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RESUMO

A paralisia cerebral (PC) compreende um grupo de disturbios
neuromusculoesqueléticos resultantes de lesao cerebral fetal ou infantil. A quercetina
demonstrou propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e neuroprotetoras em
doengas neuroldgicas. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do
tratamento neonatal com quercetina no desenvolvimento motor, integridade neuronal
e inflamagao no cerebelo de ratos submetidos a PC experimental. O modelo de PC foi
induzido por anoxia pos-natal (PO e P1) e restricdo sensdrio-motora dos membros
posteriores (P2 a P28). A quercetina (10 mg/kg) foi administrada intraperitonealmente
de P2 a P22. Os animais foram analisados quanto ao crescimento somatico;
ontogénese reflexa; forga muscular; coordenagado motora; atividade locomotora e
marcha em CatWalk; peso do musculo sdleo, integridade neuronal e inflamagéo no
cerebelo. A PC experimental, independentemente do sexo, restringiu o ganho de peso
corporal, o crescimento somatico, o peso do musculo soleo, a forca muscular, a
coordenacao motora, a atividade locomotora e o desenvolvimento da marcha, e
promoveu aumento da neuroinflamag¢ao no cerebelo. O tratamento neonatal com
quercetina foi positivo no modelo de PC em machos, favorecendo o ganho de peso
corporal, reduzindo o atraso na maturacao de reflexos primitivos, aumentando a forga
muscular, melhorando a capacidade exploratéria em campo aberto, diminuindo o
tempo na fase de balanco durante a marcha e reduzindo a expressao de TNF-a no
cerebelo. Em fémeas, a quercetina teve efeito protetor ao estimular o crescimento
somatico, favorecendo a regularidade dos passos durante a marcha e prevenindo a
integridade neuronal no cerebelo de animais com PC. Este estudo original apresenta
dados relevantes sobre a maior vulnerabilidade dos machos em comparacido as
fémeas, bem como o papel protetor da quercetina em ambos 0s sexos no

desenvolvimento motor e na neuroinflamagao na PC.

Palavras-chave: paralisia cerebral; quercetina; modelos animais; neurdnios;

comportamento



ABSTRACT

Cerebral palsy (CP) comprises a group of neuromusculoskeletal disorders resulting
from fetal or infantile brain injury. Quercetin has demonstrated antioxidant, anti-
inflammatory and neuroprotective properties in neurological diseases. Thus, this study
aimed to evaluate the effects of neonatal treatment with quercetin on motor
development, neuronal integrity and inflammation in the cerebellum of rats subjected
to experimental CP. The CP model was induced by postnatal anoxia (PO and P1) and
sensorimotor restriction of the hind limbs (P2 to P28). Quercetin (10 mg/kg) was
administered intraperitoneally from P2 to P22. The animals were analyzed for somatic
growth; reflex ontogenesis; muscle strength; motor coordination; locomotor activity and
gait in CatWalk; soleus muscle weight, neuronal integrity and inflammation in the
cerebellum. Experimental CP, regardless of sex, restricted body weight gain, somatic
growth, soleus muscle weight, muscle strength, motor coordination, locomotor activity
and gait development, and promoted increased neuroinflammation in the cerebellum.
Neonatal treatment with quercetin was positive in the male CP model, favoring body
weight gain, reducing the delay in the maturation of primitive reflexes, increasing
muscle strength, improving exploratory capacity in the open field, decreasing the time
in the swing phase during gait and reducing the expression of TNF-a in the cerebellum.
In females, quercetin had a protective effect by stimulating somatic growth, favoring
the regularity of steps during gait and preventing neuronal integrity in the cerebellum
of animals with CP. This original study presents relevant data on the greater
vulnerability of males compared to females, as well as the protective role of quercetin

in both sexes in motor development and neuroinflammation in CP.

Keywords: cerebral palsy; quercetin; animal models; neurons; behavior
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INTRODUGAO

A Paralisia Cerebral (PC) compreende um grupo de transtornos do movimento
e da postura com limitacao funcional que sao atribuidos a uma lesdo de carater nao
progressivo no sistema nervoso central do feto ou da crianga em desenvolvimento
(BAX et al., 2005; BLAIR, 2010). Essa condigao pode estar associada a déficits na
percepcao somatossensorial e/ou alteragées motoras e comportamentais (BAX et al.,
2005). Estima-se que a PC acometa 1,6 em cada 1000 criangas nascidas vivas no
mundo (MCINTYRE et al., 2022). Dentre os principais fatores de risco associados,
destacam-se a asfixia, a prematuridade, o baixo peso ao nascer e também as distintas
formas de desnutricdo (CHEN et al., 2022). Além disso, o sexo masculino parece ser
mais acometido do que o sexo feminino (ABD ELMAGID; MAGDY, 2021)

Varios componentes nutritivos dos alimentos tém efeitos benéficos, inclusive
protetores, através de mecanismos epigenéticos semelhantes aqueles que interferem
na plasticidade fenotipica, e, consequentemente, na plasticidade do desenvolvimento.
As alteragdes fisioldgicas resultantes da plasticidade fenotipica envolvem mudancgas
que ocorrem na vida precoce, sendo esse momento uma janela terapéutica importante
para a implementacao intervengdes terapéuticas (BATESON et al., 2004; GLUCKMAN
et al., 2007; GLUCKMAN; HANSON, 2004). Nesse sentido, os polifendis, abundantes
nos vegetais (BARET et al., 2013), sdo componentes nutritivos candidatos para
regular a plasticidade fenotipica.

Os polifendis apresentam uma ampla gama de propriedades anticancerigenas,
antiteratogénicas, cardioprotetoras e neuroprotetoras (STEVANOVIC; DIOUF;
GARCIA-PEREZ, 2009). Sao numerosas as fun¢des nas quais os polifendis possuem
participacado, incluindo assimilagdo de nutrientes, sintese proteica, atividade
enzimatica, formagao de componentes estruturais e defesa contra os fatores de risco
presentes no ambiente (CHEYNIER; TOMAS-BARBERAN; YOSHIDA, 2015). Além
disso, o uso dos mais variados extratos tem sido associado a melhora de déficits
cognitivos, provavelmente por melhorar a fungéo neuronal através da neuroprotecao
(YOUDIM; JOSEPH, 2001).

A quercetina, um polifenol flavonoide, tem demonstrado ser capaz de recuperar
neurdnios, através da inibicdo de respostas inflamatérias na hemorragia intracerebral
(ZHANG et al., 2015). Em modelo de les&do medular aguda, a quercetina foi capaz de
melhorar a locomogéo e ter contribuido para a regeneragao axonal (DU et al., 2018).

Também foi observado que a quercetina pode prevenir a atrofia induzida pela
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obesidade, suprimindo a resposta inflamatéria (LE et al., 2014), e neutralizar o dano
oxidativo no mdusculo atrofiado, reduzindo a peroxidacao lipidica em animais
desnervados (MUKAI et al., 2016a). Estudos mostraram ainda que a quercetina foi
capaz de regular positivamente o PGC-1a (peroxisome-proliferator-activated receptor-
y coactivator-1) e proteger o musculoesquelético distréfico dos danos celulares
(SELSBY et al.,, 2016; SPAULDING et al., 2016). Até o presente momento, ndo
existem estudos sobre os efeitos da quercetina em modelo experimental de PC.
Portanto, o objetivo desse estudo foi de avaliar as altera¢des ocorridas sobre o
desenvolvimento motor e neuroinflamagéo na PC experimental e se o tratamento com
quercetina pode ou nao reverter essas alteracbes em ratos machos e fémeas, a fim
de se observar a resposta adaptativa imediata do organismo a esse polifenol. Essa
abordagem inovadora pode favorecer a concepgao de estratégias terapéuticas
eficazes, instituidas precocemente no periodo critico do desenvolvimento em

individuos acometidos pela PC.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 PARALISIA CEREBRAL E PLASTICIDADE DO DESENVOLVIMENTO

A Paralisia Cerebral (PC) € uma condig¢ao clinica de carater ndo progressivo
que se caracteriza por alteracbes da postura e do movimento em decorréncia de
lesdes ocorridas no cérebro ainda imaturo (GRAHAM; PAGET; WIMALASUNDERA,
2019; ROSENBAUM et al., 2007). Os primeiros relatos da condigao foram registrados
em 1862 pelo médico William John Little, que descreveu alteragbes de rigidez e
deformidades nos membros de criangas recém-nascidas apo6s partos dificeis, ficando
conhecida como doencga de Little. No entanto, em 1889, o também médico William
Osler definiu o termo “paralisia cerebral” apds descrever uma série de casos de
pacientes que tiveram dificuldades durante o parto e as repercussbes motoras
apresentadas nas criangas recém-nascidas (OSLER, 1889).

Apds sua definigao ser revisitada varias vezes, a PC ganhou uma nova e, até
entdo, a ultima atualizagdo no ano de 2007. Um grupo de especialistas internacionais
reunidos em um Comité Executivo, descreveu a PC como sendo “um grupo de
desordens permanentes do desenvolvimento do movimento e da postura, causando
limitagdo de atividades, que s&o atribuidas a disturbios ndo progressivos que
ocorreram no desenvolvimento do cérebro fetal ou infantil. Os disturbios motores da
paralisia cerebral sdo frequentemente acompanhados por disturbios de sensacgéo,
percepgdo, cognigdo, comunicagdo e comportamento,; por epilepsia e por problemas
musculoesqueléticos secundarios” (ROSENBAUM et al., 2007).

Por se tratar de um disturbio heterogéneo quanto a sua epidemiologia, etiologia
e fatores de risco, classificacao e caracteristicas clinicas, tem-se abordado sobre uma
mudancga na terminologia para “transtorno do espectro da paralisia cerebral” (METZ et
al., 2022; SHEVELL, 2019). O termo espectro englobaria uma multipla dimensao de
variabilidade e a nova nomenclatura facilitaria uma maior consciéncia e garantiria um
melhor direcionamento nos aspectos da saude, da educacgado, de reabilitacao,
vocacional, recreativo e no envolvimento da comunidade (SHEVELL, 2019).

A PC é uma das mais comuns desordens do movimento da infancia em todo o
mundo (GRAHAM et al., 2016). A prevaléncia da PC na América do Norte, Europa,
Asia e Oceania entre as décadas de 1980 e 1990 era de 2,11 para cada 1000 nascidos
vivos (OSKOUI et al., 2013). No entanto, essas regides tem demonstrado nos ultimos
20 anos um declinio significativo dessa prevaléncia, sendo atualmente 1,6 individuos
acometidos para cada 1000 nascidos vivos (MCINTYRE et al., 2022). E provavel que
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essa redugao tenha ocorrido por se tratarem de regides de paises de alta renda e,
consequentemente, existirem melhores ofertas de politicas de saude publica, bem
como assisténcia prestada a gestante e ao bebé no periodo pré e pds-natal
(MCINTYRE et al., 2022).

Em contrapartida, os paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento tem uma
prevaléncia maior do que os paises desenvolvidos, sendo cerca de 3 a 3,4 criancas
acometidas por 1.000 nascidas vivas (MCINTYRE et al., 2022). No Brasil, ha uma
caréncia de estudos que tenham avaliado a taxa de prevaléncia nacional, no entanto,
ha dados que demonstram uma variacado de 1,37 a 5 em cada mil nascidos vivos em
estados da regido Nordeste do pais (PEIXOTO et al., 2020). As mas condi¢cbes de
cuidado pré-natal e o atendimento precario as gestantes podem ser fatores de risco
para uma taxa de prevaléncia maior nesses locais (PEIXOTO et al., 2020; ZANON et
al., 2018).

Os estudos epidemioldgicos, além de orientar a alocagdo de politicas
operacionais de saude também servem para garantir uma melhor compreensao dos
fatores de risco que podem estar associados a incidéncia da PC (OSKOUI et al., 2013;
SADOWSKA; SARECKA-HUJAR; KOPYTA, 2020). Durante muitas décadas
acreditava-se que a PC era causada exclusivamente pela hipdxia cerebral infantil, no
entanto, atualmente sabe-se que os fatores de risco podem ser divididos de acordo
com o momento em que ocorrem, estando relacionados aos periodos pré-natal,
perinatal e pés-natal (ODDING; ROEBROECK; STAM, 2006).

Em uma recente revisdo sistematica com metanalise publicada por Chen e
colaboradores em 2022, foi observado que a hipertensdo induzida pela gravidez
materna, a ruptura prematura de membranas, o parto prematuro e a cesariana de
emergéncia foram os principais fatores de risco de PC em criangas (CHEN et al.,
2022a). Fatores pré-natais parecem ser responsaveis por 75% dos casos, enquanto
os fatores peri e pds-natais correspondem a 10-18%, sendo o baixo peso ao nascer e
a hipoxia as maiores causas perinatais € no pos-natal as infecgées (HIMMELMANN,
2013; REDDIHOUGH; COLLINS, 2003; SADOWSKA; SARECKA-HUJAR; KOPYTA,
2020). Além disso, o sexo masculino parece ser mais acometido do que o sexo
feminino (ABD ELMAGID; MAGDY, 2021a).

Apesar do momento do insulto ser uma forma de classificagdo da PC, muitos
outros sistemas de classificagdo tém sido utilizados, sendo os principais quanto a

topografia, que esta relacionada as partes do corpo afetadas (hemiplegia, diplegia,



18

quadriplegia) e quanto ao disturbio do movimento, que envolve o ténus neurolégico
(hiperténico e hipotdnico) e/ou anormalidades do desenvolvimento (espasticidade,
discinesia e ataxia) (GRAHAM; PAGET; WIMALASUNDERA, 2019; KORZENIEWSKI
et al., 2008). A PC espastica é o fendtipo clinico mais predominante entre os
individuos, incluindo 85 a 90% dos casos e esta associada principalmente a diplegia,
com cerca de 10 a 36% dos individuos acometidos. Esse fendétipo de PC espastico
comdiplegia se caracteriza pelo aumento do ténus e reflexos patoldgicos, movimentos
e postura anormais e maior comprometimento dos membros inferiores (GRAHAM,;
PAGET; WIMALASUNDERA, 2019; PAKULA; VAN NAARDEN BRAUN; YEARGIN-
ALLSOPP, 2009; SHEVELL, 2019).

Além dessas caracteristicas comuns a PC espastica, existem outras
caracteristicas clinicas gerais da PC que estdo relacionadas com a gravidade da
deficiéncia motora, como a fraqueza muscular, rigidez e anormalidades na
organizagao e fungdo motora fina e grossa, que repercutem sobre a forga, equilibrio,
marcha e atividades de vida diaria (KOMAN; SMITH; SHILT, 2004; SANGER et al.,
2003; VENKATESWARAN; SHEVELL, 2008). Concomitante a esses achados, os
individuos também podem apresentar alteragdes de degluticdo e fala, que resultam
em desnutricdo e atrofia e também alteragdes auditivas, cognitivas e comportamentais
(GRAHAM et al., 2016; PAPAVASILIOU et al., 2021; ZHANG; OSKOUI; SHEVELL,
2015).

