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Resumo
O desenvolvimento de um modelo animal com características mais semelhantes àquelas observadas em pacientes com paralisia cerebral seria de grande valia para o esclarecimento da fisiopatologia dessa condição clínica e desenvolvimento de novas terapias. Desta forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar as possíveis alterações estruturais no encéfalo de ratos, decorrentes da indução de um modelo de paralisia cerebral baseado em injeções pré-natais de lipopolissacarídeo (LPS), anóxia perinatal e restrição sensório-motora. Assim, Ratos Wistar machos foram separados em dois grupos experimentais: Controle (CT) - filhotes de ratas injetadas com solução salina durante a gestação (CT, n=6) e paralisia cerebral (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=6). Aos 48 ou 49 dias de idade foi realizada a eutanásia dos animais e dissecação dos encéfalos. Após o processamento histológico dos mesmos, foi realizada a mensuração da espessura do corpo caloso (CC) e contagem dos neurônios e células da glia no estriado dorsal (ED). Um aumento no número de células da glia foi observado no ED do grupo PC em comparação ao CT. Por outro lado, a espessura do CC foi semelhante entre os grupos estudados. A combinação de insultos nos períodos pré, peri e pós-natal produz alterações estruturais em uma área encefálica importante para o processamento de informações motoras, o ED. Todavia, esse modelo de PC não reproduz as lesões na substância branca frequentemente observadas em crianças com essa condição clínica.

Introdução
A paralisia cerebral (PC) é uma condição clínica que causa limitações nos movimentos e no controle postural, decorrentes de lesões não progressivas ao sistema nervoso central (SNC) em desenvolvimento (Bartlett et al., 2014). Crianças com PC apresentam danos encefálicos principalmente no córtex cerebral, nos núcleos da base (incluindo o estriado dorsal, ED) e na substância branca. A ocorrência dessas lesões encefálicas está relacionada a fatores de risco que incluem a exposição materna a infecções, asfixia perinatal e prematuridade 
 ADDIN EN.CITE 
(Dean et al., 2015; Coq et al., 2016)
. O desenvolvimento de estudos experimentais no âmbito da PC é prejudicado pela escassez de modelos animais capazes de reproduzir a vasta gama de achados clínicos característicos dessa patologia (Clowry et al., 2014). Um modelo experimental de PC descrito por 


Stigger et al. (2011) ADDIN EN.CITE , que baseia-se na exposição pré-natal de filhotes de ratos a uma infecção subclínica, anóxia perinatal e restrição sensório-motora, produziu alterações motoras semelhantes àquelas observadas em pacientes com essa condição clínica. Entretanto, uma descrição das mudanças estruturais ocorridas no SNC após a indução desse modelo de PC ainda não foi realizada. Assim, o presente estudo avaliou a estrutura do ED e do corpo caloso (CC) de ratos após a indução desse modelo de PC, o qual associa intervenções nos períodos embrionário e pós-natal.
Material e Métodos

