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RESUMO

A exposicdo do encéfalo em desenvolvimento a insultos como infec¢gdes maternas e
asfixia perinatal pode provocar les6es neuroldgicas permanentes que constituem o
substrato da Paralisia Cerebral (PC). Visto que determinadas alteracbes funcionais
comumente observadas em pacientes com PC sdo pouco mimetizadas nos modelos
experimentais desta patologia em ratos, o objetivo desse estudo foi analisar se a
combinacdo da inflamacdo pré-natal por lipopolissacarideo (LPS) e asfixia
intrauterina reproduz, em ratos, as alteragdes funcionais encontradas em pacientes
com PC. Todos os procedimentos desse estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica da UFRGS (n°. 18450). O LPS ou salina foram administrados via i.p. em ratas
prenhes entre o 17° e o 21° dia gestacional e no 22° foi realizada a asfixia
intrauterina, através de uma cesariana, obtendo-se neonatos asfixiados e controles.
Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: Controle, Asfixia,
LPS e LPS-Asfixia. Os filhotes foram pesados diariamente entre o 1° e 14° dia pos-
natal (P1 ao P14) e no P30. O desenvolvimento motor foi avaliado pela bateria de
testes dos marcos do desenvolvimento entre o P3 e P14. Aos 29 dias, 0s animais
foram submetidos as avaliacdes no rotarod, suspensdo na barra e teste de objeto
reposicionado para analisar respectivamente, equilibrio e coordenacéo, forca
muscular e memodria espacial. Os resultados mostraram que a inflamacéo
gestacional, combinada ou ndo a asfixia, diminuiu o peso corporal dos filhotes a ela
submetidos, bem como atrasou o desenvolvimento da resposta de sobressalto e
colocacdo do membro posterior e acelerou a preensdo palmar. Nao foi detectado
déficit em nenhum dos grupos experimentais nos testes de rotarod, suspensao na
barra e teste de objeto reposicionado. Logo, o modelo experimental testado nesse
estudo causa alteracdes sutis do desenvolvimento, mas ndo provoca disfuncdes
motoras severas como as observadas no ambito clinico, nem causa danos
cognitivos caracteristicos de humanos expostos a esses insultos no periodo

gestacional.
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1. INTRODUCAO

A Paralisia cerebral (PC) consiste em um grupo de disturbios do movimento,
postura, tbnus muscular e disfungcbes motoras provocadas por lesbes nao
progressivas que ocorrem no encéfalo imaturo (periodo pré-natal, perinatal ou pGés-
natal) durante os primeiros 3-4 anos de vida (Minciu, 2012).

Estima-se que de cada 1.000 nascidos vivos em paises desenvolvidos, 1,5
terdo a forma moderada de PC e 2,5 terdo a forma severa, enquanto em paises
subdesenvolvidos a estimativa aumenta para 7 casos a cada 1000 nascidos vivos
(Stanley e col. , 2000; Scpe, 2002; Winter e col., 2002). Embora ndo existam estudos
conclusivos a respeito, estima-se que a incidéncia de PC no Brasil seja alta devido a
falta de acompanhamento pré-natal e neonatal.

Os pacientes com as formas leves da patologia tém praticamente a mesma
expectativa de vida que individuos neurotipicos, no entanto, 50% das criangas
portadoras da forma grave evoluem a 0Obito antes de completarem 20 anos de vida
(Hutton e col, 1994). Se por um lado os avancgos tecnoldgicos reduziram a
mortalidade infantil entre prematuros, por outro, eles acabaram aumentando a
incidéncia de PC. A tecnologia reduziu a mortalidade infantil as custas de um
aumento de déficits neuroldgicos ( Wilson-Costello e col., 2005; Vincer e col., 2006).

Os insultos que podem desencadear a PC sdo varios e muitas vezes podem
ocorrer em conjunto durante os periodos pré-natal, perinatal ou pdés-natal. O periodo
pré-natal parece ser o mais critico para o desenvolvimento de lesdes encefalicas,
uma vez que 70% a 80% dos casos registrados de PC tiveram historico de
exposicao a fatores de risco nessa fase do desenvolvimento neuroldgico (Johnston e
col., Hoom e col.,, 2006; Krigger, 2006). Em relacdo ao periodo perinatal, os
principais insultos que podem ocorrer na fase antepartum sao asfixia, infeccdes e
traumas, enquanto - no postpartum 0s eventos mais comuns Sd0 meningite,
encefalite e ictericia neonatal (Johnston, Hoom, 2006; Krigger, 2006). Parto
prematuro, baixo peso ao nascimento, gestacdes multiplas e baixa idade gestacional
também aumentam a chance da crianca desenvolver PC (Tabela 1, Hagberg e col.,
2001 Derrick e col., 2004, Sankar e col., 2005, Ancel e col., 2006),
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Tabela 1: Fatores de risco para o} desenvolvimento de PC. Adaptado de
Jones, 2007.

TABELA 1. Fatores de risco associados com a Paralisia Cerebral

Preé natal Perinatal Pos-natal
Hipdxia Asfixia Asfixia
Desordens genéticas Nascimento prematuro <32 semanas ou <2500g Convulsdo ate 48h do nascimento
Desordens metabdlicas Incompatibilidade sanguinea Infarto cerebral
Infecgdes intrauterinas Infeccdo Hiperbilirrubinemia
Gestacao multipla Presenca de anormalidades fetais Sepsis
Disturbios trombofilicos Ruptura placentaria Dificuldade respiratoria
Exposicdo teratogénica Parto instrumental Sindrome/crénico doenca pulmonar
Coricamnionite Meningite
Febre maternal Esterdides pds natal
Exposigdo a toxicos Hemorragia intraventricular
Mal formacdo das estruturas encefdlicas Leocomaldcia periventricular

Restricdo do crescimento intra-uterino
Trauma abdominal
Insultos vasculares

Dados de Gibson e col.,2003; Han, Bang, Lim, Yoon e Kim,2002; Kuban e Leviton, 1994; Naeye e col., 1989; Nelson, 1989,
Nelson e Elienberg, 1986,

O retardo ou atraso no desenvolvimento motor, persisténcia de reflexos
primitivos ou anormais, e a incapacidade de realizar reflexos protetores sao sinais
clinicos muito relevantes no momento do diagnostico da PC (Russman e col.,
1997).A base patofisioldégica desse transtorno motor é constituida pela leucomalacia
periventricular (LPV; lesdo na substancia branca encefélica), hemorragia
intraventricular e lesdo no cortex cerebral, nucleos da base, cerebelo e tdlamo
(Folkberth, 2005; Kadhim e col.,, 2005). A LPV resulta da vulnerabilidade dos
oligodendrocitos imaturos antes da 32° semana de gestacdo. Alguns pesquisadores
acreditam que a asfixia perinatal seja o principal fator patogénico para a LPV, devido
a uma peculiar vulnerabilidade das células precursoras de oligodendrdcitos a
isquemia (Volpe, 2001).

O grau de comprometimento motor observado em individuos com PC tende a
ser proporcional a gravidade das lesGes encefalicas. Talvez, a complexa etiologia
desse disturbio, baseada em uma grande variedade de fatores associados, explique
a sua variabilidade de manifestacdes clinicas. A PC pode ser classificada conforme
a distribuicao topografica do envolvimento dos membros em hemiplégica, diplégica e
guadriplégica, e também conforme - o tipo de desordem motora em espastica (85%),
discinética (7%), ataxica (5%), hipotbnica (0,5%) e mista (2,5%) (Staley e col., 2000).

A forma quadriplégica € a mais grave, caracterizada pelo comprometimento
dos quatro membros, causada por lesdo encefalica bilateral extensa, simétrica ou

nao. A PC diplégica € a forma mais comum de PC, e leva a espasticidade dos
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membros inferiores. O sinal clinico relevante dessa forma consiste no atraso da
aquisicdo da marcha independente, a qual na maioria das vezes é desempenhada
apos um ano de idade. Quando ndo diagnosticada precocemente, a espasticidade
provoca a retracdo dos musculos adutores da coxa e a crianca tende a deambular
nas pontas dos pés. Por fim, - a hemiplegia é configurada pelo envolvimento de um
hemicorpo (um lado do corpo), ha uma assimetria de ténus muscular e da
movimentacdo espontanea, - especialmente nos membros superiores. O paciente
tende a usar preferencialmente uma das maos, enquanto a outra permanece
fechada (Figura 2; Monteiro, 2011).

