Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude
Departamento de Fisioterapia

Trabalho de Conclusdo de Curso

DIMINUICAO DO CONSUMO ALIMENTAR SOB O EFEITO DO ANTAGONISTA
DO RECEPTOR REV-ERB ALFA EM MODELO EXPERIMENTAL DE RATOS
WISTAR

RECIFE, 2022



MARIA GRACIELE FIRMINO DE SOUSA

DIMINUICAO DO CONSUMO ALIMENTAR SOB O EFEITO DO
ANTAGONISTA DO RECEPTOR REV-ERB ALFA EM MODELO EXPERIMENTAL DE
RATOS WISTAR

Trabalhe de Conclusido de Curso apresentado d coordenagio
do curso de Fisioterapia da Universidade Federal de
Pernambuco como parte dos pré-requisitos para obtenciio do
grau de Fisioterapeuta.

Ornentadora: Prof™. Dr'. Ana Elisa Toscano Meneses da Silva
Castro

Coorientadoras: Doutoranda Barbara Juacy Rodrigues Costa
de Santana e Mestranda Vanessa da Silva Souza

RECIFE, 2022



Trabalho de Conclusdao de Curso redigido em forma de artigo cientifico, que foi elaborado
seguindo as normas da Revista Neurochemistry International (qualis B1 na area 21/CAPES,
fator de impacto 4.297). O artigo sera submetido a esta revista na versao em inglés.

Artigo Original - DIMINUICAO DO CONSUMO ALIMENTAR SOB O EFEITO DO
ANTAGONISTA DO RECEPTOR REV-ERB ALFA EM MODELO EXPERIMENTAL
DE RATOS WISTAR



DIMINUICAO DO CONSUMO ALIMENTAR SOB O EFEITO DO ANTAGONISTA
DO RECEPTOR REV-ERB ALFA EM MODELO EXPERIMENTAL DE RATOS
WISTAR

Maria Graciele Firmino de Sousa'; Barbara Juacy Rodrigues Costa de Santana®, Vanessa da
Silva Souza?; Raul Manhies de Castro®; Ana Elisa Toscano Meneses da Silva Castro®.

"Departamento de Fisioterapia, Universidade Federal de Pernambuco, Recife — PE, Brasil.

*Programa de Pos-Graduagdo em Neuropsiquiatria ¢ Comportamento, Universidade Federal
de Pernambuco, Recife-PE, Brasil.

‘Departamento de Nutrigdo, Universidade Federal de Pernambuco, Recife — PE, Brasil.

‘Departamento de Enfermagem, CAV, Universidade Federal de Pernambuco, Vitoria — PE,
Brasil.

Correspondéncia do autor:
Ana Elisa Toscano, PhD.

Departamento de Enfermagem, Universidade Federal de Pernambuco, Rua do Alto do
Reservatorio s/n, Bela Vista, 55608-680 Vitoria de Santo Antao, PE, Brazil.

E-mail: aeltoscano@yahoo.com.br
Enderego de E-mail:

graciisousa3@gmail.com (M.G.F. Sousa); barbara.jrcs@gmail.com (B.J.R.C. Santana);
vaness4souza@gmail.com (V.S. Souza); manhaesdecastroraul@gmail.com (R.
Manhaes-de-Castro), aeltoscano@yahoo.com.br (A.E. Toscano).



DESTAQUES
O modelo experimental de PC reduziu consumo alimentar
O indice hepatossomatico e de adiposidade ndo foram alterados
A PC experimental reduziu peso corporal

RESUMO

A paralisia cerebral (PC) ¢ uma condicdo com alteragdes neurolodgicas associadas as
disfungdes motoras cronicas mais comum em criancas. Em paises subdesenvolvidos sabe-se
que 7 a cada 1000 criancas nascidas vivas apresentam essa disfuncdo. Atualmente ndo se
encontra apenas criangas com PC, mas também jovens e adultos, o que pode provocar alguns
problemas de saide como a sindrome metabdlica, devido ao tempo gasto com o sedentarismo.
O receptor REV-ERB «a faz parte de um conjunto de fatores transcricionais e ¢ um receptor
amplamente distribuido no organismo. O antagonista do REV-ERB a, o SR8272, pareceu
restabelecer a fun¢do muscular, aumentar massa magra, reduzir a degradacdo protéica e a
fibrose muscular, além de aumentar o pool de células satélites em Camundongos com
Distrofia muscular de Duchenne. Com isso, objetivamos verificar as desordens metabolicas
em ratos submetidos a PC e as possiveis repercussoes do tratamento com o antagonista dos
receptores REV-ERB a sobre pardmetros metabolicos. Utilizamos ratos da linhagem Wistar e
mantivemos até¢ o 30° dia pds natal e assim formamos os seguintes grupos experimentais:
Controle Salina (CS) (N=10), Controle Antagonista (CA) (N=10), PC Salina (PCS) (N=10),
PC Antagonista (PCA) (N=10). Verificamos o peso corporal; consumo alimentar; indice
hepatossomatico; indice de adiposidade. O efeito da PC ocasionou redugdo do peso corporal a
partir do P14 até o final da vida dos ratos associado a reducdo do consumo alimentar, porém
ndo houve alteracdo no indice de adiposidade e do indice hepatossomatico. Concluimos que o
modelo experimental de PC provoca grandes sequelas ao animal e ndo houve resultados
associados ao farmaco.

