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RESUMO

A Paralisia Cerebral (PC) é um disturbio ndo progressivo, resultante da lesdo ocorrida no
cérebro em desenvolvimento. O estudo tem como objetivo investigar os efeitos do
tratamento neonatal com o resveratrol sobre o desenvolvimento neuromotor de ratos
submetidos ao modelo de PC. Utilizou-se modelo de PC que associa andxia a nitrogénio
(100%), 9L/min por 12 minutos no (PO e P1) e restricdo sensorio motora durante 16
horas/dia (P2 ao P29) e a manipulacdo farmacoldgica administrada (Resveratrol/Salina),
por via intraperitoneal do P3 ao P21. E foram analisados: evolugdo ponderal,
desenvolvimento murinométrico, maturacdao das caracteristicas somaticas, ontogéneses
dos reflexos e atividade locomotora. Os animais submetidos & PC apresentaram menor
peso corporal (p<0.0001), no desenvolvimento murinométrico o grupo PCS alcancou
menor ELLC (p<0.01), EAPC (p<0.03), CC (p<0.0001) e EL (p<0.004), nas
caracteristicas sométicas a AO foi menor no grupo PC (p<0.05), na ontogénese dos
reflexos o grupo PCS apresentou atraso no desaparecimento PP e atraso no aparecimento
QL (p<0.05) e na atividade locomotora a reducdo na distancia percorrida, velocidade
média, aumento do tempo parado (p<0.0001), e do numero de paradas (p<0.0021). O
tratamento neonatal com Resveratrol foi capaz de reverter a curto prazo a diminui¢do no
peso corporal, e também a curto e médio prazo reduziu os danos no desenvolvimento
murinométrico e locomotor dos animais submetidos a PC.

Palavras—chave: paralisia cerebral; modelos animais; musculo esquelético; plasticidade
fenotipica; resveratrol.



ABSTRACT

Cerebral Palsy (CP) is a non-progressive disorder, a consequence of aggression in the
developing brain. The study hypothesizes that treatment with resveratrol will act in the
recovery of brain injury resulting from CP with influential effects on the acquisition of
motor skills and resonance in animals patented for CP. The study aims to investigate the
effects of neonatal treatment with resveratrol on the neuromotor development of rats
manifested in the model of cerebral palsy. A CP model was used that associates andxia
with intoxication (100%), 9L/min for 12 minutes at (PO and P1) and sensory motor
restriction for 16 hours/day (P2 to P29) and the pharmacological therapy administered
(Resveratrol/ Saline), intraperitoneally from P3 to P21. And they were analyzed: ponderal
evolution, murinometric development, somatic characteristics, ontogeny of reflexes and
locomotor activity. The animals examined by CP had lower body weight (p<0.0001), in
the murinometric development the PCS group achieved lower ELLC (p<0.01), EAPC
(p<0.03), CC (p<0.0001 ) and EL (p<0.004) , in the somatic features the AO was lower
in the PC group (p<0.05), in the ontogenesis of reflexes the PCS group showed a delay in
the disappearance of PP and a delay in the appearance of QL (p<0.05) and in the activity
locomotor the reduction in the distance covered, average speed, increase in the time
stopped (p<0.0001), and the number of stops (p<0.0021). Neonatal treatment with
Resveratrol was able to reverse the decrease in body weight in the short term, and also in
the short and medium term to avoid damage to the murine and locomotor development of
animals left on CP.

Keywords: cerebral palsy; model animals; skeletal muscle; phenotypic plasticity;
resveratrol.

1. Introducéo

A Paralisia Cerebral (PC) é uma doenca neurolédgica que pode ser entendida como
um conjunto de sindromes, sendo caracterizada como um distdrbio do
neurodesenvolvimento de cunho ndo progressivo (Gulati e Sondh, 2017). E considerada
a principal desordem motora da infancia (Gulati e Sondh, 2017; Stavsky et al., 2017).
Compreende um grupo de transtornos do movimento e da postura que ocasiona limitacédo
da capacidade funcional (Bax et al., 2005; Krigger, 2006). Sabe-se que a PC € considerada
a principal causa de deficiéncia fisica e intelectual na infancia (Coq et al., 2016; Reid et
al.,, 2018). Apesar da PC alterar diversos sistemas fisioldgicos, sabe-se que o
musculoesquelético é o principal sistema afetado na PC (Howard e Herzog, 2021). Dessa
maneira, a relacdo entre o funcionamento motor com o funcionamento neural na PC,
acarretard prejuizos na contracdo muscular e coordenacdo dos movimentos (Walhain et
al.,, 2021). No modelo de PC observa-se tambem prejuizos em areas cerebrais
relacionadas ao desenvolvimento e deterioragdo funcional, especialmente da mobilidade,
que é geralmente atribuida a perda de forca, equilibrio e diminuicéo da capacidade fisica
(Wolan-Nieroda et al., 2022; Peterson, Gordon e Hurvitz, 2013).

