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Resumo: A microcefalia é caracterizada pelo crescimento anormal do crânio e seu critério diagnóstico 

é realizado pela circunferência frontal occipital da criança. Recentemente, houve um surto de 

microcefalia em crianças nas Américas. Não há estudos sobre critérios diagnósticos para microcefalia 

em modelos animais. Neste estudo, investigamos critérios diagnósticos compostos por crescimento 

somático, características físicas e ontogênese de reflexos em ratos submetidos a um modelo 

experimental de microcefalia. Para isso, as ratas fêmeas receberam o Busulfan (grupo B) (10 mg/kg/ 

0,5 ml/100 g peso corporal) ou Azeite (grupo C) (0,5 ml / 100 g peso corporal) intraperitonealmente 

nos dias 12, 13, 14 da gestação (período inicial de desenvolvimento do córtex). Na prole dessas 

fêmeas foram avaliadas as medidas cranianas, características físicas e maturação dos reflexos do 1º dia 

(P1) pós-natal ao P21. Todas as medidas de crescimento somático de animais do grupo B foram 

menores que o grupo C em P1. Houve um atraso na erupção dos incisivos superiores e inferiores, na 

preensão palmar e na recuperação de decúbito dos filhotes do grupo B em relação ao grupo C. Os 

animais do grupo B classificados como não-microcefálicos também apresentaram atraso na maturação 

de características somáticas e reflexos. Esses dados reforçam a necessidade de estabelecer critérios não 

apenas morfológicos, mas também funcionais na avaliação de danos em modelos experimentais de 

microcefalia. 

 

Palavras-chave: Crescimento Somático; Ontogênese de reflexos; Características físicas; Rato; 

Microcefalia. 
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1. Introdução 

 A microcefalia no homem e em diversas espécies resulta do déficit de crescimento do 

cérebro durante a gestação ou mais tarde após o nascimento (WOODS; PARKER, 2013). As 

causas são genéticas ou ambientais e ocorrem quando o cérebro não se desenvolve de forma 

adequada ou há uma interrupção do seu desenvolvimento (ABUELO, 2007). 

 Em humanos, de acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o critério 

epidemiológico para diagnóstico da microcefalia é a medida da circunferência cranial fronto-

occipital durante a primeira semana de vida (OMS, 2014). Valores dessa circunferência 

menores que -2 desvios-padrões abaixo da média específica para o sexo e idade gestacional 

confirmam o diagnóstico (OMS, 2014). As crianças com microcefalia associada às síndromes 

congênitas podem apresentar retardo mental, paralisia cerebral, epilepsia, transtornos oculares 

e persistência de reflexos primitivos (ARAGAO et al. 2016; OLIVEIRA et al. 2016; 

SCHULER et al. 2016; VAN DER LINDEN et al. 2016; ASHWAL et al. 2009). Entretanto, 

crianças sem a presença de microcefalia também podem apresentar consequências 

relacionadas aos agentes teratogênicos (FRANÇA et al. 2016; VAN DER LINDEN et al. 

2016). Por essa razão, o Ministério da Saúde recomenda a inclusão de novos critérios, como 

perda de visão, audição e comprometimento ou deficiência de membros para diagnosticar os 

danos causados por agentes teratogênicos (BRAZIL, 2017a). 

 Estudos em modelos experimentais, os quais reproduzem os danos causados pela 

microcefalia, permitem, dentro dos devidos limites, a extrapolação dos seus resultados para 

humanos (MINER et al. 2016). Os conhecimentos obtidos com esses modelos podem 

certamente contribuir para construção de potenciais estratégias terapêuticas, visando 

minimizar a incapacidade crônica dos indivíduos microcefálicos. 

 Em animais, assim como em humanos, é possível avaliar de forma não invasiva a 

presença de danos a partir da realização das medidas murinométricas/antropométricas, 

características somáticas e ontogênese de reflexos (VAN DER LINDEN et al. 2016; SMART 

E DOBBING, 1971; FOX, 1965). As medidas e características somáticas permitem 

diagnosticar a microcefalia e outras anormalidades físicas, enquanto a ontogênese de reflexos 

é considerada um indicador do desenvolvimento e 
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maturação do sistema nervoso central (SMART E DOBBING, 1971; FOX, 1965). 

