forga
muscular foi feita uma analise de variancia Two-Way com comparacfes multiplas
(TWRM, Two-Way Repeated Measures), tendo o tempo e 0S grupos experimentais
como fatores. Para analisar o peso corporal, peso muscular, coordenagcdo motora e
forca muscular aos 65 dias de vida foi feito o teste ANOVA TWo-Way, também tendo
0 tempo e 0s grupos experimentais como fatores.

O teste Post Hoc utilizado em todas as analises foi o teste de Tukey. Os valores
estdo expressos em Média e Erro Padrdo da Média (EPM). Apenas o gréafico de peso
corporal das maes foi demonstrado por grafico de seguimento, sendo os demais
dados apresentados em gréfico de colunas. A significancia estatistica foi considerada
com nivel critico de 5% em todos os casos. Os dados foram analisados e os gréaficos

feitos através do software Prisma® 7.0.

6. RESULTADOS

Os dados obtidos resultaram em um artigo de Revisao Sistematica “Effect of

physical resistance training on the mobility of children and adolescents with spastic

”

diplegic cerebral palsy: a systematic review ”, que foi submetido a Revista

Developmental Medicine and Child Neurology, conceito Al para a area 21 da CAPES.
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Os resultados dessa dissertacdo de mestrado seréo apresentados em forma de
artigo original.”Resistance training benefits muscle strength, motor coordination and
parameters of locomotor activity in an experimental model of Cerebral Palsy.”O
referido artigo original foi elaborado, segundo os objetivos, metodologias e resultados

do presente estudo e sera submetido a Revista The Journal of Strength and
Conditioning Research (qualis Al para a area 21 da CAPES, fator de impacto 2.325).

7. CONSIDERACOES FINAIS

A paralisia cerebral é uma condicdo neuroldgica caracterizada por disfuncdes
motoras. Em nossos animais submetidos ao protocolo de indug&o de PC experimental,
observamos parametros motores que demonstraram muitas dessas deficiéncias
motoras. Dentre elas, destacamos a reducdo da atividade locomotora, refletida na
reducdo da distancia percorrida, poténcia média e velocidade média, na atividade
locomotora. Ademais, a coordenacdo motora e forga muscular também foram
prejudicadas pela PC.

Apés o treinamento de resisténcia por 4 semanas, observamos melhoras
significativas nas fungdes motoras dos individuos portadores da PC. Os parametros
de atividade locomotora estudados evidenciaram melhora da atividade locomotora.
Esses parametros também nos permitiram concluir que o treinamento fisico reduz
niveis de ansiedade, tanto nos individuos controles quanto nos portadores de PC. A
melhora também foi extensiva aos parametros de coordenacdo motora e forca
muscular. Nossos resultados apontam para uma possivel acdo terapéutica do
treinamento fisico sobre as disfungdes motoras presentes em individuos portadores
de PC.

8. PERSPECTIVAS

Frente a originalidade de nossos achados, alguns estudos complementares sao
necessarios para a compreensao dos mecanismos responsaveis pelas aquisicoes de
melhorias no sistema locomotor apds treinamento de resisténcia, em animais
portadores de PC. Assim, temos como perspectivas estudar os efeitos do treinamento

de resisténcia em ratos submetidos ao protocolo de PC experimental, sobre;
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e Tipagem, area e perimetro de fibras do musculo séleo e EDL, em ratos
controles e portadores de PC antes e apds treinamento de resisténcia.

e A expressao de fatores responsaveis pela sintese e degradacao de proteinas
no musculo esquelético, tais como mtor e p706s, e, murf e atrogin,
respectivamente, em ratos controles e portadores de PC antes e apés
treinamento de resisténcia.

e O numero e area de neurbnios do cortex motor e cerebelo de ratos em ratos

controles e portadores de PC antes e ap0s treinamento de resisténcia.
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ABSTRACT

AIM: to analyze the effect of resistance training in the mobility of children and
adolescents with spastic diplegia.

METHODS: The research was carried out in the databases of the PubMed /
MedLine, Lilacs, SCOPUS, PEDro, CINAHL, PsychINFO, Web of Science, until
September 2017. It included clinical trials that investigated resistance training in
children with spastic diplegia, a type of Cerebral Palsy and and who observed
outcomes on mobility

RESULTS: Of 158 studies, 19 met the inclusion criteria. In 12 out of the 19, the
improvement in mobility with gains in speed, coordination and balance. In 11 studies,
it was found an improvement in the strength of MMII.

INTERPRETATION: Resistance training improves locomotion, strength, coordination,
and balance in children with cerebral palsy, but there is no standardization of
duration, intensity, and pace of training that brings better effects to mobility. The lack
of standardization in resistance training and assessment was detected. It is


mailto:aeltoscano@yahoo.com.br

47

necessary to have rigor and standardization in these aspects for a critical discussion

of the real gains in children with Cerebral Palsy.

Key words: "Cerebral Palsy", "Locomotion”, "Resistance training, Children", "Mobility”.

Short Title: Resistance training in spastic diplegia

What this paper adds?
e Resistance training in individuals with spastic diplegia benefits the lower
extremity locomotion.
e Spastic diplegia children improve the strength, coordination and walking after
resistance training.
e Six weeks of resistance training are frequent, but there is no standardization.

e The quality of movement improves after resistance training in spastic diplegia.

INTRODUCTION

Cerebral palsy (CP) is the most common physical incapacity of children in the
developed world and it occurs in about 2 to 2,5 children per 1000 live births.! CP
describes a group of abnormalities that are permanent and non-progressive in the
developing brain of fetus or infants leading to disturbances in movement and posture
causing “activity limitation” and “functional impact”.! CP presents several injuries
caused by damage in the immature brain and has serious cognitive impact in
perception and sensation.?2 The CP complexity was defined by the anatomical location
of the brain lesion (cerebral cortex, pyramidal tract, extrapyramidal system or
cerebellum).?

In the diagnosis of CP, a hon-progressive disease which changes over time, as
consequence of spasticity and malformation of joints, the Gross Motor Function
Classification System is used to measure the motor alterations.? Between the main
types of CP motor dysfunction (spastic, ataxic, hypotonic, dyskinetic and mixed), the
spastic type is the most frequent.* The different spasticity patterns are generally

classified as hemiplegic, diplegic and quadriplegic.*
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Spastic diplegia is the most common form of cerebral palsy worldwide.®
Although the causative cerebral lesion is static, children with spastic diplegia typically
go through a progression of abnormalities of tone, posture and gait; standing and
walking are acquired late with equinovarus posturing of the ankles due to spasticity of
the calf muscles.® As the child ages, progressive spasticity of the hip flexors and
hamstrings can result in a crouch gait, which makes prolonged walking difficult, thus
giving the appearance of neurological deterioration.’

An individual with spastic diplegia walks more slowly than an individual in the
same conditions but without CP and has more difficulty in performing activities such as
walking, running, climbing stairs, etc.® In addition, the capacity of walking deteriorates
with age, making all the concerns with strength and mobility relevant to the
preservation and improvement of their ability to move.2

Functional motricity affected by the limitations of Cerebral Palsy can be
improved with early therapeutic intervention such as anaerobic and aerobic exercises
and resistance exercises.? Specific exercises with tasks focusing on lower limb
strength pattern and on the functional physical performance were used in the CP.°
Physical exercise facilitates neuroplasticity of brain structures and behavioral
responses.!! Children demonstrated functional improvement and maintenance of
performance accomplished over time.°

In order to promote the musculotendinous adaptation, it is necessary an
adequate training as well as a duration coherent with the type of structure and the
individual to be trained.!? Resistance training programs are commonly used in the CP
rehabilitation.®® It is therefore important to evaluate the effectiveness of resistance
training and also to verify what are the mechanisms associated to these exercises that
can interfere with the motor and muscular abilities of individuals with Cerebral Palsy.
Thus, the clarification of such information will be of vital importance to contribute to the
strategies of treatment of children and adolescents with motor incapacities related to
Cerebral Palsy. In this context, the guiding question of this review would be the
effectiveness of resistance training for strength, mobility, coordination and balance in
children and adolescents affect by spastic diplegia.

METHODS

This review was duly recorded in the PROSPERO (International Prospective
Register of Systematic Reviews) under the identification number of CRD42017076331
and can be accessed online.'* The study was conducted by two independent
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evaluators who performed the search in the databases of PubMed / Medline (1946-
Nov 2017), Lilacs (1985- Nov 2017), Scopus (2004- Nov 2017), PEDro 1999 - Nov
2017), CINAHL (1989 - Nov 2017) PsychINFO (1965 - Nov 2017), Web of Science
(1900 - Nov 2017) in September / October / November of 2017 in the above mentioned
electronic databases and a third evaluator was consulted in cases of disagreement.
The study selected randomized clinical trials using Boolean operators "AND" and "OR"
in the combination of the MESH descriptors: "Randomized clinical trial”, "Cerebral
palsy”, "Resistance Training", "Locomotion” or their respective DECS (descriptors.
randomized clinical trial, Cerebral Palsy, Resistance training, Locomotor Activity). The
combination of the descriptors was (Randomized OR Randomised) AND (clinical trial
OR controlled trial) AND (Resistance Training) AND (Cerebral palsy OR Spastic
diplegic AND). There was no restriction of year or language of publication of articles.

After the selection was made a combination of the descriptors where the
duplicate articles were removed. From this, the evaluators checked the titles and
abstracts according to the eligibility criteria. After that, those who fitted these criteria
were included for the evaluation of the full text. This review followed the
recommendation of PRISMA Statement.'®

Inclusion and exclusion criterion

Randomized clinical trials involving both sexes individuals, children and
adolescents with bilateral Cerebral Palsy or presenting Spastic Diplegia were included.
If the study did not classify cerebral palsy with spastic diplegia, had no mobility as an
outcome, no physical resistance training or presented any other methodological design
other than a randomized clinical trial, the study was excluded. The included studies
presented several types of physical resistance training performed in children with
spastic diplegia type cerebral palsy. To be included the study should report as primary
outcome, the locomotion, and as secondary outcome strength, balance, coordination,
gross motor function, gait, functional independence, training time, load, periodization,
time of functional capacity analysis, speed.
Data extraction

Information extraction was done independently by the two evaluators
standardization: PEDro Scale, sampling, Intervention (resistance training), training
frequency and volume, and Result as shown in table 1.