A partir da observacdo dessas consequéncias funcionais, compreende-se 0
impacto negativo dos déficits motores da PC na qualidade de vida das criangas acometidas



(Makris, Dorstyn e Crettenden, 2021). Sabe-se que a PC acomete cerca de 3 por 1000
nascidos vivos no mundo (Michael-Asalu et al., 2019). No entanto, esses dados possuem
uma maior defasagem em paises subdesenvolvidos ou em estado de desenvolvimento,
mas sabe-se que 0 numero de casos da PC nesses paises € maior, na medida em que
existem mais fatores que favorecem o surgimento da PC, devido aos cuidados obstétricos
e as condigdes sanitarias insuficientes (Himmelmann et al., 2013). No que diz respeito ao
surgimento de casos no Brasil, estima- se que ocorram 30.000 a 40.000 novos casos por
ano (Mancini et al., 2002). Configurando-se assim, como uma questdo de saude publica
que merece atengao.

Em relacdo a etiologia da PC, sabe-se que existem alguns fatores de risco para o
seu surgimento, principalmente insultos nos periodos pré-natais e perinatais (Oskoui et
al., 2013). Ocupando um lugar de destaque, o parto prematuro, a hipoglicemia neonatal,
a hipdxia-isquemia e a asfixia durante o parto (Sewell, Eastwood e Wimalasundera, 2014;
Oskoui et al., 2013). Devido ao aumento de casos de PC e as repercussdes funcionais, ela
tem sido objeto de diversas pesquisas. No entanto, os estudos sobre a locomogéo
apresentam um lugar de destaque na literatura ainda, mesmo com outros sistemas sendo
afetados.

Diversos modelos de PC tentam reproduzir esses danos locomotores, e
consequentemente  buscam reproduzir as repercussbes neurofuncionais no
desenvolvimento motor (Da Conceicdo Pereira et al., 2021). Assim, modelos
experimentais tornaram-se ferramentas fundamentais na elucidacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos da PC e nos estudos que utilizam propostas terapéuticas para 0s prejuizos
da PC a curto e a longo prazo (Da Conceicdo Pereira et al., 2021). Dentre os modelos de
PC, destaca-se 0 que se associa a anoxia a restricdo sensoria motora por sua efetividade
em reproduzir o fen6tipo motor da PC semelhante aos humanos (Da Conceigdo Pereira et
al., 2021). Estudos demonstram que este modelo de combinacao de insultos leva a danos
no sistema nervoso central como a lesdo de substancia branca periventricular e
decréscimo da densidade neuronal. Desse modo, resultantes do evento isquémico no
cérebro imaturo e consequente estresse oxidativo que desencadeiam prejuizos no controle
motor por centros superiores e alteracdes musculares como a atrofia por desuso (Stigger
etal., 2011). Sendo assim, evidenciados nos animais a reducao na atividade locomotora,
prejuizos na funcdo motora oral, na coordenacdo motora, fraqueza muscular, além de
habilidades motoras prejudicadas (Coq et al., 2016; Lacerda et al., 2017b; Marcuzzo et
al., 2010; Silva et al., 2016; Strata et al., 2004).

Apesar das conhecidas repercussdes clinicas da PC, atualmente o tratamento
desses pacientes € de manejo as sequelas, e existe uma escassez de intervencdes que seja
capaz de reverter ou atenuar os danos no cérebro imaturo e que beneficie
consequentemente o desenvolvimento neuromotor. Intervencdes sobre o sistema nervoso
central foram sugeridas como as terapias destinadas a reduzir o estresse oxidativo,
interrompendo a cascata lesional (Juul e Ferriero, 2014), destacando-se 0 uso dos
polifendis, que sdo compostos naturais existentes em plantas e em alguns alimentos que
apresentam efeitos promissores em lesdes cerebrais importantes para a protecdo e
prevencdo de doencas crénicas (Adefegha, 2018; Rebas et al., 2020).



Dentre os polifendis, destaca-se o resveratrol, um composto presente em alguns
alimentos e bebidas, como o vinho tinto (Park et al., 2012) que apresenta forte acdes
antioxidantes, anti-inflamatorias e neuroprotetoras no cérebro (Bastianetto, Ménard e
Quirion, 2015). E tem sido demonstrado como uma intervencao promissora em modelos
de neurodegeneragdo (doenca de Alzheimer, Parkinson ou Huntington) e em modelos de
hipoxia-isquemia como estratégia neuroprotetora (Arteaga et al., 2014; Juul, Ferriero,
2014; Pan et al., 2016). Os efeitos neuroprotetores do resveratrol resultam de sua
atividade antioxidante (Arteaga et al., 2014) e pode reduzir a intensidade do processo
inflamatdrio e apoptose celular, através da inibicao de citocinas pro inflamatorias TNFa
e IL-6 (Palacz-Wrobel et al., 2017; Pan et al., 2016). Dessa maneira, o resveratrol pode
reduzir significativamente a lesdo cerebral, preservando areas cerebrais como o cortex
sensorio-motor, e reduzir o dano a substancia branca (Arteaga et al., 2014), além de que
foi demonstrado ser capaz de reduzir a perda de tecido cerebral apds lesdo hipoxica-
isquémica em ratos neonatais (Pan et al., 2016).

Assim, o presente estudo tem como objetivo geral investigar os efeitos do
tratamento neonatal com o resveratrol sobre o desenvolvimento neuromotor de ratos
submetidos a um modelo de paralisia cerebral.