HERAIPLEGI, QUADRIPLEGIA,
DIPLEGIA,

Figura 1. Classificagdo Topogréfica da PC (Lance, 1990).

Quanto as comorbidades fisicas, 0os 0ssos e as extremidades corporais
podem apresentar alteracbes em seus comprimentos (Novacheck; Gage, 2007),
assim como atraso no crescimento corporal devido a falta de atividade motora
(Henderson e col.,, 2007;Tamega e col.,, 2011;) e baixo peso provocado por
disturbios de degluticdo (Ministério da Saude, 2013).

As limitagcdes neuromotoras que as criancas com PC sofrem podem dificultar
0 seu processo de aprendizagem por restringir suas experiéncias de interacdo com o

ambiente. A literatura refere que 35% a 53% dos pacientes com PC possuem
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prejuizo de funcgdes executivas, sobretudo as que estdo relacionadas a atencao,
necessarias a elaboracdo de novas estratégias frente a problemas, ou seja,
flexibilidade de pensamento (Shallice, 2002; Rosenbaum e col., 2007; Straub;
Obrzut, 2009; Pirila e col., 2011;, Ministério da Saude, 2013). A restricdo motora
também exerce influéncia negativa sobre o desenvolvimento da linguagem, pois
dificulta a interacdo do paciente com outras pessoas, objetos, de modo geral, com o
ambiente ao seu redor, diminuindo as possibilidades da crianga ampliar seu
repertorio linguistico, podendo prejudicar estruturas envolvidas em processos
cognitivos, de linguagem e comportamento social (Gren; Hurvitz, 2007). O
acompanhamento dos marcos motores € fundamental, pois eles influenciam

substancialmente no desenvolvimento da linguagem (Ministério da Saude, 2013).

1.1.Inflamagéo Pré-Natal

Infeccbes por toxoplasmose, citomegalovirus e rubéola durante a gestacao
podem causar seérias lesdes neuroldgicas (Reddihough e Collins, 2003). Entre todas
as infeccbes maternais, a que esta mais associada com a PC causa a
corioamnionite bacteriana, uma infeccdo perinatal das membranas fetais (Wang e
col., 2008). A via mais comum de infeccdo intrauterina se da através de bactérias
gue colonizam a vagina e ascendem para o colo do utero e dele para decidua e
miomeétrio. A infeccdo da decidua pode acarretar resposta inflamatéria maternal e
permite a passagem de bactérias e/ou mediadores inflamatérios através das
membranas fetais, fluido amnidtico para o proprio feto, provocando resposta
inflamatoria sistémica no feto, desencadeando a Sindrome da Resposta Inflamatéria
Fetal (Wu e col., 2000; Yoon e col., 2003; Toso e col., 2005). Essa sindrome
consiste em elevados niveis de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, TNF-a,) no plasma
e liquido cefalorraquidiano fetal e altas concentracfes de IL-6 e IL-8 no cordao
umbilical do feto (Gomez e col., 1998; Romero, 1900; Romero, 2000), estando
fortemente relacionada ao desenvolvimento de PC (Nelson e col., 1998).

Anteriormente, a asfixia perinatal era considerada a causa mais frequente de
PC, entretanto, sinais clinicos atribuidos a asfixia, como o baixo escore de Apgar,
também podem ser provocados pela corioamnionite bacteriana (Badawi e col. 1998;

Grether & Nelson, 1998;; Lieberman e col., 2000). Em um estudo, 38% dos casos de
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PC quadriplégica, a forma mais grave da patologia, foram associados com a
coriamnionite bacteriana. Dentre 0s neonatos prematuros participantes do estudo
que tiveram historico de inflamacao pré-natal, 38% desenvolveram PC e 70%
nasceram com menos de 28 semanas de gestacdo (Girard, 2009). Além disso,
corioamnionite € considerada um fator de risco para o desenvolvimento de H/I
neonatal, uma vez que a inflamacéo gestacional pode sensibilizar o encéfalo do
neonato a eventos isquémicos por meio da ativagdo de caspase-3 e nfkB (fator
nuclear k B), moléculas envolvidas na resposta a inflamacédo e apoptose celular.
(Wang e col., 2008). Ha relatos na literatura de que a incidéncia de hemorragia
peri/intraventricular € significativamente alta em neonatos prematuros que sofreram
inflamacé&o intrauterina (Berger e col., 1997).

Experimentalmente, a infeccdo e a inflamacdo pré-natal podem ser
mimetizadas através da exposicdo materna no periodo gestacional ao
lipopolissacarideo (LPS). O LPS esta presente na membrana externa de bactérias
gram-negativas, sendo considerada uma endotoxina que estimula fortemente o
sistema imunolégico de animais sadios. A principal consequéncia da injecao do LPS
durante a gestacdo é a ativacdo de células do sistema imune fetal, capazes de
atravessar a barreira hematoencefélica, causando dano diretamente ou através da
ativacao de células locais como a microglia e os astrocitos (Damman, 2001).

Durante a gestacdo, o sistema imune materno funciona de modo que o
organismo da mée nao rejeite o feto, mas ao mesmo tempo 0s proteja de agentes
patogénicos. Citocinas sdo expressas constitutivamente durante o desenvolvimento
do encéfalo fetal e possuem um papel importante nesse processo. Entretanto,
gualquer desequilibrio no padrdo de expressao de citocinas no encéfalo fetal pode
prejudicar o processo de neurodesenvolvimento. A passagem de citocinas
produzidas pelo sistema imune - materno para o feto através da placenta, bem como
a producdo e secrecdo de citocinas pelo préprio feto, configuram a alteracao
imunoldgica responsavel pelo dano neuroldgico (Burd e col., 2012).

O LPS liga-se a receptores do tipo Toll, ativando o sistema imunoldgico e
iniciando - uma resposta imune adaptativa pela producéo de citocinas inflamatorias
como o Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) e Interleucina 1B (IL-1B). No SNC, tais
citocinas - podem induzir a apoptose de oligodendrécitos, justificando o dano na
substancia branca - pela inflamacéo e a degeneragédo da mielina (Koop, Mediztov,
1999; Damman, 2001; Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de agéo do LPS sobre células imunes periféricas e células do SNC. Modificado de Girard
(2009).

Em estudos preé-clinicos, foi observado que o LPS - estimula a microglia a
liberar altas quantidades de TNF-a, IL-1B e interleucina 6 (IL-6) (Damman e col.,
1997). A ativacdo da microglia, presente durante o desenvolvimento nos tratos de
substancia branca para seu remodelamento e crescimento, leva a producdo dessas
citocinas pré-inflamatérias que podem provocar dano aos neurbnios e
oligodendrocitos. A microglia ativada também pode causar dano através da
excitotoxicidade causada pela geracdo de metabdlitos de glutamato e &cido
guinolinico- ou entdo, pela liberacdo de produtos oxidativos e nitrosativos. Os pré-
oligodendrdcitos sdo pouco resistentes ao estresse oxidativo. A presenca de
receptores de glutamato permedveis a fons Ca**, bem como de receptores NMDA
durante o processo de mielinizacdo tornam essas células mais vulneraveis a insultos
(Burd et al, 2012). Sabe-se que o LPS é um potente indutor de estresse oxidativo e
gue o periodo entre a 24° a 32° semana de gestacional coincide com o estagio de
desenvolvimento fetal no qual ha predominancia de pré-oligodendrdcitos (pré-OL) na

substancia branca. Essas células, ao contrario dos oligodendrécitos maduros, séo
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sensiveis a radicais livres, 0 que contribui para a mielinizacdo deficiente (Svedin e
col., 2005).

A idade gestacional na qual o feto foi exposto a inflamacdo materna € um
fator importante para determinacdo de um progndstico para o mesmo (Figura 3).
Uma infeccdo que ocorra no segundo trimestre de gestacdo pode prejudicar a
migracdo de neurdnios pos-mitdticos da zona ventricular para o neocortex. Assim, a
degeneracdo e a interferéncia na migracdo e desenvolvimento neuronal podem
acarretar em um desenvolvimento aberrante do cértex cerebral (Leviton e col., 2007,
Burd e col., 2012).

