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Resumo
Um modelo animal com características mais semelhantes às da paralisia cerebral (PC) seria útil para o esclarecimento da fisiopatologia dessa doença e desenvolvimento de terapias. Assim, o presente estudo buscou caracterizar possíveis alterações motoras em ratos submetidos a um modelo de PC baseado em injeções pré-natais de lipopolissacarídeo (LPS), anóxia perinatal e restrição sensório-motora. Ratos Wistar machos foram separados em dois grupos experimentais: 1) Controle (CT) - filhotes de ratas injetadas com solução salina durante a gestação (CT, n=10) e 2) PC - filhotes de ratas injetadas com LPS durante a gestação, submetidos à anóxia no dia do nascimento e a restrição sensório-motora durante 30 dias (PC, n=10). A locomoção dos animais experimentais foi registrada nos dias pós-natais 29 e 45 (P29 e P45). A análise da marcha revelou um comprometimento dos animais do grupo PC em comparação ao CT. Entretanto, houve uma melhora na função motora do grupo PC no P45 em relação ao P29. Esses resultados mostram que a combinação de insultos durante os períodos embrionário e pós-natal pode produzir déficits motores em ratos que se assemelham ao fenótipo observado em crianças com PC.
Introdução
A paralisia cerebral (PC) é uma condição clínica que afeta os movimentos, a locomoção e a postura em decorrência de lesões ao sistema nervoso central (SNC) nos períodos pré, peri ou pós-natal 


(Coq et al., 2008) ADDIN EN.CITE . Uma ampla variedade de fatores de risco está associada a PC, dificultando o estabelecimento da etiologia dessa doença 
 ADDIN EN.CITE 
(Wu & Colford, 2000)
. Além disso, o desenvolvimento de estratégias terapêuticas para o tratamento da PC é restrito devido à escassez de modelos animais capazes de reproduzir a ampla gama de sinais e sintomas característicos dessa patologia. Desta forma, o presente estudo buscou avaliar possíveis alterações motoras em ratos submetidos a injeções pré-natais de lipopolissacarídeo (LPS), anóxia perinatal e restrição sensório-motora como modelo experimental de PC.
Materiais e Métodos

O presente estudo foi aprovado para execução pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da UNIOESTE – CEUA. Inicialmente, fêmeas Wistar prenhas foram separadas em dois grupos: - ratas injetadas intraperitonealmente (IP) com veículo (solução salina estéril, n=12) e - ratas injetadas IP com lipopolissacarídeo (LPS) (n=30; 200μg/Kg de LPS diluído em solução salina estéril). As injeções foram realizadas a cada 12 horas, a partir do 17º dia gestacional (G17) até o final da gestação (G21). No dia do nascimento (P0), os filhotes das mães injetadas com LPS foram submetidos a anóxia neonatal em uma câmara fechada com fluxo de nitrogênio (100%) durante 20 minutos 


(Stigger et al., 2011) ADDIN EN.CITE . Além disso, a partir do P1 até o P30, esses mesmos filhotes tiveram os movimentos dos membros posteriores restritos durante 16 horas/dia através da colocação de um molde de epóxi e fita microporosa adesiva (adaptado de Strata et al., 2004). Dessa forma, dois grupos experimentais foram estabelecidos: 1) Grupo controle (CT) - filhotes machos de ratas injetadas com solução salina durante a gestação e 2) Grupo Paralisia Cerebral (PC) - filhotes machos de ratas injetadas com LPS durante a gestação, submetidos à anóxia neonatal e a restrição sensório-motora. A atividade locomotora dos filhotes foi examinada em um campo aberto durante cinco minutos nos dias P29 e P45. As avaliações motoras foram filmadas e posteriormente analisadas utilizando-se a escala de locomoção proposta por Basso et al. (1996) (BBB) e a escala de Strata et al. (2004). A escala BBB atribui escores que variam de zero (sem movimento dos membros posteriores) até 21 (movimento normal dos membros posteriores) (Basso et al., 1996). Em relação à escala de Strata et al. (2004), escores entre zero (marcha patológica) e cinco (padrão de marcha normal) são atribuídos aos animais de acordo com a observação das fases da marcha. A média dos escores atribuídos ao membro posterior direto e esquerdo dos animais foi calculada e adotada como valor final para cada animal.
Resultados e Discussão
A análise da escala BBB revelou diferenças entre os grupos CT (21,00 ± 0,0) e PC (14,40 ± 4,19) no P29. O grupo PC também foi significativamente diferente do grupo CT no P45 (18,20 ± 1,62 e 21,00 ± 0,0, respectivamente) (Figura 1). 
A análise da escala proposta por Strata et al. (2004), também mostrou diferenças quando comparados os grupos PC e CT no P29 (2,89 ± 1,03 para o grupo PC e 4,98± 0,06 para o grupo CT) e no P45 (4,23 ± 0,49 para o grupo PC e 5,00 ± 0,0 para o grupo CT) (Figura 2).
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Figura 1 – Escores dos animais experimentais quando avaliados pela escala BBB aos 29 e 45 dias de idade. CT – Grupo controle; PC – Grupo submetido ao modelo de paralisia cerebral. a Representa p<0,05 quando comparado ao CT29. b Representa p<0,05 quando comparado ao CT45. # Representa p<0,05 quando comparados PC P29 e P45. Dados representam a média ± erro padrão. Anova de uma via para medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 2 – Escores dos animais experimentais quando avaliados através da escala proposta por Strata et al. (2004) aos 29 e 45 dias de idade. CT – Grupo controle; PC – Grupo submetido ao modelo de paralisia cerebral a Representa p<0,05 quando comparado ao CT aos 29 dias de idade. b Representa p<0,05 quando comparado ao CT aos 45 dias de idade. Dados representam a média ± erro padrão. Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo post hoc de Dunns.
A escala de Strata et al. (2004) não mostrou diferenças entre as avaliações realizadas no P29 e no P45 para o grupo PC (2,89 ± 1,03 e 4,23 ± 0,49, respectivamente). Em contrapartida, de acordo com a escala BBB as alterações motoras do grupo PC não foram estáveis ao longo do tempo, uma vez que houve uma melhora na função motora do grupo PC no P45 em comparação ao P29 (18,20 ± 1,06 e 14,40 ± 1,32, respectivamente). Entretanto, o grupo PC manteve um padrão de marcha patológica em relação ao CT no P45, evidenciando que os prejuízos motores associados a esse modelo são atenuados e não revertidos ao longo do tempo. Tais comprometimentos motores parecem estar especialmente associados à restrição imposta precocemente durante o desenvolvimento da locomoção e que mimetiza a espasticidade presente em pacientes com essa patologia 


(Coq et al., 2008) ADDIN EN.CITE . Em um estudo prévio utilizando a mesma combinação de intervenções para a indução da PC, 


Stigger et al. (2011) ADDIN EN.CITE  também observaram um prejuízo no desempenho dos animais do grupo PC em testes de equilíbrio e coordenação motora que foram realizados aos 29 e 45 dias de idade. As alterações motoras observadas após a indução desse modelo experimental de PC podem estar relacionadas a danos corticais ou a problemas na transmissão de vias neuronais (como, por exemplo, o trato corticospinal). 
Conclusões
 O modelo de PC produziu alterações duradouras na marcha dos animais, sugerindo que a combinação de insultos nos períodos pré e perinatal podem produzir déficits motores semelhantes aos observados na PC. O desenvolvimento de um modelo de PC mais fidedigno pode contribuir para o estudo de novas estratégias terapêuticas e incrementar o prognóstico de pacientes com essa condição clínica.
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