2. Materiais e métodos
2.1 Animais e condic¢des de biotério

Trata-se de um estudo experimental com animais, nos quais 0s procedimentos
foram efetuados de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e das normas internacionais do National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals (82 ed). Utilizou-se filhotes ratos
machos Rattus Norvegicus Albinus da linhagem Wistar, nascidos no biotério de criacao
do Departamento de Nutricdo da UFPE, resguardados com temperatura de 22 + 2 °C,
ciclo claro-escuro invertido de 12/12 horas (Ciclo claro - 20:00 as 8:00h; Ciclo escuro -
08:00 as 20:00 h), abrigados em gaiolas de polipropileno (46cmx34cmx20cm) forrada
com maravalha estéril, com acesso livre & agua e alimentagdo (dieta Labina — Purina
S/A). O estudo foi realizado na UENPF, localizado no Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. O projeto encontra-se aprovado pelo comité de
ética em experimentacdo animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco (CEUA: 0009/2020), (Material suplementar).

2.2 Modelo experimental de paralisia cerebral

Foi empregado no estudo o modelo experimental de PC que associa a andxia
perinatal juntamente com a restricdo sensorio-motora dos membros posteriores dos
animais com base nos experimentos de Strata et al. (2004), Coq et al. (2008) e Marcuzzo
et al. (2010). Os filhotes foram submetidos a dois episédios de andxia no dia do
nascimento e primeiro dia pos-natal (PO e P1), onde foram expostos a nitrogénio (100%)
a 9L/min por 12 minutos cada. Em seguida, colocados em ar e temperatura ambiente para
recuperacao e apos estabilizacdo foram devolvidos as suas respectivas mées. A restricao
sensorio-motora foi realizada do P2 ao P28 durante 16 horas por dia em que uma Ortese
de epdxi foi fixada nos membros posteriores dos animais de forma a limitar os



movimentos da articulagdo do quadril, sem atrapalhar a eliminacdo de fezes e urina e
permitir 8 horas de livre movimentacéo (Strata et al., 2004).

2.3 Manipulagéo farmacoldgica

A aplicacdo ocorreu no periodo neonatal, do 3° ao 21° dia de vida p6s-natal, por
via intraperitoneal, com administracdo do resveratrol (dose diaria, 10mg/kg) ou salina
(0,9% NacCl), com volume de injecao de 0,1 ml / 100 g peso do rato conforme pesagem
diaria (Girbovan e Plamondon et al., 2015).

2.4 Grupos experimentais

Para obtencdo dos filhotes foram utilizadas ratas fémeas nuliparas e machos
reprodutores, da espécie Rattus Norvegicus Albinus da linhagem Wistar, que foram
acasalados e mantidos no biotério do Departamento de Nutricdo da UFPE. Apds o
nascimento, os filhotes machos foram distribuidos nos grupos experimentais de forma
aleatoria, sendo incluidos filhotes machos saudaveis com um peso corporal ideal (6 a 8
gramas). As filhotes fémeas foram utilizadas apenas para completar a ninhada de 8
filhotes até o dia do desmame e foram parte de outros experimentos do grupo de pesquisa.
E sendo excluidos animais deficientes, pais irmdos e maes com mais 120 dias de
nascimento. Dessa maneira, foram formados o0s quatro grupos experimentais: Controle
Salina (CS, filhotes que receberam a solucdo 0,9% NacCl); Paralisia Cerebral + Salina
(PCS, filhotes que foram submetidos a PC experimental + solu¢do 0,9% NaCl); Controle
+ Resveratrol (CR, filhotes que receberam 10mg/kg de resveratrol em solucdo 0,9%
NaCl); Paralisia Cerebral + Resveratrol (PCR, filhotes que foram submetidos a PC
experimental + 10mg/kg de resveratrol em solugdo 0,9% NaCl). No 25° dia de vida p6s-
natal foi realizado o desmame em que os filhotes machos foram colocados em gaiolas
individuais até a eutanasia no 29° dia p6s-natal (Girbovan e Plamondon et al., 2015).

2.5 Coleta de dados
2.5.1 Evolucéo ponderal

Para monitorar o crescimento dos animais, o peso corporal dos filhotes foi
verificado a partir do nascimento dos animais até o 21° dia de vida p6s-natal (P21) que
representa o Ultimo dia de administracdo farmacoldgica e no 29° dia de vida p6s-natal
(P29). A pesagem dos animais foi obtida através de uma balanca digital eletrdnica (Marte,
S-1000 modelo, a capacidade de 1 kg e 0,1 g de sensibilidade).

2.5.2 Desenvolvimento murinométrico

Os filhotes foram avaliados nas idades de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 pos-natal.
Cada animal foi avaliado com auxilio de um paquimetro digital (JOMARCA®) quanto
as medidas de: Comprimento da cauda (CC); Eixo latero-lateral do cranio (ELLC); Eixo
antero-posterior do cranio (EAPC); e Eixo longitudinal (EL); (Silva et al., 2005),
(Apéndice A e C).

2.5.3 Maturacéo das caracteristicas somaticas



A partir do 1° dia de vida po0s-natal até a maturagdo completa da caracteristica
fisica, sendo anotado o tempo em dias até o seu aparecimento. Foram avaliados: Abertura
do pavilhdo auditivo (APA) Abertura do conduto auditivo (ACA); Erupcéo dos incisivos
inferiores (EIl); Erupcdo dos incisivos superiores (EIS); e Abertura dos olhos (AO);
(Smart e Dobbin, 1971), (Apéndice A e C).

