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RESUMO

A Microcefalia ¢é caracterizada por malformagdo congénita com
desenvolvimento inadequado do cérebro. Estudos tem revelado prejuizo no
desenvolvimento do sistema serotoninérgico em microcefalicos. Entretanto, algumas
substancias como o polifenol Kaempferol poderiam minimizar este dano, pois
possuem capacidade de inibir a atividade da enzima Monoamina Oxidase (MAO). A
inbicdo da MAO poderia gerar maior disponibilidade sinaptica de serotonina
diminuindo os danos causados na prole submetida a um modelo experimental de
microcefalia. O objetivo deste trabalho foi avaliar as repercussdes do tratamento
neonatal com o polifenol (Kaempferol) sobre o peso corporal e encefalico,
desenvolvimento murinométrico, ontogénese de reflexos e atividade locomotora na
prole submetida a um modelo experimental de microcefalia. Foram utilizadas 18
ninhadas provindas de ratas Wistar. Ap0s a confirmacdo da gestacdo, as ratas
prenhas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos experimentais: Grupo
Controle (C, n=10 ninhadas) que recebeu azeite de oliva (0,5 ml/100 g de peso
corporal, i.p.) e Grupo Microcefalia (M, n=8 ninhadas) que recebeu Busulfan® (Sigma®,
10 mg/kg, 0,5mL/100g de peso corporal, i.p.). Cada ninhada foi composta por 8 filhotes
dos quais 4 receberam solucdo de veiculo dimetilsulféxido (DMSO) (Iml DMSO a
2,4% em solucéo salina i.p.) e 4 receberam Kaempferol (14mg/kg, DMSO 2,4% v/v
em solucdo salina i.p.) do 3° ao 7° dia pdés natal (DPN). Dessa forma, foram
constituidos 4 subgrupos: Controle + Veiculo (C+V); Controle + Kaempferol (C+K);
Microcefalia + Veiculo (M+V); Microcefalia + Kaempferol (M+K). Foram avaliados:
Peso corporal, indicadores murinométricos do desenvolvimento, ontogénese de
reflexos, atividade locomotora, peso dos musculos e encéfalo. Quanto aos resultados
0 grupo M+V apresentou reducéo do eixo antero-posterior do cranio em comparacao
com o grupo C+V no 1° e 21° DPN. Quanto ao eixo laltero-lateral do cranio o grupo
M+K apresentou uma reducédo deste eixo em comparacédo com o grupo C+K no 1°, 6°,
15° e 21° DPN. Em relacdo ao comprimento da cauda o grupo M+V apresentou
diminuicdo em comparagdo com o grupo C+V no 9° e 21° DPN, ja o grupo M+K
apresentou diminuicdo em comparacdo com o grupo C+K no 15° e 21° DPN. No que
diz respeito aos reflexos, os grupos M+V e M+K obtiveram atraso no desaparecimento

no reflexo de preensdo palmar em comparagdo com os grupos C+V e C+K



respectivamente. Semelhantemente os grupos M+V e M+K apresentaram uma maior
locomocédo em relagdo aos controles C+V e C+K respectivamente. O tratamento
gestacional com Busulfan® foi associado a prejuizo em alguns indicadores
murinomeétricos do desenvolvimento, o que pode ser indicativo de microcefalia, além
disso os animias submetidos a este tratamento farmacol6gico apresentaram dano na
locomocéo representado pela hiperatividade. O polifenol Kaempferol parece atrasar o
aparecimento da hiperatividade nos animais tratados com Busulfan®, porém néo foi
capaz de reverter os danos na ontogénese de reflexos e indicadores murinométricos

nesses animais.

Palavras-chave: Microcefalia. Polifendis. Serotonina. Kaempferol. Desenvolvimento.



ABSTRACT

Microcephaly is characterized by congenital malformation with inadequate brain
development. Studies have revealed an impairment in the development of the
serotonergic system among microcephalic. Some substances such as the polyphenol
Kaempferol could minimize this damage once this polyphenol have neuroprotective
properties action and the ability to inhibit the activity of the enzyme Monoamine
Oxidase. The increased availability of serotonin generated by MAO inhibition could
reverse or decrease the damage caused to the offspring submitted to an experimental
model of microcephaly. The objective was to evaluate the repercussions of neonatal
treatment with Kaempferol on body and brain weight, murinometric development, reflex
ontogenesis and locomotor activity in the offspring submitted to an experimental model
of microcephaly. Eighteen litters from Wistar rats were used. After confirmation of
pregnancy, the pregnant rats were randomly assigned to two experimental groups:
Control Group (C, n = 10 litters) that received olive oil (0.5 ml / 100 g of body weight,
ip) and Microcephaly Group ( M, n = 8 litters) that received Busulfan® (Sigma®, 10 mg
/ kg, 0.5 ml / 100 g of body weight, ip). Each litter was composed of 8 puppies of which
4 received dimethyl sulfoxide vehicle solution (DMSQO) (1ml DMSO 2.4% in saline ip)
and 4 received Kaempferol (14mg / kg, DMSO 2.4% v / v in solution saline ip) from the
3rd to the 7th postnatal day (PND). Thus, 4 subgroups were created: Control + Vehicle
(C +V); Control + Kaempferol (C + K); Microcephaly + Vehicle (M + V); Microcephaly
+ Kaempferol (M + K). Body weight, murinometric indicators of development,
ontogenesis of reflexes, locomotor activity, weight of muscles and brain were
evaluated. The M + V group showed a reduction in the antero-posterior axis of the skull
compared to the C + V group in the 15t and 215t (PND). with the C + K group on the 1%,
6", 15" and 21t PND. Regarding the length of the tail, the M + V group showed a
decrease in comparison with the C + V group on the 9" and 21 ° PND, whereas the M
+ K group showed a decrease compared to the C + K group on the 15" and 215 PND.
Regarding the handgrip reflexes, the M + V and M + K group had a delay in the
disappearance of this reflex in comparison with the C + V and C + K groups
respectively. Similarly, groups M + V and M + K showed greater locomotion compared
to controls C + V and C + K respectively. Gestational treatment with Busulfan® was

associated with impairment in some murinometric indicators of development, which



may be indicative of microcephaly. In addition, naimias submitted to this
pharmacological treatment showed damage in locomotion represented by
hyperactivity. The polyphenol Kaempferol seemed to delay the onset of hyperactivity
in animals treated with Busulfan®, but it was not able to reverse the damage in reflex

ontogenesis and murinometric indicators among these animals.

Key words: Microcephaly. Polyphenols. Serotonin. Kaempferol. Development.
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1 INTRODUCAO

A Microcefalia € definida como malformacdo congénita com desenvolvimento
inadequado do cérebro (DOLK, 1991). Este sinal clinico é representado por menor
perimetro cefélico em relacdo ao de outras criangas do mesmo sexo e idade, podendo
apresentar como sequelas o surgimento de incapacidade intelectual, convulsdes e

incapacidades fisicas com alteracao do tdnus muscular (ALVES et al., 2018).

Segundo a OMS a microcefalia é considerada um evento raro em todo o mundo
(WHO, 2018). No Brasil ela também é considerada uma condi¢éo rara onde foi
estimada em 1,98 casos por 10.000 nascidos vivos entre 1982 e 2013 (ECLAM, 2015).
Contudo, em 2015 houve um aumento significativo no numero de casos de
microcefalia no Brasil, em que foi observado uma prevaléncia de 5,46 casos por
10.000 nascidos vivos (CABRAL et al., 2017). Desde os primeiros casos de
microcefalia estudos tém sido realizados visando avaliar a possivel associagcao entre
0s casos de microcefalia e os surtos de infeccao pelo virus ZIKA no Brasil (Ministério
da Saude, 2018). Em 2016, estudo realizado no Brasil confirmou a associacéo entre
a infeccao pelo virus ZIKA durante a gestacdo e a microcefalia (MIRANDA-FILHO et
al., 2016).

Modelos de microcefalia experimental tém sido utilizados frequentemente, pois
mimetizam o processo que ocorre em casos da referida malformacdo (FURUKAWA et
al., 2007; FUNAHASHI; INOUYE; YAMAMURA, 1992; AZMITIA, 1994). O Busulfan®,
por exemplo, € um agente de alquilacdo usado como anti-neoplasico no tratamento
de leucemia mieldide crénica (BUGGIA et al., 1994; FURUKAWA et al., 2007). Este
medicamento possui um potencial teratogénico (ROCK et al., 1986), e estudos
experimentais tem demonstrado a capacidade do Busulfan® em induzir a microcefalia
em ratos (FURUKAWA, 2007; GOUVEIA, 2020) (NAGAI, H. 1972; KASUGA, F.1986).

Em humanos uma pesquisa revelou relacdo entre utilizacdo de inibidores da
recaptacdo de serotonina durante a gestacdo e aumento do risco para o
desenvolvimento de microcefalia, o que pode significar que individuos acometidos
pela microcefalia apresentam prejuizo no desenvolvimento do sistema serotoninérgico
(NISHIGORI et al., 2017) . Modelos experimentais de microcefalia em animais também
confirmam esta relacdo (AZMITIA, 1994). O estudo de FUNASHI, et al (1992) que

induziu microcefalia em ratos, demonstrou reducéo dos niveis de serotonina no nucleo
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dorsal e medial da rafe associadas a desorganizacdo das camadas do cortex cerebral.
Uma das sequelas deste sinal clinico é o aumento do tbnus muscular, que em ratos
pode ser relacionado aos receptores serotoninérgicos 5-HT2a ligados a neurénios
motores amplamente distribuidos na medula espinhal (DOLY et al., 2004).

Algumas substancias podem auxiliar na diminuicdo dos prejuizos decorrentes
da microcefalia. Os polifendis, por exemplo, sdo substancias encontradas de forma
abundante nos vegetais (BARET et al., 2013) que possuem funcédo neuroprotetora
principalmente devido a sua acgdo antiinflamatoria e antioxidante (STEVANOVIC;
DIOUF; GARCIA-PEREZ, 2009; GOMEZ-PINILLA; NGUYEN, 2012). Isto porque
lesdes neuroldgicas podem advir da producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio danificando células, DNA, proteinas e lipidios, contudo o consumo de
substancias antioxidantes auxiliam na homeostase metabolica protegendo
componentes neuronais dos danos oxidativos (GOMEZ-PINILLA; NGUYEN, 2012).
Os polifendis ainda possuem capacidade de inibicdo da enzima monoamina oxidase
(MAO), que é responsavel pela degradacdo de monoaminas como a serotonina na
fenda sinaptica, portanto sua inibicdo tem como consequéncia a elevacao dos niveis
de 5-HT no cérebro (GOMEZ-PINILLA; NGUYEN, 2012). Um dos polifenois
responsaveis por esta acdo € o Kaempferol, um flavonol vastamente encontrado no
Brasil, e que vem frequentemente sendo estudado como antidepressivo devido a sua
interferéncia na MAO (SLOLEY et al., 2000); PARK et al., 2010).