PALAVRAS-CHAVES: PC; consumo alimentar; indice hepatossomatico; indice de
adiposidade.



1. INTRODUCAO

A Paralisia cerebral (PC) ¢ uma condigdo com alteragdes neurologicas associadas as
disfun¢des motoras cronicas mais comum em criangas (COLVER et al., 2014). Apesar do
grande numero de casos, ha poucos estudos sobre as modificagdes secundarias a lesao
neuroldgica da PC, e particularmente, sobre as eventuais alteragdes metabdlicas. Comparado a
populagdo geral, individuos com PC apresentam um risco elevado de desenvolver depdsito de
gordura e problemas cardiovasculares (HEYN et al., 2020). A PC e, portanto, suas
consequéncias metabolicas secundarias ocorrem no periodo critico do desenvolvimento dos
sistemas nervoso ¢ muscular. A PC em crianga se comporta através do atraso em habilidades
motoras, desordem em tonus muscular e do movimento (PEREIRA et al. 2021).

As deficiéncias motoras pronunciadas na PC levam ao sedentarismo de forma
semelhante aquele observado em pessoas com lesdes na medula espinal (BAUMAN et al.,
2009). Nos individuos com lesdo de medula espinal, a pronunciada atrofia muscular esta
relacionada ao aumento de adiposidades, resisténcia a insulina, dislipidemias e diabetes
mellitus tipo 2 (BAUMAN et al., 1994). Contudo, na PC, o acometimento neuromuscular
ocorre desde estagios precoces da vida, exacerbando o risco de doengas metabolicas
(OLIVEIRA et al., 2016; LACERDA et al., 2017). Devido a atrofia muscular, pacientes com
PC apresentam desequilibrio na composicao corporal, com redugdo do contetido de proteinas
e da massa magra, e consequente aumento da massa gorda (ROMERO-CORRAL et al., 2010;
GAJDOSIK et al.,, 2001). Sendo assim, uma intervencdo com tratamento pode trazer
beneficios a esses sinais e sintomas da PC, como melhorar a fun¢do corporal e redugdo da
espasticidade (NOVAK et al. 2020).

O receptor REV-ERB a ¢ classificado como receptor nuclear, cujo ligante endogeno
reconhecido até o momento é o grupo heme (RAGHURAN et al., 2007). E receptor
amplamente distribuido no organismo, sobretudo no figado, tecido adiposo, musculo
esquelético e encéfalo (DUMAS et al., 1994; ENMARK et al., 1994) e ¢ transcrito de maneira
circadiana, com pico por volta de seis horas apos o inicio da fase clara (PATEL et al., 2016).
O receptor REV-ERB a faz parte de um conjunto de fatores transcricionais, chamados de
genes reldgios, que atuam num mecanismo chamado de feedback transcricional translacional,
comandando ritmos de 24 horas na expressdo de uma grande quantidade de genes alvos
(PREITNER et al., 2002).

Em estudos realizados com os REV-ERBs em célula-tronco embriondria (ES) de
camundongos, os mesmos tém demonstrado regular vérias funcgdes fisioldgicas, como
regulacdo de funcdes metabolicas, inflamatorias e neuronais (IKEDA et al., 2019). Os
REV-ERBs mostraram regular expressdes génicas em conjunto com o metabolismo lipidico
hepatico controlando a a¢do dos glicocorticoéides no figado em decorréncia da comunicagao
com o HNF6 (IKEDA et al. 2019).

