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RESUMO

A microcefalia é ma formagdo que criangas nascem com o perimetro
encefalico 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 somatico,
aparecimento de caracteristicas fisicas. Foram utilizadas 15 ninhadas oriundas de
15 ratas gestantes (Wistar). A partir dai tivemos 7 ratas do grupo (C) controle e 8 (B)
busulfan Obtivemos resultados como (*p<0,05): Diminuicdo de todas as medidas
murinométricas, atraso na erupgao dos incisivos inferiores e superiores, prensao
palmar, recuperagao de decubito colocagao pelas vibrissas, na queda livre e na
geotaxia negativa e abertura ocular. Consideramos que as sequelas encontradas
nos animais sdo também encontradas no ser humano, possibilitando desta forma a
extrapolagédo 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 fisico de resisténcia dos 35 aos 61 das de vida pds-natal sobre:
atividade locomotora, teste de forga, coordenagdo motora em barras paralelas,
rotarod, peso encefalico aos 28 dias, peso dos musculos séleo e EDL direito e
analise do cértex motor aos 28 dias de vida. Os grupos foram compostos de 12 ratas
(Wistar) para obtencédo dos grupos controle nao-treinado (CTN, n=5), busulfan néo-
treinado (BTN, n=5), controle treinado (CT, n=6), busulfan treinado (BT, n=5). Apds
os teste foi realizado a analise estatistica, verificamos atraso no sistema locomotor
aos 28 e 62 dias de vida nos animais tratados, menor coordenagdo motora em
barras paralelas nos animais tratados, peso encefalico reduzido aos 28 dias nos
animais busulfan, peso corporal menor aos 65 dias de vida nos animais tratados que
nao realizaram treinamento fisico, o peso muscular extensor longo dos dedos
demostrou um aumento da massa muscular nos animais tratados por fim reducao da
area do neurbnio aos 28 dias de vida nos animais busulfan. O treinamento de
resisténcia nao foi eficiente no periodo de 4 semanas, também ndo mostrou melhora
na forga muscular e na melhora da coordenagao motora dos animais. Verificamos
que para uma melhora na qualidade de vida das criangas com microcefalia &

necessario um treinamento fisico, porém em um periodo de maior duracéao.

Palavras-chave: Microcefalia. Treinamento de resisténcia. Deficiéncias do

desenvolvimento. Atividade locomotora. Desempenho sensorio-motor.



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 INTRODUGAO

A microcefalia € uma condi¢do em que a crianga nasce com a circunferéncia da
cabeca menor do que o recomendado de acordo com a idade e sexo (Brasil, 2017).
A grande maioria dos casos de microcefalia € acompanhada de alteragées motoras
e cognitivas (Coffito, 2016). O sistema motor € um dos mais prejudicados, onde as
criangas apresentam pouco controle cervical, baixo desenvolvimento dos musculos
esqueléticos do tronco e/ou membros, encurtamento dos musculos, reflexos
alterados, dificuldade de se apoiar para engatinhar, incapacidade em realizar
extensdo dos dedos e abdugao 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
informagéo 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 paises das
Américas relataram casos confirmados da sindrome causada pelo Zika virus (ZIKV),
neste periodo, 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). Apds este ano, o nascimento de criangas com microcefalia cresceu
associados aos casos de infecgdo de mulheres gravidas pelo ZIKV, (Petersen, et al.,
2016).

Com isso, comegou-se a estreitar a relagdo do virus e a microcefalia (Petersen,
et al., 2016). Foi confirmada em 2015 que o virus é capaz de atravessar a barreira
placentaria e infectar o feto (Miner, 2015). A infec¢do pelo ZIKV se da tanto pela
picada como pela relagdo sexual, uma vez que o acido ribonucleico do virus pode
permanecer até 188 dias no sémen apds o inicio dos sintomas (Barzon et al., 2016).
Também ocorre contaminagao através da saliva, urina e transfusdo 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 infeccdo pelo ZIKV e a facilidade de disseminacdo do mesmo, muito
esfor¢co tem sido empregado na tentativa de reduzir o surgimento de novos casos.

Além disso, uma populagao de individuos portadores da microcefalia necessita de
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cuidados especiais. Com o intuito de assegurar maior conhecimento acerca das
consequéncias da microcefalia, bem como medidas terapéuticas para as sequelas
motoras, de modo a melhor assessorar esta populagdo, torna-se necessario a
realizacao de estudos com modelos experimentais de microcefalia.

Além da contaminagdo pelo ZIKV, outros agentes exdgenos podem induzir a
microcefalia, como: agentes infecciosos (virus, protozoarios), agentes fisicos
(radiacdo, hipertermia), drogas ilicitas (maconha, cocaina, heroina) e agentes
quimicos (alcool, cigarro, mercurio, chumbo, medicamentos) (Sadler, 2005). Dentre
0s agentes quimicos existe o busulfan, um agente alquilante utilizado no tratamento
de leucemia mieldide crénica e quando usado no periodo gestacional em humanos,
causa a microcefalia (Bishop e Wasson, 1986). Assim, ele &€ um teratogénico indutor
de microcefalia (Nagai, 1972; Kasuga e Takahashi, 1986). Com isso, o busulfan tem
sido usado como ferramenta na indugao da microcefalia experimental, permitindo
comparagao da ma formagdo entre humanos e ratos (Furukawa et al., 2007).
Segundo Furukawa e colaboradores, o busulfan quando administrado durante a
gestacédo, acarreta morte neuronal e disturbios na migragéo celular, sendo estes os
eventos subjacentes a génese da microcefalia (Furukawa et al., 2007). Sabe-se que
a gestacao € um periodo critico do desenvolvimento encefalico envolvendo eventos
como proliferacdo, migragao, diferenciacao, sinaptogénese, mielinizacdo e apoptose
(Rice e Barrone, 2000), que sdo muito sensiveis a interferéncias ambientais (Barker
etal., 1991).

Existem estudos epidemioldgicos e experimentais demonstrando que alteragbes
no meio ambiente e no inicio da vida podem levar as variagdes fenotipicas com
modificagdes permanentes no metabolismo, estrutura e fungdo dos sistemas
fisiologicos (Barker et al., 1991; Toscano et al., 2008; Lacerda et al., 2017).
Atualmente, vem sendo muito pesquisado no campo da neurociéncia o
desenvolvimento biolégico humano. Acredita-se que o cérebro estd sempre em
processo de alteracdo e que habilidades ndo desenvolvidas ou perdidas, podem de
certa forma se recuperar na idade adulta (Rocha & Rocha, 2000; Goswami, 2004). O
estabelecimento do fendétipo nos mamiferos tem na fase pré e pés-natal um periodo
vulneravel a multiplos fatores ambientais (Gluckman, 2004). Portanto, alguns
pesquisadores o consideram “preditor” de consequéncias que irdo se manifestar a
curto ou a longo-prazo, inclusive na vida adulta (Barker, 1991; West-Eberhard,

1986). Com isso, surge o conceito de plasticidade fenotipica, onde um gendtipo
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pode expressar-se de modo diverso a depender da particular interagdo com o meio
ambiente, revelando a capacidade de um organismo reagir aos desafios impostos
pelo ambiente, modificando a sua forma, estado, movimento ou padrao de atividade
(West-Eberhard, 1986).

O treinamento fisico nas doengas neuroldgicas promove hipertrofia nas fibras
musculares, aumento de tamanho mais evidente nas fibras do tipo Il que nas fibras
do tipo | (Fleck et al., 1999), com consequente aumento do volume e o numero de
células, e repercurtindo o aumento de forca e resisténcia e também melhora
coordenacao e equilibrio dos individuos (Amengual, 1992). Acredita-se que exista
uma plasticidade neural (capacidade de organizagdo do Sistema Nervoso frente ao
aprendizado e a leséo) pelo fato do sistema neural se adaptar na fase inicial do
treinamento de forga, também ocorrer aumenta da unidade motora e sincronizagéao
da descarga de unidade motora (Fleck et al., 1999). Antigos estudos mostram que o
treinamento de forga, causando hipertrofia muscular, poderia prejudicar os padroes
normais do movimento, porém, estudo recente tem comprovado os beneficios do
treinamento de forca, como sensacdao de bem-estar, e impacto positivo na
musculatura esquelético (Ferreira et al., 2009). Como na microcefalia o sistema
motor € um dos mais acometidos, dotando seu portador de deficiéncias motoras e
posturais, o treinamento fisico no individuo jovem pode apresentar um potencial
terapéutico para algumas das sequelas motoras. Entretanto, a abordagem da
microcefalia experimental associadas com treinamento fisico € escassa na literatura.
Com isso, o objetivo da 1° parte do estudo foi a indugdo da microcefalia em ratos
wistar, fazendo uso do busulfan durante a gestagao, seguidos do acompanhamento
das caracteristicas fisicas, maturacdo somatica e sensoério-motora, além da
ontogénese 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 resisténcia diaria, seguido de avaliagdo da condig&o
motora; atividade locomotora, forca muscular. Os resultados obtidos compuseram o

segundo artigo original, intitulado (Efeitos do treinamento de resisténcia 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 Laboratério de Estudos em Nutricdo e
Instrumentagédo Bioquimica - LENIB do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco, orientado pelos professores Ana Elisa Toscano de

Meneses da Silva Castro e Raul Manhaes de Castro.



18

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROCEFALIA EM HUMANOS

A microcefalia € um achado clinico em que a crianga nasce com uma reducao
da circunferéncia occipital-frontal (Woods, 2004). A maioria das criangas apresentam
diminuicdo do cértex cerebral e deficiéncia cognitiva (Woods, 2004; Wood, 2004). A
microcefalia é dividida em primaria e secundaria (Woods, 2004). A primaria ocorre
durante a gestacdo e apresenta reducdao de neurbnios (Woods, 2004). A grande
formacgao de neurbnios é gerada na 212 semana de gestacédo, periodo em que ainda
nao tem acontecido com grande abundéncia a conexao dendritica e mielinizagao e
s6 acontecera ap6s o nascimento (Woods, 2004). A secundaria ocorre apdés o
nascimento, com redugao da conexao de dendritos (Woods, 2004).

O diagnéstico para microcefalia até 2015 era de 33 cm do perimetro cefalico
(Brasil, 2016). O Ministério da Saude (MS) verificou que abrangia muitas criangas
sem microcefalia fazendo-as passar por exames de imagens (ressonancia
magnética e tomografia), causando estresse aos seus familiares e as criangas
(Brasil, 2016). Ent&o foi reduzido o critério para 32 cm em ambos os sexos durante o
periodo de 13 de dezembro de 2015 a 12 de margo de 2016 (Brasil, 2016). S6 a
partir do dia 13 de margo de 2016 foi adotada a recomendacao feita dias anteriores
pela Organizagdo Mundial de Saude aos profissionais de saude para avaliar as
criangas nascidas a termo até 24 horas apds o nascimento e dentro da primeira
semana de vida (6 dias e 23 horas) (Brasil, 2016). O diagnostico de microcefalia
acontece quando o resultado do perimetro cefalico for -2 desvios padrao abaixo da
média ou 31,5 para meninas e 31,9 para meninos de acordo com a idade e sexo
(Brasil, 2016). Criangcas com desvio padréo -3 sdo classificadas como microcefalia
grave (Brasil, 2016). Para recém-nascidos prematuros, o MS indica utilizar como
referéncia a idade gestacional segundo a tabela do Estudo Internacional de
Crescimento Fetal e do Recém-Nascido: Padrbes para o Século 21(Intergrowth)
(Brasil, 2015; Villar et al., 2014).

A causa dessa ma formacao pode ser por fatores genéticos ou ambientais,
como o consumo de bebidas alcoolicas durante a gestagao, infecgao pelo ZIKV,
sifilis, rubéola, citomegalovirus, ter o peso corporal baixo, irradiacdo, diabetes mal

controlada, dentre outros insultos. (Krauss, 2003; Lo Tym, 2003; Brasil, 2016; Miner,
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2016; Araujo, 2016). As infecgbes secundarias também contribuem para a etiologia
da microcefalia e podem ocorrer devido a fatores genéticos ou adquiridos por
infeccbes, por exemplo, pelo ZIKV, meningites, encefalites e pode ser por
intoxicagao por cobre e faléncia renal (Linden, 2016; Brasil, 2016).

O periodo gestacional em que a mae é infectada tem ligacao direta com as
consequéncias intracranianas que o bebé tera (Nunes et al., 2016). Quanto mais
precoce (1° trimestre de gestagao), mais grave sera a consequéncia, e quanto mais
tardiamente, mais branda sera 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 esta em desenvolvimento e como consequéncia ocasiona morte celular e
reducdo da proliferacdo de células progenitoras (Wen et al., 2018). Ainda é
necessario mais estudos para compreensdo melhor do acometimento cerebral (Wen
et al., 2018).

Sabe-se que o0 ser humano por ser bipede 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 interagdo que o ser vivo tem com o
ambiente se da através da locomocgao (Garland et al., 2011). Existem itens ligados a
locomogao que constituem elementos importantes para sobrevivéncia, sendo eles: a
busca por alimentos, a fuga de um predador ou a reproducgéo sexual (Garland et al.,
2011). Para isso, é necessaria uma coordenagao precisa, obtida através da
maturacdo e integracédo funcional dos sistemas nervoso e muscular (Barros et al.,
2006). O sistema nervoso esta envolvido com a coordenagao e controle da agéo
motora, e o0 sistema muscular com a geragado de forga mecanica para permitir o
deslocamento do corpo (Barros et al., 2006). Dentre as anormalidades neuroldgicas
na microcefalia, encontram-se hipertonia global grave (rigidez muscular normal) com
hiper-reflexia reversa, irritabilidade, hiperexitabilidade, choro excessivo, disturbio de
degluticdo, além de respostas auditivas e visuais comprometidas (Eickmann, 2016).
Observa-se que algumas criangas no periodo neonatal ja apresentam crises
convulsivas e ao longo da vida as frequéncias das crises aumentam, porém é
observado na maioria das vezes a partir do terceiro més, crises epiléticas e mais
comumente com espasmos (Eickmann, 2016).