Contudo, ha escassez na literatura de estudos que utilizem Kaempferol no
tratamento de alteracdes morfofuncionais caracteristicas da microcefalia no que se
refere a elementos chaves na avaliacdo da integridade do sistema neuro-musculo-
esquelético. Sendo assim, 0 objetivo do estudo sera avaliar as repercussdes do
tratamento neonatal com um polifenol (Kaempferol) sobre o peso corporal, peso dos
musculos e encéfalo, desenvolvimento murinometrico, maturacdo dos reflexos e

atividade locomotora em ratos expostos a um modelo experimental de microcefalia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PERIODO CRITICO DE SESENVOLVIMENTO E PLASTICIDADE DO SISTEMA
NERVOSO

Existem periodos do desenvolvimento do sistema nervoso que s&o
considerados de maior vulnerabilidade do organismo devido a um aumento da
atividade de eventos como neurogénese, migracdo celular, diferenciacao,
sinaptogénese (RICE; JR, 2000). Em humanos, este periodo inicia-se no ultimo
trimestre de gestacao e perdura até os trés ou quatro primeiros anos de vida (Mccance
e Widdowson, 1974), no rato, compreende a gestacdo e as trés primeiras semanas
de vida pos-natal (MILLER et al., 1978). Logo, condicbes ambientais desfavoraveis
gue venham a ocorrer durante o periodo da gestacdo por exemplo, podem ser
responsaveis em parte pelo risco de aparecimento de doencas em outras fases da
vida (RICE; JR, 2000).

Entre os insultos que atingem o periodo da gestacdo e podem acarretar no
surgimento de doencas mais tardiamente esta a desnutricdo (RICE; JR, 2000). Estudo
desenvolvido por RAVELLI, (1976) relacionou desnutricio na gestacdo ao
desenvolvimento de obesidade. Nos anos de 1944-1945 ocorreu um desastre que
ficou conhecido como a fome holandesa (Dutch famine), quando durante a Il guerra
mundial houve um longo periodo de fome que acarretou em grande numero de
gestantes desnutridas, o estudo de Ravelli revelou que dependendo do periodo de
exposicdo a desnutricdo os filhos destas gestantes eram mais propensos a
desenvolver obesidade (RAVELLI, et al., 1976).

Ja em ratas a desnutricdo proteica durante a gestacao e lactacdo demonstrou
reducédo de peso da prole aos 21 dias, caracteristicas fisicas e reflexos atrasados na
prole (Smart and Dobbing, 1971). Outro estudo que induziu desnutricdo através de
dois diferentes métodos, o primeiro pela manipulacdo do tamanho da ninhada e o
segundo por desnutricdo materna, observou um retardo do crescimento cerebral na
prole e atribuiu isso a uma interferéncia na proliferacéo celular e reducao da populacéo
de células no cérebro, reforcando a ideia de periodo critico para o desenvolvimento
do sistema nervoso (ALTMAN; DAS; ANDERSON, 1971). Porém o organismo possui

habilidade para reagir as agressdes ambientais, através de modificacdes
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neuroquimicas e morfofisiologicas, sendo este fendmeno chamado de plasticidade
fenotipica (HALES and BARKER, 1992; HALES; BARKER, 2001).

A plasticidade fenotipica representa as respostas de organismos a diferentes
condicdbes ambientais que geram uma série de fendtipos distintos (estados
morfolégicos ou fisiol6gicos) potencialmente expressos por um genoétipo ( WEST-
EBERHARD, 2005; GLUCKMAN; HANSON, 2017). A plasticidade esta, pois,
susceptivel a influéncia dos genes (genoma individual) e do ambiente (variagdo do
fendtipo). O sistema nervoso por exemplo, pode ser afetado pela interacdo organismo-
ambiente, e modificacdes na estrutura e funcdo deste sistema podem ser resultado
desta interacdo, este evento € denominado de plasticidade neural e pode ocorrer em
todo o estagio de desenvolvimento (PHELPS, 1990).

Estudos sobre a plasticidade do sistema nervoso podem ser divididos entre
aqueles que focam na manipulacdo do ambiente e avaliam mudancas morfolégicas
neurais, sendo denominados de estudos sobre a plasticidade neural, e aqueles que
focam em mudancas comportamentais decorrentes de lesdes no sistema nervoso,
denominados de estudos sobre a recuperacédo de funcédo (KOLB & WHISHAW, 1989).

Segundo KOLB & WHISHAW, (1989) mecanismos de plasticidade cerebral se
enquadram em trés categorias gerais: anatdmicas, neuroquimicas e metabdlicas. A
plasticidade anatdmica diz respeito a habilidade das sinapses para modificar sua
prépria atividade, através da germinacdo de axonios, regeneracao ou expansao de
uma superficie dendritica, destacando mudancas estruturais; A plasticidade
neuroquimica relaciona-se com a capacidade que a sinapse tem de modificar sua
atividade através do aumento da sintese e liberacdo de neurotransmissores ou
elevacdo da resposta pos-sindptica destes neurotransmissores; A plasticidade
metabolica corresponde a alteracdes metabdlicas que ocorrem principalmente em
areas corticais, que podem ser tanto no mesmo hemisfério como contralateral as
lesdes corticais. Portanto desordens neurolégicas podem ser resultado de agressdes
ambientais durante o desenvolvimento do sistema nervoso (WHO, 2018; AZMITIA,
1994; UEDA; NISHIMURA, 1999; FURUKAWA et al., 2007).

A microcefalia, por exemplo, pode ser causada por infec¢des, exposicao a

guimicos téxicos, anormalidades genéticas e desnutricdo, bem como por lesbes pré e
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perinatais no encéfalo em desenvolvimento gerando repercussées duradouras
precoces e/ou tardias sobre o desenvolvimento do individuo (WHO, 2018;
FURUKAWA, 2007; Ueda, 1999; Azmitia et al., 1994).

2.2 MICROCEFALIA

A Microcefalia € um sinal clinico caracterizado por malformacao congénita com
desenvolvimento inadequado do cérebro (DOLK, 1991; Ministério da Saude, 2016),
porém, ela também pode ocorrer apds 0 nascimento e pode se manifestar devido a
interrupcdes no crescimento cerebral. E provavel que a microcefalia congénita seja
resultado da diminuicéo na producéo de neurdnios enquanto que a microcefalia pos-
natal seria provocada pela reducdo da conexao/atividade dendritica de um numero
normal de neurénios (WOODS, 2004).

Segundo a OMS, a microcefalia € considerada um evento raro em todo o mundo
(WHO, 2018). No Brasil, onde também é considerada uma condi¢éo rara, foi estimada
a presenca de 1,98 casos por 10.000 nascidos vivos entre 1982 e 2013 (ECLAM,
2015). Contudo, em 2015 houve um aumento significativo no nimero de casos de
microcefalia no Brasil e a prevaléncia passou a ser de 5,46 casos por 10.000 nascidos
vivos (CABRAL et al., 2017)

Clinicamente, a microcefalia é representada por menor perimetro cefalico em
relacdo ao de outras criancas do mesmo sexo e idade (Dolk,1991; Ministério da
Saude, 2017). Criancas portadoras de tal sinal clinico podem desenvolver
incapacidade intelectual, convulsfes e incapacidades fisicas com aumento do ténus
muscular (FLOR et al., 2017; Ministério da Saude, 2017). Criancas com microcefalia
frequentemente apresentam um atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM)
com controle cervical prejudicado, espasticidade de tronco ou membros,
encurtamento muscular, alteracdes de reflexos, ineficiente manutencéo da postura
sentada e dificuldade de apoio para engatinhar (BARATA, et al. 2018). Estudo
observacional sobre DNPM em portadores de microcefalia pelo virus ZIKA, identificou
atraso no DNPM e aumento do ténus muscular dessas criangas (FLOR et al., 2017).

Isto pode acontecer devido a fatores neurogénicos ainda ndo conhecidos que afetam
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trato corticoespinhal e neurdnios motores, levando a diminuicdo dos movimentos
(MOORE et al., 2017).

O diagnéstico de Microcefalia pode ser realizado precocemente através da
ultrassonografia fetal, sendo a melhor possibilidade de diagnéstico a realizacéo deste
exame no final do segundo trimestre ou no terceiro trimestre da gestacdo (WHO,
2018). Apos o nascimento, a circunferéncia da cabeca do recém-nascido deve ser
mensurada nas primeiras 24h e comparada com padrbes de crescimento
estabelecidos pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2018).

Modelos experimentais de microcefalia j& sdo bem estabelecidos no meio
cientifico (UEDA, 1999; FUNASHI, 1992; FURUKAWA, 2007). Porém um novo modelo
experimental utilizando o virus ZIKA como indutor de microcefalia tem surgido (MINER
et al., 2016). Estudo conduzido por Miner et al, 2016, que utilizou dois modelos
experimentais com camundongos. Um modelo mais severo que nao continha a
sinalizacdo de interferon tipo 1 (Ifnarl) (proteina que interfere na replicacéo de virus,
bactérias) e outro menos severo que recebeu um anticorpo que bloqueia a acdo do
Ifnar, onde inoculou-se o virus ZIKA por via subcutanea nos dias embrionarios 6 ou 7
(MINER et al., 2016). O primeiro modelo resultou em morte fetal enquanto o segundo
demonstrou restricdo de crescimento intrauterino e infeccao viral na cabeca dos fetos
durante um periodo chave para o neurodesenvolvimento, demonstrando relacéo entre

sindrome fetal e infeccao pelo virus ZIKA (MINER et al., 2016).

Algumas drogas como a cocaina também podem levar a microcefalia (AZMITIA,
1994). Um estudo experimental demonstrou que as ninhadas de ratas que receberam
cocaina no 13°dia embrionario apresentavam retardo do crescimento somatico e do
cérebro, além da significante reducdo do peso do cérebro e do corpo quando
comparadas ao grupo controle (AZMITIA, 1994). Neste estudo, os autores atribuem o
desenvolvimento da microcefalia a diminuicdo do crescimento de fibras neuronais e
diferenciacao no cortex (AZMITIA, 1994).

Farmacos também possuem a capacidade de induzir a microcefalia em ratos,
um deles é o Busulfan® (Furukawa, 2007), que é um agente alquilante, portanto tem a
habilidade de alquilar proteinas e acidos nucléicos nao permitindo a leitura correta do
cbdigo de DNA (BUGGIA et al., 1994).
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A administracdo de Busulfan® na dose de 10mg/kg, intraperitonealmente, nos
12°, 13° e 14° dias de gestagdo em ratas, demonstrou que os fetos das gestantes que
receberam o medicamento apresentaram microcefalia e microftalmia (reducéo do
volume do olho) (FURUKAWA, 2007). A possivel explicacdo seria o aumento de
namero de células apoptéticas na camada medial e dorsal do neuroeptélio bem como
a reducéo de sua atividade mitética (FURUKAWA, 2007). Postula-se que o Busulfan®
atuaria prejudicando o ciclo celular (periodo que antecede a entrada da célula para a
mitose), aprisionando as células entre as fases G1 e G2 do ciclo, o que levaria ao
aumento da apoptose e inibicdo mitética no neuroeptélio (FURUKAWA, 2007). Estudo
recente realizado pelo nosso grupo de pesquisa que utilizou Busulfan® seguindo
modelo de Furukawa, (2007), observou que a prole das gestantes que receberam a
medicagao apresentaram microcefalia, atraso dos reflexos e caracteristicas fisicas e
diminuigdo nos parametros morfométricos do cortex somatossensorial e motor ao 28
DPN (GOUVEIA et al., 2020). Sendo assim, o Busulfan® durante a fase gestacional

pode ser associado ao modelo experimental de microcefalia.