2.5.4 Ontogénese dos reflexos

Do 1° ao 21° dia pds-natal, foi avaliado o aparecimento e desaparecimento de
reflexos relacionados & maturacdo motora. Para cada reflexo, o dia da consolidacao foi
considerado o primeiro dia da sequéncia de trés dias consecutivos de aparecimento
completo da resposta reflexa esperada. foram investigados os reflexos: Preenséo palmar
(PP); Recuperacdo de decubito (RD); Colocacdo pelas vibrissas (CV); Aversdo ao
precipicio (AP); Resposta ao susto (RS); Geotaxia negativa (GN); Queda livre (QL);
(Falcdo-Tebas et al., 2012; Fox, 1965), (Apéndice B e C).

2.5.5 Desenvolvimento da atividade locomotora

A atividade locomotora foi avaliada nas idades de 8, 14, 17 e 21 dias p6s-natal
através da analise em campo aberto. A qual utilizou o software Anymaze (San Diego
Instruments) em que os animais foram colocados no centro do campo aberto e gravados
em video durante um periodo de 5 minutos cada. O teste ocorreu em sala escura anexa ao
biotério de manutencdo, durante o ciclo escuro. Os parametros obtidos foram: Distancia
percorrida (m); Velocidade média (m/s); Tempo que o animal permaneceu parado(s);
NUmero total de paradas feitas pelo animal; Proporgdo entre o tempo parado/numero de
paradas(s); Tempo de permanéncia nas areas central, intermedidria e periférica do campo
aberto.

3. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram avaliados quanto & normalidade da distribui¢do, por meio
do teste de Shapiro-Wilk. Se for comprovada a distribuicdo normal, serdo executados 0s
testes paramétricos apropriado como o Anova 2-Way para compara¢ao dos grupos nas
analises realizadas em apenas uma idade do animal, ou 0 Anova 2-Way parametros
repetidos para comparagao dos grupos nas analises realizadas em mais de uma idade. Se
ndo houver distribuicdo normal, serdo empregados testes estatisticos ndo paramétricos:
teste de Kruskal-Wallis e Friedman. Os resultados foram definidos como média * erro
padrdo ou como mediana e valores maximos e minimos, sendo o nivel de significancia
utilizado de 5%. Foi aplicado o software GraphPadPrism® versdo 6 para obter as analises
dos dados e auxiliar na construgdo dos graficos.

4. Resultados

Os procedimentos experimentais foram coletados e houve processamento de
dados. Dessa maneira, sera apresentado os resultados dos filhotes que foram avaliados
diariamente durante o periodo de lactacdo até o 29° dia de vida a fim de compreender 0s
efeitos a curto e médio prazo do tratamento neonatal com resveratrol sobre o
desenvolvimento neuromotor.

3.1 Evolugéo ponderal



O modelo experimental de paralisia cerebral provocou a reducdo do peso
corporal dos animais aos 8 (p=0.0142), 14 (p<0.0001), 17 (p<0.0001), 21 (p<0.0001) e
29 (p<0.0001) dias de vida pds-natal quando comparado ao grupo controle. Em que o
tratamento neonatal com resveratrol na PC experimental atenuou essa perda de peso no
21° dia de vida (p=0.0209) (Figura 1).
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Figura 1: Evolucdo ponderal dos grupos experimentais aos 0, 8, 14, 17, 21 e 29 dias de vida pos-
natal: Controle Salina (CS, n=14), Controle Resveratrol (CR, n=11), Paralisia Cerebral + Salina
(PCS, n=11) e Paralisia Cerebral + Resveratrol (PCR, n=12). Os dados foram expressos como
média = DP. ANOVA Two Way e teste post hoc de Tukey: CS x CR% PCS x CS”; PCS x PCR?.

3.2 Desenvolvimento murinométrico

O desenvolvimento murinométrico também foi afetado pela PC experimental,
onde o grupo PCS apresentou menores medidas corporais comparado ao grupo CS. Sendo
assim, nas medidas dos eixos do cranio foi observado no PCS menor Eixo latero-lateral
aos 12 (p<0.0001), 15 (p<0.0384), 21 (p<0.0006) e 29 (p<0.0001) dias de vida pos natal,
e menor Eixo antero-posterior aos 3 (p=0.0124), 12 (p=0.0017), 15 (p=0.0134), 18
(p=0.0020) 21 (p<0.0001) e 29 (p=0.0004) dias de vida. De forma semelhante, o
comprimento da cauda também foi comprometido a partir do 9° dia de vida p6s natal (9
dias p=0.0339, 12 dias p=0.0255, 15 dias p=0.0118, 18 dias p=0.0065, 21 dias p<0.0001,
e 29 dias p<0.0001), assim como o Eixo longitudinal a partir do 12° dia de vida (12 dias
p=0.0257, 15 dias p<0.0001, 18 dias p<0.0001, 21 dias p<0.0001, e 29 dias p=0.0082)
(Figura 2, A e B).