Exames de imagem mostraram que criangas com microcefalia especifica
diferem das outras criangas com alteragbes neuroldgicas provocadas por outros

agentes, tais como calcificagdo difusa, puntiformes e predominantes na jungéo
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cértico-subcortical (Aragéo et al., 2016), sem a area do lobo frontal capaz de
planejar, organizar e executar os movimentos (Andrade et al., 2009). Existem outras
areas que também tem o papel na hora de participarem da agdo motora, enviando
mensagens, dosando a forga, a agilidade, fornecendo feedback visual, tactil e
auditivo, permitindo desta forma o ajuste constante do movimento (Kolb e Whishaw,
2002). Na regiao frontal, o movimento acontece primeiramente com a intengédo de
movimento, um planejamento elaborado no cortex pré-frontal; e em seguida a
informagéo vai para a area pré-motora (que fica entre o lobo pré-frontal e a area
motora) que organiza a sequéncia motora; logo depois ela vai para a area motora
primaria (que fica no giro pré-central) que enviara os impulsos para os musculos a
por fim executar o movimento planejado (Andrade et al., 2004). Paralisia dos
neurdnios motores inferiores causa paralisia flacida, com diminuicao dos reflexos e
do tono muscular e atrofia muscular neurogénica rapida (Riet-Correa, et al., 2002)
Essas sequelas podem ainda se espalhar até o tronco encefalico, nucleos da base e
regido periventricular, com comprometimento da migragdo neural, além de dilatagao
ventricular e atrofia de tronco que também esta envolvido, com a marcha, ou do
cerebelo e disgenesia do corpo caloso (Aragao et al., 2016). Poucos pacientes
demostraram problemas 6sseos, como rigidez e artrogripose (quadril, joelho e
tornozelo) e pés tortos congénitos (Ventura et al., 2016). Anormalidade ocular como
atrofia macular, alteracdo na retina, no nervo 6ptico e nistagmo horizontal (Ventura
et al., 2016). Alteracdes cardiacas e renais (Angelidou et al., 2018). Diante de todas
as sequelas que a microcefalia provoca, € necessario identificar que com a melhoria
das alteragdes 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 relagédo a carcinoma de ascites murinas (Buggia et al., 1994). Foi
comprovada sua eficaz em leucemias linfociticas agudas e cronicas. Em 1953,
Galton observou uma agao antitumoral significativa em pacientes crénicos com
leucemias mielogicas, e a partir dai o busulfan tornou-se a terapia tradicional no
tratamento desta doenca (Galton, 1953). Agentes alquilantes utilizados no
tratamento da leucemia mieldide cronica trazem nao apenas melhora da patologia
que o individuo possui, mas utilizado num periodo critico, pode promover perda de

massa muscular esquelética grave que esta associada a ativacdo de NF-kB, com
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atrofia muscular (Damrauer et al.,, 2018). Estudos realizados com roedores
verificaram que o exercicio traz beneficios para a caquexia e a sarcopenia sao
benéficos (Hiroux et al., 2016; Coletti et al., 2013). Mecanismos ligados aos efeitos
benéficos do treinamento contra a caquexia incluem a regulagao do fluxo autofagico
(Pigna et al., 2016), a reducao da expressao de Pax7 em células satélites (Coletti et
al., 2018), e a liberagdo de Hsp60 das células musculares (Barone et al.,
2016). Visto que com a fraqueza muscular ocorre desmineralizacdo 6ssea com
consequente debilitacdo de forca, equilibrio e menor autonomia para as atividades
da vida (Pierine et al., 2009). Doses altas de busulfan sdo capazes de provocar
esclerose de veias centrais e também neutropenia tanto em criangas como em
adultos (Buggia et al., 1994).

2.2 PLASTICIDADE FENOTIPICA

A plasticidade fenotipica pode trazer repercussdes ao longo da vida. (Kandel
et al., 2003; Whishaw, 2002; West-Eberhard, 1986). O periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso central baseia-se em processos
organizacionais mais modificaveis de forma favoravel ou desfavoravel (Scott, 1986),
nos primeiros anos da vida, quando o cérebro da crianga esta muito susceptivel a
estimulacédo sensorial para o amadurecimento de sistemas neurais mais
desenvolvidos (Dobbing, 1970). Entende-se com isso que disturbios neurologicos
ocorridos no periodo critico podem ser causados devido a insultos externos (Bax et
al., 2005), como é o caso de microcefalia e paralisia cerebral que, s&o inclusos na
classificagao de transtornos neurolégicos (Yeargin-Allsopp et al., 2008). Entretanto,
0os seres vivos também possuem a capacidade de reagirem com adaptagdes
neuroquimicas e morfofisioldgicas aos distintos insultos do meio ambiente. Esta
capacidade tem se mostrado importantissima na maioria das espécies animais e
vegetais, por possibilitar a sobrevivéncia e a reprodugdo (West-Eberhard, 1986).
Costumeiramente encontra-se a relacdo determinante entre a vida intrauterina, as
condicdes de saude no nascimento e no periodo neonatal, e os problemas cronico-
degenerativos na vida adulta (Brasil, 2012). Dentre esses problemas destaca-se
obesidade, diabetes, doengas cardiovasculares (Barker et al., 1991), esquizofrenia
(Prata, 2014) e depressao (Krause et al., 1991).
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Estudos mostraram que agressdes ambientais como a desnutricdo durante os
periodos criticos do desenvolvimento modificaram o fendtipo muscular e as
propriedades biomecanicas do musculo em curto e longo prazo (Toscano et al.,
2008; Toscano et al., 2010; Aragao et al., 2014; Ferraz-Pereira et al., 2015), com
diminuicdo da quantidade e proporgdes de fibras musculares (Toscano et al., 2008).
As mudangas diminuem a massa do musculo devido a redugdo da quantidade de
miofibrilas e reduc&o de fibras por musculo, causando hipotrofia (Lara, 2003).

Em virtude disso, tém sido investigados em estudos experimentais, os
mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de sequelas fisicas observados em
disturbios neurolégicos (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
extrapolagdo para humanos (Johnston et al., 2006). Tais modelos vém contribuindo
na construgédo de potenciais terapias que visam minimizar a incapacidade crénica de
transtornos neurolégicos (Oliveira, 2009). A associagao entre respostas adaptativas
do organismo frente a um estimulo ambiental € denominada de plasticidade
fenotipica e possivelmente ocorre por mecanismos epigenéticos (Sinclair et al.,
2007; West-Eberhard, 2003).

Em 1940 surgiu o conceito de epigenética, com o bidlogo Conrad
Waddington, correspondendo a uma série de modificagdes moleculares na
cromatina do DNA (Waddington et al., 1942). Essas modificagbes quimicas que
acontecem no DNA séao rotineiramente feitas e desfeitas ao longo da vida do ser
humano, menos para marcagdes quimicas que sao herangas genéticas, visto que
frequentemente os individuos entram em contato com agentes promotores desses
fenbmenos na vida (Howell et al., 2009; Jirtle et al., 2007). Com isso, mudancgas
epigenéticas podem manifestar-se no genoma de um individuo em qualquer fase da

vida, podendo desenvolver ou nao determinadas patologias.

Pesquisa indica que estresse no periodo gestacional ou no inicio da vida pode
aumentar o risco de doengas neuroldgicas e psiquiatricas, principalmente via
regulacdo epigenética alterada (Bobenko et al., 2015). Existe um grande interesse
entre treinamento de resisténcia e epigenética, porém existem poucos estudos que
fazem essa ligagdo, sendo cada vez mais necessario a otimizagdo 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 gestagdo e pode estar mais
propenso a exposicao teratogénica (Jerébnimo et al., 2008). Desordem na migragao
neural € uma das principais causas de microcefalia experimental (Szabo, 1986).
Durante a descoberta inicial do ZIKV, estudos em animais NHP (Primatas nao
humanos) (Cercopithecus aethiops centralis , M. mulatta e C. ascanius schmidti),
ratos e outros roedores (exemplo: ratos de algodado -Sigmodon hispidus ),
porquinhos-da-india (Cavia porcellus ) e coelhos (Oryctolagus cuniculus ) demostrou
resultados ambiguos, com alguns animais manifestando sinais clinicos com uma
febre que acontecia rapidamente até erupgdo cutanea chegando a morte dos
animais (Dick, 1952; Chan, 2015; Julander, 2016; Zompi, 2012). Estudos iniciais do
virus mostraram que a Zika € neurotropico (Dick et al., 1952; Bell, 1971).

Acreditava-se que devido ao periodo de gestagao ser diferente entre
mulheres e ratos, os animais ndo conseguem reproduzir as sequelas do ZIKV, o
cérebro tdo reduzido como o que € encontrado em humano (Cugola et al., 2016).
Porém, apds analise mais detalhada verificou-se malformagdes corticais nos
animais sobreviventes, com numero reduzido de células e espessura da camada
cortical, sinais encontrados na microcefalia em humanos (Cugola et al., 2016).

Em nivel celular, foi verificado que o ZIKV provoca diminuigdo no numero de
neurénios do cortex, talamo e hipotalamo (Cugola et al., 2016; Miner et al., 2016).
Esta morfologia foi caracterizada por nucleos vacuolares e por apresentacédo de
padrdo 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). Neurbnios e astrocitos no cérebro de
camundongos podem estar infectados, induzindo degeneragdao do hipocampo e
necrose de células piriformes 7 dias apds a infecgdo do ZIKV (Bell et al., 1991)
Também é visto osteoartrite dificultando a locomocéo (Leite et al., 2015)

Outro indutor de microcefalia experimental € o etanol (Jerénimo et al., 2008).
O seu consumo no periodo pré-natal pode acarretar efeitos fisicos,
comportamentais, cognitivos e psicossociais (Tacon et al., 2017). De acordo com a
classificagdo do CDC (Centers for Disease Control and Prevention) fetos expostos
ao alcool podem ter mudancas relacionadas a defeitos fisicos, desordens de neuro

desenvolvimento e sindrome alcodlica fetal, a qual é a forma mais grave (Tacon et
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al., 2017). Estudos clinicos em experimentagdo animal com ratos expostos ao alcool
durante a gestacdo demonstraram que o etanol causa rupturas no cérebro,
promovendo alteragbes na neurogénese (Tacon et al., 2017). Os neurbnios se
tornam mais frageis, diminui o numero de células granulares e diminuiu a espessura
do cértex (Bolbanabad, 2017). O alcool também vai atuar sobre o cerebelo, sendo o
responsavel pela ataxia cerebelar e efeitos neurodegenerativos graves (Bolbanabad,
2017). Dificuldade de coordenagdo motora fina (Kodituwakku, 2009), irritabilidade,
hiperexcitabilidade, hipersensibilidade, hipotonia, tremores, tensdo muscular com
opistétono (Jones et al., 2003). Jerdnimo et al. (2008), observaram que a exposi¢cao
ao alcool no periodo critico de desenvolvimento da prole, indo da gestacdo ao
desmame os ratos tendéncia a desenvolver a microcefalia e atraso na migracéo
celular.

A nutricdo também pode ser indutora da microcefalia. Animais que passaram
pelo periodo critico de desenvolvimento em restricido de proteinas, apresentaram
reducdo do crescimento do cérebro podendo desenvolver algumas alteragbes
fisiolégicas como a microcefalia e alteragbes motoras (Dobbing e Sands, 1971),
como: perda de fibra muscular tipo Il diminuicdo do didmetro das fibras musculares,
baixa atividade oxidativa, proliferacao de tecido intersticial e edema (Oliveira et al.,
1999). Quando ocorre a recuperagado nutricional apés o parto, os filhotes que
passaram pela desnutricdo na fase intrauterina apresentam filhotes com
comprometimento do tecido muscular, diminuicdo de fibras tipo I, diminuicdo do
diametro das fibras musculares, baixa atividade oxidativa, presenca de aumento de
espaco 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 coldnia inata de ratos Wistar, ratos flathead ( fh ). Os animais nasceram com
0 cérebro tipicamente achatado apresentam ataxia e o cranio achatado (Robert et
al., 2000). A mutacao desta espécie € apenas cerebral, alterando o crescimento
normal do cérebro (Robert et al, 2000). Acredita-se que este fenbémeno do
crescimento anormal do cérebro € devido a uma grande explosao de morte celular
apoptica que ocorre em todo o sistema nervoso central e antes desta ataxia o
tamanho do cérebro € normal (Robert et al., 2000).

A utilizagao de alguns farmacos durante o periodo critico do desenvolvimento
também promove disfuncgdes fisioldgicas caracteristicas da microcefalia (Furukawa

et al., 2007; Bispo e Wassom, 1986). Dentre os agentes farmacolégicos indutores
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destaca-se o Busulfan, um agente alquilante bifuncional que vem sendo usado para
o tratamento de leucemia mieldide crénica e como condicionamento mieloablativo
antes do transplante de célula-tronco (Oakhill et al., 1981; Fauroux et al., 1996;
Vassal 1990).

O Busulfan apresentou potentenciais teratogénicos e citotoxicos (Bispo e
Wassom, 1986). Seu mecanismo de acéo esta baseado na clivagem das ligagoes
alquil-oxigénio da molécula, produzindo um composto eletrofilico que forma ligagdes
cruzadas entre as fitas de DNA. O farmaco causa problemas na duplicagdo do DNA
e transcricaio do RNA, causando o impedimento da divisdo celular. Sua
citotoxicidade esta intimamente relacionada com esse efeito de alquilagdo, pois
como sua atividade nédo depende da sintese de RNA, o busulfan pode afetar células
que estdo 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 € capaz de causar lesdes hispotatolégicas sistémicas (Ohira et
al.,, 2009) e ao sistema nervoso central caracterizada por lesdes neuronais e
apoptoses de células progenitoras (Ohira et al 2013). O farmaco também é toxico
para células ovarianas e testiculares com diminuicdo de células germinativas em
ratos. O Busulfan também é capaz de induzir anoftalmia, microtia, microabdémen,
oligodactilia, micromelia, cauda curta, braquidactilia, anasarca, dentre outras
sequelas em ratos e camundongos (Nagai, 1972). Nao existem relatos de desordem

motoras em animais expostos ao busulfan.

2.4 DESENVOLVIMENTO NEUROMOTOR EM RATOS

O desenvolvimento neuromotor em ratos evolui rapidamente no periodo de
lactacdo (Jamon, 2006). Durante a primeira semana de vida, os ratos sdo capazes
de rastejar e girar, no final da segunda semana desenvolve a capacidade de resistir
a gravidade (Jamon, 2006). Por fim, na terceira semana conseguem caminhar
(Jamon, 2006).

Sendo assim, o rato desenvolve uma adaptacido aos sistemas que controlam
o equilibrio, fazendo com que ocorra de forma continua, informagdes necessarias

sobre a posicdo e o movimento de todas as partes do corpo (Winter, 1995). Este



26

controle também requer uma ligagdo entre o cognitivo e o motor, estando
relacionados aos recursos atencionais, funcdes executivas e aos sistemas sensorial
e musculo esquelético (Ruchinskas et al., 2000). Assim, a locomogao depende da
funcionalidade desses processos sob a ligagdo de estruturas cerebrais superiores
que costumeiramente encontra-se com problemas nas doengas neuroldgicas (Waite
et al., 2005).

