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RESUMO 

A microcefalia é má formação que crianças nascem com o perímetro 

encefálico menor do que o recomendado de acordo com a sua idade e sexo. O 

objetivo da 1° parte do estudo foi avaliar em animais submetidos a modelo 

experimental de microcefalia o peso corporal, desenvolvimento somático, 

aparecimento de características físicas. Foram utilizadas 15 ninhadas oriundas de 

15 ratas gestantes (Wistar). A partir daí tivemos 7 ratas do grupo (C) controle e 8 (B) 

busulfan Obtivemos resultados como (*p<0,05): Diminuição de todas as medidas 

murinométricas, atraso na erupção dos incisivos inferiores e superiores, prensão 

palmar, recuperação de decúbito colocação pelas vibrissas, na queda livre e na 

geotaxia negativa e abertura ocular. Consideramos que as sequelas encontradas 

nos animais são também encontradas no ser humano, possibilitando desta forma a 

extrapolação dos resultados. A 2° parte do estudo tem como objetivo de avaliar em 

ratos submetidos a modelo experimental de microcefalia os efeitos de um programa 

de treinamento físico de resistência dos 35 aos 61 das de vida pós-natal sobre: 

atividade locomotora, teste de força, coordenação motora em barras paralelas, 

rotarod, peso encefálico aos 28 dias, peso dos músculos sóleo e EDL direito e 

análise do córtex motor aos 28 dias de vida. Os grupos foram compostos de 12 ratas 

(Wistar) para obtenção dos grupos controle não-treinado (CTN, n=5), busulfan não-

treinado (BTN, n=5), controle treinado (CT, n=6), busulfan treinado (BT, n=5). Após 

os teste foi realizado a análise estatística, verificamos atraso no sistema locomotor 

aos 28 e 62 dias de vida nos animais tratados, menor coordenação motora em 

barras paralelas nos animais tratados, peso encefálico reduzido aos 28 dias nos 

animais busulfan, peso corporal menor aos 65 dias de vida nos animais tratados que 

não realizaram treinamento físico, o peso muscular extensor longo dos dedos 

demostrou um aumento da massa muscular nos animais tratados por fim redução da 

área do neurônio aos 28 dias de vida nos animais busulfan. O treinamento de 

resistência não foi eficiente no período de 4 semanas, também não mostrou melhora 

na força muscular e na melhora da coordenação motora dos animais. Verificamos 

que para uma melhora na qualidade de vida das crianças com microcefalia é 

necessário um treinamento físico, porém em um período de maior duração. 

Palavras-chave: Microcefalia. Treinamento de resistência. Deficiências do 

desenvolvimento. Atividade locomotora. Desempenho sensório-motor. 
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ABSTRACT 

Microcephaly is malformation that children are born with the brain perimeter 

smaller than the one recommended according to their age and gende. The objective 

of the first part of the study was to evaluate in animals submitted to experimental 

model of microcephaly: body weight, somatic development and appearance of 

physical characteristics. Fifteen litters from 15 pregnant rats (Wistar) were used. We 

obtained results as (*p<0.05): Decreased all murine measurements, delayed eruption 

of the lower and upper incisors, palmar grip, recovery decubitus placement by 

vibrissae, free fall and negative geotaxia and ocular opening. We consider that the 

sequences found in the animals are also found in humans, thus allowing an 

extrapolation of the results. The second part of the study aims to evaluate in rats 

submitted to an experimental model of microcephaly the effects of a physical training 

program of resistance from 35 to 61 postnatal life on locomotor activity, strength test, 

motor coordination in parallel bars, rotarod, encephalic weight at 28 days, soleus and 

right EDL muscles weight, and motor cortex analysis at 28 days of age. The groups 

were composed of 12 rats (Wistar) to obtain the untrained control groups (CTN, n = 

5), untrained busulfan (BTN, n = 5), trained control (CT, n = 6), busulfan (BT, n = 5). 

After the tests, the statistical analysis was performed, we verified delays in the 

locomotor system at 28 and 62 days of life in treated animals, less motor 

coordination in parallel bars in the treated animals, reduced brain weight at 28 days 

in busulfan animals, body weight less than 65 days of life in the treated animals that 

did not perform physical training, the long extensor muscle weight of the fingers 

showed an increase in muscle mass in the animals treated by end reduction of the 

neuron area at 28 days of life in busulfan animals. Resistance training was not 

efficient in the 4-week period, nor did it show improvement in muscle strength and 

improvement of the motor coordination of the animals. We verified that for an 

improvement in the quality of life of the children with microcephaly it is necessary a 

physical training, but in a period of greater duration. 

Key words: Microcephaly. Resistance training. Desenvolvimental disabilities. 

Locomotion. Psychomotor performance. 
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1  INTRODUÇÃO  

A microcefalia é uma condição em que a criança nasce com a circunferência da 

cabeça menor do que o recomendado de acordo com a idade e sexo (Brasil, 2017). 

A grande maioria dos casos de microcefalia é acompanhada de alterações motoras 

e cognitivas (Coffito, 2016). O sistema motor é um dos mais prejudicados, onde as 

crianças apresentam pouco controle cervical, baixo desenvolvimento dos músculos 

esqueléticos do tronco e/ou membros, encurtamento dos músculos, reflexos 

alterados, dificuldade de se apoiar para engatinhar, incapacidade em realizar 

extensão dos dedos e abdução do polegar e em manter a postura sentada (Reis et 

al., 2018).  

Entre os anos de 2000 a 2014, foram registrados pelo Sinasc (sistema de 

informação sobre nascidos vivos) 2.464 nascidos vivos com microcefalia no Brasil, 

sendo uma média de 164 casos por ano (Gardia, 2018). Em 2015 foram notificados 

4.749 de microcefalia, e desses, 1.161 (24%) foram confirmados (Garcia, 2018). O 

estudo de Marinho et al. (2016), notificou que 71% dos casos de microcefalia 

notificados foi no Nordeste. De outubro de 2015 até maio de 2017, 26 países das 

Américas relataram casos confirmados da síndrome causada pelo Zika vírus (ZIKV), 

neste período, 3.374 casos, 82% ocorreram no Brasil (Albuquerque et al., 2018). No 

estado de Pernambuco existem 456 casos confirmados de microcefalia por ZIKV 

(Brasil, 2018).  Após este ano, o nascimento de crianças com microcefalia cresceu 

associados aos casos de infecção de mulheres grávidas pelo ZIKV, (Petersen, et al., 

2016).  

Com isso, começou-se a estreitar a relação do vírus e a microcefalia (Petersen, 

et al., 2016). Foi confirmada em 2015 que o vírus é capaz de atravessar a barreira 

placentária e infectar o feto (Miner, 2015). A infecção pelo ZIKV se dá tanto pela 

picada como pela relação sexual, uma vez que o ácido ribonucleico do vírus pode 

permanecer até 188 dias no sémen após o início dos sintomas (Barzon et al., 2016). 

Também ocorre contaminação através da saliva, urina e transfusão de sangue (Ma 

et al., 2016; Tang et.al., 2016; Musso et al., 2015; Gourinat, et al., 2015; Musso et 

al., 2014b). Desta maneira, visto o repentino aumento dos casos de microcefalia 

resultantes da infecção pelo ZIKV e a facilidade de disseminação do mesmo, muito 

esforço tem sido empregado na tentativa de reduzir o surgimento de novos casos. 

Além disso, uma população de indivíduos portadores da microcefalia necessita de 



 15

  

 

cuidados especiais. Com o intuito de assegurar maior conhecimento acerca das 

consequências da microcefalia, bem como medidas terapêuticas para as sequelas 

motoras, de modo a melhor assessorar esta população, torna-se necessário a 

realização de estudos com modelos experimentais de microcefalia.  

Além da contaminação pelo ZIKV, outros agentes exógenos podem induzir a 

microcefalia, como: agentes infecciosos (vírus, protozoários), agentes físicos 

(radiação, hipertermia), drogas ilícitas (maconha, cocaína, heroína) e agentes 

químicos (álcool, cigarro, mercúrio, chumbo, medicamentos) (Sadler, 2005). Dentre 

os agentes químicos existe o busulfan, um agente alquilante utilizado no tratamento 

de leucemia mielóide crônica e quando usado no período gestacional em humanos, 

causa a microcefalia (Bishop e Wasson, 1986). Assim, ele é um teratogênico indutor 

de microcefalia (Nagai, 1972; Kasuga e Takahashi, 1986). Com isso, o busulfan tem 

sido usado como ferramenta na indução da microcefalia experimental, permitindo 

comparação da má formação entre humanos e ratos (Furukawa et al., 2007). 

Segundo Furukawa e colaboradores, o busulfan quando administrado durante a 

gestação, acarreta morte neuronal e distúrbios na migração celular, sendo estes os 

eventos subjacentes à gênese da microcefalia (Furukawa et al., 2007). Sabe-se que 

a gestação é um período crítico do desenvolvimento encefálico envolvendo eventos 

como proliferação, migração, diferenciação, sinaptogênese, mielinização e apoptose 

(Rice e Barrone, 2000), que são muito sensíveis a interferências ambientais (Barker 

et al., 1991). 

Existem estudos epidemiológicos e experimentais demonstrando que alterações 

no meio ambiente e no início da vida podem levar às variações fenotípicas com 

modificações permanentes no metabolismo, estrutura e função dos sistemas 

fisiológicos (Barker et al., 1991; Toscano et al., 2008; Lacerda et al., 2017). 

Atualmente, vem sendo muito pesquisado no campo da neurociência o 

desenvolvimento biológico humano. Acredita-se que o cérebro está sempre em 

processo de alteração e que habilidades não desenvolvidas ou perdidas, podem de 

certa forma se recuperar na idade adulta (Rocha & Rocha, 2000; Goswami, 2004). O 

estabelecimento do fenótipo nos mamíferos tem na fase pré e pós-natal um período 

vulnerável a múltiplos fatores ambientais (Gluckman, 2004). Portanto, alguns 

pesquisadores o consideram “preditor” de consequências que irão se manifestar a 

curto ou a longo-prazo, inclusive na vida adulta (Barker, 1991; West-Eberhard, 

1986). Com isso, surge o conceito de plasticidade fenotípica, onde um genótipo 



 16

  

 

pode expressar-se de modo diverso a depender da particular interação com o meio 

ambiente, revelando a capacidade de um organismo reagir aos desafios impostos 

pelo ambiente, modificando a sua forma, estado, movimento ou padrão de atividade 

(West-Eberhard, 1986). 

O treinamento físico nas doenças neurológicas promove hipertrofia nas fibras 

musculares, aumento de tamanho mais evidente nas fibras do tipo II que nas fibras 

do tipo I (Fleck et al., 1999), com consequente aumento do volume e o número de 

células, e repercurtindo o aumento de força e resistência e também melhora 

coordenação e equilíbrio dos indivíduos (Amengual, 1992). Acredita-se que exista 

uma plasticidade neural (capacidade de organização do Sistema Nervoso frente ao 

aprendizado e a lesão) pelo fato do sistema neural se adaptar na fase inicial do 

treinamento de força, também ocorrer aumenta da unidade motora e sincronização 

da descarga de unidade motora (Fleck et al., 1999). Antigos estudos mostram que o 

treinamento de força, causando hipertrofia muscular, poderia prejudicar os padrões 

normais do movimento, porém, estudo recente tem comprovado os benefícios do 

treinamento de força, como sensação de bem-estar, e impacto positivo na 

musculatura esquelético (Ferreira et al., 2009). Como na microcefalia o sistema 

motor é um dos mais acometidos, dotando seu portador de deficiências motoras e 

posturais, o treinamento físico no indivíduo jovem pode apresentar um potencial 

terapêutico para algumas das sequelas motoras. Entretanto, a abordagem da 

microcefalia experimental associadas com treinamento físico é escassa na literatura. 

Com isso, o objetivo da 1° parte do estudo foi a indução da microcefalia em ratos 

wistar, fazendo uso do busulfan durante a gestação, seguidos do acompanhamento 

das características físicas, maturação somática e sensório-motora, além da 

ontogênese de reflexos, como medidas para se identificar a microcefalia 

experimental.        

Os resultados obtidos compuseram o artigo original intitulado (Experimental 

model of microcephaly associated with congenital syndromes: Criteria for evaluation 

of damage in somatic growth, physical features and reflex maturation) submetido a 

revista Neurotoxicology and Teratology. Uma vez identificado a microcefalia e danos 

associados em ratosfoi desenvolvido uma segunda parte, os animais foram 

submetidos ao treinamento de resistência diária, seguido de avaliação da condição 

motora; atividade locomotora, força muscular. Os resultados obtidos compuseram o 

segundo artigo original, intitulado (Efeitos do treinamento de resistência em animais 
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submetidos a modelo experimental de microcefalia), a ser submetido na revista 

(Journal of Strength and Conditioning Research).  

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Estudos em Nutrição e 

Instrumentação Bioquímica - LENIB do Departamento de Nutrição da Universidade 

Federal de Pernambuco, orientado pelos professores Ana Elisa Toscano de 

Meneses da Silva Castro e Raul Manhães de Castro. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 MICROCEFALIA EM HUMANOS 

 

A microcefalia é um achado clínico em que a criança nasce com uma redução 

da circunferência occipital-frontal (Woods, 2004). A maioria das crianças apresentam 

diminuição do córtex cerebral e deficiência cognitiva (Woods, 2004; Wood, 2004). A 

microcefalia é dividida em primária e secundária (Woods, 2004). A primária ocorre 

durante a gestação e apresenta redução de neurônios (Woods, 2004). A grande 

formação de neurônios é gerada na 21ª semana de gestação, período em que ainda 

não tem acontecido com grande abundância à conexão dendrítica e mielinização e 

só acontecerá após o nascimento (Woods, 2004). A secundária ocorre após o 

nascimento, com redução da conexão de dendritos (Woods, 2004). 

O diagnóstico para microcefalia até 2015 era de 33 cm do perímetro cefálico 

(Brasil, 2016). O Ministério da Saúde (MS) verificou que abrangia muitas crianças 

sem microcefalia fazendo-as passar por exames de imagens (ressonância 

magnética e tomografia), causando estresse aos seus familiares e as crianças 

(Brasil, 2016). Então foi reduzido o critério para 32 cm em ambos os sexos durante o 

período de 13 de dezembro de 2015 a 12 de março de 2016 (Brasil, 2016). Só a 

partir do dia 13 de março de 2016 foi adotada a recomendação feita dias anteriores 

pela Organização Mundial de Saúde aos profissionais de saúde para avaliar as 

crianças nascidas a termo até 24 horas após o nascimento e dentro da primeira 

semana de vida (6 dias e 23 horas) (Brasil, 2016). O diagnóstico de microcefalia 

acontece quando o resultado do perímetro cefálico for -2 desvios padrão abaixo da 

média ou 31,5 para meninas e 31,9 para meninos de acordo com a idade e sexo 

(Brasil, 2016). Crianças com desvio padrão -3 são classificadas como microcefalia 

grave (Brasil, 2016). Para recém-nascidos prematuros, o MS indica utilizar como 

referência a idade gestacional segundo a tabela do Estudo Internacional de 

Crescimento Fetal e do Recém-Nascido: Padrões para o Século 21(Intergrowth) 

(Brasil, 2015; Villar et al., 2014).  

A causa dessa má formação pode ser por fatores genéticos ou ambientais, 

como o consumo de bebidas alcóolicas durante a gestação, infecção pelo ZIKV, 

sífilis, rubéola, citomegalovírus, ter o peso corporal baixo, irradiação, diabetes mal 

controlada, dentre outros insultos. (Krauss, 2003; Lo Tym, 2003; Brasil, 2016; Miner, 
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2016; Araújo, 2016). As infecções secundárias também contribuem para a etiologia 

da microcefalia e podem ocorrer devido a fatores genéticos ou adquiridos por 

infecções, por exemplo, pelo ZIKV, meningites, encefalites e pode ser por 

intoxicação por cobre e falência renal (Linden, 2016; Brasil, 2016).  