Analysis of risk bias
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The quality of the articles was evaluated using PEDro Scale (Physiotherapy
Evidence Database), that was developed to help users of this database to identify
studies which are more likely to have greater internal validity as well as those that have
statistical information which adequately guide clinical decision-making.1®

Each of the selected articles is scored in a scale ranging from 0 to 10. Two
independent evaluators verified the risk of bias and a third-party evaluator
independently verified any divergence between the two. According to that scale, the
score was only reached when a criterion was satisfactorily met. If it was not met, this
criterion did not receive any score.®

PEDro Scale presents the reliability of most of the items from moderate to high
by the Kappa index, which is an interobserver index and measures the degree of
agreement only by chance ranged from 0.40 to 0.73, with an average of 0.58. Total
PEDro score has a moderate: ICC = 0.54 (95% CI: 0.39 = 0.71). These reliability
coefficients refer to judgments made by a single evaluator. In order to avoid the
possibility of error, the studies are evaluated by 2 evaluators and when there is no

consensus among these, the study is evaluated by a third evaluator.®

RESULTS

Search results

After a first search with the combinations of descriptors selected, 158 articles
were selected. After the exclusion of the duplicate articles, and analysis of the title and
abstracts, there were 43 articles remaining to full assessment for elegibility. Finally, 24
articles were excluded and 19 articles obeyed the eligibility criteria. Figure 1 shows the

flowchart of the research that shows how this selection was performed.

Study score and classification

Of the 19 trials selected for this review, 13 were classified according to the
PEDro Scale with quality evaluation at 6, 7 and 8/10. The other 10 studies were rated
on 4/10 and 5/10 (Table 1), all based on the 11 items on the scale.

Population
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The population of interest was of children with spastic diplegia who underwent
resistance training, but in two studies, the sample population ranged from 4 to 18 years,
and in two studies the authors included a population above 18 years of age (Table 2).
Therefore, the included studies showed heterogeneities regarding the age groups

used.

Characteristics of Physical Training of Resistance in Spastic Diplegia

Six treatment studies used the Sit to Stand with weight-bearing vest, according
to the repetition of the exercise. One article involved treadmill, cycle ergometer and /
or elliptical training. Six others involved the use of loads from stations or equipment,
where the most used was the Leg-Press. And a number of eleven used functional

exercises or isolated strengthening with weights in lower extremity (Table 2).

Training Volume and Frequency

There was a predominance of 6 weeks of training in 8 studies. Four other studies
recommended 8 weeks of training. Regarding the frequency of training, in 12 studies
they recommended training, 3 times a week and in 7 studies, they used 3 series with
an amount of 8 to 15 repetitions. Training volume and frequency varied in the studies
according to the age of the children and type of exercise chosen in the study (Table
1).

Outcome measures

Twelve studies out of the nineteen articles selected in this review claim that
resistance training results in improved locomotion, specifically gait, mobility, and
improved gross motor function that assesses standing, walking, jumping and
running.®1%17-20 Resistance exercises contribute to improve the movement of the child
with spastic diplegia.®1%17-30 according to the assessment through tests such as the
GMFM, the 10MWM and the TUG.'821.2528-32 |n ten studies, the most used features in
the evaluation of children and adolescents locomotion carried out in the selected
clinical trials were the scale GMFM (Gross Motor Function Measurement), TUG (Timed
up and Go) and 10MWT, beyond (Ten Meters Walk Test) beside dynamometry for
force measurement and image analysis, and analysis of images from software and
devices such as ultrasound and Biodex System 4 Pro dynamometer, where the

evaluated outcomes were detected (Table 2). 2133
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As for gains in locomotion, it was seen with improved walking speed 2123,
improved kinematics gait in cadence and step length?4253%.32 and improved functional
mobility. 10.18:22.29

Clinical trials conducted in children and adolescents with spastic diplegia
showed significant improvement in mobility through resisted exercises for lower limbs.
Strength improvement was reported in 11 articles as a preponderant factor to improve
locomotion after exercise. However, in 12 articles, this occurrence was not

accompanied by an improvement in walking speed (Table 2).

DISCUSSION
This is the first review involving children and adolescents with a spastic

diplegia, with gains de locomotion, involving speed, walking, gross motor function and
gains of strength. Then it can be seen that resistance training improves the losses
caused by spastic diplegia. In this review, the effects of resistance training in children
with spastic diplegia, where in the end, what predominated was the improvement of
the locomotion of the lower extremity. 10.18.19.21,22,24,28,29,31,32 Sacondary outcomes such
as strength, coordination and walking were also improved.10:19.22-24,27,28,30,33,34

Improvement in locomotion and strength were possible to be demonstrated with
statistical relevance, which reiterates the need to use this type of training in children
and adolescents with spastic diplegia. However, the review of the literature has shown
that there is no standardization in the selected clinical trials in the aspects that involve
the types of resistance training exercises, periodization and even the evaluation of the
gains in the experimental groups. The inconsistency of the design of the training
programs comes from the great variability of the types of exercises used, the numerous
instruments used to evaluate the outcomes in a population and the wide age range
verified in the selected studies. The resistance training options were adapted according
to the age of the children and adolescents and included from exercises using machines
such as weight stations, cycle ergometer, elliptical, Leg-Press to functional exercises
such as sit and stand, jumps, steps in order to work on muscles in isolation or in a
chain, with or without individual applied load.?32433

The use of functional exercises, for example, provided a statistically significant
improvement in strength of the hip abductors and dorsiflexors and plantar flexors with
p between 0.018 to 0.042, reflected in the TUG, dynamometry and anticipatory

movements of the gait reflecting in mobility, since there was improvement in distance
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jump and seated throw, with p of 0.024 and 0.025 respectively.3® Strength improvement
is also a common point among these findings.19:25-28:30.31.33,34 Eyen in the studies with
smaller sample, for example, with six individuals, strength improvement was achieved
with the possibility of maintaining the function.?® Studies that included a greater number
of individuals, 51 individuals, also demonstrated a positive result for strength gain,
even if directed to lower extremity.2®

The training of isolated muscles, such as knee extensors and hip abductors,
showed that with specific exercises there was an improvement in muscle
strength.?627:35 The calcaneal lifting in plantar flexion was considered an important
intervention for those individuals with cerebral palsy, who are community ambulators,
and can be easily performed.?®

The predominant duration of six weeks shows an improvement in the motor
scale, but it can not be considered representative of this population because the
studies work with different sample sizes, and in some cases with a quite reduced
population.?>3® However, the effectiveness of training in the motor development of
patients with cerebral palsy is present in other durations of the training schemes.
Improvements in muscle strength, motor coordination, and gait have also been found
in 5- and 10-week training as well as within a maximum of 12 months of training.10:182
This record shows that regardless of duration, from 5 weeks to 12 months, training is
an important therapeutic tool for motor dysfunctions associated with cerebral palsy.
The training with maximum repetition from 20% to 50% is also cited with a good
response in the improvement of muscle strength of the lower extremity.2527-30

The therapeutical approach with resistance carried out in the clinical trials
researched provided a change in the motor function of children who participated in the
experimental groups when compared to the control group. Even with variations in type
and periodization of training. This reinforces the need to apply this type of work in the
treatment plans offered to individuals with this kind of CP as they offer, in view of their
varied clinical condition, a good motor prognostic. Damiano et al.?* found that children
with cerebral palsy had increased speed on the ergometer and elliptic cycle after 12
weeks of treatment, although their parents did not notice an improvement in day-to-
day functional mobility. Scholtes et al.?6?” reported that their results regarding mobility
were inconclusive in their research, because although the training protocol was
relevant to the walk, considering that it improved the extensor strength of the legs, it

was done in an unspecific way, which may have contributed to limiting effectiveness.
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That limitation does not imply that the result wasn’t reached. Improvement in
mobility and locomotion is undeniable. This is reinforced by 12 out of the 19 articles in
this review. Limitations regarding training standardization to mobility and strength gain
exist but they did not hinder alterations to the motor function. The lack of
standardization occurs because clinical trials appear as non-controlled in several
studies. That happens due to various reasons among them the fact that the kind of
public approached is composed of children and adolescents. 191830 The need for a
standardized approach is necessary to facilitate the application of the proposed
protocol, since the preparation of a friendly training can attract part of the patients,
depending on the environment and the type of training prescribed, since they can be
consulted positively in self-perception questionnaires.®:3¢ Even with differences in the
ages of the individuals evaluated in the articles, three studies studied subjects with
averages of close ages, such as 8 years and 5 months, 9 years and 8 months and 12
years and 1 month.131834 These authors reported improvement in muscle strength
evidencing that there is no controversy in the effectiveness of training when the ages
of the study population are controlled. One of the selected articles that did not
demonstrate a significant improvement of the motor functions after the resistance
training, made use of a heterogenous population regarding the age of individuals
between 5 and 17 years.?®

Some of these authors reported that this type of patient brings difficulties to the
blinding of the research process both for evaluators and patients. Due to that, many a
time the training group is more encouraged than the control group.118:3° That can also
be seen on table 1, from the criteria of PEDro Scale, where items, specially items 5
and 6, are almost all negatively evaluated without blinding from evaluators or
therapists. Besides that, there are reports of pain due to the resistance training
offered.*’

The good execution of exercises and the adequate randomization'®23 facilitates
good results. This contributes to the efficacy verification of the proposed training. The
extension of the period of observation of the activity is also a recurrent question in the
studies?® as there is a need to increase the follow-up time in order to certify of the gains
obtained in this type of training. The function was considered an important objective in
the proposed interventions and guided tasks are, thus, better adapted and easily

repeated.®
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Because each child has a different form of palsy it is necessary to adopt
individual plans to obtain better results considering that various muscles involved in
the spastic diplegia are difficult to be worked in isolation which reinforces the need of
personalization.?? Thus, the collection of clinical trials with varied samples of children
and adolescents with spastic diplegia and their different characteristics and degrees of
commitment, submitted to different evaluations and diverse resistance training brought
positive answers concerning strength and mobility although not representative of such
a different populational group.

Strengths and weaknesses of this review

To our knowledge, no systematic review was conducted evaluating the effects
of resistance training in children and adolescents with spastic diplegia. The main
limitation of this review was the heterogeneity among the included studies. For
example, it was not possible to conduct a meta-analysis because of differences in age
groups, differences in training approaches, as well as lack of standard for volume and
frequency. However, this limitation does not preclude the observation of the
improvement motor after the training period children with cerebral palsy from most of
the selected studies.

Due to the clinical differences presented by individuals, standardization may be
a factor that hinders the process of adherence to training. The generalization of these
findings for a whole population of children and adolescents with diplegia would limit the
individual condition of each child and the gains achieved by each one. In view of this,
this review alerts the need for a careful prescription of resisted physical exercises in
children and adolescents with spastic diplegia, although the articles included in this
study did not report any adverse effects. This implies the need for further studies to
evaluate the importance of training on motor functions in children with cerebral palsy.
This review encourages such studies as evidence of the efficacy of this intervention on
motor performance in these individuals.