Assim, as alteragoes fenotipicas na PC sao variadas e € importante levar em
consideragdo o aspecto desenvolvimentista da PC para a busca de estratégias que
visem impactar positivamente o seu quadro clinico (ROSENBAUM et al., 2007).
Modelos de PC experimental tém sido desenvolvidos ao longo das ultimas décadas
na tentativa de reproduzir o fenétipo da PC e entender a fisiopatologia e respostas
terapéuticas eficazes (DAN et al., 2015; GRAHAM et al., 2016). Trata-se de uma area
de amplo estudo que engloba desde a modulagao farmacoldgica da expresséo génica
até a intervengao comportamental e cognitiva (DAN et al., 2015).

A reproducao de um fenétipo esta associada a plasticidade fenotipica, que sao
alteragdes ocorridas no fenétipo, que € plastico e determinado geneticamente, com as
mudangas ocorridas no ambiente, podendo afetar a morfologia, fisiologia e
comportamento do individuo (SCHMID; GUILLAUME, 2017; SOMMER, 2020). Esse
conceito de plasticidade fenotipica conquistou sua importancia em 1989, através de

um artigo de revisao publicado por Mary Jane West-Eberhard, que trouxe como uma
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das principais contribuicées a inter-relacédo entre ambiente e individuo (SOMMER,
2020). Nas ultimas trés décadas, uma nova teoria tem ganhado espaco na literatura,
trata-se da “Origens do Desenvolvimento da Saude e da Doenga” (DOHaD), que tenta
explicar as adaptagdes epigenéticas, ndo apenas durante o periodo fetal/neonatal
mas em todo o periodo de desenvolvimento do individuo, em decorréncia do ambiente
(KUBOTA et al., 2015; SUZUKI, 2018).

Dessa forma, modelos animais permitem estudar a plasticidade do
desenvolvimento por estabelecer uma relagdo causal entre mudancas no ambiente e
no epigendtipo e/ou trajetérias de desenvolvimento (BIANCO-MIOTTO et al., 2017;
ROSENTHAL; BROWN, 2007; WEST-EBERHARD, 2005). Isso garante uma visdo
mais mecanicista de como as mudangas no epigendtipo podem afetar a fungao
(BIANCO-MIOTTO et al., 2017; LAFUENTE; BELDADE, 2019). Além disso, através
dos modelos animais também é possivel controlar fatores de confusdo e garantir a
avaliagdo de tecidos relevantes, como o tecido muscular e nervoso e o
comportamento (BIANCO-MIOTTO et al., 2017).

Os modelos experimentais de PC em roedores incluem modelos de
reperfusao/hipoperfusdo, como a ligadura da artéria carétida, também considerados
modelos de hipdxia/lisquemia, modelos de andxia perinatal, modelos de
infeccao/inflamagao materna, como o uso de lipopolissacarideo (LPS), modelos de
lesdo cirurgica no cérebro, mutagdes genéticas, restricdo de patas posteriores e
combinacdes entre si (CAVARSAN; GORASSINI; QUINLAN, 2019; NORFLUS;
GUTEKUNST, 2016). Esses modelos variam com relagdo a apresentacédo do
desenvolvimento da lesdo e a apresentacdo de fendtipos neurolégicos e
comportamentais.

A reperfusdo ou hipoperfusdo é considerado um dos primeiros modelos
estabelecidos da PC, conhecido também como modelo de Rice-Vanucci
(RUMAJOGEE et al., 2016). Ocasiona ligadura ou cauterizagdo da artéria carétida
comum, uni ou bilateralmente, e tem seu periodo de insulto entre os dias 1 e 10 de
vida pds-natal do animal, que corresponde ao ultimo trimestre de gestagdo no humano
(NORFLUS; GUTEKUNST, 2016). Esse modelo acarreta em ativagao de microglia e
perda de neurdnios no cortex, hipocampo e corpo caloso (BACK et al.,, 2002;
SHELDON, R. ANN; CHUAI, JING; FERRIERO, 1996; ZAGHLOUL; PATEL; AHMED,
2017). Além disso, promove a ativagdo de macréfagos e prejudica o comportamento
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em testes de marcha, coordenacédo, forga, reflexo e cognigao (CAI et al., 2001;
DURAN-CARABALI et al., 2017; FAN et al., 2005).

Os modelos de infecgao/inflamacao materna também sao bastantes comuns
na literatura, sendo o mais utilizado o LPS, no entanto, outros agentes excitotéxicos
podem ser utilizados, como virus, bactérias e farmacos (CAVARSAN; GORASSINI;
QUINLAN, 2019). O LPS trata-se de um lipossacarideo que ¢é injetado durante o
periodo pré-natal nas ratas mae gravidas e induz uma resposta inflamatéria sistémica,
podendo gerar insuficiéncia placentaria e resultar em danos cerebrais graves
(CORDEIRO, C.N.; TSIMIS, M; BURD, |, 2017; GINSBERG et al., 2017). E possivel
observar nesse modelo lesdo de substancia branca, ativagdo de microglia, ativagao
de interleucina IL1, aumento da frequéncia de natimortos, comprometimento da
coordenagao e marcha alterada (ROBERSON et al., 2006; STIGGER et al., 2011;
YELLOWHAIR et al., 2018).

Outros modelos menos utilizados, como o modelo de lesdo cirurgica no
cérebro, que promove uma excisao unilateral completa do cértex motor sem danos a
substancia branca subjacente, tende a preservar sinapses aferentes no corno ventral
e acarreta em perda de interneurénios espinhais, porém sem déficit comportamental
(GIBSON; ARNOTT; CLOWRY, 2000). Ja a aspiragao unilateral de estruturas corticais
e subcorticais no sulco lateral, incluindo substancia branca e nucleo profundo,
promove propagagao anormal da atividade muscular bilateral (ANDREANI; GUMA,
2008). Os modelos genéticos, como a mutagdo do receptor de glicina, promovem
marcha anormal, hipertonia, espasmos mioclénicos em 1 més, mas sintomas variaveis
em 2 meses (BRANDENBURG et al., 2018).

Grande parte desses modelos supracitados nao reproduzem déficits motores
importantes, havendo uma necessidade de modelos que reproduzam o fenétipo
motor, incluindo espasticidade e hiperreflexia, para se obter um resultado
comportamental mais mensuravel (CAVARSAN; GORASSINI; QUINLAN, 2019).
Assim, o modelo animal que mais se aproxima do fendtipo da PC espastica é o de
anoxia perinatal associada a restricdo de patas posteriores que garante informacgdes
sobre o mecanismo subjacente as contraturas em criangas com PC (STRATA et al.,
2004). O modelo foi proposto inicialmente por Strata e colaboradores (2004) e é
composto por dois episédios de andxia e restricdo sensoério-motora das patas
posteriores por 28 dias. Esse modelo promove desorganizagédo do cértex sensorial e

motor, ativagdo microglial no cértex somatossensorial e hipocampo, menor area de
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secgao transversa no musculo sdleo, além de alteracdo na marcha e coordenacao
(LACERDA et al., 2017; MARCUZZO et al., 2010a; SILVA et al., 2016a).

Dessa forma, insultos precoces ao cérebro podem acarretar em adaptacdes
fenotipicas e epigenéticas que podem se caracterizar por mudangas nao-adaptativas
a depender do nivel, intensidade e periodo de acometimento da lesdo (DENNIS et al.,
2013). No entanto, é possivel observar um alto nivel de plasticidade apds a lesao
cerebral precoce (DENG; JENSEN, 2014). Assim, os modelos experimentais tentam
reproduzir os mecanismos fisiopatolégicos da PC ao passo que possibilitam uma
janela terapéutica ideal para o desenvolvimento e a otimizagdo de intervengdes

eficazes.

2.2 DIFERENCAS SEXUAIS NA LESAO CEREBRAL

Ha uma extensa literatura clinica e animal sugerindo que homens tem mais
susceptibilidade para o desenvolvimento de condigbées como autismo, deficiéncia
intelectual, transtorno de déficit de atengdo e PC (JARVIS, 2005; JOHNSTON;
HAGBERG, 2007; MARLOW et al., 2005). Embora a PC seja mais frequentemente
associada a lesdes adquiridas, infeccbes/inflamacdes e prematuridade, sua
prevaléncia é ainda maior em homens (HIMMELMANN; UVEBRANT, 2014; MARRET;
VANHULLE; LAQUERRIERE, 2013). Dessa forma, o sexo tem demonstrado
influenciar no desenvolvimento de lesbes cerebrais neonatais através de diferencas
ocorridas no cérebro ainda imaturo (CLOWRY; BASUODAN; CHAN, 2014; SHARMA;
JOHNSTON; HOSSAIN, 2014). Essas diferengas podem estar relacionadas a fatores
intrinsecos como maior vulnerabilidade biolégica associada a organizagéo cerebral,
neuroinflamacdo associada ao aumento da resposta imune a ativagao de células
gliais, horménios e polimorfismos genéticos (CHEN et al., 2022b; VASILEIADIS et al.,
2009).

A prematuridade e o sexo masculino representam juntos um fator de risco
extremo para o desenvolvimento da PC, onde cerca de até 70% das criangas nascidas
vivas sdo afetadas (HIMMELMANN; UVEBRANT, 2014; JOHNSTON; HAGBERG,
2007a; MARLOW et al., 2005) Homens com nascimento pré-maturo tem menor massa
cinzenta e branca do que homens atermo e do que mulheres pré-maturas (REISS et
al.,, 2004). Em modelos animais de lesdo cerebral neonatal, a maioria dos estudos
consideram o intervalo do PO ao P5 para inducao de lesdes neonatais, visto que se

trata do periodo equivalente a uma crianga nascida pré-termo (entre 24 a 30 semanas
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de gestagdo) (MALLARD; VEXLER, 2015; MARRET; VANHULLE; LAQUERRIERE,
2013). Assim, estudos tem demonstrado que os animais machos tem maior carga de
lesdo na substancia branca em roedores que sofreram lesao cerebral no P5 em
comparagao com as fémeas (CLOWRY; BASUODAN; CHAN, 2014; JOHNSTON;
HAGBERG, 2007).

Além disso, tanto a prematuridade, como a hipdxia-isquemia e a
infecgao/inflamagao desencadeiam resposta imune e ativagdo microglial exacerbada,
que também estdo associadas a diferencas sexuais em modelos animais de leséo
cerebral (AL MAMUN et al., 2018). Dessa forma, cascatas de sinalizagéo e vias de
morte celular estdo diretamente relacionadas com o dimorfismo sexual, sendo os
machos mais suscetiveis a atividade inflamatéria através da resposta a lesdo em um
cérebro imaturo por ativagao de citocinas inflamatérias, como Interleucina-1B (IL-1b)
e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), ativacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), aumento da permeabilidade mitocondrial e liberagdo de proteinas pré-
apoptéticas (CHARRIAUT-MARLANGUE; BESSON; BAUD, 2018; KELLY et al.,
2023). A cascata neuroinflamatéria desencadeada apds lesdo promove também
ativagao glial anormal, acarretando em um perfil morfoldgico mais ativado nos machos
neonatais, com cerca de 2 vezes maior do que nas fémeas (CERGHET et al., 2009;
LENZ; MCCARTHY, 2015; ROSENKRANTZ; HUSSAIN; FITCH, 2019). Em
contrapartida, as fémeas que sofreram hipdxia-isquemia apresentam um nivel mais
alto de neurogénese do que machos (SMITH et al., 2014).

A nivel celular, o dimorfismo sexual pode ser atribuido aos efeitos dos
hormdnios como estrogénio e testosterona, uma vez que esses esteroides sexuais
também podem influenciar o desenvolvimento cerebral por atuarem na resposta imune
pés-natal (M. V. JOHNSTON AND HAGBERG, 2007; MURDEN et al., 2019). O
estrogénio, embora em quantidade circulante relativamente pequena no neonato,
demonstrou estar associado a menor risco de derrame em roedores fémeas do que
em roedores machos (NUNEZ et al, 2007). J& a testosterona impacta o
desenvolvimento do cérebro ao apresentar maior efeito neurotéxico em machos no
primeiro ano de vida e também esta associada a maior taxa de mortalidade apés leséo
cerebral devido ao seu aumento de excregao entre a 10-20? semana gestacional e por
apresentar um pico dentro das primeiras 24 horas de vida, seja em animais roedores
ou nos humanos (CORBIER et al., 1992).
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Boa parte da literatura associa as diferengas entre homens e mulheres as
respostas distintas do sistema imune a uma lesdo. Essa associagao confere uma
maior vantagem as mulheres pelo fato de que muitos dos genes relacionados ao
sistema imunolégico também estéo relacionados ao cromossomo X. Assim, o fenétipo
XX confere as mulheres um papel importante em sua resposta imune inata (KELLY et
al., 2023; SPOLARICS, 2014). Vérios genes que codificam a cascata apoptética e
homeostase hormonal sdo conferidos ao gendtipo XX, como os receptores Toll-like
(TLR)-4 associados a sinalizagdo do fator nuclear kappa B (NFkB) e cinase 1
associada ao receptor de interleucina 1 (IRAK1), ambos com papéis sobre a resposta
imunoldgica contra patdgenos, sendo mais altamente expressos nas fémeas do que
nos machos neonatos (O’'DRISCOLL et al., 2017; SPOLARICS, 2014). Dessa forma,
parece plausivel que a vulnerabilidade diferencial no cérebro seja influenciada
diretamente pelos cromossomos sexuais.

Além disso, o cérebro masculino tem sido associado a recuperacgao limitada da
plasticidade apds lesdo (SMITH et al., 2014). Essa limitagdo remota a aumento de
déficits cognitivos, incluindo tarefas de memoria e de processamento auditivo (AL
MAMUN et al.,, 2018; SMITH et al., 2014). Outros parametros comportamentais
também tem sido observados na literatura: machos submetidos a um modelo de PC
tem desempenho prejudicado em tarefa de alcance habilidoso do membro anterior,
padrao de marcha alterado e atividade exploratdria aumentada em comparagao com
fémeas (FRAGOPOULOU et al., 2019). No entanto, muitos estudos ainda ndo relatam
0 sexo dos animais usados ou usam apenas machos. Atualmente, os cuidados fetais,
neonatais e pos-neonatais relativos ao cérebro e condigdes neuroldgicas nao levam
em consideragao o sexo do feto ou do bebé (ROSENKRANTZ et al., 2019). Dessa
forma, faz-se necessario estudar a influéncia do sexo na tentativa de propor

estratégias terapéuticas mais direcionadas.

2.3 EFEITOS DA QUERCETINA SOBRE O TECIDO MUSCULOESQUELETICO E A
NEUROINFLAMACAO

Os polifendis sdo compostos naturais sintetizados em plantas e que se
caracterizam principalmente por serem antioxidantes, atuando sobre o estresse
oxidativo e processos inflamatérios (BERTELLI et al., 2021). Esses compostos sao
comumente encontrados na alimentagao, como em frutas, vegetais, vinhos, cervejas,

cereais, fazendo parte da dieta humana e tendo ganhado ampla visibilidade por
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reduzir o risco de doengas relacionadas a idade, alguns tipos de cancer, doengas
cardiovasculares, diabetes e doencas neurodegenerativas (BERTELLI et al., 2021;
DEBELO; LI; FERRUZZI, 2020; PANDEY; RIZVI, 2009).