          O período gestacional em que a mãe é infectada tem ligação direta com as 

consequências intracranianas que o bebê terá (Nunes et al., 2016). Quanto mais 

precoce (1° trimestre de gestação), mais grave será a consequência, e quanto mais 

tardiamente, mais branda será a sequela (3° trimestre) (Nunes et al., 2016). O ZIKV 

tem a capacidade de atingir células progenitoras neurais e células da glia no cérebro 

que está em desenvolvimento e como consequência ocasiona morte celular e 

redução da proliferação de células progenitoras (Wen et al., 2018). Ainda é 

necessário mais estudos para compreensão melhor do acometimento cerebral (Wen 

et al., 2018).  

Sabe-se que o ser humano por ser bípede se locomove com fases de apoio 

unipodal, sem nenhum contato, ou permanece parado com o contato de ambos os 

pés (ortostatismo) (Winter, 1995). A principal interação que o ser vivo tem com o 

ambiente se dá através da locomoção (Garland et al., 2011). Existem itens ligados à 

locomoção que constituem elementos importantes para sobrevivência, sendo eles: a 

busca por alimentos, a fuga de um predador ou a reprodução sexual (Garland et al., 

2011). Para isso, é necessária uma coordenação precisa, obtida através da 

maturação e integração funcional dos sistemas nervoso e muscular (Barros et al., 

2006). O sistema nervoso está envolvido com a coordenação e controle da ação 

motora, e o sistema muscular com a geração de força mecânica para permitir o 

deslocamento do corpo (Barros et al., 2006). Dentre as anormalidades neurológicas 

na microcefalia, encontram-se hipertonia global grave (rigidez muscular normal) com 

hiper-reflexia reversa, irritabilidade, hiperexitabilidade, choro excessivo, distúrbio de 

deglutição, além de respostas auditivas e visuais comprometidas (Eickmann, 2016). 

Observa-se que algumas crianças no período neonatal já apresentam crises 

convulsivas e ao longo da vida as frequências das crises aumentam, porém é 

observado na maioria das vezes a partir do terceiro mês, crises epiléticas e mais 

comumente com espasmos (Eickmann, 2016). 

Exames de imagem mostraram que crianças com microcefalia específica 

diferem das outras crianças com alterações neurológicas provocadas por outros 

agentes, tais como calcificação difusa, puntiformes e predominantes na junção 



 20

  

 

córtico-subcortical (Aragão et al., 2016), sem a área do lobo frontal capaz de 

planejar, organizar e executar os movimentos (Andrade et al., 2009). Existem outras 

áreas que também tem o papel na hora de participarem da ação motora, enviando 

mensagens, dosando a força, a agilidade, fornecendo feedback visual, táctil e 

auditivo, permitindo desta forma o ajuste constante do movimento (Kolb e Whishaw, 

2002). Na região frontal, o movimento acontece primeiramente com a intenção de 

movimento, um planejamento elaborado no córtex pré-frontal; e em seguida a 

informação vai para a área pré-motora (que fica entre o lobo pré-frontal e a área 

motora) que organiza a sequência motora; logo depois ela vai para a área motora 

primária (que fica no giro pré-central) que enviará os impulsos para os músculos a 

pôr fim executar o movimento planejado (Andrade et al., 2004).  Paralisia dos 

neurônios motores inferiores causa paralisia flácida, com diminuição dos reflexos e 

do tono muscular e atrofia muscular neurogênica rápida (Riet-Correa, et al., 2002) 

Essas sequelas podem ainda se espalhar até o tronco encefálico, núcleos da base e 

região periventricular, com comprometimento da migração neural, além de dilatação 

ventricular e atrofia de tronco que também está envolvido, com a marcha, ou do 

cerebelo e disgenesia do corpo caloso (Aragão et al., 2016). Poucos pacientes 

demostraram problemas ósseos, como rigidez e artrogripose (quadril, joelho e 

tornozelo) e pés tortos congênitos (Ventura et al., 2016). Anormalidade ocular como 

atrofia macular, alteração na retina, no nervo óptico e nistagmo horizontal (Ventura 

et al., 2016). Alterações cardíacas e renais (Angelidou et al., 2018). Diante de todas 

as sequelas que a microcefalia provoca, é necessário identificar que com a melhoria 

das alterações motoras (tendo em vista que a maioria apresenta artrogripose) a 

qualidade de vida também melhora (Duarte et al., 1995). 

O busulfan foi estudado pela primeira vez por cientistas que perceberam sua 

atividade em relação a carcinoma de ascites murinas (Buggia et al., 1994). Foi 

comprovada sua eficaz em leucemias linfocíticas agudas e crônicas. Em 1953, 

Galton observou uma ação antitumoral significativa em pacientes crônicos com 

leucemias mielogicas, e a partir daí o busulfan tornou-se a terapia tradicional no 

tratamento desta doença (Galton, 1953). Agentes alquilantes utilizados no 

tratamento da leucemia mielóide crônica trazem não apenas melhora da patologia 

que o indivíduo possui, mas utilizado num período crítico, pode promover perda de 

massa muscular esquelética grave que está associada à ativação de NF-κB, com 
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atrofia muscular (Damrauer et al., 2018). Estudos realizados com roedores 

verificaram que o exercício traz benefícios para a caquexia e a sarcopenia são 

benéficos (Hiroux et al., 2016; Coletti et al., 2013). Mecanismos ligados aos efeitos 

benéficos do treinamento contra a caquexia incluem a regulação do fluxo autofágico 

(Pigna et al., 2016), a redução da expressão de Pax7 em células satélites (Coletti et 

al., 2018), e a liberação de Hsp60 das células musculares (Barone et al., 

2016).  Visto que com a fraqueza muscular ocorre desmineralização óssea com 

consequente debilitação de força, equilíbrio e menor autonomia para as atividades 

da vida (Pierine et al., 2009). Doses altas de busulfan são capazes de provocar 

esclerose de veias centrais e também neutropenia tanto em crianças como em 

adultos (Buggia et al., 1994). 

 

2.2 PLASTICIDADE FENOTÍPICA 

 

A plasticidade fenotípica pode trazer repercussões ao longo da vida. (Kandel 

et al., 2003; Whishaw, 2002; West-Eberhard, 1986). O período crítico de 

desenvolvimento do sistema nervoso central baseia-se em processos 

organizacionais mais modificáveis de forma favorável ou desfavorável (Scott, 1986), 

nos primeiros anos da vida, quando o cérebro da criança está muito susceptível a 

estimulação sensorial para o amadurecimento de sistemas neurais mais 

desenvolvidos (Dobbing, 1970). Entende-se com isso que distúrbios neurológicos 

ocorridos no período crítico podem ser causados devido a insultos externos (Bax et 

al., 2005), como é o caso de microcefalia e paralisia cerebral que, são inclusos na 

classificação de transtornos neurológicos (Yeargin-Allsopp et al., 2008). Entretanto, 

os seres vivos também possuem a capacidade de reagirem com adaptações 

neuroquímicas e morfofisiológicas aos distintos insultos do meio ambiente. Esta 

capacidade tem se mostrado importantíssima na maioria das espécies animais e 

vegetais, por possibilitar a sobrevivência e a reprodução (West-Eberhard, 1986). 

Costumeiramente encontra-se a relação determinante entre a vida intrauterina, as 

condições de saúde no nascimento e no período neonatal, e os problemas crônico-

degenerativos na vida adulta (Brasil, 2012). Dentre esses problemas destaca-se 

obesidade, diabetes, doenças cardiovasculares (Barker et al., 1991), esquizofrenia 

(Prata, 2014) e depressão (Krause et al., 1991).  
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Estudos mostraram que agressões ambientais como a desnutrição durante os 

períodos críticos do desenvolvimento modificaram o fenótipo muscular e as 

propriedades biomecânicas do músculo em curto e longo prazo (Toscano et al., 

2008; Toscano et al., 2010; Aragão et al., 2014; Ferraz-Pereira et al., 2015), com 

diminuição da quantidade e proporções de fibras musculares (Toscano et al., 2008). 

As mudanças diminuem a massa do músculo devido à redução da quantidade de 

miofibrilas e redução de fibras por músculo, causando hipotrofia (Lara, 2003). 

Em virtude disso, têm sido investigados em estudos experimentais, os 

mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de sequelas físicas observados em 

distúrbios neurológicos (Strata et al., 2004). Neste contexto, existem alguns modelos 

experimentais da paralisia cerebral e microcefalia em ratos que tentam reproduzir os 

danos causados por essa sequela, permitindo, dentro dos devidos limites, a 

extrapolação para humanos (Johnston et al., 2006). Tais modelos vêm contribuindo 

na construção de potenciais terapias que visam minimizar a incapacidade crônica de 

transtornos neurológicos (Oliveira, 2009). A associação entre respostas adaptativas 

do organismo frente a um estímulo ambiental é denominada de plasticidade 

fenotípica e possivelmente ocorre por mecanismos epigenéticos (Sinclair et al., 

2007; West-Eberhard, 2003). 

Em 1940 surgiu o conceito de epigenética, com o biólogo Conrad 

Waddington, correspondendo a uma série de modificações moleculares na 

cromatina do DNA (Waddington et al., 1942). Essas modificações químicas que 

acontecem no DNA são rotineiramente feitas e desfeitas ao longo da vida do ser 

humano, menos para marcações químicas que são heranças genéticas, visto que 

frequentemente os indivíduos entram em contato com agentes promotores desses 

fenômenos na vida (Howell et al., 2009; Jirtle et al., 2007). Com isso, mudanças 

epigenéticas podem manifestar-se no genoma de um indivíduo em qualquer fase da 

vida, podendo desenvolver ou não determinadas patologias. 

Pesquisa indica que estresse no período gestacional ou no início da vida pode 

aumentar o risco de doenças neurológicas e psiquiátricas, principalmente via 

regulação epigenética alterada (Bobenko et al., 2015). Existe um grande interesse 

entre treinamento de resistência e epigenética, porém existem poucos estudos que 

fazem essa ligação, sendo cada vez mais necessário a otimização deste assunto 

com os profissionais (Lobo et al., 2018).  
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2.3 MICROCEFALIA EXPERIMENTAL 

 

O cérebro se desenvolve rapidamente no final da gestação e pode estar mais 

propenso a exposição teratogênica (Jerônimo et al., 2008). Desordem na migração 

neural é uma das principais causas de microcefalia experimental (Szabo, 1986). 

Durante a descoberta inicial do ZIKV, estudos em animais NHP (Primatas não 

humanos) (Cercopithecus aethiops centralis , M. mulatta e C. ascanius schmidti ), 

ratos e outros roedores (exemplo: ratos de algodão -Sigmodon hispidus ), 

porquinhos-da-índia (Cavia porcellus ) e coelhos (Oryctolagus cuniculus ) demostrou 

resultados ambíguos, com alguns animais manifestando sinais clínicos com uma 

febre que acontecia rapidamente até erupção cutânea chegando à morte dos 

animais (Dick, 1952; Chan, 2015; Julander, 2016; Zompi, 2012). Estudos iniciais do 

vírus mostraram que a Zika é neurotrópico (Dick et al., 1952; Bell, 1971).  

 Acreditava-se que devido ao período de gestação ser diferente entre 

mulheres e ratos, os animais não conseguem reproduzir as sequelas do ZIKV, o 

cérebro tão reduzido como o que é encontrado em humano (Cugola et al., 2016). 

Porém, após análise mais detalhada verificou-se malformações corticais nos 

animais sobreviventes, com número reduzido de células e espessura da camada 

cortical, sinais encontrados na microcefalia em humanos (Cugola et al., 2016).  

Em nível celular, foi verificado que o ZIKV provoca diminuição no número de 

neurônios do córtex, tálamo e hipotálamo (Cugola et al., 2016; Miner et al., 2016). 

Esta morfologia foi caracterizada por núcleos vacuolares e por apresentação de 

padrão de cromatina marginalizado com fragmentos nucleares, sugerindo morte 

celular por apoptose e autofagia em curso como também anormalidades oculares 

(Cugola et al., 2016; Miner et al., 2016). Neurônios e astrócitos no cérebro de 

camundongos podem estar infectados, induzindo degeneração do hipocampo e 

necrose de células piriformes 7 dias após a infecção do ZIKV (Bell et al., 1991) 

Também é visto osteoartrite dificultando a locomoção (Leite et al., 2015) 

 Outro indutor de microcefalia experimental é o etanol (Jerônimo et al., 2008).  

O seu consumo no período pré-natal pode acarretar efeitos físicos, 

comportamentais, cognitivos e psicossociais (Tacon et al., 2017). De acordo com a 

classificação do CDC (Centers for Disease Control and Prevention) fetos expostos 

ao álcool podem ter mudanças relacionadas a defeitos físicos, desordens de neuro 

desenvolvimento e síndrome alcoólica fetal, a qual é a forma mais grave (Tacon et 
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al., 2017). Estudos clínicos em experimentação animal com ratos expostos ao álcool 

durante a gestação demonstraram que o etanol causa rupturas no cérebro, 

promovendo alterações na neurogênese (Tacon et al., 2017). Os neurônios se 

tornam mais frágeis, diminui o número de células granulares e diminuiu a espessura 

do córtex (Bolbanabad, 2017). O álcool também vai atuar sobre o cerebelo, sendo o 

responsável pela ataxia cerebelar e efeitos neurodegenerativos graves (Bolbanabad, 

2017). Dificuldade de coordenação motora fina (Kodituwakku, 2009), irritabilidade, 

hiperexcitabilidade, hipersensibilidade, hipotonia, tremores, tensão muscular com 

opistótono (Jones et al., 2003).  Jerônimo et al. (2008), observaram que a exposição 

ao álcool no período crítico de desenvolvimento da prole, indo da gestação ao 

desmame os ratos tendência a desenvolver a microcefalia e atraso na migração 

celular.  

A nutrição também pode ser indutora da microcefalia. Animais que passaram 

pelo período crítico de desenvolvimento em restrição de proteínas, apresentaram 

redução do crescimento do cérebro podendo desenvolver algumas alterações 

fisiológicas como a microcefalia e alterações motoras (Dobbing e Sands, 1971), 

como: perda de fibra muscular tipo II diminuição do diâmetro das fibras musculares, 

baixa atividade oxidativa, proliferação de tecido intersticial e edema (Oliveira et al., 

1999). Quando ocorre a recuperação nutricional após o parto, os filhotes que 

passaram pela desnutrição na fase intrauterina apresentam filhotes com 

comprometimento do tecido muscular, diminuição de fibras tipo II, diminuição do 

diâmetro das fibras musculares, baixa atividade oxidativa, presença de aumento de 

espaço intersticial, aumento de necrose, mas sem edema (Oliveira et al., 1999). 

Robert et al., (2000) observaram que um determinado dia que surgiu no meio 

de uma colônia inata de ratos Wistar, ratos flathead ( fh ). Os animais nasceram com 

o cérebro tipicamente achatado apresentam ataxia e o crânio achatado (Robert et 

al., 2000). A mutação desta espécie é apenas cerebral, alterando o crescimento 

normal do cérebro (Robert et al, 2000). Acredita-se que este fenômeno do 

crescimento anormal do cérebro é devido a uma grande explosão de morte celular 

apóptica que ocorre em todo o sistema nervoso central e antes desta ataxia o 

tamanho do cérebro é normal (Robert et al., 2000).  

A utilização de alguns fármacos durante o período crítico do desenvolvimento 

também promove disfunções fisiológicas características da microcefalia (Furukawa 

et al., 2007; Bispo e Wassom, 1986). Dentre os agentes farmacológicos indutores 
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destaca-se o Busulfan, um agente alquilante bifuncional que vem sendo usado para 

o tratamento de leucemia mielóide crônica e como condicionamento mieloablativo 

antes do transplante de célula-tronco (Oakhill et al., 1981; Fauroux et al., 1996; 

Vassal 1990). 

