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RESUMO

A Paralisia Cerebral (PC) € uma causa comum de deficiéncia fisica na infancia,
causando uma inflamacgao crbénica que afeta todo o desenvolvimento neuromotor,
resultando em frequente incapacidade motora em criangas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito do tratamento neonatal com Vitamina D no desenvolvimento do
sistema musculo-esquelético em ratos Wistar machos submetidos a paralisia
cerebral. Para isso, os animais foram randomizados em quatro grupos, 1) Controle +
Veiculo (CV; n=10); 2) Controle + Vitamina D (CD; n=10); 3) Paralisia Cerebral +
Veiculo (PCV; n=10); 4) Paralisia Cerebral + Vitamina D (PCD; n=10), utilizando o
modelo de paralisia experimental que consistiu na combinagdo de andxia perinatal
associado a restricao sensoério-motora das patas posteriores, e a partir da execug¢ao
rigorosa das avaliagbes foi possivel a analise estatistica de dados. Os principais
resultados obtidos mostraram que a Vitamina D ocasionou um aumento do peso
corporal dos animais do grupo PCD em relagdo ao PCV (p<0,05), nos dias 7 e 30
pds-natal, além de evidenciar um aumento no crescimento corporal dos animais CD
em relagcdo aos CV (p= 0,0014) no P60, mostrando um efeito positivo no fendtipo
corporal desses ratos suplementados com a VitD. Entretanto, na maturacéo fisica e
nos reflexos os grupos experimentais demonstraram um retardo no desenvolvimento
quando comparado aos grupos controles (p<0,05), ndo apresentando diferengas
significativas entres os modelos PCD e PCV. Da mesma forma, na analise de
marcha os animais submetidos a PC apresentaram uma diminuicdo em todos os
parametros avaliados, sendo na area maxima de contato (p<0,05) nos P30 e P59, na
intensidade maxima de maximo contato (p<0,05) no P30, e na média do ciclo de
trabalho (p<0,05), indicando que a VitD n&o foi capaz de atenuar esse déficit nas

condicdes e parametros avaliados.

Palavras-chave: Paralisia cerebral; Ratos; Vitamina D; Neonatal; Desenvolvimento

neuromotor.



ABSTRACT

Cerebral Palsy (CP) is a common cause of physical disability in childhood, causing
chronic inflammation that affects the entire neuromotor development, resulting in
frequent motor impairment in children. The aim of this study was to evaluate the
effect of neonatal treatment with Vitamin D on the development of the
musculoskeletal system in male Wistar rats subjected to cerebral palsy. For this
purpose, the animals were randomized into four groups, 1) Control + Vehicle (CV;
n=10); 2) Control + Vitamin D (CD; n=10); 3) Cerebral Palsy + Vehicle (CPV; n=10);
4) Cerebral Palsy + Vitamin D (CPD; n=10), using the experimental paralysis model
consisting of a combination of perinatal anoxia associated with sensorimotor hindlimb
restriction, and through the rigorous execution of evaluations, statistical analysis of
data was possible. The main results obtained showed that Vitamin D caused an
increase in body weight of animals in the CPD group compared to CPV (p<0.05), on
postnatal days 7 and 30, besides showing an increase in body growth of CD animals
compared to CV (p=0.0014) on P60, demonstrating a positive effect on the body
phenotype of these rats supplemented with VitD. However, in physical maturation
and reflexes, the experimental groups showed a delay in development compared to
the control groups (p<0.05), with no significant differences between the CPD and
CPV models. Similarly, in gait analysis, animals subjected to CP showed a decrease
in all evaluated parameters, being in the maximum contact area (p<0.05) on days 30
and 59, in the maximum contact intensity (p<0.05) on day 30, and in the mean duty
cycle (p<0.05), indicating that VitD was not able to attenuate this deficit under the

evaluated conditions and parameters.

Keywords: Cerebral Palsy; Rats; Vitamin D; Neonatal; Neuromotor Development.
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1. INTRODUGAO

A Paralisia Cerebral (PC) é o resultado decorrente de uma lesédo né&o
progressiva ocorrida no cérebro fetal ou infantil, sendo descrita como um conjunto de
disturbios do movimento da postura. Ela se apresenta como causa frequente de
incapacidade motora em criancas, porque afeta todo o seu desenvolvimento
neuromotor, desencadeando varias limitacdes no perfil de funcionalidade da pessoa
(Sadowska et al, 2020).

Assim, a lesao cerebral interrompe o desenvolvimento e a fungdo normal do
cérebro, levando a varios tipos de disturbios de movimento e limitagbes na
capacidade funcional, e os individuos acometidos pela PC apresentam um quadro
de processo inflamatério que pode levar a problemas, como a maior ativacdo e o
aumento no numero de astrocitos e microglias no tecido nervoso (Machado et al.,
2020). Embora a inflamagao possa estar presente como uma resposta secundaria a
lesdo cerebral inicial, ela ndo €& a principal causa do dano motor na paralisia
cerebral, essa ineficiéncia funcional motora é causada por mecanismos complexos e
multifatoriais decorrentes do comprometimento do sistema nervoso (Machado et al.,
2020).

Nesse contexto, entende-se como plasticidade fenotipica a capacidade de
desenvolver ou produzir diferentes fendtipos, a partir de um mesmo gendtipo, em
resposta aos estimulos do ambiente (West-Eberhard, 2003). Estudos afirmam que a
melhor fase para serem feitas essas intervengdes, com o intuito de reverter ou
minimizar disturbios patolégicos, é em fases iniciais da vida, como a infancia
(Gluckman et al., 2007). Dessa forma, tratando-se do sistema locomotor, uma
intervencao farmacolégica precoce, se apresenta como uma alternativa promissora
para melhora do quadro de pacientes com PC a longo prazo (Gluckman et al., 2007).