A marcha normalmente comeca quando o calcanhar do membro de referéncia
faz contato com a superficie 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 flexao
do membro superior com extensdo do membro inferior do hemicorpo acometido.
Como consequéncia, temos uma perna que n&o consegue suportar completamente
o peso durante a fase de apoio, além de nado se projetar para frente durante a fase
de balango, a ndo ser como um todo em circundacéo (Moreira e Russo, 2004).

O avango da neurociéncia, o conhecimento e compreensdo da
neurofisiologia, juntamente com o surgimento de novas teorias do aprendizado,
controle motor e a compreensdo da neuroplasticidade sao 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 sdo o resultado da
interacdo individuo com o ambiente e a tarefa (Brasil, 2016).

Diante das alteragcbes motoras que se conseguem mensurar, temos a
modificagdo de aquisicdo de marcos do desenvolvimento, redugdo do tamanho da
passada, aumento do angulo do pé e prejuizo em habilidades motoras (Marcuzzo et
al., 2008; 2010). Marcuzzo et al. (2008), encontraram em ratos com disturbios
neuroldgicos, redugédo da area muscular e aumento da densidade de fibras, além de
modificagdes encefalicas como a reducao de neurdnios do cértex somatossensorial
(Marcuzzo et al., 2008).

Os musculos sdo morfologicamente, constituidos de fibras musculares
constituidas por estruturas repetidas, os sarcémeros, sendo estes componentes
contrateis fundamentais das fibras musculares (Ma, 2001). Cada sarcébmero é
formado por varias proteinas, dentre elas as proteinas contrateis miosina (filamento

grosso), tropomiosina, troponina e actina (flamento fino), além das proteinas
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estruturais, responsaveis pela organizagdo e integridade funcional do sarcomeros
(Ma, 2001).

A contragdo muscular ocorre através da interacdo entre a actina e a porgao
globular da molécula de miosina, apds a hidrolise do ATP (adenosina trifosfato), pela
miosina ATPase (mATPase) (Ma, 2001). Existindo assim uma relagao direta entre a
velocidade de contragdo de um musculo e a atividade da mATPase, da porgao
globular da miosina (Talmadge e Roy 1993). Isto foi demonstrado em analises de
fibras isoladas, que revelaram uma alta correlagdo entre o tipo de fibra, baseado na
atividade da mATPase, com a especificidade da miosina de cadeia pesada (MHC)
(Pette, 2001). Existem alteragbes secundaria ao disturbio motor, alteragdes no
comprimento e/ou estrutura nas fibras rapidas que sdo as seguintes lla, Ilb e 1ld (x)
sendo a lIb a mais rapida (Pette, 2001).

A composig¢do do musculo em relagéo aos diferentes tipos de fibras depende
da fungcédo do musculo (Delp e Duan, 1996). Musculos posturais como, por exemplo,
0 musculo soleo, possui maior propor¢do de fibras de contragdo lenta (tipo 1),
oxidativas e resistentes a fadiga (Delp e Duan, 1996). Os musculos envolvidos em
atividades rapidas e que exigem forga, como por exemplo, extensor longo dos dedos
(EDL), possui maior quantidade de fibras de contragdo rapida (tipo Il) altamente
fadigaveis (Delp e Duan, 1996).

A fibra Illa é wuma fibra rapida intermediaria, possuindo potencial
moderadamente desenvolvido para geracédo de forga (Piovesan, 2009). A mesma
utiliza tanto o metabolismo oxidativo como o glicolitico para a produc¢ao de energia
durante a contragdo muscular, sendo considerada fibra rapida, porém com certa
resisténcia a fadiga (Piovesan, 2009). A fibra Ilb utiliza predominantemente o
metabolismo glicolitico para a produgéo de energia, sendo mais rapida, porém mais
fatigavel que a lla (Piovesan, 2009).

No periodo pds-natal de ratos foi verificado que os musculos rapidos e lentos
apresentam quantidades de fibras rapidas e lentas parecidas antes de iniciar a
diferenciacao (Ishiahara e Tagachi, 1991). Na primeira semana p6s-natal, o musculo
soleo possui quase metade é constituido de fibras rapidas, e apds um ou dois meses
diminui cerca de 10% (Wigston e English, 1992). Do 8° ao 75° dias pds-natal houve
aumento de fibra tipo | no musculo séleo, diferente do EDL que diminui do 8° ao 21°
dia pos-natal (Punkt et al., 2004). Os subtipos s6 foram vistos no 21° dia de vida.
(Punkt et al., 2004).
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Diferentes métodos podem ser utilizados para analise da atividade locomotora
nestes animais, dentre eles, o campo aberto (analise observacional ou automatica) é
0 mais comumente utilizado (Aragdo, 2011). Individuos com disturbios neuroldgicos
como a paralisia cerebral tendem a apresentam maior cansacgo, fadiga muscular e
ineficiéncia da marcha, causando perda de deambulagao (Stigger e Cols, 2011).

O musculo séleo de animais submetidos a paralisia cerebral experimental
apresentou maior numero de fibras tipo Il e reducado das fibras tipo | (Stigger e Cols,
2011). Sabe-se que o musculo sdleo esta relacionado a postura, apresentando
maior quantidade de fibras tipo | (Stigger e Cols, 2011). Entretanto, ap6s longo
periodo de desuso, o musculo apresenta nitidas mudangas dos tipos das fibras
(Stigger e Cols, 2011). Existe uma ligacéo direta entre o aumento do cansaco e da
fadiga muscular com a maior distribuigdo de fibras tipo Il no musculo de individuos
com paralisia cerebral, visto que esta fibra € mais rapida e, portanto, mais fatigavel
que as fibras do tipo | (Stigger e Cols, 2011). Com isto, ocorre uma perda da
deambulacdo com reducgdo da distadncia percorrida e da velocidade média nestes
animais, independente do estado nutricional (Oliveira, 2016).

Animais que sofreram alteragcbes neurolégicas no periodo critico de
desenvolvimento apresentam padrées de marcha anormais (como elevagdo das
patas traseiras e extensdo anormal dos joelhos e tornozelos durante a marcha)
(Marcuzzo e Cols, 2008). Além disso, apresenta reducdo do comprimento da
passada pelo aumento do angulo do pé e redugcdo de movimentos articulares
(Marcuzzo e Cols, 2008).

A microcefalia causa alteragbes (Eickmann, 2016) na coordenagédo da marcha
com efeito crucial no desenvolvimento da atividade locomotora dos animais que
apresentaram alteragbes neurologicas anteriormente induzidas, reduzindo a
distancia percorrida por eles (Marcuzzo Ccols, 2008). Criangas portadoras de
sequelas deste disturbio neuroldgico tendem a apresentar inUmeras anomalias,
dentre as sequelas existe a hipertonia global grave (rigidez muscular global) com
hiper-reflexia reversa, que resulta na dificuldade de locomogéao (Eickmann, 2016).

Disturbios motores causam nos individuos mudanga na sensagao, percepgao,
cognigdo, comunicagao, comportamento (Bax et al., 2005) e alteragbes orofaciais,
como é o caso de criangas com paralisia cerebral (Lacerda, 2017). Além disto,
secundariamente, podem ocasionar disturbios musculoesqueléticos como

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

O desenvolvimento neuropsicomotor € um processo sequencial, continuo e
que apresenta intima relacdo com a idade cronoldgica do individuo, 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
interacdo entre o ser vivo e 0 meio ambiente através de receptores sensiveis aos
diferentes estimulos do meio externo e do meio interno (Berg, 1994).

Impactos durante o desenvolvimento do sistema nervoso central traz
prejuizos severos tendo em vista que os eventos celulares estdo acontecendo com
maior vulnerabilidade (Noback e Eisenman, 1981). As alteragbes que o atuam
podem alterar a estrutura e a funcdo dos processos de desenvolvimento
relacionados a idade, como a maturacdo da maioria das respostas reflexas e
respostas motoras (Noback e Eisenman, 1981). Durante a gestagéo e o periodo de
amamentacdo do rato, o crescimento e o desenvolvimento do sistema nervoso
central ocorrem com grande intensidade (Morgane et al., 1993).

O desenvolvimento neuropsicomotor atipico nem sempre esta ligado a
presencga de alteragbes neuroldgicas ou estruturais (Marinho et al., 2016). Criangas
com esse mau desenvolvimento, merecem atencao e agdes especificas diante de
possiveis problemas de coordenagao e controle do movimento que podem durar até
a fase adulta, e com isso trazem atrasos motores frequentemente associados a
prejuizos secundarios de ordem psicoldgica e social que dificultam a socializagéo de
criangas e o seu desempenho escolar (Marinho et al., 2016).

Durante o inicio da vida, existem determinadas funcbes que aparecem e
desaparecem e que apresentam ligagdo com a evolugao do sistema nervoso central
(Brasil, 2016). Tais fungdes sao reflexas e logo evoluem para complexas e
voluntarias (Brasil, 2016). Algumas atividades que se mostram presentes ao
nascimento sio inibidas neste periodo, tornando-se atividades automatizadas em
nivel superior do sistema nervoso central (Diament et al., 2005).

Todos os seres vivos aumentam de tamanho a partir do momento que
nascem indo ao maximo 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 periodo critico de
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desenvolvimento (Morgane et al., 1993). Para isso, existem parametros com a
finalidade de acompanhar o seu desenvolvimento (Fox, 1965 e Silva et al., 2005). No
caso de ratos existe a avaliagdo sensoério-motora, ontogénese de reflexos e
desenvolvimento somatico (Fox, 1965 e Silva et al., 2005). A maturacdo dos

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

Varias evidéncias experimentais comprovaram que insultos ambientais séo
capazes de atrasar a maturagao dos reflexos e diminuir os fatores murinométricas
(Dobbing e Sands, 1971; Cadena-Burbano et al., 2017; Vasconcelos, 2012). Varios
reflexos acontecem um apds o outro, demonstrando a maturagdo do sistema
nervoso central (Fox, 1965; Smart e Dobbing, 1971). O circuito neural da medula
espinhal esta envolvido nas agdes mais simples dos reflexos (Fox, 1965; Smart e
Dobbing, 1971). Diversos reflexos medulares ocorrem pelas fibras nervosas
ascendentes sensitivas que possuem a funcdo de levar a niveis superiores as
informacdes obtidas, como acontece na parte superficie do corpo, principalmente,
tronco e membros ou em o6rgaos internos (Nicholls et al., 1992). Diferente das fibras
nervosas ascendentes, as fibras nervosas descendentes tém o papel de influenciar
neurdnios motores que serdo 0s responsaveis pela contracdo dos musculos

esqueléticos (Nicholls et al., 1992)

Reflexos de preensdo palmar, colocagao pelas vibrissas, recuperacao de
decubito e queda livre sdo mediados por neurénios da medula espinhal (Jacobson,
1970; Cassydi et al., 1994). Alguns reflexos estdo relacionados a sobrevivéncia,
como € o caso da aversao ao precipicio (Fox, 1965). Inicialmente as respostas séo
fracas, mas ao longo dos dias com o desenvolvimento musculo-esquelético tornam-
se mais fortes e mais perceptivos (Fox, 1965). Para o reflexo de resposta ao susto
primeiro deve ocorrer o desenvolvimento da audigdo (Fox, 1965). Ja para o reflexo
de prensdo palmar que é inato e desaparecera a medida que o sistema nervoso
central for amadurecido (Jacobson, 1970; Adlard e Dobbing, 1971). Assim, alteragéo
no tempo de aparecimento ou de desaparecimento de algum reflexo pode estar
associada ao padréo locomotor (Motz et al., 2005). O reflexo de geotaxia negativa
tem como referéncia uma resposta orientadora expressa em oposicao as pistas dos
vetores gravitacionais, dessa forma, ela é considerada para o diagndstico da fungéo

vestibular e/ou proprioceptiva (Motz et al., 2005).
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Silva et al. (2005), protocolaram com referéncias anatdmicas as medidas
corporais do rato. Esta técnica bastante refinada € utilizada para avaliagdo do
comprimento do corpo de ratos, medindo o eixo antero-posterior, eixo latero-lateral,
eixo longuitudinal e comprimento do corpo (Silva et al., 2005). A partir dessa técnica
€ possivel avaliar alteragcbes no comprimento dos ratos. As caracteristicas
somaticas sédo possiveis de serem analisadas através de abertura ocular, erupgéao
dos incisivos inferiores e superiores, abertura do conduto auditivo e do pavilhdo
auditivo (Fox, 1965; Smart e Dobbing, 1971).

2.6 EFEITOS DO TREINAMENTO DE RESISTENCIA NO DESENVOLVIMENTO
NEUROMOTOR

O Treinamento é caracterizado como um processo repetitivo e sistematico
composto de exercicios progressivos que visam o aperfeicoamento do desempenho
(Rochel et al., 2011). O treino aerdbico tem como finalidade diminuir o percentual de
gordura corporal, por ter maior facilidade de priorizar a utilizagdo dos acidos graxos
como principal fonte energética (Guedes et al., 1998). Ele ajuda na melhora da
capacidade cardiovascular e trabalha na prevencéo da arteriosclerose e hipertensao
(Bean, 1999). O treinamento anaerdbico também conhecido como resistido, de forga
e ou exercicio contra resisténcia € um método de treinamento desportivo cujo
principal meio s&do os pesos (barras, sobrecarga, halteres etc.) e a principal
capacidade fisica treinada é a for¢ca (Guedes et al., 2003).

O treinamento de forga realizado com pesos € o mais popular no crescente
numero de academias, com inumeros beneficios para a saude e estética que atrai
pessoas de todas as idades, visto que promove importantes beneficios na melhoria
da aptiddo musculo-esquelética, por exemplo, massa muscular e forga muscular
(Dias et al., 2006). A flexibilidade € um importante componente da aptidao fisica
(Matsudo, 2003). Como consequéncia, intervengcdes que aumentem o desempenho
da aptiddo sdo importantes para a saude (Dias et al., 2006). Mesmo que estudos
venham sugerindo que programas de treinamento de for¢ca podem aumentar a
flexibilidade (Dias et al., 2006).