It was verified in this review the improvement of lower extremity strength,
mobility and physical function in most part of the studies as well as improvement in
coordination, balance and gait. However, there is no standardization in resistance
training nor in the evaluation of this training in groups in which this protocol is
submitted. Besides, there is limited recent literature addressing this topic. Even though
the improvement of strength has been observed, as well as the improvement of the

mobility, the measurement is somewhat compromised in view of the difficulty in the
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blindness of the research and randomization, and standardization of resistance training

offered to spastic diplegic. However, it is clear that tasks that involve resistance

physical training, when properly oriented and well executed, achieve the expected

result, promoting increased muscle strength and mobility.
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Authors/year PEDRO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
SCALE
Damiano et al. 5/10 + - -+ - - -+ -+ 4+
(2017). =
Kusumoto, Nittab, 7/10 + + o+ + - - -+ o+ o+ +
Takaki (2016). 24
Auld, Johnston 4/10 . T
(2014). 3
Moreau, Holthaus, 8/10 + + + + - -+ o+ o+ o+ o+
Marlow (2013). %%
Jung, Her, Jooyeon 4/10 S S
(2013).%°
Wang (2013). %8 8/10 + + + + - - + o+ o+ o+ o+
Scholtes (2012) 26 8/10 + + + + o+ - -+ o+ o+ 4
Williams et al. 7/10 + + 4+ o+ - - -+ o+ o+ o+
(2013). 34
Steele et al. (2012). 4/10 e T -
35
Thomason et al. 7/10 + + o+ o+ - - -+ o+ o+ o+
(2011). &
Scholtes et al. 8/10 + + + + o+ - -+ o+ o+ o+
(2010). %
Katz-Leurer et al. 5/10 T S S -
(2009).
Salem, Godwin 8/10 + + 4+ + - -+ o+ o+ o+ +
(2009). 0
Eek et al. (2008) 22 5/10 + - - o+ - - -+ o+ o+ o+
Liao et al. (2007). %° 5/10 + + - o+ - -+ o+ -+ -
Seniorou et al. 4/10 + - -+ - - -+ o+ o+ -
(2007). 3t
Unger, Faure, Frieg 4/10 + + - 4+ - - -+ o+ - -
(2006). 1°
Morton, Brownlee, 7/10 + + -+ + - + + + o+ -

Mcfadyen, (2005).
32

Dodd et al. (2004). 5/10 + + + + - - -+ -+ -
36

Table: 1. "Were the eligibility criteria specified? 2. Subjects were randomly assigned to
groups (in a cross-over study, subjects were randomly placed in groups according to
treatment received); 3. Was the subject allocation secret? 4. Initially, were the groups
similar in terms of the most important prognostic indicators ?; 5. Did all subjects blindly
participate in the study ?; 6. Did all the therapists who administered the therapy do it
blindly ?; 7. Did all the evaluators who measured at least one key result do so blindly
?; 8. Were measurements of at least one key result obtained in more than 85% of the
subjects initially distributed by the groups ?; 9. Did all subjects from which outcome
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measures submitted receive the treatment or control condition according to the
allocation or, where this was not the case, were the data analyzed for at least one of
the key outcomes by "Intention to treat" ?; 10. Were the results of inter-group statistical
comparisons described for at least one key outcome ?; 11. Does the study present
both precision measures and measures of variability for at least one key outcome?
"Criterion 1) regarding the external validity (or" applicability "of the clinical trial or
“potential of generalization”) was maintained so that the Delphi list is complete, but this
criterion will not be used to calculate the PEDro score presented at the PEDro web
address; (+) YES (-) NO



Author(s)/ Subjects Intervention Freque Evaluation Outcomes
Year ncy
and
volume
Damiano et 27 children Ergometer and elliptic 5 x per 5 cycles of each condition, Improvement of
al. (2017) (8 men, 19 cycle, increased week, with images recorded on speed in elliptic.
women), 5- resistance when speed 20 min, camera SCALE (0-10), Nothing changed in
17,6 years was reached. 12 PEDI-CAT self core; physical function
old, weeks. Mobility domains. according to
GMFCS |- parents.(functional
Il. mobility)
Kusumoto, 16 children Sit to stand with load in 4 times SCALE, 6MWD; Improve walking
Nittab, from 12 to backpack, 3to 4 timeswith a day, PCI. endurance,
Takaki 18 years light to moderate load 3-4 X coordination and
(2016) old, starting with load 30% of per musculoskeletal
GMFCS | a participant. Evoluting with week, with slow STS.
Il 1 to 4kg, with breaks of 2s 6
each lifting. weeks.
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Auld,
Johnston
(2014).

Moreau,
Holthaus,
Marlow
(2013)

Children
between 8-
15 vyears
old GMFCS
I ou ll.

16
persons,
from 8to 20
years old,
GMFCS I, 1l
e lll.

Training intervention of
strength and balance
obtained with a gym group
based in four stations.

After warming up, each
participant did 3 to 5
submaxim efforts followed
by 6 set of 5 concentric
contractions of maximum
effort of knee extension by
a Biodex System 4 Pro
Dynamometer.

2-3

Series
of 10
repetiti
ons per
week,
per 8
weeks

6
series
of 5
repetiti
ons 3 x
per
week
from 8
a 10
per
week

Muscle strength
dynamometry, Seated
throw; Distance jump;
Vertical jump and Lateral
step-up test, Dynamic and
static balance (The Lateral
Reach and Forward
Reach, The “Balance”
Domain of the
Bruininks—Oseretsky Test
of Motor Proficiency—
Version 2, TUG.

Ultrasound images.
Biodex System 4 Pro
dynamometer. The 10-
meter

walk test, TUG.

There was a
significant increase
in muscle strength
of hips and ankles,
improvement in
balance in functional
strength activities as
well as anticipated
postural

adjustments and
static and dynamic

balance after
intervention.

Speed training is
equally effective in
improvement of
isokinetic strength of
knee extensors.
However,
improvement of

performance  and
gait the training of
speed is more
effective.
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Jung, Her,
Jooyeon
(2013)

Wang
(2013)

6 children
(1 boy and
5 girls),

between

4

and 10
years old.

GMFCS I.

36

children,fro
m 5 to 13
years old;

GMFCS
II.

Heel lifting with
progressive resistance
training on flexorplantar of
ankle during load with vest
of 20% of 1 maximum
repetition for 18t and 2
series of exercises. When
child was able to perform
the complete set of tasks,
a load of 50% of 1RM was
applied to the vest.

STS with vest loaded, 3
series: 15t to 3" series with
20% load of 1-RM of STS,
while 2" serie used 50% of
1-RM and repeated until
the child was tired. With
the use of music, the
children  performed 6
repetitions of sit to stand,
with a load in 50% 1-RM.

3-5 EMG, Eletrical walk way Increase in muscle
séries, system, GMFM- strength of plantar
from 8 88,dynamometer hand flexors, changes
to 12 held. according to GMFM-
repetiti 88, were not
ons,3 X significant, gait
per improvement
week,

30 min,

6

weeks.

3 x per GMFM e PEDI Resistant  training
week, with  or  without
10 music improved
repetiti mobility. Muscle
ons, 6 strength of lower
weeks. extremity improved

significantly after
STS exercises with
load and music.
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Scholtes
(2012)

Williams et
al. (2013).

11 children,
between
ages 6 to
13 years
old
GMFCS |-
1.

15 children
(10 boys e
5 girls),
average
age 8 years
and 5
months,
GMFCS |-
Il.

Training consisted of one
exercise of Leg-press
adapted to children and 3
functional exercises (sit to

stand, step-up lateral,
knee lifting), vest with load.
Intensity increased
progressively.

The strengthening
exercises were
progressive with

repetitions and increasing
load as the child's strength
increased. Training done
with manual and
Theraband resistance.
Establishment of the base
force with ankle weights,
increasing in number of
repetitions and then
loading.

3 X per
week,
8
repetito
ns, 45
to 60
minuts,
12
weeks.

3 X per
week,
3
series,
in 10
weeks.

10MWT,
CAPE

IMFWT,TST,

SCALE, Ashworth, Biodex
System-3 dynamometer,

Magnetic
Imaging.

Ressonance

Significant

improvement in
isometric muscle
strength in knee
extensors, hip
abductors. No
significant

improvement on
gait.

Improvement in the
strength of knee
extensors after 6
months and
increased strength
of gastrocnemius /
tibialis anterior
combined with
botulinum toxin.
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Steele et al.
(2012).

Thomason
et al. (2011).

9 children,
6 with
diplegia
espastica.

19 children
(12  boys
and 7 girls),
mean age
of 9 years
and 8
months.

They walked with varying
degrees of severity and
then muscle weakness
was simulated by reducing
the maximum isometric
strength of each muscle
group until the gait of each
muscle was no longer
reproduced. Individuals
with CP walked in a
crouched gait and had a
minimum angle of knee
flexion during a position
greater than 15 ° and a
maximum angle of ankle
dorsiflexion greater than 5

Exercises to strengthen
the major muscle groups of
lower extremity. Bilateral
jumps on the edge of a
step, semi-bilateral squats
using a large inflatable
ball, ups in a small portable
step. The training load was
adjusted by adding free
weights to a backpack
used by the participant.

Walkin Biomechanical simulation

g in a software
crouch
gait.

3 x per GMFM-66,GPS,GGI,FM,
week, CHQ, TSUP, evaluation

3 sets by Camera.
of each
exercis
e, 8-10
repetiti
ons, 12
months

The strength of the
knee extensor
increased with the
squat intensity and
the hip abductor
was reduced in the
moderate squat gait.
The force of plantar
flexion of the ankle
was reduced in light
squatting.

Increase in the
physical function
domain  of the
GMFM  for both
groups improved
standing time.
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Scholtes et
al. (2010)

Katz-Leurer
et al. (2009)

51 children
(29  boys
and 22
girls), 6-13
years old,
GMFCS L.

20 children,
10 with PC
(7 boys and
3 girls), 7-
13  years
old,
GMFCS 1.

The training consisted of a
leg press exercise adapted
for children and 3
functional exercises (sit-to-
stand, side step-up, knee
lift), loaded with a weight
vest. Intensity increased
progressively.

Exercises based on home-
built tasks: sit-to-stand and
step-up with each leg in
forward and sideways
directions. 5 prescribed
exercises to do at home.
Repeats during the first 2
weeks were fixed at 50%
of the estimated maximum
performance during the 1%
measurement session and
up to 75% from the 3rd
week.

3 X per
week,
8 reps,
45 to
60
minute
s, 12
weeks

5 x per
week,
3
Sessio
ns of 1
min, for
each
exercis
e, 6
weeks

GMFM-66, STS,
dynamometer.

LSU,

TUG, 1I0MWT

Increased isometric
muscle strength of
knee extensors and
hip abductor, but is
inconclusive as to
mobility.

Improves
performance  and
are able to track
training  programs
specific to local,
short and intensive
tasks.
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Salem,
Godwin
(2009)

Eek et al.