O presente estudo foi devidamente aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da UNIOESTE – CEUA (o número de protocolo será disponibilizado após o encerramento do projeto). Para a realização do estudo, 6 ratos machos foram divididos em dois grupos experimentais: 1) Grupo controle (CT) - filhotes de ratas injetadas com solução salina durante a gestação e 2) Grupo Paralisia Cerebral (PC) - filhotes de ratas injetadas com Lipopolissacarídeo (LPS) durante a gestação, submetidos à anóxia neonatal e a restrição sensório-motora durante 30 dias. Aos 48 ou 49 dias após o nascimento, foi realizada a eutanásia dos animais através de uma overdose de anestésicos (cloridrato de quetamina - 50mg/kg e cloridrato de xilazina - 10mg/kg), seguida pela dissecação dos encéfalos. Tais amostras foram seccionadas em um criostato (20 µm de espessura) e coradas pelo método de Nissl. Em relação ao ED, em média 33 imagens foram capturadas em um fotomicroscópio para a contagem do número de neurônios e células da glia dentro de uma área de interesse (175.000µm2) 
 ADDIN EN.CITE 
(Beal et al., 1993)
. Após a contagem dessas células, a razão número de células gliais / número de neurônios foi calculada. A mensuração da espessura do CC foi realizada utilizando-se, em média, 39 imagens dos cortes histológicos, obtidas por meio de uma lupa acoplada a uma câmera digital 
 ADDIN EN.CITE 
(Marcuzzo et al., 2010)
.
Resultados e Discussão
[image: image1.png]Não houve diferenças entre os grupos PC e CT em relação ao número de neurônios no ED (160,7 ± 12,56 e 156,9 ± 16,04, respectivamente) (Figura 1A). Entretanto, foi observado um aumento no número de células da glia nessa região no grupo PC (11,25 ± 1,03) quando comparado ao CT (6,68 ± 0,62) (p=0,0035) (Figura 1B). Apesar disso, a razão número de células gliais / número de neurônios foi semelhante entre os grupos estudados (PC - 0,074 ± 0,012; CT - 0,045 ± 0,008) (Figura 1C).
Figura 1 – Número médio de neurônios (A), células da glia (B) e razão número de células gliais / número de neurônios (C) no estriado dorsal de animais controle (CT) e submetidos a um modelo de Paralisia Cerebral (PC). * Representa p < 0,05 quando comparado ao CT.  Dados representam a média ± erro padrão da média. A e B - Teste t de Student para amostras independentes; C - Teste de Mann-Whitney.
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A análise da espessura do CC não mostrou diferenças quando comparados os grupos PC e CT (654,1 ± 59,38 e 648,7 ± 54,17, respectivamente), Figura 2. 

Figura 2 – Espessura do corpo caloso de animais controle (CT) e submetidos a um modelo de Paralisia Cerebral (PC). Dados representam a média ± erro padrão da média. Teste t de Student para amostras independentes.
O aumento no número de células gliais observado no ED dos animais do grupo PC pode estar relacionado à formação de uma cicatriz glial astrocitária em decorrência de uma lesão que, neste estudo, pode ter sido produzida pela associação de insultos aos quais os animais do grupo PC foram submetidos 
 ADDIN EN.CITE 
(Trendelenburg & Dirnagl, 2005; Marcuzzo et al., 2010)
. Em um estudo prévio, Marcuzzo et al. (2010) também observou um aumento no número de células da glia no córtex somatossensorial primário (S1) de animais submetidos a anóxia neonatal e restrição sensório-motora. Além disso, um aumento na expressão de proteína glial ácida fibrilar (GFAP), um marcador de astrócitos, também foi observado no corpo estriado (CE) de roedores submetidos à hipóxia-isquemia (Butler et al., 2002). Sabe-se que o CE, mais especificamente o ED, é uma área essencialmente motora e, um aumento no número de células gliais nesse local pode afetar a execução dos movimentos 


(Yager et al., 2015) ADDIN EN.CITE . 
Uma das lesões encefálicas mais encontradas em pacientes com PC é a leucomalácia periventricular (LPV), que caracteriza-se pelo acometimento da substância branca ao redor dos ventrículos. Todavia, não foi encontrada uma redução na espessura do CC no grupo PC em nosso estudo. Marcuzzo et al. (2010) também não observou alterações na espessura do CC em ratos submetidos a anóxia perinatal e a restrição sensório-motora. A ausência de alterações na substância branca pode estar relacionada ao período em que foi realizada o procedimento de anóxia, uma vez que lesões difusas na substância branca são mais comumente observadas em modelos animais de isquemia pré-natal (Coq et al., 2016).
Conclusões
A combinação de insultos nos períodos pré, peri e pós-natal produz alterações na estrutura do ED, uma área encefálica importante para o processamento de informações motoras. Todavia, esse modelo de PC não reproduz as lesões na substância branca, frequentemente observadas em crianças com essa condição clínica.
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