Exercicios de forga e intermitentes (que ligam esforgos de alta intensidade

com periodos de repouso) também exercem uma influéncia positiva sobre a
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cognigao, com melhoras no desenvolvimento de diferentes tarefas cognitivas, como
velocidade de processamento, atencéo seletiva e memdéria de curto prazo (Filho et
al., 2014). E comprovado que atividade motora dindmica aumenta a demanda
energética em areas do cértex que sdo responsaveis pelo controle motor, tais como
area pré-motora, motora suplementar e sensério-motora (Ogoh et al., 2009). Os
jovens fisicamente ativos apresentam maior ativacdo no espectro de bandas
especificas realizadas através do exame de eletroencefalograma em areas cerebrais
especificas, e acredita-se que haja uma existéncia de uma maior rede de estruturas
neurais em diversas regides cerebrais, tais como Iébulo frontal, cértex cingulado
anterior, I6bulo infra-temporal e cortex parietal, em resposta a atividade fisica regular
(Filno et al., 2014). E cada uma dessas regides esta envolvida na realizagdo de
tarefas cognitivas especificas (Hilman et al., 2008). Estudo realizado com roedores
(33 roedores sendo, 15 adultos e 18 idosos), demostrou que apds realizagdo de
treinamento crénico houve um aumento de aproximadamente 55,6% na quantidade

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

Evidéncias recentes sugerem que exercicios localizados com cargas
constituem estimulos osteogénicos mais eficientes do que exercicios sem carga e
uniformemente distribuidos (Marcus et al., 1991). O desempenho motor € definido
como um conjunto de movimentos lineares e eficientes que dao caracterizagédo a
execugao de um determinado movimento (Almeida, 1999). A execugdo desses
movimentos € oriunda das informagdes processadas no sistema nervoso central que
sdo transmitidas pelos neurdnios motores indo do encéfalo para a medula espinhal e
do cérebro para o tronco encefélico e chegando por fim a musculatura esquelética
(Gomes et al., 2015). O controle motor permite a execugdo do movimento com
precisao e eficiéncia durante as atividades fisicas (Leporace et al., 2009). O controle
de movimento é transmitido a partir de informagdes sobre a forga de contragéo e a
ativacdo simultdnea e coordenada das fibras motoras, dando confiabilidade a
producdo de um movimento dindmico (Leporace et al., 2009). Porém, alteragdes no
neurénio motor superior causa dificuldade para gerar for¢a e sustentagdo (Gomes et
al., 2015).

O treinamento de forga € uma importante modalidade de exercicios para os
que buscam uma melhor qualidade de vida (Gomes et al., 2015). Este tipo de

treinamento traz melhora ao sistema neuromuscular com a pratica crénica de
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atividade fisica (Gomes et al., 2015). Em humanos o teste de resisténcia traz
melhoria para as fibras musculares, como resisténcia a fadiga, resisténcia
anaerobica, ganho de forca muscular (envolvido na coordenagdo motora) e
densidade mineral 6ssea (Hornberger e Farrar, 2004). Em ratos, o exercicio por
escalada em escada esta associado a hipertrofia muscular, alteragdes no fendétipo
de fibra muscular e adaptagbes neuromusculares (Hornberger e Farrar, 2004).
Atualmente os modelos experimentais com ratos permitem elucidar, de forma
objetiva e clara varias duvidas a respeito do efeito do treinamento fisico no
organismo (Hornberger e Farrar, 2004; Candido et al., 2017).

O esquema de treinamento de forca de intensidade moderada em adultos
deve seguir uma série de 8 a 12 repetigdes de oito a dez exercicios com no minimo
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 forgca se da devido a frequéncia de
disparos das unidades motoras (somacdo temporal), maior recrutamento de
unidades motoras (somacgao espacial) e maior coordenagdo intra e intermuscular
(Maior e Alves, 2003). Ocorre a uma maior expressdo de cadeias pesadas de
miosina do tipo Il com alta atividade da enzima ATPase (Maior e Alves, 2003).

Nas doencas neuroldgicas existe uma redugao das fungbes motoras, da forga,
resisténcia muscular, aumento de espasticidade, contraturas e dores nesses
individuos (Paiva et al.,, 2010). Diante disto € recomendado que os niveis de
treinamento de resisténcia se adequem aos dos parametros de saude em geral que
sao de até 5 vezes por semana com periodo minimo de 30 minutos em intensidade
moderada de atividade anaerdbia (Paiva et al., 2010). Quando o individuo apresenta
disturbios neurolégicos, a pratica de atividade fisica ndo leva ao desaparecimento da
sequela, porém, pode retardar sua progressao, principalmente no que diz respeito a
rigidez muscular e lentiddo dos movimentos (Hauser & Zesiewicz, 2001). Ja se sabe
que o treinamento de resisténcia possui um efeito neuroprotetor sobre o cérebro,
auxiliando na protecdo de varias doengas neurodegenerativas (Sasco et al., 1992).
Segundo seus estudos realizados com ratos, os exercicios poderiam diminuir a
vulnerabilidade da dopamina a agentes agressores (Sasco et al.,, 1992). A
plasticidade do cérebro e seu poder regenerador podem ser melhorados com a
atividade fisica (Sasco et al., 1992).
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Na grande maioria das vezes, a microcefalia € acompanhada de alteragées
motoras e cognitivas que mudam de acordo com o grau de acometimento cerebral
(Brasil, 2016). Desta forma cada paciente podera ter comprometimentos diferentes,
dependendo da area e da extensdao do cérebro que foi atingida pela doenca,
podendo a crianga apresentar atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, déficits
auditivos, fisicos, intelectuais, cognitivos e ou visuais (Brasil, 2016). Devido ao
disturbio de desenvolvimento ocasionado por lesées ou mas-formacdes do sistema
nervoso central, a crianga com microcefalia apresenta, geralmente, disturbio
sensorio-perceptivo-motor (Brasil, 2016). Em relacdo a cognicdo, os danos
contribuem de forma significativa nas aquisicdes motoras e funcionais ligadas a
rotina da crianga (Brasil, 2016). Essas alteragdes no controle motor podem acarretar
prejuizos ao sistema muscular e esquelético, causando encurtamentos musculares,
contraturas e deformidades das articulagdes, ou mesmo prejudicar o funcionamento
do sistema respiratério (Brasil, 2016).

Contudo, ha uma escassez de relatos na literatura cientifica, que evidencie a
utilizacdo do modelo experimental de microcefalia sobre o desenvolvimento
somatico, a maturagao dos reflexos e a coordenagao motora em ratos bem como o
treinamento fisico de resisténcia podem melhorar a atividade locomotora, a
coordenagcdo motora, a forca e o fendtipo muscular diante da microcefalia
experimental. Para assim, inovar com extratégias fisioterapicas nas criangas com

esta sequela,
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3 HIPOTESE

No modelo experimental de microcefalia induzida pelo busulfan, ha retardo do
desenvolvimento somatico e neuromotor, o treinamento fisico de resisténcia reverte

esses efeitos.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL DA 1° PARTE DO ESTUDO

Avaliar a maturagado somatica, as caracteristicas fisicas e o desenvolvimento
sensorio-motor em ratos provenientes de maes submetidas ou nado, durante a

gestacéao, ao busulfan.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS DA 1° PARTE DO ESTUDO

Avaliar:

e Desenvolvimento somatico;
e Aparecimento de caracteristicas fisicas;

e Ontogénese de reflexos.

4.3 OBJETIVO GERAL DA 2° PARTE DO ESTUDO

Avaliar as eventuais repercussodes do treinamento fisico de resisténcia sobre
o desenvolvimento neuromotor em ratos provenientes de mées submetidas ou néo,

durante a gestacgéao, ao busulfan.
4.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS DA 2° PARTE DO ESTUDO

Avaliou em ratos submetidos a modelo experimental de microcefalia os efeitos de
um programa de treinamento fisico de resisténcia do 35 aos 61 dias de vida pos-

natal, sobre:

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

e Teste de forca muscular aos 14, 17 e 62 dias de vida pos-natal;

e Coordenagao motora em barras paralelas aos 62 dias de vida;

e Coordenagao motora em rotarod aos 65 dias de vida pos-natal;

e Peso encefalico nos 28 dias de vida e pesagem dos musculos soleo e

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

Analise histoldgica do cértex motor dos animais nos 28 dias de vida.
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5 METODOS

5.1 ANIMAIS DA 1° PARTE DO ESTUDO: MODELO EXPERIMENTAL DE
MICROCEFALIA ASSOCIADO A SINDROMES CONGENITAS: CRITERIOS PARA
AVALIACAO DE DANOS NO CRESCIMENTO SOMATICO, CARACTERISTICAS
FiISICAS E MATURAGCAO 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 Académico de Vitdria, mantidos a
temperatura de 22 * 2°C, ciclo claro-escuro de 12/12 horas (luz as 20h) e livre
acesso a agua e alimentacéo.
Apods a confirmagdo da gestacdo através da técnica de esfregago vaginal, foram
formados aleatoriamente dois grupos de gestantes, com base na indugao
farmacolégica 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), diluido em oleo de oliva por via intraperitoneal (i.p.). A concentragcdo 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 oleo de oliva (0,5 ml/100 g de peso corporal das ratas, i.p.). As ratas foram
submetidas a manipulagdo farmacologica nos dias 12, 13 e 14 de gestacao, fase
inicial de desenvolvimento do cortex cerebral (Furukawa et al. 2007; Desesso, 2005).

Apods o nascimento ndo houve redugao das ninhadas para o padrao de 8 filhotes
por mae, pois o critério utilizado para a redugao 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 maes até 21 dias de vida

pos-natais
5.2 ONTOGENESE DE REFLEXOS

Foi avaliada diariamente nos dois grupos experimentais a ontogénese de
reflexos do 1 ao 21 dia de vida dos animais as 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 trés dias

consecutivos do aparecimento completo da resposta reflexa esperada.

Preensdo Palmar (PP): Este reflexo é primitivo e inato do animal. Para
detecta-lo, um bastonete de 5 cm de comprimento e 1 mm de diametro foi
pressionado levemente na pata anterior esquerda do animal, a resposta foi
considerada negativa apds duas tentativas em que o animal deixou de fazer a

flexao.

Figura 1 — Teste de preensao palmar realizado durante a lactacgao.

{

Fonte: (Barros,1999)

Recuperagao de decubito (RD): O animal foi colocado em decubito dorsal e
teve 10 segundos (s) para virar em decubito ventral apoiado sobre as 4 patas, sendo

considerada positiva (p) a resposta.

Figura 2 — Teste de recuperagao de decubito realizado durante a lactagao.

Fonte: (Barros, 1999).

Colocacgao 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 colocagao pelas vibrissas realizadas durante a lactagao.

(Campos, 2015).

Aversao ao precipicio (AP): O animal foi colocado com as patas dianteiras
sobre uma superficie plana e alta (mesa) de forma a detectar o precipicio. O animal
teve 10 s para se afastar 45° da borda da mesa caracterizando aversido ao

precipicio.

Figura 4 — Teste de aversao ao precipicio realizado durante a lactagao.

Fonte: (Barros, 1999).

Resposta ao susto (RS): O animal foi submetido a um estampido agudo
realizado com bastonete metdlico e um recipiente também metalico (4,5 cm de
largura e 6 cm de comprimento) e oco, em uma distancia de aproximadamente 10
cm de distancia do animal. A resposta foi considerada positiva quando ocorria uma

simultanea e rapida retragcdo com imobilizagado do animal caracterizando susto.

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

Fonte: (Barros, 1999).
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Geotaxia Negativa (GN): O animal foi colocado com a cabega 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 cabeca no sentido ascendente no tempo de

até 10 s.

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

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 medicdo), sobre um recipiente (30 cm largura x 12 de
comprimento) com algodao 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 lactagéo.

Fonte: (Barros, 1999).

5.3 MEDIDAS MURINOMETRICAS

Cada animal foi medido no 1 pds-natal as 8:00 horas, com o auxilio de um
paquimetro digital (JOMARCA ®) quanto as seguintes medidas (Silva et al., 2006):

Eixo latero-lateral do cranio: Tendo como referéncia uma linha imaginaria
perpendicular ao eixo latero-lateral do cranio, dividindo os pavilhées auriculares ao

meio, o0 animal foi contido com uma das maos tendo a cabeca 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 latero-lateral do cranio durante o periodo

de lactagao.

NN F

Fonte: (Barros, 1999).

Eixo antero-posterior do cranio: Foi considerada como referéncia umas
linhas médias que vai do focinho até o ponto de interse¢do com outra linha
perpendicular imaginaria. A Ultima passa tangencialmente as extremidades
posteriores dos pavilndes auriculares. O animal foi contido com uma das maos do
pesquisador e com a cabecga entre os dedos polegar e indicador, obtendo valores

em mm.

Figura 9 - Medidas murinométricas do eixo antero-posterior do cranio durante o

periodo de lactacéao.

Fonte: (Barros, 1999).

Eixo longitudinal: O animal teve o dorso anterior e o0s posteriores
comprimidos e a cauda de encontro a uma superficie plana e lisa (mesa). E entao foi
feito marcagbes com caneta que foram de encontro com o focinho e a base da

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

periodo de lactagéao.

Fonte: (Barros, 1999).

Comprimento da cauda: O rato foi segurado por uma das maos do
pesquisador e foi colocada sua cauda verticalmente sobre uma base plana e lisa
(mesa), foi realizada a marcagdo com caneta da base da causa e da sua

extremidade, obtendo valores em mm.

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

lactacéo

Fonte: (Barros, 1999).
5.4 CARACTERISTICAS SOMATICAS

As caracteristicas foram avaliadas diariamente as 8:00 horas durante a
lactacdo usando o método de Smart e Dobbing (1971). A idade de maturagéo foi

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

Abertura do pavilhao auditivo: Os dois pavilhdes ficam dobrados por serem
caracteres primitivos, e com o tempo se desdobram ficando palpaveis pelo

pesquisador.

Figura 12 -Analise da abertura do pavilhdo auditivo.

Fonte: (Barros, 1999).
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Abertura do conduto auditivo: Os dois orificios primitivamente nascem
fechados e com o passar do tempo abre-se, fica visivel de ver com o auxilio de uma

lupa com foco luminoso.

Figura 13 - Analise da abertura do conduto auditivo.

Fonte: (Barros, 1999).
Abertura ocular: Ambos os olhos abertos e com movimento palpebral.

Figura 14 - Analise da abertura ocular.

~

Fonte: (Barros, 1999).

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

com exposi¢ao incisal dos dentes inferiores.

Figura 15 - Analise da erupgao dos incisivos inferiores.

Fonte: (Barros, 1999).

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

com exposicao incisal dos dentes superiores.
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Figura 16 - Analise da erupgao dos incisivos inferiores e superiores.

Fonte: (Barros, 1999).
5.5 ASPECTOS ETICOS
O presente estudo foi aprovado pela comissao de ética no uso de animais do
Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (numero do
protocolo CEUA 0040/2016) (Anexo A). O protocolo de manipulagdo e bem-estar
dos animais segue as orientagdes da Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagao
de animais em atividades de ensino ou de pesquisa cientifica (DBCA), langada pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA).
5.6 ANALISE ESTATISTICA DO ARTIGO
. A analise dos dados foi realizada por meio do programa estatistico
GraphPad Prism 7;
+ Teste de Kolmogorov-Smirnov seguido de teste t de Student —
Crescimento somatico;
* Um teste de Mann Whitney — Caracteristicas somaticas e ontogénese de
reflexos;
* Dados expressos em desvio padrao;

+ Significancia estatistica 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
RESISTENCIA EM ANIMAIS SUBMETIDOS A MODELO EXPERIMENTAL DE
MICROCEFALIA.