O Busulfan apresentou potentenciais teratogênicos e citotóxicos (Bispo e 

Wassom, 1986).  Seu mecanismo de ação está baseado na clivagem das ligações 

alquil-oxigênio da molécula, produzindo um composto eletrofílico que forma ligações 

cruzadas entre as fitas de DNA. O fármaco causa problemas na duplicação do DNA 

e transcrição do RNA, causando o impedimento da divisão celular. Sua 

citotoxicidade está intimamente relacionada com esse efeito de alquilação, pois 

como sua atividade não depende da síntese de RNA, o busulfan pode afetar células 

que estão em qualquer fase do ciclo celular (Sikic, 2005). Estudos com Busulfan em 

ratas gestantes apresentaram filhotes com microcefalia e microftalmia acompanhada 

de hipoplasia na retina e catarata na lente ocular. (Furukawa et al., 2007; Ohira et 

al., 2013). Busulfan é capaz de causar lesões hispotatológicas sistêmicas (Ohira et 

al., 2009) e ao sistema nervoso central caracterizada por lesões neuronais e 

apoptoses de células progenitoras (Ohira et al 2013). O fármaco também é tóxico 

para células ovarianas e testiculares com diminuição de células germinativas em 

ratos. O Busulfan também é capaz de induzir anoftalmia, microtia, microabdômen, 

oligodactilia, micromelia, cauda curta, braquidactilia, anasarca, dentre outras 

sequelas em ratos e camundongos (Nagai, 1972). Não existem relatos de desordem 

motoras em animais expostos ao busulfan. 

 

2.4 DESENVOLVIMENTO NEUROMOTOR EM RATOS  

 

O desenvolvimento neuromotor em ratos evolui rapidamente no período de 

lactação (Jamon, 2006). Durante a primeira semana de vida, os ratos são capazes 

de rastejar e girar, no final da segunda semana desenvolve a capacidade de resistir 

à gravidade (Jamon, 2006). Por fim, na terceira semana conseguem caminhar 

(Jamon, 2006). 

 Sendo assim, o rato desenvolve uma adaptação aos sistemas que controlam 

o equilíbrio, fazendo com que ocorra de forma contínua, informações necessárias 

sobre a posição e o movimento de todas as partes do corpo (Winter, 1995). Este 
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controle também requer uma ligação entre o cognitivo e o motor, estando 

relacionados aos recursos atencionais, funções executivas e aos sistemas sensorial 

e músculo esquelético (Ruchinskas et al., 2000). Assim, a locomoção depende da 

funcionalidade desses processos sob a ligação de estruturas cerebrais superiores 

que costumeiramente encontra-se com problemas nas doenças neurológicas (Waite 

et al., 2005).  

A marcha normalmente começa quando o calcanhar do membro de referência 

faz contato com a superfície do solo. O ciclo da marcha termina quando o calcanhar 

do mesmo membro faz contato com o solo novamente (O’Sullivan, 2004). Moreira e 

Russo (2004) relataram que na marcha hemiparética normalmente observa-se flexão 

do membro superior com extensão do membro inferior do hemicorpo acometido. 

Como consequência, temos uma perna que não consegue suportar completamente 

o peso durante a fase de apoio, além de não se projetar para frente durante a fase 

de balanço, a não ser como um todo em circundação (Moreira e Russo, 2004). 

 O avanço da neurociência, o conhecimento e compreensão da 

neurofisiologia, juntamente com o surgimento de novas teorias do aprendizado, 

controle motor e a compreensão da neuroplasticidade são consideradas as bases 

das quais se apoiam os processos de aprendizagem e controle motor (Brasil, 2016). 

O aprendizado motor, o controle motor e a neuroplasticidade são o resultado da 

interação indivíduo com o ambiente e a tarefa (Brasil, 2016).  

Diante das alterações motoras que se conseguem mensurar, temos a 

modificação de aquisição de marcos do desenvolvimento, redução do tamanho da 

passada, aumento do ângulo do pé e prejuízo em habilidades motoras (Marcuzzo et 

al., 2008; 2010). Marcuzzo et al. (2008), encontraram em ratos com distúrbios 

neurológicos, redução da área muscular e aumento da densidade de fibras, além de 

modificações encefálicas como a redução de neurônios do córtex somatossensorial 

(Marcuzzo et al., 2008). 

Os músculos são morfologicamente, constituídos de fibras musculares 

constituídas por estruturas repetidas, os sarcômeros, sendo estes componentes 

contráteis fundamentais das fibras musculares (Ma, 2001). Cada sarcômero é 

formado por várias proteínas, dentre elas as proteínas contráteis miosina (filamento 

grosso), tropomiosina, troponina e actina (filamento fino), além das proteínas 
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estruturais, responsáveis pela organização e integridade funcional do sarcômeros 

(Ma, 2001). 

A contração muscular ocorre através da interação entre a actina e a porção 

globular da molécula de miosina, após a hidrólise do ATP (adenosina trifosfato), pela 

miosina ATPase (mATPase) (Ma, 2001). Existindo assim uma relação direta entre a 

velocidade de contração de um músculo e a atividade da mATPase, da porção 

globular da miosina (Talmadge e Roy 1993). Isto foi demonstrado em análises de 

fibras isoladas, que revelaram uma alta correlação entre o tipo de fibra, baseado na 

atividade da mATPase, com a especificidade da miosina de cadeia pesada (MHC) 

(Pette, 2001). Existem alterações secundária ao distúrbio motor, alterações no 

comprimento e/ou estrutura nas fibras rápidas que são as seguintes IIa, IIb e IId (x) 

sendo a IIb a mais rápida (Pette, 2001). 

A composição do músculo em relação aos diferentes tipos de fibras depende 

da função do músculo (Delp e Duan, 1996). Músculos posturais como, por exemplo, 

o músculo sóleo, possui maior proporção de fibras de contração lenta (tipo I), 

oxidativas e resistentes à fadiga (Delp e Duan, 1996). Os músculos envolvidos em 

atividades rápidas e que exigem força, como por exemplo, extensor longo dos dedos 

(EDL), possui maior quantidade de fibras de contração rápida (tipo II) altamente 

fadigáveis (Delp e Duan, 1996). 

A fibra IIa é uma fibra rápida intermediária, possuindo potencial 

moderadamente desenvolvido para geração de força (Piovesan, 2009). A mesma 

utiliza tanto o metabolismo oxidativo como o glicolítico para a produção de energia 

durante a contração muscular, sendo considerada fibra rápida, porém com certa 

resistência à fadiga (Piovesan, 2009). A fibra IIb utiliza predominantemente o 

metabolismo glicolítico para a produção de energia, sendo mais rápida, porém mais 

fatigável que a IIa (Piovesan, 2009). 

No período pós-natal de ratos foi verificado que os músculos rápidos e lentos 

apresentam quantidades de fibras rápidas e lentas parecidas antes de iniciar a 

diferenciação (Ishiahara e Tagachi, 1991). Na primeira semana pós-natal, o músculo 

sóleo possui quase metade é constituido de fibras rápidas, e após um ou dois meses 

diminui cerca de 10% (Wigston e English, 1992).  Do 8° ao 75° dias pós-natal houve 

aumento de fibra tipo I no músculo sóleo, diferente do EDL que diminui do 8° ao 21° 

dia pós-natal (Punkt et al., 2004). Os subtipos só foram vistos no 21° dia de vida. 

(Punkt et al., 2004). 



 28

  

 

Diferentes métodos podem ser utilizados para análise da atividade locomotora 

nestes animais, dentre eles, o campo aberto (análise observacional ou automática) é 

o mais comumente utilizado (Aragão, 2011). Indivíduos com distúrbios neurológicos 

como a paralisia cerebral tendem a apresentam maior cansaço, fadiga muscular e 

ineficiência da marcha, causando perda de deambulação (Stigger e Cols, 2011). 

O músculo sóleo de animais submetidos à paralisia cerebral experimental 

apresentou maior número de fibras tipo II e redução das fibras tipo I (Stigger e Cols, 

2011). Sabe-se que o músculo sóleo está relacionado à postura, apresentando 

maior quantidade de fibras tipo I (Stigger e Cols, 2011). Entretanto, após longo 

período de desuso, o músculo apresenta nítidas mudanças dos tipos das fibras 

(Stigger e Cols, 2011). Existe uma ligação direta entre o aumento do cansaço e da 

fadiga muscular com a maior distribuição de fibras tipo II no músculo de indivíduos 

com paralisia cerebral, visto que esta fibra é mais rápida e, portanto, mais fatigável 

que as fibras do tipo I (Stigger e Cols, 2011). Com isto, ocorre uma perda da 

deambulação com redução da distância percorrida e da velocidade média nestes 

animais, independente do estado nutricional (Oliveira, 2016). 

Animais que sofreram alterações neurológicas no período crítico de 

desenvolvimento apresentam padrões de marcha anormais (como elevação das 

patas traseiras e extensão anormal dos joelhos e tornozelos durante a marcha) 

(Marcuzzo e Cols, 2008). Além disso, apresenta redução do comprimento da 

passada pelo aumento do ângulo do pé e redução de movimentos articulares 

(Marcuzzo e Cols, 2008).  

A microcefalia causa alterações (Eickmann, 2016) na coordenação da marcha 

com efeito crucial no desenvolvimento da atividade locomotora dos animais que 

apresentaram alterações neurológicas anteriormente induzidas, reduzindo a 

distância percorrida por eles (Marcuzzo Ccols, 2008). Crianças portadoras de 

sequelas deste distúrbio neurológico tendem a apresentar inúmeras anomalias, 

dentre as sequelas existe a hipertonia global grave (rigidez muscular global) com 

hiper-reflexia reversa, que resulta na dificuldade de locomoção (Eickmann, 2016). 

Distúrbios motores causam nos indivíduos mudança na sensação, percepção, 

cognição, comunicação, comportamento (Bax et al., 2005) e alterações orofaciais, 

como é o caso de crianças com paralisia cerebral (Lacerda, 2017). Além disto, 

secundariamente, podem ocasionar distúrbios musculoesqueléticos como 

contraturas e deformidades (Bax et al., 2005). 
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2.5 ONTOGÊNESE DE REFLEXOS EM RATOS 

 

O desenvolvimento neuropsicomotor é um processo sequencial, contínuo e 

que apresenta íntima relação com a idade cronológica do indivíduo, pelo qual se 

adquire habilidades motoras, que evoluem de movimentos simples e desorganizados 

para habilidades motoras altamente organizadas e complexas (Flor et al., 2017). 

Diversos fatores podem colocar em risco o curso normal do desenvolvimento com 

interação entre o ser vivo e o meio ambiente através de receptores sensíveis aos 

diferentes estímulos do meio externo e do meio interno (Berg, 1994).  

Impactos durante o desenvolvimento do sistema nervoso central traz 

prejuízos severos tendo em vista que os eventos celulares estão acontecendo com 

maior vulnerabilidade (Noback e Eisenman, 1981). As alterações que o atuam 

podem alterar a estrutura e a função dos processos de desenvolvimento 

relacionados à idade, como a maturação da maioria das respostas reflexas e 

respostas motoras (Noback e Eisenman, 1981). Durante a gestação e o período de 

amamentação do rato, o crescimento e o desenvolvimento do sistema nervoso 

central ocorrem com grande intensidade (Morgane et al., 1993). 

O desenvolvimento neuropsicomotor atípico nem sempre está ligado à 

presença de alterações neurológicas ou estruturais (Marinho et al., 2016). Crianças 

com esse mau desenvolvimento, merecem atenção e ações específicas diante de 

possíveis problemas de coordenação e controle do movimento que podem durar até 

a fase adulta, e com isso trazem atrasos motores frequentemente associados a 

prejuízos secundários de ordem psicológica e social que dificultam a socialização de 

crianças e o seu desempenho escolar (Marinho et al., 2016). 

Durante o início da vida, existem determinadas funções que aparecem e 

desaparecem e que apresentam ligação com a evolução do sistema nervoso central 

(Brasil, 2016). Tais funções são reflexas e logo evoluem para complexas e 

voluntárias (Brasil, 2016). Algumas atividades que se mostram presentes ao 

nascimento são inibidas neste período, tornando-se atividades automatizadas em 

nível superior do sistema nervoso central (Diament et al., 2005). 

Todos os seres vivos aumentam de tamanho a partir do momento que 

nascem indo ao máximo de acordo com a espécie de cada um (Morgane et al., 

1993).  Porém, nem todos crescem como o esperado, devido a insultos ambientais 

ou outros insultos como, por exemplo, epigenético, no período crítico de 
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desenvolvimento (Morgane et al., 1993). Para isso, existem parâmetros com a 

finalidade de acompanhar o seu desenvolvimento (Fox, 1965 e Silva et al., 2005). No 

caso de ratos existe a avaliação sensório-motora, ontogênese de reflexos e 

desenvolvimento somático (Fox, 1965 e Silva et al., 2005).  A maturação dos 

reflexos indica que houve desenvolvimento do sistema nervoso (Fox, 1965).  

Várias evidências experimentais comprovaram que insultos ambientais são 

capazes de atrasar a maturação dos reflexos e diminuir os fatores murinométricas 

(Dobbing e Sands, 1971; Cadena-Burbano et al., 2017; Vasconcelos, 2012). Vários 

reflexos acontecem um após o outro, demonstrando a maturação do sistema 

nervoso central (Fox, 1965; Smart e Dobbing, 1971). O circuito neural da medula 

espinhal está envolvido nas ações mais simples dos reflexos (Fox, 1965; Smart e 

Dobbing, 1971). Diversos reflexos medulares ocorrem pelas fibras nervosas 

ascendentes sensitivas que possuem a função de levar a níveis superiores as 

informações obtidas, como acontece na parte superfície do corpo, principalmente, 

tronco e membros ou em órgãos internos (Nicholls et al., 1992). Diferente das fibras 

nervosas ascendentes, as fibras nervosas descendentes têm o papel de influenciar 

neurônios motores que serão os responsáveis pela contração dos músculos 

esqueléticos (Nicholls et al., 1992)  

Reflexos de preensão palmar, colocação pelas vibrissas, recuperação de 

decúbito e queda livre são mediados por neurônios da medula espinhal (Jacobson, 

1970; Cassydi et al., 1994). Alguns reflexos estão relacionados à sobrevivência, 

como é o caso da aversão ao precipício (Fox, 1965). Inicialmente as respostas são 

fracas, mas ao longo dos dias com o desenvolvimento músculo-esquelético tornam-

se mais fortes e mais perceptivos (Fox, 1965). Para o reflexo de resposta ao susto 

primeiro deve ocorrer o desenvolvimento da audição (Fox, 1965). Já para o reflexo 

de prensão palmar que é inato e desaparecerá à medida que o sistema nervoso 

central for amadurecido (Jacobson, 1970; Adlard e Dobbing, 1971). Assim, alteração 

no tempo de aparecimento ou de desaparecimento de algum reflexo pode estar 

associada ao padrão locomotor (Motz et al., 2005). O reflexo de geotaxia negativa 

tem como referência 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 (Motz et al., 2005). 
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Silva et al. (2005), protocolaram com referências anatômicas as medidas 

corporais do rato. Esta técnica bastante refinada é utilizada para avaliação do 

comprimento do corpo de ratos, medindo o eixo ântero-posterior, eixo látero-lateral, 

eixo longuitudinal e comprimento do corpo (Silva et al., 2005). A partir dessa técnica 

é possível avaliar alterações no comprimento dos ratos.  As características 

somáticas são possíveis de serem analisadas através de abertura ocular, erupção 

dos incisivos inferiores e superiores, abertura do conduto auditivo e do pavilhão 

auditivo (Fox, 1965; Smart e Dobbing, 1971). 

 

2.6 EFEITOS DO TREINAMENTO DE RESISTÊNCIA NO DESENVOLVIMENTO 

NEUROMOTOR 

 

O Treinamento é caracterizado como um processo repetitivo e sistemático 

composto de exercícios progressivos que visam o aperfeiçoamento do desempenho 

(Rochel et al., 2011).  O treino aeróbico tem como finalidade diminuir o percentual de 

gordura corporal, por ter maior facilidade de priorizar a utilização dos ácidos graxos 

como principal fonte energética (Guedes et al., 1998). Ele ajuda na melhora da 

capacidade cardiovascular e trabalha na prevenção da arteriosclerose e hipertensão 

(Bean, 1999). O treinamento anaeróbico também conhecido como resistido, de força 

e ou exercício contra resistência é um método de treinamento desportivo cujo 

principal meio são os pesos (barras, sobrecarga, halteres etc.) e a principal 

capacidade física treinada é a força (Guedes et al., 2003).  