Infecgao / inflamagao maternal (182- 327 semana gestacional)

|
I l

a Infecgao
b
1 (L1, 1Le, TNFa)

Neonato
(—_—
prematuro Sindrome da Resposta inflamatoria Fetal
{aumento das citocinas proinflamatdrias
no encéfalo fetal)

}y ¥

|

Ativagdo microglia  Ativagio astr6citos Maturagio, captura Dano axonal ou morte neurdnios,

ou morte de danos citoesqueleto,
I oligodendrocitos I neurotoxicidade

v

Déficit motor, cognitivo e deficiéncia comportamental, doengas psiquiatricas

Figura 3. Provaveis mecanismos de dano ao encéfalo fetal pela exposi¢éo a inflamacao pré-natal. Adaptado de
Burd et al, 2012.



17

1.2. Asfixia Perinatal

A asfixia perinatal é a principal causa de morte e dano neurolégico em recém-
nascidos e estad frequentemente associada a partos dificeis e prolongados. Sua
incidéncia mundial € 2-6/1.000 nascidos vivos (de Haan e col.2006; Morales e col.,
2009). As lesdes neurologicas causadas pela asfixia podem levar a PC, epilepsia e
retardo mental ou mesmo desordens psiquiatricas na vida adulta, tais como déficit
de atencdo e esquizofrenia (Hill & Volpe, 1981; Lewis & Murray,1987; Hill,
1991;Cannon e col., 2002;). A asfixia severa pode ocorrer em fetos préximos do
periodo de nascimento por varias razdes, incluindo a compressdo do cordéo
umbilical, descolamento da placenta, contracdes uterinas anormais ou incapacidade
do neonato iniciar a - ventilagdo voluntaria (de Haan e col., 2006). Sendo assim, - a
asfixia pode ocorrer no periodo antepartum, intrapartum e postpartum e é
caracterizada pela diminuicdo das trocas gasosas acompanhada por acidose
metabolica (MacLannan, 1999; van Helden e col., 2007).

O tipo mais comum de asfixia é a global, onde a acidose, a hipercapnia e a
hipdxia afetam todo o organismo (Lubec e col., 1997; Loidl e col., 2000; Strackx e
col., 2010; Galeano e col., 2011), mas o 6rgao mais prejudicado, indubitavelmente, é
o encefalo. As principais estruturas encefalicas comprometidas pela asfixia sdo o
hipocampo, cortex cerebral e nucleos da base, sobretudo o estriado (Loidl e col.,
2000), as quais estao envolvidas no processamento motor, emocional, menménico e
de - aprendizagem (Galeano e col., 2011).

Outro insulto que pode ocorrer no estagio pré-natal ou no momento do parto,
€ a hipoxia-isquemia, caracterizada pela privacdo de oxigénio em decorréncia da
diminuicdo do fluxo placentario ou sanguineo do neonato. As consequéncias a nivel
molecular e funcional sdo semelhantes as da asfixia perinatal (Kasdorf & Perlman,
2013). Em modelos animais, a H/I costuma ser mimetizada através de um protocolo
gue consiste no campleamento da artéria carétida comum direita do animal, que é
submetido a um ambiente que contém 82% de N2 e 8% de Oz durante 90 min, no 7°
dia pés-natal, periodo no qual o nivel de desenvolvimento do encéfalo dos ratos é
similiar ao recém-nascido humano (Levine, 1960; Rice e col., 1981).

Experimentalmente, a asfixia perinatal pode ser provocada em ratos pelo
método de asfixia intrauterina ou anoxia perinatal. Conforme Bjelke e col.1991, a

asfixia intrauterina é realizada pela histerectomia da rata prenhe no 22° dia de
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gestacédo, seguida pelo clampeamento e submersdo de um dos cornos uterinos em
solucdo salina a 37° por 15 min enquanto o outro corno € aberto imediatamente
aberto e os filhotes sdo estimulados a respirar, obtendo-se, respectivamente,
neonatos asfixiados e controles que devem ser cuidados por maes substitutas. J& o
procedimento de anoxia perinatal consiste em expor os filhotes recém-nascidos de
parto normal a uma camara de N2 100% durante 20 min, como descrito por
Marcuzzo e col. , 2010.

Entre os mecanismos citotdéxicos desencadeados pela privacdo do suprimento
de oxigénio, os principais responsaveis pelo dano neuronal sdo a liberacdo de
aminoacidos excitatérios, aumento do influxo de Ca®*" para o meio intracelular,
alteracéo idnica e do pH devido ao acumulo de acido lactico e aumento da formacédo
de radicais livres (Loidl e col.,, 2000). A morte neuronal por excitotoxicidade
glutamatérgica é baseada na despolarizacdo da membrana pré-sinaptica provocada
pela falta de O,, que resulta em uma descarga sinaptica com liberacéo de glutamato.
Na asfixia, a recaptacdo de glutamato é insuficiente, o que causa acumulo desse
neurotransmissor na fenda sinaptica e ligacdo aos receptores NMDA
superexpressos no encéfalo em maturacdo. O neurdnio pos-sinaptico € super-
estimulado e o aumento do influxo de Na*, Ca** e agua, culminam em necrose ou
apoptose neuronal. (Ferrieiro & Mclean, 2004).

A LPV ¢ caracterizada por uma necrose focal na substancia branca
periventricular, com perda de células gliais e degeneracdo de axdnios circundada
por astrogliose difusa e proliferacdo microglial (Folkerth e col., 2005). A patogénese
da LPV é baseada na interacdo de trés fatores: isquemia cerebral,
inflamacéo/infeccdo sisttmica e vulnerabilidade intrinseca dos pre-OL,
especialmente entre o segundo e terceiro trimestre de gestacdo humana (Volpe e
col., 2011). Dentre esses mecanismos, 0 mais importante para o dano aos pré-OL
parece ser a geracdo de radicais livres pela microglia ativada, pois € a via final

comum tanto da isquemia quanto da inflamacéao. (Figura 3, Volpe e col., 2011).
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Figura 4. Mecanismos de danos a pré-OL apds injaria por infecgdo e/ou H/l. Adaptado de Volpe, 2011.

1.3. Efeito dainflamacao pré-natal e asfixia perinatal em humanos e
modelos animais

Estudos clinicos relatam que a inflamacéo gestacional pode provocar retardo
mental e distdrbios visuais, atrasar a aquisicdo da fala, causar a perda de audicéo e
levar ao desenvolvimento de PC em criancas prematuras, especialmente as que
passaram pela corioamionite bacteriana durante a gestacdo (Pollan e col., 2005,
Suppiej e col., 2009). Os principais relatos clinicos a respeito da asfixia além dos
disturbios motores vinculados a PC, se referem a prejuizos cognitivos. Marlow e col.
(2005) afirma que criancas de aproximadamente 7 anos que possuiam encefalopatia
decorrente de asfixia apresentam déficits de atencdo e memodria - em relacédo a
criancas que ndo passaram pela asfixia perinatal.

A PC é a principal causa de deficiéncia cronica e sofrimento para a populacao
infantil. O recente avanco da neurociéncia se deve as descobertas sobre a
patogénese dos disturbios e potenciais terapias. Esse progresso ndo seria possivel
sem modelos experimentais, muitos dos quais tém por objetivo replicar uma ou mais
caracteristicas da PC em animais em desenvolvimento (Johnston e col., 2006). Os

modelos animais que constam na literatura tentam reproduzir as lesdes encefalicas
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e déficits funcionais encontrados em pacientes com PC através da exposicao dos
animais aos fatores de risco associados a essa patologia, tais como a inflamacéo
pré-natal e a asfixia perinatal, isolados ou em combinacdo. Em animais, a
inflamacdo pré-natal induzida por LPS pela via intrauterina, o que simularia uma
infeccdo do trato urogenital durante a gestacdo, levou a um atraso de alguns
aspectos do desenvolvimento sensério-motor. Porém, quando adultos, os animais
foram capazes de compensar essa lesdo e ndo apresentaram déficits motores (Toso
e col., 2005). Experimentalmente, Dell Anna (2000) utilizou o0 método de andxia
perinatal (100% de N», durante 25 min) para estudar os efeitos da privacado de
oxigénio nas primeiras horas de vida de ratos. Tal estudo mostrou que os animais
asfixiados n&o tiveram o desenvolvimento motor alterado, mas apresentaram
hiperatividade motora que se dissipou com o tempo. Foi constatado um déficit de
memoria espacial que se manteve até os 45 dias. Utilizando o método de H/I
neonatal em ratos (92% de N, e 8% 0O2), Rojas (2012) verificou prejuizo da memaria
nao-espacial durante o teste de reconhecimento de objeto, mas ndo encontrou
déficit de equilibrio e coordenacdo motora na fase adulta. Apds expor filhotes a
asfixia intrauterina de 19 min, Galeano (2011) constatou que os animais asfixiados
tém sua atividade locomotora espontanea reduzida e déficit de memoria na tarefa do
labirinto aquatico de Morris.