No sistema musculoesquelético as agdes protetoras dos polifendis dietéticos
envolvem os efeitos antioxidantes sobre as EROs e disfungcbes mitocondriais
(MALAGUTI; ANGELONI; HRELIA, 2013; NIKAWA; ULLA; SAKAKIBARA, 2021;
SALUCCI; FALCIERI, 2020). Ja as fungdes neuroprotetoras envolvem uma série de
efeitos dentro do cérebro, incluindo o potencial de proteger os neurénios contra lesées
induzidas por neurotoxinas, a capacidade de suprimir a neuroinflamagao reduzindo a
sinalizacao de estresse oxidativo/inflamatério e aumentando a sinalizacao protetora e
o potencial de promover a memoria e a fungado cognitiva (BARGER et al., 2008;
MAQBOOL; ZEHRAVI, 2021; RASOULI; FARZAEI; KHODARAHMI, 2017).

A metabolizagdo dos polifendis da origem a produtos flavondides e néo-
flavonoides com base no numero de anéis fendlicos e a maneira como esses anéis
interagem entre si, sendo os flavonodides os mais estudados na literatura devido a sua
distribuicdo na natureza e a sua biodisponibilidade em quantidades consideraveis na
dieta humana (RASOULI; FARZAEI; KHODARAHMI, 2017; SPENCER et al., 2008).
Do grupo dos flavondides, os principais grupos dietéticos encontrados s&o as flavonas
(apigenina), flavondis (quercetina), isoflavonas (genisteina), flavanonas (hesperetina),
flavanéis (catequina) e antocianidinas (pelargonidina), e sdo estudados pelos
potenciais beneficios a saude (RASOULI; FARZAEI, KHODARAHMI, 2017;
VAUZOUR, 2012).

A quercetina, que faz parte da subclasse flavonol da familia dos flavondides, é
um dos polifendis mais abundantes e foi isolada pela primeira vez em 1854, sendo
encontrada em plantas e frutas, como macgas, uvas, cebolas, tomates, frutas
vermelhas, entre outras (BAYAZID; LIM, 2022; WROBEL-BIEDRAWA et al., 2022).
Ela da cor as frutas e vegetais e pode ser achada em grandes concentragdes nesses
alimentos (GREWAL et al., 2021). A sua absor¢éo tem sido bem documentada via
intestino delgado e o seu metabolismo ocorre por meio de 6rgdos como o figado,
intestinos e rins, onde exerce seu papel sistémico antioxidante, modulando o sistema
imunologico e atuando também no tecido musculoesquelético (MANACH et al., 2004,
NAKAZATO; OCHI; WAGA, 2010; PANDEY; RIZVI, 2009); (ISLAM et al., 2021).

A relacdo entre os polifendis dietéticos, como a quercetina, e o tecido

musculoesquelético tem demonstrado grandes beneficios. O musculoesquelético é
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um tecido plastico e qualquer alteragao fisiolégica ou patoldgica pode acarretar em
modificacdes de trofismo muscular, como a atrofia, que é caracterizada por perda de
massa e declinio da fungcdo motora (BODINE; BAEHR, 2014; FRATI et al., 2014).
Geralmente a atrofia ocorre por aumento na degradacéo de proteinas musculares ou
pela reducao da sintese de proteinas e esta associada a um alto estado inflamatério
(BODINE; BAEHR, 2014; FRATI et al., 2014). Nesse contexto, a quercetina parece
contribuir promovendo melhora no musculoesquelético atrofiado através da
modulagdo do estresse oxidativo e da homeostase mitocondrial, além de alteragdes
na fung¢ao vascular e endotelial em modelos de atrofia induzida pela idade, obesidade,
cancer e por desuso (CHARLES et al., 2013; MALAGUTI; ANGELONI; HRELIA, 2013;
NIKAWA; ULLA; SAKAKIBARA, 2021; SALUCCI; FALCIERI, 2020). Assim, o papel
antioxidante da quercetina neutraliza os efeitos prejudiciais da inflamagao cronica ou
do estresse oxidativo elevado, exercendo efeitos antiatroficos e modulando os fatores
pré-atroficos ou vias de sinalizagao que contribuem para a atrofia muscular (NIKAWA;
ULLA; SAKAKIBARA, 2021; SALUCCI; FALCIERI, 2020).

As evidéncias da quercetina no sistema musculoesquelético estdo associadas
aos efeitos mais sistémicos. Para atingir o SNC é necessario que esse composto
atravesse a barreira hemato encefalica (BHE) e atue localmente sobre esse tecido
(MAQBOOL; ZEHRAVI, 2021; VAUZOUR, 2012). Dessa forma, a quercetina também
pode estar disponivel no cérebro, independente da via de administragdo, onde exerce
seu papel neuroprotetor e neuromodulatério direto (VAUZOUR, 2012; COSTA et al.,
2016). Muitas condi¢bes clinicas de doengas neurodegenerativas, assim como o
envelhecimento e outras doencas metabdlicas, estdo associadas a vulnerabilidade do
cérebro, principalmente ao estresse oxidativo (FOLEY, 2019). A quercetina é
conhecida por ser um composto antioxidante, antiinflamatério, cardioprotetor,
anticonvulsivante e antidiabético (DABEEK; MARRA, 2019; LESJAK et al., 2018;
RAUF et al., 2018; SALEHI et al., 2020). Mas também tem sido documentada pelo seu
papel anti-neurodegenerativo (SHARMA et al., 2015).

As doencgas neurolégicas se caracterizam por envolverem um conjunto de
mecanismos celulares que, quando alterados, resultam em comprometimentos
comportamentais e cognitivos (SERWER, 2018). Existem diversas etiologias
relacionadas com tais doencas, sendo comum a maioria delas a disfungao
mitocondrial que acarreta em desequilibrio nos niveis de calcio e, consequentemente,

em estresse oxidativo, ocasionando morte neuronal (AMANZADEH et al., 2019). A
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quercetina tem demonstrado suas propriedades terapéuticas através da mediagao de
de espécies reativas de oxigénio e regulagao de vias de sinalizagdo, como PI3K/Akt,
tirosina quinase, proteina quinase C e MAPK, relacionadas a cogni¢gédo, neurogénese
e sobrevivéncia neuronal. Além da regulacao da expressao génica através de fatores
de transcrigdo sensiveis ao redox, como o NF-kB e Nrf2, envolvidos nesse processo
(BAYAZID; LIM, 2022; DAJAS et al., 2013).

Embora a neuroinflamagéo seja um mecanismo de defesa, o cérebro ndo é
suficientemente dotado de um sistema antioxidante bem organizado, podendo a
neuroinflamagao ser impulsionada por aumento na ativagao de células gliais, citocinas
pré-inflamatérias e EROs, induzindo a disfungdo mitocondrial e morte neuronal
(VAUZOUR, 2012). Dessa forma, a neuroinflamac&o € um mecanismo importante de
ser modulado e que é alvo de estudos e intervengodes terapéuticas, uma vez que pode
estar presente em lesbes neuronais ocorridas ao SNC durante o
neurodesenvolvimento ou em doencas neurodegenerativas (ANAND DAVID;
ARULMOLI; PARASURAMAN, 2016; COSTA et al.,, 2016). Nesse sentindo, a
quercetina tem demonstrado modular a atividade inflamatdria por inibir a sintese de
citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, IL-18 e IL-6, e favorecer a sintese de
citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 (FIDELES et al., 2023a). Além de atuar
reduzindo a ativacdo microglial e astrocitaria descontrolada, atribuindo protecéo
contra a neuroinflamacao (SPENCER et al., 2012).

Na Doenca de Alzheimer (DA), o acumulo de AB estd envolvido com o
desencadeamento de eventos neuroexcitotoxicos e neuroinflamatérios nessa doenga
(LAFERLA; GREEN; ODDO, 2007). A quercetina tem demonstrado efeitos benéficos
em areas do cortex e hipocampo de modelos experimentais de DA por atuar através
de mecanismos de down-regulation sobre a disfungdo mitocondrial e inflamagao,
diminuindo a expressao de EROs e da via apoptdtica mitocondrial e também inibindo
a ativagao microglial e astrocitaria e da via TLR4/ NF-kB, diminuindo a ativacéo de
fatores inflamatérios TNF-a, COX-2 (Ciclo-oxigenase-2), NOS-2 (Oxido nitrico
sintetase-2), IL-18 (HASHEMIAN et al., 2019; VARGAS-RESTREPO; SABOGAL-
GUAQUETA; CARDONA-GOMEZ, 2018; WANG et al., 2014). Devido a doenga de
Alzheimer comprometer fortemente a cogni¢cdo, a maioria dos estudos avaliam o
comportamento do animal relacionado a memdaria, sendo observado que a quercetina
nas mais variadas doses (25-100mg) recupera a fungao cognitiva alterada pela DA (LI
etal.,, 2019; MARIA et al., 2003; PAULA et al., 2019). Além disso, o tratamento crénico
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com quercetina em doses altas (100mg) em camundongos machos, idosos e
submetidos a modelo de DA por LPS melhorou a coordenagdo, embora ndo tenha
sido observados efeitos sobre a locomocéo (PATIL et al., 2003).

A Doenga de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais
comum no mundo, ficando atras apenas da DA e se caracteriza pela degeneragao de
neurdnios dopaminérgicos, que esta associado a um alto estado de neuroinflamagéao
e que repercute em disfungdes do sistema motor (WROBEL-BIEDRAWA et al., 2022).
Em um modelo de DP induzido por MPTP (1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-
hydroxydopamine), camundongos tratados com quercetina (50mg) cronicamente
apresentaram melhora do equilibrio motor e coordenagao (LV et al., 2012). Também
foi possivel observar atenuagdo da neurotoxicidade por aumentar a autofagia e
apoptose no modelo de DP, bem como diminuigao do estresse oxidativo (EL-HORANY
et al., 2016). A quercetina (60mg) administrada agudamente foi capaz de proteger
contra a perda de neurbnios em ratos machos por inibir a ferroptose, ativando a
proteina Nrf2 e melhorando as deficiéncias comportamentais motoras em analises de
coordenacao e locomogao em modelo de DP (LIN et al., 2022).

Em um outro modelo de Parkinson induzido por 6-Hydroxydopamine, a
quercetina (25mg) melhorou a memdéria espacial em ratos machos, aumentou a taxa
de disparo neuronal € modulou o estresse oxidativo por aumentar a expressao de
BDNF, mantendo a fungdo antioxidante (NAGHIZADEH et al., 2021; WANG et al.,
2020a). Além disso, também tem sido demonstrado o papel protetor no aparecimento
e evolugcao da DP, ratos machos que realizaram pré-suplementagcao com quercetina
(50mg) antes de serem submetidos ao modelo de DP induzido por rotenona tiveram
resultados mais significativos do que os ratos do grupo poés-suplementagao, nos
quesitos de melhora de niveis de neurotransmissao, atenuacao de estresse oxidativo
e melhora da atividade motora e cognitiva (MADIHA et al., 2021).

A Doencga de Huntington (DH), embora se caracterize por ser uma doenga de
carater genético que acarreta em perda progressiva de neurdnios, a hipétese de que
disfungbes mitocondriais contribuam para desregulagdo transcricional do gene
Huntington vem sendo estudada (KHAN et al., 2020; SANDHIR; MEHROTRA, 2013).
A suplementagao com quercetina (25mg) durante 21 dias, em modelo de DH induzida
por acido 3-nitropropibnico, foi capaz de restaurar niveis de ATP e reduzir o estresse
oxidativo mitocondrial, melhorou déficits neurocomportamentais durante a marcha e
também o padrdo de pegada dos ratos (SANDHIR; MEHROTRA, 2013). Embora a
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quercetina nao tenha afetado a lesao neuronal no corpo estriado induzida por acido
3-nitropropidnico, ela diminuiu a proliferagao microglial e revelou auséncia ou redugao
da astrogliose (CHAKRABORTY et al., 2014; SANDHIR; MEHROTRA, 2013).

Modelos animais de convulsdes também tem sido empregados para estudar os
efeitos da quercetina sobre a epilepsia, um disturbio neurolégico que desencadeia
neuroinflamacédo (DHIR, 2020). Em uma recente revisdo publicada em 2022 por
Prakash e colaboradores, foi discutida as propriedades anticonvulsivantes da
quercetina e demonstrado o seu potencial papel de atividade neuroprotetora, anti-
inflamatdria e anti-oxidativa em modelos de epilepsia (PRAKASH et al., 2023). Em
resumo, modelos de epilepsia crénica em ratos tratados com a quercetina (100mg)
diminuiu as crises epilépticas e promoveu down-regulation de citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-18 e NF-kB) e up-regulation de citocinas anti-
inflamatdrias (IL-10 e IL-4), além de diminuir a ativagado microglial (AHMED et al., 2021;
WU et al., 2020).