O treinamento de força realizado com pesos é o mais popular no crescente 

número de academias, com inúmeros benefícios para a saúde e estética que atrai 

pessoas de todas as idades, visto que promove importantes benefícios na melhoria 

da aptidão musculo-esquelética, por exemplo, massa muscular e força muscular 

(Dias et al., 2006). A flexibilidade é um importante componente da aptidão física 

(Matsudo, 2003). Como consequência, intervenções que aumentem o desempenho 

da aptidão são importantes para a saúde (Dias et al., 2006). Mesmo que estudos 

venham sugerindo que programas de treinamento de força podem aumentar a 

flexibilidade (Dias et al., 2006). 

 Exercícios de força e intermitentes (que ligam esforços de alta intensidade 

com períodos de repouso) também exercem uma influência positiva sobre a 
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cognição, com melhoras no desenvolvimento de diferentes tarefas cognitivas, como 

velocidade de processamento, atenção seletiva e memória de curto prazo (Filho et 

al., 2014). É comprovado que atividade motora dinâmica aumenta a demanda 

energética em áreas do córtex que são responsáveis pelo controle motor, tais como 

área pré-motora, motora suplementar e sensório-motora (Ogoh et al., 2009). Os 

jovens fisicamente ativos apresentam maior ativação no espectro de bandas 

específicas realizadas através do exame de eletroencefalograma em áreas cerebrais 

específicas, e acredita-se que haja uma existência de uma maior rede de estruturas 

neurais em diversas regiões cerebrais, tais como lóbulo frontal, córtex cingulado 

anterior, lóbulo infra-temporal e córtex parietal, em resposta a atividade física regular 

(Filho et al., 2014). E cada uma dessas regiões está envolvida na realização de 

tarefas cognitivas específicas (Hilman et al., 2008). Estudo realizado com roedores 

(33 roedores sendo, 15 adultos e 18 idosos), demostrou que após realização de 

treinamento crônico houve um aumento de aproximadamente 55,6% na quantidade 

de células neurais em proliferação nos grupos treinados (Van Praag et al., 1999). 

Evidências recentes sugerem que exercícios localizados com cargas 

constituem estímulos osteogênicos mais eficientes do que exercícios sem carga e 

uniformemente distribuídos (Marcus et al., 1991). O desempenho motor é definido 

como um conjunto de movimentos lineares e eficientes que dão caracterização a 

execução de um determinado movimento (Almeida, 1999). A execução desses 

movimentos é oriunda das informações processadas no sistema nervoso central que 

são transmitidas pelos neurônios motores indo do encéfalo para a medula espinhal e 

do cérebro para o tronco encefálico e chegando por fim a musculatura esquelética 

(Gomes et al., 2015). O controle motor permite a execução do movimento com 

precisão e eficiência durante as atividades físicas (Leporace et al., 2009). O controle 

de movimento é transmitido a partir de informações sobre a força de contração e a 

ativação simultânea e coordenada das fibras motoras, dando confiabilidade à 

produção de um movimento dinâmico (Leporace et al., 2009). Porém, alterações no 

neurônio motor superior causa dificuldade para gerar força e sustentação (Gomes et 

al., 2015). 

O treinamento de força é uma importante modalidade de exercícios para os 

que buscam uma melhor qualidade de vida (Gomes et al., 2015). Este tipo de 

treinamento traz melhora ao sistema neuromuscular com a prática crônica de 
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atividade física (Gomes et al., 2015). Em humanos o teste de resistência traz 

melhoria para as fibras musculares, como resistência à fadiga, resistência 

anaeróbica, ganho de força muscular (envolvido na coordenação motora) e 

densidade mineral óssea (Hornberger e Farrar, 2004). Em ratos, o exercício por 

escalada em escada está associado à hipertrofia muscular, alterações no fenótipo 

de fibra muscular e adaptações neuromusculares (Hornberger e Farrar, 2004). 

Atualmente os modelos experimentais com ratos permitem elucidar, de forma 

objetiva e clara várias dúvidas a respeito do efeito do treinamento físico no 

organismo (Hornberger e Farrar, 2004; Cândido et al., 2017). 

O esquema de treinamento de força de intensidade moderada em adultos 

deve seguir uma série de 8 a 12 repetições de oito a dez exercícios com no mínimo 

2 vezes por semana (American College of Sports Medicine, 1998). Este esquema é 

suficiente para condicionar os principais grupos musculares (American College of 

Sports Medicine, 1998). Este aumento da força se dá devido à frequência de 

disparos das unidades motoras (somação temporal), maior recrutamento de 

unidades motoras (somação espacial) e maior coordenação intra e intermuscular 

(Maior e Alves, 2003). Ocorre a uma maior expressão de cadeias pesadas de 

miosina do tipo II com alta atividade da enzima ATPase (Maior e Alves, 2003). 

Nas doenças neurológicas existe uma redução das funções motoras, da força, 

resistência muscular, aumento de espasticidade, contraturas e dores nesses 

indivíduos (Paiva et al., 2010). Diante disto é recomendado que os níveis de 

treinamento de resistência se adequem aos dos parâmetros de saúde em geral que 

são de até 5 vezes por semana com período mínimo de 30 minutos em intensidade 

moderada de atividade anaeróbia (Paiva et al., 2010). Quando o indivíduo apresenta 

distúrbios neurológicos, a prática de atividade física não leva ao desaparecimento da 

sequela, porém, pode retardar sua progressão, principalmente no que diz respeito à 

rigidez muscular e lentidão dos movimentos (Hauser & Zesiewicz, 2001). Já se sabe 

que o treinamento de resistência possui um efeito neuroprotetor sobre o cérebro, 

auxiliando na proteção de várias doenças neurodegenerativas (Sasco et al., 1992). 

Segundo seus estudos realizados com ratos, os exercícios poderiam diminuir a 

vulnerabilidade da dopamina à agentes agressores (Sasco et al., 1992). A 

plasticidade do cérebro e seu poder regenerador podem ser melhorados com a 

atividade física (Sasco et al., 1992). 
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Na grande maioria das vezes, a microcefalia é acompanhada de alterações 

motoras e cognitivas que mudam de acordo com o grau de acometimento cerebral 

(Brasil, 2016). Desta forma cada paciente poderá ter comprometimentos diferentes, 

dependendo da área e da extensão do cérebro que foi atingida pela doença, 

podendo a criança apresentar atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, déficits 

auditivos, físicos, intelectuais, cognitivos e ou visuais (Brasil, 2016). Devido ao 

distúrbio de desenvolvimento ocasionado por lesões ou más-formações do sistema 

nervoso central, a criança com microcefalia apresenta, geralmente, distúrbio 

sensório-perceptivo-motor (Brasil, 2016).  Em relação à cognição, os danos 

contribuem de forma significativa nas aquisições motoras e funcionais ligadas à 

rotina da criança (Brasil, 2016). Essas alterações no controle motor podem acarretar 

prejuízos ao sistema muscular e esquelético, causando encurtamentos musculares, 

contraturas e deformidades das articulações, ou mesmo prejudicar o funcionamento 

do sistema respiratório (Brasil, 2016). 

Contudo, há uma escassez de relatos na literatura científica, que evidencie a 

utilização do modelo experimental de microcefalia sobre o desenvolvimento 

somático, a maturação dos reflexos e a coordenação motora em ratos bem como o 

treinamento físico de resistência podem melhorar a atividade locomotora, a 

coordenação motora, a força e o fenótipo muscular diante da microcefalia 

experimental. Para assim, inovar com extratégias fisioterápicas nas crianças com 

esta sequela,  
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3 HIPÓTESE 

No modelo experimental de microcefalia induzida pelo busulfan, há retardo do 

desenvolvimento somático e neuromotor, o treinamento físico de resistência reverte 

esses efeitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 36

  

 

4  OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL DA 1° PARTE DO ESTUDO 

Avaliar a maturação somática, as características físicas e o desenvolvimento 

sensório-motor em ratos provenientes de mães submetidas ou não, durante a 

gestação, ao busulfan. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS DA 1° PARTE DO ESTUDO 

Avaliar: 

 Desenvolvimento somático; 

 Aparecimento de características físicas; 

 Ontogênese de reflexos. 

 

4.3 OBJETIVO GERAL DA 2° PARTE DO ESTUDO 

Avaliar as eventuais repercussões do treinamento físico de resistência sobre 

o desenvolvimento neuromotor em ratos provenientes de mães submetidas ou não, 

durante à gestação, ao busulfan. 

4.4 OBJETIVOS ESPECÍFICOS DA 2° PARTE DO ESTUDO 

Avaliou em ratos submetidos a modelo experimental de microcefalia os efeitos de 

um programa de treinamento físico de resistência do 35 aos 61 dias de vida pós-

natal, sobre: 

 Atividade locomotora nos 8, 14, 17 e 21 e 28, 62 dias de vida; 

 Teste de força muscular aos 14, 17 e 62 dias de vida pós-natal; 

 Coordenação motora em barras paralelas aos 62 dias de vida; 

 Coordenação motora em rotarod aos 65 dias de vida pós-natal; 

 Peso encefálico nos 28 dias de vida e pesagem dos músculos sóleo e 

extensor longo dos dedos do lado direito aos 65 dias de vida pós-natal; 

  Análise histológica do córtex motor dos animais nos 28 dias de vida. 
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 5  MÉTODOS 

5.1 ANIMAIS DA 1° PARTE DO ESTUDO: MODELO EXPERIMENTAL DE 

MICROCEFALIA ASSOCIADO A SÍNDROMES CONGÊNITAS: CRITÉRIOS PARA 

AVALIAÇÃO DE DANOS NO CRESCIMENTO SOMÁTICO, CARACTERÍSTICAS 

FÍSICAS E MATURAÇÃO REFLEXA 

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 ninhadas) e Busulfan (B, n=8 

ninhadas) (O n por ninhada é seguido para garantir a variabilidade genética dos 

animais dentro de um mesmo grupo, e também expor a quantidade de animais 

nestes grupos). 

O grupo B recebeu Busulfan (sigma, 10 mg/kg/0,5 ml/100g de peso corporal 

das ratas), diluído em óleo de oliva por via intraperitoneal (i.p.). A concentração de 

10 mg/kg foi previamente relatada como sendo efetiva para induzir microcefalia por 

um estudo de dose resposta (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 não houve redução das ninhadas para o padrão de 8 filhotes 

por mãe, pois o critério utilizado para a redução da ninhada (peso corporal entre 6 e 

8g) poderia excluir os animais com danos no desenvolvimento (Bento-Santos et al. 

2011). As ninhadas foram mantidas com suas respectivas mães até 21 dias de vida 

pós-natais 

5.2 ONTOGÊNESE DE REFLEXOS 

Foi avaliada diariamente nos dois grupos experimentais a ontogênese de 

reflexos do 1 ao 21 dia de vida dos animais às 8:00 horas seguindo o método de Fox 

(1965) e Smart e Dobbing (1971 a). 
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Para cada reflexo foi considerado o dia do acontecimento depois de três dias 

consecutivos do aparecimento completo da resposta reflexa esperada. 

Preensão Palmar (PP): Este reflexo é primitivo e inato do animal. Para 

detecta-lo, um bastonete de 5 cm de comprimento e 1 mm de diâmetro foi 

pressionado levemente na pata anterior esquerda do animal, a resposta foi 

considerada negativa após duas tentativas em que o animal deixou de fazer a 

flexão. 

Figura 1 – Teste de preensão palmar realizado durante a lactação. 

 

Fonte: (Barros,1999) 

Recuperação de decúbito (RD): O animal foi colocado em decúbito dorsal e 

teve 10 segundos (s) para virar em decúbito ventral apoiado sobre as 4 patas, sendo 

considerada positiva (p) a resposta. 

Figura 2 – Teste de recuperação de decúbito realizado durante a lactação. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

Colocação pelas vibrissas (CV): O rato foi suspenso pela cauda de modo as 

suas vibrissas tocar a borda da mesa. O animal teve 10 s para colocar as patas 

dianteiras sobre a mesa tentando caminhar. 
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Figura 3 – Teste de colocação pelas vibrissas realizadas durante a lactação. 

 

(Campos, 2015). 

Aversão ao precipício (AP): O animal foi colocado com as patas dianteiras 

sobre uma superfície plana e alta (mesa) de forma a detectar o precipício. O animal 

teve 10 s para se afastar 45° da borda da mesa caracterizando aversão ao 

precipício. 

Figura 4 – Teste de aversão ao precipício realizado durante a lactação. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

Resposta ao susto (RS): O animal foi submetido a um estampido agudo 

realizado com bastonete metálico e um recipiente também metálico (4,5 cm de 

largura e 6 cm de comprimento) e oco, em uma distância de aproximadamente 10 

cm de distância do animal. A resposta foi considerada positiva quando ocorria uma 

simultânea e rápida retração com imobilização do animal caracterizando susto.  

Figura 5 - Teste de resposta ao susto realizado durante a lactação. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 
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Geotaxia Negativa (GN): O animal foi colocado com a cabeça para baixo e o 

corpo voltado para cima sobre uma rampa de 45° coberta com papel crepom preto. 

A resposta foi considerada positiva quando o animal girava o corpo em 

aproximadamente 140° ficando com a cabeça no sentido ascendente no tempo de 

até 10 s. 

Figura 6 - Teste de geotaxia negativa realizado durante a lactação. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

Queda livre (QL): O rato foi segurado pelas quatro patas no sentido ventral e 

solto com o dorso para baixo em uma altura de 30 cm (uma régua perpendicular ao 

plano serviu para medição), sobre um recipiente (30 cm largura x 12 de 

comprimento) com algodão para amortecer a queda. Foi considerada a queda livre 

positiva quando o animal caiu com o ventre para baixo e apoiado sobre as quatro 

patas. 

Figura 7 - Teste de queda livre realizado durante a lactação. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

5.3 MEDIDAS MURINOMÉTRICAS 

Cada animal foi medido no 1 pós-natal às 8:00 horas, com o auxílio de um 

paquímetro digital (JOMARCA ®) quanto às seguintes medidas (Silva et al., 2006): 

Eixo látero-lateral do crânio: Tendo como referência uma linha imaginária 

perpendicular ao eixo látero-lateral do crânio, dividindo os pavilhões auriculares ao 

meio, o animal foi contido com uma das mãos tendo a cabeça deste entre o 
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indicador e o polegar, e por fim foi realizada a medida do eixo, obtendo valores em 

mililitro (mm). 

Figura 8 - Medidas murinométricas do eixo látero-lateral do crânio durante o período 

de lactação. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

Eixo ântero-posterior do crânio: Foi considerada como referência umas 

linhas médias que vai do focinho até o ponto de interseção com outra linha 

perpendicular imaginária. A última passa tangencialmente às extremidades 

posteriores dos pavilhões auriculares. O animal foi contido com uma das mãos do 

pesquisador e com a cabeça entre os dedos polegar e indicador, obtendo valores 

em mm. 

Figura 9 - Medidas murinométricas do eixo ântero-posterior do crânio durante o 

período de lactação. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

Eixo longitudinal: O animal teve o dorso anterior e os posteriores 

comprimidos e a cauda de encontro a uma superfície plana e lisa (mesa). E então foi 

feito marcações com caneta que foram de encontro com o focinho e a base da 

cauda do rato, medindo assim a distância que coincide em mm.  
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Figura 10 - Medidas murinométricas do eixo longitudinal do crânio durante o 

período de lactação. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

Comprimento da cauda: O rato foi segurado por uma das mãos do 

pesquisador e foi colocada sua cauda verticalmente sobre uma base plana e lisa 

(mesa), foi realizada a marcação com caneta da base da causa e da sua 

extremidade, obtendo valores em mm. 