(2008)

10
individuals,
aged 4-12
years old,
GMFCS |-
Il

16 children,
ages 10 to
15 years
old and
levels of
GMFCS |
and Il

Tasks oriented similar to
the activities you do at
home, walking, sit-to-walk
transitions and climbing
stairs. Difficulty and
repetition of exercises
were individualized for
each child. The exercises
were progressing  with
increasing number  of
repetitions and increasing
difficulty.

Training with 1st easy
series, 2nd medium and
3rd heavy (10 RM). Handle
weights for medium and
heavy series, adjustable
elastic bands. Resistance
increased  during the
training period and each
child performed their
individual strength training
programs.

2 X per
week,

5
weeks.

3 X per
week,
3 sets,
10
replicat
es,1h
and 30
min, 8
weeks.

GMFM,TUG

ROM, GMFM,
dynamometer, andlise 3D
da marcha

Significant

improvements in
gross motor function
in  walking and
walking and
functional mobility in
the experimental

group.

Increased muscle
strength, and
improved gross
function, with

consequent mobility
in children with CP.
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Liao et al.
(2007).

Seniorou et
al. (2007).

20 children
(12 boys, 8
girls,
between 5-
12  years
old,
GMFCS |
or Il.

21 children,
7-16 years
old,
GMFCS |-
[l.

STS charged (load
previously tested on a day
of the week). STS with a

body vest with 20%
loading of 1-RM STS,
initially, repeated by 10

times; then this load was
incremented with 50% of
1-RM STS repeatedly non-
stop until fatigue. Between
the steps the child rested
2-3 min.

The exercises of
progressive resistance
using free weights. Weight
was determined using a
maximum of 10 repetitions
for each muscle group and
reassessment and
incremental weight gain
were dictated by the child's
progress.

3 X per
week,
and 3
sets,
10
replicat
es, 20-
30 min,
6
weeks.

3 X per
week
for 3
sets,
10 reps
for
each
muscle
group,
6
weeks.

GMFM-88, Nicholas
manual tester, 10MWT,
maximum knee extensor
strenght, maximum load of
the loaded STS test, PCI.

10MWT, analise 3D gait,
GMFM 88

Improvement of
basic motor skills,
functional  muscle
strength and
handling efficiency.

Significant
improvement in
muscle strength,
gait and function
after post-operative
strength training
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Unger,
Faure, Frieg
(2006)

Morton,
Brownlee,
Mcfadyen,(2
005)

31

individuals

(19

men,

12 women)

13-18
years

8

old.

individuals
(5 boys and
4 qirls), 5-

12
old.

years

Circuit  with  previous
heating, where as soon as
the number of repetitions
were reached, the
resistance was increased
and the repetitions
decreased. Body weight,
free weights, elastic bands
that provided resistance
were used.

Free weight training linked
to the ankles. Alternate
members to reduce the
effect of the order. The
weight of the training was
65% of the average value
of the maximum isometric
muscular strength for each
individual.

1-3x
per
week,

3 sets,
12
replicat
es for 8
weeks,
40-80
min

3 X per
week,

6
weeks.

3D analysis gait, self-
perception questionnaire

10MWT,GMFM,
Resistance to
stretch, myometer

passive

Improvement of gait
and body perception

Parameters of
GMFM  increased
(standing, walking,
running, jumping).
Increased cadence
and step length.
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Dodd etal. 17 children With adjusted load, adding 3 x per Self-perception Maximum strength
(2004). (8 boys, 9 free weights to a backpack week, questionnaire. significantly
girls); mean used by the participant so 3 sets, increased within the
age 12.1 that the participant could 8-10 training group over
years old.  complete the repetitions. repetiti the six  weeks.
Bilateral jumps at the edge ons of Improvement of the
of a step, bilateral half- each isometric strength of
squats using a large exercis Lower extremity.
inflatable ball, surveysina e, 6 Improves self-
portable step. weeks. perception if
exercise is done in
the gym.

Table 2: Data from selected studies

Legend: SCALE (Selective control assessment of the lower extremity GMFCS: GROSS MOTOR FUNCTION CLASSIFICATION
SYSTEM; PEDI (Pediatric Evaluation of Disability Inventory); GMFM: Gross Motor Function Measure (PC: Paralisia Cerebral, MMII:
membros inferiores; STS: sit-to-stand, LSU: lateral step up; TUG: Time up and go; 10MWT:the timed 10-Meter Walk Test the;
IMFWT:1-Minute Fast Walk Test; TST: Timed Stair Test; CAPE:Children’s Assessment of Participation and Enjoyment SCALE:
Selective Control Assessment of the Lower Extremity, 6MWD: 6-min walk distance, PCI: Physiological Cost Index,GPS:Gait Profile
Score; GGIl:Gillette Gait Index. GMFM-66: Gross Motor Function Measure-66;FMS- Functional mobility scale; TSUP: time spent in
the upright position, ROM,; joints range of motion; CHQ: Child Health Questionnaire.



73

Apéndice B- ARTIGO ORIGINAL

Resistance training benefits muscle strength, motor coordination and parameters of

locomotor activity in an experimental model of Cerebral Palsy.

Luana de Moura MONTEIRO?, Raul MANHAES-DE-CASTRO®, Barbara Juacy Costa
de SANTANA ¢, Glayciele Leandro de ALBUQUERQUE 2 , Debora Kristinni Vieira
BARBOSA P |, Téassia Karin BORBA 9, José Antonio dos SANTOS ¢, Ana Elisa
TOSCANOY,

a Programa de Pdés- graduacdo em Fisioterapia, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, PE, Brasil

b Graduanda em Fisioterapia, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE,
Brasil.

¢ Programa de Pdés- graduacdo em Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento,
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

dNucleo de Educacéo Fisica e Ciéncias do Esporte do Centro Académico de Vitdria
da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

€Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco

32 paginas de texto e 12 figuras

Ana Elisa Toscano

Department of Nursing, CAV, Federal University of Pernambuco (UFPE) - Rua do Alto
do Reservatério s/n, Bela Vista, 55608-680 — Vitéria de Santo Antdo - PE, Brazil.
Telephone: +55 (081) 35233351. Email: aeltoscano@yahoo.com.br



mailto:aeltoscano@yahoo.com.br

74

RESUMO

A paralisia cerebral € uma alteracdo ndo progressiva atribuida ao cérebro imaturo,
cuja heterogeneidade de sintomas causa prejuizo no desenvolvimento
neuropsicomotor. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do treinamento
resistido na atividade locomotora, forca e coordenacdo em um modelo experimental
de Paralisia Cerebral (PC). Ao nascimento, os filhotes foram submetidos a andxia no
PO e P1 de vida e posterior restricdo sensorio-motora (P2 a P28), dividindo-se em
Controle (C, n= 25) e Paralisia Cerebral (PC, n= 25). Dos 29 até os 61 dias, o0s ratos
foram adaptados e realizaram treinamento resistido, subdivididos em 4 grupos:
Controle (C, n= 12), Paralisia Cerebral (PC n= 12), Treinado (T, n= 13) e Paralisia
Cerebral Treinado (PCT, n= 12). O treino consistiu na subida dos animais em uma
escada, por 4 semanas, carga progressiva, calculada a partir de um teste de
sobrecarga maxima semanal. Todos os grupos foram analisados quanto a parametros
da atividade locomotora, aos 8, 14, 17, 21, 28 e 62 dias de vida. Aos 14, 17, 62 dias,
realizou-se o teste de forca e aos 65 dias, fez-se o teste de coordenacdo motora,
através do Rotarod. Os animais, entdo, foram sacrificados e os musculos s6leo e EDL
coletados para posterior pesagem. Na andlise da atividade locomotora, aos 62 dias
de vida pés-natal, houve umento da distancia percorrida, velocidade média e potencia
média, bem como aumento no tempo na area 2 e diminui¢cdo do tempo na area 3 do
campo aberto no grupo T comparado ao grupo C (p<0,05). Houve aumento na
distancia percorrida, poténcia média, e no tempo na area 1 do campo aberto por parte
do grupo PCT comparado ao grupo PC (p<0,05), indicando reducéo da ansiedade, no
animal. Houve reducao da for¢ca muscular do grupo PC comparado ao C, aos 14 e 17
dias de vida pos-natal (p<0,05). Aos 65 dias de vida pés-natal, houve diminuicdo da
forca muscular no grupo PC comparado ao grupo C e no grupo PCT comparado ao
grupo T (p<0,05). Houve aumento na forca muscular do grupo T comparado ao C e
no grupo PCT comparado ao grupo PC (p<0,05). A coordenacdo motora diminuiu no
grupo PC comparado ao grupo C e aumentou no grupo PCT comparado ao grupo PC
aos 65 dias de vida pés-natal (p<0,05). Houve reducdo no peso dos musculos no
grupo PC comparado ao C e no grupo PCT comparado ao T; grupo PC omparado ao
C aos 65 dias de vida pés-natal (p<0,05).Portanto, o treinamento resistido aumentou
parametros da atividade locomotora, for¢ca e coordenacao.

Palavras-chave: Paralisia Cerebral, Atividade Locomotora, Treinamento de

resisténcia, ratos.
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INTRODUCAO

A PC compreende um grupo de desordens do movimento e da postura que
causam limitacdo funcional e sdo atribuidas a disturbios ndo progressivos que
ocorrem no sistema nervoso central fetal ou da crianga em desenvolvimento (Bax et
al., 2005; Blair; Watson, 2006). A paralisia cerebral (PC) apresenta incidéncia de 1,2
a 2,3 por 1.000 criancas em idade escolar, sendo considerada a causa mais comum

de disfuncéo motora crénica na infancia (Yeargin-Allsopp et al., 2008).

Em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, no entanto, a incidéncia
€ maior, pois esses paises reunem condicdes mais favoraveis a ocorréncia de
problemas cronicos como a PC. (Himmelmann, 2013) No Brasil, estima-se que a cada
1.000 criancas nascidas vivas, sete sdo portadoras de PC. Estima-se que cerca de
30.000 a 40.000 novos casos ocorrem por ano (Mancini et al, 2002), mas ndo ha
estudos conclusivos a respeito e a incidéncia, depende do critério diagndstico de cada
estudo. Acredita-se que a incidéncia elevada seja em virtude da deficiéncia nos

cuidados pré e perinatais.

Esta doenca pode estar associada a déficits na percepcdo somatossensorial
e/ou alteragbes no desenvolvimento normal do sistema somatossensorial (Bax et al,
2005; Wingert et al, 2008). Pacientes com PC exibem aumento dos reflexos,
hipertonicidade e marcha caracteristica em tesoura, podem apresentar também atrofia
e fraqueza muscular (Krigger, 2006). Esses pacientes apresentam inabilidade em
controlar as fun¢cdes motoras devido a redugdo do numero de unidades motoras
efetivas, o0 que leva ao controle muscular anormal (Koman et al., 2004). Isto pode
afetar diretamente a capacidade exploratéria, o aprendizado e a independéncia
(Jones, 2007).

