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Resumo:A microcefalia (M) é um distirbio neuroldgico onde criangas nascem com o perimetro
cefalico menor para idade. O aumento de criangas nascidas com M demostrou a necessidade de se
estudar experimentalmente a M para melhor compreensao de suas sequelas.Neste estudo avaliamos o
peso corporal de ratos durante o periodo de lactacdo, o peso do encéfalo e dos musculos sdleo e
extensor longo dos dedos (ELD) aos 28 dias de vida pés-natais (DPN). Com isso utilizou-se 20 ratas
para acasalamento, apds confirmacao pela técnica de esfregaco vaginal, dividiu-se as ratas em controle
(10) e M (10).0 grupo M recebeu busulfan (sigma, 10 mg / kg), suspenso em 6leo de oliva e o grupo
controle recebeu apenas 6leo de oliva por via intraperitoneal (i.p.) (0,5 ml/ 100 g de PC das ratas) nos
dias 12-14 de gestagdo. Apds o nascimento dos filhotes, avaliou-se o peso corporal (PC) nos 21 DPN e
aos 28 DPN realizou-se a eutanasia para obter tecidos (s6leo, EDL, e encéfalo).O PC e muscular ndo
se mostraram estatisticamente diferentes, nem todas criangas apresentam diminuicdo de PC.O peso
encefalico estd estatisticamente menor, sendo uma das caracteristicas da M.O peso muscular relativo
(PMR) também demostrou diferenca, os animais apresentam hemiparesia direita, distirbio também
encontrado em outros distirbios neurologicos quando acomete a migracao celular.Nos concluimos que
a administragdo da droga induziu a diminuigdo do encéfalo sendo adotada a classificacdo de
microcefalia, e também demostrou hemiparesia direita apds andlise do PMR, porém, ndo alterou o
peso corporal nem muscular.

Palavras-chave: Microcefalia, Microcefalia experimental, Busulfan e Hemiparesia direita.

Introducao

No Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil houve um rapido aumento no niumero de casos
suspeitos de microcefalia em recém-nascidos vivos a partir de agosto de 2015 (SENE, 2015).
A possivel associacdo entre o aumento do numero de casos de microcefalia e surtos de
infec¢do pelo virus Zika no Brasil desde o final de 2014, especialmente no Nordeste, tornou-
se o objeto de intensa investigagio (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Em uma defini¢io
operacional da presenca de microcefalia, considera-se o recém-nascido a termo com um
perimetro cefélico de 31,9 cm ou menos para meninos e 31,5 meninas, que foi reduzido em 9

mar¢o de 2015, segundo o Ministério de Saude que
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adotou a recomendagdo da OMS. Até 2014, menos de 15 recém-nascidos com microcefalia
foi informado mensalmente no Brasil, um nimero que aumentou muito em 2015. No Brasil,
entre meados de 2015 e 8 de outubro de 2016, 9.814 casos suspeitos de microcefalia foram
relatados (MARINHO et al. 2016). Autores referem que o mecanismo para as deformidades
na infeccdo pelo virus Zika ndo sdo totalmente claras, mas provavelmente resultam do
neurotropismo do virus com danos subsequentes no cérebro e interferéncia na sinalizagao
neuromuscular levando a acinesia fetal (MARTINES et al. 2016). Em cérebro de
camundongos neonatos ¢ fetais foi observado que a infecgao pelo Zika virus causa reducao do
nimero de neurdnios corticais e da espessura de camada cortical (MINER et al. 2016). A
analise celular mostrou que os neurdénios no cortex cerebral, talamo e hipotdlamo estavam

deteriorados (MINER et al. 2016).

Os periodos vulneraveis durante o desenvolvimento do sistema nervoso central sao
sensiveis as agressdes ambientais, eles sdo dependentes do aparecimento temporal e espacial
de processos criticos, tais como: a proliferacdo, migragdo, diferenciacdo, sinaptogénese,
mielinizagdo, e apoptose (RICE e BARONE, 2000). Estes processos sdo altamente sensiveis
as variacdes ambientais, fisicas, quimicas e bioldgicas (RICE e BARONE, 2000). Os
disturbios da migragdo neuronal em decorréncia dessas variagdes sdo as principais causas de
microcefalia nos mamiferos (FURUKAWA,et al.,2007). Devido a semelhanca nos
mecanismos envolvidos, vem se utilizando com frequéncia, modelos de microcefalia
experimental (FURUKAWA,et al.,2007). A microcefalia replicada experimentalmente ¢ a
consequéncia das evidéncias de que insultos fisicos e agentes quimicos empregados em
gestantes produzem a doenga; nesse particular, destaca-se o caso do Busulfan, um agente de
alquilagdo, usado como anti-neoplésico no tratamento de leucemia mieldide cronica durante a
gravidez (BISHOP E WASSON, 1986). E um agente teratogénico indutor de microcefalia em
um grande percentual dos casos (NAGAI, 1972; KASUGA e TAKAHASHI, 1986).