Figura 11 - Medidas murinométricas do comprimento da cauda durante o período de 

lactação 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

5.4 CARACTERÍSTICAS SOMÁTICAS 

As características foram avaliadas diariamente às 8:00 horas durante a 

lactação usando o método de Smart e Dobbing (1971). A idade de maturação foi 

definida com o dia que foi observado pela primeira vez, que são: 

Abertura do pavilhão auditivo: Os dois pavilhões ficam dobrados por serem 

caracteres primitivos, e com o tempo se desdobram ficando palpáveis pelo 

pesquisador. 

Figura 12 -Análise da abertura do pavilhão auditivo. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 
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Abertura do conduto auditivo: Os dois orifícios primitivamente nascem 

fechados e com o passar do tempo abre-se, fica visível de ver com o auxílio de uma 

lupa com foco luminoso. 

Figura 13 - Análise da abertura do conduto auditivo. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

Abertura ocular: Ambos os olhos abertos e com movimento palpebral.  

Figura 14 - Análise da abertura ocular. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

Erupção dos incisivos inferiores: Considerou-se o rompimento da gengiva 

com exposição incisal dos dentes inferiores. 

Figura 15 - Análise da erupção dos incisivos inferiores. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

Erupção dos incisivos superiores: Considerou-se o rompimento da gengiva 

com exposição incisal dos dentes superiores. 
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Figura 16 - Análise da erupção dos incisivos inferiores e superiores. 

 

Fonte: (Barros, 1999). 

5.5 ASPECTOS ÉTICOS  

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) (Anexo A). 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). 

5.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA DO ARTIGO 

•  A análise dos dados foi realizada por meio do programa estatístico 

GraphPad Prism 7;  

• Teste de Kolmogorov-Smirnov seguido de teste t de Student – 

Crescimento somático; 

• Um teste de Mann Whitney – Características somáticas e ontogênese de 

reflexos; 

• Dados expressos em desvio padrão; 

•  Significância estatística foi definida como P <0,05 em todos os casos. 
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5.7 ANIMAIS DA 2° PARTE DO ESTUDO: EFEITOS DO TREINAMENTO DE 

RESISTÊNCIA EM ANIMAIS SUBMETIDOS À MODELO EXPERIMENTAL DE 

MICROCEFALIA. 

Projeto foi realizado no Laboratório de Estudos em Nutrição e Instrumentação 

Biomédica (LENIB), no Centro de Ciências da Saúde UFPE – Recife. Foram 

utilizadas 12 ratas albinas da linhagem Wistar. Para a obtenção dos filhotes foram 

colocados macho e fêmea na gaiola, na proporção de 1:2 para o acasalamento. A 

confirmação da gestação foi realizada através da técnica de esfregaço vaginal e 

confirmada com a presença de espermatozóide e seguida de acompanhamento feito 

através do aumento do peso corporal da rata, que foi analisado a cada semana. A 

partir daí, foram formados aleatoriamente dois grupos de gestantes, com base na 

indução farmacológica de microcefalia: Controle (C, n=7) e Busulfan (B, n=6). A 

indução de microcefalia se deu por intermédio da administração de Busulfan (sigma, 

10 mg/ kg de peso corporal), suspenso em óleo de oliva (0,5 ml / 100 g de peso 

corporal das ratas) , nos dias 12, 13 e 14 de gestação (Furukawa et al. 2007), 

enquanto o grupo controle recebeu o veículo, óleo de oliva (0,5 ml / 100 g de peso 

corporal das ratas), ambos administrados por via intraperitoneal (i.p.). O período de 

administração do Busulfan corresponde à fase inicial de desenvolvimento do córtex 

cerebral (Desesso, 2005). Após o nascimento, não houve redução das ninhadas e 

os filhotes foram mantidos com suas respectivas mães, até os 21 dias de vida pós-

natal (P22). No 21o dia de vida, foi realizado o desmame e separados um número de 

3 a 4 ratos machos por gaiola. A partir daí, foram alimentados apenas com dieta 

padrão de biotério (Presence – ratos e camundongos). 

Ratos machos pertencentes a ambos os grupos passaram por um período, 

dos 35 aos 61 dias de vida, de treinamento de resistência em escada (Antonio-

Santos et al. (2016). Assim, dos grupos iniciais Controle e Busulfan, foram 

compostos os seguintes grupos; Controle não-treinado (CNT, n=5), Controle treinado 

(CT, n=6), Busulfan não treinado (BNT, n=5) e Busulfan treinado (BT, n=5). 

Experimentos que avaliaram a condição motora dos animais foram realizados antes 

e após o período de treinamento de resistência. A atividade locomotora em campo 

aberto, foi analisada aos 8, 14, 17, 21, 28 e 62 dias de vida. A avaliação da força 

muscular foi avaliada  aos 14, 17, 62 dias de vida. Os experimentos que avaliam 

coordenação motora foram realizados após o período de treinamento de resistência. 
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62 Rotarod 35 61 

Atividade locomotora 

A coordenação em barras foi realizado aos 62 dias de vida, e a coordenação no 

Rotarod, aos 65 dias de vida. Por fim, aos 65 dias de idades, os animais foram 

eutanasiados para extração do encéfalo, músculos extersor longo dos dedos direito 

e esquerdo, músculos sóleo direito e esquerdo para pasagem. 

 

  

 

 

 

 

 

  

 5.8 PROGRAMA DE TREINAMENTO FÍSICO DE RESISTÊNCIA 

O modelo e escada utilizada para o treinamento dos ratos foi adaptado de 

Antonio-Santos et al. (2016). Do 29 aos 33 dias de vida pós-natal, os animais 

passaram por adaptação da escada. No 1° dia de adaptação foram colocados por 30 

segundos dentro da caixa inferior transparente, logo após foram colocados no ponto 

1, 2 e 3 e subiram consecutivamente por no máximo 30 segundos e logo após, 

foram colocados no ponto 1 por 6 vezes consecutivas e realizaram a subida na 

escada. Nos 2° e 3° dias de adaptação, foram colocados a partir do ponto 1 e 

fizeram 10 subidas consecutivas. No 4° dia, subiram com o mosquetão preso com 

esparadrapo ao rabo, no 5° dia subiram com o mosquetão e tubete vazio presos 

com esparadrapo no rabo. Os 34 dias de vida pós-natal foi de descanso. A partir do 

35 dias de vida, começou o teste, no primeiro dia os animais realizavam o teste de 

carregamento máximo com 75% do peso corporal e as cargas eram chumbo de 

pesca, a partir da segunda subida era acrescida 10 gramas, após 3 erros 

consecutivos (o animal não conseguia realizar o teste no tempo previsto de 60 

segundos ou se soltasse a escada), era considerada a carga máxima  a última 

subida realizada com sucesso. Entre as subidas existia o tempo de descanso de 120 

segundos. No dia posterior ao teste de sobrecarga máxima, era realizado o 

treinamento de resistência por 5 dias consecutivos e o 6° dia era o descanso. A 

carga máxima era dividida em 30% (1° subida), 50% (2° subida) e 80% (3° subida 

até a décima ou até cometer os erros ditos anteriormente). O animal tinha o tempo 

Adap. Rota 

 rod 

Eutanásia e coleta de tecidos 

Treino de resistência 

29   -    33 8-14-17-21-28 

Adaptação da 

escada 

Teste de força 

65 

Barras paralelas 
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máximo para subir de 40 segundos e 90 segundos de descanso entre as repetições. 

O treinamento durou 4 semanas.  

Figura 17 - (A) Vista lateral do aparato de treinamento (uma escada com altura: 129 

centímetros; largura: 20cm; comprimento: 132 centímetros; com 87 degraus e 1 cm 

entre os degraus) (B) Vista frontal do aparato de treinamento, pontos para colocar os 

ratos (caixa inferior transparente, ponto 1 a 44 centímetros da base, ponto 2 a 88 cm 

da base, ponto 3, para 132 centímetros a partir da base e caixa superior escura). (C) 

O tubete consistia em um recipiente onde as cargas foram colocadas e uma fita de 

fixação formada de fita semi-elástica com um gancho na extremidade. A fita de 

fixação foi cuidadosamente fixada na porção proximal da cauda com um 

esparadrapo. As cargas foram confeccionadas com chumbo de pesca e possuiam 

pesos diferentes (D) Rato subindo a escada com uma sobrecarga fixa em sua 

cauda. Adaptado de Antonio-Santos et al. (2016). 

 

  

Fonte: (Antonio-Santos et al., 2016). 

5.9 ATIVIDADE LOCOMOTORA 

  Os filhotes machos foram avaliados nos 8, 14, 17 e 21 e 28, 62 dias de vida 

pós-natal. Um sistema de monitoramento em campo aberto circular (Ø1m) foi usado, 

delimitado por paredes de 30 cm de altura, com superfícies internas de cor preta e 

em sua base uma superfície de EVA (etil vinil acetato) também preta, de forma que 

seja obtido um contraste entre o animal e o campo usado. Uma câmera digital 

(VTR® 6638-CCTV System), com um sensor de infravermelho e LED de iluminação, 

fixada no teto a uma distância de 2,65m do solo e posicionada verticalmente ao 

centro do campo para filmar o animal enquanto este se movimentar. A câmera 
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apresenta resolução de 420 linhas, velocidade de 1/60 e 1/100 s e sua sensibilidade 

permite registrar imagens com iluminação mínima de até 0,1 lux. Para as filmagens 

foi utilizado o software Ulead VideoStudio®(ARAGÃO et al., 2011). Os ratos foram 

posicionados no centro do campo aberto e filmados por um período de 5 minutos 

cada um. Parâmetros analisados: massa corporal (g), distância total (m), distância 

real (m), deslocamento rotacional (m), velocidade média (m/s), gasto médio de 

energia (J), gasto energético total (J), potência média (mW), tempo parado (s), 

número de paradas, tempo parado/número de paradas (s), tempo nas áreas (s). 

Figura 18: A - Representação esquemática do Campo Aberto e do sistema de 

monitoramento; B – Câmera digital utilizada no registro das filmagens; C - 8: Imagem 

do rato no campo. Adaptado de Aragão et al., (2006). 

 

              

Fonte – (Aragão et al., 2006).                                        

5.10 ESTUDO DA FORÇA MUSCULAR 

Os animais foram suspensos pela base da cauda enquanto segurava em um 

cabo de aço (com 3 milímetros de diâmetro), distante 1 metro do chão, tendo que 

ficar agarrado pelos membros anteriores por um tempo limite de 60 segundos. O 

teste foi realizado com uma tentativa por dia nas idades de 14, 17 e 62 dias de vida 

pós-natal. Método adaptado de McDonnell-Dowling et al., (2015). 

Figura 19 - Animal com microcefalia aos 65 dias de vida 

 

Foto da autora. 

A 
B 

C 
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5.11 ESTUDO DA COORDENAÇÃO MOTORA NAS BARRAS PARALELAS 

O aparato consiste de 2 barras paralelas de 1.0 cm de diâmetro, com 

comprimento de 1,15 m com uma distância entre elas de 2,5 cm, conectadas a uma 

plataforma de 15x50 cm². O teste foi realizado no dia 62 de vida pós-natal (Ding et 

al., 2004; Ding et al., 2002a). Foram realizadas filmagens de duração de 5 minutos e 

posterior análise. Realizava-se sonorização levemente com aparelho metálico e com 

a utilização de rações colocadas nas extremidades do aparelho com o intuito de 

fazer o animal caminhar de um lado para o outro. Logo após foi contabilizado o 

tempo de imobilização, tempo de movimento (caminhando e virando de posição na 

haste) e quantidade de vezes que o animal deixava a pata traseira cair da haste 

(erros cometidos). Aparato desenvolvido durante minha pesquisa. O teste foi 

adaptado de Ding et al. (2002a, 2004). 

Figura 20: Representação do aparelho de barras paralelas com o animal realizando 

o teste. 

 

Foto da autora. 

5.12 ESTUDO DE COORDENAÇÃO MOTORA DE ROTAROD 

Os animais foram colocados em uma haste texturizada de 60 mm de diâmetro 

e 75 mm de comprimento, em rotação. A adaptação foi realizada por 3 dias 

consecutivos com rotação de 10 rpm e duração de 2 minutos. No 4° dia, 

previamente ao teste ocorreu mais uma adaptação de 2 minutos com velocidade de 

16 rpm. Logo após a última adaptação, foi realizado o teste e então contabilizado o 

tempo. A rotação do teste foi de 25 rpm e o tempo máximo sobre a haste era de 7 

minutos, ocorrendo 5 repetições, entre cada repetição existia o descanso de 15 

minutos. Adaptado no estudo de Marques et al., (2014). 
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5.13 PESAGEM E COLETA DE TECIDOS 

Aos 65 dias de vida pós-natal, os animais foram pesados e, em seguida, 

eutanasiados por decaptação para extração dos músculos extensor longo dos dedos 

direito e músculos sóleo direito e. Estes tecidos foram lavados em solução de NaCl a 

0,9% e pesados em balança eletrônica (Marte®, modelo AL 500, com sensibilidade 

de 0,001g – MG, Brasil). 

5.14 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DO CÓRTEX CEREBRAL 

 

No 28° dias de idade, os animais foram anestesiados com quetamina e 

xilazina (50 mg/kg, ip) e submetidos a perfusão transcardíaca imediata com solução 

salina tamponada fosfatada seguida de solução fixadora (4% de paraformoaldeído 

em PBS 0,1 M, pH 7,4 a 4º C). Após a perfusão, os encéfalos foram extraídos da 

caixa craniana e logo após foram fixados na mesma solução fixadora a 4°C durante 

uma noite. Logo após foram desidratados em solução crioprotetora (30 % de 

sacarose em PBS 0.1 M) também a 4°C durante todo o tempo necessário. Logo em 

seguida, foram armazenados em freezer -80 °C (graus Celsius). Foram realizados 

cortes seriados do cérebro de cada animal (20 μm de espessura) em direção à 

região occipital. Os cortes foram submetidos à coloração pela cresil-violeta e foram 

visualizados ao microscópio óptico. Realizaram-se estudos morfométricos por 

microscopia óptica no córtex motor (M1) que está ligado à área dos membros 

inferiores, identificado através de coordenadas estereotáxicas (3.72 a 0.00 mm de 

bregma) (Paxinos; Watson, 1986). As imagens da área especificada foram 

fotografadas com aumento de 40x (para contagem de células na camada V), usando 

uma câmera digital adaptada a um microscópio óptico (OLYMPUS modelo U-CMAD-

2) e a um sistema digital de análise de imagens. Foi contada a unidade de área 

(1365.84 µm2) de cada rato manualmente em 10 campos em cada corte (cinco no 

hemisfério esquerdo e cinco no direito) (Marcuzzo et al., 2010). A identificação dos 

neurônios foi feita pela presença de um citoplasma corado e pelo seu tamanho 

(rotineiramente é maior que as células da glia e com formato não esférico) 

(Marcuzzo et al., 2010). As células da glia geralmente são menores do que os 

neurônios e possuem aspecto esférico (Marcuzzo et al., 2010). A contagem foi 

realizada pelos neurônios piramidais característicos (com os nucléolos claramente 

visíveis). 
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5.15 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

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

Prism 7 

• Teste paramétrico anova seguido do pós-teste de Bonferroni – atividade 

locomotora, barras paralelas, rotarod, peso encefálico e peso muscular aos 

65 dias; 

• Teste de Mann- Whitney – teste de força nos 14 e 17 dias; 

• Teste estatístico não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pós-

teste de Dunns – Teste de força aos 62 dias; 

• Teste estatístico paramétrico anova two way, seguido do pós-teste de 

Tukey – treinamento de resistência; 

• Teste de paramétrico Kolmogorov-Smirnov seguido de teste t student – 

peso encefálico e análise encefálica nos 28 dias de vida pós-natal; 

• Dados apresentados em erro padrão; 

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

6.1 ARTIGO DA 1° PARTE DO ESTUDO ESTÁ DISPOSTO NO APÊNDICE A - 

EXPERIMENTAL MODEL OF MICROCEPHALY ASSOCIATED WITH CONGENITAL 

SYNDROMES: CRITERIA FOR EVALUATION OF DAMAGE IN SOMATIC GROWTH, 

PHYSICAL FEATURES AND REFLEX MATURATION. 