Ha mudancas no comprimento e/ou na estrutura muscular e dos 0sso0s
(Novacheck e Gage, 2007), como anormalidades no tamanho das fibras musculares
e transicdo de seus fendtipos de lentas para rapidas, evidéncias observadas em
biopsias de fibras musculares de paciente com PC (Ito et al., 1996; Marbini et al.,
2002). Recentemente, foi observado, por nosso grupo de pesquisa que a paralisia
cerebral reduz bastante o peso corporal e muscular e diminui parametros da atividade
locomotora, além de modificar o metabolismo proteico do musculo esquelético em
ratos (Silva et al., 2016).

Os periodos iniciais de crescimento e desenvolvimento sdo conceituados como
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periodos criticos do desenvolvimento (Morgane et al., 2002). Os periodos criticos
representam periodos de maior vulnerabilidade fisiolégica, morfolégica e
comportamental (Morgane et al., 1993). Todos os processos de desenvolvimento dos
sistemas fisiolégicos podem exibir periodos criticos cuja duragdo e importancia
dependera das taxas de alteracdes que acontecem (Morgane et al., 1993).

As modificacbes do organismo em resposta aos estimulos ambientes sdo
denominadas de plasticidade fenotipica. Nesse sentido, o exercicio fisico € conhecido
por aumentar a plasticidade neuronal e alterar os niveis de transcricdo de varios
genes, estando relacionado com o aumento da atividade neuronal e da remodelacao
sinaptica (Tong et al., 2001). A atividade fisica voluntaria aumenta a expressao de
genes no hipocampo que estdo associados com a plasticidade neuronal (Molteni et
al.,2002). Além disso, o exercicio fisico pode regular positivamente os niveis de varios
neuropeptideos e neurotrofinas, tais como a neurotensina, substancia P, e fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), no hipocampo do rato (Bucinskaite et al.,
1996, Kim et al, 2013; Russo-Neustadt et al., 1999). Estudos do nosso grupo de
pesquisa revelam que o treinamento fisico moderado em esteira atua como um
estimulo ambiental positivo ao reverter os danos da desnutricdo perinatal sobre a

propor¢ao dos tipos de fibras no musculo esquelético (Leandro et al., 2012).

O exercicio fisico tem se mostrado um estimulo positivo também para a
paralisia cerebral. O treinamento fisico em esteira por trés semanas melhora o
comprimento do passo em ratos submetido a um modelo experimental de paralisia
cerebral (andxia perinatal e restricdo sensorio motora) (Marcuzzo et al. 2008). O
treinamento fisico em esteira por trés semanas melhora o tamanho dos motoneurénios
em animais submetidos a restricdo sensoério-motora (Stigger et al., 2011). Aléem disso,
o treino em esteira também foi capaz de reverter a hipomielinizacdo observada na
paralisia cerebral experimental (Kim et al., 2014). Outro tipo de treinamento fisico que
tem despertado interesse € o treinamento de resisténcia (Campos et al. 2002;
Kraemer et al. 2007; Holm et al. 2008).

O treinamento de resisténcia é um tipo de exercicio caracterizado pela
aplicacdo de uma sobrecarga progressiva ao corpo ou segmento corporal (Kraemer
et al. 2002; Holm et al., 2008). Este tipo de exercicio causa hipertrofia muscular e
aumento da excitabilidade neural periférica, parametros que podem influenciar na

locomocdo do animal (Aagaard et al., 2002; Hornberger e Farrar 2004). Animais
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submetidos a um periodo de 26 semanas de subida em escada aumentaram a forca
e a massa dos musculos soleo e extensor longo dos dedos (Duncan et al. 1998). Em
outro estudo que utilizou um protocolo de treinamento de resisténcia semelhante
houve aumento da forga e hipertrofia no musculo flexor longo do halux apés apenas
oito semanas de treinamento (Hornberger e Farrar, 2004). Estudo realizado por nosso
grupo de pesquisa mostrou que o treinamento diario de resisténcia durante oito
semanas aumentou a capacidade maxima de sobrecarga, a forca, a poténcia e a

proporc¢ao de fibras musculares glicoliticas em ratos (Antonio-Santos et al. 2016).

No entanto, sdo escassos na literatura, estudos sobre os efeitos do treinamento
de resisténcia em modelo experimental de paralisia cerebral, com énfase no
desenvolvimento do sistema neuro-musculo-esquelético. Diante do exposto, O
objetivo deste estudo € avaliar em ratos submetidos a paralisia cerebral (anoxia
perinatal e restricdo sensorio-motora), os efeitos do treinamento fisico de resisténcia
sobre a atividade locomotora, a coordenacdo motora, a forca muscular e fibras

musculares.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Este estudo utilizou uma amostra nao probabilistica criada a partir de 30 ratas
albinas da linhagem Wistar provenientes do biotério do Departamento de Nutri¢o,
mantidos a temperatura de 22 * 2°C, ciclo claro-escuro de 12/12 horas invertido, e livre
acesso a gua e alimentacéo. No dia do nascimento, cada ninhada foi composta pela
nutriz e oito ratos neonatos machos (com peso entre 6 e 8 gramas) e quando a

descendéncia excedeu essa quantidade, deu-se preferéncia aos filhotes machos.

Os filhotes fémeas compunham a ninhada apenas quando a quantidade de
machos ndo fosse suficiente (ajustando a ninhada para 8 filhotes), ndo sendo
utilizadas nos experimentos e obtencdo de resultados. Os filhotes até 28 dias em
Controle (C, n=25) e Paralisia Cerebral (PC, n=25). Os filhotes foram mantidos com
suas respectivas maes, até os 25 dias de vida pos natal (P25). Nesse dia, os animais
foram desmamados e separados em gaiolas individuais (3-4 animais por gaiola). A

partir dos 29 dias, quando foi inserida a adaptacéao ao treinamento, foram distribuidos
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aleatoriamente nos grupos experimentais: Controle (C, n=14), Treinado (CT, n=13)
Paralisia Cerebral (PC, n=15), Paralisia Cerebral Treinado (PCT, n=16), até o final dos

testes experimentais.

A manipulacdo e os cuidados com o0s animais seguiram as recomendacdes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério/ Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA) foi aprovado pelo comité de ética sob
protocolo nimero 0014/2017 (Anexo).

Modelo experimental de Paralisia Cerebral

O modelo foi baseado nos experimentos de Strata et al. (2004), Coq et al.
(2008) e Silva et al. (2016), que associa a anodxia perinatal a um modelo de restricdo
sensorio-motora dos membros inferiores semelhante a falta de movimento ocorrida na
PC. Os filhotes foram submetidos a dois episédios de andxia pés-natal, no dia do
nascimento (P0) e no dia seguinte (P1). Do P2 ao P28 sera feita a restricdo sensorio-

motora durante 16 horas por dia.

Programa de treinamento fisico de resisténcia:

O modelo usado para o treinamento dos ratos foi adaptado de Antonio-Santos
et al. (2016). Neste modelo os ratos subiram voluntariamente os degraus de uma
escada, a partir de um ponto especifico com uma sobrecarga progressiva fixada nas
suas caudas, numa distancia de 43 cm. A escada utilizada foi adaptada do modelo de

Antonio-Santos et al. (2016) que originalmente usava animais mais velhos.

Uma adaptacao ao treinamento de resisténcia durante cinco dias, entre o0 29° e
33° dia de vida pés-natal, antes do programa de treinamento ser utilizado, foi feita para
gue o animal reconhecesse a escada. Nessa adaptacao, cada animal foi colocado na
escada por 30 s em cada demarcacéo, a fim de que subisse a escada por 30 s, em
cada dia. Dessa forma, no 29° dia, o animal foi colocado por 30 segundos na caixa
transparente para reconhecimento, num segundo momento, foi colocado no ponto 1
da escada, por 30 s, depois no ponto 2 da escada, por 30 segundos, em seguida no
ponto 3 da escada por mais 30 s e por fim, foi recolocado no ponto 1, e teve 30 s para
subir a escada. Em seguida cada animal foi colocado 30° dia e 31° dia, subiu 10 vezes

a partir do ponto 1. No 32° dia, cada animal subiu 0 mesmo numero de vezes (10
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vezes), a partir do ponto 1, desta vez com o mosquetdo amarrado na cauda. No 33°
dia, ultimo dia da adaptacao, cada animal subiu com o mosquetao e o tubo onde foram

colocados 0s pesos com 0s quais subiu.

Apés a adaptacdo ao treinamento, houve um dia de descanso do animal. No
dia seguinte, foi realizado um teste de sobrecarga maxima, que era feito no inicio de
cada semana de treino, a fim de determinar a carga com a qual o animal deveria subir
0s degraus da escada e qual carga seria usada a cada semana de treino. Nesse teste
de sobrecarga maxima, calculou-se 75% do peso do animal, que foi usada na primeira
subida do teste. A partir da segunda subida foram acrescentados 10 g, a cada vez que
0 animal conseguir subir, com o intervalo de descanso entre as tentativas de 120
segundos. A Ultima carga com a qual o animal conseguiu subir, foi a sobrecarga
maxima usada no treinamento durante a semana seguinte. Caso o0 animal nao
conseguisse subir 10 vezes, o Ultimo peso registrado, foi o da ultima subida que ele
tiver conseguido, sendo considerado desisténcia, somente quando houvessem 3

falhas consecutivas.

Esse programa de treino de resisténcia tem como plano 10 subidas por dia, 5
dias/semana, durante 4 semanas, com carga gradualmente acrescida em um aparato
feito de mosquetédo, elastico e tubo na cauda dos ratos ao longo do tempo. Toda
semana de treinamento, iniciou com um descanso para o animal, seguido de um teste

de sobrecarga maxima, baseada na pesagem do dia.

As sessbes comegaram com cargas correspondentes, onde na primeira subida
iniciou com carga de 30%. Na segunda subida, carga de 50% e na terceira até décima
subida, com carga de 80% da sobrecarga maxima individual, tudo calculado,
conforme Antonio-Santos et al. (2016) preconiza em seu estudo. O tempo de
descanso entre subidas durante o programa de treinamento foi de 90 segundos. O
periodo de 4 semanas (entre o 34° e 61°dia de vida pds-natal), seguiu o protocolo
adaptado de Marcuzzo et al. (2008) que ja observa efeitos benéficos em modelo

experimental paralisia cerebral, apés 3 semanas de exercicio fisico.
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Andlise do Peso Corporal

O peso corporal dos filhotes foi verificado ao nascer, no 8°, 14°, 17°, 21°, 28°,
62° e 65° dia de vida pOs-natal. Para esta analise foi utilizada uma balanca eletrénica
digital MARTE® (Modelo ASF11).