Projeto foi realizado no Laboratério de Estudos em Nutrigcdo e Instrumentagao
Biomédica (LENIB), no Centro de Ciéncias da Saude UFPE - Recife. Foram
utilizadas 12 ratas albinas da linhagem Wistar. Para a obtencao dos filhotes foram
colocados macho e fémea na gaiola, na proporgao de 1:2 para o acasalamento. A
confirmagédo da gestacéo foi realizada através da técnica de esfregago vaginal e
confirmada com a presenga de espermatozoide e seguida de acompanhamento feito
através do aumento do peso corporal da rata, que foi analisado a cada semana. A
partir dai, foram formados aleatoriamente dois grupos de gestantes, com base na
indugdo farmacologica de microcefalia: Controle (C, n=7) e Busulfan (B, n=6). A
indugao de microcefalia se deu por intermédio da administragdo de Busulfan (sigma,
10 mg/ kg de peso corporal), suspenso em 6leo de oliva (0,5 ml / 100 g de peso
corporal das ratas) , nos dias 12, 13 e 14 de gestagédo (Furukawa et al. 2007),
enquanto o grupo controle recebeu o veiculo, 6leo de oliva (0,5 ml / 100 g de peso
corporal das ratas), ambos administrados por via intraperitoneal (i.p.). O periodo de
administragcdo do Busulfan corresponde a fase inicial de desenvolvimento do cértex
cerebral (Desesso, 2005). Apds o nascimento, ndo houve redugédo das ninhadas e
os filhotes foram mantidos com suas respectivas maes, até os 21 dias de vida pds-
natal (P22). No 21° dia de vida, foi realizado o desmame e separados um numero de
3 a 4 ratos machos por gaiola. A partir dai, foram alimentados apenas com dieta

padrao de biotério (Presence — ratos e camundongos).

Ratos machos pertencentes a ambos os grupos passaram por um periodo,
dos 35 aos 61 dias de vida, de treinamento de resisténcia em escada (Antonio-
Santos et al. (2016). Assim, dos grupos iniciais Controle e Busulfan, foram
compostos os seguintes grupos; Controle nao-treinado (CNT, n=5), Controle treinado
(CT, n=6), Busulfan ndo treinado (BNT, n=5) e Busulfan treinado (BT, n=5).
Experimentos que avaliaram a condigdo motora dos animais foram realizados antes
e apos o periodo de treinamento de resisténcia. A atividade locomotora em campo
aberto, foi analisada aos 8, 14, 17, 21, 28 e 62 dias de vida. A avaliagcado da forca
muscular foi avaliada aos 14, 17, 62 dias de vida. Os experimentos que avaliam

coordenagao motora foram realizados apods o periodo de treinamento de resisténcia.
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A coordenacao em barras foi realizado aos 62 dias de vida, e a coordenagao no
Rotarod, aos 65 dias de vida. Por fim, aos 65 dias de idades, os animais foram
eutanasiados para extracdo do encéfalo, musculos extersor longo dos dedos direito
e esquerdo, musculos sdéleo direito e esquerdo para pasagem.

Eutanasi leta de tecid
Atividade locomotora utanasia e Cr cta de tecidos Barras paralelas
£—14 17—2]|-2# 29 - 3% 35 61 6 l?f)tarod
[ T 1 | S
| | r
Adaptagao da 65
escada ) .
Treino de resisténcia Adap. Rota

Teste de forca rod

|

5.8 PROGRAMA DE TREINAMENTO FiSICO DE RESISTENCIA

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 pds-natal, os animais
passaram por adaptacido da escada. No 1° dia de adaptagao foram colocados por 30
segundos dentro da caixa inferior transparente, logo apds foram colocados no ponto
1, 2 e 3 e subiram consecutivamente por no maximo 30 segundos e logo apds,
foram colocados no ponto 1 por 6 vezes consecutivas e realizaram a subida na
escada. Nos 2° e 3° dias de adaptacao, foram colocados a partir do ponto 1 e
fizeram 10 subidas consecutivas. No 4° dia, subiram com o mosquetdo preso com
esparadrapo ao rabo, no 5° dia subiram com o mosquetdo e tubete vazio presos
com esparadrapo no rabo. Os 34 dias de vida pds-natal foi de descanso. A partir do
35 dias de vida, comecgou o teste, no primeiro dia os animais realizavam o teste de
carregamento maximo com 75% do peso corporal e as cargas eram chumbo de
pesca, a partir da segunda subida era acrescida 10 gramas, apdés 3 erros
consecutivos (0 animal ndo conseguia realizar o teste no tempo previsto de 60
segundos ou se soltasse a escada), era considerada a carga maxima a ultima
subida realizada com sucesso. Entre as subidas existia o tempo de descanso de 120
segundos. No dia posterior ao teste de sobrecarga maxima, era realizado o
treinamento de resisténcia por 5 dias consecutivos e o 6° dia era o descanso. A
carga maxima 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
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maximo para subir de 40 segundos e 90 segundos de descanso entre as repetigdes.
O treinamento durou 4 semanas.

Figura 17 - (A) Vista lateral do aparato de treinamento (uma escada com altura: 129
centimetros; largura: 20cm; comprimento: 132 centimetros; 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 centimetros da base, ponto 2 a 88 cm
da base, ponto 3, para 132 centimetros a partir da base e caixa superior escura). (C)
O tubete consistia em um recipiente onde as cargas foram colocadas e uma fita de
fixacdo formada de fita semi-elastica com um gancho na extremidade. A fita de
fixacdo foi cuidadosamente fixada na porgdo 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).
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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
poés-natal. Um sistema de monitoramento em campo aberto circular (d1m) foi usado,
delimitado por paredes de 30 cm de altura, com superficies internas de cor preta e
em sua base uma superficie de EVA (etil vinil acetato) também preta, de forma que
seja obtido um contraste entre o animal e o campo usado. Uma camera digital
(VTR® 6638-CCTV System), com um sensor de infravermelho e LED de iluminagéo,
fixada no teto a uma distadncia de 2,65m do solo e posicionada verticalmente ao

centro do campo para filmar o animal enquanto este se movimentar. A camera
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apresenta resolucéo de 420 linhas, velocidade de 1/60 e 1/100 s e sua sensibilidade
permite registrar imagens com iluminagédo minima de até 0,1 lux. Para as filmagens
foi utilizado o software Ulead VideoStudio®( ARAGAO et al., 2011). Os ratos foram
posicionados no centro do campo aberto e filmados por um periodo de 5 minutos
cada um. Parametros analisados: massa corporal (g), distancia total (m), distancia
real (m), deslocamento rotacional (m), velocidade média (m/s), gasto médio de
energia (J), gasto energético total (J), poténcia média (mW), tempo parado (s),
numero de paradas, tempo parado/numero de paradas (s), tempo nas areas (s).

Figura 18: A - Representacdo esquematica do Campo Aberto e do sistema de
monitoramento; B — Camera digital utilizada no registro das filmagens; C - 8: Imagem

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

Fonte — (Aragéo et al., 2006).

5.10 ESTUDO DA FORCA MUSCULAR

Os animais foram suspensos pela base da cauda enquanto segurava em um
cabo de aco (com 3 milimetros de diametro), distante 1 metro do chao, 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
pos-natal. Método adaptado de McDonnell-Dowling et al., (2015).

Figura 19 - Animal com microcefalia aos 65 dias de vida

Foto da autora.
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5.11 ESTUDO DA COORDENAGAO MOTORA NAS BARRAS PARALELAS

O aparato consiste de 2 barras paralelas de 1.0 cm de didmetro, com
comprimento de 1,15 m com uma distancia entre elas de 2,5 cm, conectadas a uma
plataforma de 15x50 cm?. O teste foi realizado no dia 62 de vida pés-natal (Ding et
al., 2004; Ding et al., 2002a). Foram realizadas filmagens de duragao de 5 minutos e
posterior analise. Realizava-se sonorizagédo levemente com aparelho metalico e com
a utilizacdo de racgdes colocadas nas extremidades do aparelho com o intuito de
fazer o animal caminhar de um lado para o outro. Logo apds foi contabilizado o
tempo de imobilizagdo, tempo de movimento (caminhando e virando de posigcéo 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: Representagao do aparelho de barras paralelas com o animal realizando

o teste.

Foto da autora.
5.12 ESTUDO DE COORDENACAO MOTORA DE ROTAROD

Os animais foram colocados em uma haste texturizada de 60 mm de didmetro
e 75 mm de comprimento, em rotacdo. A adaptacédo foi realizada por 3 dias
consecutivos com rotagdo de 10 rpm e duragdo de 2 minutos. No 4° dia,
previamente ao teste ocorreu mais uma adaptacdo de 2 minutos com velocidade de
16 rpm. Logo apés a ultima adaptagéo, foi realizado o teste e entdo contabilizado o
tempo. A rotacao do teste foi de 25 rpm e o tempo maximo sobre a haste era de 7
minutos, ocorrendo 5 repetigdes, entre cada repeticdo 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 pds-natal, os animais foram pesados e, em seguida,
eutanasiados por decaptagéo para extragdo dos musculos extensor longo dos dedos
direito e musculos séleo direito e. Estes tecidos foram lavados em solucdo de NaCl a
0,9% e pesados em balanga eletronica (Marte®, modelo AL 500, com sensibilidade
de 0,001g — MG, Brasil).

5.14 ANALISE MORFOMETRICA DO CORTEX CEREBRAL

No 28° dias de idade, os animais foram anestesiados com quetamina e
xilazina (50 mg/kg, ip) e submetidos a perfuséo transcardiaca imediata com solugéo
salina tamponada fosfatada seguida de solugéo fixadora (4% de paraformoaldeido
em PBS 0,1 M, pH 7,4 a 4° C). Apos a perfusao, os encéfalos foram extraidos da
caixa craniana e logo apés foram fixados na mesma solugao fixadora a 4°C durante
uma noite. Logo apds foram desidratados em solugcdo crioprotetora (30 % de
sacarose em PBS 0.1 M) também a 4°C durante todo o tempo necessario. Logo em
seguida, foram armazenados em freezer -80 °C (graus Celsius). Foram realizados
cortes seriados do cérebro de cada animal (20 um de espessura) em diregcao a
regido occipital. Os cortes foram submetidos a coloragao pela cresil-violeta e foram
visualizados ao microscopio O6ptico. Realizaram-se estudos morfométricos por
microscopia Optica no cortex motor (M1) que esta ligado a area dos membros
inferiores, identificado através de coordenadas estereotaxicas (3.72 a 0.00 mm de
bregma) (Paxinos; Watson, 1986). As imagens da area especificada foram
fotografadas com aumento de 40x (para contagem de células na camada V), usando
uma camera digital adaptada a um microscépio 6ptico (OLYMPUS modelo U-CMAD-
2) e a um sistema digital de analise de imagens. Foi contada a unidade de area
(1365.84 um2) de cada rato manualmente em 10 campos em cada corte (cinco no
hemisfério esquerdo e cinco no direito) (Marcuzzo et al., 2010). A identificagdo dos
neurdnios foi feita pela presenca de um citoplasma corado e pelo seu tamanho
(rotineiramente é maior que as células da glia e com formato nao esférico)
(Marcuzzo et al., 2010). As células da glia geralmente sdo menores do que os
neurbnios e possuem aspecto esférico (Marcuzzo et al.,, 2010). A contagem foi
realizada pelos neurbnios piramidais caracteristicos (com os nucléolos claramente

visiveis).
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5.15 ANALISES ESTATISTICAS

A analise dos dados foi realizada por meio do programa estatistico GraphPad
Prism 7

Teste paramétrico anova seguido do pos-teste de Bonferroni — atividade
locomotora, barras paralelas, rotarod, peso encefalico e peso muscular aos
65 dias;

Teste de Mann- Whitney - teste de forca nos 14 e 17 dias;

Teste estatistico nao paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do poés-
teste de Dunns — Teste de forca aos 62 dias;

Teste estatistico paramétrico anova two way, seguido do pés-teste de
Tukey — treinamento de resisténcia;

Teste de paramétrico Kolmogorov-Smirnov seguido de teste t student —
peso encefalico e analise encefalica nos 28 dias de vida pds-natal;

Dados apresentados em erro padrao;

Significancia estatistica foi definida como P <0,05 em todos os casos.
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6 RESULTADOS

6.1 ARTIGO DA 1° PARTE DO ESTUDO ESTA DISPOSTO NO APENDICE 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 A REVISTA NEUROTOXICOLOGY AND

TERATOLOGY (ANEXO B).

6.2 RESULTADOS DA 2° PARTE DO ESTUDO - EFEITOS DO TREINAMENTO DE
RESISTENCIA 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 comparagdo 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/numero 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 area intermediaria
(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 disténcia total
percorrida (metros) no campo aberto do grupo busulfan em relagédo ao controle (21
dias - Controle: 19,68 + 147 vs Busulfan: 1456,7 + 41,4 p<0,047) (figura 1B). Nao foi
visto diferenca estatistica na distancia real (Figura 1C), deslocamento rotacional
(Figura 1D), velocidade meédia (Figura 1E), gasto médio de energia (Figura 1F),
gasto energético total (Figura 1G), poténcia média (Figura 1H), tempo parado
(Figura 11), numero de paradas (Figura 1J), tempo nas areas aos 14 dias (Figura
1M), tempo nas areas aos 17 dias (Figura 1N), tempo nas areas aos 21 dias (Figura
10), tempo nas areas aos 28 dias (Figura 1P).

