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Resumo: A Paralisia Cerebral (PC) estd entre as maiores categorias de deficiéncias do
desenvolvimento neuromotor e nenhum dos tratamentos atuais é capaz de reverter as lesdes cerebrais
primarias. Nosso objetivo foi avaliar os efeitos da manipulacdo serotoninérgica neonatal na
histomorfometria do cdrtex somatossensorial (S1) em ratos submetidos a PC experimental. Foram
utilizados ratos machos albinos Wistar distribuidos em quatro grupos de acordo com a PC
experimental (anOxia perinatal+restricdo sensériomotora) e manipulacdo farmacoldgica (via
subcutanea durante o périodo de lactacao - 2° ao 21° dia de vida):Controle Salina (CS, n=5/NaCl 0.9%,
10ml/Kg); Controle Fluoxetina (CF, n=5/F 10mg/Kg), PC Salina (PCS, n=5) e Grupo PC Fluoxetina
(PCF, n=4). Ao 29° dia de vida os animais foram perfundidos transcardialmente com
paraformaldeido4% para coleta do encéfalo. Foram contadas as células gliais e neurénios piramidais
na camada V e mensurada a espessura do cortex S1 através do software ImageJ. O estudo foi aprovado
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais-UFPE (CEUA:0005/2015). Os resultados foram expressos
em média e EPM, utilizado teste Anova Two Way e pds-teste de Bonferroni, considerando nivel de
significancia de 5%. Houve diminuicdo de neurdnios, aumento de células gliais e do indice
glia/neurdnio nos grupos PCS e CF em comparacgdo com o grupo CS (p<0,001). A espessura do cortex
S1 foi aumentada no grupo PCF em relacdo ao PCS (p=0,036). Concluimos que a exposicdo a PC
experimental provocou danos histomorfométricos no cortex S1, sendo que a manipulacdo

serotoninérgica neonatal ndo atenuou danos histologicos, mas aumentou a espessura do cortex S1.
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Introducéo

A Paralisia Cerebral (PC) é descrita como um grupo de sindromes clinicas que resultam
em disturbios permanentes de movimento e postura, atribuidas a distirbios ndo progressivos
que ocorreram no cérebro fetal ou infantil em desenvolvimento (DODGE, 2008; STAVSKY
et al., 2017). A incidéncia mundial é estimada em 2-3 por 1000 nascidos vivos (OSKQOUI et
al., 2013; PATEL et al., 2010; STAVSKY et al., 2017), incluindo-se como fatores de risco a
restricdo do crescimento fetal, infeccdo durante o periodo fetal e neonatal, asfixia ao
nascimento, extremo baixo peso ao nascer (OSKOUI et al., 2013), hemorragia intracraniana e
trauma (KRIGGER, 2006).

Este distarbio neurolégico estd entre as maiores categorias de deficiéncias do
desenvolvimento neuromotor (PATEL et al., 2010) em que as criancas caracterizam-se por
atraso na aquisicdo de habilidades motoras (MOCKFORD; CAULTON, 2010) e por
disturbios do processamento sensorial (PAVAO; ROCHA, 2017) e de percepcdo (QIU;
YANG; LI, 2017). Dependendo do grau e da &rea afetada ird refletir diretamente as
incapacidades resultantes, sendo algumas areas cerebrais mais susceptiveis que outras
(JONES et al., 2007; KESAR et al., 2012).

A fim de reproduzir os danos neurofuncionais e esclarecer os mecanismos subjacentes a
esta patologia, modelos experimentais de PC tornaram-se ferramentas que reproduzem essa
patologia em animais (LACERDA et al., 2017a). Ocasionam alteracfes semelhantes as
ocorridas em criangas com PC (COQ et al., 2008; LACERDA et al., 2017b; MARCUZZO et
al., 2010; SILVA et al., 2016; STRATA et al., 2004), evidenciando a importancia de estudos

experimentais que avaliam a vulnerabilidade do cérebro em desenvolvimento.