O tratamento com resveratrol nos animais com PC atenuou 0s prejuizos no
desenvolvimento corporal. Quanto ao comprimento da cauda aos 29 dias de vida
(p=0.0013) e ao eixo longitudinal aos 6 (p=0.0090), 9 (p=0.0028) e 12 (p=0.0077) dias
de vida pos-natal. Adicionalmente, nos animais controles submetidos ao tratamento com



resveratrol também foi possivel observar um aumento na medida de eixo longitudinal do
corpo aos 6 (p=0.0043) e 9 (p=0.0079) dias de vida (Figura 2, C e D).
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Figura 2: Desenvolvimento murinométrico dos grupos experimentais aos 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18,
21 e 29 dias p6s natal: Controle Salina (CS, n=12), Controle Resveratrol (CR, n=10), Paralisia
Cerebral + Salina (PCS, n=11) e Paralisia Cerebral + Resveratrol (PCR, n=12). A) Eixo latero-
lateral do crénio (ELLC), B) Eixo antero-posterior do crénio (EAPC), C) comprimento da cauda
(CC) e D) Eixo longitudinal (EL). Os dados foram expressos como média = DP. ANOVA Two
Way e teste post hoc de Tukey: CS x CR% PCS x CS”; PCS x PCR?.

3.3 Maturacdo das caracteristicas somaticas

Diversas caracteristicas somaticas apresentaram alteracdes devido a PC
experimental, demonstrando que houve o atraso na abertura do pavilhdo auditivo
(p=0.0124), na abertura do conduto auditivo (p=0.0003) e na abertura dos olhos
(p<0.0001) comparado ao grupo controle. O tratamento com resveratrol na PC
experimental ndo influenciou a maturagdo das caracteristicas somaticas (Figura 3).
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Figura 3: Maturagdo das caracteristicas somaticas dos grupos experimentais entre 0 1° e 21° dia
po6s natal: Controle Salina (CS, n=12), Controle Resveratrol (CR, n=10), Paralisia Cerebral +
Salina (PCS, n=12) e Paralisia Cerebral + Resveratrol (PCR, n=12). Abertura do pavilhdo auditivo
(APA), abertura do conduto auditivo (ACA), abertura dos olhos (AQO), erupcdo dos incisivos
inferiores (EIl) e erupcdo dos incisivos superiores (EIS). Os dados foram expressos como média
+ DP. ANOVA Two Way e teste post hoc de Tukey: CS x CR% PCS x CS”; PCS x PCR*,

3.4 Ontogénese de reflexos

Os reflexos do desenvolvimento também foram alterados pela PC experimental, em que
houve o atraso no desaparecimento do reflexo de preenséo palmar (p=0.0003) e atraso no
aparecimento dos reflexos de geotaxia negativa (p=0.0463) e queda livre (p<0.0001)
comparado ao grupo controle. O tratamento com resveratrol foi capaz de atenuar esse
retardo no aparecimento dos reflexos de geotaxia negativa (p=0.0463) e queda livre
(p=0.0374) (Figura 4).
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Figura 4: Ontogénese de reflexos dos grupos experimentais entre o 1° e 21° dia p6s natal:
Controle Salina (CS, n=12), Controle Resveratrol (CR, n=10), Paralisia Cerebral + Salina (PCS,
n=11) e Paralisia Cerebral + Resveratrol (PCR, n=12). Reflexo de preensdo palmar (PP), reflexo
de recuperacdo de decubito-(RD), reflexo de colocacéo pelas vibrissas (CV), reflexo de aversao
ao precipicio (AP), reflexo de resposta ao susto (RS), reflexo de queda livre (QL) e reflexo de
geotaxia negativa (GN). Os dados foram expressos como média £ DP. ANOVA Two Way e teste
post hoc de Tukey: CS x CR% PCS x CS"; PCS x PCR?,

3.5 Desenvolvimento da atividade locomotora

A PC experimental provocou alteracdes nos diversos parametros locomotores
dos animais, como a reducgdo na distancia percorrida (p<0.0001) e velocidade média
(p<0.0001) aos 28 dias de vida, e 0 aumento do tempo parado (p<0.0001) e do nimero
de paradas (p<0.0021) aos 28 dias de vida. Além disso, a capacidade exploratoria dos
animais também foi afetada pelo modelo de PC, onde os animais do grupo PCS
apresentaram maior tempo gasto na area 2 (intermediaria do campo aberto) aos 17 dias
de vida (p=0.0084), e menor tempo gasto na area 3 (regido periférica do campo) aos 14
(p=0.0004) e 17 (p=0.0007) dias de vida po6s-natal (Figura 5).

O tratamento com Resveratrol foi capaz de reduzir os danos a locomogéo, onde
0 grupo PCR apresentou aumento da distancia percorrida aos 21 (p=0.0004) e 28
(p=0.0015) dias, e aumento da velocidade média aos 28 (p=0.0030) dias comparado ao
PCS. De forma semelhante, o resveratrol levou ao aumento do tempo gasto na area 3 do