Em virtude disso, a vitamina D € um horménio que se destaca nesse sentido
por apresentar fungdes no sistema musculo-esquelético, por meio da absorcao de
calcio 6sseo e no processo de for¢ca e fungdo muscular (Dirks-Naylor et al., 2011).
Alguns estudos realizados in vitro e in vivo, comprovaram que o tratamento com
essa substancia provocou uma aceleragdo na absorgdo do calcio pelos midcitos
(Bauman et al., 1984). Em paralelo a isso, um estudo realizados apenas em animais

evidenciaram que o musculo em desenvolvimento apresenta uma expressao bem
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maior de receptores para vitamina D (VDR) quando comparado as células
musculares maduras (Boland et al., 1986), e que testes feitos com um modelo de
estudo em animais que nao expressam VDR nos musculos, resultaram em uma
notavel disfungéo do sistema neuromotor (Minasyan et al., 2009).

Ademais, em estudos experimentais, a partir da utilizacdo de modelos de
paralisia cerebral induzida, é possivel simular os efeitos gerados pela PC em
humanos (Marcuzzo et al., 2008). Sabe-se, que nao existem muitas estratégias de
intervengdes farmacologicas atuantes no desenvolvimento infantil para o manejo da
PC, logo apds a lesdo neurologica. Sendo assim, a vitamina D destaca-se como
uma alternativa potencialmente eficaz na melhoria do desenvolvimento do sistema
motor desses individuos.

Entdo, por meio desse estudo pretende-se avaliar e elucidar a agao desse
horménio nos parédmetros locomotores, nos ratos Wistar machos submetidos a um

modelo de paralisia cerebral experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito do tratamento neonatal com Vitamina D no desenvolvimento do
sistema musculo-esquelético em ratos Wistar machos submetidos a paralisia
cerebral.

2.2 Objetivos especificos:

Nesses animais submetidos a paralisia cerebral com tratamento neonatal com a
Vitamina D, ser&o avaliados:

Caracterizacdo somatica;
Medidas murinométricas;
Ontogénese dos reflexos;
Marcha em Catwalk.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Paralisia cerebral

A Paralisia Cerebral é caracterizada como um disturbio resultante de uma
lesdo ocorrida no cérebro ainda em desenvolvimento, gerando uma deficiéncia
motora, e seu grau de complicagéo varia do estagio de desenvolvimento e do local
em que ocorreu essa lesao, além da apresentagao clinica do paciente (Colver et al.,
2014). A PC é uma causa comum de deficiéncia fisica na infancia que afeta o
sistema nervoso central em fase de maturacdo, dai sua importancia clinica, por
gerar acentuada neuroinflamacéo (dos Santos, 2014), que por sua vez resultam em

disfungcbes motoras cronicas (Colver et al., 2014).

Em termos epidemioldgicos, as condi¢gdes socioecondmicas do pais vao
interferir diretamente na incidéncia da PC, no caso dos paises subdesenvolvidos a
taxa de criangas nascidas com esse disturbio € de 7 para cada 1.000 nascidos vivos
(Zanini et al., 2009), sendo registrados anualmente de 30.000 a 40.000 novos casos
(Mancini et al.,2002). Ja nos paises desenvolvidos, essa incidéncia € menor , com

uma média de 1,6 criancas a cada 1.000 nascidos vivos (Mcintyres et al., 2022).

As evidéncias cientificas mostram que o comprometimento motor desses
individuos resultam em menor condicionamento fisico por apresentarem menos
massa muscular, além de uma reducdo na densidade Ossea, levando a uma
diminuicdo na sua eficiéncia neuromuscular (Cremer et al., 2017). Este fato, atrelado
a idade adulta desses individuos, apresenta-se como um risco em potencial de
desencadear varios problemas de saude secundarios, como a obesidade, que pode
levar a doengas cardiometabdlicas, declinios nas reservas funcionais, maior
fragilidade corporal, além de uma piora na qualidade de vida e dificuldade em

estabelecer relagdes sociais (Cremer et al., 2017).

A asfixia perinatal ainda é tida como uma das principais causas de PC e de
mortalidade neonatal, ocasionando em danos permanentes no desenvolvimento
neurolégico que pode acontecer na fase fetal ou neonatal, além de infec¢des
maternas, que também € um fator de alto risco para a PC (COQ et al., 2008). No
geral, o primeiro trimestre estd mais associado ao mau desenvolvimento cerebral,
como a esquizencefalia (malformacgao rara do desenvolvimento cortical), no segundo

trimestre se refere mais a lesdo da substancia branca periventricular e no terceiro


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/stereotypic-movement-disorder
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/stereotypic-movement-disorder
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trimestre a lesao é associada a substancia cinzenta, sendo um dano cortical e mais
profundo (Krageloh-Mann & Cans, 2009).

Alguns estudos utilizam o modelo experimental que associa andxia perinatal
e restricdo sensoério-motora em roedores para induzir a paralisia cerebral nesses
animais e avaliar algum paréametro, este modelo também foi associado a desnutrigdo
perinatal e conseguiu verificar déficits na estrutura dos musculos mastigatorios
(Cabral et al., 2017).

Ja outros estudos, mais focados em parametros locomotores, utilizando esse
mesmo modelo experimental de PC, verificou-se que a desnutricao potencializou os
efeitos prejudiciais desse disturbio neurologico, impactando também na atrofia
muscular, mostrando a importdncia da nutricdo adequada para a musculatura

desses individuos (Silva et al., 2016).

Além disso, esses modelos experimentais de autores como Strata et al.
(2004), Coq et al. (2008), Marcuzzo et al. (2008, 2010) tem contribuido muito para o
campo das pesquisas (Marcuzzo et al., 2010). Estes, se apresentam como modelos
importantes por serem simples, de facil reproducéo e baixo custo, podendo avaliar o
desempenho motor do animal durante o periodo de escolha quando submetidos as

mesmas condi¢des (Marcuzzo et al., 2010).