2.3 MICROCEFALIA E SEROTONINA (5-HT)

O inicio da expressao fenotipica do sistema serotoninérgico se da entre o 11°
ou 12° dia e o 15° dia de vida embrionaria (LAUDER, 1990). Logo ap0s seu
surgimento, 0s neurbnios serotoninérgicos projetam-se através do encéfalo para
modular primariamente a maturacdo de outros circuitos neuronais e fazer contatos
sinapticos funcionais precoces (OGAWA; MIYATA, 1995). A combinacdo entre o
aparecimento precoce dos neurdnios serotoninérgicos e sua larga distribuicdo nos
terminais receptores aponta para o0 papel chave da serotonina (5-HT) no
desenvolvimento encefdlico, na auto-regulacdo destes terminais receptores
(WHITAKER-AZMITIA, 2001) e na diferenciacdo neuronal bioquimica e morfologica
(LAUDER, 1990).

Dada sua importancia no encéfalo imaturo, a 5-HT pode ser considerada
como um fator essencial para o crescimento e regulacéo do cérebro fetal ( WHITAKER-

AZMITIA, 2010). Inicialmente, a 5-HT atua de forma autoregulatoria agindo na
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formacdo de seus proprios neurdnios e, posteriormente, participa de eventos como
neurogénese/neuroprotecao, gliogénese, migracdo, diferenciagdo e maturacéo
neuronais (WHITAKER-AZMITIA, 2010). Devido a sua pariticipagcdo em processos
essenciais para o desenvolvimento encefalico, qualquer disturbio na disponibilidade
sinaptica de serotonina pode ter consequéncias na maturacdo deste Orgao
(WHITAKER-AZMITIA, 2010; VELASQUEZ; GOEDEN; BONNIN, 2013).

A inducdo de microcefalia em ratos também demonstrou alteracdes
morfologicas e funcionais de fibras serotoninérgicas no cértex somatossensorial bem
como hiper inervacado de fibras serotoninérgicas corticais, houve ainda aumento no
padrao de distribuicdo das fibras serotoninérgicas e atraso na liberacdo de 5-HT no
cortex somatossensorial, 0 que indica a presenca de alteracbes morfoldgicas e
funcionais no sistema serotoninérgico (UEDA; NISHIMURA, 1999). Outro estudo que
induziu microcefalia em ratos verificou que esses animais apresentavam diminuicao
nos numeros de neurbnios serotoninérgicos e déficit na sua morfologia dendritica
neuronal nos nucleos dorsal e medial da rafe (FUNAHASHI; INOUYE; YAMAMURA,
1992). Tais alteracbes foram associadas a desorganizacdo das camadas do coOrtex
cerebral e a distribuicdo anormal de projecdes e terminais de 5-HT no cortex visual
(FUNAHASHI; INOUYE; YAMAMURA, 1992). Em contrapartida, estudos
experimentais que induziram microcefalia em ratos observaram que a administracao
do agonista do receptor de serotonina 5-HT1afoi capaz de reverter este quadro através
da liberacdo do fator tréfico S-1008 diminuindo o atraso no crescimento encefalico
(AZMITIA et al., 1994).

Dessa forma, o cortex cerebral é uma das regides que sofrem influencia da
serotonina, pois recebe projecdes axonais de neuronios serotoninérgicos localizados
nos nucleos da rafe (VITALIS; PARNAVELAS, 2003). A participacdo da 5-HT em
eventos importantes para o desenvolvimento do cortex como proliferacdo, migracao e
apoptose demonstra a importante contribuicdo do sistema serotoninérgico na
formacdo de circuitos corticais (VITALIS, PARNAVELAS, 2003). Entretanto, a
serotonina ndo esta apenas relacionada a ontogénese e maturacdo encefalicas, este
neurotransmissor também influencia o sistema muscular que parece estar prejudicado
em microcefalicos (KAWASHIMA, 2017).
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A participagéo da 5-HT no controle motor tem sido estudada desde 1962 onde
ha relatos da diminui¢cdo da 5-HT no cérebro de individuos com doenca de Parkinson
(BARBEAU, 1962). O sistema serotoninérgico pode modular acées motoras atravées
da interacdo simultdnea com regides responsaveis pelo controle motor como nucleos
da base, cerebelo e medula espinhal (KAWASHIMA, 2017). Nos ndcleos da base, a
5-HT é capaz de inibir ou bloguear proje¢cBes glutamatérgicas localizadas na
substancia nigra. Estas projecdes sdo responsaveis por regular os neurbénios gaba,
gue disparam picos de alta freqiiéncia que serdo convertidos em comandos motores
(DING, 2013). A 5-HT também participa de forma importante na medula espinhal,
Ganzer et al, (2018) demonstraram que animais com lesédo medular tém sua atividade
locomotora prejudicada. A medula espinhal recebe projecdes de fibras
serotoninérgicas e, quando as mesmas sao afetadas durante lesdo deste seguimento,
h& alteracéo na regulacéo dos receptores de 5-HT (5-HTRs) (GANZER et al., 2018).

Adicionalmente, a serotonina ainda pode atuar sobre redes do gerador de
padrdo central, que sdo responsaveis por gerar atividades motoras ritmicas basicas
para a locomocao. Receptores de 5-HT podem funcionar de forma antagbnica sobre
redes locomotoras em camundongos neonatos, enquanto os receptores 5-HT2A/7 tem
funcdo excitatoria, os receptores 5-HT1-A/B possuem funcéo inibitoria sobre estas
redes, ja em roedores maduros a serotonina passa a ter predominantemente um papel
excitatério (HACHOUMI, 2019). Além disso a serotonina pode modificar acdes
motoras por meio da interacdo com a dopamina (SASAKI-ADAMS; KELLEY; PH,
2001). Estudo experimental mostrou que injecdes de 5-HT intra-accumbens foi capaz
de aumentar a atividade motora em ratos e esta atividade foi atenuada pela
administracdo de antagonistas da dopamina (SASAKI-ADAMS; KELLEY; PH, 2001).

Dessa forma, dada a relevancia do sistema serotoninérgico para processos
relacionados ao desenvolvimento encefalico e a coordenacdo da funcdo muscular,
bem como dada a presenca de alteracBes deste sistema em organismos que
apresentam microcefalia, o tratamento com compostos neuroprotetores e
moduladores do sistema serotoninérgico, como polifendis, pode representar uma

alternativa de tratamento para este sinal clinico.
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2.4 POLIFENOIS E SEROTONINA

Polifendis sdo compostos organicos encontrados principalmente em plantas
(CORY et al., 2018; MANACH et al., 2004). Estes compostos sdo metabdlitos
secundarios das plantas e exercem uma gama de a¢des sobre o organismo humano
tendo reconhecida fungdo como compostos antioxidantes e antiinflamatérios (CORY
et al, 2018; MANACH et al, 2004). O efeito dos polifendis para a saide humana tem
sido amplamente estudado, apresentando ag&o preventiva ou terapéutica em doencgas
cardiovasculares, distarbios neurodegenerativos, cancer e obesidade (MANACH et al,
2004; CORY et al, 2018; LAGOA et al, 2009) .

A depender de sua estrutura quimica, os polifendis podem ser classificados,
nos seguintes grupos: estilbenos, acidos fendlicos, lignanas e flavonoides (MANACH
et al, 2004). Os flavonoides ainda podem ser subdivididos nas subclasses flavondis,
flavonas, flavononas, isoflavonas, antocianidinas e flavonois (catequinas e
proantocianidinas) (MANACH et al, 2004). Os flavondis sdo os flavonoides
encontrados em maior quantidade nos alimentos, sendo o kaempferol e a quercetina
0s principais representantes desta subclasse. Estes compostos estdo presentes na
cebola, couve, alho poro e brocolis (MANACH et al, 2004).

Estudos experimentais tém demonstrado que o uso de polifendis pode alterar
0s niveis de serotonina através da sua funcédo antioxidante e pela inibicdo da
monoamina oxidase (MAO), (MITRA, 2000; BANDARUK et al.,, 2012). No que
concerne a funcdo antioxidante, enzimas imprescindiveis para a sintese de
monoaminas cerebrais como triptofano hidroxilase (TPH) e tirosina hidroxilase (TH)
parecem ser suscetiveis a danos oxidativos (MITRA, 2000). Em contrapartida,
polifendis protegem o sistema serotoninérgico contra oxidacdo (SARUBBO et al.,
2017). Tratamento crénico com resveratrol em ratos idosos promoveu aumento na
sintese de serotonina, dopamina e noradrenalina, o contetddo de 5-HT foi aumentado
no hipocampo e corpo estriado, enquanto a dopamina aumentou apenas no estriado
e a noradrenalina exclusivamente no hipocampo, devido ao efeito protetivo do
resveratrol sobre as enzimas TPH e TH contra a oxidacao natural do envelhecimento

(SARUBBO et al., 2017). Adicionalmente a elevacdo nos niveis de serotonina também
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pode ser explicada pela capacidade dos polifendis em diminuir a atividade da MAO
(BANDARUK et al.,, 2012). A MAO é uma enzima mitocondrial responsavel pela
degradacdo de monoaminas na fenda sinaptica, devido ao seu papel de catalisar a
desaminacdo oxidativa de aminas biogénicas e xenobibticas (NABAVI et al, 2015;
BANDARUK et al, 2012). Existem dois tipos de MAO: MAO-A que oxida principalmente
serotonina, epinefrina e norepinefrina e MAO-B que oxida dopamina (BANDARUK et
al, 2012). Os flavonoides estao entre os principais polifendis inibidores da MAO
(BANDARUK et al, 2012).

A quercetina € um dos flavonéis que possuem acdo inibitoria sobre a
atividade da MAO (BANDARUK et al., 2012). Estudo com o objetivo de avaliar a
importancia da quercetina e outros flavonoides na modulacdo da atividade da MAO-
A, através da medicao da formacé&o do produto de desaminacao oxidativa de 5-HT no
cérebro de camundongos, verificou que a luteolina e quercetina foram eficazes
inibidores da MAO-A (BANDARUK et al.,, 2012). A quercetina ndo demonstrou
atividade inibitéria da MAO-A no intestino delgado, indicando que ela pode ndo possuir
efeito colateral ao contrario de algumas drogas antidepressivas inibidores da MAO
(BANDARUK et al., 2012). Adicionalmente, um estudo in vitro que utilizou os
flavonoides antocianinas em enzimas MAO A e B humanas expressas em células de
insetos infectadas com baculovirus observou inibicdo destas duas enzimas o que pode
ser associado a prevencéao de patologias neuronais (DREISETEL et al, 2009).