campo aberto aos 14 (p=0.0045) e 17 (p=0.0237) dias de vida no grupo PCR comparado
ao PCS. A exposicao ao resveratrol neonatal nos animais controle também estimulou a
locomocdo, em que o grupo CR apresentou maior distancia percorrida aos 14 (p=0.026)
e 21 (p=0.035) dias e aumento da velocidade média também aos 14 (p=0.046) e 21
(p=0.037) dias de vida pos-natal (Figura 5).
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Figura 5: Atividade locomotora em campo aberto dos grupos experimentais aos 8, 14, 17, 21 e
28 dias de vida pos natal: Controle Salina (CS, n=12), Controle Resveratrol (CR, n=10), Paralisia
Cerebral + Salina (PCS, n=11) e Paralisia Cerebral + Resveratrol (PCR, n=10). A) Distancia
percorrida (m); B) Velocidade média (m/s); C) Tempo que o animal permaneceu parado (s); D)
Numero total de paradas feitas pelo animal (n); E) Tempo de permanéncia na area 1 - central (s)
, F) Tempo de permanéncia na rea 2 - intermediaria (s) e G) Tempo de permanéncia na area 3 -
periférica (s) do campo aberto. Os dados foram expressos como média £ DP. ANOVA Two Way
e teste post hoc de Tukey: CS x CR% PCS x CS"; PCS x PCR?,

5. Discussao

No presente estudo foi possivel observar o fenotipo motor da PC, visto pela
reducdo da evolucdo ponderal, diminuicdo das medidas no desenvolvimento
murinometrico, atraso na maturacdo das caracteristicas somaticas, atraso no aparecimento
e no desaparecimento dos reflexos e alteraces nos diversos parametros locomotores. E a
partir desses desfechos, o tratamento neonatal com resveratrol foi capaz de melhorar o
peso corporal e as medidas murinométricas, minimizar o retardo no aparecimento dos
reflexos como também reduzir os danos na locomogéo.

Os resultados indicam que os insultos sofridos no periodo perinatal, podem
interferir no desenvolvimento somatico, sendo encontrada diferencas significativas entre
0S grupos a partir do 8° dia de vida em que os animais submetidos a PC experimental
apresentaram menor evolucdo ponderal comparado aos animais controle. Assim como
verificaram (Coq et al., 2016; Strata et al., 2004), que utilizaram a anoxia perinatal
associada a restricdo sensdrio-motora, em que 0S animais apresentaram efeitos
duradouros como o atraso no desenvolvimento ponderal (Silva et al., 2016; Strata et al.,
2004). A exposicdo a estressores, como acontece no presente estudo onde foi realizado a
restricdo sensdrio-motora diariamente, tende a reduzir a ingestdo alimentar, pela reducéo
das fibras musculares do masseter, sendo esse um dos principais musculos envolvidos na
mastigacdo (Lacerda et al., 2017).

Além disso, o estudo de Pereira e colaboradores (2021), o qual utilizaram o
mesmo modelo de PC, observaram a reducdo das fibras musculares dos musculos séleo e
EDL como também a diminuicdo da massa Ossea da tibia (Pereira et al., 2021),
propiciando prejuizos na locomocdo. Dessa maneira, compreende-se que 0s danos no
sistema musculoesquelético sdo capazes de afetar o comportamento alimentar dos
animais, o que justificaria o resultado desse estudo. O tratamento com resveratrol
conseguiu atenuar a perda de peso a partir do 21° dia de vida, nos animais PCR quando
comparados com o grupo PCS. Porém, atualmente, desconhecemos outros estudos que
avaliem os efeitos do resveratrol nestes desfechos em modelos de paralisia cerebral.

Através do desenvolvimento murinométrico foi notdrio observar também que o
modelo de paralisia cerebral empregado alterou o desenvolvimento corporal dos animais,
apresentando diminuicdo das medidas dos eixos do cranio, do comprimento da cauda e
do eixo longitudinal no grupo PCS comparado ao grupo CS. Corroborando com 0s
estudos de Strata e colaboradores (2004) e de Coq e colaboradores (2016) que relatam a
reducdo na taxa de crescimento corporal. Por meio do tratamento com o resveratrol nos



grupos submetidos a PC, foi observado o aumento no comprimento da cauda aos 29 dia
de vida e no eixo longitudinal aos 6° dia de vida p6s-natal. Como também no grupo CR
notou-se 0 aumento na medida do eixo longitudinal aos 6° dia de vida pds-natal.
Demonstrando dessa maneira, os efeitos neuroprotetores do resveratrol resultantes de sua
atividade antioxidante que pode estar relacionado & manutencdo da integridade e do
potencial da membrana interna mitocondrial e a reducéo de espécies reativas de oxigénio
reduzindo desse modo, a intensidade do processo inflamatdrio causado através desse
modelo (Arteaga et al., 2015).

Observa-se que houve prejuizos na maturacdo das caracteristicas somaticas
significativamente de animais que foram submetidos pelo insulto da PC, sendo possivel
notar atrasos no aparecimento da abertura do pavilh&o auditivo, do conduto auditivo e dos
olhos com relagdo aos animais do grupo controle. E visto nos estudos que héa essa
correlacdo entre animais submetidos a PC leva danos ao SNC com a lesdo de substancia
branca periventricular e decréscimo da densidade neuronal, resultantes do evento
isquémico no cérebro imaturo (Silva et al., 2016; Strata et al., 2004). E através dessas
lesBes, sejam durante a gestacdo ou ap6s 0 nascimento, podem acarretar em prejuizos no
desenvolvimento dos animais (Toso et al., 2005). No entanto, o tratamento neonatal com
resveratrol, ndo conseguiu interromper o atraso das caracteristicas somaticas de forma
significativa, no presente estudo.