No modelo proposto por Girard (2009), a combinacéo de inflamacao pré-natal
por LPS e H/l poés-natal em ratos causou uma menor atividade locomotora
espontanea e prejuizo da coordenacdo motora, bem como alteracbes morfolégicas
encefalicas tais como: astrogliose e proliferacdo de células microgliais no corpo
caloso, aumento dos ventriculos laterais, lesdo no cortex cerebral, caudado e
putamen e capsula interna, além de outras estruturas.

Os modelos animais de PC sao tdo heterogéneos como a préopria desordem
em si (Johnston e col., 2006). Estudos que utilizam modelos animais de inflamacao
no periodo gestacional e asfixia intrauterina possuem um papel chave na elucidacao
dos mecanismos fisiopatoldgicos dos danos encefalicos provocados por insultos pré-
natais. A melhor compreensdo a respeito desses mecanismos possibilita a
investigacdo de novas alternativas terapéuticas, bem como um melhor prognéstico
para os neonatos. Estudos tém procurado associar agressores a fim de causar os
efeitos deletérios sinérgicos e entdo produzir um fendtipo mais aproximado da PC

(Strata e col., 2004, Girard e col., 2009). Nao foram encontrados estudos sobre os
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efeitos da associacdo de exposicdo ao LPS em periodo embrionario e a asfixia

intrauterina em ratos, o que simularia melhor o que acontece na clinica.

2. JUSTIFICATIVA

O conjunto de déficits decorrentes da PC ou o préprio prejuizo motor per se
associado a essa patologia influenciam o desempenho funcional, provocando
inatividade e incapacidade, além de impactar sobre a qualidade de vida dessas
criangas. Além disso, a incidéncia de PC permanece estavel durante as ultimas
décadas, especialmente devido a falta de intervencdes terapéuticas eficientes, o que
reflete as incertezas a respeito da patofisiologia desse disturbio. Para a elaboracao
de estratégias terapéuticas e preventivas, maiores entendimentos sobre as
alteracoes biologicas inerentes a PC sdo necessarios, um conhecimento que pode
ser obtido através da pesquisa basica. Logo, faz-se necessario um modelo animal
gue possua um fenotipo mais semelhante ao observado em seres humanos - em
relacéo a essa patologia.

Apesar da asfixia perinatal ser considerada o principal fator de risco para o
desenvolvimento da PC, outros eventos agressores ja existentes como a inflamacéo
pré-natal podem estar associados, exercendo um papel importante na patogénese
da injaria.

A realizacdo da asfixia intrauterina de forma isolada em estudos
experimentais mimetiza o que ocorre na asfixia perinatal em seres humanos atraves
da privacdo de oxigénio durante o nascimento, provocando alteracbes como
acidose, hipercapnia e hipéxia. Além disso, € bem documentado que a exposi¢cao ao
LPS no periodo embrionario torna o encéfalo imaturo mais vulneravel a H/l e, ainda,
a infeccdo de membranas fetais (corioamnionite bacteriana) é um fator de risco para
a anoxia perinatal. A combinacdo de uma inflamacéo pré-natal e asfixia durante o
nascimento aumenta - o risco de desenvolvimento da PC, sugerindo uma possivel
interacdo desses mecanismos patofisioldgicos. Desta forma, a associacdo da
inflamacédo pré-natal por LPS e asfixia intrauterina em ratos pode ser relevante para
reproduzir os danos encefalicos observados em individuos com PC, permitindo

posterior estudo de estratégias terapéuticas mais eficazes frente a esse disturbio.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar se a associacdo da inflamacao pré-natal e asfixia perinatal, fatores
predisponentes a PC em humanos, reproduz os déficits comportamentais dessa
patologia em ratos, buscando assim, um modelo animal mais fidedigno desse

disturbio.

3.2. Objetivos Especificos

e Analisar se ha alteracdo no desenvolvimento motor dos animais expostos a
inflamacdo pré-natal por LPS e asfixia intrauterina através da pesagem e

avaliacdo diaria dos marcos do desenvolvimento;

e Analisar o equilibrio e coordenacéo, destreza dos membros anteriores e a
memoaria espacial dos animais expostos a inflamacdo pré-natal por LPS e
asfixia intrauterina através dos testes de rotarod, objeto reposicionado e

suspensdo na barra, respectivamente.
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RESUMO

Infeccbes maternas no periodo gestacional estdo frequentemente associadas a
asfixia perinatal e, de fato, aumentam em 70% o risco de essas criangas
apresentarem paralisia cerebral (PC). Assim, o objetivo desse estudo foi analisar se
h& um sinergismo entre esses dois fatores de risco que mimetize, em ratos, as
alteracdes funcionais observadas em pacientes com PC. A inflamacéo pré-natal foi
induzida por inje¢cdes de LPS no periodo gestacional (E17- E21). No E22, as ratas
foram submetidas a cesariana. Em parte dessas ratas, um dos cornos uterinos foi
clampeado e submetido a asfixia a 37° C, enquanto nas demais ratas foi realizada
uma histerectomia imediatamente. Dessa forma, obtiveram-se neonatos asfixiados e
controles, respectivamente que foram entregues a maes substitutas. Os animais
foram divididos nos seguintes grupos: controle, asfixia, LPS e LPS-asfixia. O peso
corporal dos filhotes foi registrado do P1 ao P14 e no P30. O desenvolvimento motor
foi avaliado utilizando os marcos do desenvolvimento, entre P3 e P14. No P29, os
animais foram submetidos aos testes do objeto reposicionado, suspensao na barra e
a rotarod. Apenas o fator LPS interferiu na aquisicdo de peso corporal dos animais
ao longo de todos os dias de avaliagdo e alterou alguns aspectos do
desenvolvimento motor. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas - entre os
grupos experimentais nos testes motores e de memdria. Sendo assim, os fatores em
estudo provocam alteracbes comportamentais sutis e efémeras, ndo condizentes

com o fenoétipo da PC.
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1. INTRODUCAO

A Paralisia Cerebral (PC) é descrita como um grupo de desordens
permanentes do movimento e da postura, causadas por lesbes ndo-progressivas
qgue ocorrem durante o desenvolvimento fetal ou apdés o nascimento, quando o
encéfalo ainda encontra-se em fase de maturacéo (Fairhurst, C. 2012).

A disfuncdo motora caracteristica da PC pode ser acompanhada por
distarbios sensoriais, cognitivos, de comunicacdo, problemas musculoesqueléticos e
até mesmo epilepsia (Bax e col., 2005). O substrato neuropatolégico da PC e
constituido pela leucomalécia periventricular, hemorragia intraventricular e prejuizo
funcional/estrutural do cértex, nucleos da base, cerebelo e talamo (Folkberth, 2005;
Kadhim e col., 2005). Tais lesGes sdo provocadas por insultos que podem ocorrer
durante a gestacédo, no parto ou no inicio da vida, tais como exposi¢ao a inflamacgéao
maternal, asfixia perinatal, trauma e meningite (Blair; Watson, 2005;Johnston &
Hoom, 2006; Krigger, 2006).