A anoxia perinatal € a responsavel primaria nesse modelo pela lesdo
neuroldgica, mas a restricdo sensoério-motora atua como um fator de alteragao
motora nesses animais (Marcuzzo et al., 2008). Esta restricdo tem como intuito
ocasionar danos acentuados ao desenvolvimento do sistema locomotor,
prejudicando-o, sendo de maxima importancia para performar e experienciar o perfil
encontrado nas criangas a PC, por isso, € um modelo muito utilizado e bem
estabelecido cientificamente (Marcuzzo et al., 2008). E um modelo que assemelha
seus resultados aos quadros induzidos por denervagao no animal, diminuindo o
tamanho das fibras dos musculos e que com a associagao a anoxia perinatal podem

ser potencializados (Coq et al., 2008).

3.2. Plasticidade fenotipica
Para a plasticidade fenotipica, o periodo tido como uma o6tima fase de
intervengdo € o perinatal, pois toda mudancga realizada nesse periodo pode ser

refletida a longo prazo, ja que atua diretamente na fase de desenvolvimento do
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organismo, podendo ser de grande importancia na vida adulta (Gluckman et al.,
2007). No ambito da nutricdo, por exemplo, alteragbes realizadas durante esse
periodo critico (fase fetal, neonatal e infancia), podem levar a mudancas
significativas no metabolismo e estrutura funcional do individuo (Perng & Oken,
2017).

Para analisar o desenvolvimento motor humano inicial, a melhor idade € no
periodo entre 2 e 4 meses pos-termo, considerada uma idade de grande transi¢cao
(Hadders-Algra, 2018; Prechtl, 1984), e atualmente, existem duas teorias que
predominam e servem de base para analisar esse assunto, a Teoria dos Sistemas
Dinamicos (DTS) (Smith & Thelen, 2003 ; Spencer et al., 2011; Thelen, 1995; Ulrich,
1997) e a Teoria da Selegcdo de Grupos Neuronais (NGST) (Edelman, 1989, 1993;
Hadders-Algra, 2000, 2010). Apesar de nao serem teorias complementares e
divergirem sobre aspectos geneticamente determinados do neurodesenvolvimento,
ambas reconhecem a experiéncia e o contexto no qual a crianga esta inserida como
partes fundamentais do desenvolvimento motor (Hadders-Algra, 2018). Dessa forma,
colocam como um processo nao linear que pode ser afetado por fatores individuais
de cada crianca, como peso, poténcia muscular, condicdes socioeconémicas
familiar, doengas genéticas, rotina de cuidados, dentes outros (Hadders-Algra,
2018).

Nesse contexto, a abordagem da andxia associada com a restricdo para
induzir a PC nos animais traz um dano maior aos movimentos e a locomogao,
semelhante ao que acontece as criangas que apresentam esse disturbio, por isso, é
importante realizar a intervengdo precocemente, visando gerar menos impacto ao
desenvolvimento neuropsicomotor (Marcuzzo et al., 2010). Dessa forma, modelos
experimentais de PC sdo amplamente aceitos para serem testadas novas terapias, e
quanto mais cedo essas intervencdes acontecem, melhor para analisar como esse
organismo vai se comportar, € se vai ocorrer uma atenuagao dos efeitos ou uma
diminuicado das sequelas no desenvolvimento do sistema nervoso (Clowry et al.,
2014).

3.3. Composigao neuromotora: nervoso, musculo e osso
De maneira geral, o nosso sistema nervoso € composto por neurdnios e

células da glia, estas Uultimas possuem varias fungcbes importantes para o


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib0445
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib0925
https://www.sciencedirect.com/topics/psychology/dynamic-system-theory
https://www.sciencedirect.com/topics/psychology/dynamic-system-theory
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib1040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib1060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib1110
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib1145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib1145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib0285
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib0290
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib0415
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib0435
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib0445
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib0445
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763418300538?via%3Dihub#bib0445
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desenvolvimento cerebral e sdo as responsaveis pela manutencao das sinapses
(Jessen, 2004). Para que a integragao entre os sistemas seja possivel, € necessario
que o sistema nervoso se desenvolva e mature de forma correta, assim, a

capacidade de locomogéao ¢é preservada (da Conceigao Pereira et al., 2021).

Nesse contexto, quando é gerada uma lesao neste tecido, as glias em sua
maioria respondem com rapida proliferacdo e algumas delas como os astrécitos
hipertrofiam formando uma cicatriz glial, impedindo a regeneragéao (Jessen, 2004).
Essas alteragbes nos mecanismos de reparo e da neurogénese podem levar a um

dano no desenvolvimento motor (Visco et al., 2021).

Ademais, o tecido muscular esquelético € uma parte fundamental do sistema
locomotor, podendo compreender cerca de 40% do nosso peso total. Sua funcao
estrutural, regulatéria e contratii é responsavel por contribuir para a saude,

mobilidade corporal, capacidade e forga para se exercitar (Frontera et al., 2015).

Esse musculo, tem como menor unidade estrutural e funcional a miofibrila,
que sao estruturas contrateis dentro do mioécito compostas de actina e miosina,
estas, sdo organizadas em sarcoOmeros que sdo as unidades contrateis funcionais
do musculo (Berchtold et al., 2000). A velocidade de contragdo do musculo sera
diretamente dependente das vias metabdlicas, e as fibras musculares além de
apresentarem a capacidade de transicdo de um tipo para outro também podem
sofrer atrofia (Scott et al., 2001). As fibras do tipo Il, sdo as responsaveis pela
contragao rapida (glicolitica rapida) dos musculos esqueléticos, quando associadas
a quadros de deficiéncia de vitamina D podem resultar em atrofia, principalmente

dessas fibras especificas (Sato et al., 2005).

Ja os ossos, se apresentam como uma estrutura de sustentacdo para esse
sistema, ou seja, oferecem sustentacao, suporte, protecao e auxiliam na locomogao.
As células que estdo presentes em sua composi¢cao (ostedcitos, osteoblastos e

osteoclastos) possuem receptores para a VitD (Bikle, 2012).