O kaempferol, flavondide presente em extratos de folhas de Ginkgo Biloba
também funciona como um inibidor da monoamina oxidase, principalmente a MAO-A
gue tem preferéncia por substrato de serotonina (SLOLEY et al., 2000). O Kaempferol
também foi capaz de prevenir a neurotoxicidade induzida por N-metil-d-aspartato
(NMDA) in vitro em culturas corticais de rato (SLOLEY et al, 2000). Outro trabalho que
utilizou kaempferol para avaliar o seu potencial efeito inibitério da monoamina oxidase
A e B humanas demonstrou que kaempferol foi um potente inibidor da MAO-A, mas
ndao MAO-B (GIDARO et al.,, 2016). O kaempferol também apresentou acao
neuroprotetora em estudo conduzido por LAGOA, et al. (2009) onde as doses de 14mg
e 21mg deste flavonol reverteram total ou parcialmente a neurodegeneracao induzida

pelo acido 3-Nitropropiénico no corpo estriado em ratos adultos, (LAGOA et al, 2009)
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Evidéncias recentes sugerem que as variagoes na sinalizacéo da 5-HT podem
amplificar respostas ‘positivas’ em um organismo em desenvolvimento (BRUMMELTE
et al., 2016; BARROS et al., 2018). Neste caso, fatores que modificam a
disponibilidade de 5-HT, como é o caso dos polifendis, podem atuar como indutores
de ‘plasticidade’ ao invés de serem ‘fatores de risco (ZHEN et al., 2012; ZHAO et al.,
2015). Desta forma, a acao inibitéria do kaempferol sobre a monoamina oxidase A
gerando um aumento da disponibilidade deste neurotransmissor na fenda sinaptica
poderia ser sugerida como uma estratégia terapéutica para atenuar os efeitos
tratamento farmacolégico gestacional com Busulfan® em modelo experimental de

microcefalia.
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3 HIPOTESE

O tratamento neonatal com kaempferol reduz os danos em prole de ratos
submetida a um modelo experimental de microcefalia, decorrente da administracao

de Busulfan® durante a gestagéo.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar as repercussdes do tratamento neonatal com o polifenol (Kaempferol)
sobre o peso corporal e encefalico, desenvolvimento murinométrico, ontogénese de
reflexos e atividade locomotora em prole de ratos submetida ao tratamento

farmacolégico com Busulfan® durante a gestacao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar em ratos submetidos ao tratamento farmacolégico com Busulfan®

durante a gestacéao e posterior tratamento neonatal com Kaempferol:
1) Peso corporal

2) Indicadores murinomeétricos do desenvolvimento;

3) Ontogénese de Reflexos;

4) Atividade locomotora;

5) Peso dos musculos e encéfalo;
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5 METODOS
5.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi executado no Laboratério de Estudos em Nutricdo e
Instrumentacdo Biomédica (LENIB) e na Unidade de Estudos em Nutricdo e
plasticidade Fenotipica, localizados no Departamento de Nutricdo, Centro de Ciéncias
da Saude (CCS) da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, em Recife.

5.2 ANIMAIS

Foram utilizados 18 ninhadas de ratos da linhagem Wistar (espécie Rattus
Novergicus Albinus), originarios de 18 ratas Wistar adultas e 9 ratos Wistar adultos
gue foram postos para acasalamento na propor¢cdo de 2 fémeas para 1 macho,
provenientes do biotério do Departamento de Nutricdo da UFPE, mantidos a
temperatura de 22 + 2°C, ciclo claro-escuro de 12/12 horas e livre acesso a agua e

alimentacéo.

As progenitoras obedeciam a alguns critérios de inclusdo como: Ratas entre 90
e 120 dias de vida, sem parentela e peso entre 220g e 250g. Para machos o critério
de incluséao foi: idade acima de 90dias. Os critérios foram estabelecidos para que 0s

filhotes ndo sofressem influencia genética e/ou fisiologica.

O protocolo de manipulacéo e bem-estar dos animais seguiu as orientacées da
Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais em atividades de ensino ou
de pesquisa cientifica (DBCA), lancada pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFPE, processo n°0006/2018.

5.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As ratas foram postas para acasalamento e a gestacéo foi confirmada através
da técnica de esfregaco vaginal sendo considerado o 1° dia da gestacdo, aquele
guando foram encontrados espermatozoides no esfregaco e no qual foram formados

dois grupos de gestantes: O grupo Controle (C, n=10) que recebeu o veiculo azeite
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de oliva, administrado via intraperitoneal (0,5 ml/100 g de peso corporal, i.p.) e o0 grupo
Microcefalia (M, n=8) que recebeu Busulfan (Sigma®, 10 mg/kg, 0,5mL/100g de peso
corporal, i.p.), suspenso em azeite de oliva. As ratas foram tratadas diariamente do
12° ao 14° dias gestacionais, fase inicial de desenvolvimento do cortex cerebral e
sistema serotoninérgico (DESESSO, 2005). Esta dose foi previamente relatada como
sendo efetiva para induzir microcefalia em estudo dose/resposta (Furukawa et al.
2007). No 1°dia p6s-natal (DPN), as ninhadas foram compostas pela nutriz e 8 filhotes
preferencialmente machos. A ninhada foi completada com fémeas caso o niumero de
filhotes machos néo fosse suficiente. Em cada ninhada, 4 filhotes receberam solucéo
de veiculo DMSO (1ml DMSO a 2,4% em solucao salinai.p.) ou Kaempferol (14mg/kg,
DMSO 2,4% v/v em solucéo salinai.p.). Esta dose foi utilizada em estudo prévio, e foi
capaz de proteger contra neurodegeneracao estriatal em ratos jovens (Lagoa et al,

2009), formando os subgrupos:

e Controle + Veiculo (C+V);
e Controle + Kaempferol (C+K);
e Microcefalia + Veiculo (M+V);

e Microcefalia + Kaempferol (M+K).

Os tratamentos foram realizados do 3° ao 7° DPN. No 22° DPN, os filhotes foram
desmamados e mantidos em gaiolas contendo 3-4 animais por gaiola até os 45 dias

de vida, de acordo com o desenho experimental abaixo (Figural)



DESENHO EXPERIMENTAL:

Figura 1- Desenho Experimental
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5.4 ANALISES EXPERIMENTAIS:

5.4.1 Peso Corporal e Peso Encefdlico:
Os filhotes tiveram o peso corporal aferido diariamente durante a lactacédo (1° ao

21° DPN) bem como aos 30 dias de vida em balanca de precisdo marte modelo

BL3200H. O peso do encéfalo foi aferido no 45° DPN logo ap06s a decaptacao.

5.4.2 Estudo dos Indicadores Murinométricos do Desenvolvimento:

Os filhotes machos foram avaliados no 1°, 3°, 6°, 9°, 12°, 15°, 18° e 21° DPN as
9h, com auxilio de um paquimetro digital (Jomaraca®) quanto as seguintes medidas:

eixo antero-posterior do cranio (EAPC), eixo latero-lateral do cranio (ELLC),

comprimento da cauda (CC) e eixo longitudinal (EL) (SILVA et al., 2005).
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Eixo Latero-Lateral do Cranio

Este eixo foi classificado como a linha imaginaria perpendicular ao eixo do
cranio, passando pelo centro dos pavilhdes auriculares. O pesquisador segurou 0
animal com uma das maos, prendendo a cabeca deste entre o indicador e o polegar.

A medida do eixo foi realizada em milimetros (mm), (Fig. 2).

Figura 2 - Eixo Latero-lateral

Fonte: Barros (1999)

Eixo Antero-Posterior do Cranio

Para esta medida considerou-se a linha média que vai da extremidade do
focinho até o ponto de intercecdo com outra linha perpendicular imaginaria. O animal
foi contido pelo pesquisador com uma das méaos, onde a cabeca do mesmo foi mantida
entre os dedos indicador e o polegar. A medida foi realizada em milimetros (mm), (Fig.
2.1).

Figura 3 - Eixo Antero-posterior

Fonte: Barros (1999)
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Eixo Longitudinal

Para esta medida o pesquisador conteve o animal em decubito ventral com os
dedos anelar, médio e indicador. O focinho e a base da cauda eram marcados com
caneta, logo apés fazia-se a medida da distancia entre os pontos em milimetros (mm),
(Fig. 2.2).

Figura 4 - Eixo Longitudinal

Fonte: Barros (1999)

Comprimento da Cauda:

Nesta medida o avaliador segurou o0 animal com uma das maos posicionando
sua cauda sobre uma base plana e lisa (mesa), foi feita uma marcacdo com caneta

na extremidade da cauda e realizada a medida em mm (Fig.2.3).

Figura 5 — Comprimento da Cauda

Fonte: Barros (1999)
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5.4.3 Ontogénese de reflexos

Os filhotes machos foram analisados dos 1° ao 21° DPN as 14h, quanto ao
desenvolvimento dos reflexos de: preensdo palmar, recuperacdo de decubito,
colocacdo pelas vibrissas, aversdo ao precipicio, resposta ao susto, geotaxia
negativa, queda livre, bar holding (SMART e DOBBING, 1971a e FOX, 1965).

O dia da maturacéo do reflexo foi consolidado no primeiro dia de trés dias
consecutivos em que o animal realizava a resposta reflexa esperada, os instrumentos

utilizados serao descritos abaixo:
Preensao Palmar:

Com auxilio de um bastonete de metal de aproximadamente 5cm de comprimento
por 1mm de diametro, foi realizada uma leve aproximacao na palma da pata dianteira
esquerda do animal, a resposta foi positiva quando havia flexao rapida dos dedos apos

duas tentativas (Fig.3).

Figura 6 — Preensdo Palmar

{

Fonte: Barros (1999)

Recuperacédo de Decubito:

O animal foi colocado em decubito dorsal sobre uma superficie plana (mesa). Foi
considerado resposta positiva, quando o animal girou o corpo e assumiu o decubito

ventral apoiado nas quatro patas, num periodo maximo de 10s (Fig. 3.1)
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Figura 7 — Recuperacao de Decubito

Fonte: Barros (1999)
Colocacéo Pelas Vibrissas:

O avaliador suspendeu o animal pela cauda de tal forma que suas vibrissas tocaram
levemente a borda de uma mesa. A resposta foi positiva, quando o animal, no tempo
maximo de 10s, colocou as patas anteriores sobre a mesa tentando caminhar (Fig.
3.2).

Figura 8 - Colocagéo Pelas Vibrissas

Fonte: Barros (1999)

Resposta ao Susto:

Com o auxilio de um bastdo metalico sobre um recipiente (4,5 cm de diametro x
6 cm de altura) também metalico e oco, o animal foi submetido a um estampido agudo.
A resposta foi positiva quando o rato realizava a retracédo e imobilizacdo do corpo de

forma simultanea e rapida, caracterizando o susto (Fig.3.3).
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Figura 9 — Resposta ao Susto

Fonte: Barros (1999)

Aversdo ao Precipicio:

As patas dianteiras do animal foram colocadas sobre a borda de uma superficie
plana e alta (mesa) de maneira a detectar o precipicio. A resposta positiva foi
considerada quando o animal, no tempo maximo de 10s, deslocou 450 do precipicio,

caracterizando a aversao (Fig. 3.4).

Figura 10 — Aversao ao Precipicio

Fonte: Barros (1999)

Geotaxia Negativa:

O animal foi colocado no centro de uma rampa de 45° de inclinacéo revestida
com papel crepom, com a cabeca no sentido descendente. A resposta reflexa foi
considerada positiva quando o animal, num periodo maximo de 10s, voltou-se
completamente, girando o corpo em aproximadamente 1400, posicionando a cabeca

em sentido ascendente (Fig. 3.5).
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Figura 11 — Geotaxia Negativa

Fonte: Barros (1999)

Queda Livre:

O avaliador segurou o rato pelas quatro patas com o dorso voltado para baixo, a
uma altura de 30 cm (uma régua de 30 cm, perpendicular ao plano serviu como guia).
O animal foi entdo solto e observado sua queda livre sobre um leito de algodé&o (30 x
12 cm). A resposta foi positiva, quando o animal girou completamente o corpo,
voltando o ventre para baixo, caindo na superficie apoiado sobre as quatro patas
(Fig.3.6).