O MESMO FOI SUBMETIDO À REVISTA NEUROTOXICOLOGY AND 

TERATOLOGY (ANEXO B). 

 

6.2  RESULTADOS DA 2° PARTE DO ESTUDO - EFEITOS DO TREINAMENTO DE 

RESISTÊNCIA EM ANIMAIS SUBMETIDOS A MODELO EXPERIMENTAL DE 

MICROCEFALIA. 

6.3 ATIVIDADE LOCOMOTORA 

O teste de atividade locomotora foi feito aos 8, 14, 17, 21, 28 e 62 dias de dia. 

No oitavo dia de vida, foi observado menor massa corporal (gramas) do grupo 

busulfan em comparação com o grupo controle (8 dias – Controle: 13,80± 0,372 vs 

Busulfan: 9,70 ± 2,828 , p<0,022) (figura 1A); Foi observado menor tempo 

parado/número de paradas (segundos) (8 dias – Controle: 3,249 ± 3,979 vs 

Busulfan: 6,09 ± 0,524, p<0,001) (Figura 1K) e maior tempo na área intermediária 

(segundos) (8 dias – Controle: 427,3 ± 12 vs Busulfan: 147,5 ± 41,94, p<0,036) 

(Figura 1L). No vigésimo primeiro dia de vida, observou-se maior distância total 

percorrida (metros) no campo aberto do grupo busulfan em relação ao controle (21 

dias - Controle: 19,68 ± 147 vs Busulfan: 1456,7 ± 41,4 p<0,047) (figura 1B). Não foi 

visto diferença estatística na distância real (Figura 1C), deslocamento rotacional 

(Figura 1D), velocidade média (Figura 1E), gasto médio de energia (Figura 1F), 

gasto energético total (Figura 1G), potência média (Figura 1H), tempo parado 

(Figura 1I), número de paradas (Figura 1J), tempo nas áreas aos 14 dias (Figura 

1M), tempo nas áreas aos 17 dias (Figura 1N), tempo nas áreas aos 21 dias (Figura 

1O), tempo nas áreas aos 28 dias (Figura 1P). 

Aos 62 dias de idade, observamos a influência do treinamento sobre os 

parâmetros da atividade locomotora. O grupo controle não treinado (CNT) 
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apresentou maior deslocamento rotacional (metros) em comparação ao grupo 

busulfan não treinado (BNT) (CNT: 3,790 ± 1,695 vs BNT: 2,525 ± 0,171, p<0,0231) 

(Figura 2D), e o Controle treinado (CT) em relação ao Busulfan treinado (BT) (CT: 

3,972 ± 0,055 vs BT: 2,765 ± 0,362, p<0,0256) (Figura 2D) mostrando que o animal 

apresenta dificuldade de locomoção, e que o treino foi benéfico para o busulfan 

treinado, assim como também foi visto no tempo parado (segundos) na área central 

do campo aberto, o animal busulfan não treinado (BTN) ficou mais tempo parado 

que o busulfan treinado (BT) (BNT: 112,3 ± 94,3 vs BT 387,7 ± 75,00, p<0,0206) 

(Figura 2L). Mas não foi visto diferença na massa corporal (Figura 2A), distância total 

(Figura 2B), distância real (Figura 2C), deslocamento rotacional (Figura 2D), 

velocidade média (Figura 2E), gasto médio de energia (Figura 2F), potência média 

(Figura 2G), tempo parado (Figura 2H), número de paradas (Figura 2I), número de 

paradas (Figura 2J), tempo parado/número de paradas (Figura 2K).   

  



 54

  

 

 

  

          

         

Figura 1: Atividade locomotora em ratos controle e busulfan aos 8,14,17,21,28 dia de 
vida pós-natal. (A) Massa corporal (g); (B) Distância total (m); (C) Distância real (m); 
(D) Deslocamento rotacional (m); (E) Velocidade média (m/s); (F) Gasto médio de 
energia (J); (G) Gasto energético total (J); (H) Potência média (mW); (I) Tempo parado 
(s);  (J) Número de paradas (n); (K) Tempo de parada/número de paradas (s); (L) 
Tempo 8 dias (s); (M)Tempo 14 dias (s); (N) Tempo 17 dias (s); (O)Tempo 21 dias (s); 
(P) Tempo 28 dias (s). Controle (n°/ninhada = 12), Busulfan (n°/ninhada = 11). Valores 
são expressos em Média + erro padrão. ANOVA Two-Way medidas repetidas *p<0,05 
seguido de teste Bonferroni. 
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6.4 FORÇA MUSCULAR 

O teste de força foi realizado em idades diferentes, 14, 17 e 62 dias de vida. Os 
animais tratados não apresentaram diminuição da força aos 14 dias (Figura 3A) e 17 
dias (Figura 3B), aos 62 dias (Figura 4ª).  

 

 

 

 

 

Figura 2: Efeito do treinamento físico sobre o teste de comportamento de ratos 
controles e busulfan. Aos 62 dias de idade, ratos pertencentes aos grupos 
Controle não treinado (n°/ninhada=5), Controle treinado (n°/ninhada=6), Busulfan 
não treinado (n°/ninhada=6) e Busulfan treinado (n°/ninhada=5), passaram pelo 
teste de atividade locomotora, onde foi registrado.(A) Massa corporal (g); (B) 
Distância total (m); (C) Distância real (m); (D) Deslocamento rotacional (J); (E) 
Velocidade média (m/s); (F) Gasto médio de energia (J); (G) Gasto energético 
total (J); (H) Potência média (mW); (I) Tempo parado (s);  (J) Número de paradas 
(n); (K) Tempo de parada/número de paradas (s); (L) Tempo nas áreas (s). Valores 
expressos em média ± erro padrão, *CNT e BNT; $CT e BT *P<0,05 ANOVA two 
way, seguido de teste Bonferroni.  

B A 
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6.5 TREINAMENTO DE RESISTÊNCIA 

O treinamento físico realizado durante as quadro semanas não se mostraram 
eficientes para aumentar o peso das sobrecargas (Figura 5A) e das 10 gramas entre 
as subidas (Figura 5B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.6 BARRAS PARALELAS E ROTAROD  

Os animais realizaram o teste de barras paralelas aos 62 dias de vida, após o 
treinamento de resistência. E foi encontrado diferença na média de tempo andando, 
foi menor no grupo CT em relação ao BT (CT: 28,5 ± 12,59 m vs BT: 158 ± 21,2 m, 
p<0,0032) (Figura 6B), CNT e CT (CNT: 117 ± 21,21 m vs CT: 28,5 ± EP m, 

Figura 3: Latência da queda durante o teste de força muscular aos 14 (A) e 17 (B) 
dias pós-natal. Controle (n°/ninhada = 12), Busulfan (n°/ninhada = 12), passaram 
pelo teste de força. Valores expressos em média ± erro padrão, P<0,05 teste de 
Mann Whitney. 

Figura 4: Latência da queda durante o teste de força muscular aos 62 dia pós-natal, 
ratos pertencentes aos grupos Controle não treinado - CNT (n°/ninhada = 5), 
Controle treinado - CT (n°/ninhada = 7), Busulfan não treinado - BNT (n°/ninhada = 
7) e Busulfan treinado - BT (n°/ninhada = 5). Valores expressos em média + erro 
padrão, *P<0,05 Kruskal Wallis, seguido de teste seguido de DUNN. 
 

A 
B 

Figura 5: Efeito do treinamento físico em ratos controles e busulfan aos 62 dias 
pós-natal. Controle treinado (n°/ninhada = 7) Busulfan treinado (n°/ninhada = 6), 
passaram pelo treinamento de resistência nos animais durante 4 semanas (A) e 
médias das 10 gramas acrescidas entre as semanas de treino (B).Valores 
expressos em média ± erro padrão, p<0,05 ANOVA two way, seguido de teste 
Tukey.  
 



 58

  

 

p<0,0400) (Figura 6B), CNT em relação a BNT (CNT: 117 ± 21,21 m vs BNT: 180 ± 
18,72 m, p<0,0394) (Figura 6B) . Quando foi analisada a média de erros verificamos 
que CNT fez menos erros que BNT (CNT: 19 ± 2,112 m vs BNT: 34,5 ± 4,201 m, 
p<0,0098) (Figura 6C) e que CT menos que BT (CT: 16 ± 3,612 m vs BNT: 34,5 ± 
4,201 m, p<0,0438) (Figura 6C). Como os animais busulfan apresentam 
características de se movimentar mais, porém não apresenta uma boa coordenação 
motora. O rotarot (Figura 6D) não conseguiu mostrar diferença entre os grupos, 
porém o grupo BNT apresentou uma característica de cair mais que os todos os 
grupos e que quando treinados a latência da queda foi menor.   
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6.7 PESO CORPORAL E MUSCULAR 

O peso encefálico absoluto aos 28 dias de vida foi diferente entre os grupos 
controle e busulfan (C: 1,34 ± 0,0320 g vs B: 1,06 ± 0,0407 g, p<0,0005) (Figura 8A). 
O peso corporal dos animais aos 65° dia de vida foi diferente entre os grupos CNT e 
BNT (CNT: 259 ± 1,496 g vs BNT: 251 ± 1,682 g, p<0,0120) (Figura 8B), BNT e BT  

Figura 7: Avaliação em barras paralelas de ratos controles e busulfan aos 62 dias 
pós-natal. Controle não treinado (n°/ninhada=5), Controle treinado (n°/ninhada=7), 
Busulfan não treinado (n°/ninhada=6) e Busulfan treinado (n°/ninhada=5), 
passaram pelo teste de barras paralelas e rotarod, onde foi registrado média de 
tempo parado (A), média de andando (B), média de erros (C), tempo de latência 
(D). Valores expressos em média ± erro padrão, *P<0,05 *CNT vs BNT, $CT vs 
BT, #CNT vs CT ANOVA two way, seguido de teste Bonferroni.  
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(BNT: 251 ± 1,682 g vs BT: 254 ± 1,058 g, p<0,0232) (Figura 8B). Mostrando que o 
aumento da massa muscular fez aumentar o peso corporal dos animais. 

Os músculos depois de dissecados foram pesados e normalizados mostrando 
diferença no peso absoludo do músculo EDL direto entre os grupos BNT e BT (BNT: 
0,077 ± 0,012 g vs BT: 0,100 ± 0,010 g, p<0,05) (Figura 8G). Porém, não foi visto 
diferença entre o peso encefálico relativo (Figura 8C), peso muscular relativo do EDL 
direito (Figura 8D).  
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Figura 8: Pesagem de animais do grupo controles e busulfan. Aos 28 dias de vida 
Controle (n°/ninhada=5) e Busulfan (n°/ninhada=7) (A) Valores expressos em 
média ± erro padrão, *P<0,05 Mann Whitney. Aos 65 dias de idade, ratos 
pertencentes aos grupos Controlem não treinado (n°/ninhada=5), Controle 
treinado (n°/ninhada=7), Busulfan não treinado (n°/ninhada=6) e Busulfan treinado 
(n°/ninhada=5), tiveram mensurado a pesagem corporal aos 65 dias (B), peso 
relativo do músculo EDL direito (C) peso absoluto do músculo EDL direito (E), 
peso muscular relativo do sóleo direito (E) e peso absoluto do músculo sóleo 
direito (F). Valores expressos em média ± erro padrão, *P<0,05 *CNT vs BNT, 
¥BNT vs BT e $CT vs BT ANOVA two way, seguido de teste Bonferroni. 
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6.8 ANÁLISE HISTOLÓGICA ENCEFÁLICA DO CÓRTEX MOTOR     

Após análise do córtex motor aos 28° dias de vida, verificamos que a área do 
neurônio foi menor no grupo busulfan em relação ao grupo controle (C:422,39 ± 
42,08 m vs B: 280,73 ± 35,18 m, p<0,0009) (Figura 9A). Porém, não foi encontrada 
diferença no perímetro do neurônio (Figura 9A), célula da glia/neurônio (Figura 89).  
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Figura 9: Análise histológica do córtex motor em ratos controles e busulfan. Aos 28° 
dias de idade, ratos pertencentes aos grupos Controle (n°/ninhada=5), Busulfan 
(n°/ninhada=5), área do neurônio (A), perímetro do neurônio (A), célula 
glia/neurônio (C). Valores expressos em média ± erro padrão, *P<0,05 Teste t 
student. 
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7 DISCUSSÃO 

 

O trabalho investiga alterações neuromotoras em ratos expostos a fármaco. 

Os animais passaram por exposição ao busulfan durante o período gestacional e o 

mesmo trouxe repercussões para a vida do animal, como diminuição da área do 

neurônio aos 28 dias de vida, menor peso corporal aos 8 dias de vida, um maior 

deslocamento no campo aberto aos 21 dias de vida, assim como maior tempo 

parado/número de paradas aos 8 dias de vida e maior tempo na área intermediária 

do campo aberto e menor tempo na área periférica mostrando dificuldade na 

locomoção. Após o treinamento de resistência, aos 62 dias de vida os animais 

expostos ao busulfan sem treino caminharam menos que os animais controle que 

não treinaram e o tratado treinado caminhou mais que o controle treinado no 

deslocamento rotacional, comprovando que os animais tratados apresentam 

dificuldade de locomoção mesmo após o treinamento de resistência, verificamos que 

os tratados sem treino ficaram mais tempo parados, quando analisamos o centro do 

campo aberto. Aos 14 e 17 dias de vida, o grupo microcefalia experimental não 

apresentou redução da força muscular. Consequentemente, aos 62 dias de vida, 

não foi observado influência do treinamento sobre a força muscular em animais com 

microcefalia. Os animais tratados treinados tiveram um aumento de massa muscular 

do EDL direito e aumento de peso corporal. O peso encefálico foi menor no grupo 

exposto ao busulfan aos 28 dias e vida. 

O peso corporal aos 8 dias de vida no grupo de microcefalia experimental foi 

baixo, mostrando o efeito causado pelo fármaco ofertado no período gestacional das 

mães, foi capaz de repercutir ainda após o nascimento, mas, verificamos que o 

animal depois recuperou o peso corporal. Para avaliarmos os efeitos da microcefalia 

sobre a atividade locomotora, realizamos o teste de campo aberto. Nele observamos 

aos 8 dias de vida o animal busulfan ficou menos tempo parado/número de paradas 

no campo aberto, tendo a necessidade de apresentar um comportamento 

hipercinético. Verificamos também, que os animais tentaram sair do centro do campo 

aberto indo para a periferia, onde a mesma precisa tocar suas vibrissas no canto do 

local que se encontra, para assim se localizar (Kopp et al., 1997). Porém os animais 

permaneceram mais tempo na área intermediária, esta dificuldade de ir para a 

periferia é devido à locomoção que se encontra prejudicada diante das sequelas 

presentes causadas pelo alquilante no período crítico da vida. A distância percorrida 
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pelos animais aos 21 dias de vida foi maior nos animais expostos ao busulfan, 

verificando que o animal por ter se deslocado mais, apresenta a característica de 

hiperatividade, característica de maior movimento realizado ao longo do dia, ficando 

menos tempo parado. Após o período de treinamento de resistência, foi realizada 

atividade locomotora aos 62 dias de vida, e foi verificado que os animais tratados 

não treinados apresentaram um deslocamento rotacional menor que o controle não 

treinado, mostrando o efeito do fármaco sobre as sequelas adquiridas após a 

exposição ao busulfan. Verificamos também que os animais tradados não treinados 

permaneceram mais tempo parados no centro do campo aberto, vemos que existe 

um problema na locomoção e após o treinamento vemos uma melhora nos 

indivíduos. A fraqueza muscular é um prejuízo motor comum em pacientes com 

doenças neurológicas (Sharp, et al.,1997), dentre as sequelas apresentadas existe a 

diminuição da velocidade de marcha, em um estudo foi verificado que após 

treinamentos existiu a uma melhora no desempenho funcional (Morris et al., 2004). 