A PC é uma das condic¢des infantis que mais se associa a osteoporose, visto
que esta tem sua origem na infancia, quando o acumulo de massa 6ssea nao ocorre
de forma otimizada nesses primeiros estagios da vida (Houlihan & Stevenson, 2009).
Alguns pesquisadores utilizam modelos de animais para analisar perda 6ssea

induzida por desuso, eles sao uteis tanto para elucidar a patogénese subjacente a
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perda 6ssea como também para testar opgdes de tratamento farmacéutico (Brent et
al., 2020). Dessa forma, o desenvolvimento adequado dos tecidos 6sseo e muscular,
bem como do tecido nervoso, esta relacionado com o desenvolvimento e

especializagao da capacidade motora.

3.4. Vitamina D no musculo esquelético

A vitamina D € um hormonio lipossoluvel, que primariamente é dito como
uma substancia que desempenha um papel vital na absorcéao intestinal do fosfato de
calcio e do magnésio, e que exerce fungdes que auxiliam no metabolismo dos 0ssos
e dentes, porém, ja existem evidéncias de que essa molécula também €& um
importante agente envolvido no processo de forgca e fungdo muscular, além de
auxiliar na resposta imunologica (Girgis et al., 2013).

Estudos realizados de forma in vitro comprovaram alguns mecanismos
realizados por esse hormonio que tem agao direta nos musculos, esses mecanismos
foram divididos em: a) Efeitos genémicos a partir de uma ligagao entre receptores
nucleares especificos e 0 1,25D-VDR-RXR (heterodimero) modulando a transcrigdo
génica, e b) Efeitos ndo gendmicos, a partir da interagao entre receptores nao
nucleares e o 1,25-Dihidroxivitamina D (1,25D ou Calcitriol, metabdlito ativo,
diretamente relacionado a func&o renal) (Dirks-Naylor et al., 2011). O tratamento
com o calcitriol é responsavel pelo aumento da quantidade de calcio absorvida pelos
musculos, tanto de forma in vitro como in vivo (Bauman et al., 1984).

Pesquisadores que estudaram um modelo de camundongo com delecao
modificada do receptor de vitamina D (VDR) ajudaram a esclarecer mais sobre a
funcao biolégica exercida por esse hormdnio, pois esse fendtipo consegue
assemelhar a condicdo de um humano com deficiéncia grave de VitD, e essa
deficiéncia esta associada ao aumento da prevaléncia de doengas em humanos
(Bouillon et al., 2008). O musculo em desenvolvimento apresenta uma expresséo
bem maior de receptores para vitamina D (VDR) quando comparado as células
musculares maduras (Boland et al., 1986).

Outro estudo realizado analisou histologicamente os musculos do quadriceps
de camundongos sob o modelo de delegdo de VDR em diferentes estagios de
desenvolvimento, e quando comparados aos animais saudaveis notou-se uma

reducao relevante de tamanho de fibras tanto do tipo | como do tipo Il, além de uma
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maior variagdo no didmetro das mesmas, com 21 dias de vida (Endo et al., 2003).
Em seguida, as proximas analises foram realizadas no 56° dia de vida, estas,
evidenciam uma notavel progressdo no quadro desses animais com a apresentagao
de uma atrofia generalizada dessas fibras juntamente a descoberta de alteragdes
bioquimicas que antes ndo estavam presentes, atentando para a atuacdo do VDR
no desenvolvimento morfolégico dos musculos (Endo et al., 2003). Mesmo em um
modelo em que esses animais foram submetidos a uma dieta rica desses ions,
calcio e fésforo, e lactose, ainda sim essas alteragdes se mantiveram, o que sugere
o VDR como mediador importante nesse metabolismo e como principal causa
dessas alteragdes (Girgis et al., 2013).

Outro teste que analisou a coordenagcdo motora e a capacidade de natagao
do rato, constatou déficits na fungdo motora no gendtipo que apresentava a
deficiéncia de VDR (Kalueff et al., 2004). Um estudo feito para avaliar coordenagao
motora, utilizando o teste do rotarod, mostrou que esses animais permaneceram no
dispositivo por um tempo menor em relagdo aos animais controle, nos testes de
aceleracdo e de velocidade fixa, ja no teste de campo aberto, esses animais
percorreram uma menor distancia com passos bem mais curtos que o0s
camundongos selvagens, mostrando um prejuizo na marcha dos mesmo (Burne et
al., 2006).

Em sintese, em todos os testes realizados com esse modelo de estudo de
animais, no qual ndo expressam VDR nos musculos, resultaram em uma notavel
disfungdo motora geral, evidenciando a importante participacédo desse hormdnio na

funcdo muscular (Minasyan et al., 2009).

3.5. Suplementacao de Vitamina D

A vitamina D tem um papel funcional conhecido relacionado a saude 6ssea
e homeostase do calcio, mas varios estudos recentes estao trazendo esse horménio
como uma nova alternativa em potencial para tratamentos neuroprotetores no SNC
(Menéndez & Manucha, 2024). A neuroinflamacado € uma resposta imunolégica do
nosso cérebro a algum processo de estresse, e essa situagao pode levar a doengas
degenerativas (Alzheimer, Parkinson, esclerose multipla) ou outros disturbios

metabdlicos, como a PC (Menéndez & Manucha, 2024).
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Espera-se que a suplementacdo do colecalciferol (D3), atue como
imunomodulador, regulando mediadores inflamatérios e contribuindo para a
neurogénese e a plasticidade sinaptica, resultando em efeitos neuroprotetores, como
sugerem ensaios pre-clinicos (Menéndez & Manucha, 2024). Mesmo sendo
necessario estudos clinicos para assegurar essa atividade e melhorar a
compreensao sobre a nova funcido dessa substancia, a VitD é colocada atualmente
como um potencial alvo de novas estratégias de complemento para terapias contra
patologias que estdo associadas a neuroinflamagao, ja que ela afeta a sintese de
neurotransmissores e consequentemente a plasticidade cerebral (Menéndez &
Manucha, 2024).