Ja na isquemia cerebral, a segunda causa mais comum de morte em todo
mundo, a redugdo do oxigénio por consequente diminuicdo do fluxo sanguineo,
acarreta em danos celulares através da resposta inflamatéria e estresse oxidativo
(PARK et al., 2019). As propriedades da quercetina como papel protetor de
desencadeamento de isquemia tem sido estudado. Em modelo de animal isquémico
cerebral por oclusao da artéria cerebral média (MCAQ), a quercetina (10mg) aplicada
antes da oclusédo atenuou o aumento do déficit neuroldgico e infarto por regulagéo
negativa da subunidade B de PP2A (Protein phosphatase 2A) contra lesdo de MCAO
e toxicidade de glutamato, além de prevenir a ativagao de vias apoptéticas que afetam
a expressao das proteinas caspase-3 e PARP (poly ADP-ribose polymerase) em ratos
machos (PARK et al., 2019; PARK; SHAH; KOH, 2018). Em camundongos, em modelo
de lesdo cerebral hipoxico-isquémica, a quercetina (50mg) aplicada em 3 momentos
ap6s a lesao, foi capaz de diminuir o volume de infarto cerebral e déficits de memoria
e funcdo motora em campo aberto, inibindo o estresse oxidativo e respostas
inflamatdrias mediadas por TLR4 (Toll-like receptor 4) na microglia ativada (LE et al.,
2020). Em modelo de lesdo de isquemia/reperfusdo cerebral, a quercetina (25mg)
administrada durante 21 dias em ratos machos adultos, demonstrou aliviar o infarto
cerebral, estresse oxidativo, expressdao de mRNA de TNF-a e IL-1B e atividade
apoptética da caspase 3 (JIN et al., 2019; WANG et al., 2020a; YANG et al., 2022).
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As doengas que afetam o SNC sao influenciadas pela homeostase do tecido,
eventos decorrentes de desequilibrios podem acarretar em alteracbes nesse
microambiente que prejudicam a regeneragao nervosa e a recuperagao de fungdes
neurolégicas (FAN et al.,, 2018). A inflamacédo prolongada, a ativagao microglial
exacerbada, o aumento do estresse oxidativo, as disfungbes mitocondriais e a
apoptose celular sdo os principais eventos envolvidos na neurodegeneracgao e lesdes
do sistema nervoso (WANG; LIU, 2018). Em geral, estudos em animais suportam os
efeitos protetores de muitos polifendis dietéticos, esses compostos exercem seus
efeitos visando diferentes vias celulares e moleculares em diferentes partes do corpo
humano (PANDEY; RIZVI, 2009). A quercetina demonstrou desempenhar um papel
importante sobre a regeneragdo do tecido em diversas doengas neuroldgicas,
reduzindo o dano histopatolégico, atenuando o estresse oxidativo e a expressao de
citocinas pro-inflamatérias, diminuindo a ativagdo de micrdglia e promovendo
recuperacao de fungbdes neuroldgicas parametros comportamentais e de cognigcao
(FIDELES et al., 2023a; WROBEL-BIEDRAWA et al., 2022). No entanto, a literatura
ainda é escassa sobre os efeitos da quercetina nos sistemas musculoesquelético e

nervoso em condigcdes como a PC.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do tratamento neonatal com quercetina sobre o
desenvolvimento motor e a neuroinflamacao no cerebelo de ratos machos e fémeas

submetidos a paralisia cerebral experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar:

a) crescimento somatico;

b) peso do musculo séleo;

c) ontogénese dos reflexos;

d) for¢a de preensao palmar;

e) coordenagao motora;

f) desenvolvimento da atividade locomotora;
g) analise da marcha;

h) expresséo génica de TNFa no cerebelo;

i) densidade neuronal no cerebelo.
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4 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS

Para obtencao de neonatos, foram acasalados na proporcdo 1:2, 11 ratos
machos (320-390g) e 22 fémeas nuliparas (220-250g), da linhagem Wistar e espécie
Rattus norvegicus, com idade entre 90 e 120 dias. A identificacdo da gestagao foi
realizada através da andlise do ganho de peso corporal por meio de uma balanga
eletrbnica (Marte, capacidade de 1 kg e sensibilidade de 0,01g). Os animais para
acasalamento foram obtidos na colénia do Departamento de Nutricao da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brasil. Todos os animais foram
mantidos em ambiente padrao de biotério, ciclo invertido (luz 20:00 as 8:00 e escuro
08:00 as 20:00 h), temperatura 22+ 2°C e com livre acesso a dgua e ragao, mantidos
em gaiolas de polipropileno (46cmx34cmx20cm) cobertas com maravalha estéril. O
projeto seguiu as normas do Conselho Nacional de Controle e Experimentagao Animal
(CONCEA), de acordo com a lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, e as normas
internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use
of Laboratory Animals (NIH Publications No.8023, revisado 1978). A Comisséo de
Etica em Uso animal (CEUA) da UFPE aprovou todos os procedimentos experimentais
(processo N° 0075/2020 — Anexo A).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados os filhotes de ratos machos e fémeas provenientes do
acasalamento prévio. Apdés o nascimento, no primeiro dia pés-natal, os filhotes foram
ajustados para oito filhotes por ninhada, com peso entre 5-8 gramas. Permaneceram
com suas respectivas genitoras durante o periodo de lactagéo, sendo aleatoriamente
distribuidos, de acordo com o sexo, nos seguintes subgrupos: Controle Veiculo Macho
(CVM, n=17), Controle Quercetina Macho (CQM, n=18), PC Veiculo Macho (PCVM,
n=14), PC Quercetina Macho (PCQM, n=15) e Controle Veiculo Fémea (CVF, n=17),
Controle Quercetina Fémea (CQF, n=18), PC Veiculo Fémea (PCVF, n=14), PC
Quercetina Fémea (PCQF, n=15). Ao longo de todo o periodo de vida do animal foram
realizados testes comportamentais. Os animais foram desmamados aos 25 dias de
vida pés-natal. No 33° dia de vida pds-natal, os animais foram sacrificados para coleta
de tecidos (Figura 1).
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Figura 1 — Representagcdo esquematica dos grupos experimentais

Genitora Genitor
(N=22) (N=11)

I
l VM l cam I PCVM l PcOM ‘ CVE ‘ CQF ‘ PCVF | ‘ PCQF
(n=17) (n=18) (n=14) (n=15) (n=17) (n=18) (n=14) (n=15)

Fonte: a autora (2025)

4.3 PARALISIA CEREBRAL EXPERIMENTAL

O modelo experimental de paralisia cerebral baseia-se nos experimentos de
STRATA et al (2004) e COQ et al., (2008). Este modelo associa a andxia perinatal a
um modelo de restricao sensério-motora dos membros posteriores. Ao nascer, 0s
filhotes foram submetidos a dois episédios de andxia, no dia do nascimento,
considerado o PO e no segundo dia pds-natal, considerado o P1. Para realizagdo da
anoxia, os filhotes foram colocados dentro de uma camara de acrilico, parcialmente
imersaem agua a 37°C e expostos a nitrogénio (100% - White Martins, Brasil) a 9L/min
por 12 minutos em cada dia. Os filhotes foram colocados em temperatura ambiente
até recuperacao da coloragao e respiracao normal e devolvidos as suas respectivas
maes. Do P2 ao P28 foi realizada a restricao sensério-motora durante 16 horas por
dia (das 15h as 7h do dia seguinte), nas 8 horas restantes os animais tinham livre
movimentagéao (Figura 2). Para a imobilizagdo sensoério-motora um molde de epdxi foi
usado de forma que apenas movimentos limitados da articulagdo do quadril fossem
permitidos, deixando os membros posteriores estendidos com o auxilio de fita adesiva
complementar ao molde reduzido. A eliminagdo de urina e fezes, bem como os

cuidados maternos nao foram prejudicados (SILVA et al., 2016).

Figura 2 — Modelo de restricdo sensoério-motora de patas posteriores

Fonte: a autora (2025)
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4.4 TRATAMENTO COM QUERCETINA

Os filhotes machos e fémeas alocados de forma aleatoria, receberam as
seguintes manipulagdes farmacoldgicas: quercetina (Sigma-Aldrich — Q4951 — 109)
(dose diaria, 10 mg/kg) ou solugao veiculo, por via intraperitoneal (PARK et al., 2019).
A quercetina foi diluida em dimetilsulféxido (DMSO) ultra puro (Amresco — WN182 -
10ml) associado a solugdo salina. A solugao veiculo foi preparada apenas com DMSO
ultra puro e solucao salina. As aplicacdes ocorreram do P2 ao P22, no periodo da
manha (8:00h) (Figura 3).

Figura 3 - Esquema representativo de analises experimentais nos animais.

L. Restrigdo sensorio-motora
Anoxia

ZH P8* H P14* H P17* H P21* H P22 H P23 H P25 H P2 P30 H P31 H P33* P}

I | !
Aplicagdo da quercetina Forca : 5 Coleta do
Ontogénese de reflexos . CatWalk. ‘Coordenacéo cerebelo e

musculo

I:] Atividade locomotora
* Crescimento somatico
—— Diariamente

______ Dia especifico

Fonte: a autora (2025).

4.5 CRESCIMENTO SOMATICO

O peso corporal dos filhotes foi registrado nos dias 8°, 14°, 17°, 21°, 28° e 33°
dia de vida pdés-natal, através de uma balanga eletrénica (Marte, modelo S-1000,
capacidade de 1 kg e sensibilidade de 0,01 g). Os comprimentos longitudinal e
comprimento de cauda dos filhotes também foram avaliados nos mesmos dias,
através de um paquimetro universal (JOMARCA®), sendo registrado em milimetros
(mm) (DEIRO et al., 2006). As avaliagbes ocorreram no periodo da manha, entre as
08:00 e 10:00 horas e foram registradas em ficha de avaliagao individual do animal
(Apéndice A).

4.6 ONTOGENESE DE REFLEXOS
Diariamente, do P2 ao P22 (entre as 8:00 e 10:00h), foi avaliado o

aparecimento ou desaparecimento de reflexos relacionados a maturagao motora e
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registrados em ficha de avaliagao individual (Apéndice B). As respostas reflexas foram
avaliadas conforme descrito por (FOX, 1965; SMART; DOBBING, 1971)). O primeiro
de uma série de trés dias consecutivos em que a resposta esperada aparecer
completamente foi considerado o dia da maturacao do reflexo. As respostas
observadas que indicavam a maturacao dos reflexos sao:

a) Aversao ao precipicio: O animal é colocado com as patas anteriores sobre a borda
de uma superficie plana e alta, de maneira a detectar que ha um precipicio. A resposta
€ positiva quando o animal, no tempo maximo de 10 segundos, desloca-se para tras
ou gira 45° do precipicio.

b) Resposta ao susto: O animal € submetido a um ruido agudo produzido pela
percussao de um bastdo metalico sobre um recipiente também metalico a uma
distancia de aproximadamente 10 cm. A resposta é positiva quando ocorre uma rapida
retracdo com a imobilizagao involuntaria do corpo do animal.

c) Geotaxia negativa: O animal é colocado de cabega para baixo no centro de uma
rampa com 45° de inclinagao revestida com papel crepom preto para garantir que o
animal nao deslize. O reflexo é positivo quando o animal se vira completamente para
cima ou pelo menos 130 graus em um tempo de até 10 segundos.

d) Queda livre: O animal é segurado pelas quatro patas com o dorso voltado para
baixo a uma altura de 30 cm onde sera solto sobre um leito de algod&o (30 x 12 cm).
A resposta € positiva quando o animal gira completamente o corpo e cai na superficie

com o ventre voltado para baixo.

4.7 FORCA DE PREENSAO PALMAR

No P28, entre as 10:00 e 15:00 horas, a forca de preensao que cada animal
exerce sobre uma barra de apoio com os membros anteriores, foi avaliada através do
Animal Grip Strength System (San Diego Instruments) (Figura 4). O animal agarra com
as patas anteriores a barra de apoio, a sua cauda é puxada lentamente para tras a
uma velocidade constante depois de agarrar a grade, para que a velocidade de tragao
do avaliador n&o influencie no teste. O pico de forga foi registrado em gramas (g) no
momento em que o rato soltou suas patas da grade. O captor foi redefinido para O
gramas apos cada tentativa. Em cada teste, as tentativas em que apenas uma pata
dianteira, os membros posteriores foram usados ou o animal saiu da barra sem
resisténcia, foram excluidos. Trés tentativas, com intervalo de 1 minuto entre cada

foram registradas, sendo a média das trés o resultado final do teste. O teste foi
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realizado por um unico avaliador para garantir a confiabilidade dos dados (KIM et al.,
2017).
Figura 4 — Captor de forga vertical do Animal Grip Strength System

Fonte: a autora (2025).

4.8 COORDENACAO MOTORA

A coordenagao foi avaliada aos 30 dias de vida (P30), em barras paralelas. O
aparelho consiste em duas hastes de aco paralelas com 115 cm de comprimento cada,
onde o animal precisa atravessar durante o periodo de um minuto. Foram realizadas
3 tentativas por animal com intervalo de um minuto entre as tentativas, sendo
registrado o tempo que o animal permaneceu parado na barra, registrado em
segundos (s) e o numero de erros cometidos que consistem em: se o animal colocar
duas patas posteriores em uma haste, cair ou balangar sob as hastes (IDRUS et al.,
2011).

4.9 DESENVOLVIMENTO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

A atividade locomotora foi avaliada nos dias 8°, 14°, 17°, 21° e 28° dia de vida
pés-natal, entre as 10:00 e 15:00 horas. O registro foi realizado com camera (Citrox —
Lente 2.8mm) em infravermelho posicionada a uma distancia de 130cm do chéo sobre
campo aberto. O campo aberto utilizado tem formato circular (1m de diametro),
delimitado por uma parede com 30 cm de altura, superficie interna na cor preta para
contraste com a cor do animal e facilitagao da aquisigao de imagens (Figura 5). Cada
animal foi colocado individualmente no centro do campo aberto, iniciando em seguida

a gravagao de 5 minutos, enquanto o animal se move livremente. Apds o registro do
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animal foi extraido algumas grandezas fisicas a partir de um software especifico de
analise para se obter informacdes acerca do comportamento do animal. Para o
registro das filmagens utilizou-se o software Ulead Video Studio®. Ap6s filmagem, o
video foi analisado no software ANY-maze para obtengao dos seguintes parametros:
Distancia percorrida (m) e Velocidade média (m/s) (SILVA et al., 2016b).

Figura 5 — Desenvolvimento da atividade locomotora em campo aberto
Ay

Fonte: a autora (2025).

4.10 ANALISE DA MARCHA EM CATWALK

O Catwalk (CatWalk XT — Noldus —verséo 10.6) € um equipamento composto
por uma passarela de placa de vidro, com cerca de 1 metro de comprimento, iluminada
por luz fluorescente e conectada a um computador com software de deteccao
apropriado (Figura 6). O teste consiste em colocar um animal por vez na passarela
para que este atravesse de um canto ao outro em até 10 segundos. Cada pegada do
animal é iluminada ao toque na passarela e seu contato registrado através de uma
camera posicionada abaixo da passarela. Para cada animal foi registrado 3 travessias
compativeis para analise e realizada a média. Apdés cada animal atravessar, o
aparelho foi cuidadosamente limpo com papel toalha umedecido com alcool 70%. O
teste foi realizado no dia P29 de vida pdés-natal, entre as 10:00 e 15:00 horas. Foram
determinados e quantificados os déficits no ciclo da marcha, sendo analisados os

seguintes parametros: area maxima de contato (cm2), tempo em fase de apoio (s),
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cadéncia (passos / segundo), indice de regularidade da sequéncia de passos (%),
tempo em fase de balango (s) (CHEN et al., 2017).