 Não existem registros de critérios diagnósticos e validação dos mesmos para 

microcefalia em ratos, bem como dos danos observados quando não existe alteração no 

perímetro cefálico. Desta forma, o presente estudo pretende determinar critérios não invasivos 

para avaliar a presença de danos em modelo experimental de microcefalia associada às 

síndromes congênitas em ratos Wistar.  

2. Materiais e métodos 

2.1 Animais 

 Foram utilizadas 15 ninhadas oriundas de 15 ratas virgens albinas da linhagem Wistar 

(Rattus norvegicus), pesando de 220 – 250 g e com idade de 90-120 dias provenientes do 

biotério do Centro Acadêmico de Vitória, mantidos a temperatura de 22 + 2ºC, ciclo claro-

escuro de 12/12 horas (luz às 20h) e livre acesso à água e alimentação. 

 Após a confirmação da gestação através da técnica de esfregaço vaginal, foram 

formados aleatoriamente dois grupos de gestantes, com base na indução farmacológica de 

microcefalia: Controle (C, n=7) e Busulfan (B, n=8).  O grupo B recebeu Busulfan (sigma, 10 

mg/kg/0,5 ml/100g de peso corporal das ratas), diluído em óleo de oliva via intraperitoneal 

(i.p.). A dose de 10 mg/kg foi previamente relatada como sendo efetiva para induzir 

microcefalia (FURUKAWA et al. 2007). O grupo Controle recebeu apenas óleo de oliva (0,5 

ml/100 g de peso corporal das ratas, i.p.). As ratas foram submetidas à manipulação 

farmacológica nos dias 12, 13 e 14 de gestação, fase inicial de desenvolvimento do córtex 

cerebral (FURUKAWA et al. 2007; DESESSO, 2005). Após o nascimento, as ninhadas foram 

mantidas com suas respectivas mães até 21 dias de vida pós-natais. Neste dia, os animais 

foram desmamados e separados (3-4 animais por gaiola).  

 O presente estudo foi aprovado pela comissão de ética no uso de animais do Centro de 

Biociências da Universidade Federal de Pernambuco (número do protocolo CEUA 

0040/2016). O protocolo de manipulação e bem-estar dos animais segue as orientações da 

Diretriz brasileira para o cuidado e a utilização de animais em atividades de ensino ou de 

pesquisa científica (DBCA), lançada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). 
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2.2 Critérios de reprodutibilidade 

 Para estabelecer os critérios diagnósticos da microcefalia, os animais foram avaliados 

diariamente do dia 1 ao dia 21 após o nascimento. Os experimentos foram realizados para 

avaliar o crescimento somático e maturação do sistema nervoso.  

 Os animais de ambos os grupos foram avaliados diariamente entre 08:00-12:00h. As 

medidas murinométricas realizadas foram: Eixo ântero-posterior do crânio-EAPC, Eixo 

látero-lateral do crânio-ELLC, Eixo longidutinal-EL e Comprimento da cauda-CC (SILVA et 

al. 2006). As características somáticas foram avaliadas foram: Abertura do pavilhão auditivo 

(APA), abertura do conduto auditivo (ACA), abertura dos olhos (AO), erupção incisivos 

superiores (EIS) e inferiores (EII) (SMART; DOBBING, 1971). O peso corporal foi avaliado 

diariamente em uma balança digital. As respostas reflexas foram avaliadas conforme descrito 

por Smart e Dobbing (1971) e Fox (1965). O primeiro de uma série de três dias consecutivos 

em que a resposta esperada apareceu completamente foi considerado o dia da maturação do 

reflexo. Os seguintes reflexos foram avaliados: preensão palmar-PP, recuperação de decúbito-

RD, colocação pelas vibrissas- CV aversão ao precipício-AP, resposta ao susto- RS, queda 

livre-QL e geotaxia negativa-GN.  