Além disso, outro ensaio pré-clinico realizado por pesquisadores
norte-americanos que utilizaram um modelo de intervengdo farmacologica de
N-acetilcisteina (NAC) + hipotermia em associagcdo com VitD, no tratamento de
encefalopatia  hipoxica-isquémica (EHI) neonatal para avaliar o efeito
imunomodulador da VitD, demonstrou que esse animais obtiveram resultados
melhores na forca e habilidades sensoério-motoras, em comparagao ao tratamento
sem a VitD (Lowe et al., 2017). Esses resultados foram melhores refletidos nos
machos, que apresentaram melhor desempenho nos testes de uso do membro
afetado, mostrando assim a influéncia que a VitD exerce sobre a fungao motora dos

animais ao tratar um dano neuronal (Lowe et al., 2017).

Nesse caso, a N-acetilcisteina atua como antioxidante fornecendo substrato
para a sintese da glutationa, essa a¢ado diminui o estresse oxidativo pela eliminagcéo
de radicais livres, esse mecanismo €& possivel porque esse farmaco possui a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica com facilidade (Holmay et al.,
2013; Katz et al., 2015). Nesse contexto, o suporte fornecido pela NAC
principalmente apés uma EIH grave, forneceria um cenario melhor para atuagao da
VitD, que teria fungdo imunomoduladora de neuroprote¢cdo em ambos 0s sexos, ja
que ela também atravessa a barreira hematoencefdlica e atua de forma

independente em células neuronais (Fernandes de Abreu et al., 2009).

Os niveis deste hormdnio mostram-se como extremamente importantes para
o desenvolvimento neuronal normal quando em quantidades suficientes (Groves et

al., 2014; Cui et al., 2007), ja que quando ocorre neuroinflamagao, a sua forma ativa
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acaba sendo degradada em modelos de ratos adultos (Balden et al., 2012; Paintlia
et al., 2012). Assim, procuramos descrever se o tratamento neonatal com VitD pode
beneficiar o desenvolvimento neuromotor de animais submetidos a um modelo

experimental de paralisia cerebral.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais:

Foram utilizados 40 machos da linhagem Wistar, descendentes de 34 ratas
progenitoras da colénia do Biotério de criagdo situado no Departamento de Nutricdo
da Universidade Federal de Pernambuco. As condigdes ambientes do biotério foram
as seguintes: Temperatura de 22 + 2°C; Ciclo claro-escuro de 12/12 horas; e livre
acesso a agua e alimentacdo padrdo. Assim que nascidos, os filhotes foram
ajustados em oito por ninhada, com pesagem entre 6-8 gramas no primeiro dia
poOs-natal e permaneceram com suas genitoras durante todo o periodo de lactagéo.

Esses animais foram distribuidos em subgrupos de forma aleatéria, sendo:
1) Controle + Veiculo (CV; n=10);

2) Controle + Vitamina D (CD; n=10);

3) Paralisia Cerebral + Veiculo (PCV; n=10);

4) Paralisia Cerebral + Vitamina D (PCD; n=10).

O desmame foi realizado no dia 25 pds-natal (P25) e os animais foram
separados em gaiolas contendo de 3 a 4 ratos, até o dia 60 pds-natal, quando foram
eutanasiados. Este projeto seguiu todas as normas do Conselho Nacional de
Controle e Experimentagcdo Animal, assim como 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 da UFPE (Anexo A;
Processo n° 104/2021, Oficio n® 21/22).

4.2. Paralisia cerebral experimental:

Os animais dos subgrupos da Paralisia Cerebral foram submetidos ao
modelo experimental de paralisia cerebral adaptado por Coq et al. (2008) e Lacerda
et al. (2017). E um modelo que associa a anodxia perinatal com um modelo de
restricdo sensoério-motora dos membros inferiores para simular a falta de movimento
que ocorre na PC. Logo apos nascerem, esses filhotes foram submetidos a andxia
duas vezes, a primeira no chamado PO (dia do nascimento) e posteriormente no P1

(primeiro dia de vida pos-natal). Em seguida, a restricdo sensorio-motora foi
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realizada dos dias 2 até o dia 28 pds-natal nos membros inferiores utilizando um
molde feito de epdxi, preso ao animal por meio de fita micropore e esparadrapo,
durante 16 horas por dia e nas demais horas restantes eles possuiam livre
movimentag&do dentro da gaiola, o formato desses moldes sdo preparados para que
as patas posteriores sejam fixadas mas n&o impeg¢a que 0s animais consigam
executar suas necessidades fisiolégicas, como também se alimentar e receber os

cuidados maternos.

Figura 1: Restricdo sensério-motora

(Autor: Strata et al., 2004)

Restricao sensorio-motora. (A) Exemplificando como funciona o molde de epdxi, moldado a méo,
usado para a restricdo diaria de movimentos em torno das articulagbes dos membros posteriores.
Uma extremidade fica em contato com o dorso do animal e a outra em contato com a parte anterior
das pernas e pés. O tamanho varia de acordo com a idade do animal. (B) Imagem de um filhote com
os membros inferiores presos ao molde, na forma de restricdo. (C ) Fotografia dos animais
submetidos a PC recebendo alimentacgao e cuidados por parte da mae. (D) Fotografia dos filhotes do

grupo controle recebendo alimentagao e os cuidados maternos.

4.3. Administragao neonatal de Vitamina D ou Veiculo:

Para estabelecer um protocolo de aplicacdo de Vitamina D foi utilizado o
estudo adaptado de Mehri et al. (2020), onde os filhotes receberam a dose de
5ug/kg/dia de VitD (Cholecalciferol-Sigma-Aldrich, USA), dissolvida em uma solugao
Veiculo composta por agua destilada e monolaurato de polioxietileno sorbitano.

Dessa forma, os animais dos grupos Vitamina D ou Veiculo receberam o tratamento



29

entre o P2 e P30 de vida pds-natal, a via utilizada para essa administracao foi a

intraperitoneal.

4.4. Analises experimentais:

4.4.1. Avaliacdo da caracterizagdo somatica: Durante os dias 07, 30 e 60,
foram avaliados os seguintes parametros - peso corporal, comprimentos
naso-anal, os eixos do cranio latero-lateral e antero-posterior dos filhotes. O
alimento e a agua foram alocados individualmente nas gaiolas e os filhotes

tinham livre acesso a eles.