A expressdao do gene Rev-erb a em mioblastos C2C12 de camundongos esta
relacionada a reducdo da miogénese (RAICHUR et al., 2007). Além disso, a expressao
ectopica do gene Rev-erb a em células musculares reprimiu a formagdo de miotubos, por
intermédio da supressdo da expressdo da MyoD, MyoG e P21 (DOWNES et al., 1995).
Também a expressdo desses trés genes ¢ reduzida com o aumento da expressdo do gene
Rev-erb o (BURKER et al, 1996). Por outro lado, Welch e colaboradores (2017),
recentemente, publicaram seus achados sobre o tratamento com antagonista do receptor
REV-ERB a, o SR8278, em camundongos com Distrofia Muscular de Duchenne, uma doenca
que também promove perda muscular importante como observada na PC (WELCH et al.,
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2017). Destaca-se, nos achados desse estudo, que o SR8278 promoveu aumento da massa
magra ¢ da fun¢do muscular, redugdo da degradagdo proteica e da fibrose muscular, além de
aumentar o pool de células satélites musculares (WELCH et al., 2017).

Assim, uma vez que sdo observadas alteracdes metabolicas secundarias a PC
(PETERSON et al.,2012) e que o antagonista do REV-ERB pareceu restabelecer a fungao
muscular em camundongos que apresentavam importante perda muscular (WELCH et al.,
2017), a proposta do estudo foi avaliar as alteragdes metabolicas, através do peso corporal,
consumo alimentar, indice de adiposidade e hepatossomatico em ratos wistar com PC.

2. METODOLOGIA
2.1 Animais e condicoes de biotério

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, os animais foram mantidos em ambiente com
ciclo invertido de luz (21:00 as 9:00) e escuridao (09:00 as 21:00 h), temperatura 22+ 2°C e
com livre acesso a agua e ragdo. Para obtencdo de neonatos, foram acasalados animais
machos e fémeas nuliparas (propor¢do 1:2), ndo consanguineos, com idade entre 90 e 120
dias. O estudo seguiu as normas do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA), de acordo com a lei 11.794 de 8 de Outubro de 2008, e com as normas
internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals e¢ foi Aprovado pela Comissdo de Etica em Uso animal (CEUA) da
UFPE, numero do comité de ética (0036/2019).

Apo6s o nascimento das proles, 40 ratos machos foram avaliados quanto os efeitos do
tratamento precoce com o antagonista dos receptores REV-ERB a sobre os pardmetros
metabdlicos e as fungdes motoras em animais submetidos a PC do P1 ao P28 dias de vida
pos-natal. Asim, foram formados os seguintes grupos experimentais: Controle Salina (CS)
(N=10), Controle Antagonista (CA) (N=10), PC Salina (PCS) (N=10), PC Antagonista (PCA)
(N=10).

2.2 Grupos experimentais

O tratamento com o antagonista do receptor REV-ERB a foi realizado no periodo entre
os dias 22- e 28 - de vida pds-natal. Do 22- e 28 ¢ possivel observar déficits motores
importantes no modelo experimental de PC, conforme estudos anteriores realizados por nosso
grupo de pesquisa (SILVA et al., 2016). Além disso, a escolha deste intervalo de idade para a
manipulagdo farmacolégica compreende também a um periodo critico para o
desenvolvimento muscular, no qual o sistema muscular ¢ bastante sensivel as influéncias
ambientais (TOSCANO et al., 2008). O antagonista dos receptores REV-ERB a que foi
utilizado ¢ o SR8278, na dose de 3mg/kg diluidos no veiculo com (Dimetilsulféxido)
DMSO/PBS (Tampao fosfato-salino), na propor¢ao de 5:5 (Yunxia Xue et al. 2017), via
intraperitoneal.



2.3 Modelo Experimental de PC

O modelo experimental de PC foi baseado nos experimentos de Strata et al. (2004),
Coq et al. (2008) e Silva et al. (2016). No dia do nascimento, os filhotes foram submetidos a
dois episodios de andxia, o primeiro ocorreu no dia do nascimento, considerado o PO e o
segundo, no segundo dia pds-natal, considerado o P1. Do P2 ao P28 foi realizada a restricao
sensorio-motora durante 16 horas por dia (das 20h as 12h do dia seguinte), nas 8 horas
restantes foi permitida a livre movimentacao.

2.4 Coleta de Dados
2.4.1 Peso corporal

Os animais foram pesados nos PO, 8, 14, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30. Para
medida dos mesmos foi utilizada uma balanca eletronica digital, marca Marte (modelo
ASF11), capacidade méxima 500g e minima 0,002g.