Figura 6 — Analise da marcha em CatWalk

4.11 EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS

Os filhotes machos e fémeas dos grupos experimentais foram divididos em dois
grupos de coleta, os animais que realizaram perfusdo transcardiaca (n=5 por grupo)
e 0s animais que foram submetidos a decapitagéo (n=5 por grupo). No dia do sacrificio
(33 dias de vida pds-natal) os animais que realizaram perfusao transcardiaca foram
anestesiados com Ketamina (100 mg/Kg) e Xilazina (12 mg/kg) e foi realizada a
perfusao transcardiaca com 150 mL de solug&o salina tamponada em tampao fosfato
e depois com 300 mL de paraformoldeido (PFA) a 4%. Apds a perfusao, os cerebelos
foram removidos e poés-fixados em paraformaldeido a 4% durante toda a noite. Em
seguida, as amostras foram imersas em sacarose a 30% para crioprote¢gédo por 24 a
48 horas, sendo congeladas posteriormente em n-hexane e armazenadas em freezer
-80°C até o dia da criosecc¢do. As secgoes cerebelares (40 um de espessura) foram
obtidas utilizando um criostato (-30°C, Leica) e mantidos em solugéo anti-congelante
até processamento por imuno-histoquimica. Os animais que foram eutanasiados por
decapitacao tiveram o cerebelo removido e imediatamente armazenados para
posterior andlise de expressao génica. Além disso, também foi retirado o musculo
sbéleo da pata direita que foi imediatamente pesado, sendo registrado o valor em

gramas (g).
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4.11.1 Imunocoloracao

Para a avaliagdo dos neurdnios maduros no cerebelo, as secgdes (40 um de
espessura) foram tratadas com H202 (10%) em metanol durante 30 minutos e depois
com H202 (10%) em tampéao fosfato (0,1 M, pH 7,4) com Triton X100 (3%) (PB-T, St
Louis) durante 15 minutos. Apds esse tratamento inicial, foram incubadas a 4°C com
anticorpo primario NeuN (IgG de rato, 1:200; ABCAM, Cambridge, U.K.) diluido com
5% de soro de cavalo em PBT durante 48 horas. Os tecidos foram incubados com o
segundo anticorpo IgG biotinilado (anti-coelho, 1:750, Sigma-Aldrich, USA) por 2
horas. As secbes foram colocadas em uma solucdo contendo avidina-biotina-
peroxidase (ABC Elite Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Finalmente, os
antigenos foram revelados por uma solugéo contendo diaminobenzidina (DAB Kit,
Vector Laboratories, USA) e montados em uma lamina gelatinizada a 1%, cobertos
com laminulas com Cytoseal (Thermo Scientific, USA). A densidade celular foi
avaliada no cerebelo nas areas nas areas Crus 1 e 2. Quatro campos por sec¢io para
um total de 3-4 segdes por animal foram avaliados nas regides entre entre 8,40 e
15,48 mm bregma. As células foram contadas com ampliagdo de 40 x e expressas
como um numero de células/area usando um microscopio optico com luz refletida
(Olympus Optical, BX41TF, SC30 U-TV0.5XC-3, Japao). As analises foram realizadas

usando o software ImagedJ (https://imagej.net/).

4.11.2 Analise da expressao génica

Amostras do cerebelo obtidas através da eutanasia por decapitagao foram
homogeneizadas em reagente Trizol® (Invitrogen) para extragdo do RNA total. Foram
adicionados 200pl de cloroférmio para separagao de fases. Apos a centrifugacao, a
fase aquosa foi recuperada pela adicdo de 500ul de alcool isopropilico para
precipitacdo do RNA. O pellet obtido foi lavado com etanol 75% e redissolvido em
agua livre de RNase. A pureza do RNA total foi quantificada usando o nanodrop pela
razao A260/280. Na segunda fase, o kit Promega retrotranscreveu o RNA em cDNA.
O cDNA resultante foi usado para amplificagdo por PCR usando o master mix (ITaq,
BioRad). Os parametros considerados para a desnaturagéo inicial foram 5 min a 95°C,
seguidos de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C. Seguindo este
protocolo, a expressao do fator de necrose tumoral (TNF-a) foi avaliada nas amostras
obtidas (n= 5 por grupo). A expressao relativa do mRNA nas diferentes amostras foi

calculada pelo método comparativo de ACT e fator de alongamento da tradugao
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eucariotica 1 alfa 1 (EEFA-1-alfa) como um gene de controle enddgeno
(housekeeping). A quantidade relativa de (TNF-a) pela expressdo endégena de EEFA-

1-alfa foi calculada pela formula 222CT (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de primer usada para andlise de PCR

Gene Primer Sequence (5'-3")
TNF-o Forward AAGCATGATCCGAGATGTGG
Reverse AGTAGACAGAAGAGCGTGGT
EEFA-1- Forward TGAACCATCCAGGCAAATC
alpha Reverse GCATGCTATGTGGGCTGTGT

TNF-a, Tumor necrosis factor alpha; Eukaryotic translation elongation factor 1

alpha 1.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados quanto a distribuicdo normal (teste de
Kolmogorov-Sminorv). Quando observada distribuicdo normal, foram realizados os
testes paramétricos adequados como o Anova TwoWay para comparagao dos grupos
nas analises realizadas em apenas uma idade do animal, ou o Anova TwoWay
Medidas repetidas para comparagao dos grupos nas analises realizadas em mais de
uma idade. Quando observada distribuicdo ndo normal, foram adotados testes
estatisticos ndo paramétricos (Kruskal-Wallis). O teste post-hoc de Tukey ou de Dunn
foi realizado para todas as variaveis. Os resultados foram expressos como média +
erro padrédo ou como mediana e intervalo interquartil, com nivel de significancia de
5%. Foi utilizado o software GraphPadPrism® 8 para analises e constru¢do dos
graficos.
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5 RESULTADOS

Os resultados provenientes do presente estudo foram enviados como artigo
original para a revista internacional Life Science, fator de impacto 6,78 (Apéndice C).
Uma revisdo sistematica com metanalise foi desenvolvida e publicada na
Neuroscience (International Brain Research Organization), fator de impacto 3,59
(Apéndice D). Um artigo original também foi publicado na Canadian Journal of
Physiology and Pahrmacology, fator de impacto 2,27 (Apéndice E). Além de outros
artigos em colaboragao abrangendo esta linha de pesquisa (Apéndices F, G, H e |).
Assim, serdo apresentados a seguir os resultados originais provenientes apenas deste

projeto.

5.1 ANALISE DO CRESCIMENTO SOMATICO

O peso corporal, o comprimento longitudinal e o comprimento de cauda tiveram
um efeito significativo entre os grupos de animais machos [F(3,65)= 62,991, p<0,001;
F(3,65)= 8,447, p<0,001; F(3,65)= 9,183, p<0,001, respectivamente] e fémeas [F(3,
64)= 76,226; p<0,001; F(3, 64)= 16,862, p<0,001; F(3, 64)= 10,783, p<0,001,
respectivamente], sugerindo um impacto significativo da interagédo entre a PC e a
quercetina durante o periodo neonatal.

Nos machos, o peso corporal reduziu significativamente a partir do P14 no
grupo PC em comparagao aos seus controles (teste post hoc de Tukey: p < 0,001),
sugerindo o potencial efeito da PC sobre a restricdo de ganho de peso corporal. O
tratamento neonatal com quercetina ndo causou alteragdes significativas no peso
corporal dos animais de controle. No entanto, o tratamento neonatal com quercetina
em animais PC teve um efeito protetor sobre o peso corporal no P33, sendo
significativamente maior em comparagao aos animais PC tratados com o veiculo
(teste post hoc de Tukey: p < 0,001) (Figura 7A). Ja nas fémeas, o modelo de PC
também restringiu o ganho de peso corporal em comparagéo ao seu grupo controle a
partir do P14 (teste post hoc de Tukey: p < 0,001) (Figura 7B). Nao houve alteragbes
significativas no peso corporal dos animais de controle. A partir do P28, a
administragédo de quercetina em fémeas PC favoreceu o ganho de peso com aumento
significativativo em comparagéo ao grupo PC veiculo (teste post hoc de Tukey: p <
0,001) (Figura 7B). Esses dados sugerem que o tratamento neonatal com quercetina
reduz o impacto do modelo de PC, atenuando os efeitos sobre o peso corporal de

machos e fémeas.
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Figura 7 — Andlise do peso corporal
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Fonte: a autora (2025). Peso corporal de ratos machos (A) e fémeas (B) nas idades
P8, P14, P17, P21, P28 e P33. CVM (Controle — Veiculo - Macho, n=17); CQM
(Controle — Quercetina - Macho, n=18); PCVM (Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho,
n=14); PCQM (Paralisia Cerebral — Quercetina - Macho, n=15); CVF (Controle —
Veiculo - Fémea, n=17); CQF (Controle — Quercetina - Fémea, n=18); PCVF (Paralisia
Cerebral — Veiculo - Fémea, n=14); PCQF (Paralisia Cerebral — Quercetina - Fémea,
n=15). Os dados estdo apresentados em média e erro padrdao da média e foram
analisados pelo teste ANOVA two-way medidas repetidas seguido do post-hoc teste

de Tukey. * = CV vs. PCV; # = PCV vs. PCQ; p<0,001.

O modelo de PC causou uma redugéo significativa no comprimento longitudinal
e de cauda dos machos comparado ao grupo controle a partir do P14 (teste post hoc
de Tukey: p < 0,01) (Figura 8A e 8C, respectivamente). Entretanto, o tratamento
neonatal com quercetina ndo afetou o comprimento corporal dos animais de controle
ou PC. Nas fémeas, a PC induzida experimentalmente também reduziu o crescimento
longitudinal e de cauda a partir do P14 em comparagéao ao seu controle (teste post
hoc de Tukey: p < 0,01) (Figura 8B e 8D, respectivamente). Nao houve
comprometimento do crescimento entre animais controles. No entanto, a quercetina
promoveu aumento do crescimento longitudinal em animais PC a partir do P28 quando
comparado com o grupo PC veiculo (teste post hoc de Tukey: p<0,01) (Figura 8B).
Esses dados sugerem que a PC induzida experimentalmente restringe o crescimento
corporal nos animais machos e fémeas. Ja a administracdao de quercetina nao
apresenta impacto significativo sobre os machos. Porém, demonstra amenizar a

restricdo de crescimento longitudinal nas fémeas.
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Figura 8 — Analise do comprimento corporal
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Fonte: a autora (2025). Comprimento longitudinal de ratos machos (A) e fémeas (B);
comprimento de cauda de ratos machos (C) e fémeas (D) nas idades P8, P14, P17,
P21, P28 e P33. CVM (Controle — Veiculo - Macho, n=17); CQM (Controle —
Quercetina - Macho, n=18); PCVM (Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho, n=14);
PCQM (Paralisia Cerebral — Quercetina - Macho, n=15); CVF (Controle — Veiculo -
Fémea, n=17); CQF (Controle — Quercetina - Fémea, n=18); PCVF (Paralisia Cerebral
— Veiculo - Fémea, n=14); PCQF (Paralisia Cerebral — Quercetina - FEémea, n=15). Os
dados estao apresentados em média e erro padrao da média e foram analisados pelo

teste ANOVA two-way medidas repetidas seguido do post-hoc teste de Tukey. *p<0,01

O peso do musculo séleo mensurado no P33, demonstrou na andlise de
variancia interagdo entre os machos (F (1, 16) = 9,309, P=0,0076) e entre as fémeas
(F (1, 16) = 4,569, P=0,0483). Nas analises de comparagdes multiplas, foi observada
a diminuicdo do peso muscular nos animais submetidos ao modelo de PC em
comparagao ao seu controle tanto nos machos como nas fémeas (teste post hoc de
Tukey: p<0.05) (Figura 9A e B). Esses resultados evidenciam o efeito do modelo
experimental. No entanto, ndo foi observado efeito da quercetina entre os grupos

experimentais de ambos 0s sexos.
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Figura 9 — Peso muscular do séleo no P33
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Fonte: a autora (2025). Analise do peso do musculo séleo em ratos machos (A) e
fémeas (B). (Controle — Veiculo - Macho, n=5); CQM (Controle — Quercetina - Macho,
n=5); PCVM (Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho, n=5); PCQM (Paralisia Cerebral —
Quercetina - Macho, n=5); CVF (Controle — Veiculo - Fémea, n=5); CQF (Controle —
Quercetina - Fémea, n=5); PCVF (Paralisia Cerebral — Veiculo - Fémea, n=5); PCQF
(Paralisia Cerebral — Quercetina - Fémea, n=5). Os dados estao apresentados em
média e erro padrao da média e foram analisados pelo teste ANOVA two-way medida

unica seguido do post-hoc teste de Tukey: p<0.05

5.2 ONTOGENESE DE REFLEXOS

A resposta de aversao ao precipicio, geotaxia negativa, endireitamento em
queda livre e resposta ao susto apresentaram atraso nos machos submetidos ao
modelo de PC em relagéo ao grupo controle (Teste post hoc de Tukey: p<0,01). O
tratamento neonatal com quercetina ndo promoveu alteragdes significativas nos
reflexos dos animais de controle. Ja o tratamento com quercetina atenuou o impacto
da PC nos reflexos de geotaxia negativa e resposta ao susto de machos comparado
ao grupo PC veiculo (teste post hoc de Tukey: p<0,05). Nas fémeas, foi observado
atraso apenas nos reflexos de geotaxia negativa e queda livre de animais PC em
comparagao ao seu controle (teste post hoc de Tukey: p<0,01). Ndo houve efeito da
quercetina entre fémeas controles ou PC. Esses dados sugerem o atraso de
maturacao de reflexos em decorréncia da PC experimental tanto nos machos quanto

nas fémeas. Além disso, os resultados também sugerem efeitos protetores da
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quercetina nos machos submetidos a PC experimental em reflexos relacionados a

coordenacdo, equilibrio e controle motor (Tabela 2).

Tabela 2 — Analise de ontogénese de reflexos

PARAMETR GRUPOS
os
Machos Fémeas
Ontogénese CVM CQM PCV PCQ CVF CQF PCVF PCQF
de reflexos M M
Aversdo ao 6 (5- 6(5-7) 7(6- 6(5-7) 6(6- 7(5-8) 7.5(6- 7(6-9)
precipicio 7) 8.25)* 7.5) 9.25)
Geotaxia 10(9- 9(8- 16(12 14(12 9(8- 10(8.7 14(12- 12(12-
negativa 10.5) 10) 75-  -14) 10) 5-11)  16)***  14)
17)*
Queda livre 11(10 11(10 13(11  13(11 12(10- 11(9.7 13.5(1 14(13-
-12)  -13) 14)*  -14) 13) 5-13) 2.25- 16)
16)***
Respostaao  11(11 12(11 13(12 12(11 11(11- 12(11- 12(10.  12(11-
susto -12) -12) - -13)** 12) 12) 75- 13)
13.25 13.25)

)*

Fonte: a autora (2025). Dia pds-natal de aparecimento de reflexos durante o periodo

neonatal. CVM (Controle — Veiculo - Macho, n=17); CQM (Controle — Quercetina -
Macho, n=18); PCVM (Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho, n=14); PCQM (Paralisia
Cerebral — Quercetina - Macho, n=15); CVF (Controle — Veiculo - Fémea, n=17); CQF

(Controle — Quercetina - Fémea, n=18); PCVF (Paralisia Cerebral — Veiculo - Fémea,

n=14); PCQF (Paralisia Cerebral — Quercetina - Fémea, n=15). Os dados estado

apresentados em mediana e intervalo interquartil e foram analisados pelo teste

ANOVA two-way medida unica seguido do post-hoc teste de Tukey. * = CVM vs.
PCVM, p<0,01; ** = PCVM vs. PCQM, p<0,05; *** = CVF vs. PCVF; p<0,01.

5.3 FORCA DE PREENSAO PALMAR
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Houve interacao entre a PC e a quercetina na analise da forca de preensao
palmar entre os grupos experimentais dos machos [F (1, 60) = 5,648; p=0,0207] e das
fémeas [F (1, 60) = 5,448, p=0,0230]. As analises de comparag¢des multiplas revelaram
que nos machos, ocorreu reducao da forca de preensao sobre a PC experimental em
comparagao ao seu grupo controle (teste post hoc de Tukey: p<0,001) (Figura 10A).
Nao houve efeito da quercetina entre machos controles. Além disso, o tratamento com
quercetina associado a PC promoveu aumento significativo na forga de preenséo dos
machos em comparagdo aos animais PC ndo tratados (teste post hoc de Tukey:
p<0,01) (Figura 10A). Nas fémeas, foi observado o efeito da PC sobre a for¢a de
preensdo palmar por redugao significativa quando comparadas ao seu controle nao
tratado (teste post hoc de Tukey: p<0,001) (Figura 10B). Nao foi observado efeito da
quercetina entre as fémeas controles ou PC. Esses resultados sugerem que o
tratamento neonatal com quercetina atenua os déficits de forca em machos expostos

ao modelo CP. Porém, sem efeitos sobre as fémeas tratadas.