Figura 12 — Queda Livre

Fonte: Barros (1999)
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Bar Holding:

O animal era colocado em cima de uma régua com 10cm de distancia da
superficie, a resposta foi positiva se em 10s o animal conseguia se equilibrar na régua

sem cair (Fig.3.7).

Figura 13 — Bar Holding

Fonte: Barros (1999)

5.4.4 Atividade Locomotora:

A atividade locomotora foi realizada nos filhotes machos as 10h no 8°, 14°, 17°,
21° e 30° DPN. Neste estudo foi seguido o protocolo descrito por Aragéo et al., 2011,
para este teste foram considerados apenas ratos machos. Cada animal foi colocado
individualmente no centro do campo aberto e teve seu deslocamento gravado durante
5 minutos. Os parametros analisados foram: distancia total, distancia real,
deslocamento rotacional, velocidade média, poténcia média, tempo de imobilidade,

namero de paradas, tempo parado/n° de paradas.

Um sistema de monitoramento em campo aberto circular (d1m) foi usado,
delimitado por paredes de 30 cm de altura, com superficies internas de cor preta e em
sua base uma superficie de EVA (etil vinil acetato) também preta, de forma que fosse
obtido um contraste entre o animal e o campo usado. Uma camera digital (VTR® 6638-
CCTV System), com um sensor de infravermelho e LED de iluminacéo, fixada no teto
a uma distancia de 2,65m do solo e posicionada verticalmente ao centro do campo
para filmar o animal enquanto este se movimentar. A cAmera apresenta resolugéo de

420 linhas, velocidade de 1/60 e 1/100 s e sua sensibilidade permite registrar imagens
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com iluminacdo minima de até 0,1 lux. Para as filmagens foi utilizado o software Ulead
VideoStudio® (ARAGAO et al., 2011).

Figura 14 - A - Representacao esqueméatica do Campo Aberto e do sistema de
monitoramento; B — Camera digital utilizada no registro das filmagens; C - 8: Imagem

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

—

o

Fonte — Aragéo et al., (2006).

5.4.5 Estatistica

Para comparacao entre os diferentes grupos, foi empregada a Andlise de Variancia
(ANOVA) para dados paramétricos. O teste de normalidade utilizado foi Shapiro-Wilk.
Para analisar o peso corporal, peso dos tecidos, reflexos, medidas murinométricas e
atividade locomotora foi utilizado o Teste Two Way ANOVA, Tukey Pos Teste. Os
dados foram expressos em médiatdesvio padrdo. Em todos os casos a significancia
estatistica foi considerada, admitindo-se um nivel critico de 5%. A analise dos dados

foi realizada por meio do programa estatistico GraphPad Prism ® (Graph Pad
Software, Inc, 2007, versao 6.0).
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6 RESULTADOS
6.1 PESO CORPORAL

N&o houve diferenca entre os grupos experimentais em relacdo ao peso
corporal dos filhotes machos [F(3,32) =0.47] (fig.15) durante a lactacdo. Da mesma
forma os tratamentos néo alteraram o peso corporal de machos da prole aos 30 dias,
respectivamente [F(1,32) =1.70] (fig.16).

Gréfico 1 - Peso Corporal (1° ao 21° DPN)
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Grafico 1. Peso Corporal na Lactacdo (1° ao 21° DPN) (A) Machos. Ratas Wistar gestantes
receberam do 12° ao 14° dia de gestacéo inje¢cdo de azeite para compor o Grupo Controle (C, 0,5
ml/100g de peso corporal, i.p., N=10 ninhadas) ou injecdo de Busulfan® diluido em azeite para compor
0 Grupo Microcefalia (M, 10 mg/kg, 0,5mL/100g de PC, i.p., N=8 ninhadas). Do 3° ao 7° DPN, para
ambos os grupos experimentais, metade da ninhada (n=4filhotes) foi tratada com veiculo DMSO (1ml
DMSO 2,4% em solucdo salina) constituindo os subgrupos experimentais: C+V e M+V ou Kaempferol
(14mg/kg, DMSO 2,4% viv em solucdo salina), constituindo os subgrupos experimentais: C+K, e
M+K. Dados expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, pés-teste de Tukey.
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Gréfico 2 - Peso Corporal aos 30 dias
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Gréfico 2: Peso Corporal aos 30 dias (A) Machos. Ratas Wistar gestantes receberam do 12° ao 14°
dia de gestacao injecdo de azeite para compor o Grupo Controle (C, 0,5ml/100g de peso corporal, i.p.,
N=10 ninhadas) ou inje¢do de Busulfan® diluido em azeite para compor o Grupo Microcefalia (M, 10
mg/kg, 0,5mL/100g de PC, i.p., N=8 ninhadas). Do 3° ao 7° DPN, para ambos 0s grupos experimentais,
metade da ninhada (n=4 filhotes) foi tratada com veiculo DMSO (1ml DMSO 2,4% em solucéo salina)
constituindo os subgrupos experimentais: C+V e M+V ou Kaempferol (14mg/kg, DMSO 2,4% viv em
solucdo salina), constituindo os subgrupos experimentais: C+K, e M+K. Dados expressos em MD+DP:
Two Way ANOVA, pos-teste de Tukey.
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6.2 INDICADORES MURINOMETRICOS DO DESENVOLVIMENTO

As medidas murinométricas mensuradas foram utilizadas para analisar
crescimento somético no periodo da lactagédo. A microcefalia provocou interagdo entre
0S grupos experimentais nos seguintes parametros: Eixo latero-lateral do cranio
[F(3,24) =7.23] (p=0.001) e comprimento da cauda [F(3.22) =8.104] (P=0.0008).

A prole de machos do grupo M+V apresentou menor eixo antero-posterior do
cranio (EAPC) quando comparado ao controle C+V no 1° (C+V=20.06%£0.89; n=7 vs
*M+V=18.29+0.77; n=7) (P=0.01) e no 21° DPN, (C+V=38.08%£2.90; n=7 vs
*»*M+V=35.68+2.13; n=7) (P=0.0001). O grupo C+K também apresentou diminuicao
do EAPC com relacdo ao grupo C+V no 21° dia (C+V=38.08+2.90; n=7 vs
*C+K=36.49+1.12; n=8) (P=0.01). O eixo latero-lateral do cranio (ELLC) do grupo M+K
foi menor que o do grupo C+K nos seguintes dias de lactacéo: 1° (C+K=10.27+0.25;
n=7 vs *M+K=9.55+0.23; n=7) (P=0.01); 6° DPN (C+K=12.82+0.32; n=7 vs
*M+K=12.00+0.36; n=7) (P=0.01); 15° (C+K=16.12+0.27; n=7 vs *M+K=15.34+0.41;
n=7) (P=0.01) e no 21° (C+K=17.29+0.28; n=7 vs *M+K=16.59+0.67; n=7) (P=0.01).
Ja no 12° DPN, o grupo M+K apresentou diminuicdo do ELLC em comparacdo com o
grupo M+V (M+V=16.76+0.93; n=7 vs *M+K=16.59+0.67; n=7) (P=0.01) (fig.19).

Os animais do grupo M+V apresentaram menor comprimento da cauda que 0s
do grupo C+V no 9° (C+V=37.76+1.10; n=7 vs *M+V=33.84+2.97; n=6) (P=0.01) e 21°
DPN (C+V=63.90+3.38; n=7 vs *M+V=58.87+4.31; n=6) (P=0.001). Adicionalmente,
0 grupo M+K obteve menor comprimento de cauda que o grupo C+K no 15° (C+K=
50.96+1.99; n=7 vs *M+K= 46.83+3.06; n=6) (P=0.01) e 21° DPN (C+K= 62.7+2.81;
n=7 vs **M+K= 57.26+1.45; n=6) (P=0.0001) (fig.17).
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Gréfico 3 - Indicadores Murinométricos do Desenvolvimento (1° ao 21° DPN)
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Grafico 3: Indicadores Murinométricos do Desenvolvimento de ratos machos no 1°, 3°, 6°, 9°,
12°, 15°, 18° e 21° DPN: (A) Eixo Antero Posterior do Cranio, (B) Eixo Latero-Lateral do Cranio,
(C) Eixo Longitudinal, (D) Comprimento da Cauda. Ratas Wistar gestantes receberam do 12° ao 14°
dia de gestacgéo injecdo de azeite para compor o Grupo Controle (C, 0,5 ml/100g de peso corporal, i.p.,
N=10 ninhadas) ou injecdo de Busulfan® diluido em azeite para compor o Grupo Microcefalia (M, 10
mg/kg, 0,5mL/100g de PC, i.p., N=8 ninhadas). Do 3° a0 7° DPN, para ambos 0s grupos experimentais,
metade da ninhada (n=4filhotes) foi tratada com veiculo DMSO (1ml DMSO 2,4% em solu¢éo salina)
constituindo os subgrupos experimentais: C+V e M+V ou Kaempferol (14mg/kg, DMSO 2,4% v/iv em
solucdo salina), constituindo os subgrupos experimentais: C+K, e M+K. Dados expressos em MD+DP:
Two Way ANOVA, pos-teste de Turkey. *P=0.01; *P=0.001; ***P=0.0001, * Representa a diferenca
entre os grupos C+K e M+K, ® diferenca entre C+V e M+V, & diferenca entre C+V e C+K, # diferenca

entre M+V e M+K.
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6.3PESO DOS TECIDOS

O peso dos tecidos aos 45 DPN revelou interagao entre os grupos induzida pelo
tratamento com Busulfan® apenas quando analisado o peso do encéfalo [F(1,26)
=10.01] (P=0.0039). A comparagéo entre 0s grupos experimentais revelou unicamente
diferencas entre os grupos M+K e C+K (C+K=1.673+0.061; n=9 vs
*M+K=1.421+0.2002; n=6) (P=0.01) (Tab. 1). O peso relativo nao verificou diferengas

entre oS grupos.

Tabela 1 - Peso absoluto dos Tecidos no 45° DPN

Tecidos (mg) C+V(n=9) C+K (n=9) M+V (n=6) M+K (n=6)
Encéfalo (mg) 1.56+0.20 1.67+0.06 1.42+0.18 1.42+0.20"
Séleo dir.(mg) 0.06+0.01 0.06+0.01 0.06+0.00 0.06+0.08
Séleo esq.(mg) 0.10+0.13 0.07+0.01 0.05+0.00 0.05+0.00
EDL dir. (mg) 0.08+0.09 0.05+0.01 0.05+0.00 0.05+0.00
EDL esq. (mg) 0.05+0.01 0.05+0.00 0.05+0.01 0.05+0.00

Dados expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, poés-teste de Turkey. *P=0.01; **P=0.001;
**+P=0.0001, # Representa a diferenca entre os grupos C+K e M+K.