2.4.2 Consumo alimentar

Para avaliagdo do consumo alimentar, fez-se necessario o registro do peso corporal
antes e depois da mensuracdo do consumo alimentar. Foi retirada a racdo do animal 12h antes
da mensuracao alimentar.

2.4.3 Eutanasia

Os animais de 30 dias de vida pds-natal pertencentes aos diferentes grupos
experimentais foram sacrificados por decapitagdo, em seguida as estruturas foram pesadas e
armazenadas no -80°.

2.4.4 Indice hepatossomatico (IHS)

O figado dos animais aos 30 de vida pos-natal da segunda fase do estudo foram
dissecados e o IHS foi obtido pela relacdo entre o peso do figado (PF) e o peso corporal (PC),
sendo IHS = PF/PCx100.

2.4.5 Indice de adiposidade

Nos animais aos 30 de vida pos-natal da primeira e segunda fase do estudo, o indice de
adiposidade foi calculado pela seguinte formula: indice de adiposidade = (gordura corporal
[GCJ/PCF x 100 (TAYLOR E PHILLIPS,1996). A gordura corporal foi calculada como a
soma do peso dos depositos de gordura individuais, conforme indicado a seguir: GC =
gordura epididimal + gordura retroperitoneal + gordura visceral, PCF=Peso corporal final.

2.4.6 Analise estatistica

Inicialmente os dados coletados foram analisados quanto a normalidade das variaveis
através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Sendo constatada a distribui¢do normal, foram
realizados os testes paramétricos adequados através do teste Anova 2-Way seguido do teste de
Tukey’s. Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo ou como mediana
(valores maximos e minimos), sendo o nivel de significincia utilizado de 5% (p<0,05). Foi
utilizado o software GraphPadPrism® versdao 8 para analises dos dados e construgdo dos
graficos.



3. RESULTADOS
3.1 Pesagem corporal

Os animais submetidos a PC apresentaram menor peso corporal comparado ao grupo
controle e controle tratado a partir do 14° dia de vida pds-natal (post test Tukey’s: p<0.05;

Figura 1).
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Figura 1. Pesagem dos animais do grupo controle (Veiculo e REV-ERB «a) e PC (Veiculo e
rev-erb a). Aos 0, 8, 14, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 e 30 dias de vida pos-natal. Controle
(n°® de animal = 20) e PC (n° de animal = 16) do 0 aos 22 dias de vida p6s natal (A). Controle
(n® de animal = 10), controle REV-ERB a (n° de animal = 10), PC (n° de animal = §) e PC
REV-ERB a (n° de animal = 8) do 23 ao 30 dia de vida pos-natal(B). Valores expressos em
média + erro padrdo, *p<0,05 ANOVA two way, seguido de teste Tukey’s. * C vs PC; * C
REV-ERB a vs $ PC REV-ERB o.

3.2 Consumo Alimentar

Os animais do grupo submetido a PC apresentaram menor consumo alimentar mesmo

no grupo tratado com o antagonista do REV-ERB alfa (post test Tukey’s: p<0.05; Figura 2).



Consumo alimentar (24h)
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Figura 2. Consumo alimentar dos animais do grupo controle (Veiculo e REV-ERB a) e PC
(Veiculo e REV-ERB a) aos 30 dias de vida pds-natal. Controle (n° de animal = 8), controle
REV-ERB a (n° de animal = 10), PC (n° de animal = 9) e PC REV-ERB « (n° de animal = 9).
Valores expressos em média = erro padrdo, *p<0,05 ANOVA two way, seguido de teste
Tukey’s. * C vs PC; * C REV-ERB a vs $ PC REV-ERB a.

3.3 Indice Hepatossomatico

Nao houve diferenca entre os grupos quanto a analise da for¢a muscular no teste de

suspensao (post test de Tukey: n.s.; Figura 3).

— I mm Controle
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Veiculo REV-ERBa
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Figura 3. Indice hepatossomatico corporal dos animais do grupo controle (Veiculo e
REV-ERB a) e PC (Veiculo e REV-ERB a) aos 30 dias de vida pds-natal. Controle (n° de
animal = 9), controle REV-ERB a (n° de animal = 9), PC (n° de animal = 10) e PC REV-ERB
a (n° de animal = 8). Valores expressos em média + erro padrao, *p<0,05 ANOVA two way,
seguido de teste Tukey'’s.
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3.4 Indice de adiposidade

Nao houve diferenga entre os grupos quanto a analise da for¢a muscular no teste de

suspensao (post test de Tukey: n.s.; Figura 4).
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Figura 4. indice de adiposidade corporal dos animais do grupo controle (Veiculo e REV-ERB
a) e PC (Veiculo e REV-ERB a) aos 30 dias de vida pds-natal. Controle (n° de animal = 7),
controle REV-ERB a (n° de animal = 7), PC (n° de animal = 8) PC REV-ERB a (n° de
animal = 7). Valores expressos em média + erro padrdo, *p<0,05 ANOVA two way, seguido
de teste Tukey'’s.