Dessa forma, a janela critica de desenvolvimento € definida pelo periodo perinatal
(JENSEN, 2002). No cérebro, este periodo caracteriza-se pela variacdo dindmica na estrutura
e funcdo neuronal e glial que pode ser determinante quanto a lesdo de substancia branca e
cinzenta (JENSEN, 2002; JIANG; NARDELLI, 2016). Reflete a fase de maior plasticidade
uma vez que as redes neurais sdo mais sensiveis as influéncias ambientais (ANDERSON;
SPENCER-SMITH; WOOD, 2011), variando no padrdo de desenvolvimento ou fendtipo
(ROCHA-FERREIRA; HRISTOVA, 2016).
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O insulto precoce da PC experimental promove, dentre outras alteracbes neuroldgicas, a
perda de neurdnios serotoninérgicos (REINEBRANT; WIXEY; BULLER, 2013), diminuigao
das fibras serotoninérgicas no cOrtex somatossensorial associado a interrupcdo do
desenvolvimento talamocortical regulado por serotonina (KANNAN et al., 2010). Portanto, a
manipulacdo do sistema serotoninérgico tem sido alvo de estudos no campo da
neuroplasticidade na tentativa de compreender seus efeitos sobre o sistema nervoso, em que a
serotonina é um neurotransmissor relevante para o desenvolvimento cerebral (WHITAKER-
AZMITIA, 2010).

A manipulagdo do sistema serotoninérgico com inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina (ISRS) ocorre via bloqueio do transportador de serotonina pré-sinaptica e resulta
em um aumento transitério na serotonina sinaptica (GLOVER; CLINTON, 2016). Sendo
assim, capaz de promover alteragdes duradouras na funcdo celular, como transmissdo
serotoninérgica, neurogénese e epigenética, sendo estes os provaveis beneficios terapéuticos
dos ISRS (GLOVER; CLINTON, 2016). Neste contexto, o tratamento com ISRS também tem
sido investigado no tratamento da doenca de Parkinson e Alzheimer, o que justificaria tais
efeitos em outras patologias neuroldgicas, como a PC, devido ao indicativo papel da
serotonina na neurogénese (FIDALGO; IVANOV; WOOD, 2013).

Apesar das conhecidas repercussdes clinicas da PC, os tratamentos disponiveis,
atualmente, sdo de enfoque na limitacdo da funcionalidade da crianca e no atraso na aquisi¢ao
de habilidades motoras. Estudos investigando tratamentos para a lesdes cerebrais primarias
sdo escassos, sendo que uma intervencdo ainda no periodo critico de desenvolvimento poderia
reverter ou reduzir os danos neurolégicos. Portanto o objetivo do presente estudo é avaliar os
efeitos histomorfométricos no cortex somatossensorial (S1) da manipulacdo neonatal do
sistema serotoninérgico em ratos submetidos a PC experimental. E assim, contribuir para o
esclarecimento da manipulacédo do sistema serotoninérgico sobre a plasticidade cerebral, além

de agregar novas perspectivas de estratégias de tratamento na PC.

Metodologia

Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos machos Albinus Wistar, provenientes da coldnia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, mantidos em biotério
com temperatura ambiente de 23 + 2°C em ciclo invertido e alojados em gaiolas com livre

acesso a agua e alimentacdo (dieta Labina — Purina
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S/A). Logo ap0ds o nascimento os neonatos foram aleatorizados para compor ninhadas de oito
filhotes, divididos em quatro grupos experimentais de acordo com a inducdo da PC
experimental e manipulacdo farmacoldgica: Controle Salina (CS, n=5), filhotes submetidos a
administragdo de salina (NaCl 0.9%, 10 ml/Kg); Controle Fluoxetina (CF, n=5), filhotes
submetidos a administracdo de fluoxetina (10 mg/Kg); PC Salina (PC S, n=5), filhotes
submetidos ao modelo de PC e a administracdo de salina; PC Fluoxetina (PC F, n=4), filhotes
submetidos ao modelo de PC e a administracdo de Fluoxetina. Os animais foram
amamentados durante os primeiros 21 dias de vida, e entre o 22° até 28° dia de vida, foram
mantidos em gaiolas com 3 a 4 animais advindos da mesma ninhada, separados de acordo
com o grupo experimental. No 29° dia de vida foi realizada a eutanésia atraves da técnica de
perfusdo transcardiaca de substancias fixadoras, seguida da dissecacdo do encéfalo para

analise histomorfométrica.

O manejo e os cuidados com 0s animais seguiram as normas recomendadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e as normas
internacionais do National Research Council of the National Academies (EUA). O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da UFPE (CEUA/CCB-UFPE), processo n°0005/2015.