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

parametros da atividade locomotora. O grupo controle ndo treinado (CNT)
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apresentou maior deslocamento rotacional (metros) em comparagdo ao grupo
busulfan ndo treinado (BNT) (CNT: 3,790 £ 1,695 vs BNT: 2,525 + 0,171, p<0,0231)
(Figura 2D), e o Controle treinado (CT) em relagdo 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 locomogao, e que o treino foi benéfico para o busulfan
treinado, assim como também foi visto no tempo parado (segundos) na area central
do campo aberto, o animal busulfan nao 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 nao foi visto diferenga na massa corporal (Figura 2A), distancia total
(Figura 2B), distancia real (Figura 2C), deslocamento rotacional (Figura 2D),
velocidade média (Figura 2E), gasto médio de energia (Figura 2F), poténcia média
(Figura 2G), tempo parado (Figura 2H), numero de paradas (Figura 2l), numero de

paradas (Figura 2J), tempo parado/numero de paradas (Figura 2K).
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Figura 1: Atividade locomotora em ratos controle e busulfan aos 8,14,17,21,28 dia de
vida pos-natal. (A) Massa corporal (g); (B) Distancia total (m); (C) Distancia real (m);
(D) Deslocamento rotacional (m); (E) Velocidade média (m/s); (F) Gasto médio de
energia (J); (G) Gasto energético total (J); (H) Poténcia média (mW); (I) Tempo parado
(s); (J) Numero de paradas (n); (K) Tempo de parada/numero 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
sao expressos em Média + erro padrao. ANOVA Two-Way medidas repetidas *p<0,05
seguido de teste Bonferroni.
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Figura 2: Efeito do treinamento fisico sobre o teste de comportamento de ratos
controles e busulfan. Aos 62 dias de idade, ratos pertencentes aos grupos
Controle nao treinado (n°/ninhada=5), Controle treinado (n°/ninhada=6), Busulfan
ndo treinado (n°/ninhada=6) e Busulfan treinado (n°/ninhada=5), passaram pelo
teste de atividade locomotora, onde foi registrado.(A) Massa corporal (g); (B)
Distancia total (m); (C) Distancia real (m); (D) Deslocamento rotacional (J); (E)
Velocidade média (m/s); (F) Gasto médio de energia (J); (G) Gasto energético
total (J); (H) Poténcia média (mW); (1) Tempo parado (s); (J) Numero de paradas
(n); (K) Tempo de parada/numero de paradas (s); (L) Tempo nas areas (s). Valores
expressos em média * erro padrdo, *CNT e BNT; $CT e BT *P<0,05 ANOVA two
way, seguido de teste Bonferroni.

6.4 FORCA MUSCULAR

O teste de forca foi realizado em idades diferentes, 14, 17 e 62 dias de vida. Os
animais tratados ndo apresentaram diminuigdo da forgca aos 14 dias (Figura 3A) e 17
dias (Figura 3B), aos 62 dias (Figura 42).
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Figura 3: Laténcia da queda durante o teste de forga muscular aos 14 (A) e 17 (B)
dias pds-natal. Controle (n°/ninhada = 12), Busulfan (n°/ninhada = 12), passaram
pelo teste de forga. Valores expressos em média + erro padrdo, P<0,05 teste de
Mann Whitney.

[<-]
o
1

=

= 60

@

Sw] T
g 40

1]

©

& 207

™

-

0 T
& A & 2

Figura 4: Laténcia da queda durante o teste de forca muscular aos 62 dia pés-natal,
ratos pertencentes aos grupos Controle ndo treinado - CNT (n°/ninhada = 5),
Controle treinado - CT (n°/ninhada = 7), Busulfan nao treinado - BNT (n°/ninhada =
7) e Busulfan treinado - BT (n°/ninhada = 5). Valores expressos em média + erro
padrao, *P<0,05 Kruskal Wallis, seguido de teste seguido de DUNN.

6.5 TREINAMENTO DE RESISTENCIA

O treinamento fisico realizado durante as quadro semanas ndao se mostraram
eficientes para aumentar o peso das sobrecargas (Figura 5A) e das 10 gramas entre
o Controle treinado

as subidas (Figura 5B).
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Figura 5: Efeito do treinamento fisico em ratos controles e busulfan aos 62 dias
pos-natal. Controle treinado (n°/ninhada = 7) Busulfan treinado (n°/ninhada = 6),
passaram pelo treinamento de resisténcia nos animais durante 4 semanas (A) e
meédias das 10 gramas acrescidas entre as semanas de treino (B).Valores
expressos em média + erro padrao, p<0,05 ANOVA two way, seguido de teste
Tukey.

6.6 BARRAS PARALELAS E ROTAROD

Os animais realizaram o teste de barras paralelas aos 62 dias de vida, apos o
treinamento de resisténcia. E foi encontrado diferenga na média de tempo andando,
foi menor no grupo CT em relagdo 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,



58

p<0,0400) (Figura 6B), CNT em relagdo 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
caracteristicas de se movimentar mais, porém nao apresenta uma boa coordenagao
motora. O rotarot (Figura 6D) ndo conseguiu mostrar diferenga entre os grupos,
porém o grupo BNT apresentou uma caracteristica de cair mais que os todos os
grupos e que quando treinados a laténcia da queda foi menor.
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Figura 7: Avaliagdo em barras paralelas de ratos controles e busulfan aos 62 dias
pos-natal. Controle n&o treinado (n°/ninhada=5), Controle treinado (n°/ninhada=7),
Busulfan nao 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 laténcia
(D). Valores expressos em média + erro padrao, *P<0,05 *CNT vs BNT, SCT vs
BT, #CNT vs CT ANOVA two way, seguido de teste Bonferroni.

6.7 PESO CORPORAL E MUSCULAR

O peso encefalico 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
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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 musculos depois de dissecados foram pesados e normalizados mostrando
diferenga no peso absoludo do musculo 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, nao foi visto
diferenga entre o peso encefalico 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 padrédo, *P<0,05 Mann Whitney. Aos 65 dias de idade, ratos
pertencentes aos grupos Controlem n&o treinado (n°/ninhada=5), Controle
treinado (n°/ninhada=7), Busulfan nao treinado (n°/ninhada=6) e Busulfan treinado
(n°/ninhada=5), tiveram mensurado a pesagem corporal aos 65 dias (B), peso
relativo do musculo EDL direito (C) peso absoluto do musculo EDL direito (E),
peso muscular relativo do séleo direito (E) e peso absoluto do musculo séleo
direito (F). Valores expressos em média = erro padrao, *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 ANALISE HISTOLOGICA ENCEFALICA DO CORTEX MOTOR

ApOs analise do cortex motor aos 28° dias de vida, verificamos que a area do

neurénio foi menor no grupo busulfan em relagdo ao grupo controle (C:422,39 +
42,08 m vs B: 280,73 £ 35,18 m, p<0,0009) (Figura 9A). Porém, nao foi encontrada
diferencga no perimetro do neurdnio (Figura 9A), célula da glia/neurdnio (Figura 89).
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Figura 9: Analise histolégica do cortex motor em ratos controles e busulfan. Aos 28°
dias de idade, ratos pertencentes aos grupos Controle (n°/ninhada=5), Busulfan

(n°/ninhada=5),

area do neurbnio (A),

perimetro do neurdnio (A), célula

glia/neurdnio (C). Valores expressos em média + erro padrdao, *P<0,05 Teste t
student.
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7 DISCUSSAO

O trabalho investiga alteragbes neuromotoras em ratos expostos a farmaco.
Os animais passaram por exposi¢ao ao busulfan durante o periodo gestacional e o
mesmo trouxe repercussdes para a vida do animal, como diminuigdo da area do
neurénio 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/numero de paradas aos 8 dias de vida e maior tempo na area intermediaria
do campo aberto e menor tempo na area periférica mostrando dificuldade na
locomogao. Apds o treinamento de resisténcia, aos 62 dias de vida os animais
expostos ao busulfan sem treino caminharam menos que os animais controle que
nao treinaram e o tratado treinado caminhou mais que o controle treinado no
deslocamento rotacional, comprovando que o0s animais tratados apresentam
dificuldade de locomogédo mesmo apds o treinamento de resisténcia, 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 n&o
apresentou reducdo da forga muscular. Consequentemente, aos 62 dias de vida,
nao foi observado influéncia do treinamento sobre a forgca 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 encefalico 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 farmaco ofertado no periodo gestacional das
maes, foi capaz de repercutir ainda apdés 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/numero 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 area intermediaria, esta dificuldade de ir para a
periferia € devido a locomogédo que se encontra prejudicada diante das sequelas

presentes causadas pelo alquilante no periodo critico da vida. A distancia 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 caracteristica de
hiperatividade, caracteristica de maior movimento realizado ao longo do dia, ficando
menos tempo parado. Apos o periodo de treinamento de resisténcia, foi realizada
atividade locomotora aos 62 dias de vida, e foi verificado que os animais tratados
nao treinados apresentaram um deslocamento rotacional menor que o controle néo
treinado, mostrando o efeito do farmaco sobre as sequelas adquiridas apds a
exposi¢cao ao busulfan. Verificamos também que os animais tradados nao treinados
permaneceram mais tempo parados no centro do campo aberto, vemos que existe
um problema na locomogdao e apds o treinamento vemos uma melhora nos
individuos. A fraqueza muscular € um prejuizo motor comum em pacientes com
doencas neurologicas (Sharp, et al.,1997), dentre as sequelas apresentadas existe a
diminuicdo da velocidade de marcha, em um estudo foi verificado que apods
treinamentos existiu a uma melhora no desempenho funcional (Morris et al., 2004).
Esses treinamentos que fortalecem os musculos apresentam beneficios na
reabilitagdo de individuos com sequelas neurolégicas e motoras (Morris et al., 2004).

O teste de forca realizado com 14 e 17 dias ndo mostrou diferenga entre os
animais. Os animais passaram pelo treinamento de resisténcia, e aos 62 dias de
vida foi feito o teste de forca novamente e os animais também n&o mostraram
diferenga estatistica, e o esperando é que com a aumento da massa muscular
ajudasse, e isso ndo aconteceu. Fato também encontrado no estudo de Zorzi et al.
(2015), onde animais expostos a um antineoplasico e que passaram por 6 semanas
de treino de resisténcia (natacdo com carga) nao tiveram a forga alterada. Este
resultado mostra o efeito do farmaco permanece ao longo da vida prejudicando a
forga muscular dos individuos. Similarmente, Filho e colaboradores ndo observaram
em humanos diferencas no desempenho funcional em individuos portadores de
doencgas neurolégicas apds treinamento por 9 semanas (Filho et al., 2013). O
desempenho funcional consiste na habilidade de gerar forga a partir da forga, ou
seja, a poténcia (Allen et al., 2009). Com isso, vemos que existe uma dificuldade
maior em individuos com disturbios neurolégicos de melhorarem a forga muscular
apo6s a lesédo do sistema nervoso. Diferente do estudo de Santos (2018), realizado
em criangas com microcefalia causada por ZIKV que apds o treinamento para
melhorar o desenvolvimento motor da crianga com duragdo de 30 minutos diario por

5 semanas, verificaram que o objetivo foi alcangado, melhorando o aspecto motor



63

das criangas. As criangas precisam de estimulagao precoce das fungdes motoras,
tendo em vista que elas nao apresentam nog¢ao de espaco, localizagao da parte do
corpo, e também tonicidade e forgca muscular adequada (Barata et al., 2010).

A pratica de treinamento fisico € capaz de promover beneficios fisicos e
psicoldgicos para criangas e adolescentes com disturbio neurolégico independente
do comprometimento neuromuscular de cada individuo. Além dos problemas que o
individuo apresenta decorrente das sequelas, podem-se ter doengas secundarias a
ela, como obesidade e osteoporose, sendo a rotina de praticar treinos uma ajuda na
prevencao das mesmas (Maher et al., 2016). Verschuren et al. (2008), verificou em
sua revisao sistematica, que um programa de treinamento de no minimo 6 semanas,
com frequéncia de trés sessdes por semana, pode aumentar o desempenho
muscular em membros inferiores de pessoas com doengas neuroldgicas. E Damiano
(2009) indica que € necessario ter um treinamento regular e continuo. Diante disso,
nao foi verificada diferenga no treino de resisténcia entre os animais, tendo em vista
que o tempo foi curto (4 semanas), em relagdo aos grupos que estudam doencgas
neurologicas e seus beneficios realizados ao treinamento fisico.

As barras paralelas e o rotarod servem para verificacdo da coordenacio
motora dos animais (Ding et al., 2001%; Fernandez-Guasti, 2016), essas tarefas
motoras (barras e rotarod) tém 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 neurolégicos (Ding et al., 2002 a). Diante disto,
realizamos os dois testes. O de barras paralelas comprovou que os animais do
grupo busulfan que nao realizaram o treino de resisténcia, ficaram menos tempo
parados nas barras paralelas. Como consequéncia, apresentavam mais tempo
andando sobre as barras paralelas e também mais erros eram cometidos,
demostrando que a hiperatividade estava presente e que a coordenac¢ao motora dos
animais nao era boa. O treinamento ndo melhorou a coordenagdo motora dos
animais portadores de microcefalia quando comparamos as analises entre o rato
tratado nao treinado e tratado treinado. Diferente do que se encontra em Candido et
al. (2017), que verificaram que o sedentarismo também provocou um maior nimero
de erros entre os grupos de treinamento de resisténcia e muscular e que o ganho de
resisténcia fisica e forga muscular possibilitam melhora do desempenho motor. Os

nossos dados de rotarod ndo mostraram beneficio aos animais em relacdo a
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coordenacao e equilibrio, apds o treinamento de resisténcia. Como também foi visto
no estudo de Fernandez-Guasti (2016), que os animais apds passarem por teste de
nado forcado e apds terem realizado o teste de rotarod, ndo mostraram diferencas
entre si.

O desenvolvimento anormal do cérebro traduz uma das principais causas
de disturbio neuroldgico (Cattabeni et al., 1997). Encontramos essa sequela nos
nossos ratos, onde os animais que foram expostos ao farmaco apresentaram
reducdo do peso encefalico aos 28 dias de vida (Woods, 2004). Furukawa et al.,
(2007) também encontrou reducédo do peso encefalico absoluto nos seus animais
que passaram pela exposi¢cdo da mesma substancia no mesmo periodo gestacional,
o efeito do farmaco interferiu no crescimento encefalico. E com isso vemos refletir
nao apenas na redugdo do perimetro encefalico, mas sequelas em todo o corpo
(Furukawa et al., 2007).