Esses treinamentos que fortalecem os músculos apresentam benefícios na 

reabilitação de indivíduos com sequelas neurológicas e motoras (Morris et al., 2004). 

O teste de força realizado com 14 e 17 dias não mostrou diferença entre os 

animais. Os animais passaram pelo treinamento de resistência, e aos 62 dias de 

vida foi feito o teste de força novamente e os animais também não mostraram 

diferença estatística, e o esperando é que com a aumento da massa muscular 

ajudasse, e isso não aconteceu. Fato também encontrado no estudo de Zorzi et al. 

(2015), onde animais expostos a um antineoplásico e que passaram por 6 semanas 

de treino de resistência (natação com carga) não tiveram a força alterada. Este 

resultado mostra o efeito do fármaco permanece ao longo da vida prejudicando a 

força muscular dos indivíduos. Similarmente, Filho e colaboradores não observaram 

em humanos diferenças no desempenho funcional em indivíduos portadores de 

doenças neurológicas após treinamento por 9 semanas (Filho et al., 2013). O 

desempenho funcional consiste na habilidade de gerar força a partir da força, ou 

seja, a potência (Allen et al., 2009). Com isso, vemos que existe uma dificuldade 

maior em indivíduos com distúrbios neurológicos de melhorarem a força muscular 

após a lesão do sistema nervoso. Diferente do estudo de Santos (2018), realizado 

em crianças com microcefalia causada por ZIKV que após o treinamento para 

melhorar o desenvolvimento motor da criança com duração de 30 minutos diário por 

5 semanas, verificaram que o objetivo foi alcançado, melhorando o aspecto motor 
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das crianças. As crianças precisam de estimulação precoce das funções motoras, 

tendo em vista que elas não apresentam noção de espaço, localização da parte do 

corpo, e também tonicidade e força muscular adequada (Barata et al., 2010).  

 A prática de treinamento físico é capaz de promover benefícios físicos e 

psicológicos para crianças e adolescentes com distúrbio neurológico independente 

do comprometimento neuromuscular de cada indivíduo. Além dos problemas que o 

indivíduo apresenta decorrente das sequelas, podem-se ter doenças secundárias a 

ela, como obesidade e osteoporose, sendo a rotina de praticar treinos uma ajuda na 

prevenção das mesmas (Maher et al., 2016). Verschuren et al. (2008), verificou em 

sua revisão sistemática, que um programa de treinamento de no mínimo 6 semanas, 

com frequência de três sessões por semana, pode aumentar o desempenho 

muscular em membros inferiores de pessoas com doenças neurológicas. E Damiano 

(2009) indica que é necessário ter um treinamento regular e contínuo. Diante disso, 

não foi verificada diferença no treino de resistência entre os animais, tendo em vista 

que o tempo foi curto (4 semanas), em relação aos grupos que estudam doenças 

neurológicas e seus benefícios realizados ao treinamento físico. 

As barras paralelas e o rotarod servem para verificação da coordenação 

motora dos animais (Ding et al., 2001ª; Fernández-Guasti, 2016), essas tarefas 

motoras (barras e rotarod) têm sido utilizadas em estudos que tratam dos efeitos do 

treinamento muscular complexo sobre a plasticidade neuronal em ratos normais 

(Black et al., 1990; Kleim et al., 1996; Isaacs et al., 1992) bem como sobre déficit de 

desempenho motor em problemas neurológicos (Ding et al., 2002 a). Diante disto, 

realizamos os dois testes. O de barras paralelas comprovou que os animais do 

grupo busulfan que não realizaram o treino de resistência, ficaram menos tempo 

parados nas barras paralelas. Como consequência, apresentavam mais tempo 

andando sobre as barras paralelas e também mais erros eram cometidos, 

demostrando que a hiperatividade estava presente e que a coordenação motora dos 

animais não era boa. O treinamento não melhorou a coordenação motora dos 

animais portadores de microcefalia quando comparamos as análises entre o rato 

tratado não treinado e tratado treinado. Diferente do que se encontra em Cândido et 

al. (2017), que verificaram que o sedentarismo também provocou um maior número 

de erros entre os grupos de treinamento de resistência e muscular e que o ganho de 

resistência física e força muscular possibilitam melhora do desempenho motor. Os 

nossos dados de rotarod não mostraram benefício aos animais em relação a 
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coordenação e equilíbrio, após o treinamento de resistência. Como também foi visto 

no estudo de Fernández-Guasti (2016), que os animais após passarem por teste de 

nado forçado e após terem realizado o teste de rotarod, não mostraram diferenças 

entre si.  

 O desenvolvimento anormal do cérebro traduz uma das principais causas 

de distúrbio neurológico (Cattabeni et al., 1997). Encontramos essa sequela nos 

nossos ratos, onde os animais que foram expostos ao fármaco apresentaram 

redução do peso encefálico aos 28 dias de vida (Woods, 2004). Furukawa et al., 

(2007) também encontrou redução do peso encefálico absoluto nos seus animais 

que passaram pela exposição da mesma substância no mesmo período gestacional, 

o efeito do fármaco interferiu no crescimento encefálico. E com isso vemos refletir 

não apenas na redução do perímetro encefálico, mas sequelas em todo o corpo 

(Furukawa et al., 2007).  

  Distúrbios neurológicos são deficiências na função predominantemente 

sensoriomotora, onde há mudança na conformidade do tônus muscular, na postura e 

na movimentação voluntária (Cargnin et al., 2003), e comprimento muscular 

(Shepherd, 1998). A espasticidade pode ter a definição de “aumento na tensão do 

músculo quando ele é passivamente alongado, a qual é causada por um exagero do 

reflexo de estiramento muscular” (Kerem et al., 2001). Mudança na musculatura 

esquelética secundária à alteração do tônus muscular dificulta o movimento 

voluntário (Cargnin et al., 2003).  Campbell (1996) verificou que com o devido 

tratamento, torna-se um modo mais fácil de diminuir as deficiências funcionais em 

muitas crianças, sendo o alvo de tratamento nos casos de doenças neurológicas, 

fazendo com que haja um aumento das habilidades do indivíduo e a diminuição das 

suas deficiências (Cargnin et al., 2003), visto a deficiência motora, ritmo e equilíbrio 

presentes (Souza 2002). Como ajuda para isto, existe o treinamento físico, que 

aumenta a força muscular, a resistência aeróbia, auxilia na autonomia em 

locomoção, melhora na irrigação sanguínea, melhora na postura corporal, 

diminuição do débito cardíaco e da frequência cardíaca, maior absorção de oxigênio, 

criação de novas reações em reflexos ligados a estímulos e respostas (Tsutsumi et 

al. 2004). Verificamos isto com nossos resultados, o peso absoluto do músculo EDL 

direito em que o grupo busulfan não treinado foi menor em relação ao busulfan 

treinado o treino apresentou um efeito muito benéfico. De um modo geral, espera-se 

que os indivíduos que são colocados para realização de treinamento consigam obter 
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adaptações morfológicas significativas, ou seja, hipertrofia muscular (Lima et al., 

2006). A hipertrofia muscular esquelética é uma resposta à condição de exercício 

físico passado previamente contra uma resistência, o que provoca um aumento na 

síntese e/ou diminuição na degradação de proteínas miofibrilares (Glass, 2003) e 

como consequência promove aumento da massa muscular (Bodine, 2001). A 

autofagia é importante na homeostase celular e manutenção da massa muscular 

esquelética, provando sua importância no processo de hipertrofia do músculo 

(Bodine, 2001). No exercício crônico foi observada autofagia ativada em músculo 

sóleo através de aumento em LC3II/I (Pinto et al., 2014). Durante o intervalo de 

treinamento existe a pausa que configura uma variável importante durante o 

treinamento (ACSM, 2002; Kraemer et al., 2004), podendo ter influência diretamente 

nas mudanças fisiológicas e no desempenho das pessoas (Lima et al., 2006). 

Existem estudos que apresentam intensidade e duração de pausa do treinamento 

podem ter uma mudança estatisticamente significativa em respostas hormonais 

(Kraemer et al., 1990; 1993), cardiovasculares (Fleck, 1988) e metabólicas 

(Hakkinen et al., 1993; Abdessemed et al., 1999). Pausas de 90 a 120 segundos têm 

sido classificadas e prescritas como uma fase moderada para recuperação para 

inúmeros programas de treinamento de força (Kraemer et al., 2003), assim como foi 

um dos requisitos do nosso trabalho para o treinamento resistência. E também 

repetições de 8 e 12 séries tem sido indicado para o aumento da massa muscular 

(Kraemer et al., 2004), sendo o mesmo padrão utilizado no nosso estudo, que foi de 

10 repetições no máximo por dia.  

 O nosso estudo demostrou uma redução da área do neurônio do córtex 

motor nos animais expostos ao busulfan. O lobo frontal é basicamente formado por 

duas grandes áreas corticais: córtex motor e o córtex pré-frontal (Souza, 2014). O 

córtex motor está localizado na região do giro pré-central, entre o sulco central e o 

sulco pré-central, diferentemente do córtex pré-frontal que está situado na região 

anterior do lobo frontal, posterior ao sulco pré-central (Souza, 2014). O córtex motor 

se subdivide em córtex motor primário (M1 ou área 4 de Brodmann) e áreas pré-

motoras (Souza, 2014). O córtex pré-motor, área motora suplementar, córtex pré-

frontal dorsolateral e o M1 são áreas presentes no lobo frontal que estão mais 

associadas à aprendizagem motora (Lang et al., 205). O córtex motor é responsável 

por coordenar a ativação dos músculos de forma sinérgica representados na parte 

cortical, junto com estruturas presentes na medula espinhal, com a finalidade que a 
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ação motora seja realizada de forma adequada e precisa (Oza et al., 2014). Estudos 

mostram que durante a realização de movimentos voluntários o córtex motor e áreas 

pré-motoras são ativadas, sendo associada a diferentes parâmetros motores, força, 

posição, direção e velocidade de movimentos da articulação (Fetz 2007; Stark et al., 

2008). Segundo Verschuren et al. (2008), alguns produtos são capazes de promover 

a apoptose nas células neuroepiteliais. Causando com isso a morte exagerada de 

neurônios no desenvolvimento do córtex cerebral (Brill et al., 1999). E com isso, 

pressupomos que o busulfan pode induzir a parada do ciclo celular na fase G1/G2 e 

danos no DNA, causando apoptose e inibição mitótica no neuroepitélio (Furukawa et 

al., 2007). A redução do desenvolvimento de neurônios recém-nascidos pode causar 

falta no número de células para uma futura histogênese e organogênese normal, 

esta ausência pode cursar com microcefalia (Furukawa et al., 2007). Porém ainda 

não se tem informação necessária dos genes ativados quando ocorre a apoptose 

induzida pelo busulfan (Furukawa et al., 2007, Ueno et al., 2002a). Com isso, 

observamos que as sequelas presentes causadas pelo tamanho reduzido da área do 

neurônio nos animais expostos ao busulfan podem ser inúmeras, como atraso na 

ontogênese de reflexos nas características somáticas e as demais sequelas 

presentes no estudo. 

 O trabalho demostrou que insultos no período gestacional podem trazer 

repercussões para a vida intera do indivíduo como foi o caso do fármaco busulfan 

utilizado no período gestacional de ratas repercutindo na vida do animal em todos os 

aspectos. Acredita-se que o treinamento de resistência como uma técnica para 

melhorar as sequelas presentes foi realizada em um tempo curto, se tivesse sido 

realizado em um tempo maior, os benefícios teriam sido mais relevantes e 

demostrado uma melhora na força, locomoção, coordenação e hiperatividade dos 

indivíduos.  
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8 CONCLUSÃO 

 

O busulfan foi capaz de reproduzir sequelas encontradas em crianças com 

microcefalia.  

O treinamento de resistência durante 4 semanas foi uma ação terapêutica que 

apresentamos, ele foi capaz de promover aumento da massa muscular e peso 

corporal nos animais, e comprovamos que não houve melhoras na coordenação. 
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Abstract 

Microcephaly is characterized by abnormal growth of the skull and its diagnostic 

criterion is performed by the frontal-occipital circumference of the child. Recently, 

there has been an outbreak of microcephaly in children in the Americas. There are 

no studies on diagnostic criteria for microcephaly in animal models. In this study, we 

investigated diagnostic criteria composed by somatic growth, physical features and 

reflex ontogeny in rats submitted to an experimental model of microcephaly. For this, 

female rats received Busulfan (group B) (10 mg / kg / 0.5 ml / 100 g body weight) or 

olive oil ( group C) (0.5 ml / 100 g body weight) intraperitoneally on days 12, 13, 14 of 

gestation (initial period of development of the cortex). In the offspring of these 

females, the cranial measurements, physical features and maturation of reflexes from 

post-natal day 1(P1) to P21 were evaluated.  All measures of somatic growth of 

group B animals were smaller than group C in P1. There was a delay in the eruption 

of the upper and lower incisors and the palmar grasp and righting reflexes of pups 

from group B compared to group C. These data reinforce the need to establish 

criteria not only morphological but also functional in the diagnosis of microcephaly in 

animal models.  

Keywords: Somatic Growth; Reflex Ontogeny; Physical Features; Rat; 

Microcephaly. 

 

1. Introduction 

Microcephaly in humans and in several mammal species results from brain 

growth deficits during gestation (primary microcephaly) or later after birth (secondary 

microcephaly) (Woods Parker, 2013). The causes are genetic or environmental and 
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occur when the brain does not develop properly or there is an interruption of its 

development (Abuelo, 2007). In humans, according to the World Health Organization 

(WHO), the epidemiological criterion for diagnosis of microcephaly is the 

measurement of the frontal-occipital cranial circumference during the first week of life 

(WHO, 2014). Values of this circumference less than -2 standard deviations below 

the mean specific for sex and gestational age confirm the diagnosis (WHO, 2014). 

Children with microcephaly associated with congenital syndromes may present with 

mental retardation, cerebral palsy, epilepsy, irritability, ocular disorders and 

persistence of primitive reflexes (Aragao et al., 2016, Oliveira et al., 2016; Van der 

Linden et al. al., 2016, Ashwal et al., 2009). However, children without the presence 

of microcephaly may also have consequences related to teratogenic agents (França 

et al., 2016; Van der Linden et al., 2016). For this reason, Brazil (2017) recommends 

the inclusion of new criteria, such as loss of vision, hearing and limb impairment to 

diagnose the damage caused by teratogenic agents (Brazil, 2017a). 

In animals as well as in humans, it is possible to evaluate non-invasively the 

presence of damage from the murinometric / anthropometric measures, somatic 

growth and the reflex ontogeny (Van der Linden et al., 2016; Smart and Dobbing, 

1971; Fox, 1965). Somatic growth and physical features maturation allow the 

diagnosis of microcephaly and other physical abnormalities, while reflex ontogeny is 

considered an indicator of the development and maturation of the central nervous 

system (Smart and Dobbing, 1971; Fox, 1965). 

There are no studies in the literature that demonstrate the diagnostic criteria or 

the validation of criteria for microcephaly in rats, as well as on other damages 

observed when there is no change in the circumference of the head. Thus, the 

present study aims to determine noninvasive criteria to evaluate the presence of 
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damage in an experimental model of microcephaly associated with congenital 

syndromes in Wistar rats. It is known that anti-cancer treatment with Busulfan in 

human pregnant women led to microcephaly in children (Bishop; Wassom, 1986). In 

rats, the gestational administration of Busulfan caused microcephaly and 

microphthalmia in the offspring (Furukawa et al., 2007). At the present work, the 

teratogenic agent Busulfan was used during gestation for the possible induction of 

the cephalic perimeter alteration or other damages in pups development.  Diagnostic 

criteria were composed by somatic growth, physical features and reflex ontogenesis. 

The parameters were evaluated from Post-natal day 1 (P1) to Post-natal day 21 

(P21).  

