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Resumo

Buscou-se com este trabalho caracterizar as possíveis alterações motoras e na estrutura da medula espinal de ratos submetidos a um modelo experimental de PC. Fêmeas Wistar prenhas receberam injeções intraperitoneais de veículo (solução salina estéril) ou de lipopolissacarídeo (LPS) 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 à anóxia neonatal. A partir do P1 até o P30, esses mesmos filhotes tiveram os movimentos dos membros posteriores restritos durante 16 horas/dia. Dessa forma, dois grupos experimentais foram estabelecidos: 1) controle - filhotes machos de ratas injetadas com solução salina durante a gestação e 2) paralisia cerebral - filhotes machos de ratas injetadas com LPS durante a gestação, submetidos à anóxia neonatal e a restrição sensório-motora. Aos 29 e 45 dias de vida, os animais foram avaliados quanto ao desempenho motor. Amostras da medula espinal foram coradas através do método de Nissl para a determinação do número de motoneurônios e células gliais presentes na intumescência lombar. O modelo de PC empregado causou prejuízos à função motora, sem um comprometimento evidente da estrutura do corno anterior da medula espinal.

Introdução
Evidências indicam que respostas inflamatórias maternais durante o período gestacional (Nelson & Chang, 2008) e a asfixia durante a gravidez ou parto aumentam o risco para desenvolvimento da PC (Raichle, 1993). Um modelo experimental dessa condição clínica, proposto por Stigger et al. (2011), associa uma infecção materna, asfixia perinatal e a restrição sensório-motora na tentativa de produzir em ratos os sinais motores verificados em pacientes com PC. Todavia, as alterações ao nível da medula espinal após a aplicação desse modelo experimental que associa essas três intervenções ainda não foram elucidadas. Assim, buscou-se com este trabalho caracterizar possíveis alterações motoras e na estrutura da medula espinal de ratos submetidos a esse modelo experimental de PC.
Material e Métodos

O presente estudo foi aprovado para execução pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da UNIOESTE – CEUA (o número do protocolo será disponibilizado após o encerramento do projeto). Inicialmente, fêmeas Wistar prenhas foram injetadas intraperitonealmente (IP) com solução salina estéril ou injetadas IP com LPS (200μg/Kg). Essas injeções foram realizadas a cada 12 horas, a partir do 17º dia gestacional até o final da gestação. No dia do nascimento (P0), os filhotes das mães injetadas com lipopolissacarídeo (LPS, um constituinte da membrana celular externa de bactérias gram-negativas foram submetidos à anóxia neonatal, que foi realizada através da colocação desses animais em uma câmara fechada, mantida com fluxo de nitrogênio (100%), durante 20 minutos 
 ADDIN EN.CITE 

(Stigger et al., 2011)
. 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 que mantinha o quadril, joelho e tornozelo dos animais estendidos (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 (n=6) 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 (n=6). 
Avaliações do desempenho motor foram realizadas 29 e 45 dias após o nascimento (P29 e P45). Para isso, os animais tiveram a planta das patas posteriores pintadas e foram incentivados a atravessar uma pista que possuía o assoalho recoberto com uma folha de papel branca. A marca das patas feita sobre o papel foi utilizada para a verificação do comprimento da passada (distância entre a marca dos ossos do metatarso de uma pata até a marca dos ossos do metatarso da mesma pata na segunda marca), base de suporte (distância entre os coxins adiposos da planta das patas direita e esquerda) e rotação dos membros posteriores (ângulo formado pela intersecção de duas linhas, traçadas entre o terceiro dedo e o calcanhar das patas direita e esquerda). 
Nos dias pós-natais 48 e 49 (P48 e P49), os animais foram sacrificados, perfundidos intracardiacamente e amostras da intumescência lombar da medula espinal foram dissecadas, pós-fixadas, crioprotegidas, congeladas em nitrogênio líquido e, finalmente, armazenadas a -80ºC. Posteriormente, as mesmas foram seccionadas (20 µm de espessura) e coradas utilizando o método de Nissl. Imagens dos cortes histológicos da medula espinal foram obtidas (magnificação de 200x) utilizando-se um fotomicroscópio para a contagem do número de motoneurônios e células da glia na medula espinal. 
Resultados e Discussão
[image: image1.png]No P45 foi observada uma redução no comprimento da passada do grupo PC em comparação ao CT (10,70 ± 0,44 e 12,63 ± 0,65, respectivamente, figura 1A). Por outro lado, houve uma redução significativa da base de suporte no grupo PC (3,63 ± 0,13) em relação ao CT (4,47 ± 0,26) no P29. Também foi observado um aumento na base de suporte do grupo PC no P45 em comparação ao P29 (Figura 1B). Quanto à rotação dos membros posteriores, não houve diferenças entre os grupos PC e CT nas duas avaliações realizadas (Figura 1C). 
Figura 1 - Comprimento da passada (A), base de suporte (B) e rotação das patas posteriores (C) nos animais controle e submetidos a um modelo experimental de paralisia cerebral. CT 29 - grupo controle avaliado aos 29 dias de idade; CT 45 – grupo controle avaliado aos 45 dias de idade; PC 29 – grupo paralisia cerebral avaliado aos 29 dias de idade; PC 45 – grupo paralisia cerebral avaliado aos 45 dias de idade. aRepresenta p<0,05 comparado ao CT 45; bRepresenta p<0,05 comparado ao CT 29. cRepresenta p<0,05 comparados PC 29 e PC45. Média ± erro padrão da média. ANOVA de uma via para medidas repetidas.
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Não houve diferença em relação ao número de motoneurônios no corno anterior da medula espinal do grupo PC em comparação ao CT (76,40 ± 6,48 e 70,67 ± 4,50, respectivamente) (Figura 2A). Também não foi observada diferença em relação ao número de células da glia na mesma região da medula espinal entre os grupos estudados (CT - 61,80±4,65; PC - 76,67±10,7) (Figura 2B).
Figura 2 - Número de motoneurônios (A) e células da glia (B) no corno anterior da medula espinal nos animais controle (CT) e submetidos a um modelo experimental de paralisia cerebral. Média ± erro padrão da média. Teste t de Student.
A indução de uma infecção pré-natal associada à anóxia perinatal e restrição sensório-motora reduziu o comprimento da passada e a base de suporte no grupo PC aos 45 e 29 dias de idade, respectivamente. Uma redução da motricidade nesse período pode levar a condução de impulsos sensoriais anormais ao encéfalo, prejudicando a elaboração dos mapas neuronais no córtex somatossensorial, resultando em um comprometimento da função motora (Coq et al., 2008). Em estudos anteriores, ratos expostos à restrição sensório-motora também apresentam uma diminuição do comprimento da passada, extensão anormal dos membros posteriores, ciclos irregulares de marcha, redução dos movimentos articulares e elevação do quadril, fatores que limitam as habilidades motoras (Strata et al., 2004). 
A medula espinal em ratos sofre transformações significativas no período perinatal (Vinay et al., 2000) e a atividade motora precoce parece desempenhar um papel importante no desenvolvimento dos motoneurônios (Inglis et al., 2000). Há um conflito na literatura em relação à ocorrência de uma degeneração e morte dos motoneurônios após lesões do sistema nervoso central (SNC) como a PC (Marciniak et al., 2015). No presente estudo não houve alteração no número de motoneurônios e de células da glia no corno ventral da medula espinal do grupo PC, mostrando que essas estruturas parecem se manter estáveis após lesões encefálicas.
Conclusões

O modelo de PC empregado causou prejuízos à função motora, sem um comprometimento evidente da estrutura do corno anterior da medula espinal.
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