Disturbios neurologicos sao deficiéncias na fungdo predominantemente
sensoriomotora, onde ha mudanga na conformidade do tdnus muscular, na postura e
na movimentacdo voluntaria (Cargnin et al.,, 2003), e comprimento muscular
(Shepherd, 1998). A espasticidade pode ter a definicdo de “aumento na tensdo do
musculo quando ele é passivamente alongado, a qual é causada por um exagero do
reflexo de estiramento muscular” (Kerem et al., 2001). Mudanga na musculatura
esquelética secundaria a alteracdo do ténus muscular dificulta o movimento
voluntario (Cargnin et al., 2003). Campbell (1996) verificou que com o devido
tratamento, torna-se um modo mais facil de diminuir as deficiéncias funcionais em
muitas criangas, sendo o alvo de tratamento nos casos de doengas neurolégicas,
fazendo com que haja um aumento das habilidades do individuo e a diminuigdo das
suas deficiéncias (Cargnin et al., 2003), visto a deficiéncia motora, ritmo e equilibrio
presentes (Souza 2002). Como ajuda para isto, existe o treinamento fisico, que
aumenta a forca muscular, a resisténcia aerdbia, auxilia na autonomia em
locomog&do, melhora na irrigacdo sanguinea, melhora na postura corporal,
diminuicdo do débito cardiaco e da frequéncia cardiaca, maior absor¢gado de oxigénio,
criacao de novas reagdes em reflexos ligados a estimulos e respostas (Tsutsumi et
al. 2004). Verificamos isto com nossos resultados, o peso absoluto do musculo EDL
direito em que o grupo busulfan ndo treinado foi menor em relagcdo ao busulfan
treinado o treino apresentou um efeito muito benéfico. De um modo geral, espera-se

que os individuos que sao colocados para realizagao de treinamento consigam obter
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adaptagdes morfolégicas significativas, ou seja, hipertrofia muscular (Lima et al.,
2006). A hipertrofia muscular esquelética € uma resposta a condicdo de exercicio
fisico passado previamente contra uma resisténcia, o que provoca um aumento na
sintese e/ou diminuicdo na degradacao de proteinas miofibrilares (Glass, 2003) e
como consequéncia promove aumento da massa muscular (Bodine, 2001). A
autofagia € importante na homeostase celular e manutengdo da massa muscular
esquelética, provando sua importancia no processo de hipertrofia do musculo
(Bodine, 2001). No exercicio cronico foi observada autofagia ativada em musculo
sbleo através de aumento em LC3Il/I (Pinto et al., 2014). Durante o intervalo de
treinamento existe a pausa que configura uma variavel importante durante o
treinamento (ACSM, 2002; Kraemer et al., 2004), podendo ter influéncia diretamente
nas mudancgas fisiologicas e no desempenho das pessoas (Lima et al., 2006).
Existem estudos que apresentam intensidade e duragdo de pausa do treinamento
podem ter uma mudanca estatisticamente significativa em respostas hormonais
(Kraemer et al., 1990; 1993), cardiovasculares (Fleck, 1988) e metabdlicas
(Hakkinen et al., 1993; Abdessemed et al., 1999). Pausas de 90 a 120 segundos tém
sido classificadas e prescritas como uma fase moderada para recuperagao para
inumeros programas de treinamento de forca (Kraemer et al., 2003), assim como foi
um dos requisitos do nosso trabalho para o treinamento resisténcia. E também
repeticoes de 8 e 12 séries tem sido indicado para o aumento da massa muscular
(Kraemer et al., 2004), sendo o mesmo padrao utilizado no nosso estudo, que foi de
10 repeticbes no maximo por dia.

O nosso estudo demostrou uma reducdo da area do neurbnio do cortex
motor nos animais expostos ao busulfan. O lobo frontal &€ basicamente formado por
duas grandes areas corticais: cortex motor e o cortex pré-frontal (Souza, 2014). O
cértex motor esta localizado na regido do giro pré-central, entre o sulco central e o
sulco pré-central, diferentemente do cértex pré-frontal que esta situado na regiao
anterior do lobo frontal, posterior ao sulco pré-central (Souza, 2014). O cortex motor
se subdivide em cortex motor primario (M1 ou area 4 de Brodmann) e areas pré-
motoras (Souza, 2014). O cértex pré-motor, area motora suplementar, cértex pré-
frontal dorsolateral e o M1 sao areas presentes no lobo frontal que estdao mais
associadas a aprendizagem motora (Lang et al., 205). O cértex motor é responsavel
por coordenar a ativagdo dos musculos de forma sinérgica representados na parte

cortical, junto com estruturas presentes na medula espinhal, com a finalidade que a
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agao motora seja realizada de forma adequada e precisa (Oza et al., 2014). Estudos
mostram que durante a realizagdo de movimentos voluntarios o cortex motor e areas
pré-motoras sao ativadas, sendo associada a diferentes parametros motores, forca,
posicéo, direcdo e velocidade de movimentos da articulagao (Fetz 2007; Stark et al.,
2008). Segundo Verschuren et al. (2008), alguns produtos sao capazes de promover
a apoptose nas células neuroepiteliais. Causando com isso a morte exagerada de
neurénios no desenvolvimento do cortex 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 inibicao mitética no neuroepitélio (Furukawa et
al., 2007). A redugao do desenvolvimento de neurénios recém-nascidos pode causar
falta no numero de células para uma futura histogénese e organogénese normal,
esta auséncia pode cursar com microcefalia (Furukawa et al., 2007). Porém ainda
nao se tem informacédo necessaria 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 area do
neurdnio nos animais expostos ao busulfan podem ser inumeras, como atraso na
ontogénese de reflexos nas caracteristicas somaticas e as demais sequelas
presentes no estudo.

O trabalho demostrou que insultos no periodo gestacional podem trazer
repercussdes para a vida intera do individuo como foi o caso do farmaco busulfan
utilizado no periodo gestacional de ratas repercutindo na vida do animal em todos os
aspectos. Acredita-se que o treinamento de resisténcia como uma técnica para
melhorar as sequelas presentes foi realizada em um tempo curto, se tivesse sido
realizado em um tempo maior, os beneficios teriam sido mais relevantes e
demostrado uma melhora na forga, locomogao, coordenacido e hiperatividade dos

individuos.
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8 CONCLUSAO

O busulfan foi capaz de reproduzir sequelas encontradas em criangas com
microcefalia.

O treinamento de resisténcia durante 4 semanas foi uma acéo terapéutica que
apresentamos, ele foi capaz de promover aumento da massa muscular e peso

corporal nos animais, e comprovamos que nao houve melhoras na coordenagao.
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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 (Franga
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 @)
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.

2.2Reproducibility 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., 20006).
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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, afirst 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.
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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
Control (n=35) Busulfan (n=56)
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

*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
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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

Presence of damage in non-microcephalic animals

UIE LIE EO R VP FFR NG

Animal 1 \ v V
Animal 2 v \ \
Animal 3 \ \ < \ v

Parameters selected for damage assessment after gestational
administration of Busulfan

Physical features Reflex-ontogeny
Upper incisors eruption Palmar grasp
Lower incisors eruption Righting

Eyes opening Vibrissa placing

Free-fall righting
Negative geotaxis

Upper incisors eruption (UIE), Lower incisors eruption (LIE), Eyes opening (EO),
Righting (R), Vibrissa placing (VP), Free-fall righting (FFR), Negative geotaxis (NG). “

v’ 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; Kortim 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



102

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. Camera 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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ryugeal matility (220, Tiesr changes in ke on-lacsl
iniiidos coeiribule b b linalion ad king and
wrvaBcriring.

Our ity b soene Bestatbors, For insases, e
artidies mwlidal  evalisted dlfercil acneary  amnd
et hiswtions in exprrimental CF ouelels. The -
ability in ono-letial Desctions was duse W beiem-
genciicd febiled meaanly b il animad gecies and 1he
P itk bl Siinlies with rablsts have beon
used Mo cvahiale o whisr sange of en-lacial lisction.
Harmever, shulic: usdng ral me moes rearcinl @
ke iy the motor b8k of the fordgums duging eol-
ing.  Regeiding ihe ©F dhicie  ietlod,  1he

5 )
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hypprnss Eabemis middels seprduce a Leger specinm
al ons-lackal dsssrmaidied nmjueal o ibe other

ruidels. This can be explained by the Lt thal higes-

Ty Boabigoes Cosle de Sanfans and Cinar Guirban
Cuevedy comiiated W ihe weiling of 1he suanu-
wiripd, AN the muthory iedd and dpprovcd the Baal

bi-behedisa prsvokes s Enjury (i the myelination of
sty and meler serve bees, thus sllaying 1he
il several serueh (294

This, the elfecti an the oeo-lacial  fenctions
wlncrved oilke sl Eoinded b (ks spalsmati
revicw e dmailie W the Dypeal clescal peolsiems ol
CP. The impaemes) in oro-lais Posetioes Bl
mnwth, nime and geoecal heabl of the child
(4T, In additan, sudses show Bl degeiding on the
degres of veo-faciad deficits, e progoass ol CF say
be mewe meserved i relalioe o e morlaBly rale
4y, Howecves, the durfenl Ircalmenis geopused are
Incdlegive  in minlmisng  eorlacal  dysfssaions
alfleviing many chilfeen e vaehd, In ki oonie,
i weork dlasifics  the stheme elfeds induced by
cxapetimenal el of CF and wime mechansims

S ilbyiing e al i i {aciad |

Conclusdon
All OB il Jek lyuenl ity the aial

liscthons and perasl b Ellcocial anlial sproey The

L cause ges b the sessory and
i one-Lickal Tusictions in maows] of the jurdnicicns
agulyued,  [His e Enll prded s
ke eliediive in gy the coskdinatin beiveca
surking and ewallwing. SMudics investgating 1he

. detlying Lictal disnage sboukl be
perloimed in oeder o apdinmise el 1 B

of The m i, The authom abe gralchd o

Ashley O, lasiewss lor the Bognage eoyicn ol lhis
Wl
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APENDICE C - OUTRAS PUBLICAGOES DURANTE O MESTRADO (ARTIGO
PUBLICADO 1)

REVISAD | REVIEW

Perinatal serotonergic activity: A decisive
factor in the control of food intake

Atividade serotoninérgica perinatal: um fator
declsivo para o controle da ingestdo alimentar
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Ravins ds Mutrigk

The miotanergic System s eswential for
tha proper devolopment of the nenows estem.
Seroionin or S=Hydrooiryptaming {5-HT) and
Leroionin Transporier {SEAT) aw esserviial for
NEroLS - SySEM oniogeneshs and matration
11l Erveronmental factors, such @ malnutritian,
selective seroionin eegptake iphibdion, and
changes in the expresson of the serotonin
transporior gone during te early stages of
deselopment may increasp cemital Serotonin
aailabikty, delsy in satioty the trigger asociated
with hyparphagle, and reduce i anoredgenic
etfectinacdt organims (-] Moveeves, despiin
the numerous studies conducied innecent years,
tha ongin of the pryeclogical and molecular
ystom has not been totaly dianfied. This mview
article focuses on the influence of semtonergic
acthity during the delopment period on food
irakn contmol.

Critical development period and
phenotypic plasticity
Prenobypic plasticty b establshed to
deedlop a central function on the etiology of
chronicsdeganoratve diseases asocated verth
thi Frypothesk of the developmentsrelaied ongin
of health and disease. Tha sk of developing
chronic deexes s dosely mehied o the
ervionment in which an individual dessloped

and his festgle in adulthood. Phonotymic plastioty
is considered an adaptive process that alows
the miirement of dewelopment patiors and
mochanime actordng o the surmoonding
envircnment. Feom the adaptive persoectis,
an individual will be benefitted by his abaliny o
adapt to the ervieonment |53

Piecas of evidenoe of these adaptations
in humans were cemonstrried n 1970 by
Raweli af ol 8] The Cutch Farmine conssied
of a penod of food scandty espenenoed by
prognant veomen during VWord War B (1933.
124%) In aguithood, approsinately 300,000
man eshibibed changes N body composition,
denonding on the Bma in which thog s detses,
had been axposed to maternal maketnson i
malruttition cocumed in the Lst trimesier of
pregrancy, these indidduals woult haee 2 bow
inciderce of obedty However, if £ ocurmd in
the firs trmester, they would have a highat
inciderce of obesty &L

In the 19560 Neel [7T] described tha "thhfty
genctype hypothesk’, peoposing that some
pogedations were more wameptble 1o insuln
resktarce because of s posible relationship
wath environmansal or genetic factors. The body™s
adaptation could bemedi indeiduals who vere
sposed 1o food scarciy [T Some fypotheses
had been oxplored by Heel [T, ladng to a
graater understanding of the mpotance of tw
gestation and breastiseding perdods 1o dicase
susceptiniity in adubt Gife. Certan subjocs,
such a8 mefabolic programming and  aitcal

P, P, Comgpion, D003 CSI- 5404, jallisge., JOIT



development period, related o the inoededge
msulted in a grexier undorsianding of some
dhspases, soch o dabeies and chotit
Thiorincal poniod reprems 3 devedopmaont
window that canngt bo mwerted or repeated
lmipr o Faster organization prooesses ane more
wagly modified o infemgpted 18], Unkke the
mainienanoe  penod, physiclogical  pooesses
during development do not hase 3 unilom
e of emergenoe and duration. &1 processes
whibit oritcal penods whose Importance and
duration vl depend on ther vanation rates. in
thie emibryanic brain, many physological events
accakraie, slow down, ar ond thetr actkates ina
short period of tme. The concept of vainerability
implies that the organization process is subject
0 periurbations that infience thor rate of
amanonce of duration (3]

The neraus sysbem development poniod
oongsts of biological events, such & cell
probferaton and difeentiation, reuron migration,
myolirization, and sgnapiogendss, which ad
o the amanization and speddization of many
beain. sructures |31 During this peviod, thay
are axtromely sensitive to ervionmental stirmadi
[Bl. i humare the oiical pencd starts m the
prevatal phase, especially the ket rimesoer of
peegrancy, and conbnues unti ago five years. In
eodiris this phase Lasts thiee weels, starting at
kirth, the breastiesding period (3],

Epidemiclogical studies have found a
oomelation  betvesen the ortical devclopment
penod and the omset of metabobc diseases in
adulthood. One of the first hypotheses suggested
by Halles & Barker [10], the thilty phenotype
trepathesk, proposes that stmul or ireults that
oo ouring pregnancy, the perinatal period,
and breastieeding @n promote physiclogical
and mrdabolic acaptatons. These adaptations
may ineass the peovison of nuiments for
the oeselopment of wical organs, sch a5 the
bwain, in cotrment of other orgare. In the short
run, the body would be able to adapt 1o the
eMwRDIWTRE in order 10 survive. Howaver, in tha
fong run, these adaptations would incroase the

W, Mriri,, Carnpirom, J0RES 15-544, julisga., 3007

body's surephbilty 1o disease. The shudies an
tha thirifty phenotype ypothesis sandain poor
fotal and infar geoweth with higher susreptbiin
o low glucoss toleranon and the matabolic
myndrome in adubihood. A key ssur for the

discuon of this hypothask is the proportion
in which subjacomt mechanisms ae gonefic or
wrnronmaenital [10]

Craning the study of the thifty genotype
and metabolic proomening  ypotheses, a
new theontical modd is poposed by ‘ol
{5l asodating grosth from chiichood 10
adulthood to the risk of cardiowasrular dioases
in adulthood. In this hypothesis, bBirth weight is
considerad & ‘metabolic capacty’ ndex inowhich
organ stnicture and function during trirautenng
e ard chilohood promote  homeosiacds
mantprance. Arcoeding to this modd, body
and fat tssun growth aee prediciors of higher
metabolc load pef liko low bird weeight s a
predictor af low metabolic capacity (5]