O fendtipo de um individuo € a expressdo ultima da interagdo do seu genotipo
(conjunto de genes) e do ambiente (WEST-EBERHARD, 1986). Estudos epidemiologicos e
experimentais tém demonstrado que variagdes ambientais na vida precoce podem levar as
mudangas fenotipicas com repercussdes permanentes no metabolismo, estrutura e fungdo dos

sistemas fisiologicos (TOSCANO et al., 2008).

Um dos sistemas mais sensiveis as variagdes ambientais ¢ o sistema nervoso central
(MORGANE et al., 1993). Distarbios neuroldgicos
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podem ser resultantes de uma agressdo ambiental ocorrida durante o desenvolvimento
cerebral do feto (BAX et al., 2005). Sao os casos da Paralisia Cerebral e da Microcefalia, que
por vezes se acompanham, e que sdo considerados transtornos neurologicos (YEARGIN-

ALLSOPP et al., 2008).

O sistema muscular ¢ bastante plastico. Estudos mostram que agressdes ambientais
como a desnutricdo durante os periodos criticos do desenvolvimento modificam o fenotipo
muscular e as propriedades biomecanicas do musculo a curto e a longo prazo (TOSCANO et
al., 2008; TOSCANO et al., 2010; ARAGAO et al., 2014; FERRAZ-PEREIRA et al., 2015).
Tanto a paralisia cerebral quanto a microcefalia, sdo consideradas graves problemas de saude
que afetam milhares de recém-nascidos e criangas, sobretudo em paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento (HIMMELMANN, 2013). Em virtude disso t€ém sido investigados em
estudos experimentais, os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de sequelas fisicas
observados em distirbios neuroldgicos (STRATA et al.,, 2004). Neste contexto, existem
alguns modelos experimentais da paralisia cerebral e microcefalia em ratos, que tentam
reproduzir os danos causados por esses disturbios e isso permite, dentro dos devidos limites, a
extrapolagdo para humanos (JOHNSTON et al., 2006). Tais modelos vém contribuindo na
construcdo de potenciais terapias que visam minimizar a incapacidade cronica de transtornos
neurologicos (OLIVEIRA, 2009). Contudo, ha uma escassez de relatos na literatura cientifica,
evidenciando a utilizacdo destes modelos experimentais sobre o fenotipo muscular,
considerado um dos elementos chaves na avaliacdo da integridade do sistema neuro-musculo-

esquelético.

A exposi¢cdo materna ao busulfan presta-se como um modelo experimental de microcefalia,
pois reproduz, em ratos jovens, as alteragdes presentes nos filhos de mulheres infectadas por
Zika virus durante a gestacdo. Desta forma, pretende-se avaliar o peso corporal de ratos
durante o periodo de lactagdo, o peso do encéfalo e dos musculos séleo e extensor longo dos

dedos (EDL).

Metodologia

Serdo utilizadas 20 ninhadas oriundas de 20 gestantes da linhagem Wistar,
provenientes do biotério do Centro Académico de Vitdria, mantidos a temperatura de 22 *
2°C, ciclo claro-escuro de 12/12 horas ¢ livre acesso a
agua e alimentagdo. Apds a confirmagdo da gestagdo,
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através da técnica de esfregaco vaginal, serdo formados aleatoriamente dois grupos de
gestantes, com base na inducdo farmacoldgica de microcefalia: Controle (C, n=10) e
Microcefalia (M, n=10). O grupo microcefalia receberd busulfan (sigma, 10 mg / kg),
suspenso em oOleo de oliva e o grupo controle recebera apenas 6leo de oliva, administrados por
via intraperitoneal (i.p.) (0,5 ml / 100 g de peso corporal das ratas). As ratas serdo tratadas
diariamente durante 12-14 dias, fase inicial de desenvolvimento do cortex cerebral
(DESESSO, 2005). A dose de 10 mg /g i.p. foi previamente relatada como sendo efetiva para
induzir microcefalia por Furukawa et al. 2007, em estudo dose/resposta. Apds o nascimento,
os filhotes serdo mantidos com suas respectivas maes, até os 21 dias de vida pds natal (P22).
Nesse dia, os animais serdo desmamados e separados em gaiolas individuais (3-4 animais por
gaiola). A partir dai, serdo alimentados apenas com dieta padrdao do biotério até os 28 dias de
vida pos-natal, quando serdo decaptados para coleta dos musculos esqueléticos. O presente
estudo foi submetido ao comité de ética em experimentacdo animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (numero do protocolo CEUA

0040/2016).

Peso corporal

Os filhotes foram analisados diariamente durante os 21 dias de vida pds-natais as 8

horas da manh3.