Figura 10 — Andlise da for¢a de preenséao palmar
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Fonte: a autora (2025). Forga de preenséo das patas anteriores em ratos machos (A)
e fémeas (B) avaliada no P28. CVM (Controle — Veiculo - Macho, n=17); CQM
(Controle — Quercetina - Macho, n=18); PCVM (Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho,
n=14); PCQM (Paralisia Cerebral — Quercetina - Macho, n=15); CVF (Controle —
Veiculo - Fémea, n=17); CQF (Controle — Quercetina - Fémea, n=18); PCVF (Paralisia
Cerebral — Veiculo - Fémea, n=14); PCQF (Paralisia Cerebral — Quercetina - Fémea,
n=15). Os dados estdo expressos em média e erro padrao da média e foram
analisados pelo teste ANOVA two-way medida unica seguido do post-hoc teste de
Tukey. *p<0,01; **p<0,001.
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5.4 COORDENACAO MOTORA

Na analise da coordenacdo motora dos animais machos e fémeas nao houve
interacdo entre os grupos no parametro de tempo parado (Machos = F (1, 60) = 3,526,
P=0,0653; Fémeas = F (1, 60) = 0,8060, P=0,3729), nem no numero de erros
cometidos (Machos = F (1, 60) = 0,5288, P=0,4700; Fémeas = F (1, 60) = 0,001451,
P=0,9697). No entanto, nas analises de comparagdes multiplas, foi observado que o
modelo experimental de PC repercute sobre a coordenagcdo motora dos animais
machos e fémeas (teste post hoc de Tukey: p<0.01), sem efeito significativo da
quercetina entre as comparagdes de grupos controles e PC de machos e fémeas
(Figura 11 A, B, C, D).

Figura 11 — Analise da coordenag&o motora
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Fonte: a autora (2025). Tempo parado dos ratos machos (A) e fémeas (B) e numero
de erros dos ratos machos (C) e fémeas (D) no P30. CVM (Controle — Veiculo - Macho,
n=17); CQM (Controle — Quercetina - Macho, n=18); PCVM (Paralisia Cerebral —
Veiculo - Macho, n=14); PCQM (Paralisia Cerebral — Quercetina - Macho, n=15); CVF
(Controle — Veiculo - Fémea, n=17); CQF (Controle — Quercetina - Fémea, n=18);
PCVF (Paralisia Cerebral — Veiculo - Fémea, n=14); PCQF (Paralisia Cerebral —
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Quercetina - Fémea, n=15). Os dados estao apresentados em média e erro padrao da
média e foram analisados pelo teste ANOVA two-way medida unica seguido do post-
hoc teste de Tukey *p<0,01

5.5 DESENVOLVIMENTO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

A andlise do desenvolvimento da atividade locomotora mostrou que houve
efeito significativo de interagdo entre os grupos de animais machos nos parametros
de distancia percorrida [F (12, 240) = 2,925, p<0,0001] e velocidade média [F (12, 240)
= 2,993, p<0,0001]. Na analise intergrupos das fémeas também foram observadas
interacdes entre esses parametros: distancia percorrida [F (12, 240) = 2,453, p<0,001]
e velocidade média [F (12, 240) = 2,304, p<0,001].

A capacidade exploratéria dos machos foi afetada pelo modelo de PC. A
distancia percorrida e a velocidade média foram menores nos machos submetidos ao
modelo de PC em comparagao aos animais CVM a partir do P17 (teste post hoc de
Tukey: p<0,001) (Figura 12A e C). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre
os grupos controles. Ao P28, o tratamento com quercetina em machos PC acarretou
em maior distancia e velocidade média em relagéo aos machos PC néao tratados (teste
post hoc de Tukey: p<0,01) (Figura 12A e C). Nas fémeas, a partir do P17, também
foi observada uma redugéo significativa da distancia percorrida e da velocidade média
em decorréncia do modelo de PC utilizado em comparagéo ao grupo CVF (teste post
hoc de Tukey: p<0,001) (Figura 12B e D). No entanto, ndo foi observado efeito da
quercetina entre os grupos controles ou PC. Esses dados demonstram que a
exposi¢cao dos machos a quercetina estimula a atividade locomotora na PC. Contudo,

as fémeas nao demonstraram sensibilidade ao tratamento com quercetina.
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Figura 12 - Avaliacao da atividade locomotora
~30, A - _30,B
£ I_ o . O CWM £ R O CVF
s I = CQM s I 1 | = CQF
E 201 = B PCVM g 20- mm PCVF
g = PCQM e mm PCQF
2 2
(]
5 101 .g 10
5 &
] ]
a 1} o = 8 0 Ll Ll Ll
P8 P14 P17 P21 P28 P8 P14 P17 P21 P28
0107 C . . 0104 D
7 N I CWM 0 e 3 CVF
£ 0.08- I ) m oM Eoos I 1 [ B CQF
g - m PCVM g B PCVF
3 0.06- 3 0.06
£ m PCQM € m PCQF
3 0.04- 3 0.04-
1] ©
ke e
8 0.02- 3 0.02
[ [
> >
0.00 LIHaN | 0.00  E— .
P8 P14 P17 P21 P28 P8 P14 P17 P21 P28

Fonte: a autora (2025). Distancia percorrida de ratos machos (A) e fémeas (B);
Velocidade média de ratos machos (C) e fémeas (D) nas idades P8, P14, P17, P21 e
P28. CVM (Controle — Veiculo - Macho, n=17); CQM (Controle — Quercetina - Macho,
n=18); PCVM (Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho, n=14); PCQM (Paralisia Cerebral
— Quercetina - Macho, n=15); CVF (Controle — Veiculo - Fémea, n=17); CQF (Controle
— Quercetina - Fémea, n=18); PCVF (Paralisia Cerebral — Veiculo - Fémea, n=14);
PCQF (Paralisia Cerebral — Quercetina - Fémea, n=15). Os dados estao apresentados
em média e erro padrdo da média e foram analisados pelo teste ANOVA two-way

medidas repetidas seguido do post-hoc teste de Tukey *p<0,01; **p<0,001

5.6 ANALISE DA MARCHA EM CATWALK

Parametros estaticos e dindmicos de marcha foram avaliados através do
sistema CatWalk. Na analise de variancia, nao foi observada interagdo entre os grupos
PC e quercetina de machos ou fémeas: area maxima de contato [Machos: F (1, 60) =
0,2697, p=0,6054; Fémeas: F (1, 60) = 0,0005410, p=0,9815]; fase de apoio [Machos:
F (1, 60) = 1,546, p=0,2186; Fémeas: F (1, 60) = 1,206, p=0,2766]; cadéncia [Machos:
F (1, 60) = 1,688, p=0,1988; Fémeas: F (1, 60) = 0,8525, p=0,3595]; indice de
regularidade de passos [Machos: F (1, 60) = 1,134, p=0,2912; Fémeas: F (1, 60) =
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1,672, p=0,2010]; fase de balango [Machos: F (1, 60) = 1,789, p=0,1862; Fémeas: F
(1, 60) = 2,129, p=0,1498].

Nas analises de parametros estaticos da marcha, o modelo de PC que associa
a restricdo de patas posteriores demonstrou alterar a area maxima de contato de
ambas as patas de machos em comparagao ao seu controle (teste post hoc de Tukey:
p<0,001) (Figura 13A). Nao foram observadas diferengas entre os grupos controles e
nem efeito da quercetina sobre machos nesse parametro. Nas fémeas, foi possivel
observar o efeito do modelo de PC sobre a redugao da area maxima de contato em
ambas as patas (teste post hoc de Tukey: p<0,001) (Figura 13B). Nao foram
observadas diferengas significativas entre animais controles ou sobre o efeito da
quercetina em fémeas PC nesse pardmetro. Na analise da fase de apoio, nenhuma
diferenca foi encontrada entre os grupos de machos ou fémeas (Figura 13C e D).

Figura 13 — Avaliagcéo de parametros estaticos da marcha em CatWalk.
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Fonte: a autora (2025). Analise dos parametros estaticos de marcha no P29. Area
maxima de contato das patas posteriores nos ratos machos (A) e fémeas (B); Fase de
apoio em ratos machos (C) e fémeas (D). Imagens representativas das pegadas
durante a locomogéo ativa na plataforma nos machos (E) e nas fémeas (F). (Controle
— Veiculo - Macho, n=17); CQM (Controle — Quercetina - Macho, n=18); PCVM
(Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho, n=14); PCQM (Paralisia Cerebral — Quercetina
- Macho, n=15); CVF (Controle — Veiculo - Fémea, n=17); CQF (Controle — Quercetina
- Fémea, n=18); PCVF (Paralisia Cerebral — Veiculo - FEmea, n=14); PCQF (Paralisia
Cerebral — Quercetina - Fémea, n=15). Pata Posterior Direita (PPD) e Pata Posterior
Esquerda (PPE). Os dados estdo apresentados em média e erro padrédo da média e
foram analisados pelo teste ANOVA two-way medida unica seguido do post-hoc teste
de Tukey. *p<0,001

Nos parametros dindmicos de marcha, as analises de comparagdes multiplas
demostraram que houve uma menor cadéncia em decorréncia do modelo de PC sobre
os machos (teste post hoc de Tukey: p<0,001) (Figura 14A), sem diferenca
significativa entre animais controles. O tratamento neonatal com quercetina
demonstrou atenuar esse déficit na cadéncia de machos PC nao tratados (teste post
hoc de Tukey: p<0,05) (Figura 142). Nas fémeas, o modelo de PC também impactou
sobre a cadéncia, reduzindo o numero de passos por segundo (teste post hoc de
Tukey: p<0,001) (Figura 14B), porém sem efeito da quercetina entre f€meas controles
ou PC sobre esse parametro. O indice de regularidade de sequéncia de passos
mostrou um efeito significativo da PC em animais machos, sendo observado uma
diminuigdo no indice quando comparado ao grupo CVM (teste post hoc de Tukey:
p<0,001) (Figura 14C). No entanto, a regularidade de passos nao foi impactada pelo
tratamento com quercetina em machos controles ou PC. Nas fémeas, foi possivel
observar o efeito da PC ao promover diminuicdo na regularidade da sequéncia de
passos em comparagao ao seu controle (teste post hoc de Tukey: p<0,001) (Figura
14D). A quercetina atenuou esse déficit de coordenacao entre os membros durante a
marcha, ao aumentar a regularidade de passos em fémeas PC (teste post hoc de
Tukey: p<0,05) (Figura 14D). Na fase de balango, o modelo de PC demonstrou que
os machos permaneceram um tempo maior na fase de balango de ambas as patas

posteriores em comparagao ao grupo CVM (teste post hoc de Tukey: p<0,001) (Figura
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14E). Sem diferencas significativas entre machos controles. Porém, a quercetina
demonstrou minimizar esse tempo em animais PC, principalmente no membro
posterior esquerdo em comparagao aos machos PC nao tratados (teste post hoc de
Tukey: p<0,05) (Figura 14E). Nas fémeas, foi observado apenas o efeito do modelo
de PC, acarretando em maior tempo na fase de balanco em ambas as patas em
relagdo ao grupo controle (teste post hoc de Tukey: p<0,001) (Figura 14F). Nao houve
resultados significativos da quercetina sobre as fémeas controle ou PC. Esses dados
sugerem que o tratamento neonatal com quercetina é capaz de mitigar alteragdes de
marcha decorrentes do modelo de PC em animais machos, bem como promover

melhor coordenacao do padrao nas fémeas.

Figura 14 — Avaliacédo de parametros dindmicos da marcha em CatWalk.
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Fonte: a autora (2025). Analise dos parametros dindmicos da marcha no P29.
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passos em ratos machos (C) e fémeas (D); Velocidade média (velocidade média
durante a locomogéo ativa na plataforma) em ratos machos (E) e fémeas (F); Fase de
balango em ratos machos (E) e fémeas (F). (Controle — Veiculo - Macho, n=17); CQM
(Controle — Quercetina - Macho, n=18); PCVM (Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho,
n=14); PCQM (Paralisia Cerebral — Quercetina - Macho, n=15); CVF (Controle —
Veiculo - Fémea, n=17); CQF (Controle — Quercetina - Fémea, n=18); PCVF (Paralisia
Cerebral — Veiculo - Fémea, n=14); PCQF (Paralisia Cerebral — Quercetina - Fémea,
n=15). Pata Posterior Direita (PPD) e Pata Posterior Esquerda (PPE). Os dados estéao
apresentados em média e erro padrao da média e foram analisados pelo teste ANOVA

two-way medida unica seguido do post-hoc teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,001

5.7 EXPRESSAO GENICA DE TNF-a NO CEREBELO

Ao analisar a expressdo génica da citocina pro-inflamatéria TNFa, houve
interacao entre os grupos de machos [F (1, 16) = 48,32, P<0,0001], porém n&o houve
entre os grupos de fémeas [F (1, 16) = 2,047, P=0,1718]. Foi observado o efeito neuro
inflamatério do modelo de PC nos machos por aumento da expressao de TNFa em
animais PCVM em comparagao ao seu controle (teste post hoc de Tukey: p < 0,0001)
(Figura 15A). Nao houve efeito sobre os grupos de machos controles. E o tratamento
neonatal com quercetina demonstrou efeito protetor para a PC ao diminuir a
expressao de TNFa no cerebelo de machos PC em relagéo ao grupo PC veiculo (teste
post hoc de Tukey: p < 0,0001) (Figura 15A). Nao houve diferenca significativa entre
as comparagdes dos grupos de fémeas (Figura 15B). Esses dados sugerem que a
quercetina apresenta um papel anti-inflamatério na exposicdo de machos a PC,

porém, sem efeitos sobre as fémeas.

Figura 15 — Expresséo do gene TNFa no cerebelo no P33
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Fonte: a autora (2025). Expressao do gene TNFa no cerebelo no P33 nos machos (A)
e fémeas (B). (Controle — Veiculo - Macho, n=5); CQM (Controle — Quercetina -
Macho, n=5); PCVM (Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho, n=5); PCQM (Paralisia
Cerebral — Quercetina - Macho, n=5); CVF (Controle — Veiculo - Fémea, n=5); CQF
(Controle — Quercetina - Fémea, n=5); PCVF (Paralisia Cerebral — Veiculo - Fémea,
n=5); PCQF (Paralisia Cerebral — Quercetina - Fémea, n=5). Os dados estdo
apresentados em média e erro padrao da média e foram analisados pelo teste ANOVA

two-way medida unica seguido do post-hoc teste de Tukey: ****p<0.0001

5.8 IMUNO-HISTOQUIMICA DE NEUN NO CEREBELO

A neurogénese foi mensurada através da densidade de neurénios maduros na
camada granular do cerebelo. A analise de variancia demonstrou que néo houve
interacdo entre os grupos de animais machos (F (1, 16) = 0,7719, P=0,3926). No
entanto, foi observado interacdo entre as fémeas (F (1, 16) = 4,829, P=0,0441). Na
analise de comparagdes multiplas, nao foi observado efeito da PC ou da quercetina
sobre a neurogénese nos grupos experimentais dos machos (Figura 16A). No entanto,
nas fémeas, apesar de ndo de nao ter sido observado efeito do modelo de PC
isoladamente, a quercetina demonstrou promover o aumento da producao de
neurdnios ao estimular a neurogénese em fémeas PC em comparagao a fémeas PC
nao tratadas (teste post hoc de Tukey: p<0,05) (Figura 16B). Esses dados sugerem
que os machos PC sdo menos sensiveis a exposi¢cao da quercetina, enquanto nas

fémeas PC a quercetina é capaz de estimular a neurogénese cerebelar.