4. DISCUSSAO

O peso corporal dos animais com PC mostrou-se reduzido em comparagao ao grupo
controle e controle tratado, indicando que a falta de capacidade motora atrapalha o consumo
alimentar dos mesmos, impedindo assim o aumento do ganho de peso. O que também ¢
comprovado quando se ¢ analisado estatisticamente o consumo alimentar do animal, sendo o
PC menor, porém o indice hepatossomatico e de adiposidade ndo apresentaram mudangas.

Os animais com PC demonstraram diminui¢do do peso corporal a partir do P14 e se
manteve até o final da vida dos ratos. Silva e colaboradores (2016), encontrou que o peso
corporal de ratos wistar com PC diminui com o tempo causado pela dificuldade de locomocgao
e consequentemente da busca pelo alimento, assim como Lacerda et al. (2019) também
verificou diminui¢ao de peso fortificando o resultado que o modelo de PC produz sequelas
que se fazem permanecer ao longo da vida mesmo depois de parar de realizar a restri¢gao
sensorio-motora e o farmaco ndo pode trazer beneficios a esse parametro.

O consumo alimentar dos animais com PC foi diminuido mesmo nos grupos tratados,
resultado também encontrado por Lacerda e colaboradores (2019) o consumo alimentar dos
PC estiveram diminuidos. Diversos estudos indicam que, animais submetidos a PC
apresentam diversas anormalidades ao receber o leite materno, incluindo regurgitacdo nasal
do leite, inabilidade de manter o leite no interior da cavidade oral e perda do leite por
gotejamento (DERRICK et al., 2007). Os modelos experimentais de indug¢do da PC
promovem diversos déficits em fungdes orofaciais, incluindo: dificuldade em alcangar e
adquirir o alimento, reducdo dos movimentos da cabeca durante alimentacdo, problemas na
funcdo olfatéria e prejuizos na coordenacdo de suc¢do, mastigagcdo, prejuizos nos musculos
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mastigatorios (masseter e digastrico) (LACERDA, et al., 2017). Com isso entendemos que
esses mesmos problemas permanecem apos o desmame mesmo nos animais que receberam o
rev-erb a.

O indice de adiposidade nos mostrou ndo ser diferente do grupo controle para o
tratado, devemos considerar que os sistemas musculoesquelético e cardiorrespiratorio nao
estavam totalmente desenvolvidos antes da lesdo cerebral, o que provoca prejuizos para a
maturacdo do desenvolvimento desses sistemas e, portanto, hd atraso no desenvolvimento
motor que pode gerar impacto na participacao em atividades fisicas (Damiano et al., 2006). O
padrao de atividade fisica em criangas com PC ¢ pouco conhecido, mas ja se sabe que elas
apresentam baixo Nivel de Atividade Fisica (NAF), o que traz mais preocupacdes devido ao
maior risco de problemas de saude associado as suas deficiéncias (Zwier et al, 2010; Ryan et
al., 2015), se sabe que atividade fisica diminuida e aumento do tempo gasto com o
sedentarismo (CS) estdo associados com doencas cronicas e excesso de peso (Ryan et al.,
2015). Porém, Ryan e colaboradores (2015) verificaram em criangas com PC que ndo existiu
uma correlagdo entre o sedentarismo e os problemas de adiposidade e com o indice
hepatossomatico.

Com isso, verificamos que o modelo experimental de PC foi capaz de provocar
sequelas irreversiveis nos animais. O antagonista do REV-ERBa nao foi capaz de promover
melhora nos pardmetros analisados e como consequéncia melhorar a qualidade de vida dos
animais, mas a PC visando como sedentarismo, ndo comprometeu o figado com uma
quantidade exacerbada de gorduras que pudesse alterar seu indice assim como também nao se
mostrou com a adiposidade aumentada em relagcdo aos controles. Como perspectivas futuras,
observamos a necessidade de realizar a andlise molecular dos tecidos coletados para
resultados mais claros.
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