Paralisia Cerebral Experimental

O modelo experimental de paralisia cerebral foi baseado nos experimentos que
associam a andxia perinatal a um modelo de restricdo sensorio-motora das patas posteriores
(COQ et al., 2008; LACERDA et al., 2017b; MARCUZZO et al., 2010; SILVA et al., 2016;
STRATA et al., 2004). Os filhotes dos grupos PC foram submetidos andxia pés-natal, no dia
do nascimento e no primeiro dia de vida (PO e P1). Os filhotes foram colocados dentro de uma
camara de vidro parcialmente imersa em agua a 37 graus e expostos a nitrogénio (100%) a
9L/min por 12 minutos, em seguida, ressucitados em temperatura ambiente e devolvidos as
suas respectivas mées. Do 2° ao 28° dia de vida (P2 ao P28) foi feita a restricdo sensorio-
motora das patas posteriores durante 16 horas por dia, sendo permitida nas 8 horas restantes, a
livre movimentagdo do animal. Para a restricdo sensério-motora foi utilizada uma ortese feita
com molde de epdxi de forma que permitisse apenas movimentos limitados da articulagdo do
quadril, deixando os membros posteriores estendidos, sem que a eliminacdo de urina e fezes e

o0s cuidados maternos fossem prejudicados (STRATA et al., 2004).

Manipulacdo Farmacol6gica
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Um ISRS, a fluoxetina, foi administrado durante o périodo de lactacao (2° ao 21° dia
de vida), com o objetivo de manipular o sistema serotoninérgico. O farmaco foi obtido na
forma de cloridrato de fluoxetina numa concentracdo da droga de 10 mg/Kg de peso corporal
(p.c.) do animal. No grupo controle foi utilizada uma concentracdo de solucdo de Salina
(NaCl) & 0,9% de 10ml/kg p.c. O tratamento foi administrado por via subcutanea no dorso do
animal uma hora apds o inicio do ciclo escuro, horario que coincide com o pico de liberacao

de 5-HT no hipotalamo e potencializa a acdo do farmaco (MATEQS et al., 2009).

Coleta dos Encéfalos e Histomorfometria

No 29° dia de vida, os animais foram anestesiados e perfundidos transcardialmente
com salina tamponada em tampao fosfato, seguida de solucdo paraformaldeido (PFA) 4% a
0.2M (COQ et al., 2008; MARCUZZO et al., 2010). Foi realizada a craniotomia e o encéfalo
dissecado para pos-fixacdo e processamentos histologicos posteriores (COQ et al., 2008).
Secgoes coronais do encéfalo (20 um; Coordenada estereotaxica: bregma -2,30 a -3,30mm)
(PAXINOS; WATSON, 2006) foram feitas em criostato a - 25°C, sendo os cortes coletados

em laminas e corados com hematoxilina-eosina (HE).

A camada V do cortex somatossensorial (S1) foi analisada, capturando-se imagens em
varredura através de microscépio Optico (OLYMPUS® modelo U-CMAD-2, objetiva 40x)
utilizando o software Analysis Get It. Para cada animal, foram utilizados 5 cortes, sendo em
cada corte capturadas 10 imagens (5 do hemisfério direito e 5 do esquerdo). As imagens
foram analisadas através do software ImageJ para contagem do nimero de células gliais e de
neurbnios, sendo a célula glial caracterizada pela auséncia de citoplasma e coradas em aspecto
esférico, e 0s neurdnios, caracterizados pela visualizacdo do citoplasma e o seu tamanho
geralmente maior e de contorno ndo esférico (KONOPASKE et al., 2007; MARCUZZO et al.,
2010). Adicionalmente, foi realizado o indice glia-neurénio, calculado como a proporcao de
células da glia por neurénios por unidade de area (15um?) (MARCUZZO et al., 2010). Para a
analise da espessura do cortex S1 também foram capturadas imagens em microscopio optico
(ZEISS® Axio Imager.M2, objetiva 5x) utilizando o software AxioVision Rel. 4.8 para
posterior analise no software ImageJ. A espessura do cortex S1 foi delimitada como o
comprimento entre a margem externa da camada molecular (Camada I) e a margem interna da

camada fusiforme (Camada 6b).