A inflamacéo perinatal pode levar a sindrome inflamatoria fetal, que constitui
um importante fator de risco para lesdes encefélicas, sobretudo na substancia
branca, e esta relacionada com déficits motores e cognitivos (Burd e col., 2012). O
aumento de citocinas pro-inflamatodrias, a ativacao microglial e astroglial e o prejuizo
da maturacdo dos oligodendrdcitos sdo algumas consequéncias da inflamacgéo pré-
natal e culminam em mielinizacdo deficiente e aumento da vulnerabilidade do
encéfalo imaturo aos demais insultos perinatais, como a hipéxia-isquemia (Coumans
e col., 2003; Volpe e col., 2011).

A asfixia perinatal também € outro fator que leva a mortalidade neonatal e
dano irreversivel ao encéfalo (de Haan e col.2006; Morales e col., 2009). A asfixia
severa pode levar a deficiéncias graves como a PC, e epilepsia, enquanto -
episédios de asfixia moderada podem provocar disfun¢des cognitivas (Calamandrei
e col., 2004). Esse evento agressor leva a perda neuronal em determinadas areas
encefalicas como o cortex cerebral e estriado (Dell’Anna e col., 1997; Kohlhauser e
col., 1999; Van de Berg e col.,2000). Uma combinacéo entre inflamacéo gestacional
e asfixia perinatal eleva em 70% o risco de desenvolvimento de PC (Coumans e col.,
2003).

Os modelos animais de PC sdo tdo heterogéneos quanto a propria doenca

em si (Johnston e col., 2006) variando entre o tipo de intervencgéo e espécie animal
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utilizada. Conforme os protocolos empregados, diferentes caracteristicas da PC séo
reproduzidas em cada modelo e, portanto, os modelos animais sdo complementares.
Porém, é necessario estabelecer um modelo animal para essa patologia que
reproduza um maior niamero de caracteristicas observadas na clinica.

Estudos experimentais tém mostrado que a pré-exposicdo ao
lipopolissacarideo (LPS), um dos componentes da membrana exterior de bactérias
gram-negativas considerada uma endotoxina que provoca forte resposta
imunolégica, aumenta a vulnerabilidade do encéfalo imaturo a hipoxia-isquemia (HI)
(Larouche e col., 2005; Wang e col., 2008; Girard e col., 2008). A indu¢do de uma
resposta inflamatoéria pela exposicdo de ratas prenhes a injecdo intraperitonial de
LPS no periodo embrionario, combinada a HI 24 h apds o parto, causou déficits
motores e lesbes corticais e subcorticais mais extensas em comparagao aqueles
causados pelos mesmos procedimentos isoladamente (Girard e col., 2009). Varios
estudos tém procurado associar agressores a fim de causar efeitos deletérios
sinérgicos e entao produzir um fendtipo mais aproximado da PC (Strata e col., 2004,
Girard e col., 2009). Nao foram encontrados estudos sobre os efeitos da associacao
de exposicdo ao LPS em periodo embrionario e a asfixia intrauterina em ratos, o que
poderia simular de maneira mais adequada o que acontece na clinica. Nesse
contexto, o objetivo desse estudo foi analisar se a associacédo entre a inflamacéao
pré-natal induzida por LPS e asfixia intrauterina reproduz em ratos o fendtipo

observado em portadores de PC.
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2. RESULTADOS

Filhotes machos e fémeas de todos 0s grupos experimentais foram avaliados
em todos os testes. Os dados foram submetidos a analise estatistica ANOVA
multifatorial seguida pelo teste post hoc de Tukey com nivel de significancia de p<
0,05 para avaliar se havia diferenca de respostas nos testes entre os géneros. Como
nao houve diferenca significativa na comparagao entre 0os sexos em todos os testes,

filhotes machos e fémeas compuseram 0S grupos experimentais.

2.1. Ganho de peso corporal, desenvolvimento motor e cognitivo

Em relagcdo ao peso corporal, a ANOVA de 2 vias para medidas repetidas
revelou efeito significativo dos fatores LPS (F (1, 42) = 29,97; P < 0,001); asfixia (F
(1, 42) = 9,23; P = 0,004); tempo (F (12, 504) = 3194,78; P < 0,001); porém a
interacdo LPS x asfixia x tempo nao foi significativa (F (12, 504) = 0,97; P > 0,05).
Os grupos submetidos as injecées de LPS (LPS e LA) tiveram peso menor que 0s
outros grupos durante as primeiras duas semanas de vida. Aos 30 dias de vida, 0
fator LPS continuou interferindo no ganho de peso corporal dos animais, ANOVA de
duas vias, LPS (F (1, 33) = 15,437; P < 0,001); mas o fator asfixia foi nédo
significativo (F (1, 33) = 0,356; P > 0,05); bem como a interacdo LPS x asfixia (F (1,
33) = 2,087; P > 0,05); Figuras 7 e 8).

Quanto ao desenvolvimento motor, somente o fator LPS alterou a aquisi¢cao
dos marcos do desenvolvimento, onde a ANOVA de duas vias revelou um F (1, 41) =
9,1944; P = 0,004 para a preensdao do membro anterior; F (1, 41) = 5,2766; P = 0,03
para a colocacdao do membro posterior; F (1, 41) = 7,48; P < 0,01 para a resposta de
sobressalto. A exposicdo ao LPS, associado ou ndo a asfixia, retardou a aquisi¢cao
da resposta de colocacdo do membro posterior e da resposta de sobressalto, e
ainda, acelerou o aparecimento do reflexo de preenséo palmar. Os demais reflexos
nao foram alterados por nenhum dos fatores em estudo (Tabela 2).

N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos experimentais
guanto aos seus desempenhos nos testes de rotarod e suspensao na barra (figuras

9 e 10), e ainda, a distancia percorrida no sample e test trial durante o teste de
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objeto reposicionado foi similar entre os diferentes grupos (Tabela 3). No teste de
objeto reposicionado, também néo foi verificada diferenca significativa na exploragéo
do objeto reposicionado no sample e test trial (figura 11), o que demonstra que
intervencbes aplicadas de forma isolada ou em conjunto ndo provocam déficit de

memoria espacial.

3. DISCUSSAO

Esse € o primeiro estudo desenvolvido visando verificar os efeitos da
combinacao da inflamacédo pré-natal induzida por LPS com asfixia intrauterina sobre
aspectos motores e cognitivos, na tentativa de compor um modelo animal que
reproduzisse o fendtipo da PC. Verificamos que somente o fator LPS (isolado ou em
associacao a asfixia) afetou o ganho de peso corporal e alterou o dia de aquisicéo
de trés marcos do desenvolvimento, retardando a aquisicdo das respostas de
sobressalto e de colocacdo do membro posterior e adiantando a resposta de
preensdo palmar. Entretanto, nas demais avaliacbes, motoras e cognitivas
realizadas no P29, ndo houve diferencas entre os grupos estudados, mostrando que
nenhuma das intervencdes utilizadas foi capaz de provocar déficits motores e de
memoria significativos nos animais no periodo avaliado.

Com relacdo ao ganho de peso corporal ha relatos na literatura de que os
animais que sofreram inflamacdo gestacional tém peso corporal menor que 0s
controles apenas nos dois ou trés primeiros dias de vida (Toso e col., 2005; Girard e
col., 2009). Também foi documentado que a inflamacao por LPS - através do colo do
Utero ndo altera o aumento do peso corporal dos filhotes até os 21 dias de vida
(Poggi e col., 2004). Além disso, o estudo de Chen e col. (2011) demonstrou que o
peso de camundongos expostos a inflamacdo gestacional foi similar ao peso do
grupo controle durante todo o periodo de avaliacdo, da 32 a 332 semana de vida.
Quanto a influéncia da asfixia sobre o desenvolvimento corporal, Kiss e col. (2009)
verificaram que o peso dos filhotes asfixiados foi menor em comparacdo ao dos
controles durante os oito primeiros dias de vida e Veronesi e col. (2006) constataram
gue os animais asfixiados durante 20 min apresentavam peso corporal inferior ao

peso dos animais hormoxémicos até os 13° dia de idade. No entanto, Van de Berg e
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col. (2003) ndo encontraram diferengca significativa entre o peso dos filhotes
asfixiados e controles nos primeiros trés meses de vida, essa diferenga foi
observada por Strackx e col. (2010) apenas quando os animais tinham seis meses
de idade. Entretanto, nossos resultados indicam que o fator LPS, independente da
associacdo com a asfixia, causa um efeito na reducdo de peso corporal até os
primeiros 30 dias de vida, ndo permitindo a recuperacao de peso dos animais.