 Após a obtenção dos dados durante os primeiros 21 dias de vida, os animais do grupo 

B foram classificados como menor (<) ou maior (>) quando comparados ao grupo C no P1 

com relação à presença de microcefalia, avaliado a partir dos eixos do crânio. O ponto de 

corte para avaliação da presença de microcefalia foi a média menos o desvio-padrão do grupo 

C no primeiro dia de vida para as medidas murinométricas. Os animais foram classificados 

como microcefálicos quando apresentaram redução de pelo menos um dos dois eixos do 

crânio avaliados (EAPC e ELLC). Após a classificação dos animais em microcefálicos ou 

não, os animais do grupo B microcefálicos ou não foram classificados quanto à presença de 

danos, ou seja, atraso na maturação das características somáticas e ontogênese de reflexos, a 

partir de uma nova classificação como menor (<) ou maior (>). O ponto de corte utilizado foi 

a mediana do grupo C. Desta forma, para um animal apresentar microcefalia ele deve 

apresentar valor em milímetros menor (<) quando comparado ao grupo C, já para apontar 

atraso em alguma característica ou reflexo ele deve apresentar valor de dia de maturação 

maior (>) quando comparado ao grupo C.   
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  2.3 Análise estatística 

 A análise dos dados foi realizada por meio do programa estatístico GraphPad Prism. A 

normalidade foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. O teste T de Student foi 

realizado para o crescimento somático e os dados são expressos como médias ± DP. O teste 

de Mann Whitney foi realizado para maturação de características físicas e ontogênese de 

reflexos e os dados são apresentados como mediana e valores mínimos e máximos. 

Significância estatística foi definida como P <0,05 em todos os casos. 

3. Resultados 

3.1. Resultados dos parâmetros avaliados 

 No primeiro dia de vida, a média±DP das medidas murinométricas em milímetros dos 

animais do grupo C foram: 16,46±1,41 (EAPC), 10,67±0,59 (ELLC), 51,46±3,06 (EL) e 

17,36±2,90 (CC). Nos animais do grupo B, os valores (mm) foram de 13,85±0,93 (EAPC), 

9,56±0,76 (ELLC), 48,43±3,07 (EL) e 15,44±1,73 (CC). Todos os parâmetros avaliados 

apresentaram diferença significativa (p<0.0001) (Figura 1).  

 

Figura 1. (A) Eixo ântero-posterior, (B) Eixo látero-lateral, (C) Eixo longitudinal e (D) Comprimento 

da cauda. Valores representam média±desvio-padrão. Diferenças significantes entre o grupo Controle 

e Busulfan foram determinadas a partir do Teste T não pareado, p<0.05. *Diferente do grupo C 

(p<0.0001 [A, B, C e D]). 
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 Durante o período de lactação (P1 ao P21), os animais de cada grupo foram analisados 

em termos de desenvolvimento das características somáticas e ontogênese de reflexos. Os 

filhotes de mães tratadas com o Busulfan apresentaram retardo na erupção dos incisivos 

superiores e inferiores, além de retardo no desaparecimento da preensão palmar e na 

maturação da recuperação de decúbito (Tabela 2). 

Tabela 2. Desenvolvimento das características somáticas e ontogênese de reflexos. 

Mediana Máximo-Mínimo Mediana Máximo-Mínimo

Características somáticas

Abertura do pavilhão auditivo 3 (35) 2-8 4 (56) 3-8

Abertura do conduto auditivo 14 (35) 11-16 13 (56) 13-14

Erupção dos incisivos superiores 11 (35) 9-5 11 (56) 10-15*

Erupção dos incisivos inferiores 10 (35) 8-12 11 (56) 7-15*

Abertura ocular 15 (35) 12-16 15 (56) 13-18

Ontogênese de reflexos  

Preensão palmar 6 (35) 4-9 7 (56) 4-13*

Recuperação de decúbito 4 (35) 2-8 5 (56) 2-8*

Colocação pelas vibrissas 8 (35) 4-12 8 (56) 2-11

Aversão ao precipício 7 (35) 3-14 7,5 (56) 3-13

Resposta ao susto 14 (35) 12-16 13 (56) 13-14

Queda livre 14 (35) 14-17 14 (56) 13-17

Geotaxia negativa 15 (35) 13-18 15 (56) 10-17

Controle (n=35) Busulfan (n=56)

*

P<0.05 quando comparado com o grupo Controle. Teste Mann-Whitney. 

3.2. Incidência de microcefalia 

  A presença de microcefalia foi constatada em 63 animais do grupo B. Apenas 3 

animais não foram classificados como microcefálicos. 