Em relacdo a ontogénese dos reflexos, observa-se alteragdes nos animais dos
grupos submetidos a PC, em que houve atraso no desaparecimento do reflexo de preenséo
palmar e atraso no aparecimento dos reflexos de geotaxia negativa e queda livre, quando
comparados ao grupo controle. Desse modo, constata-se na literatura que animais que
foram submetidos ao modelo de PC tém um perfil de diminuicdo do funcionamento neural
(Strata et al., 2004), que ocasionara em um déficit na comunicacdo com o sistema
musculoesquelético e a medula espinhal, seguido de déficit proprioceptivo, déficit na
capacidade motora voluntaria e déficit na percepcdo de estimulos dolorosos (hocicepcao)
como € visto em cdes (Demey et al., 2006). A exposicdo ao tratamento com o uso do
resveratrol minimizou os retardo no aparecimento dos reflexos de geotaxia negativa e
queda livre devido a capacidade do resveratrol de reduzir a perda de tecido cerebral apds
lesdo hipoxica-isquémica em ratos neonatais (Pan et al., 2016), pela sua a¢do antioxidante
dispdem da propriedade de eliminar uma variedade de radicais livres (Wang et al., 2014).

Na atividade locomotora, verificou-se que os grupos que foram submetidos a PC
experimental demonstraram uma reducdo na distancia percorrida, velocidade média,
aumento do tempo parado, do nimero de paradas e da capacidade exploratoria na area 2
e 3 dos animais comparados com o grupo controle. Esses achados séo semelhantes aos
encontrados no estudo de Pereira e colaboradores (2021), em que 0s animais apresentaram
reducdo na atividade de locomocdo, coordenacdo motora e forca muscular acarretando
danos ao sistema musculoesquelético. Em outro estudo, em que se utilizava 0 mesmo
modelo de PC, os animais do grupo PC desenvolveram caracteristicas similares ao pé
equino, provavelmente por terem sidos submetidos a extensdo do joelho e tornozelo
durante a restricdo sensorio-motora (Delcour et al., 2018), desta forma, proporcionando



a marcha anormal observada nos animais do presente estudo. O tratamento neonatal com
resveratrol no grupo PCR apresentou aumento da distancia percorrida a partir do 21° dia
de vida, aumento da velocidade média ao 28° dia de vida pds-natal comparado ao PCS.
Com também, proporcionou o aumento do tempo gasto na area 3 a partir do 14° ao 17°
dias de vida no grupo PCR comparado ao PCS. Além do tratamento com o resveratrol
proporcionar ao grupo CR um aumento da distancia percorrida do 14° ao 21° dias de vida
e também possibilitar um aumento da velocidade média do 14° ao 21° dias de vida pos-
natal. Configurando desse modo, os efeitos neuroprotetores do resveratrol, por ser
inibidor de reacdes pro-oxidantes (Pallas et al., 2013), atenuar a atrofia muscular e
melhorar a saude muscular (Nikawa et al., 2021), sinalizando que este polifenol pode agir
sobre o sistema musculoesquelético.

Nesse contexto, sugerimos que estudos futuros sejam realizados para elucidar os
mecanismos moleculares e bioquimicos onde o resveratrol afeta beneficamente o sistema
nervoso do animal saudavel.

Em sintese, o presente estudo demonstrou que o resveratrol pode trazer beneficios
a curto e médio prazo aos prejuizos causados no sistema neuromusculoesquelético. Sendo
dessa maneira, uma das limitacdes do estudo ndo ser possivel avaliar a longo prazo os
efeitos do resveratrol. Nesse contexto, sugere-se uma nova perspectiva para realizacéo de
pesquisas futuras sobre o uso do resvereatrol a longo prazo no tratamento da paralisia
cerebral, como também o uso do resveratrol para beneficiar outros modelos de atrofia
muscular como a desnutricdo. Assim, como sdo fundamentais mais estudos para
estabelecer os mecanismos de acdo envolvidos e para estabelecer a melhor forma de
administracdo afim de se obter um efeito benéfico e prolongado.

5. Conclusdo

Concluimos que o presente estudo, demonstra que 0 modelo de PC leva a danos
ao desenvolvimento somatico, murinométrico e locomotor dos animais. Sendo assim,
nossos resultados corroboram o que ja esta estabelecido na literatura, em que o modelo
de PC que associa anOxia com restricdo sensério motora € capaz de promover alteracoes,
semelhante ao fendtipo neuromotor da PC em criangas. Além disso, a PC experimental
promoveu retardo no aparecimento dos reflexos de preensdo palmar e queda livre,
consistente com a lesdo cerebral induzida no periodo critico de desenvolvimento.