Tabela 2 - Peso relativo dos Tecidos no 45° DPN

Tecidos C+V(n=9) C+K (n=9) M+V (n=6) M+K (n=6)
(mg*1000)

Encéfalo 10,59+ 1,51 10.28+0.85 10.51+1.20 10.84£1.25
Soleo dir. 0,39+ 0,07 0.39+0.03 0.44+0.03 0.46+0.04
Soleo esq. 0.80+0.99 0.43+0.06 0.44+0.04 0.44+0.04
EDL dir. 0.37+0.06 0.34+0.05 0.37+0.03 0.40+0.03
EDL esq. 0.34+0.06 0.36+0.04 0.37+£0.04 0.40+0.03

Dados expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, pés-teste de Turkey.
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6.4 ONTOGENESE DE REFLEXOS

A microcefalia no periodo neonatal promoveu interacdo entre os filhotes machos
gue compuseram 0S grupos experimentais [F(1,31) =24,09] (p<0.0001). Os grupos
M+V e M+K apresentaram retardo no desaparecimento do reflexo de preenséo palmar
em relagdo aos grupos C+V e C+K, respectivamente (CV=6.68+1.38;n=10 vs
*MV=8.45+0.84; n=7) (P=0.01), (CK==6.45+1.05, n=10 vs **MK=8.52+1.14, n=8)
(P=0.001). Para os reflexos de Colocacéao pelas vibrissas, Recuperacao de decubito,
Aversao ao Precipicio, Queda Livre, Resposta ao Susto, Geotaxia Negativa e Bar
Holding ndo houve efeitos das manipula¢ées com Busulfan® ou com Kaempferol entre

0S grupos experimentais (Fig.18).
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Gréfico 4 - Ontogénese de Reflexos (1° ao 21° DPN)
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Gréfico 4: Ontogénese de Reflexos do 1° ao 21° DPN em ratos machos: (A) Preensao Palmar, (B)
Colocacgéao pelas vibrissas, (C) Recuperacdo de decubito, (D) Aversédo ao precipicio, (E) Queda
livre, (F) Resposta ao susto, (G) Geotaxia negativa, (H) Bar holding. Ratas Wistar gestantes
receberam do 12° ao 14° dia de gestacéo inje¢cdo de azeite para compor o Grupo Controle (C, 0,5
ml/100g de peso corporal, i.p., N=10 ninhadas) ou injecdo de Busulfan® diluido em azeite para compor
0 Grupo Microcefalia (M, 10 mg/kg, 0,5mL/100g de PC, i.p., N=8 ninhadas). Do 3° ao 7° DPN, para
ambos os grupos experimentais, metade da ninhada (n=4filhotes) foi tratada com veiculo DMSO (1ml
DMSO 2,4% em solucéo salina) constituindo os subgrupos experimentais: C+V e M+V ou Kaempferol
(14mg/kg, DMSO 2,4% viv em solucdo salina), constituindo os subgrupos experimentais: C+K, e
M+K. Dados expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, pés-teste de Turkey. *P=0.01; **P=0.001;
***pP=0.0001, * Representa a diferenca entre 0s grupos.
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6.6 ATIVIDADE LOCOMOTORA

O grupo M+V percorreu uma maior distancia que o grupo C+V no 17° DPN (C+V=
15.18£11.30; n=10 vs *M+V=25.95+11.66; n=8) (P=0.01) e o grupo o grupo M+K
apresentou maior DPN
(C+K=13.68+7.915; n=10 vs **M+K=29.83+8.860; n=8) (P=0.0001). Em termos de
velocidade média, o grupo M+K foi mais veloz que o grupo C+K no 21° dia
(C+K=12+0.039; n=10 vs *M+K=0.16+0.037; n=8) (P=0.001). A poténcia média do
grupo M+K foi maior que a do grupo C+K no 21° DPN (C+K=0.22+0.152; n=10 vs
***M+K=0.72+0.383; n=8) (P=0.0001). O grupo M+V demonstrou menor tempo parado
que o grupo C+V no 17° DPN (C+V= 199.2+40.937; n=10 vs *M+V=150.9+32.992;
n=8) (P=0.01) (Tab. 3).

distancia percorrida que o grupo C+K no 21°

Tabela 3 - Atividade Locomotora nos dias 8, 14, 17, 21 e 30 DPN.

Parametros Idade C+V(n=10) C+K (n=10) M+V (n=8) M+K (n=8)
Distancia Total 8 2.59+1.86 2.54+0.87 3.11+1.09 2.16+0.57
(m) 14 5.09+2.76 7.94+4.66 8.75+4.16 4.97+3.52
17 23.27+8.09 20.02+5.26  29.77+10.93° 24.5846.17
21 25.37£2.96 17.16+5.50 26.27+5.58 31.76+8.37"
30 30.47+3.16 27.81+5.92 27.01+5.65 32.96+2.96
Velocidade 8 0.04+0.02 0.03+0.01 0.03+0.02 0.02+0.008
Média (m/s) 14 0.09+0.03 0.08+0.03 0.09+0.03 0.06+0.03
17 0.12+0.04 0.12+0.04 0.15+0.04 0.14+0.04
21 0.15+0.02 0.12+0.04 0.16+0.02 0.16+0.04"
30 0.18+0.02 0.18+0.02 0.18+0.02 0.18+0.02
Poténcia Média 8 0.05+0.006 0.02+0.001 0.02+0.002 0.01+0.005
(MW) 14 0.07+0.101 0.05+0.048 0.06+0.050 0.02+0.026
17 0.20+0.180 0.19+0.132 0.37+0.295 0.26+0.175
21 0.41+0.135 0.22+0.152 0.49+0.153 0.72+0.383"*
30 1.06+0.415 1.14+0.473 1.30+0.507 1.07+0.429
Tempo parado 8 254.9+37.26  267.9+7.371  259.8+9.294 268.4+7.214
s) 14 223.6+40.76  222.1+33.56 225.2428.533 251.6+31.327
17 199.2+40.93 197.4+40.71 150.9432.992% 173.4+37.012
21 149.0421.88 175.1+48.18 157.2+31.012 143.3+32752
30 143.5+¢12.58 159.9+22.28 135.7+35.564 145.6+51.834

Dados expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, poés-teste de Turkey. *P=0.01; **P=0.001;
**+P=0.0001, * Representa a diferenca entre os grupos C+V e M+V e * entre C+K e M+K
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7 DISCUSSAO

O presente estudo verificou que a administracdo gestacional de Busulfan®, foi
capaz de ocasionar reducdo das medidas dos eixos latero-lateral e antero-posterior
do cranio, bem como do comprimento da cauda em prole de ratos. O tratamento com
este farmaco também promoveu reducao do peso absoluto do encéfalo e atraso no
desaparecimento do reflexo de preenséo palmar nos animais. Por fim, a analise da
atividade locomotora dos animais tratados com Busulfan® demonstrou aumento na
distancia total percorrida, velocidade média e poténcia média, bem como reducdo no
tempo em que 0s animais estiveram parados. Ja o tratamento neonatal com o
polifenol kaempferol pareceu atrasar o aparecimento da hiperatividade nos animais
tratados com Busulfan®, no teste de atividade locomotora. Entretanto, néo foi

obeservado efeio do kaempferol sobre os demais parametros avaliados.

O tratamento gestacional com Busulfan®gerou na prole de ratos reducdo nos eixos
latero-lateral e antero-posterior do cranio, o que pode ser indicativos de reducao
encefalica (MILLER; GERMAN, 1999) validando este modelo experimental de
micricefalia. Semelhantemente humanos que apresentam diminuicdo da
circunferéncia da cabeca sinalizam para um tamanho do cérebro reduzido o que
significa a presenca da microcefalia (DOLK,1991). Ao realizar tratamento gestacional
com Busulfan® utilizando método idéntico ao utilizado pelo presente estudo, além do
reduzido tramanho do cranio, foram identificadas desordens da migracédo neuronal em
ratos (FURUKAWA, et al. 2007). Segundo o estudo de FURUKAWA, et al. (2007) tais
desordens podem ser consideradas uma das causas de microcefalia em animais

devido a morte celular excessiva no cortex cerebral (FURUKAWA, et al. 2007).

A migracdo neuronal ocorre precocemente durante o periodo embrionario e fetal
(ZIPURSKY; GRESSENS, 2000). Em humanos, a migracdo de neurbnios neocorticais
ocorre entre a décima segunda e a vigésima quarta semana de gestacao (ZIPURSKY;
GRESSENS, 2000). Ja em roedores, ocorre do décimo segundo dia de vida
embrionario até o primeiro dia pos-natal (ZIPURSKY; GRESSENS, 2000). No decorrer
da neocorticogénese, os neurénios derivam do neuroepitélio primitivo e migram para
a posicao apropriada no manto cerebral (ZIPURSKY; GRESSENS, 2000). O periodo
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em gue os primeiros neurdnios pos-mitéticos produzidos no neuroepitélio migram para
formar uma pré-placa subpial é altamente sensivel a diversos efeitos fisicos,
biolégicos e quimicos. Este pode ser um dos motivos pelo qual, no presente estudo,
o Busulfan® ocasionou sinais encefalicos de microcefalia ja que ele foi administrado
no décimo segundo dia gestacional, periodo em que se inicia a migracdo de neurbnios
corticais (ZIPURSKY; GRESSENS, 2000; FURUKAWA, et al. 2007). Adiconalmente,
estudo desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa relatou prejuizo no
desenvolvimento cortical pés-natal apds administracdo gestacional de Busulfan® ao
evidenciar diminuicdo dos parametros morfométricos do cortéx motor e
somatossensorial (GOUVEIA et al.,, 2020), corroborando com o estudo de
FURUKAWA, et al. (2007) que afirma que a apoptose excessiva poderia gerar
disturbios da migracdo neuronal no coértex contribuindo para o surgimento da
microcefalia (FURUKAWA, et al. 2007).

Com relacdo a ontogénese de reflexos, este estudo observou atraso no
desaparecimento do reflexo de preensdo palmar, que € considerado um reflexo
primitivo, portanto ele esta presente ao nascimento do animal e desaparece de acordo
com o crescimento do mesmo (ADLARD and DOBING, 1971). Os reflexos séo
respostas motoras do sistema nervoso central em meio a estimulos externos ou
internos, desta forma, o desenvolvimento e maturacdo cerebral podem ser
representados pela ontogénese de reflexos (ZEHR; STEIN, 1999). O surgimento
destas respostas obedece a uma sequéncia predeterminada que evolui conforme o
animal vai se desenvolvendo (FOX, 1965; SMART and DOBBING, 1971). A maturacéo
de algumas estruturas cerebrais esta intimamente envolvida no aparecimento dos
reflexos e, neste contexto, a preensédo palmar parece ser mediada por um mecanismo
de reflexo espinhal (ALLAM, 2008; FUTAGI; TORIBE; SUZUKI, 2012). Em criancas, a
auséncia do reflexo de preenséo palmar pode refletir comprometimento periférico ou
da medula espinhal (FUTAGI; TORIBE; SUZUKI, 2012). O cérebro imaturo de
neonatos e recém-nascidos nao possui dominio suficiente do mecanismo espinhal,
por este motivo os reflexos de preensédo aparecem no inicio da vida e desaparecem
gradualmente com a idade, acompanhando a maturacéo cerebral (FUTAGI, Y. et al.,
2012).
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Alguns estudos demonstraram que a etiologia do reflexo de preenséo palmar pode
advir de lesbes do cortex frontal medial ou lateral anterior a &rea motora primaria, ou
seja, a area motora suplementar, cortex pré-motor e cortex motor cingulado (FUTAGI,
Y. et al., 2012; SCHOTT,; 2002). Estudo verificou que pacientes com lesédo na area
motora suplementar exibiam reflexo de preensao principalmente na méo contralateral
a lesdo (HASHMOTO, 1998). Esta regido é principalmente ligada a tarefas motoras
relativamente simples como movimentos distais e proximais dos membros, porém
também pode estar associada a realizacdo de atividades motoras complexas (TANJI,
1994). Estes dados sugerem mais uma vez que a manipulacao farmacoldgica com

Busulfan® pode estar atrelada a um prejuizo no desenvolvimento do coértex cerebral.