Registro e andlise da Atividade Locomotora

Os filhotes machos foram avaliados no 8°, 14°, 17° e 21° e 28°, 62° dia de vida
pds-natal. Um sistema de monitoramento em campo aberto circular (d1m) sera usado,
delimitado por paredes de 30 cm de altura, com superficies internas de cor preta e em
sua base uma superficie de EVA (etil vinil acetato) também preta, de forma que seja
obtido um contraste entre o animal e o campo usado.

Uma camera digital (VTR® 6638-CCTV System), com um sensor de
infravermelho e LED de iluminagéo, fixada no teto a uma distancia de 2,65m do solo
e posicionada verticalmente ao centro do campo para filmar o animal enquanto este
se movimentar. A camera apresenta resolucdo de 420 linhas, velocidade de 1/60 e
1/100 s e sua sensibilidade permite registrar imagens com iluminagdo minima de até
0,1 lux. Para as filmagens foi utilizado o software Ulead VideoStudio® (ARAGAO et al.,
2011;SILVA et al.,2016). Os ratos foram posicionados no centro do campo aberto e
filmados por um periodo de 5 minutos cada um. Os parametros a serem analisados:

e Distancia Real Percorrida (m): Deslocamentos (em metros, m) realizados pelo

animal.

e Velocidade Média: Relacdo do deslocamento pelo tempo em que o animal
movimentou. Férmula: VM = AS/AT, Onde VM = Velocidade Média (metros por
segundo, m/s), AS = deslocamento total (m) e AT = tempo total de analise —

tempo de parada (s);

e Gasto de Energia: Gasto de energia do animal pelo movimento realizado.
Formula: E = (mV?)/2, onde E = Energia (Joules, J), m = massa do animal

(gramas, g) e V = Velocidade do animal (m/s);

e Poténcia Média: poténcia produzida durante o periodo de deslocamento.

Férmula: PM = mV?/2AT, Onde PM = Poténcia Média (miliwatts, mw), m =
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massa do animal (g), V = velocidade média (m/s) e AT = tempo total de analise

— tempo de parada (s);

e Numero de paradas: Numero total de paradas realizadas pelo animal dentro do

campo no periodo de avaliacao;
e Periodo de tempo que o animal permanecer parado durante o registro (S);
e Relacado de tempo total parado/NUumero de Paradas (S);

e Tempo nas areas 1, 2 e 3 (s): O campo foi subdividido em 3 areas circulares,
sendo a area 1 a central, a area 2 a intermediaria e a area 3 a periférica (Figura
13), cada area com 0 mesmo valor de raio (raio total do campo, R, de 50 cm,
dividido em 3 partes, r). Para cada area foi realizado um célculo diferente,

sendo:

e Férmula A1 = 11.r3, onde 1 = letra grega “pi”, com valor de 3,14; r = raio da

circunferéncia, de 16,67cm.

e Foérmula A2 = 11 (R12 - r2), onde R1 = Raio do segundo circulo, que equivale a
2r.

e Formula A3 = 11 (R? - R12?), onde R = Raio do campo.

Estudo da forgca muscular

Os animais foram suspensos em um cabo de aco revestido (com 3 milimetros
de diametro), distante 1 metro do chéo, tendo que ficar agarrado pelos membros
anteriores por um tempo limite de 60 segundos. Uma bandeja de espuma foi colocada
sob o aparato para amortecer as quedas. Foram registrados a laténcia de queda (S)
gue o animal permanecia preso ao apoio. Foi realizado 1 teste por dia durante aos 14,

17 e 65 dias de vida p6s-natal.

Estudo da coordenacédo motora:

Os animais foram colocados em uma haste texturizada (Rotarod) de 60 mm de
didmetro e 75mm de comprimento, em rota¢do, a uma velocidade de 25 rpm, aos 65
dias de vida. Eles permaneceram em rotagdo no maximo 7 minutos com descanso de

15 minutos entre os testes, sendo a partir dai registrada a laténcia de queda. O animal
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foi adaptado por 2 minutos com rotagéo de 10 rpm, 3 dias anteriores, e no dia do teste

a adaptacao foi realizada com a rotacao de 16 rpm, conforme Marques et al. (2014).

Coleta do tecido muscular

No 65° dia p6s-natal, os animais foram decapitados, e apés isso suas patas
posteriores foram dissecadas e 0os musculos soéleo e extensor longo dos dedos foram
imediatamente pesados e congelados apos a retirada. A massa (gramas) de cada

musculo foi avaliado através de uma balanca (MARTE® com precisdo de 0,0001 g ).

Andlise estatistica

Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade dos
dados. Apos a confirmagdo da distribuicdo normal foram feitas as analises
estatisticas.

Para os dados de peso corporal dos filhotes, da atividade locomotora e forca
muscular foi feita uma analise de variancia Two-Way com comparacfes multiplas
(TWRM, Two-Way Repeated Measures), tendo o0 tempo e 0S grupos experimentais
como fatores. Para analisar o peso corporal, peso muscular, coordenagéo motora e
forca muscular aos 65 dias de vida foi feito o teste ANOVA TWo-Way, também tendo
0 tempo e 0s grupos experimentais como fatores.

O teste Post Hoc utilizado em todas as analises foi o teste de Tukey. Os valores
estdo expressos em Média e Erro Padrao da Média (EPM). Apenas o gréafico de peso
corporal das maes foi demonstrado por grafico de seguimento, sendo os demais
dados apresentados em gréafico de colunas. A significancia estatistica foi considerada
com nivel critico de 5% em todos os casos. Os dados foram analisados e os gréaficos
feitos através do software Prisma® 7.0.

RESULTADOS

Os animais do grupo Paralisia Cerebral diminuiram (p<0,05) o peso aos 21
e 28 dias de vida pés-natal comparado ao grupo Controle (Figura 1). Aos 65 dias de
vida pés-natal também houve diminuicdo (p<0,05) do peso corporal dos animais do

grupo Paralisia Cerebral comparado ao grupo Controle (Figura 2).
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Figura 1: Evolucdo ponderal dos filhotes machos dos grupos Controle (n=26) e
Paralisia Cerebral (n= 30) aos 8, 14, 17, 21 e 28 dias de vida pés-natal. Os dados
estdo expressos em Média zEPM. ANOVA One-Way RM; Teste de Tukey. * p<0,05.
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Figura 2: Peso Corporal (gramas) dos filhotes machos aos 65 dias. Grupos Controle
(n=14), Treinado (n=12), Paralisia Cerebral (n= 14) e Paralisia Cerebral Treinado (n=

16). Os dados estao expressos em Média tEPM. ANOVA Two Way; Teste de Tukey.
* p<0,05.

Na analise da atividade locomotora do 8° ao 28° dia de vida pds-natal, houve
diminuigcdo (p<0,05) da distancia percorrida (m) aos 17 dias de vida po6s-natal, da
energia cinética (J) aos 28 dias de vida pos-natal e da poténcia média (mW) aos 21

dias de vida po6s-natal no grupo Paralisia cerebral comparado ao grupo Controle
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(Figura 3). Nao houve diferengca (p>0,05) na velocidade média entre os grupos

Controle e Paralisia Cerebral do 8° ao 28° dia de vida pds-natal (Figura 3).
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Figura 3: (A) Distancia Percorrida (m), (B) Velocidade Média (m/s), (C) Energia
Cinética Total (J) e (D) Poténcia Média (mW) dos filhotes machos dos grupos Controle
(n=20) e Paralisia Cerebral (n= 21) aos 8, 14, 17, 21 e 28 dias de vida pos-natal. Os
dados estdo expressos em Média tEPM. ANOVA One-Way RM; Teste de Tukey. *
p<0,05.

Houve aumento (p<0,05) no numero de paradas (n) dos animais do grupo
Paralisia Cerebral comparado aos animais do grupo Controle aos 17 dias de vida pos-

natal. Ainda, na andlise da atividade locomotora do 8° ao 28° dia de vida pds-natal,
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nao houve diferenca (p>0,05) entre os grupos Controle e Paralisia Cerebral no tempo

parado (segundos), assim como na relacdo de tempo parado (segundos)/ nimero de

paradas(n).
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Figura 4: (A) Numero de paradas(n), (B) Tempo Parado (s), (C) Relacdo Tempo
parado (s)/ Numero de paradas (n) dos filhotes machos dos grupos Controle (n=20) e
Paralisia Cerebral (n= 21) aos 8, 14, 17, 21 e 28 dias de vida pos-natal. Os dados
estao expressos em Média tEPM. ANOVA One-Way RM; Teste de Tukey. * p<0,05.

Do 8° ao 28° dia de vida pos-natal, ndo houve diferenca (p>0,05) nos tempos
de permanéncia nas areas 1 (mais central), 2 (intermediaria), 3 (mais periférica) entre

os grupos Controle e Paralisia Cerebral (Figura 5).
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Figura 5: Tempos na areas 1(A), 2 (B) e 3 (C) do campo aberto (s) dos filhotes machos
dos grupos Controle (n=20) e Paralisia Cerebral (n= 21) aos 8, 14, 17, 21 e 28 dias de
vida pés-natal. Os dados estédo expressos em Média tEPM. ANOVA One-Way RM;
Teste de Tukey. * p<0,05.

Na analise da atividade locomotora aos 62 dias apds o treinamento de
resiténcia, houve aumento (p<0,05) na distancia percorrida (m) e na poténcia média
(mW) nos animais do grupo Controle Treinado comparado ao grupo Controle e
também no grupo Paralisia Cerebral Treinado comparado ao grupo Paralisia Cerebral
(Figura 6). Houve aumento (p<0,05) na velocidade média no grupo grupo Controle
Treinado comparado ao grupo Controle (Figura 5).Nao houve diferenca (p>0,05). na
Energia cinética (J) entre os diferentes grupos experimentais.
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Figura 6: (A) Distancia Percorrida (m), (B) Velocidade Média (m/s), (C) Energia
Cinética Total (J) e (D) Poténcia Média (mW) dos filhotes machos. Grupos Controle
(n=12), Treinado (n=13), Paralisia Cerebral (n= 12) e Paralisia Cerebral Treinado (n=
12) aos 62 dias de vida pds-natal. Os dados estdo expressos em Média tEPM.
ANOVA Two-Way; Teste de Tukey. * p<0,05.