Em geral, estudos prévios sugerem que a exposicdo gestacional ao LPS tem
efeito prejudicial transitério sobre parametros motores. Toso e col. (2005)
verificaram que os filhotes expostos ao LPS através do colo do utero no final da
gestacdo tiveram - um atraso no desenvolvimento de alguns reflexos motores -
(endireitamento, aversdo a queda e abertura dos olhos). Porém, quando esses
animais foram avaliados no periodo adulto, ndo demonstravam déficits motores nos
testes de rotarod e campo aberto. No estudo de Poggi e col. (2005), a inflamacéo
maternal acelerou o desenvolvimento do reflexo de endireitamento, mas seu efeito
nao foi duradouro a ponto de revelar pior desempenho nos testes do rotarod e
campo aberto. Rousset e col. (2013) verificaram atraso no desenvolvimento do
reflexo de endireitamento, na atividade motora e déficit de coordenacdo motora
apenas nos primeiros 20 dias de vida dos filhotes expostos ao LPS no periodo
gestacional, porém nao detectaram déficit motor em nenhum periodo de avaliacao
com o teste de rotarod.

O efeito que a inflamacdo maternal exerce sobre o desenvolvimento motor
nao esta bem elucidado, uma vez que ha uma divergéncia dos dados da literatura
guanto aos tipos de reflexos alterados e se sua manifestacdo € acelerada ou
retardada. Todavia, existem indicacbes de que essa inflamacdo pode perturbar o
desenvolvimento do sistema motor. Essa alteracdo pode ser justificada parcialmente
pelo dano a substancia branca enceféalica, sobretudo a capsula interna que conecta
0 cortex cerebral ao tdlamo e aos nucleos da base. Associado a isso, foi
demonstrado que a inflamacdo sistémica em camundongos neonatos provocou
reducdo do diametro dos axbnios e da espessura da bainha de mielina (Favrais e
col., 2011, Rousset e col., 2013). Entretanto, estudos relatam que os déficits motores
provocados pela inflamacdo maternal sdo revertidos com o passar do tempo. Tal
recuperacdo motora pode ser explicada por mecanismos de plasticidade que
ocorrem aproximadamente na segunda semana de vida dos roedores, periodo que

coincide com o desenvolvimento dos axénios do trato corticoespinal. De acordo com



30

essa hipoétese, estudos prévios mostram que no P7 ha uma hipomielinizacdo do
encéfalo exposto ao LPS, mas na idade adulta apresenta mielinizacdo normal.
Sugere-se que a mielinizacdo do encéfalo no inicio do desenvolvimento ndo é
alterada pela morte de oligodendrdcitos induzida pela exposicdo ao LPS, mas é
apenas atrasada pelo insulto (Rousset e col., 2013).

No que se refere a asfixia, da mesma maneira que a exposi¢cao ao LPS, os
déficits motores foram sutis e transitérios. Kiss e col. (2009) relatam que todos os
reflexos e marcos do desenvolvimento avaliados em filhotes submetidos a 15 min de
asfixia intra-Gtero foram retardados e que esses filhotes demandavam
significativamente mais tempo para realizar as tarefas de geotaxis negativo, reflexo
de endireitamento e atividade motora em relagdo ao grupo controle. Contudo, até o
final do periodo de avaliacdo (P21), o desempenho dos animais submetidos a asfixia
tornou-se similar aos dos controles. Apds expor os animais a diferentes duracdes de
asfixia Hoeger e col. (2000) observaram os marcos do desenvolvimento motor dos
diferentes grupos através de uma bateria de testes, a saber: geotaxis negativo,
aversao a queda, endireitamento, sobressalto auditivo, colocacdo dos membros
anteriores, colocacdo baseada na visdo, endireitamento em queda livre, vestibular
drop, travessia de caminho estreito e ascencdo de escada. Esse estudo né&o
encontrou diferenca significativa no dia de apresentacdo de resposta em nenhum
dos marcos do desenvolvimento avaliados, entre os grupos submetidos a diferentes
graus de asfixia e 0s animais normoxémicos, 0 que esta de acordo com 0S N0OSSOS
resultados.

Segundo estudos prévios, o encéfalo de roedores neonatos € menos
suscetivel a privacdo de oxigénio. Além disso, o tempo de asfixia, bem como o grau
de maturidade do encéfalo no momento da injaria, sdo fatores determinantes para a
evolucdo da lesdo no SNC (Davis, 1979, Vanucci e col., 1980). O encéfalo neonatal
ainda estd em processo de maturacao e podem ocorrer mecanismos de adaptacao a
injarias nesse periodo. A literatura tras relatos a respeito de diversas lesdes
provocadas no periodo neonatal de roedores que foram recuperadas por
mecanismos plasticos. Por exemplo, Castro (1975) e Hoeger e col., (2000)
mostraram o desenvolvimento de projecdes compensatérias do trato corticoespinal
de ratos neonatos com lesbes extensas.

Além disso, os filhotes asfixiados emitem mais ultravocalizagées do que um

filhote normoxémico (Veronesi e col., 2006). As ultravocaliza¢cdes sdo um potente
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estimulante do cuidado maternal. Logo, a maior demanda por cuidado materno pelos
animais asfixiados pode explicar em parte a ndo instalacdo de déficits motores, pois
possivelmente as maes estimulam mais os filhotes. Essa maior estimulacao
sensorial e proprioceptiva pode ter compensando os déficits motores. Mais estudos
sdo necessarios para elucidar esse aspecto. Estudos que avaliaram o efeito isolado
da asfixia intrauterina sobre a motricidade na fase juvenil, também nao observaram
déficit de coordenagdo motora no teste de rotarod, nem na locomogéo espontanea
durante o teste de campo aberto (Hoeger e col., 2000; Kiss et al, 2009).

No estudo de Strackx e col. (2010) foi verificado que os animais expostos a
asfixia intrauterina durante 19 min tiveram sua atividade locomotora reduzida em
comparagao com o grupo controle aos 6 meses de vida, portanto adultos. Segundo
Hoeger e col. (2006), os animais submetidos a 20 min de asfixia intrauterina
possuiam um déficit de coordenacgéo e equilibrio no teste de rotarod aos 3 meses
de idade. O protocolo de asfixia intrauterina utilizado em nosso estudo € considerado
de grau moderado e nao alterou os parametros motores avaliados, diferentemente
dos estudos que utilizam asfixia severa (19 a 20 min). Porém nesses estudos as
avaliacdes foram realizadas em periodos mais tardios, indicando que os déficits
podem aparecer mais tardiamente, na idade adulta.

No presente estudo, também analisamos a memoaria espacial dependente de
hipocampo utilizando o teste de objeto reposicionado, no qual ndo foi observado
déficit de memdria em nenhum dos grupos experimentais. Embora a porcentagem
de exploracdo do objeto reposicionado do grupo controle tenha sido aparentemente
baixa para animais que nao foram expostos a nenhuma intervencéo, ha estudos que
também verificaram com o mesmo teste de memoria, baixa exploracédo por parte de
animais controle, entretanto, o tempo despendido na exploracdo do objeto
reposicionado pelos controles ainda era maior que 0s grupos submetidos a insultos
(Senna e col., 2011).

Strackx e col. (2010) observaram um déficit de memdria em ratos expostos a
asfixia intrauterina de 19 min no teste de reconhecimento de objetos aos seis meses
de idade. Van de Berg e col. (2000) ndo verificaram déficit de memoria espacial no
teste do labirinto aquatico, mesmo expondo 0s animais a uma asfixia intrauterina de
20 min. Hoeger e col. (2000) avaliaram o desempenho no labirinto aquético e
labirinto multiplo (Multiple Maze) de ratos submetidos a diferentes periodos de

asfixia intrauterina durante 5, 10, 15 e 20 min e ndo verificaram déficit de memoria
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espacial em nenhum dos protocolos de asfixia. Simola e col., (2008) avaliou a
memoria espacial de curta duracdo através do teste do labirinto em Y (Y maze), a
memoria espacial de longa duracdo no labirinto de Barnes (Barnes maze) e ainda
analisou a memoéria ndo espacial de trabalho com o teste de reconhecimento de
objetos. Neste estudo, os animais expostos a asfixia intrauterina de 20 min
apresentaram pior desempenho apenas no teste de reconhecimento de objetos.
Com o mesmo protocolo de asfixia utilizado por Simola e col., (2008) e Morales e
col., (2009) também observaram um pior desempenho no teste de reconhecimento
de objetos, mas nao no teste de do labirinto em Y nos animais asfixiados.