Andlise Estatistica
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Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.5, em que foi realizado o teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para comparagdo entre as variaveis histomorfométricas
foi utilizado o teste paramétrico Anova Two Way seguida do pos teste de Bonferroni. Os
resultados foram expressos como média e erro padrdo de media, sendo o nivel de significancia

estatistica definida como p<0,05 em todos os casos.

Resultados e Discusséo

Avaliamos no presente estudo as repercussdes histomorfométricas no cortex S1 da PC
experimental em ratos, e 0s possiveis efeitos da manipulacdo neonatal do sistema
serotoninérgico sobre os danos corticais decorrentes da exposi¢do ao modelo de PC. Dessa
forma, foram analisados o nimero de neurdnios piramidais e células gliais na camada V do

cortex S1 e a espessura desta regido (Figura 1).

Houve a reducdo do nimero de neurdnios (PCS: 17,632 + 0,715 / CS: 26,292 + 0,715
p<0,001) e o aumento de células gliais (PCS: 39,260 + 1,253 / CS: 23,796 + 1,253 p<0,001)
nos animais submetidos a PC experimental comparado ao grupo controle. E
consequentemente, houve aumento do indice glia/neurénio (PCS: 2,300 + 0,151 / CS: 0,880 +
0,151 p<0,001) (Figura 2). Estes resultados corroboram com estudos que também utilizaram
modelos de PC (COQ et al., 2016; MARCUZZO et al., 2010; ROBINSON et al., 2005) e

podem ser elucidados compreendendo-se 0 mecanismo de lesdo cerebral perinatal.

Pode haver uma susceptibilidade aumentada a morte celular programada em diferentes
regides do cérebro em desenvolvimento, abrangendo inclusive os neurénios corticais imaturos
(TITOMANLIO et al., 2016). Apds o evento lesional, as células microgliais, que sdo o
principal tipo de célula de imunovigilancia no cérebro, podem exercer efeitos duplos, como
ativacdo de mecanismos de morte celular e degradacdo de componentes da barreira hemato-
encefalica, mas também atuar no reparo neural, provavelmente atuando como um componente
"tampdo" na resposta inflamatéria do cérebro (TITOMANLIO et al., 2016). Dessa forma, a
propria PC pode desencadear uma cascata lesional, provavelmente, reduzindo a proliferacéo e
aumentando a morte celular neuronal, assim como, ativando as células gliais de forma

compensatdria em resposta a lesao.

Ademais, foi observado que a administracdo de fluoxetina exerceu efeito semelhante a
injaria cerebral decorrente da PC, ocasionando a reducéo de neurénios (CF: 19,700+ 0,715/
CS: 26,292 * 0,715 p<0,001), aumento de células gliais (CF: 38,236 = 1,253 / CS: 23,796 +

1,253 p<0,001) e aumento do indice glia/neurénio
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(CF: 1,940 + 0,151 / CS: 0,880 + 0,151 p<0,001) na camada V do cértex S1 (Figura 2). Esse
resultado pode ser explicado compreendendo que embora os ISRS desencadeiem uma série de
processos intracelulares que provavelmente tem efeitos terapéuticos, sugere-se que os efeitos
da serotonina no desenvolvimento sdo dependentes da idade (KEPSER; HOMBERG, 2015) e
a exposicdo precoce ao antidepressivo durante os periodos criticos do desenvolvimento
podem desencadear efeitos negativos duradouros (GLOVER; CLINTON, 2016). Uma das
razdes pode ser pela debilidade da barreira hematoencefalica, que em roedores, sua formacéo
ocorre no periodo neonatal e é influenciada por serotonina (KEPSER; HOMBERG, 2015).
Assim, niveis de serotonina alterados precocemente podem levar a anormalidades estruturais
e funcionais do cérebro (KEPSER; HOMBERG, 2015).

A PC experimental também levou a reducdo na espessura do cortex S1 em
comparacdo com o grupo CS (PCS: 1614,304 + 42,21 / CS: 1813,100 £ 42,21 p= 0,005),
sugestivo de que a conectividade cerebral também parece estar alterada com a leséo precoce.
Estudos demonstraram que apos a lesdo cerebral perinatal hipdxico isquémica, 0s circuitos
talamocortical e sensoriomotor podem estar reduzidos ou interrompidos (COQ et al., 2016) e
foi sugerido que a conectividade corticoespinhal é diminuida (WENDLER, 2013), resultando

possivelmente em uma atrofia cortical.