3.3. Avaliação da presença de danos em animais não-microcefálicos do grupo Busulfan 

  Os animais que não foram classificados como microcefálicos apresentaram 

retardo na erupção dos incisivos superiores e inferiores, na abertura ocular, na recuperação de 

decúbito, na colocação pelas vibrissas, na queda livre e na geotaxia negativa. A tabela 3 

apresenta os resultados dos 3 animais não-microcefálicos.  
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Tabela 3. Presença de danos em animais não-microcefálicos. 

 

EIS EII AO RD CV QL GN 

Animal 1 x x x x x x 

Animal 2 x x x x 

Animal 3 x x x x x  

Erupção dos incisivos superiores e inferiores (EIS e EII), abertura ocular (AO), recuperação de 

decúbito (RD), colocação pelas vibrissas (CV), queda livre (QL) geotaxia negativa (GN). “x” significa 

atraso na maturação das características somáticas ou ontogênese de reflexos quando comparado ao 

grupo C. 

3.4. Parâmetros selecionados para avaliação da presença de danos 

  Após a avaliação da presença de danos nos animais do grupo B microcefálicos 

ou não, os parâmetros que apresentaram atraso na maturação foram selecionados para avaliar 

a presença de prejuízos no desenvolvimento em animais microcefálicos ou não-microcefálicos 

(Tabela 4). 

Tabela 4. Parâmetros selecionados para a avaliação da presença de prejuízos no 

desenvolvimento de ratos expostos a indutor farmacológico de 

microcefalia.

 

Características somáticas Ontogênese de reflexos 

Erupção dos incisivos superiores Preensão palmar 

Erupção dos incisivos inferiores Recuperação de decúbito 

Abertura ocular Colocação pelas vibrissas 

Queda livre 

Geotaxia negativa  

4. Discussão 

 No presente estudo, avaliamos duas populações de ratos, uma primeira proveniente de 

ratas controles, sem intervenção farmacológica, e uma segunda oriunda de ratas que passaram 

pela intervenção de um agente farmacológico indutor de microcefalia. Com o objetivo de 

validarmos um critério diagnóstico de danos com ou sem a presença de microcefalia, 

avaliamos um conjunto de parâmetros, tais como medidas murinométricas, ontogênese de 

reflexos e características somáticas. As avaliações foram realizadas durante os primeiros 21 
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dias de idade, de modo a acompanharmos o desenvolvimento e maturação do sistema nervoso. 

          Das medidas murinométricas avaliadas, ressaltamos a redução no EAPC e no ELLC. 

Tais características são indicativas de redução da circunferência cranial fronto-occipital, 

considerada o critério para o diagnóstico da microcefalia em humanos (OMS, 2014). A 

redução da circunferência cranial frontal-occipital é um indicativo de más-formações no 

encéfalo, onde são frequentes a redução da massa encefálica, hipoplasia de áreas corticais e 

corpo caloso, bem como desproporcionalidades entre as áreas encefálicas (HUANG et al. 

2016b; BARCHOVICH; PEACOCK, 1998). Entretanto, vale salientar que 3 ratos da 

população estudada não apresentaram redução dos eixos cranianos, recebendo o diagnóstico 

de não microcefálicos mas com a presença de danos. Tal observação remete aos casos em 

humanos, que embora o encéfalo apresente má formações características de microcefalia, as 

dimensões da cabeça estão acima do valor limite determinado (VAN DER LINDEN et al. 

2016). Assim, aparentemente saudáveis, esses indivíduos apresentam deficiências cognitivas e 

motoras semelhantes a indivíduos portadores de microcefalia (VAN DER LINDEN et al. 

2016). Similarmente, nossos ratos sem redução do EAPC ou ELLC, apresentaram parâmetros 

indicativos de subdesenvolvimento somático e imaturidade do SNC. 

 Visto que a redução da circunferência cranial fronto-occipital indica más-formações 

encefálicas e distúrbios motores, não é de se surpreender o retardo na perda da PP e do 

aparecimento da RD na população estudada. A ontogênese de reflexos, por envolver uma 

sequência simultânea de eventos e participação de várias regiões do SNC, é considerada um 

indicador do desenvolvimento e maturação do mesmo (SMART; DOBBING, 1971; FOX, 

1965). O reflexo de PP é mediado por motoneurônios da medula espinal (FUTAGI et al. 