Figura 16 — Densidade de neurdnios maduros na camada granular do cerebelo
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machos (A) e fémeas (B). (Controle — Veiculo - Macho, n=5); CQM (Controle —
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Quercetina - Macho, n=5); PCVM (Paralisia Cerebral — Veiculo - Macho, n=5); PCQM
(Paralisia Cerebral — Quercetina - Macho, n=5); CVF (Controle — Veiculo - Fémea,
n=5); CQF (Controle — Quercetina - Fémea, n=5); PCVF (Paralisia Cerebral — Veiculo
- Fémea, n=5); PCQF (Paralisia Cerebral — Quercetina - Fémea, n=5). Os dados estéo
apresentados em média e erro padrao da média e foram analisados pelo teste ANOVA

two-way medida unica seguido do post-hoc teste de Tukey: p<0.05
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6 DISCUSSAO

Até o presente momento, esse € o primeiro e Unico estudo que avaliou a PC
experimental associada ao tratamento com quercetina em ratos machos e fémeas. Os
resultados provenientes desse estudo reforcam as alteragcdes encontradas no modelo
de PC em estudos anteriores. No entanto, os dados trazem novas descobertas ao
avaliar o modelo de PC em fémeas. Assim, a PC experimental foi capaz de promover
restricdo no ganho de peso corporal, do comprimento longitudinal, de cauda e do peso
do musculo sdleo, atrasar a maturacao de reflexos, acarretar déficit de forca de
preensao palmar e de coordenacao, diminuir a atividade locomotora, alterar o padrao
de marcha e estimular a neuroinflamagéao. Além disso, esse estudo foi capaz de trazer
descobertas relacionadas ao tratamento neonatal com quercetina em animais PC.
Interessantemente, os machos PC foram mais sensiveis ao tratamento com
quercetina do que as fémeas, apresentando maior ganho de peso corporal, diminuigdo
no retardo no desaparecimento de reflexos primitivos, aumento da forca de preensao
palmar, melhor capacidade exploratéria em campo aberto € menos tempo na fase de
balango durante a marcha, além de reduzir a expressao de TNF-a no cerebelo. Nas
fémeas, as descobertas encontradas trazem luz frente ao impacto da quercetina na
PC ao demonstrar estimular o crescimento somatico, favorecer a regularidade de
passos durante a marcha e estimular a neurogénese no cerebelo.

O modelo de PC utilizado nesse estudo demonstrou impactar significativamente
o crescimento somatico dos animais ao reduzir o ganho de peso corporal, 0
comprimento longitudinal e de cauda em ambos os sexos, repercutindo sobre o
fendtipo desenvolvido pelos animais. Corroborando esses achados, estudos
anteriores também observaram esses efeitos em machos submetidos a PC
experimental (DA SILVA SOUZA et al., 2023a; LACERDA et al., 2021; VISCO et al.,
2023a). Embora as fémeas também tenham apresentado resultados semelhantes aos
machos sobre o modelo de PC utilizado, o mesmo n&o foi observado em um modelo
de PC de hipdxia-isquemia (HI), onde o peso das fémeas nao foi afetado pela HI
(DAHER et al., 2018). Além disso, contrariamente ao efeito protetor da quercetina
observado sobre o crescimento somatico ao P33 dos animais, estudos tem
demonstrado que esse polifenol ndo parece impactar sobre a manutengao ou ganho
de peso corporal em camundongos sedentarios ou treinados ou em animais jovens e
senescentes (CASUSO et al., 2014; QURESHI et al., 2011). No entanto, a quercetina

na dieta parece prevenir a atrofia muscular por desuso em camundongos desnervados
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(MUKAI et al., 2016). Esse efeito pode estar associado as possiveis propriedades anti-
inflamatdrias desse polifenol, ao ativar a fosforilagcido de Akt e aumentar a expressao
de IGF-1, reguladores envolvidos na sintese muscular (MUKAI et al., 2016).

Dentre as caracteristicas clinicas da PC que se encontram alteradas, esta a
presenca de reflexos primitivos, cuja persisténcia leva a um comprometimento de
funcdo motora (SIGAFOOS et al., 2021; WAGH et al., 2019). No presente estudo, a
andxia perinatal associada a restricao de patas posteriores acarretou em atraso na
maturagao dos reflexos de aversao ao precipicio, resposta ao susto, geotaxia negativa
e queda livre de machos, sendo apenas os dois ultimos alterados nas fémeas. Estudos
anteriores também identificaram anormalidades na maturagao de reflexos de animais
PC (FEATHER-SCHUSSLER; FERGUSON, 2016; PEREIRA et al., 2024; VISCO et
al., 2022a). Nenhum estudo pré-clinico avaliou até ent&o o efeito da quercetina sobre
os reflexos primitivos. Em estudos que utilizaram o resveratrol ou kaempferol,
compostos que também fazem parte da familia dos polifendis, foi observado o efeito
protetor sobre machos PC em reflexos de geotaxia negativa e queda livre (PEREIRA
et al., 2024; VISCO et al., 2022a), assim como observado no nosso estudo. Esses
resultados sugerem que a quercetina é capaz de estimular o periodo de maturagao
normal dos reflexos, especialmente nos machos. Dessa forma, é possivel que esses
efeitos encontrados, tanto no nosso estudo como em estudos anteriores, estejam
relacionados a janela terapéutica em que foi administrado o polifenol, e também ao
papel antioxidante e antiinflamatério dos mesmos (PEREIRA et al., 2024; VISCO et
al., 2022a).

O impacto do modelo de PC sobre o crescimento somatico e reflexos primitivos
revelam o desenvolvimento anormal dos animais apds lesao, que repercute sobre a
funcao motora alterada. Assim, foi observado déficit de forca de preensao palmar em
ambos 0s sexos nos animais PC. A reducao da forca de preensao das patas anteriores
também foi observada em estudos prévios que utilizaram o presente modelo de PC
em machos (DA SILVA SOUZA et al., 2023a; GOUVEIA et al., 2024; VISCO et al,,
2023a). No entanto, em modelo de PC que utilizou LPS, foi observada a redugéo da
forga de preensao em fémeas, mas ndo em machos (FRAGOPOULOU et al., 2019).
A alteragao de forga muscular em criangas com PC é uma caracteristica bastante
comum e pode estar associada a perda de massa muscular combinada com controle
neural alterado, o que ocasiona em declinio da fungdo motora (STACKHOUSE;
BINDER-MACLEOD; LEE, 2005; VERSCHUREN et al., 2018). Curiosamente, o
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tratamento neonatal com quercetina parece desempenhar um papel importante na
preservacao da forca de preensdo em machos submetidos a PC experimental, sem
efeitos sobre as fémeas. A melhora da fraqueza muscular pode estar associada ao
potencial efeito anti-inflamatério e antioxidante desse polifenol (BAZZUCCHI et al.,
2020). Modelos de atrofia muscular induzida por cancer/quimioterapia tem
demonstrado a atuagdo da quercetina ao assegurar a manutengdo do desempenho
da forga muscular através de diversas vias de sinalizagdo, como Akt/FoxO1/
MuRF 1/Atrogin-1, envolvidos na sintese de proteinas e da diminuigdo dos niveis de
mediadores pro-inflamatérios, como TNF-q, IL-6, and IL-18 nos musculos (HSU et al.,
2023).

Criangas com PC tem um pobre controle motor, sendo comum nesses
individuos alteragao no equilibrio e na coordenagdo. (SPITTLE; ORTON, 2014). A
coordenacao motora é uma habilidade dependente dos sistemas musculoesquelético,
visual, vestibular e o processamento e integracdo das informagdes recebidas
(KIMURA; YOKOZAWA; OZAKI, 2021). No nosso estudo, o modelo de PC
demonstrou ter um impacto substancial sobre a coordenagdo motora dos animais de
ambos os sexos. Corroborando tais achados, a performance no teste de rotarod
demonstrou estar alterada em animais PC submetidos a andxia perinatal e restricao
de patas posteriores, comprometendo a coordenagao dos machos (PEREIRA et al.,
2021; VISCO et al.,, 2022a). N6s desconhecemos estudos que tenham avaliado
coordenacao motora de machos e fémeas diante do modelo utilizado nesse estudo.
No entanto, em um estudo que utilizou LPS como modelo de indugcao de PC, houve
comprometimento da coordenacgao de ratos ao caminhar em uma escada horizontal
tanto nos machos como nas fémeas (FRAGOPOULOU et al., 2019). Embora existam
dados na literatura sobre o uso de polifendis, como o kaempferol, que teve impacto
sobre a melhora da coordenagéo de animais PC (VISCO et al., 2022a), esses dados
ainda sdo controversos devido aos resultados encontrados entre os estudos. Nos
nossos resultados, a quercetina ndo promoveu beneficios sobre a PC em animais
machos ou fémeas, assim como observado no estudo de Pereira e colaboradores
(2024), que utilizaram o resveratrol durante o periodo neonatal para analisar a
coordenacao em rotarod.

A medida que a maturagdo do SNC ocorre, os padrdes motores de movimento
tornam-se mais complexos e dependentes da combinacdo de diversos sistemas
corporais (KIMURA; YOKOZAWA; OZAKI, 2021). Do ponto de Vvista
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musculoesquelético, tanto a locomog¢édo como o padrdo de marcha sao dependentes
da combinacao de fatores como crescimento somatico, forca muscular e coordenacao
(TATEM et al., 2014). No presente estudo, noés observamos déficit na atividade
exploratdria em campo aberto nos machos e fémeas PC, com diminui¢ao da distancia
percorrida e da velocidade média a partir do P14. Em revisao sistematica publicada
por Pereira e colaboradores em 2021, foi observado que os déficits de locomocgao e
coordenacao sao potencializados pela combinacdo da lesdo cerebral perinatal a
restricdo sensério-motora. A distancia percorrida e a velocidade média sao os
parametros mais comuns documentados na literatura na avaliacdo da atividade
locomotora espontanea (DA CONCEICAO PEREIRA et al., 2021). Estudos anteriores
tém demonstrado, assim como encontrado nos nossos resultados, que a distancia
percorrida e a velocidade média também se encontram diminuidas, afetando a
capacidade exploratéria dos animais (JUACY RODRIGUES COSTA-DE-SANTANA et
al., 2023a; PEREIRA et al., 2021; VISCO et al., 2022). Interessantemente, tanto a
distancia percorrida como a velocidade média melhoraram no P28 nos machos PC
tratados com quercetina. Assim, a quercetina administrada no periodo neonatal
parece recuperar o desenvolvimento da locomog¢&o no longo prazo em animais
submetidos a PC. Estudos que utilizaram kaempferol ou resveratrol em modelo de PC
também identificaram o papel protetor sobre tais parametros de locomocgéao de ratos
machos no longo prazo (PEREIRA et al., 2024; VISCO et al., 2022b). Existe uma
escassez de estudos que demonstrem os beneficios da quercetina sobre o
desenvolvimento motor, assim, esses dados trazem implicagbes importantes para o
tratamento de disturbios do movimento relacionado a PC.

A PC também é capaz de mudar o padrao de marcha dos animais. Nos nossos
resultados, a analise da marcha em CatWalk demonstrou alteragdes de parametros
estaticos e dindmicos, incluindo diminuicdo da area maxima de contato, da cadéncia,
do indice de regularidade dos passos e da fase de balango em ratos submetidos ao
modelo de PC. Esses achados sdo similares aos encontrados em outros estudos,
sugerindo o potencial efeito do modelo de PC ao reproduzir fenétipo padréo de
alteragdes de locomogao (DA SILVA SOUZA et al., 2023b; JUACY RODRIGUES
COSTA-DE-SANTANA et al., 2023b; VISCO et al., 2023a). E possivel que as
alteracbes de tbnus muscular tanto em decorréncia da lesdao, como também da
restricdo das patas, bem como o atraso no crescimento e os déficits de forca muscular

e de coordenacao possam ter contribuido para esses achados. Nosso estudo também
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descobriu que a quercetina minimiza o impacto da PC sobre a cadéncia e fase de
balanco nos machos e sobre a regularidade de passos nas fémeas. E possivel que
esses resultados estejam associados ao efeito antioxidante e anti-inflamatério do uso
do polifenol, assim como observado em um estudo anterior que utilizou o kaempferol
(VISCO et al., 2023).

A reducao de volumes de areas cerebrais em criangas PC, incluindo reducao
significativa do volume do cerebelo, pode impactar sobre o controle de fungbes
motoras (BERK et al., 2025; KULAK et al., 2016). O cerebelo € uma estrutura que esta
envolvida em atividades relacionadas a coordenacgao, equilibrio, postura e
aprendizagem (BECKINGHAUSEN; SILLITOE, 2019). E possivel que as alteragdes
motoras e comportamentais descritas até entdo estejam correlacionadas com os
resultados encontrados nessa estrutura. Mudancas no circuito cortical e nas
interacdes olivar-cerebelares, em decorréncia de uma lesao cerebral nas primeiras 2
semanas de vida péds-natais, podem explicar mudangas comportamentais
(GRAMSBERGEN, 2001). A atividade inflamatoria foi analisada no cerebelo dos
animais PC através da expressao de TNF-a, sendo observado uma hiper expressao
desse marcador pré-inflamatério em animais machos submetidos ao modelo de PC,
sem efeito sobre as fémeas. Estudos prévios tém demonstrado que o cerebelo é uma
estrutura comumente afetada pela PC experimental ao demonstrar atividade
inflamatéria exacerbada pelo aumento da densidade e de quantidade de micrdglias
ativadas nessa regido (JUACY RODRIGUES COSTA-DE-SANTANA et al., 2023a;
PEREIRA et al.,, 2024). Além disso, os machos sdo mais suscetiveis a atividade
inflamatéria através da resposta a lesdo em um cérebro imaturo por ativacdo de
citocinas inflamatérias, como Interleucina-1B (IL-1b) e o TNF-a (CHARRIAUT-
MARLANGUE; BESSON; BAUD, 2018; KELLY et al., 2023). Confirmando o papel
neuroprotetor da quercetina ja observado em estudos anteriores (FIDELES et al.,
2023b; LI et al., 2023; WANG et al., 2020b), o tratamento neonatal com quercetina foi
capaz de diminuir a expressao de TNF-a em machos PC, reduzindo assim a atividade
inflamatdria cerebelar nesses animais.