4.4.2. Avaliagao da ontogénese dos reflexos: Foi avaliado entre os P1 e P21
de vida pdés-natal o surgimento e desaparecimento dos reflexos que estao
diretamente relacionados ao desenvolvimento e maturagao do sistema motor.
S6 é considerado de fato o dia da maturagao quando o reflexo se mostrar de
forma completa por 3 dias consecutivos, sendo o primeiro dia dessa

sequéncia o dia da maturacao do reflexo. Dentre eles, estao:

Reflexo de Bar holding (BH) - O animal é colocado a uma disténcia de 10 cm
da superficie, onde deve segurar com as patas dianteiras na régua de forma

fixa e se manter sem cair por até 10 segundos;

Reflexo de geotaxia negativa (GN) - O animal é colocado no centro de uma
rampa com 45° de inclinagdo, com a cabega no sentido descendente e ele
deve girar e conseguir posicionar a cabe¢ca em sentido ascendente em

relacdo a essa rampa em até 10 segundos;

Reflexo de queda livre (QL) - O animal deve ser posicionado a uma altura de
30 cm em um leito de algodao segurado pelas quatro patas em decubito
dorsal, e ao ser solto deve realizar um giro em queda livre para apoiar-se

sobre as quatro patas ao pousar no leito;

Reflexo de recuperacdo de decubito (RD) - O animal & posicionado em
decubito dorsal sobre uma superficie e deve realizar um giro de corpo para

decubito ventral em até 10 segundos;
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Reflexo de resposta ao susto (RS) - O animal é submetido a um som agudo
rapido e deve apresentar rapida retragcdo com a imobilizagc&o involuntaria do

seu corpo do animal em resposta ao estimulo.

4.4.3. Anélise da marcha em Catwalk: Marcha avaliada individualmente por meio do
aparelho de Catwalk nos dias 21, 30 e 58 de vida pds-natal. Ocorre da seguinte
forma, o animal se desloca numa passarela onde cada movimento dele é registrado
para posteriormente ser analisado, e a partir dai é possivel mensurar os parametros
estaticos (duracdo de passos, fase de estacdo e fase de oscilagdo da marcha) e
dindmicos (coordenacado espacgo temporal entre os membros, padrdes de passo
entre as patas e a magnitude da pressao das pegadas) de cada um deles. Dentre os
inumeros parametros que podem ser analisados no Catwalk, os de escolha para

esse trabalho foram:

Area maxima de contato (cm?): E definida como a area maxima de uma pata

que entra em contato com a placa de vidro;

Intensidade maxima de maximo contato: Mede a intensidade maxima de uma

pata em contato maximo;

Ciclo de passos: Descreve o tempo em segundos entre dois contatos iniciais

consecutivos da mesma pata;

Ciclo de trabalho: Expressa a porcentagem do momento em que a pata toca

na passarela em relagao ao ciclo completo de passos do animal.

4.5. Analise Estatistica:

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. (erro padrao da media)
ou mediana (minimo-maximo). A analise de normalidade da amostra foi analisada
por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para os dados considerados
paramétricos, a comparagao entre os grupos foi realizada por meio do ANOVA two
way ou two way medidas repetidas, seguidos do pos-teste de Tukey. Quando foram
nao paramétricos foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de
Dunn’s. As analises foram realizadas no GraphPad PRISM (verséo 8.0.2) e o nivel

de significancia considerado foi de p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso e avaliagées murinométricas

Avaliando os dados dos animais, houve diferenga significativa entre os
grupos no peso corporal [F (3, 36) = 78,14; p<0,0001], no comprimento nasoanal [F
(3, 36) = 77,19; p<0,0001], no eixo latero-lateral do cranio [F (3, 36) = 8.622;
p=0,0002] e no eixo anteroposterior do cranio [F (3, 36) = 5,877; p=0,0003]. Com
relacdo ao peso corporal, houve reducao significativa ocasionada pelo modelo
experimental nos dias 7, 30 e 60 tanto nos animais que receberam veiculo quanto
nos animais que receberam VitD quando comparado aos seus respectivos controles
(pbs-teste de Tukey: p<0,0001. Figura 2A). Ainda, houve aumento do peso corporal
nos animais PC que receberam VitD quando comparado aos animais que receberam

veiculo nos dias 7 e 30 (pds-teste de Tukey: p<0,05. Figura 2A).

Nas medidas murinométricas, houve reducdo ocasionada pelo modelo
experimental entre ambos os grupos no comprimento nasoanal nos dias 7, 30 e 60
(pbs-teste de Tukey: p<0,05. Figura 2B). Houve diferengas também entre os grupos
controles (CV vs. CD) no P60, (pds-teste de Tukey: p= 0,0411). No tocante aos eixos
do cranio, houve reducido ocasionada pelo modelo experimental entre ambos os
grupos quando comparados aos seus respectivos controles no eixo latero-lateral no
dia 30, além de aumento nos animais controle que receberam VitD comparados aos
que receberam veiculo (pos-teste de Tukey: p<0,05. Figura 2C). No eixo
anteroposterior, a PC ocasionou redugéo quando comparado aos controles no dia 30
(pbs-teste de Tukey: p<0,05. Figura 2D). Interessantemente, os animais PC que
receberam a VitD apresentaram maior eixo anteroposterior, quando comparados aos

animais que receberam veiculo (pds-teste de Tukey: p= 0,0014. Figura 2D).
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Figura 2: Peso e avaliagdo murinométrica.
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Avaliacdo do desenvolvimento do peso corporal e das medidas murinométricas dos machos nas
idades alvos P7, P30 e P60. A- Peso corporal, B- Comprimento nasoanal, C- Eixo craniano
latero-lateral, D- Eixo craniano anteroposterior. ANOVA two-way multiplas comparagbes e teste
post-hoc de Tukey’s. n por grupo= 10. A composi¢ao dos grupos esta de acordo com intervengédo com
vitamina D ou veiculo e modelo de paralisia cerebral ou controle. * = CV vs. PCV; ** = CD vs PCD; 8=
CV vs. CD; a = PCV vs. PCD; p<0,05.