Em relacdo ao numero de paradas (n), tempo parado (segundos), relacdo
tempo parado (segundos)/ nimero de paradas (n) aos 62 dias de vida pés-natal ndo
houve diferenca (p>0,05) entre 0s grupos experimentais (Figura 7).
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Figura 7: (A) Numero de paradas(n), (B) Tempo Parado (s), (C)Relagdo Tempo
parado (s)/ Numero de paradas (n) dos filhotes machos. Grupos Controle (n=12),
Treinado (n=13), Paralisia Cerebral (n=12) e Paralisia Cerebral Treinado (n=12) aos
62 dias de vida pés-natal. Os dados estao expressos em Média tEPM. Kruskal Wallis.

Aos 62 dias de vida pés-natal houve aumento (p<0,05) do tempo na area 1 no
grupo Paralisia Cerebral Treinado comparado ao grupo Paralisia Cerebral. Nao houve
diferenca (p>0,05) entre os demais grupos experimentais na area 1 (central) do campo
aberto. Houve aumento (p<0,05) do tempo na area 2 (intermediaria) no grupo Treinado
comparado ao grupo Controle. Nao houve diferenca (p>0,05) entre os demais grupos
experimentais na area 2 (intermediaria) do campo aberto. Houve diminuicéo (p<0,05)
do tempo na area 3 (periférica) no grupo Treinado comparado ao grupo Controle. Nao
houve diferenca (p>0,05) entre os demais grupos experimentais na area 3 (periférical)

do campo aberto (Figura 8).
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Figura 8: Tempos na areas 1 (A), 2 (B) e 3 (C) do campo aberto (s) dos filhotes
machos. Grupos Controle (n=12), Treinado (n=13), Paralisia Cerebral (n=12) e
Paralisia Cerebral Treinado (n= 12) aos 62 dias de vida pés-natal. Os dados estédo
expressos em Média +tEPM. ANOVA Two-Way; Teste de Tukey. * p<0,05.

Quanto a andlise da for¢ca muscular, houve diminuicdo (p<0,05) do tempo de

suspenséao (segundos) no grupo Paralisia Cerebral comparado ao grupo Controle aos
14 e 17 dias de vida po6s-natal (Figura 8).
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Figura 9: Tempo (s) que cada animal permanecia agarrado ao apoio pelos membros
anteriores por um tempo limite de 60 segundos durante o teste de forca muscular.
Grupos Controle (n=24) e PC (Paralisia Cerebral, n=24) aos 14 e 17 dias de vida pos-

natal. Os dados estéo expressos em Média tEPM. ANOVA Two-Way; Teste de Tukey.
* p<0,05.
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Aos 65 dias de vida pés-natal, houve aumento (p<0,05) do tempo de suspensao
(segundos) do grupo Treinado comparado ao grupo Controle. Houve diminuicéao
(p<0,05) do tempo de suspenséo (segundos) do grupo Paralisia Cerebral comparado
ao grupo Controle e, também, no grupo Paralisia Cerebral Treinado comparado ao
grupo Treinado. Houve aumento (p<0,05) no tempo de suspensdo (segundos) no

Paralisia Cerebral Treinado comparado ao grupo Paralisia Cerebral (Figura 10).
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Figura 10: Tempo (s) que cada animal permanecia suspenso pelos membros
anteriores em um cabo de aco revestido por um tempo limite de 60 segundos, durante
o teste de for¢ca muscular. Grupos Controle (n=12), Treinado (n=12), Paralisia Cerebral
(n= 13) e Paralisia Cerebral Treinado (n=11) aos 65 dias de vida pos-natal. Os dados
estdo expressos em Média ztEPM. ANOVA Two-Way; Teste de Tukey. * p<0,05.

Na analise da coordenacdo motora, houve diminuicdo (p<0,05) do tempo de
laténcia de queda (segundos) no grupo Paralisia Cerebral comparado ao grupo
Controle aos 65 dias de vida pds-natal. Houve aumento (p<0,05) do tempo de laténcia

de queda (segundos) grupo Paralisia Cerebral Treinado comparado ao grupo Paralisia
Cerebral (Figura 11).
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Figura 11: Laténcia de queda (s) durante o teste de Rotarod para avaliacdo da
coordenacdo motora dos filhotes dos grupos Controle (n=10), Treinado (n=12),
Paralisia Cerebral (n= 12) e Paralisia Cerebral Treinado (n= 10) aos 65 dias de vida

pds-natal. Os dados estdo expressos em Média +tEPM. Kruskal Wallis. * p<0,05.

Quanto ao peso muscular, houve diminuicdo (p<0,05) do peso muscular do
musculo séleo e extensor longo dos dedos aos 65 dias de vida pds-natal no grupo
Paralisia Cerebral comparado ao Controle e no grupo Paralisia Cerebral Treinado
comparado ao grupo Treinado. O peso relativo (peso muscular/peso corporal) do
musculo séleo também foi menor (p<0,05) no grupo Paralisia Cerebral comparado ao
Controle e no grupo Paralisia Cerebral Treinado comparado ao grupo Treinado. Nao
houve diferenca (p>0,05) no peso relativo (peso muscular/peso corporal) do musculo
extensor longo dos dedos (Figura 12).
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Figura 12: Peso muscular absoluto e relativo (g) dos muasculos séleo (A e C) e extensor
longo dos dedos (B e D) dos filhotes aos 65 dias de vida pds-natal. Grupos Controle

(n=14), Treinado (n=12), Paralisia Cerebral (n= 14) e Paralisia Cerebral Treinado (n=
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16). Os dados estédo expressos em Média tEPM. ANOVA Two-Way; Teste de Tukey.
* p<0,05.

Observamos que o peso corporal dos animais com PC foi menor, nas idades
de 21 e 28 dias, com relacdo aos animais controles, mantendo-se menor aos 65 dias,
ap6s o treinamento fisico. Quanto aos parametros da atividade locomotora,
observamos que os portadores de PC apresentaram reducao da distancia percorrida
aos 17 dias de idades, da poténcia média aos 21 dias e da energia cinética aos 28
dias de idade. Juntos, esses resultados mostram que a PC promoveu reducédo do
percurso e da energia empregada nele, com consequente reducdo da atividade
locomotora. Aos 62 dias de idade, observamos que os animais PC treinados
apresentaram maior distancia percorrida, maior velocidade e poténcia no campo
aberto, em comparacdo com os animais PC nao treinados, evidenciando que o
treinamento promoveu melhora na atividade fisica.

Ainda no campo aberto, observamos um aumento no tempo de permanéncia
na area central nos animais PC treinados e na area intermediaria nos animais
controles treinados, indicando intima relacdo do treinamento fisico com reducédo dos
niveis de ansiedade. Os animais PC, aos 14 e 17 dias de idade, apresentaram forca
muscular e coordenacdo motora menores que 0S controles, entretanto, apds o
treinamento, foi evidenciado melhora em ambos parametros. Com relacdo ao peso do
musculo soéleo, os animais PC apresentaram menor peso enquanto que 0S animais
controles treinados, apresentaram maior peso que os demais grupos. Analisados em
conjunto, fica evidente que o treinamento fisico promoveu melhoras nas funcdes

motoras em modelo experimental de PC.

Discussao:

Frente aos escassos registros na literatura acerca das repercussoes,
potencialmente terapéuticas, do treinamento fisico na PC, o atual estudo avaliou
parametros motores em modelo experimental de PC, antes e apds um periodo de
guatro semanas de treinamento. O modelo de PC utilizado por nés, englobou dois
episédios de andxia, no PO e P1, seguido por restricdo sensério motora do P2 ao P28.
No P29, foi iniciado o protocolo de treinamento de resisténcia, se estendendo até o
64° dia de vida. As repercussdes do treinamento fisico sobre os animais portadores
de PC foram observadas mediante comparacfes de registros coletados em idades

prévias ao treinamento com os registros coletados apds 0 mesmo.
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Os animais submetidos a PC experimental apresentaram peso corporal menor
em relacdo aos animais controles. Esses resultados, sdo corroborados por outros
autores, que fazendo uso do mesmo modelo de inducdo de PC experimental,
observaram reducé&o do peso corporal (Strata et al., 2004, Silva et al., 2016; Marcuzzo
et al., 2016). A associacdo de andxio e restricdo sensorio motora, impostos num
periodo precoce da vida, além de induzir PC, também prejudica o crescimento
somatico dos animais (Strata et al., 2004).

Criancas portadoras de PC também apresentam subdesenvolvimento e peso
corporal reduzido (Hendenson et al., 2002; Rempel et al., 2014). Atribui-se, esse baixo
peso, a desnutricdo consequente das dificuldades da alimentacéo oral, caracterizada
principalmente por disfuncbes da degluticdo e da postura, requerendo auxilio nas
refeicdes (Hendenson et al., 2002; Rempel et al., 2014). Estudos em nosso grupo de
pesquisa, utilizando-se do mesmo protocolo de indugcdo de PC que 0 nosso,
observaram que os individuos portadores de PC apresentaram reducdo na massa
muscular do masseter, o principal musculo da mastigacao, resultando em disfuncdes
mastigatorias, com menor frequéncia dos ciclos mastigatorios e redu¢cdo do consumo
alimentar (Lacerda et al., 2017).

Ressaltamos ainda, que a restricdo sensorio-motora € capaz de induzir atrofia
muscular devido ao desuso. (Strata et al., 2004). E possivel que esta atrofia muscular,
junto a reducéo da densidade 6ssea, contribua para o baixo peso corporal dos animais
com PC (Marcuzzo et al., 2016). De fato, no presente estudo, o0 musculo séleo dos
animais portadores de PC apresentou menor peso relativo, evidenciando a atrofia
muscular e perda de massa magra. Estes resultados nos levam a sugerir que a
deficiéncia mastigatoria associada a reducao na ingesta de alimentos possam resultar
em peso corporal reduzidos nos individuos portadores de PC.

Esses resultados se estenderam até a idade de 65 dias de vida. Nesta idade,
nao evidenciamos qualquer efeito do treinamento sobre o peso corporal dos animais
controles e portadores de PC. Embora ja seja de conhecimento comum na literatura
gue o treinamento resulta em hipertrofia muscular e aumento do peso corporal, é
importante salientar a escolha do método de treinamento utilizado no presente estudo.
Anténio-Santos e colaboradores (2016), utilizando o mesmo método de treinamento
fisico, por 8 semanas, ndo observaram diferencas entre 0s pesos corporais em seus
animais nao treinados e treinados. De modo similar, nés também n&o observamos

alteracbes no peso corporal de nossos animais ap0s 4 semanas de treinamento.
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Entretanto, os primeiros autores encontraram aumento do peso corporal ap0s o
treinamento em seus animais que passaram por restricdo proteica durante gestacao
e lactacdo (Antonio Santos et al., 2016). Esses resultados sugerem que o treinamento
fisico pode ajudar na recuperacdo do peso corporal em individuos que sofreram
insultos no periodo critico do desenvolvimento.