Apesar dos polifenois demonstrarem ter capacidade de aumentar niveis de
serotonina encéfalico (SARUBBO et al., 2017; YAN et al., 2015), o presente estudo
nao encontrou efeito do polifenol Kaempferol ao nivel macroscopico no peso corporal
e encefalico nem sobre as medidas murinométricas e ontogénese de reflexos nos
animais submetidos ao tratamento farmacolégico gestacional com Busulfan®. Tal
auséncia de efeitos pode ter acontecido porque o Kaempferol nédo foi utilizado como
um agente preventivo (SAMAD et al., 2018; LAGOA, 2009). Por exemplo, estudo
conduzido por LAGOA et al. (2009) demonstrou que o kaempferol protegeu contra
neurodegeneracdo no nucleo estriado de ratos quando utilizado nas doses de 14 e
21mg/kg, admistradas 30minutos antes da administracao do acido 3-nitropropidnico,
substancia capaz de promover neurodegeneracao no estriado (LAGOA, 2009). Jao
estudo de SAMAD et al. (2018) demonstrou que a administracao de quercetina, 14
dias antes da induc&o de estresse por imobilizagdo em camundongos, foi capaz de
reverter ansiedade e depressao induzidas pelo estresse. Neste estudo, a inducdo da
microcefalia realizada na gestacédo e o uso do polifenol apenas durante a lactagao,
guando o dano ja estava instalado, pode ter sido a razdo de nédo terem sido
observados efeitos do tratamento com kaempferol sobre aspectos murinométricos e

ontogénese de reflexos.

Este trabalho também demonstrou maior atividade locomotora, via teste de campo
aberto, entre os animais que receberam Busulfan®. Para que a locomocgéo seja eficaz

€ necessaria uma integragdo entre o sistema musculoesquelético suficientemente



51

desenvolvido, controle neural do movimento e controle postural eficiente (JAMON,
2006). Para que haja locomocao sdo indispensaveis o controle motor e controle
postural, o primeiro esta relacionado com contracdes ritmicas de membros e musculos
do tronco que sédo controlados por um gerador de padréo central baseado em um
circuito espinhal, ja o controle postural acontece mais tardiamente e é responséavel
pela manutencéo da postura para que o animal possa se locomover com eficiéncia
(JAMON, 2006). Estudo que induziu microcefalia em ratos com o objetivo de verificar
os efeitos do ambiente enriquecido sobre a atividade locomotora e atividade neuronal
na amidala observou que os ratos microcefalicos apresentavam hiperatividade no
teste de campo aberto independentemente de estarem expostos a um ambiente
enriquecido ou ndo (MATSUDA, et al. 2018). Sendo assim, MATSUDA, et al. (2018).
sugeriram que houve atividade neuronal alterada na amidala levando a um aumento
da ansiedade nesses animais. Outro estudo que induziu microcefalia nos dias 12, 13,
14 ou 15 da gestacao observou anormalidades nos movimentos do membro pélvico e
membros anteriores nos ratos que foram induzidos a microcefalia nos dias
gestacionais 12, 13 ou 14 (HASHMOTO, MIZUTANI, 1991). Os autores associaram
essas desordens no movimento a uma lesdo nos neurdnios motores superiores que
sdo encontrados no cortex cerebral responsavel pelo movimento voluntario
(HASHMOTO, MIZUTANI, 1991). Mais uma vez estudos indicaram que o cortex

encefalico estaria envolvido na génese da microcefalia em animais.

Por outro lado, a administracdo neoatal com kaempferol pareceu adiar o
surgimento da hiperatividade nos animais tratados com Busulfan®, isto pode ter
ocorrido devido ao potencial efeito modulador que alguns flavonoides exercem sobre
neurotransmissores (SINGH, S. et al. 2018; Mohan, M, et al. 2009). Por exemplo,
estudo com o objetivo de investigar a capacidade da quercetina em prevenir
alteracdes em testes comportamentais em ratos submetidos a um modelo de
desmielinizacdo experimental verificou que houve uma recuperacdo locomotora
nesses animais sugerindo prevencao da desmielinizacdo (BECKMANN, D, et al.,
2014). Além disso, a quercetina impediu a inibicdo da atividade da acetilcolina,
indicando protecao da neurotransmissao colinérgica (BECKMANN, D, et al., 2014). A

administracdo de quercetina em ratos submetidos a um modelo de doenca de
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Parkinson ainda demonstrou que houve atenuac¢do do déficit motor bem como
restauracdo dos niveis de neurotransmissores como serotonina, dopamina e
norepinefrina nos animais tratados com o referido polifenol (SINGH, S et al. 2018).
Melhoras no quadro de locomog¢do dos animais, também podem representar
recuperacédo do estado de ansiedade (MEHTA, V. 2017). Estudo com o objetivo de
avaliar o efeito da quercetina sobre estresse cronico em camundongos, verificou que
a quercetina diminuiu os comportamentos semelhantes a ansiedade e a depresséo ao
mesmo tempo que aumentou atividade locomotora, demonstrada pelo aumento da
exploracédo no teste de campo aberto (MEHTA, 2017). Portanto, podemos inferir
gue, neste estudo, o atraso no aparecimento da hiperatividade poderia significar
reducdo na ansiedade e/ou reparacdo nos niveis de neurotransmissores na prole

submetida a inducédo de microcefalia experimental e tratada com kaempferol.
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CONCLUSAO

O polifenol Kaempferol parece atrasar o aparecimento da hiperatividade nos
animais submeidos a um modelo experimental de microcefalia, porém néo foi
capaz de reverter os danos nos demais parametros observados. O tratamento
gestacional com Busulfan® promoveu prejuizo nos indicadores murinométricos do
desenvolvimento, podendo estar associado a microcefalia principalmente por ter
reduzido os eixos latero-lateral e antero-posterior do cranio. O uso de Busulfan
também pode ser associado a alteragcbes no comportamento motor, o que foi
demonstrado pela presenca da hiperatividade identificada no teste de campo
aberto e que pode estar atrelada a um prejuizo no cortex motor. Mais investigacoes
devem ser feitas no sentido de compreender se tanto o Bulsulfan® quanto o

Kaempferol podem modificar histomorfologicamente regides encefalicas.
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APENDICE — A ACTION OF FLAVONOLS ON THE SEROTONIN SYSTEM IN
RODENT MODELS: A PRECLINICAL SYSTEMATIC REVIEW

1. INTRODUCTION

Serotonin (5-HT) is an essential neurotransmitter for neurodevelopment (1). In
rodents, the first neurons of the serotonergic system appear between the 12" and 15%
days of embryonic life (2). In humans, the first neurons appear in the 5" embryonic
week (3). Right after their genesis, serotonergic neurons send projections through the
brain to primarily modulate the maturation of other neuronal circuits and make early

functional synaptic connections (4).

Due to its participation in essential processes for brain development, such as
neurogenesis, glycogenesis, migration and cell differentiation, any disturbance in the
synaptic availability of 5-HT may generate consequences on the encephalic maturation
(1). So, behavioral and psychiatric disorders may be related to both decreased and/or
increased 5-HT levels (5,6). In rodents, lower serotonin signaling caused a reduction
in locomotor activity, decreased social interaction and increased depression-like
behavior, while higher 5-HT signaling led to reduced aggression, increased anxiety-

like behavior and decreased exploratory behavior (7).

Experimental studies have shown that the use of polyphenols can alter serotonin
levels through its antioxidant function and by inhibiting monoamine oxidase (MAO).
(MITRA, 2000; BANDARUK et al, 2012). Regarding to the antioxidant function,
enzymes that are essential for the synthesis of brain monoamines such as tryptophan
hydroxylase (TPH) and tyrosine hydroxylase (TH) appear to be susceptible to oxidative
damage (MITRA, 2000). In contrast, polyphenols protect the serotonergic system
against oxidation (SARUBBO, 2017). In addition, the increase in serotonin levels can
also be explained by the ability of polyphenols to decrease MAO activity (BANDARUK
et al, 2012). Flavonoids are among the main MAO-inhibiting polyphenols (BANDARUK
et al, 2012).
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Depending on their chemical structure, polyphenols can be classified into
stilbenes, phenolic acids, lignans and flavonoids (11). Flavonoids are further
subdivided into the subclasses flavonols, flavones, flavonones, isoflavones,
anthocyanidins and flavonols (11). Flavonols, on the other hand, are the flavonoids
found in the greatest quantity in foods, being represented mainly by kaempferol
guercetin, myricetin, galangin and fisetin (11). Studies have shown that flavonols are
able to regulate the serotoninergic system as well that they have antidepressant and
anxiolytic functions (12,13). Therefore, this study aimed to investigate the effects of
flavonoids on morphological, physiological and cellular aspects of the serotonergic
system as well as on some behaviors regulated by this system.

2. METHODS

Initially, a  systematic review protocol was  published in
(http://lwww.dcn.ed.ac.uk/camarades/research.html#protocols) on the online plataform
CAMARADES (Collaborative Approach to Meta-Analysis and Animal Data Revision of
Experimental Studies) according to the SYRCLE (Systematic Review Center or
Laboratory Animal Experimentation) (ref). The recommendations found in the list of
items in the PRISMA systematic review and meta-analysis report (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyzes) were followed for the preparation

of this review (14).

2.1. Data acquisition and study selection

The search and selection of articles was carried out between January and March
of 2019 by two independent reviewers (Mendonca, CR e Costa-de-Santana, BJR).
A third evaluator (Galindo, LCM) was consulted in cases of divergence between the
reviewers. The first phase of this review, corresponded to searches in the electronic
databases: MEDLINE via PUBMED, Scopus, Web of science and LILACS, the
studies were selected through their titles and abstracts according to the eligibility
criteria. In the second phase, the previously selected texts were read for inclusion or

exclusion in the systematic review; articles that met the pre-defined criteria in the
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protocol were included in this review. Once again, the reviewers compared the
selected articles by consulting the third reviewer, when necessary.

The search strategy included terms related to the intervention and results. The
combination of the descriptors MeSH and DeCS:

- LILACS (DeCS) (flavonols [Words] and seroton* [Words]; quercetin [Words]
and seroton* [Words]; kaempferol [Words] and seroton* [Words]; myricetin [Words]
and seroton* [Words]; fisetin [Words] and seroton* [Words]; galangin [Words] and
seroton* [Words].

- Web of Science (MESH): TOPICO: (flavonols) AND TOPICO: (seroton®);
TOPICO: (quercetin) AND TOPICO: (seroton*); TOPICO: (kaempferol) AND
TOPICO: (seroton*); TOPICO: (myricetin) AND TOPICO: (seroton*); TOPICO:
(fisetin) AND TOPICO: (seroton*); TOPICO: (galangin-) AND TOPICO: (seroton*).