Embora os animais submetidos a PC associada a manipulacdo serotoninérgica com
fluoxetina ndo tenha apresentado diferenca significativa em relacdo ao PCS quanto ao nimero
de células no cértex S1, a intervencdo farmacolégica foi capaz de promover o aumento da
espessura dessa regido (PCF: 1760,397 + 47,202 / PCS: 1614,304 + 42,21 p= 0,005). Alguns
aspectos podem ter contribuido para a restauracdo dessa morfologia cortical, incluindo a
extensa arborizacdo do sistema serotoninérgico inervando diversas areas cerebrais a fim de
manter a homeostase do sistema (ARTIGAS, 2013). Estudos, utilizando modelos animais de
acidente vascular encefalico isquémico, demonstraram os efeitos do ISRS na melhora dos
danos estruturais e funcionais apos isquemia cerebral, desempenhando papel no mecanismo
anti-inflamatério mediado pela neuroprotecdo, melhora da autoregulacdo do fluxo sanguineo
cerebral e neuroplasticidade (SIEPMANN et al., 2015). Além disso, as células gliais
aumentadas no grupo PCF podem ter contribuido de forma conjunta nessa fase de
recuperacdo, atuando na remodelacdo da matriz extracelular e na montagem de um nicho
neurogénico pds-lesdo (TITOMANLIO et al., 2016).
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Assim, as alteragBes histomorfométricas observadas no presente estudo evidenciam as
provaveis bases fisiopatoldgicas da PC a nivel de sistema nervoso central (SNC), sendo
preditores de desordens funcionais caracteristicos desta patologia como a reducdo da
locomocdo (SILVA et al., 2016), prejuizo na coordenacdo motora inclusive nas funcgdes
orofaciais (LACERDA et al., 2017a) e déficit sensorial e cognitivo (COQ et al., 2016). Além
disso, o tratamento neonatal com fluoxetina na PC experimental demonstrou ndo atenuar esses
danos histologicos provocados pela PC, mas foi capaz de promover o aumento da espessura
do coértex S1, revelando que os mecanismos da fluoxetina na PC experimental necessita de
maiores investigagdes. Inclusive a dose administrada pode ter sido elevada para esta
populacdo que ainda estd em processo de desenvolvimento neurolégico, em que 0s animais

podem ter sido expostos a concentracdes acima do nivel benéfico.

Assim, devido a imprecisdo dos riscos e beneficios da fluoxetina na PC, sugerimos novos
estudos para compreender os efeitos da manipulacdo do sistema serotoninérgico com outras
doses e outras formas de manipulacdo como, por exemplo, com suplementacdo de triptofano
na dieta. Além disso, seria interessante avaliar outros aspectos morfologicos do SNC como a
densidade dendritica e a medula espinhal para melhor elucidar o mecanismo de alteracdo do

impulso nervoso na PC.
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Figura 1: Imagens capturadas através de microscopio éptico (40x) das seccBes coronais do encéfalo coradas com
hematoxilina-eosina, demonstrando as células neuronais (seta preta) e gliais (seta branca) na camada V do cortex
S1, dos grupos experimentais Controle Salina (a), Controle Fluoxetina (b), Paralisia Cerebral Salina (c) e

Paralisia Cerebral Fluoxetina (d).
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Figura 2: Nimero de neurdnios (a), Numero de células gliais (b) e Indice Glia/Neurdnio (c) dos grupos Controle

Salina (CS, n = 5), Controle Fluoxetina (CF, n = 5), Paralisia Cerebral Salina (PCS, n = 5) e Paralisia Cerebral

Fluoxetina (PCF, n = 4). Os dados foram expressos em média + EPM. Anova Two-Way e pos-teste de
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Bonferroni. aPCS vs. CS (p<0,05); #CF vs. CS (p<0,05); *PCF vs. PCS (p<0,05).

Conclusdes

A PC experimental provocou danos histomorfométricos cerebrais, evidenciados
através da reducdo do numero de neurdnios, aumento o nimero de células gliais, além da
reducdo na espessura do cortex S1. Sendo que a manipulagdo serotoninérgica neonatal com
fluoxetina demonstrou ndo atenuar os danos histolégicos decorrentes da PC, mas aumentou a
espessura do cortex S1, estabelecendo a necessidade de estudos futuros investigando a

eficacia da fluoxetina na PC experimental.
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