2012), levando-nos a sugerir que lesões nesta estrutura possa resultar no retardo da perda do 

reflexo de PP. Quanto aos reflexos de QL e RD, eles exigem a coordenação dos membros e 

equilíbrio, e são adquiridos com o amadurecimento do SNC (CASSYDI et al. 1994). Tais 

reflexos envolvem várias estruturas do SNC, dentre elas, o cerebelo e também a medula 

espinhal (CASSYDI et al. 1994). O retardo no aparecimento da RD e QL sugere que os 

animais microcefálicos ou não microcefálicos possam apresentar cerebelo 

desproporcionalmente pequeno como documentado em humanos (BARCHOVICH; 

PEACOCK, 1998). O reflexo de GN refere-se a uma resposta orientadora expressa em 

oposição às pistas dos vetores gravitacionais, dessa forma, ela é considerada para o 

diagnóstico da função vestibular e/ou proprioceptiva 
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(MOTZ; ALBERTS, 2005). Diante do exposto, os reflexos citados no nosso critério 

diagnóstico englobam reflexos inatos, como a PP, e adquiridos, como a QL e a RD, o que nos 

fornece um excelente indicativo do desenvolvimento e maturação do SNC, já que envolvem 

diferentes áreas do SNC. 

          No tocante ao desenvolvimento somático, dentre as características avaliadas, 

observamos que os retardos na EII e EIS foram os parâmetro mais relevantes na população de 

indivíduos nascidos de ratas que foram tratadas com o Busulfan. De fato, alterações na 

mandíbula são comuns em indivíduos que são portadores de anormalidade no crânio 

(HUANG et al. 2016a). Isso pode ocorrer especialmente com a microcefalia, onde as 

alterações craniofaciais afetam também a mandíbula, refletindo malformações como disostose 

(HUANG et al. 2016a) e redução da abertura mandibular (LEAL et al. 2017). Embora não 

tenhamos avaliado a morfologia da mandíbula em nossos animais, não descartamos a 

possibilidade de que o retardo na erupção decorra de más-formações na mandíbula. É 

importante ainda destacar o retardo na abertura ocular, tendo em vista que crianças com 

microcefalia tendem a apresentar anormalidades no nervo óptico e lesões maculares (DE 

PAULA FREITAS et al. 2016).    

 De um modo geral, observamos que dentro de uma mesma ninhada nascida de mãe 

tratada com Busulfan, nem todos os ratos foram diagnosticados com microcefalia. Nesta 

população, 95% dos ratos apresentaram microcefalia. Nas ninhadas controles, todos os 

indivíduos foram enquadrados como não microcefálicos. Essa diferença entre os indivíduos 

de uma mesma ninhada já é esperada, especialmente quando a microcefalia é consequência de 

um agente teratogênico. O desenvolvimento dos filhotes durante a gestação e após o 

nascimento pode ser influenciado pelo número de irmãos e pela fisiologia materna (HAIG, 

1993; VOM-SAAL, 1989). A competição por recursos limitados é considerada um dos 

principais mecanismos responsáveis por moldar as diferenças entre os filhotes da mesma 

ninhada (HAIG, 1993; VOM-SAAL, 1989). Além disso, o recente episódio de inúmeros casos 

de microcefalia de origem teratogênica por infecção com Zika vírus, revelou que numa 

gestação gemelar é possível que a microcefalia esteja presente em apenas um dos fetos 

(BRAZIL, 2017b). 

5. Conclusões 
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          Diante do exposto, propomos um critério diagnóstico cujos parâmetros considerados 

como relevantes para a avaliação de ratos microcefálicos ou não, encontram similaridades em 

muitas características observadas em humanos. Ressaltamos que os parâmetros inclusos no 

critério diagnóstico pertencem aos três métodos indicadores de desenvolvimento, englobando 

tanto as medidas murinométricas, características somáticas e ontogênese de reflexos, 

permitindo a avaliação tanto do desenvolvimento somático, como maturação do SNC. Assim 

sendo, o critério diagnóstico proposto por nós assegura uma avaliação mais abrangente que 

apenas características anatômicas e macroscópicas, pois considera também características 

funcionais. Este método pode ser utilizado para diagnóstico de microcefalia e danos sem a 

presença de microcefalia em ratos, em diversos modelos experimentais de microcefalia. 
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