 

2. Materials and Methods 

2.1. Animals 

Fifteen female Wistar albino rats (220-250g) and 8 male Wistar rats (320-

390g) were obtained from the Department of Nutrition, Federal University of 

Pernambuco. They were housed (2 females for 1 male). The day of conception was 

considered the day the spermatozoa were identified on the vaginal smear. The 

pregnant rats were randomly divided into 

two groups, based on the pharmacological induction of microcephaly: Control (C, n = 

7) and Busulfan (B, n = 8). Group B received Busulfan (sigma, 10 mg / kg / 0.5 ml / 

100 g rat body weight), diluted in olive oil intraperitoneally (i.p.). The dose of 10 mg / 

kg was previously reported to be effective in inducing microcephaly (Furukawa et al., 

2007). Group C received olive oil (0.5 ml / 100 g rat body weight, i.p.). The rats were 

submitted to pharmacological manipulation on Gestational Day 12, 13 and 14, initial 

phase of development of the cerebral cortex (Furukawa et al., 2007; Desesso, 2005). 
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After birth, there was no reduction of litters to the standard of 8 pups per 

mother, since the criterion used to reduce litter (body weight between 6 and 8 g) 

could exclude animals with developmental damage (Bento-Santos et al., 2011). The 

pups remained with their respective mothers until P21.  After weaning, the animals 

were kept in number of 3-4 animals per cage. All animals were kept at 22 ± 2 ° C, 

inverted light-reverse cycle of 12/12 hours (light 20:00 - 08:00) with food and water 

were offered ad libidum. All experimental procedures were approved by the Ethical 

Committee in Animal Experimentation from Federal University of Pernambuco 

(protocol 0040/2016) These experimental procedures followed the Guidelines for 

Care and Use of Laboratory Animals of the National Council for the Control of Animal 

Experimentation. 

 

2.2 Reproducibility criteria 

Experiments were performed to evaluate the somatic growth, physical features 

and maturation of the nervous system. The pups were evaluated daily from P1 to 

P21 to establish the diagnostic criteria for microcephaly. 

To assess somatic growth, pups from both groups were evaluated daily between 

10.00 and 12.00am with a digital caliper (Starrett, accuracy 0.01 mm) (Silva et al., 

2006). Distances (mm) between the muzzle and the external occipital protrusion of 

the skull (Anteroposterior axis of head - APAH), between the orifices of the ears 

(Lateral skull axis-LSA), between the muzzle and the anus (Longitudinal axis-LA) and 

between the base and the tail end of the animal (Tail length-TL) were evaluated 

(Silva et al., 2006).  
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Physical features were evaluated daily between 08.00 and 10.00am. The day 

when each physical feature was first observed was considered as the age at 

maturation. In the pups were evaluated ear unfolding, opening of the auditory canal 

and eyes opening, as well as the day in which the upper incisors and lower incisors 

ruptured the gums and are exposed (Smart; Dobbing, 1971). 

 Reflex ontogeny was evaluated as described by Smart and Dobbing (1971) 

and Fox (1965). Responses were evaluated daily (between 08.00 and 10.00am) until 

maturation. The first of a series of three consecutive days in which the expected 

response appeared completely was considered the day of maturation of the reflex. 

The observed responses that indicated reflex maturation were: animal does not do 

the rapid flexion of the fingers after two slight percussions in the forepaw palm (Palm 

grasp reflex); the animal rotate the body in dorsal decubitus for ventral decubitus 

within 10 seconds (Righting reflex); animal put forepaws on the table, trying to walk 

when suspended by the tail in up to 10 seconds (Vibrissa placing reflex); angular 

displacement of 45° of the animal in up to 10 seconds , when the animal is placed 

with the forepaws on the margin of a flat and high surface (precipice) (Cliff avoidance 

reflex); the simultaneous and rapid retraction with involuntary immobilization of the 

animal's body after acute stamping (Auditory Startle reflex); when held by all four 

paws in dorsal decubitus and let to fall a 30 cm height, the animal full turn the body 

leaning on all four legs in a cotton bed (Free-fall righting reflex); in the center of a 45° 

incline ramp, positioned with the head downwards, the animal rotates within 10 

seconds and positions the head upwards (Negative geotaxis reflex).  

 At P1, a first classification of the animals in Group B regarding the presence of 

microcephaly was performed using the values of both axes of skull (APAH and LSA) 

compared to those from group C. Animals from group B that presented, at least, one 
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of the two axes that measured below the value of the group C mean minus one 

standard deviation were classified as microcephaly. From P1 to P21 the pups of both 

Control and Busulfan groups are also analyzed for physical features and reflex 

ontogenesis.  

After classification of the animals in microcephalic or not, the animals of group 

B that did not present microcephaly were submitted to a second classification as 

minor (<) or greater (>) for the presence of damages, that is, in relation to the delay 

in the maturation of the physical features or ontogeny of reflexes. The cut-off point 

used was the median of group C. Thus, for an animal to present some damage, it 

should present the greatest maturation day (>) when they were in group C.  For this 

second classification the animals were evaluated from P1 to P21. 

2.3 Statistical analyses 

Data analysis was performed using the statistical program GraphPad Prism 7. 

Normality was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test. A Student T-test was 

performed for somatic growth and data are expressed as means ± SD. A Mann 

Whitney test was performed for physical features maturation and reflex ontogeny and 

data are presented as median and minimal and maximal values. Statistical 

significance was defined as P < 0.05 in all cases. 

3. Results 

3.1. Classification of the pups in microcephalics or not 

 

After the first classification of the pups, it was observed that all measures of 

somatic growth of the animals of group B were smaller (p <0.0001) than group C in 
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P1. The presence of microcephaly was observed in 56 (94,92%) animals of group B. 

Only 3 (5,08%) animals were not classified as microcephalic.  

 

Figure 1. Anteroposterior axis of head (APAH), Lateral skull axis (LSA), Tail length 

(TL) and Longitudinal axis (LA) of offspring from Control (n=35) and Busulfan groups 

(n=56) at P1. Data were expressed as mean ± SD. Values are presented as means ± 

standard deviation. Student T-test. *versus Control (p<0.0001).  

 

Regarding physical features maturation, eruptions of the upper and lower 

incisors of pups from group Busulfan were delayed compared to the Control group 

(p<0.05). Palmar grasp and righting reflexes maturation were also delay in pups from 

Busulfan group compared to Control group (p <0.05) (Table 1). 
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Table 1. Physical features and reflex ontogeny of offspring from Control and Busulfan 

groups    

 

*P<0.05 versus Control. Mann Whitney test.  

 

3.3. Evaluation of the presence of damage in non-microcephalic animals 

 

In the second classification, of the animals that received busulfan and did not 

present microcephaly. Animals that were not classified as microcephalic showed a 

delay (p<0.05) in the physical features of eruption of the upper and lower incisors and 

eyes opening. There was also delay (p<0.05) in the reflexes of righting, vibrissa 

placing, free-fall righting and negative geotaxis (Table 2). 

 

3.4. Parameters selected for evaluation of the presence of damage after 

gestational administration of Busulfan 

The pups of group B with microcephaly presented delayed eruption of the 

lower and upper incisors, and delayed maturation of palm grasp and righting reflexes. 

Pups of group B without microcephaly presented delayed eruption of the lower and 

Median Maximum-Minimum Median Maximum-Minimum
Physical features
Ear unfolding 3 (35) 2-8 4 (56) 3-8
Auditory conduit opening 14 (35) 11-16 13 (56) 13-14
Upper incisors eruption 11 (35) 9-5 11 (56) 10-15*
Lower incisors eruption 10 (35) 8-12 11 (56) 7-15*
Eyes opening 15 (35) 12-16 15 (56) 13-18
Reflex-ontogeny  
Palmar grasp 6 (35) 4-9 7 (56) 4-13*
Righting 4 (35) 2-8 5 (56) 2-8*
Vibrissa placing 8 (35) 4-12 8 (56) 2-11
Clip avoidance 7 (35) 3-14 7,5 (56) 3-13
Auditory startle 14 (35) 12-16 13 (56) 13-14
Free-fall righting 14 (35) 14-17 14 (56) 13-17
Negative geotaxis 15 (35) 13-18 15 (56) 10-17

Busulfan (n=56)Control (n=35)
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upper incisors and eyes opening as well as delayed maturation of vibrissa placing, 

free-fall righting and negative geotaxia. Thus, these parameters were selected to 

evaluate the presence of developmental impairment in microcephalic or non-

microcephalic animals (Table 2). 

Table 2. Criteria for evaluation of damage in physical features and reflex maturation

 

Upper incisors eruption (UIE), Lower incisors eruption (LIE), Eyes opening (EO), 
Righting (R), Vibrissa placing (VP), Free-fall righting (FFR), Negative geotaxis (NG). “
✔” Means delay (p<0.05) in maturation of physical features or reflex ontogeny in the 
Busulfan group when compared to Control group after second classification.  
 
4. Discussion 

In the present study, we evaluated the offspring of rats that were submitted to 

a pharmacological agent inducing microcephaly with the purpose of validating a 

diagnostic criterion of damages in animals with or without the presence of 

microcephaly. It was evaluated a set of parameters, such as somatic growth, physical 

features and ontogenesis of reflexes during the first 21 days of age, in order to 

observe possible changes in somatic growth and maturation of the nervous system. 
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Among the measures of somatic growth, we emphasize the reduction in APAH 

and LSA. These characteristics are indicative of reduction of the fronto-occipital 

cranial circumference, considered the criterion for the diagnosis of microcephaly in 

humans (WHO, 2014). The reduction of the frontal-occipital cranial circumference is 

an indication of malformations in the encephalon, where reduction of the encephalic 

mass, hypoplasia of cortical areas and corpus callosum, as well as 

disproportionalities between the brain areas are frequent (Huang et al., 2016b; 

Barchovich Peacock, 1998). These brain changes have been observed in 

microcephalic patients and are associated with underdevelopment of cognitive 

functions, with reduction of intelligence quotient indexes (Dorman, 1991). In addition, 

motor disorders such as dysphagia, apraxia, spasmodic movements and generalized 

seizures are observed (Leal et al., 2007; Kortüm et al., 2009). While the great 

majority of offspring whose mothers were treated with Bulsufan presented reduction 

in cranial axis, it is worth mentioning that 3 rats of the studied population did not 

present those axes receiving the diagnosis of non-microcephalic but with the 

presence of damages. This observation refers to cases in humans, that although the 

brain presents microcephalic formations, the dimensions of the head are above the 

limit value determined (Van der Linden et al., 2016). Thus, apparently healthy, these 

individuals present cognitive and motor deficiencies similar to individuals with 

microcephaly (Van der Linden et al., 2016). Similarly, in our study, rats that showed 

no reduction APAH or LSA, presented parameters indicative of somatic 

underdevelopment and immaturity of the central nervous system (CNS). 

Since the reduction of the fronto-occipital cranial circumference indicates brain 

malformations and motor disorders, it is not surprising the delay in the loss of palmar 

grasp (PG) and the appearance of Righting in the animals. The reflex ontogenesis 
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involves a simultaneous sequence of events and the participation of various regions 

of the CNS and is considered an indicator of its development and maturation (Smart; 

Dobbing, 1971; Fox, 1965). The palmar hold reflex is classified as primitive, innate, 

and disappears as soon as the CNS matures (Adlard; Dobbing, 1971). Thus, the 

delay in the disappearance of this reflex in rats from Busulfan group may suggest 

underdevelopment or CNS damage. The PG reflex is mediated by spinal cord 

motoneurons (Futagi et al., 2012), leading us to suggest that lesions in this structure 

may result in the delay in the disappearance of the PG reflex. The Free-fall righting 

(FFR) reflex and Righting(R) reflexes require limb coordination and balance and are 

acquired with CNS maturation (Cassydi et al., 1994). Such reflexes involve several 

structures of the CNS, among them, the cerebellum and also the spinal cord 

(Cassydi et al., 1994). In microcephaly, the disproportion between brain structures is 

evident, and the incidence of individuals with disproportionately small cerebellum is 

high (Barchovich and Peacock, 1998). The delay in the onset of R and FFR reflexes 

suggests that microcephalic or non-microcephalic animals may have a 

disproportionately small cerebellum as documented in humans. The negative 

geotaxis reflex is used for the diagnosis of vestibular and/or proprioceptive function 

(Motz and Alberts, 2005). Considering the above, the reflexes cited as criteria for 

evaluation of damage include innate reflexes, such as PG, and acquired, such as 

FFR and R, which provides an excellent indication of the development and 

maturation of the CNS, since they involve different areas of the CNS. 

The delay in the physical characteristics of UIE and LIE were the most 

relevant changes in the group Busulfan pups. This parameter depends on a 

sequence of events, which includes movement of the tooth from the aveolar bone 

into the oral cavity, associated with osteoclastic activity with bone resorption (Wise et 
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al., 2008). The development of the mandible can directly influence the eruption of the 

incisors and the delay in eruption may be related to craniofacial changes present in 

the microcephalic. In fact, changes in the mandible are common in individuals who 

have abnormalities in the skull (Huang et al., 2016a). This can occur especially with 

microcephaly, where craniofacial alterations also affect the mandible, reflecting 

malformations such as dysostosis (Huang et al., 2016a) and reduction of mandibular 

opening (Leal et al., 2017). Although the mandible morphology in our study has not 

been evaluated, we do not rule out the possibility that the delay in the eruption results 

from malformations in the mandible.  The eruption of the incisors may also indicate 

craniofacial malformations. Câmera et al. (1992)  demonstrated that the occurrence 

of a single incisor in the maxilla may be associated with the occurrence of 

microcephaly and holoprosencephaly (Cammera et al., 1992). The authors suggest a 

close relationship between maxillary development and eruption of teeth with cranial 

changes, such as microcephaly (Cammera et al., 1992). The animals of the present 

study also presented delayed ocular opening. Ocular changes are observed in the 

presence of microcephaly. Children with microcephaly tend to have optic nerve 

abnormalities and macular lesions (De Paula Freitas et al., 2016).  

 In general, we observed that in a single litter whose mother received Busulfan 

during pregnancy, not all rats were diagnosed with microcephaly. In this population, 

94,92% of the rats presented microcephaly. In control litters, all subjects were 

classified as non-microcephalic. This difference between individuals of the same litter 

is already expected, especially when microcephaly is the consequence of a 

teratogenic agent. The pups development during gestation and after birth may be 

influenced by sibling numbers and maternal physiology (Haig, 1993; Vom-Saal, 

1989). The competition for limited resources is considered to be one of the main 
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mechanisms responsible for shaping the differences between pups of the same litter 

(Haig, 1993; Vom-Saal, 1989). In addition, the recent episode of numerous cases of 

microcephaly of teratogenic origin due to infection with Zika virus revealed that in a 

twin pregnancy it is possible that microcephaly is present in only one fetus (Brazil, 

2017b). 

5. Conclusion 

The diagnostic criteria of somatic growth, physical features and reflex 

ontogenesis are relevant for the evaluation of microcephalic rats or not. Changes in 

these parameters are similar to those observed in humans. We emphasize that the 

parameters included in the diagnostic criteria belong to different developmental 

indicators, allowing the evaluation of both somatic growth and CNS maturation. 

Therefore, the diagnostic criteria proposed in this study ensures a more 

comprehensive evaluation of the development, considering not only anatomical and 

macroscopic characteristics, but also functional characteristics. This method can be 

used to diagnose microcephaly and damage without the presence of microcephaly in 

rats in several experimental microcephaly models. 
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APÊNDICE B - OUTRAS PUBLICAÇÕES DURANTE O MESTRADO (ARTIGO 
PUBLICADO 1) 
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APÊNDICE C - OUTRAS PUBLICAÇÕES DURANTE O MESTRADO (ARTIGO 
PUBLICADO 1) 
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ANEXO A - COMITÊ DE ÉTICA  
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ANEXO B - COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO 1° ARTIGO  
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ANEXO C - HISTÓRICO ESCOLAR 

 

 