The theomtical modek ae meried n

the fetal ongls of adull disease or phenoiypic
plasticity hypotheses. According o Gluckman et
a |11] geretc predisposition associated with
erronmental  simadl  during | development
infhuences adapire responses 1o the emsonmen
and incoases aesorptibility i disease in adulthood.
This, pherooypss plasticty ropresenss. crganams’
rspones o ditferent ervironmenial conditions
that genemie a series of dsinct phenotypes
imonphological onphysiological states) potentially
mipresed by @ genotype [11]. To adpst col
processes according 1o environmental danges,
spgenelic prooramming allws hersdiary and
mwersble change of gene expeession withaou
changing the DHA mquenoe [12] Epgenetic
requlation may "pogram™ genetic information
and ool fate, and determine body, induding
braim, functionakty. Theso medhanisms aloss
adapbie responses 0 erviconmental changes
and optmize the chances of surdeal and
reproduction [121 In mammak, the sgns that
reduce  dnoloprmend  plasticey are mediatod
dunng the fetal and neonatal period [12]. The

Faamin o Foudeclo
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induction of phenctypkc changes in offsgwing
promoted by the modwr may ivobe changes
in the epipenome semndary to changes in
oeis, mathykransforase actiby and  hisiono
siructures [12]. 0 this meview wee describe the
ervamnmeral influences that are aascoated
with seroionin kevel in tha central neraous sesiem,
uch as malnuirion, sHecive serolonin Faptaio
inhibition, and dhange iIn wCIoNn ransgor gena
speEssion curing the doweopment poriod. Theso
influenioes promote structural, physiclogical, and
berasioral changes, cspedially in food iraae
conérol

Serotoninergic system and

development

Semoionin of S=hydrogiryptaming s a
monoames widely deiribuied in the oemiral
Mervous Bystam. During cevelopemend, it 3 as a
ol signaling agem, neurcmadulaion hormona,
and nerotearamitien, and its functian may vary
depanding an the region in which i & located
and the body's development and maburation
phasa. This molecule influerces the induction
of nesogenesls, meuronal differoriabon, and
wynagiogendsis, and aliews wwegulation of
whoionerglic  nerons and  dmolooment  of
tanget tismues [13] Contral of thew biskogical
wonts & emandial for the propar dovalopment
af the contral nerous system. The first shudies
ware able 1o identity the ceriral serolonin level,
marphology of its nounes, and COMPONENTS
of this neurctansmsion wEiem, tha EEyma
Tnpmiophan Hydroodase  (TPH), e Seroionin
Transparter [SESTH, and tha presonioe of seroionin
11, 1418]

in e human bram, 5HT newons first
appear i the brairefom in the fifth weak of
intraunenne ife [14] Brain irsls of 54T ncese
duning intrautenng life unil age tan year,
wabdize for a few years, then peais at age
frem years [17]. In rodoents snotonengic nesons
apgpaar betwaon days 10 and 12 of inrautenng
life, with seroionin synthesk detected one day

after their appoarance; they completn their
matraton at the end of the oitical percd [1,15]
pmemme fom the mohe nuds in order 1o
midadate the developmern and martwantion of
neumcral drours in the ypotnalames, nudes of
the solitary tract, and covebral cortes [ 15,18, 150

Since serotonin ks hydeophiic and does
not croes He bloodsbrain bamier, it mast b
synthesized i the brain from the eswential
amira acid Typiophan. Th aming ackl must
be present in the diot & the body cannot
synthisize it |20]. Cerviral sergtonin synthesi
ocours manly in saroloninesgic neunnrs of
the dorsal raphe nucleus. Plsma trgptophan
is wither free or bound 1o albumine Once It
entars the neuron, trypaoohan is Fydrobaed o
S=Hydmeyiryptopnan {S=HTF] by the enoyme
T2 present in the ceniral nervous system
[16] Mawi, SHTP & decarbooglatod by the
ENZIR AMomatc L.aming add decarborglase o
fTT Soroacmin.

after its mwnthes in raphe neuos,
sermtonin is sbored in vesides peesent m pres
Bnapic nerons. Wwhen free in the wynapoc
gap, S=HT @n act in its receptons, but afier this
interaction, its acton ends. One of the degradation
pathasarys of serotonin s perf ormad by the-ersyme
moncamine: asidase & and B, breaking doan
sefoionin ivo S«hpdnoeandoleacetic acd [21L
& spoond mechanism af seroionin degradation
regans its mugtake by i transporier, located
in tho pressynaptic membrane |22]. 2EAT is the
main agent maporeibke for te reguiation of
S«HT Irvnk ini the smaptic gap. The function of
this coll mernbrane proion & to reuptake S=HT
that has not been beoken down by moncamine
ooidase in the synaotic gan and rarader i 1o the
inside of tha pre-zyrapdic newrons [22) Acthe
remowal incraases 1ha speed in whidh the lovek
of neurEransmiter in the SMaptic gap decreass,
rasiricting tha efiecs of SHT o snaler amas,
and recyces some of the neuntansmitier
releed in the smapse dor later use [22] By
dranging i confomation, SERT mowes one

P, W, Camplam, JOMESI-548, jalinge., 7017
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or clased. This allows molecules to sait the
lipid=bilayered mombrano.

Serotonin lowely duFing nereDws systam
dirpiopment am minuily egulied, alosing nady
detecion of NIENSe SOTDIDNGIGC EMITLANOMatiay
[} Dunng gestation, the placomia can synthesize
and Irarepart SePOiDMNN usng @ complax
oyt of mammal corvsersion of rypiophan,
the aminog ackd peecursor of soobondn, inbo
semtonin, eleasing itin the fetal ceoulation [23]
& pronatal increase in trypiophan avadabiity
may provent hyperinnersnion of seroiorengc
ol seeoinnergic asores and rechuces the synifasi
ot 5HT j24]. Ssroionemic innereation goes
through rypermrerartion phases or deempararny
ewpmession af some  semtorergic  meoppTDRE,
which may be dective for the parmiopation of
wméonin on the deedopment and plasticny af
the central nars systom. In mammalk, 1ha final
density and detribution of serotonergic terminak
are shaped during the posinatal maturation
of the central nenous sysiom 1] EBxes SHT
chring embryogeness  in SERT  knockout
animals revordbly educes the radial migration
wpoed of cortical pyramidal newrons, atfecting
the arborization of these noural ciecudts. The
FOCEpLOr S4TE, s in pyrarmidal neunon
progeniton. when  acthated, eplicies the
efiects of seroiprergic stimulation | 15) These
tndings supnart the hyporthesis that seeoinnengic
homaostasis dorpqulition duning deselopment
mayy atfect the formation of the meocortical
arcuil and contribute to incmass susceptiblity
1o prrpchiatnic dEorders [ 154 Howeves, initiation of
growth and innenation of serdonergic reunon
may be an important inductor of structural and

Serntoneroic s i widehy disimbined
inrodent brn. Hs proctions onginzis at e raghs
rucel, locatmd along the brainsiem midine,
and conse of numemus and distinctie groues
ol neurors that organize thermsedves, sending

Rara, Mk, o, 084S P-4, puliga,, 101T

out acendng and desconding  progctions
11,251 Tweo groups of serotonergic newrons
soom 0 have distinet maturation pattern and
migration. The rosird geoup, formed by tha
dorsal, caudal linear, and median raghe nuckl
send peedominantly rosaral progctions o tha
thalames and hypothalamus. On the other
hard, the caadal group fomed by the nudel
raphe palkdis, raphe pbaosrus, and rapho
magnis projecs momn caudaly and ventrally 1o
rraranie tho spinal cord and ceecbsellomn [1,25]
Becane of i widespread detibution in the
ceniral nenvoun wEbem, semdonin infiuences
cardinasculs, mepratory, gastrointestinal, pain
serritivity, and themogenic regulaton to appets,
crcadian rhythm, eating and sousl  borawicor,
humce, incomotion, skeep, karning, and memony
|28l

Tre dmelgpment of the seoionergic
proparties of rapha neurons, wudh as senatonin
spnifesk, muptake, and siopge depend on a
postne feedbad: system hasad on the presence
of small amounts of 541 in order 10 inftiaie is
of tese propemes, sen in nelrons  that
norrally do nof produce S=HT [27] This
mechanism may be responsiole for the uick
desplopmant of seeotorergc neurons and for
the traraitory preserce of SHT in soma neurons
during devefopment [15L The synthesis of
5T from ypiophan inceases 0 eespors
o the frequency of electrical smulation of
the serotongrgic oell body [16,22). Shonseem
requrements for higher 5-HT synthess may
oo by changing the kinetic proparties of TRH
wathout e nesd fo increase TRH kesel 28]
Seroionemic neuroiransmisson balance may
DIESETT an iNCFRase i its metabolic procemas
in amer to adapt 1o the demands made by
erwironmenial stimall and agoressiora.

Serotonin and food intake

Dt may be prmanly oonsidered a
mequlatany behasor whese function 510 provide
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and nuiritional  stams. The geno  sloSald
regulates trypioplan avalablity for wmonin
wyihess, Chiden aged 7 1o B years with
geEald (23020545 and deEald (sl 23502321)
polymorphise in kukooyies have higher food
intake [£]. This finding may indicate a posible
association betvwesn these polymorphims n
adulthood obasity.

Thi Interaction batwessn nutrition in the
critical development penod, serolonin action,
and repercumions in adufthood has  been
dotumented by many reEearchers [2,9,37-40]
Farinatal malnuintionis one of the ervaronmental
tactors responsble for sructunl and funchional
changas n ceniral nervods System devselopment,
sch a5 foweer neurors, and changes inneurcnal
shape and neroiranomitior kewek [2,410 The
spoconergic sysiem s geatly infenced by
pennatal malnuirition [Z] The bran lowels of
wTooonin indrease duning the posinatal penicd
and adulthood of amimals submitted to perinatal
protein makernton. These changes may be
related to higher levels of oyptophan in the
brain and 10 the acbmty of 5-TPH, oonfirming
the need of findy contralling 5=HT availability in
thi brain during the crivical development period
[£] Trese changes may siem from msponse
dhanoes in SOionin e T Emisson.

Ferinatal protein madnutemion sseme to
reduce weeight gain and food imake in rats
[FTap] These animak gain less weight as thay
orow and have lower weight in adulthood.
protein malnutriton momases food intakn [37,35].

dalaying masticatory miscs maturation and tho
assockated mewmonal oroat [39]. & functional
dhange asooated with necnatal mainuinbon
and food intake seems to deorase the inhicitany
efiects. of iryptophan on food inlabe i
adulthood |20) This resstance 1o the inhisktory
efipcts of srotonin has also been obmerspd
in malnounshed animak in gesfagon and
lactation when sabmitied to aoute fenfiuraming

Bar. b, Carrparaa, JORes 19-54 4, plisgn, 1007

IR, T AWy |

ackmindstration [37]. Serotonin ool on food
imtake seere o fal when protein intaie during
the critical cevelopment period & waffiderl
= T8

Undersunding the mguaton of gora
pnesion, wich &t the mochanism of induction
of different phenatypes promabed by maternal
diet during the criical perod, allws a better
understanding of the mialonship bebasen
seroionin and comrol of food intale. The absence
of sonotoren redgriake mechantum in SEAT knodoout
animaks irereans the extracelhdar ok of serorionn
|42] Despite the hypophage craraclersic of
5T, these animals have anobese phanotyps in
aduithoed [43]. The mechansm assodated with
this cbese phenatype inthese animak has vet 10
be completely urdkertinod. These choce rodemis
e not ryperphagic, bt thoy preant changes
n thiw osplomtory behasior, e a5 fow
physical actmaty in their cages [4331. This obes
phenotype may be reveried in animals whan
SERT is upregulated, demorsirating a possible
consequince of low extracelular leesls of brain
serotonin secondary o highor SERT axperssion.
animals with uprequlated SERT hawe low body
waright and no changes in food intake [44,45].

Some phamacuticals, wah = forfiuamng,
an incease 5=HT levak by stmulading vesiodar
hypophagl, smaller meak, and higher intersals.
betesen moals n rodents [37]. The fumction
af fenfiurarming & to suppess food intake and
facilitate waight loss by increasng metabobc rate
137]. Pharmacological or genetic SERT inkibition
alsn widences the inhibition of food imtake.
Higrer semionin leels promated by selecive
seoionin reuptake inhibitoes et 0 lover
food intake. Fumesting increasss sorobonin in
the hypothalamas and its Fypophagic action
133l

Exposun to sekctive seroionin reapiake
ad food intake [3,36]. The use of dialopram
duning lactation docreased geowth  and
delayed tha maturation of rodents’ physical
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charactenshics [47]. The bady weight of rodenis
mipred 1o fluosetine was 227% lower a1 ago

21 days [45]. The low body veeight phenatype
persited 1o adulthood in neonatal animals
expamd to fioasetine {3]. In nodents, fluoweting
inCraases seroionin, stmulating satiety, which
reduces food intake and body weight [33]. The
development of the appetie mgulabon pattways
in the: ypotfalamus cocur predominantly aftes
hirih [4B]. These pieces of ssidence indicate that
tha postnatal period & important for food intako
PIDOrETITING in mocents.
Prrsickogical nesponses preson & nsked
mspores to ante smull or sres, demonsirating
thar these argankms develop adaptations.aoconding
o tre manspulstons they eperience during
dewslopmen: penods of onical penods, which
cannat be resabked depending on the demands
of a new onvimament. The developmert of
arviiety, olesity, and other diseases seems 0 be
Fsociated with an crgansm™s need 1o nespand
Iz a tRsa or samulus that requires higher action
of its control systems, such as the serotonergic
wystom. These finckngs showe the importanco
of pernatal serotorin in the dewdopment of
molscular and momhologcal components in
oo imtake control, and s determinant furction
for understanding the powible environsmental
influences that caume dissases in adukhood
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ANEXO A - COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil

) fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fasx: \2126 8350
WWW . CCbhAu S 1

Recife, 20 de fevereiro de 2018.

Oficio n® 02/18

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof. Raul Manhaes de Casro

Departamento de Nutricao

Centro da Saude

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0040/2016

Certificamos que a proposta intitulada “Microcefalia experimental: estudo do
desenvolvimento somatico, sensério-motor, coordenagao motora e do fenétipo
muscular esquelétrico em neonatos”, registrada com o n°® 0040/2016 sob a
responsabilidade de Prof. Raul Manhaes de Castro - que envolve a producéo,
manutenc¢éo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL

DE PERNAMBUCO (UFPE), em reuniao de 05/12/2017.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica ]

Vigéncia da autorizacio 04/2017 até 03/2019

Espécie/ linhagem/raca Rattus norvegicus-linhagem wistar

N° de animais 200

Peso/ldade 220g-250g/90-120 dias

Sexo Machos e fémeas

Origem Bioterio do Departamento de Nutricdo-
CCS/UFPE

Atenciosamente,

s,' 3 _15 '
. ER7CAY

[ ¢t £
&84 Prof. Dr, Pedro V. Carelii
B D (EUA / ((8- UFPE

R

e SIAPE 1301584
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ANEXO B - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO 1° ARTIGO




ANEXO C - HISTORICO ESCOLAR