Esses achados sugerem que a asfixia intrauterina, independentemente do
grau de severidade, tem acdo deletéria especifica sobre a memdria ndo-espacial.
Embora sejam interconectados, 0s circuitos neurais responsaveis pelo
processamento da memoria espacial sao diferentes dos que processam a memoéria
nao-espacial. A memoria ndo-espacial é processada por uma via que envolve areas
corticais associativas, tdlamo medial e outras areas subcorticais, enquanto que a
espacial depende de uma circuitaria que conecta o hipocampo, cértex pré- limbico,
cortex parietal anteromedial e posterior (Steckler e col.1998, Simola e col., 2008).
Embora ambas as vias sejam danificadas pela asfixia intrauterina (Bjelke e col.1991;
Kohlhauser e col.1999, Simola e col., 2008), provavelmente a via envolvida com a
memoaria espacial pode ser menos sensivel a injaria provocada pela asfixia ou pode
haver mecanismos compensatérios que justifiqguem a funcionalidade dessa via apos
o insulto (Simola e col., 2007).

Ha poucos trabalhos na literatura que descrevem o efeito da inflamacéo
perinatal por LPS sobre a memoria. Entretanto, Chen e col. (2011) verificaram que a
administracdo de LPS no final da gestacdo de camundongas CD-1 néo teve efeito
deletério sobre a memdria espacial e ndo espacial dos filhotes aos 35 dias de vida,
efeito que se manifestou apenas quando os animais tinham 400 dias. Wang e col.
(2009) também estudaram os efeitos da inflamacéo pré-natal por LPS e verificaram
déficit de memdria espacial a partir de 400 dias em camundongos CD-1. Portanto, a
inflamacédo pré-natal por LPS ndo causa danos imediatos sobre a memoria espacial
e ndo espacial, (Chen e col., 2011).

Poucos estudos combinaram injecdes de LPS no periodo pré-natal e algum
protocolo de asfixia. Os estudos que combinam inflamacéo a privagdo de oxigénio

no periodo perinatal, utilizaram protocolos de H/l (24 h apds o parto; Girard e col.,
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2009) e anodxia (no dia do parto, Stigger e col., 2013). No primeiro estudo foi
constatado que os animais submetidos a inflamacao gestacional e H/I apresentaram
pior desempenho nos testes de campo aberto do P15 ao P25 e no rotarod do P30 ao
P40. No segundo também foi constatado que no P29, os animais expostos a
inflamacéo por LPS e anodxia perinatal possuiam déficit de equilibrio e coordenacgéo
motora evidenciada na tarefa de rotarod. Nao foram encontrados estudos que
avaliassem o efeito da associacdo da inflamacdo gestacional e asfixia neonatal
sobre a memoria espacial.

Comparado a esses estudos, as alteracdes provocadas pelo nosso modelo
experimental sdo sutis e efémeras, restringindo-se ao periodo neonatal,
contrariamente ao que ocorre na clinica, onde os déficits motores sdo permanentes.
A recuperacdo dos roedores apos esses insultos pode ser explicada pelo fato de
seus encéfalos serem mais primitivos, menos complexos que o humano e por isso
mais plasticos (Rousset e col., 2013). Além disso, a organiza¢ao e as atribui¢cdes do
trato cortico-espinal dos roedores diferem dos humanos, o0 que pode justificar o fato
de lesbGes encefalicas ndo repercutirem em déficits funcionais tdo severos (Eyre,
2007). Entretanto, é necessario continuar testando diferentes agressores a fim de
estabelecer um modelo animal de PC em ratos. Tal necessidade baseia-se no fato
de que essa espécie é de facil manejo, reproduz-se e matura muito rapidamente
(Rooney e col., 1997, Rice, Barone, 2000), e é possivel avaliar diversos tipos de
comportamentos que em outras espécies seriam inviaveis.

E necesséario continuar estudando novas estratégias experimentais que
possam reproduzir o fendétipo da paralisia cerebral em ratos, pois somente um
modelo animal fidedigno a patologia é capaz de fornecer informacdes relevantes
sobre a base bioldgica do disturbio e torna-se verdadeiramente util para elaboracéo

de intervencdes preventivas e terapéuticas.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Inducédo do Modelo Animal de PC

Todos os procedimentos desse estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
da UFRGS (18450). Os animais, ratos Wistar machos e fémeas provenientes do
Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério
(CREAL/UFRGS), foram mantidos em um ambiente com temperatura controlada (20
+ 2 °C), ciclo claro/escuro de 12 horas, com agua e comida ad libitum, conforme a
Lei n°® 6638 de 8/5/79 que regulamenta o uso de animais para pratica didatico-
cientifica.

A inflamacéo pré-natal foi induzida conforme descrito por Girard et al., (2009)
no 17° dia de gestacdo: metade das ratas prenhes receberam injecfes via i.p. de
LPS (Sigma, EUA) na dose de 200 pg/kg diluido em 100 pl de salina, enquanto as
ratas remanescentes recebiam somente o veiculo (100 pl de salina) de 12 em 12 h
ate o0 21° dia de gestacéao (E21).

No E22, as ratas foram eutanasiadas e seus cornos uterinos foram separados
através de uma histerectomia (Bjelke e co0l.1991; Yang e col.2011; Souza e col.,
2013). Um dos cornos uterinos contendo os filhotes foi clampeado em suas
extremidades e transferido para uma solucdo salina a 37°C onde permaneceu
durante 15 min (neonatos asfixiados), enquanto que o outro corno uterino foi
imediatamente aberto, obtendo-se o0s neonatos controle (Figura 5). Apos a
histerectomia, todos os filhotes foram removidos, limpos, tiveram seus corddes
umbilicais clampeados e permaneceram a temperatura ambiente durante 60 min
para que se recuperassem do procedimento antes de serem entregues a uma mae
substituta, que havia parido no maximo cinco dias antes de recebé-los. Os neonatos
experimentais eram, entdo, misturados com os filhotes biolégicos das maes
substitutas, na auséncia da mesma, durante aproximadamente 15 min para que
adquirissem o odor da ninhada biologica que era destinada nesse momento, a outro
estudo. Os animais permaneciam aos cuidados da mae substituta até o P21, periodo
no qual eram desmamados. Cada ninhada possuia de 5 a 8 animais. Sendo assim,
0S grupos experimentais sdo: ratos submetidos a injecao de salina e cesariana (CT);

ratos submetidos a injecdo de LPS e cesariana (LPS); ratos submetidos & injecédo
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de salina e a asfixia intrauterina (A); ratos submetidos a injecdo de LPS e a asfixia
intrauterina (LA).

4.2. Anélises Funcionais

4.2.1. Pesagem e marcos do desenvolvimento Motor

O peso dos animais foi registrado do P1 ao P14, periodo em que eles se
alimentam apenas do leite materno, no intuito de obter um indicativo indireto de seu
desenvolvimento, aos 30 dias de vida, o peso dos animais foi novamente registrado.