De forma original, esses resultados conseguiram evidenciar que o tratamento
neonatal com Resveratrol foi capaz de reverter a curto prazo a diminuicdo no peso
corporal, e também a curto e médio prazo reduziu os danos no desenvolvimento
murinometrico, como também diminuiu os danos da locomocao. Isso demonstra 0s
efeitos promissores do resveratrol no desenvolvimento somatico e locomotor na PC, que
pode estar relacionado aos seus efeitos antioxidantes e neuroprotetores. Propde-se que o
tratamento com resveratrol reverta os danos no comportamento do sistema
neuromusculoesquelético em ratos submetidos a PC.
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Apéndices

APENDICE A

FICHA DE AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO MURINOMETRICO

NINHADAN: __ IDENTIDACE: O GRUPC:
CACTERISTICAS FISICAS DESENVOLVIMENTO SOMATICO
Dia Data (Dirio - 9:00, até chegar no resultada +)
APA ACR AD El ES ELLCF | EAFCF e EC
T
2
T
4
B
7
B
T
10
11
12
13
14
15*
18
17
18
18
2
2




Apéndices

APENDICEB
FICHA DE AUALIAQJ&G DOS REFLEXOS
MIMHADAM: DENTIDADE: MINHADAN: _ IDENTIDADE:
ON__ 1 GRURD: || GAUPD:
Cia | Dats

PP | RD |[CVib| AP | RS | GN | QL Oiz | Dsta | PP [ RD | CVib| AP
1
2 {
3 2
4 3
5 4
i §
7 i
" »
g 8
10 g
11 10
12 1
13 12
14 13
15 14
18 15
17 18
18 17
1 18
20 18
i 20
2

(*) = dias de avaliago com o mesmao sina (*) = dias de avaliacao com o mesmo sina



Apéndices

APENDICE C

PROTOCOLO DE DESENVOLVIMENTO

1. Desenvolvimento murinométrico:
Avaliado as idades 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 pds-natal
Medida de comprimento em cm com paquimetro:

e Comprimento da cauda (CC)

e Eixo latero-lateral do cranio (ELLC)

e Eixo antero-posterior do cranio (EAPC)
e Eixo longitudinal (EL)

2. Maturacao das caracteristicas somaticas:

Observado do 1° ao 21° dia pés-natal até a maturacdo completa da caracteristica
fisica.

Sendo + = maturacgdo completa ou - = maturacao incompleta:

e Abertura do pavilh&o auditivo (APA)
e Abertura do conduto auditivo (ACA)
e Erupcao dos incisivos inferiores (EII)
e Erupcao dos incisivos superiores (EIS)
e Abertura dos olhos (AO)

3. Ontogénese dos reflexos:

Analisar do 1° ao 21° dia p6s-natal o aparecimento e desaparecimento de reflexos
relacionados a maturacdo motora. Para cada reflexo, o dia da consolidacdo sera
considerado o primeiro dia da sequéncia de trés dias consecutivos de aparecimento

completo da resposta reflexa esperada.

e Preensdo palmar (PP)



e Recuperacao de decubito (RD)
e Colocacdo pelas vibrissas (CV)
e Aversao ao precipicio (AP)

e Resposta ao susto (RS)

e Geotaxia negativa (GN)

e Queda livre (QL)

3.1 Preenséo palmar:

Foi realizada uma leve percussdo na palma da pata dianteira esquerda  de cada
animal, utilizando um bastonete de metal, com aproximadamente 5 cm de comprimento
e 1mm de didmetro. A resposta foi considerada positiva, caso houvesse uma flexao rapida
dos dedos ap6s duas tentativas. Nessa avaliacdo, em especial, foi observado o

desaparecimento do reflexo.
3.2 Recuperacdo de decubito:

O animal foi colocado em decubito dorsal sobre uma superficie plana. Foi
considerada resposta positiva quando o ele girou o corpo e assumiu o decubito ventral
apoiado nas quatro patas, num periodo méximo de 10 segundos.

3.3 Colocacao pelas vibrissas:

O rato foi suspenso pela cauda de uma forma que suas vibrissas tocassem a borda
de uma mesa. A resposta foi considerada positiva quando o animal colocou as patas

anteriores sobre a mesa tentando caminhar, no tempo maximo de 10 segundos.
3.4 Aversao ao precipicio:

O animal foi colocado com as patas dianteiras sobre a borda de uma superficie
plana e alta (mesa) de maneira a detectar o precipicio. A resposta foi considerada positiva
guando o animal, no tempo maximo de 10s, deslocou 45° do precipicio, caracterizando a

averséo.
3.5 Resposta ao susto:

O rato foi submetido a um estampido agudo, produzido pela percussdo de um
bastdo metalico sobre um recipiente (4,5 cm de diametro x 6 cm de altura) também

metalico e oco, a uma distancia aproximada de 10 cm do animal. A resposta foi



considerada positiva, quando ocorreu uma simultdnea e rapida retracdo com a

imobilizacéo involuntaria do corpo do animal, caracteristica de susto.
3.6 Geotaxia negativa:

O animal foi colocado no centro de uma rampa de 45° de inclinacao revestida com
papel crepom, com a cabeca no sentido descendente. A resposta reflexa foi considerada
positiva quando o animal, num periodo méximo de 10segundos, voltar completamente,
girando o corpo em aproximadamente 140° posicionando a cabeca em sentido

ascendente.
3.7 Queda livre:

O rato foi segurado pelas quatro patas com o dorso voltado para baixo, a uma
altura de 30 cm (uma régua de 30 cm, perpendicular ao plano serviu como guia). O animal
foi solto e observado sua queda livre sobre um leito de algoddo (30 x 12 cm). A resposta
foi considerada positiva quando o animal girou completamente o corpo, voltando o ventre

para baixo, caindo na superficie apoiado sobre as quatro patas.