5.2 Ontogénese dos reflexos e maturacgao fisica

Durante o periodo de lactagdo (P1 ao P21), os animais de cada grupo foram
analisados a ontogénese de reflexos e quanto a maturagdo das caracteristicas
fisicas. Observou-se diferengas entre os grupos analisados no surgimento dos
reflexos e na maturacao fisica [F (3, 44) = 43,11; p<0,0001]. Os animais dos grupos
PCV e PCD apresentaram retardo no aparecimento dos reflexos bar holding,
geotaxia negativa, queda livre e reflexo de susto, quando comparados com seus
respectivos controles. Ja em relagcdo a maturagdo das caracteristicas fisicas, os

animais submetidos ao modelo apresentam também retardo na erupgdo dos

mcv
mCD
W PCV
W PCD
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incisivos superiores e na abertura ocular. Nao houve diferenga significativa entre os
animais PC 's que receberam VitD, quando comparados aos PC que receberam

veiculo (Tabela 1).

Tabela 1: Ontogénese dos reflexos e maturagao fisica.

Grupos

cv CD PCV PCD
Reflexos
Bar holding 14,5 (12-18) 13,5 (13-16) 17 (14-18)* 16,5 (13-18)**
Geotaxia negativa 15 (13-16) 14,5 (13-16) 17 (15-21)* 17 (15-17)**
Queda livre 14 (12-16) 14 (12-16) 17 (14-18)* 17 (14-17)**
Recuperacéao de decubito 5 (5-6) 5 (3-6) 6 (4-7) 5,5 (4-7)
Reflexo de susto 13 (11-14) 13 (11-15)  15(13-18)* 14,5 (12-16)**

Maturagao das caracteristicas fisicas

Erupgéo dos incisivos superiores 10 (8-12) 10 (7-12) 13,5 (10-15)* 13 (10-14)**
Erupgéo dos incisivos inferiores 9(7-12) 10 (7-12) 11,5 (10-13) 11,5 (10-12)
Abertura ocular 13,5 (13-15) 14 (13-14) 15 (15-16)* 15 (14-16)**

Andlise da ontogénese dos reflexos e maturagdo fisica. Valores representam mediana
(minimo-maximo). ANOVA two-way multiplas comparagdes e teste post-hoc de Tukey’s. n por grupo=
12. *= PCV vs. CV; **=PCD vs. CD. p<0,05.

5.3 Analise da marcha em Catwalk XT

Avaliando os dados dos animais, houve diferenga significativa entre os grupos
na area maxima de contato [F (3, 36) = 8,656;p=0,0002], na maxima intensidade no
maximo contato [F (3, 36) = 15,03; p<0,0001], e na média do ciclo de trabalho [F (3,
36) = 24,46; p<0,0001]. Os animais dos grupos paralisia apresentaram menor area
maxima de contato quando comparados aos seus respectivos controles no P30 e no
P59 os animais PCV mantiveram essa diminuicdo (pos-teste de Tukey: p<0,05.

Figura 3A). No P30 os animais do grupo paralisia apresentaram diminuigdo no que
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concerne a intensidade maxima de maximo contato (pos-teste de Tukey: p<0,05.
Figura 3B). A média do ciclo de trabalho (proporgao do tempo de apoio de uma pata
em relagcédo ao ciclo completo do passo) apresentou-se comprometido pelo modelo,
com o0s animais dos grupos paralisia apresentando diminuigdo do parametro

(pos-teste de Tukey: p<0,05. Figura 3D).

Figura 3: Avaliagdo de marcha em Catwalk.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados quatro populacdes de ratos machos, tendo
como objetivo avaliar o efeito do tratamento neonatal com Vitamina D no
desenvolvimento do sistema musculo-esquelético nesses grupos, a partir de alguns
parametros, como indicadores murinométricos do desenvolvimento, ontogénese de
reflexos, e analise da marcha em Catwalk, sendo este primeiro avaliado nos dias 7,
30 e 60 de vida.

Todos os animais submetidos a PC experimental, dos dois grupos,
apresentaram uma redugao de peso significativa quando comparados aos grupos
controles, porém, foi observado que no grupos experimentais de PC os ratos que
receberam a VitD apresentaram um aumento de peso (P7 e P30) quando
comparado ao grupo que recebeu apenas o veiculo, mostrando que o tratamento

neonatal com VitD mitigou em partes os efeitos deletérios do modelo de PC.

Além disso, em relagdo aos eixos do cranio, os grupos experimentais
também apresentaram uma redugao nesses comprimentos em relagao as medidas
dos grupos controles, sendo o eixo nasoanal no P7, P30 e P60, e os eixos
latero-lateral e anteroposterior no P30. Entretanto, no P60 foi evidenciado uma
diferengca no comprimento anteroposterior entre os grupos controles, mostrando um
aumento nos animais suplementados com VitD, evidenciando um efeito positivo da
suplementagcédo desse hormoénio. Esses resultados s&o semelhantes aos
encontrados por Visco et al. (2023), no qual também foi evidenciado uma diminuigao
de peso corporal dos animais experimentais em relacdo aos do grupo controle na
fase neonatal em um tratamento realizado com kaempferol, um flavonoide que

possui agao antioxidante como a VitD.

Das medidas murinométricas avaliadas, destacamos a redugao dos eixos
nos animais dos grupos PC e a diminuigdo de peso dos mesmos, sugerindo que
esses animais tiveram um prejuizo em relagao a sua alimentagdo e provavelmente
em seu acesso a lactacdo na fase neonatal, afetando consequentemente seu peso e
seu crescimento (Visco et al., 2023), esse modelo também poderia ter atrapalhado
no processo de mastigacdo na fase pés-lactacdo onde ocorre a introdugdo da

alimentacgao solida (Lacerda et al., 2017; Lacerda et al., 2019), da mesma forma que
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os individuos com esse disturbio da PC também tendem a apresentar disfuncéo
alimentar diretamente relacionada com baixo crescimento corporal (Fung et al.,
2002). Esse estudo mostrou que a andxia perinatal junto com a restricdo
sensorio-motora dos membros inferiores na fase neonatal afeta de forma negativa
aspectos somaticos e murinométricos nos roedores, ocasionando na redugao
dessas medidas. Em contrapartida, € possivel observar o efeito positivo exercido

pela VitD, nos periodos de idades alvo de maturagdo somatica.