A PC também decorre de insultos neste mesmo periodo, mas o treinamento
nao foi eficaz na recuperacdo do peso corporal. Tibana e colaboradores (2017),
demonstraram que o treinamento de resisténcia, semelhante ao utilizado por nés,
regula o proteoma da musculatura esquelética podendo resultar em hipertrofia
muscular a depender do volume do treinamento. A regulacdo proteémica necessaria
a hipertrofia muscular, pode se encontrar prejudicada na PC, jA que o musculo
esquelético tem seus processos fisiolégicos alterados decorrentes da restricao
sensério motora. Estes processos podem estar subjacentes ao baixo peso corporal e
do musculo esquelético dos animais portadores de PC treinados.

As avaliacdes dos parametros da atividade locomotora foram realizadas através
do teste do campo aberto. Neste, observamos reducdo da distancia percorrida no
campo, em animais portadores de PC aos 17 dias. Aos 21 dias, observamos uma
reducdo na poténcia média e aos 28 dias, redu¢cdo no gasto de energia cinética. Esses
resultados sdo indicadores de que a PC experimental promoveu reducédo da atividade
fisica. Essa reducao, pode estar diretamente relacionada ao cansaco, fadiga muscular
e marcha ineficiente, causando perda de deambulacdo (Krigger et al., 2006; Koman
et al., 2004). Além de lesBes na substancia branca e cinzenta no cérebro resultando
em deficiéncias nas habilidades motoras de modo geral (Coq et al., 2016).

A proépria restricdo sensorio-motora, realizada na inducéo da PC neste estudo,
promove aumento na resisténcia e rigidez no joelho e do tornozelo ao alongamento
passivo e reduz amplitude de movimento articular (Strata et al., 2004) culminando em
reducdo da atividade locomotora. A reducdo do peso relativo do muasculo soleo
também pode estar envolvido com a diminui¢cao na atividade locomotora, uma vez que
0 musculo séleo € requisitado para manutencdo da postura e apresenta maior
guantidade de fibras tipo | e apdés um longo periodo de desuso, expressa mudanca no
padrao de tipagem de fibra.

De fato, Stigger e colaboradores demonstraram que ratos submetidos a PC
experimental apresentaram inversdao do conteudo dos diferentes tipos de fibras,

predominando as do tipo Il. As fibras tipo Il sdo classificadas como rapidas e, portanto,
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mais fatigaveis que as fibras tipo | (Stinger et al., 2013; Givon et al., 2009; Mockford
et al., 2010). Isto, pode resultar em cansaco e perda da deambula¢édo nos individuos
portadores de PC.

ApOs 4 semanas de treinamento de resisténcia, aos 65 dias de idade,
observamos que 0s animais controles treinados apresentaram aumento da distancia
percorrida e poténcia média no campo aberto em relacdo aos animais nao treinados.
Esses resultados sdo consistentes com os encontrados por Anténio Santos e
colaboradores (2016), que também evidenciaram aumento na poténcia média em
ratos apdés 8 semanas de treinamento. Em recente publicacdo, Krysciak e
colaboradores (2018) evidenciaram os beneficios do treinamento de resisténcia na
funcéo e fisiologia molecular muscular, logo apds 2 semanas de treinamento. Estes
autores observaram uma remodelacdo na biogénese mitocondrial associada ao
aumento da sintese proteica no musculo gastrocnémio. Em termos funcionais, foi
observado aumento da resisténcia a fadiga, diminuicdo da duracdo da contracao
muscular e aumento da capacidade de potencializar a forca (Krysciak et al., 2018).

Nossos resultados junto a esses achados na literatura comprovam que o0
treinamento de resisténcia melhora a capacidade da atividade locomotora, podendo
servir como alternativa terapéutica para portadores de PC. De fato, o treinamento de
resisténcia promoveu aumento na atividade locomotora em animais portadores de PC,
comprovando os beneficios do treinamento de resisténcia. Os mecanismos
subjacentes as melhoras na atividade locomotora nos individuos com PC induzidas
pelo treinamento de resisténcia ainda sdo desconhecidos, sendo necessarios mais
estudos para elucida-los. Entretanto, sugerimos que 0s eventos supracitados possam
compor parte deste mecanismo.

Com relacdo ao tempo de permanéncia nas diferentes areas do campo aberto,
observamos que o0s animais controles treinados passaram mais tempo na area
intermediaria € menos tempo na area periférica do campo. Ja 0os animais portadores
de paralisia cerebral treinados apresentaram maior tempo de permanéncia na area
central do campo. O parametro Tempo de permanéncia na area central, intermediaria
e periférica permite avaliar os niveis de ansiedade em ratos (Prut et al., 2003). Esses
animais exibem um comportamento chamado tigmotatismo, que corresponde a andar
perto das paredes (Kopp et al.,, 1997). O aumento ou diminuicdo do tempo de
permanéncia na area central do campo aberto indica a redu¢do ou aumento dos niveis

de ansiedade, respectivamente (Prut et al., 2003). Nossos resultados indicam que o
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treinamento de resisténcia promoveu, além das melhoras motoras, reducdo dos niveis
de ansiedade, tanto em animais controles treinados e PC treinados. Esses resultados
sao consistentes com observacdes em humanos, onde o treinamento de resisténcia
com duragdo de 50 minutos, tem se mostrado eficaz na redugdo dos niveis de
ansiedade (Hale et al., 2002).

O treinamento fisico também foi capaz de promover outras melhorias no
sistema locomotor. No teste de coordenacdo motora, observamos que o tempo de
laténcia de queda no grupo com paralisia cerebral foi menor comparado ao grupo
controle. Em contrapartida, o tempo de laténcia de queda aumentou nos animais
portadores de PC que passaram pelo treinamento. Estes resultados mostram que,
enquanto a PC diminui a coordenacdo motora, o treinamento a melhora. Nao ha
consenso na literatura quanto a melhor abordagem para melhora de coordenacéao.
Nosso estudo é o primeiro a mostrar esta relacdo e pesquisas complementares estdo
como perspectivas com o objetivo de compreender os mecanismos fisioldgicos que
envolvem o treinamento de resisténcia e aquisicdo de coordenag¢do motora em ratos
portadores de PC.

Embora os esquemas de treinamento de resisténcia sejam reconhecidos como
eficazes no desenvolvimento neural e reabilitacdo da marcha, algumas evidencias
apontam sua acdo sobre a coordenacdo motora. Em recente estudo, Liew e
colaboradores (2018), observaram melhoras na coordenagcdo motora nos membros
inferiores, em adultos saudaveis, apés um periodo de 6 semanas de treinamento
resistido. Em nosso estudo, o treinamento foi realizado em idades mais precoces,
iniciado no 29°dia de vida. Estudos em humanos, com outros distirbios neurolégicos,
correlacionando treinamento e coordenacdo motora, com idades precoces também,
ja foram realizados. Em um deles, Menz e colaboradores (2013), demonstraram a
eficcia do treinamento de forca, em 24 sessfes, sobre a melhora da coordenacgéo
motora das maos de criangas, com idades entre 6 e 11 anos, portadoras do Transtorno
de Coordenacéo do Desenvolvimento.

Em nossas avaliagdes sobre forgca muscular, observamos que 0s animais
portadores da PC apresentaram reducéo da mesma nas idades de 14, 17 e persistiu
até os 65 dias de idade. Entretanto, apds o periodo de treinamento de resisténcia, 0s
animais portadores de PC apresentaram um aumento da forca muscular. O treino de
resisténcia ja é reconhecido na literatura como indutor da melhora de for¢ca muscular

em outros disturbios neuroldgicos utilizando treinamento resistido isométrico em
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modelos experimentais de distrofia muscular de Duchenne e de Becker. Lindsay e
colaboradores (1985), demonstraram que o treinamento de resisténcia isométrico
durante 4 semanas, em animais com distrofia muscular, promoveu maior uniformidade
das areas transversais da fibra, menor nimero de fibras positivas para miosina e maior
namero de células satélites no musculo tibial anterior em comparacdo com o musculo
nado treinado. Como nao existem estudos com modelos animais de PC utilizando
exercicio resistido isotdnico, isto destaca ainda mais a relevancia do presente estudo.
A analise funcional do muasculo extensor longo dos dedos (EDL) dos membros
posteriores, revelou que os camundongos treinados, apresentaram maior forca
isométrica absoluta, menor rigidez passiva e menor suscetibilidade a perda de forca
induzida pela contracdo excéntrica em comparacdo com o musculo ndo treinado de
EDL (Lindsay et al., 1985).

Juntos, esses resultados mostram que o esquema de treinamento de
resisténcia isométrico promove aumento da forca muscular em animais com distrofia.
Apesar de ndo termos avaliado os parametros de tipagem, area e perimetros das
fibras, que poderiam nos ajudar a compreender a aquisicdo de forca muscular nos
animais portadores de PC, sugerimos que as melhorias observadas no EDL de ratos
com distrofia muscular, também possam estar presentes no EDL dos animais com PC.
Nés ndo encontramos diferencas entre os pesos dos musculos EDL dos animais
portadores de PC néo treinados e treinados. David e colaboradores (2006) defendem
gue o treinamento de resisténcia é capaz de induzir reestruturacéo neural responsavel
pela aquisicdo de forca muscular antes que a hipertrofia apareca. Assim, podemos
sugerir que o treinamento de resisténcia em animais portadores de PC, possa ter
contribuido para a melhora da forgca muscular, embora a hipertrofia ainda nao tenha
sido instalada.

Em conjunto, nossos resultados demonstram que as deficiéncias motoras
presentes em animais submetidos ao protocolo de PC experimental sdo minimizadas
apos um esquema de 4 semanas de treinamento de resisténcia. Entretanto, mais
estudos séo necessarios para a compreensao dos mecanismos associados a essas
melhoras.

Frente a originalidade de nossos achados, alguns estudos complementares sao
necessarios para a compreensao dos mecanismos responsaveis pelas aquisicdes de
melhorias no sistema locomotor apos treinamento de resisténcia, em animais

portadores de PC. Assim, temos como perspectivas estudar os efeitos do treinamento
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de resisténcia em ratos submetidos ao protocolo de PC experimental, sobreTipagem,
area e perimetro de fibras do musculo séleo e EDL, em ratos controles e portadores
de PC antes e ap0s treinamento de resisténcia, expressdo de fatores responsaveis
pela sintese e degradacéo de proteinas no musculo esquelético e o numero e érea
de neurdnios do cortex motor e cerebelo de ratos em ratos controles e portadores de

PC antes e ap0s treinamento de resisténcia.

Concluséo:

O treinamento de resisténcia durante quatro semanas promove a melhora da
atividade locomotora, coordenacdo motora e forca muscular de ratos submetidos ao
protocolo de PC experimental. Diante deste achado, sugerimos que o treinamento de
resisténcia possa ser utilizado como um recurso terapéutico no tratamento das

sequelas da PC.
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