A Dbateria de testes dos Marcos do Desenvolvimento foi realizada,
diariamente, conforme Marcuzzo e col. (2009), entre o P3 e o P14. Os animais foram
submetidos as seguintes tarefas: 1) endireitamento — capacidade do filhote,
posicionado em supino, voltar & posicdo de pronacdo; 2) geotaxis negativo —
capacidade do filhote, posicionado em uma superficie inclinada em 45° de cabeca
para baixo, virar-se e escalar; 3) aversdo a queda - habilidade do filhote, posicionado
com os membros anteriores para fora de uma superficie, esquivar-se; 4) preensao
do membro anterior — habilidade do filhote segurar-se com seus membros anteriores
por pelo menos 1 segundo em um cabo localizado a 15 cm da superficie; 5)
sobressalto — salto involuntario do filhote em resposta ao barulho de um objeto de
metalico lancado sobre uma superficie ha 10 cm do animal; 6) abertura dos olhos; 7)
colocacdo do membro posterior — reflexo de colocacdo do membro posterior em
resposta ao estiramento proprioceptivo; 8) atividade motora — o filhote deve sair de
um circulo de 13 cm de diametro. O tempo limite de 30 segundos foi utilizado para
realizacdo de cada tarefa. Foi registrado o dia em que a resposta esperada foi

apresentada e o teste ndo era mais repetido nos dias subsequentes.
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4.2.2. Avaliagcdo motora e cognitiva

No P29 foram realizados o teste de objeto reposicionado, suspensao na barra
e Rota Rod conforme figura 2 . O teste de objeto reposicionado avalia a memoria
espacial e consiste em um aparato de campo aberto (40x 34x 25cm), dividido em 9
guadrados iguais, no qual ha dois objetos iguais em determinadas posi¢cdes (sample
trial). O animal é colocado nesta caixa durante 5 min para que explore os objetos e
apos um intervalo de 50 min, ele retorna ao aparato e permanece nele por mais 5
min, no entanto, a posicdo de um dos objetos dentro do campo aberto € alterada
(test trial). No dia anterior ao teste, P28, os animais foram colocados,
individualmente, no campo aberto, sem 0s objetos, durante 3 min para que o
explorassem e se adaptassem ao aparato. A caixa de campo aberto e os objetos
eram higienizados com etanol a 70% a cada tentativa dos animais para remover
possiveis odores. Ambos os trials foram filmados e analisados quanto a parametros
locomotores que incluiram a distancia total percorrida (contagem dos quadrados nos
quais o animal se locomovia) e tempo despendido explorando os objetos. E
considerada exploracéo, o contato fisico do animal com o objeto pelo focinho, patas
dianteiras ou vibrissas (tendo a cabeca direcionada ao objeto). A resposta fisioldgica
desse teste é caracterizada pela maior exploracdo do objeto reposicionado ou pela
igual exploracdo dos dois objetos no test trial (Revsin e col., 2009). O calculo da
porcentagem de exploracédo do objeto reposicionado foi realizado conforme Revsin e
col., 2009: exploracéao do objeto reposicionado (s) / exploracdo de ambos os objetos
(s) X100.

O teste de suspensdo na barra serve para avaliar a forca muscular e a
coordenacdo. O animal era estimulado a permanecer suspenso pelos membros
anteriores em uma barra de 5 milimetros de diametro e elevada a 1 m da superficie
durante 1min. O parametro avaliado foi a laténcia de queda.

O desempenho do animal no rotarod avalia o equilibrio e a coordenacao
motora. Neste teste, 0 animal € colocado sobre uma haste texturizada de 60 mm de
diametro e 75 mm de comprimento, em rotacdo, a uma velocidade de 30 rpm. Os
animais permaneciam no rotarod no maximo 3 min, sendo registrada a laténcia de
gueda. No dia seguinte as avaliacdes funcionais, os animais foram eutanasiados por

perfusdo transcardiaca para posterior analise histologica de seus encéfalos.
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4.3. Andlise Estatistica

Os dados séo expressos como média + SEM. O acompanhamento do peso
dos animais no periodo de P1 a P14 foi submetido a ANOVA de duas vias de
medidas repetidas. As demais avaliacdes foram analisadas pela ANOVA de duas-
vias. Ambos os testes foram seguidos pelo teste post-hoc de Tukey quando
apropriado. Diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<
0,05. Os dados foram analisados através do software Statistica verséo 6.0.
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Controle Asfixiados
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Figura 5. Esquema demonstrando o protocolo de histerectomia de uma rata no qual se obtém ratos
controles de um corno uterino e asfixiados do outro corno uterino.
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Figura 6. Desenho Experimental.
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Tabela 2.. Média (+SEM) do dia de manifestacdo dos sinais fisicos e neurol6gicos dos diferentes

grupos.
. MEDIA DO DIA DE APRESENTACAO DE RESPOSTA
AVALIACAO
CT (n=9) A (n=16) LPS (n=8) LA (n=12)
Atividade Motora 8,7+1,3 10,8+0,8 9,875+1,2 9,3+1,0
Abertura dos Olhos 14,7+0,1 14,8+0,1 15,010 14,9+0,08
Colocacéo do Membro Posterior 4,8+0,5 5,310,3 7,3t£1,2* 6,2+0,9*
Preensdo Membro Superior 5,0£0,4 5,1+0,2 4,0+0,3* 4,0£0,2*
Sobressalto 13,4+0,2 13,5+0,1 14,0+0,3* 14,2+0,2*
Aversdo a queda 5,2+0,3 4,7+0,3 4,510,2 4,510,1
Endireitamento 3,1+0,1 3,2+0,1 3,310,1 3,5+0,4
Geotaxis negativo 9,6+0,5 8,310,7 9,1+0,7 8,3+0,6
GANHO DE PESO CORPORAL
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24 -
22 -
20 -
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Figura 7. Peso dos animais CT (n=9), A (n=15), LPS (n=8) e LA (n=14) ao longo do periodo de
avaliacdo (P1 ao P14) dos grupos. ANOVA: LPS (P =0,001).
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Figura 8. Peso dos grupos CT (n=9), A (n=14), LPS (n=6) e LA (n=8) no P30. Os grupos expostos ao

fator LPS continuaram apresentando menor peso corporal em relacdo aos demais. * p=0,001
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Figura 9. Laténcia de queda dos grupos CT (n=6), A (n=10), LPS (n=5) e LA (n=10) durante a avaliagdo no
rotarod no P29. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos experimentais.
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Figura 10. Laténcia de queda dos grupos CT (n=9), A (n=16), LPS (n=8) e LA (n=14) durante a avaliagdo no
teste de suspensdo na barra no P29. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos

experimentais.
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Tabela 3. Locomocéo durante o sample e test trial do teste de objeto reposicionado. A ANOVA de

duas-vias néo revelou diferenca significativa entre os grupos.

CT (n=6) A (n=10) LPS (n=6) LA (n=9)
Sample Trial
Numero de quadrados cruzados 93,5+7,6 105,90+5,7 94,045,2 98,7+3,7
Test Trial CT (n=6) A (n=10) LPS (n=6) LA (n=9)
Numero de quadrados cruzados 83.5:6.4 80,446.0 76.4+3.8 78.142.7

Teste de Objeto Reposicionado

80 -
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50 A il I
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% de exploracao do objeto
reposicionado
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Figura 11. Porcentagem de exploracdo do objeto reposicionado do grupo CT (n=7), A (n=7), LPS
(n=7) e LA (n=10).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo demonstrou que a asfixia intrauterina combinada ou n&do a

inflamacdo gestacional por LPS ndo foi capaz de provocar déficits motores

permanentes em ratos, como aqueles observados nos portadores de PC. Nao foram

observados prejuizos na memoria espacial. Sendo assim, esse modelo experimental

tem efeito especifico sobre alguns aspectos do desenvolvimento e nao é valido

como modelo animal de PC. Os resultados que nos levaram a essa conclusdo sao

0S seguintes:

Os grupos submetidos a inflamacdo pré-natal tiveram seu peso corporal
significativamente menor em relacdo aos demais grupos durante 0S seus

primeiros 15 dias de vida, padrao que se manteve até um més de idade;

Somente 0s animais expostos ao LPS tiveram alteracdes na avaliacdo dos
marcos do desenvolvimento, onde as respostas de sobressalto e colocacao
do membro posterior foram atrasadas e a preensdo palmar adiantada em

comparacao aos demais grupos experimentais;
Nenhum dos grupos experimentais demonstraram déficit funcional nas tarefas
de rotarod e suspenséao na barra;

Os animais nao apresentaram déficit motor e cognitivo durante o teste de

objeto reposicionado;

Os resultados obtidos até o presente momento compdem somente a parte

inicial desse estudo, que continua em andamento. Posteriormente serdo realizadas

analises histologicas para averiguacdo da ativacdo microglial e astroglial, dano

neuronal e aos oligodendrdécitos. Essas avaliacdes histolégicas serdo propostas para

analisar as possiveis alteracbes morfolégicas, ainda que ndo tenham sido

detectadas disfuncées motoras.
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