A ontogénese dos reflexos envolve e espelha diretamente o desenvolvimento
do sistema nervoso central (SNC), e por isso € um indicador da maturagao fisica do
animal (Smart & Dobbing, 1971; Fox, 1965). Os ratos dos grupos experimentais,
demonstraram retardo no desenvolvimento da maioria dos reflexos analisados e
retardo na maturagdo fisica quando comparados aos do grupo controle, n&o
apresentando diferengas significativas entre os animais que receberam VitD e os
que receberam veiculo, evidenciando o impacto que a andxia perinatal gera no

amadurecimento do SNC.

Os testes de reflexo sdo ferramentas confiaveis para mostrar a maturagao da
mielinizacdo, sinaptogénese e da medula espinhal, indicam o estagio do
desenvolvimento neurolégico e comportamental desses filhotes (Visco et al., 2023),
a exemplo da geotaxia negativa que é usada para avaliar a manutencao do equilibrio
geral do corpo por meio do sistema vestibular (Dupuis et al., 2024). Além disso, a
prépria restricdo sensério motora também afeta a ontogenia reflexa pos-natal pela
mudancga gerada no coértex motor primario (M1), que evidencia a alteragcdo no
refinamento dos circuitos espinhais nesses animais (Dupuis et al., 2024; Delcour et
al., 2018). Demonstrando dessa forma, que os animais submetidos a PC estao
suscetiveis a esse dano e que a VitD nao foi capaz de atenuar esse déficit nessas

condicoes.

Na analise de marcha, foi utilizado o sistema de analise de marcha CatWalk
XT® que consiste em uma plataforma que avalia de forma comportamental
roedores, e fornece dados para analisar a fungdo motora e marcha (Hamers et al.,
2001). No presente estudo, foi observado que os animais dos grupos paralisia
apresentaram diminuicdo nos parametros avaliados em comparagao com 0S grupos

controles, evidenciando o comprometimento motor que € comum nos individuos


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899324000271?via%3Dihub#b0225
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899324000271?via%3Dihub#b0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899324000271?via%3Dihub#b0065
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acometidos pela paralisia cerebral, além disso, n&o foi registrada nenhuma diferenga
estatisticamente relevante nos resultados comparativos entre o PC VitD e o PC

veiculo.

Estes resultados, mostram o impacto que o modelo de PC combinando andxia
perinatal mais restricdo sensorio-motora causa nos animais, que inclusive ja foi
evidenciado por pesquisadores, estes, demonstraram que as alteracdes sofridas nas
areas periféricas e corticais sdo bem maiores quando comparados aos modelos que

sé realizam a anoxia ou somente a restricao (Coq et al., 2008).

A asfixia perinatal (AP) por si s6 ja causa alteragbes significativas nas
articulagdes dos membros inferiores, afetando negativamente as cartilagens, essa
degeneragdo pode ser o resultado de espasticidade crénica induzida pela andxia
(Coq et al., 2008), mas quando usada concomitante a restricido sensdrio motora
essa denervagao pode ser associada ao desuso da atividade muscular (Lindboe &
Platou, 1982; Romanini et al., 1989; Zarzhevsky et al., 2001). A nivel cerebral, a AP
estd relacionada a redugdo da agdo de alguns neurotransmissores em areas
cerebrais envolvidas no controle motor, como o nucleo estriado (Bernert et al., 2003;
Van de Berg et al., 2003; Gross et al., 2005).

Em relagdo a restricdo sensorio motora, a via somatossensorial é afetada, a
alteracdo nos movimentos dos membros inferiores refletem no sistema nervoso
imaturo j@ que o musculo e o SNC estdo intimamente ligados, e isso gera
consequéncias no sistema locomotor do animal (Canu et al., 2019, Coq et al., 2020).
A VitD de forma geral tem um papel importante na saude muscular e 6ssea, fazendo
com que seja um fator muito importante para o sistema locomotor, como mostra os
trabalhos de Lowe et al. (2017) e Bouillon et al. (2008), mas isto n&o foi evidenciado

no nosso estudo nos parametros e dias avaliados.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899324000271?via%3Dihub#b0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899324000271?via%3Dihub#b0055
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7. CONCLUSAO

Verificou-se que o tratamento neonatal com Vitamina D em roedores machos
submetidos a Paralisia Cerebral experimental atenuou os efeitos deletérios desse
modelo sobre o seu fendtipo corporal, mitigando significativamente a perda de peso
desses animais nos periodos de idades alvo de maturacdo somatica, visto que esse
€ um dos efeitos mais marcantes nos animais submetidos a esse modelo. Também
foi possivel notar que houve uma diferenga no crescimento corporal entre os grupos
controles, mostrando um aumento nos animais suplementados com VitD,
evidenciando um efeito positivo da suplementacado desse horménio. Ja em relacéo a
maturagado fisica, reflexos e andlise de marcha, os grupos experimentais
demonstraram retardo no desenvolvimento em relagdo aos controles, nao foram
evidenciadas diferengas relevantes entre os animais PCV e PCD nos parametros
avaliados, mostrando que a VitD ndo foi capaz de atenuar esse déficit nessas
condigdes.

Assim, com base nesses resultados, podemos afirmar que o tratamento
neonatal com a suplementacao da VitD apresenta um impacto benéfico no fendtipo
corporal desses animais submetidos a PC experimental e se mostra como um
potencial agente atenuador de desordens causadas por disturbios neuroldgicos
precoces. Porém, ainda sao necessarios mais estudos para entender como sua

acao neuroprotetora reflete de fato no sistema locomotor.
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