Coleta de musculo e encéfalo

Aos 28 dias de vida pos-natais os animais foram eutanasiados por decaptacdo para
coletas dos musculos séleo e extensor longo dos dedos (EDL) e foram normalizados e coleta

do encéfalo. Apds sua coleta foram pesados.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados e feitos os graficos através do software Prisma™ 7.0. Para
normalizacdo foi utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov. Teste Kruskal-Wallis foi utilizado
para peso corporal. No peso encefalico e peso muscular utilizamos Mann Whitney. Peso

muscular relativo Teste t. Para Significacao estatistica utilizada foi p<0.05 em todos os casos.

Resultados e Discussao
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Os pesos corporais dos animais experimentais ndo se mostraram diferentes em relagdo ao

grupo controle (figura 1).

-2 Controle
401 -+ Busulfan

Peso corporal (g)
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Figura 1. (A) Peso corporal durante o periodo de lactacdo (n=21) controle, (n=33) busulfan;
os dados sdao expressos em média + desvio-padrdao. Para o teste de comparacdo entre os

grupos foi utilizado de teste Kolmogorov-Smirnov seguido de Kruskal-Wallis.

Esses resultados sugerem que o peso corporal do animal ndo se mostrou estatisticamente
inferior ao grupo controle durante os 21 dias de vida, o fato ja se esperava tendo em vista que
o artigo de Furukawa (2007) avaliou o peso dos seus animais em varios momentos da
gestacdo quando o mesmo interrompia a prenhez, ¢ observou que a medida que as idades
aumentavam os animais deixavam de obter uma diferenca estatistica do grupo controle,
passando a ter o peso corporal parecido. Também se observa que criangas nascidas com
microcefalia ndo necessitam ser baixo peso ao nascer para assim receber a classificagdo e
diagnostico (MARINHO et.al. 2016 ¢ VARGAS etal. 2016), porém o mais comum e
encontrado em maior quantidade ¢ a crianga ser desnutrida, como ¢ observado no artigo de
Marinho (2016).

O Peso do encéfalo aos 28 dias de vida apds a eutanasia por decaptacdao revelou-se menor

(p<0,05) quando comparado o grupo controle com o experimental (figura 2).
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Figura 2. Peso encefalico do grupo controle (n=6), ¢ com microcefalia (n=10) foram
expressos em média + desvio-padrao *p<0,05. Para o teste de comparagao entre os grupos foi

utilizado de teste Kolmogorov-Smirnov seguido de Mann Whitney.

O peso encefalico aos 28 dias de vida do animal demostrou-se menor, subentendo que existe
uma restrigdo de crescimento encefalico dos filhotes, caracteristica imprescindivel na
microcefalia, fato também comprovado por Furukawa (2007), onde o mesmo verifica que o

peso encefalico do filhote controle ¢ maior em comparagao ao grupo experimental.

O Peso dos musculos extensor longo dos dedos (EDL) e os musculos s6leo ndo apresentaram

diferenga estatisticamente (p<0,05) em comparacdo ao grupo controle (figura 3).
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Figura 3. Peso encefalico do grupo controle (n=10), e com microcefalia (n=12) foram
expressos em média + desvio-padrdo. Para o teste de comparagdo entre os grupos foi utilizado

de teste Kolmogorov-Smirnov seguido de Mann Whitney.

Os resultados do peso de musculo ndo se mostraram estatisticamente diferentes entre o grupo
controle e o experimental, porém ja se sabe que nem todas as criangas com microcefalia
apresentam alteragdes motoras, assim entendesse que nem todas as criangas portadoras de

microcefalia precisam apresentar alteragdes motoras (CRUZ, 2016).

Peso muscular relativo de sdleo direito e EDL direito se mostraram estatisticamente menor

(p<0,05) em comparacao aos musculos séleo esquerdo e EDL esquerdo (figura 4).
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Figura 4. Peso encefalico do grupo controle (n=4), e com microcefalia (n=11) foram
expressos em média + desvio-padrao *p<0,05. Para o teste de comparagao entre os grupos foi

utilizado de teste Kolmogorov-Smirnov seguido de Peso muscular relativo Teste t.

O peso muscular relativo mostrou-se estatisticamente maior para o lado direito dos animais
do grupo busulfan, demostrando que existe uma hemiparesia direita. Distirbio esse, que
acomete individuos com distirbios neurologicos, como visto no artigo de Mariliis (1993) que
algumas pessoas com paralisia cerebral tendem a desenvolver hemiparesia direita, ocorrida

por distirbio de migragao neural no periodo de pré-natal.

Conclusao

Diante disto, ressaltamos que o modelo experimental de microcefalia induzida por busulfan ¢
capaz de apresentar as consequéncias encontradas em humanos nos filhotes submetidos a esta

inducao.
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