Em uma recente revisdao sistematica com meta-analise, publicada por
Albuquerque e colaboradores em 2024, foi analisado os efeitos do modelo de PC que
associa a anoxia perinatal e restricdo de patas posteriores sobre parametros
relacionados ao sistema nervoso. A atividade inflamatoria exacerbada em diversas

regides cerebrais parece estar bem consolidada na literatura nesse modelo de PC (DE
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ALBUQUERQUE et al., 2024). No entanto, ha controversas quanto a atividade de
células neurais sobre 0 modelo. No nosso estudo, ndo foi observado alteragdes
decorrentes do modelo de PC sobre a densidade de neurdnios maduros no cerebelo
de machos ou fémeas. Da mesma forma, estudos prévios também ndo demonstraram
efeitos do modelo de PC sobre o numero de neurdnios ou sobre a densidade neuronal
no cortex motor ou somatossensorial em ratos machos (DE ALBUQUERQUE et al.,
2023; MARCUZZO et al., 2010b; SANCHES et al., 2021). No entanto, estudos
utilizando o mesmo modelo demonstraram diminuicdo na marcacdo de BrdU+, um
marcador de proliferagao celular, no hipocampo (CALADO et al., 2023; VISCO et al.,
2022). Contrariamente aos resultados observados sobre o modelo de PC, a quercetina
foi capaz de estimular a densidade neuronal nas fémeas PC, sem efeitos sobre os
machos. Esse resultado é bastante promissor e original tendo em vista a escassez de
resultados na PC. Em outras condigdes neuroldgicas, como na doenga de Alzheimer
e lesdo medular, a quercetina aumentou o numero de células-tronco/progenitoras
neurais em proliferagdo no giro dentado e medula espinhal de ratos, possivelmente
pela inibicdo da atividade Akt, mMTOR e p70S6K (FIDELES et al., 2023c; KARIMIPOUR
et al., 2019). Além disso, fémeas que sofrem hipoxia-isquemia apresentam um nivel
mais alto de neurogénese do que machos (SMITH et al, 2014). Em contrapartida,
estudos que utilizaram outros polifendis ndo observaram efeitos decorrentes do
tratamento neonatal sobre o modelo de PC, sugerindo que a falta de proliferagéo
neuronal possa ocorrer em decorréncia da resposta inflamatéria precoce. (PEREIRA
et al., 2024; VISCO et al., 2022).
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7 CONCLUSAO

O periodo neonatal é uma janela terapéutica importante por modular a
plasticidade do desenvolvimento. Assim, o tratamento neonatal com quercetina foi
capaz de melhorar parametros relacionados ao crescimento somatico, reflexos, forca
de preensdo, locomogado e neuroinflamacdo em machos submetidos a PC
experimental. Nas fémeas, o efeito benéfico da quercetina foi restrito ao crescimento
somatico, melhor coordenacdo de passos e aumento da densidade de neurdnios.
Dessa forma, os resultados provenientes desse estudo demonstraram que os machos
sao mais sensiveis ao modelo de PC do que as fémeas. Além disso, essa alta
sensibilidade pode estar associada a uma resposta terapéutica mais eficaz ao
tratamento neonatal com quercetina. Assim, a quercetina tem potencial terapéutico
para atuar modulando a fungdo motora e a neuroprotecdo na PC, principalmente nos
machos. Devido a inovacdo dos dados apresentados e a escassez na literatura
associada a esse tema, sugere-se que mais estudos sejam desenvolvidos para a
elucidacao dos mecanismos envolvidos, especialmente para entender as respostas
sexo-dependentes e, consequentemente, trazer novas perspectivas para o tratamento
da PC.
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Abstract

Cerebral palsy (CP) is characterized by motor disorders, including deficits in locomotor activity, coordination, and balance.
Selective serotonin reuptake inhibitors have been shown to play an important role in brain plasticity. This study investigates
the effect of neonatal treatment using fluoxetine on locomotor activity and histomorphometric parameters of the primary so-
matosensory cortex (S1) in rats submitted to an experimental model of CP. CP was found to reduce bodyweight and locomotion
parameters and also to increase the glia/neuron index in the S1. Administration of fluoxetine 10 mg/kg reduced bodyweight,
impaired locomotor activity parameters, and increased the number of glial cells and the glia/neuron ratio in the S1 in rats with
CP. However, treatment with fluoxetine 5 mg/kg was not found to be associated with adverse effects on locomotor activity and
seems to improve histomorphometric parameters by way of minor changes in the S1 in animals with CP. These results thus
indicate that experimental CP, in combination with the use of a high dose of fluoxetine (10 mg/kg). impairs locomotor and
histomorphometric parameters in the S1, while treatment with a low dose of fluoxetine (5 mg/kg) averts the negative outcomes

associated with a high dose of fluoxetine in relation to these parameters but produces no protective effect.

Key words: cerebral palsy, locomotor activity, neurons, neuroglia, fluoxetine

1. Introduction

Cerebral palsy (CP) is considered a nervous disorder that
is caused by an injury that manifests itself during brain de-
velopment (Krigger 2020). The injury caused by CP results
in neuron loss due to apoptosis and reduced dendritic ar-
borization (Rocha-Ferreira and Hristova 2016). Along with
damage to neurons, CP gives rise to an altered neurogene-
sis response after injury (Visco et al. 2021). Subsequent acti-
vation of microglia and oligodendrocytes leads to hypomyeli-
nation and neuron loss in important parts of the nervous sys-
tem (Kannan et al. 2011). Experimentally induced CP causes
damage to the nervous system that has a negative impact on
the development of locomotor activity (Stigger et al. 2011;
Silva et al. 2016) with long-term neuropathological changes
(McAdams et al. 2017) and altered organization of the map of
the primary somatosensory cortex (S1) (Coq et al. 2008).

The development of the serotonergic system has been
shown to be impaired in the CP (Reinebrant et al. 2012).
Hypoxia-ischemia-induced CP activates microglia, leading to
excitotoxic lesions (Reinebrant et al. 2012). Damage to the

serotonergic system in the S1 thus seems to play an impor-
tant role in the appearance of sensorimotor deficits typical of
CP (Williams et al. 2017). Experimentally induced CP impairs
the development of locomotor activity as a consequence of
damage to the nervous system (Silva et al. 2016; Buratti et al.
2019). In addition, the manipulation of the serotonergic sys-
tem seems to contribute to the development of parameters
that reflect the integrity of the nervous system and protect
neural cells from oxidative stress during brain development
(Silva et al. 2014). Studies indicate that selective serotonin
reuptake inhibitors may increase the production of brain-
derived neurotrophic factor, which plays an important role in
survival, neuron remodeling, and differentiation (De Foubert
et al. 2004; Karpova et al. 2011; Liu et al. 2014). Selective sero-
tonin reuptake inhibitors can regenerate hippocampal neu-
rons, thereby affecting recovery of neurological function (Lee
et al. 2004; Kubera et al. 2009; Li et al. 2009).

Clinical and experimental evidence has shown that selec-
tive serotonin reuptake inhibitors affect the neuromotor sys-
tems, with effects on the structure, function, and metabolism

Can. J. Physiol. Pharmacol. 00: 1-13 (2023) | dx.doi.org/10.113%/cjpp-2022-0463 1
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Abstract

Cerebral palsy (CP) is characterized by brain damage at a critical period of
development of the central nervous system, and, as a result, motor, beha-
vioural and learning deficits are observed in those affected. Flavonoids such as
kaempferol have demonstrated potential anti-inflammatory and neuroprotec-
tive properties for neurological disorders. This study aimed to assess the effects
of neonatal treatment with kaempferol on the body development, grip
strength, gait performance and morphological and biochemical phenotype of
skeletal muscle in rats subjected to a model of CP. The groups were formed by
randomly allocating male Wistar rats after birth to four groups as follows:
C = control treated with vehicle, K = control treated with kaempferol,
CP = CP treated with vehicle and CPK = CP treated with kaempferol. The
model of CP involved perinatal anoxia and sensorimotor restriction of the hind
paws during infancy, from the second to the 28th day of postnatal life. Treat-
ment with kaempferol (1 mg/kg) was performed intraperitoneally during the
neonatal period. Body weight and length, muscle strength, gait Kinetics and
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Locomotion is impacted differently according to the perinatal brain injury %=
model: Meta-analysis of preclinical studies with implications for
cerebral palsy
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywordsc Background: Diff pproaches to d bral palsy (CP) in animals, contribute to the knowledge of the

Cerebral paley pathophysiological mech of this dmme and provide a basis for the development of intervention strategies.

Aaleal model L ioa and coord are the main cause of disability in CP, however, few studies highlight the quan-

Lovometon titative differences of CP models, on | jon § dering the methodologies to cause brain le-

motor cocedination

Meta-analysis sions in the perinatal period.

) Methods: Studies with cerebral palsy animal models that assess b s were sy Ly

retrieved from Medline/PubMed, SCOPUS, LILACS, and Web of Science. Methodological evaly of included
studies and qu of b were perf d after eligibil

Reoules CP models were induced by hypoxia. urhernu (HI), Pmmal ischemia (P1), ltpopolysm!unde inflam.
mation (LPS), intraventricular haemorrhage (IVH), anoxia (A), sensorimotor restriction (SR), and a combination
of different models. Overall, 63 studies included in qual synthesis showed a mod quality of evidence.
16 studies were included in the quantitative meta- .uulyw. Significant reduction was observed in models that
cambined LPS with Hi related to distance traveled (SMD 7,24 95 % CI [.8.98, .5.51), Z ~ 1.18, p < 0.00001) and
LPS with HI or anoxia with sensory-motor restriction (SMD -6.01, 95 % Q1 [.7.67, -4.35), Z ~ 7.11), or IVH (SMD
4.91,95%C [.584, .398), Z ~ 1031, p « 00@0!) related to motor coordination.

Cancil The b of diffe PP to reproduce CP in Is causes greater deficits in
locomotion and motor coordination from the eady stages of life to adulthood. These findi b to
thodological refi ductica, and rep in animal exp (a\‘onng i |
purposes.
1. Introduction based on the ability to reproduce functional changes observed in

rsan et 2019; Silv

CP in humans (Cav: s et al., 2016). CP is a multi-
Over the past few years, a variety of experimental models of early factorial p:nhology lhal arises from uuuhs on llu.- brain and it can occur
brain injury with lmplmlmm for cerebral palsy (CP) ha\c been pro- p lly, p lly, or p ((.‘.l.m.x. et al, 201 H) It is

posed. These precli 1 h“ L £ idered a non-prog 2 2 & that
in duudahng the pathophysiological aspects rel loCPandlhcy are permanently impairs motor functions, and n is considered a more

Abbreviations: CP, cerebral palsy; HI, hypoxia.ischemia; LPS, lipopolysaccharide infl : IVH, lar h hage; A, anoxix; SR, sensorimotor
restriction.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords Busulfan is a bifu I alkylating agent used for myeloabl d. and in the of chronic
Microencephaly myeloid leukemia due to its ability to cause DNA damage. However, in rodent experiments, busulfan presented a
Racs potential teratogenic and cytotoxic effect. Studies have evaluated the effects of busulfan on fetuses after ad.
Cancml nervons sysam nunulnnon in pregnancy or directly on pups during the lxunon period. There are no studies on the effects of
::“':‘:"\‘ "'"‘“m during peegnancy on off: develop after birth. We investigated the effects of
busulfan on somatic and reflex development and encephalu morphology in young rats after exposure in preg-
nancy. The pregnant rats were exposed to busulfan (10 mg/kg, mtraperitoneal) duning the early developmental
stage (days 12-14 of the gestational penod). After birth, we evaluated the somatic growth, maturation of
physical features and reflex-oatogeny during the lactation peniod. We also assessed the effects of busulfan on
encephalic weight and cortical lnorpbomdry at 28 days of postnatal life. As a result, busulfan.induced patho-
Jogical changy luded P , eval d by the redu of cranial axes, delay in reflex maturation
and physical f aswellasad in the ph ic p of som. y and motor cortex.
Thus, these results suggest that the administration of a DNA alkylating agent, such as busulfan, during the
gestational persod can cause damage to the central nervous system in the pups throughout their postnatal de-
velopment.
1. Introduction busulfan, can disrupt these processes and cause damage (Furukawa
et al., 2007; Ashwal et al., 2009). Indeed, impaired | mi
In mammals, there are periods of develop of physiological is one of the major causes of microcephaly (Furukawa et al, :nn?).
systems that are particularly vulnerable to physical, chemical and Thus, it is important to eval how the damages caused during
biological insults (Rice and 1&.::0 1, 2000). This occurs because these preg y can impair develop after birth.
periods, for pl are dependent on critical cellular pro- Busulfan is a bifunctional alkylating agent used initially for the
cesses that contribute (o neural development (Rice and Barone, 2000). of chronic myelog leukemia (CML) due to its ability to
Although many processes occur after bmh many occur predominantly cause DNA damage (Iwamoto et al., 2004; Ohira et al., 2013a). Owing
during pregnancy, such as 'S pecially in h and to its reduction of adverse effects when compared to X-Rays, busulfan
neuronal migration (Raedler et al., 1980; Rice and Barone, 2000; Prins then began to be used for a ditioni i before a h
and Hovda, 2003). At this stage, exposure to harmful environmental poietic stem cell transplant (HSCT) (Tutsc 'nL A c' al., 1987). However, in
factors like infections, Inutrition and genic agents, such as rodent experi s, busulfan p d ap ial teratogenic and
o - ding author at: Dep of N 2. CAV, Federal University of Pemambuco, Rua do Alto do Reservatério s/n, Bela Vista, 55608-680 Vitéria de
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ANEXO A — COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chaves, s/n

50670-420 / Recife — PE — Brasil
Fones: 2126 8842

1\ cena@ufpe br

Recife, 30 de junho de 2021
Oficio n°® 37/21

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Prof. Ana Elisa Toscano Meneses da Silva de Castro
Centro Académico de Vitoria

processo n°0075/2020

Certificamos que a proposta intitulada “Paralisia cerebral e plasticidade do
desenvolvimento: efeitos do tratamento neonatal com quercetina em ratos
machos e fémeas”. registrado com o n®0075/2020 sob a responsabilidade da
Prof. Ana Elisa Toscano Meneses da Silva de Castro que envolve a produgdo,
manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de
29/06/2021

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagéo 29/06/2021 a 07/08/2024.
Espécie/linhagem/raca Ratos heterogénico

N° de animais 152animais

Peso/ldade 5g-140g gramas (1-36 dias) - 112

experimentais

220g-250 gramas (90-12- dias) — 40
animais para reproducéo, 30 fémeas e 10

machos
Sexo Macho (66) e Fémea (86)
Origem: Biotério de Criacéo Biotério do Departamento de Nutricéo
Destino: Biotério de Experimentacéo Biotério do Departamento de Nutricdo
Atenciosamente
=

Prof. Sebasti&o R. F. Silva
“"_‘ -Presidente CEUAIUFPE

SIAPE 2345691
R
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