- Scopus (MESH): ALL (flavonols) AND (seroton*); ALL (quercetin) AND
(seroton*); ALL (kaempferol) AND (seroton*); ALL (myricetin) AND (seroton*); ALL
(fisetin) AND (seroton*); ALL (galangin) AND (seroton*).

- PubMed (MESH): (flavonols) AND seroton*; (quercetin) AND seroton*;
(kaempferol) AND seroton*; (myricetin) AND seroton*; (ficetin) AND seroton*;
(galangin) AND seroton*. (flavonols, quercetin, kaempferol (s), myricetin, fisetin,

galangin and serotonin) was used. there was no language or year restriction.

2.2. Inclusion and Exclusio Criteria

The research and selection of articles were carried out in two stages. The first
corresponded to the removal of duplicates after the search and selection of studies by
reading titles and abstracts. In the second phase, the full texts were read for inclusion

or definitive exclusion.

Data extraction occurred after full reading of the studies. The collected data were:
name of the first author; year of publication; population, gender and evaluation age;
experimental flavonol; administration route, dose, dilution, intervention period,
intervention age. In adition, morphological, physiological and cellular aspects of the

serotonergic system as first outcomes were registred. The secondary outcomes also
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were registred under the following terms: anxiety and depression-like behaviors;

Locomotor Activity; Somatic Development; Reflex Ontogeny in rats or Mice.
2.3 Risk of Bias

To evaluate the risk of bias, the tool for animal studies by Syrcle's and the
RevMan5.3 software developed for the preparation of Cochrane reviews (RevMan,
version 5.3. Copenhagen: The Nordic Cochrane Center, The Cochrane Collaboration,
2014) were used (15).

To develop the risk of bias graph found, each study answered a table with 10
guestions related to randomization, allocation, blinding and outcomes, the risk of bias
in the article increases according to the number of negative responses, where the
green sign represents low risk of bias, red represents high risk of bias and yellow

represents uncertain risk of bias (Figure 2).

3. Results

From the searches in the electronic databases, 1583 studies were idendified in the
first step of the search on MEDLINE via Pubmed, Scopus, Web of Science e LILACS.
Of these, 231 duplicates were removed and after reading of title and abstract of 1352,
1328 were excluded. Finally, after applying inclusion and exclusion criteria (as defined
in the Methods section) and fully reading the 24 eligible texts, 18 studies were included
in this review (Figure 1). For the selection of the studies, the Kappa index (concordance

between reviewers) was equal to 0.9 (almost perfect agreement) (36)

3.1 Characteristics of Studies

The main characteristics of the included studies are described in Table 2. Of the
18 selected papers , 4 used C57BL/6J mice (20,21,29,31), 4 used Wistar rats
(12,13,25,27), 3 used Spreague-dawley rats (24,26,28), 2 used ICR mice (30,32), 2
used Swiss mice (17,18), 1 used Swiss albino rats(22), 1 used Abino rats (23) e 1
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study used mice but did not mention the lineage (19). All studies used male animals
except Beckman, D. et al., 2014 (27) that used only females and Mohan, M. et al.,
2009 (23), that used males and females.

The characteristics of the intervention were presented in Table 3. Quercetin
was the most widely used flavonol, being used in 11 out of 18 studies (12,13,17—
20,22,24,25,27,28). The kaempferol (19,26,29) and the ficetina (30-32) were utilized
in 3 out of 18 studies each. Finally, the miricetina was administrated in 2 out of 18
studies (21,23). In terms of rout of administration, the oral route was the most used
being related in 11 studies (8,9,25,26,12,14,17,18,21-23), the intraperitoneal route
was done in 6 studies (13,18,19,21,24,28) and the intragastric route appears only in 1
study (12). Regarding the vehicle used for diluition, the Carboxymethylcellulose was
used 8 studies (12,18,19,22,25,30-32), the ethanol was used in 2 studies (13,27) and
the water was used in 2 studies (23,26). DMSO (28), NaCl (21), saline (17), deionized

water (29) e corn oil (24) were used in only one study each.

3.2 Effects of Flavonols on Antidepressant Activity, Locomotor Activity and
Serotoninergic System

Regarding the effect of flavonol on antidepressant activity, all 8 studies that
evaluated this outcome (13,17,19,21,22,30-32) demonstrated the administration of
flavonols was able to decrease depression-like behavior (Table 4). In terms of an,
anxiolytic activity 6 studies (13,22,23,28,29,31) demonstrate that flavonol was able to
decrease anxiety-like behavior (Table 4). Of the 13 articles that evaluated locomotor
activity, 7 demonstrated that flavonol did not alter this kind of activity (17,19,21,29-32).
In 4 out of 13 studies, the flavonol was associated to increased locomotor activity
(12,22,23,25), 1 out of 13 evidenciated locomotor activity normalized and 1 described

blockaged or decreased hyperlocomotion (18).

The results regarding interaction between the serotonergic system and the use of
flavonol are presented on Table 4. Of the 5 articles that evaluated Monoamine Oxidase

activity 4 revealed decreased activity of this enzyme (20,28,31,32) and 1 did not find
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diferences in the characteristics of this enzyme (30). Of the 9 articles that evaluated
serotonin levels and their metabolites, 6 showed increased levels of 5-HT
(12,19,24,25,31,32); 4 cited reduction in the levels of serotonin metabolite, the 5-HIIA
(12,13,19,24); 2 did not see any diferences (26,28); 2 showed a decrease in the 5-
HIAA /5-HT ratio (19,31) and 1 article showed decreased serotonin turnover (32).
Regarding the changes of the serotonin receptor after treatment with flavonol, in the
flavonol wasn’t able to alter the 5-HT1a receptor (29) and 1 demonstrated the action of
flavonol on the 5-HT2 receptor (23). Only 1 study evaluated the tryptophan hydroxylase
enzyme activity (24), showing its increase of it.

3.3 Analysis of Risk of Bias

All authors were not clear about the randomization of the animals used to
composse the experimental group. Baseline characteristics have been reported in all
studies. None of the included studies give infomation about allocation concelament
and random housing, regarding the blindness of the participants was reported in four
studies (19,27,31,32). In addition to showing the results of the included analyzes only
two articles reported blinding results evaluation (28,31) and four articles showing
random outcome data (29,30,31,32), no other risk of bias was identified in the included

studies.

4. Discussion

According to the results of this systematic review, flavonols were able to modify
physiological aspects of the serotonergic system, increasing levels of serotonin and
decreasing levels of its metabolite, the 5-hydroxy indolacetic acid (5-HIIA), especially
in regions such as the hippocampus and striatum. According with most of the included
studies in this review, the activity of the monoamine oxidase (MAO) enzyme, which is
related to the availability of 5-HT, was decreased, while Tryptophan hydroxylase was
increased in the hippocampus, striatum and pineal gland. Flavonols were also

effective in modifying behaviors linked to the serotonergic system demonstrating their
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antidepressant and anxiolytic activity. Regarding locomotor activity, selected studies
have shown controversial results, however, in most studies there was no effect of

flavonol on this parameter.

The included studies in this review revealed that the use of polyphenols was
associated to higher 5-HT and lower 5-HIIA contends (12,13,19,24,25,31,32). It may
occur through the antioxidant function of polyphenols or through the inhibition of the
enzyme monoamine oxidase (31,33). O aumento nos niveis de 5-HT e diminui¢do nos
niveis de 5-HIIA encontrados nesta revisdo, podem se dar através da funcéo
antioxidante dos polifendis ou pela inibicdo da enzima monoamina oxidase. Studies
reveal that essential enzymes that act on the synthesis of brain monoamines such as
tryptophan hydroxylase (TPH) and tyrosine hydroxylase (TH) are susceptible to
oxidative stress (33,34). For instancie, elderly rats had decrease and inactivation of TH
in the substantia nigra plus an increase in the carbonyl group in this region, which
indicates the presence of oxidative damage (33). Such damage may even be
responsible for the inactivation of TH (33). Additionally, another study found that aging
rats had decreased TPH activity in serotonergic regions such as the midbrain, pons
and marrow and associated to rise in oxidation (34). Therefore, oxidative stress
damages the serotonergic system by modulating the activity of enzymes responsible

for the synthesis or degradation of 5-HT.

However, the mechanisms by which polyphenols can protect the serotoninergic
system are still unclear. Case in point, chronic treatment with resveratrol in elderly rats
promoted an increase in the synthesis of serotonin, dopamine and noradrenaline (24).
The content of 5-HT was increased in the hippocampus and striatum, while the
dopamine was raised only in the striatum and noradrenaline had higher leves
exclusively in the hippocampus, possibly due to the protective effect of resveratrol on
the enzymes TPH and TH against the natural oxidation of aging (24). Specifically, the
increased cerebral serotonin levels may also be explained by the ability of
polypnhenols in reducing the activity of MAO (31). A study that subjected mice to a
neuropathic pain model, reported that chronic oral administration of fisetin (a type of
flavonol) was able to dose-dependent inhibit MAO-A activity and, consequently,

increase levels of 5-HT in the spinal cord (31). Therefore, not only protection against
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oxidation, but also the inhibition of MAO-A may be related to higher serotonin levels.
Furthermore, the decreased MAO levels seen in the results of this review may also
indicate protection from oxidative damage (20, 28, 31, 32). An experimental study in
rats demonstrated that hypoxia induced by chronic obstructive apnea was able to
increase the activity of MAO-A in the hippocampus in the meantime that raised the
indicators of reactive oxygen species and the proteins that express MAO-A, leading to
deficiency of serotonin and neurodegeneration (35). So, flavonols are also able to

prevent oxidation by inhibiting this enzyme.

In the studies included in the present study, flavonols were effective in reducing the
expression of depression- and anxiety-like behaviors (13,17,19,21,22,23,28,29,30,
31,32). It is postulated that one of the causes of changes in emotional states is a
encephalic drop in the levels of monoamines (eg serotonin, dopamine, norepinephrine
(6,36). The serotoniergic system has been extensively studied in an attempt to explain
the pathogenesis of anxiety and depression once 5-HT receptors are found in brain
structures that are related to fear, such as hippocampus, cortex and raphe nucleus
(37). One of the most studied receptors is the 5-HT1a and a negative regulation of this
receptor has been associated with depression and anxiety (37). However, other
receptors as 5-HTig, 5-HT2a, 5-HT2c and 5-HT3 have also been associated with those
emotional states (37). In this sense, a study that investigated the antidepressant effect
of Kaempferol and Quercetin once at a time, identified reduced immobility in the forced
swim test and tail suspension test, meaning an improvement in the depression-like
behavior of the animals. The same study also showed an raise in brain levels of 5-HT
(19). Regarding the anxiety-like behavior, a study that induced immobilization stress in
rats found that the administration of quercetin increased the time spent by stressed
animals in the light part of the light/dark activity box test (13). Likewise, stressed
animals had more time spent in the open arms of the elevated plus maze test, which
means that the animals were less anxious. Such findings may be related to the
antioxidant and inhibitor MAO effects (13).

Despite the variations in the results of the locomotor activity test, most studies
showed no difference in this test. Interestingly, of 7 studies that did not observed

flavonol action on locomotor activity and 6 out of 7 verified the presence of depression-
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or anxiety-like behaviors (17,19,21,29,30,32). This may mean that flavonols are not
psychostimulant compounds (stimulate activity) and that these drugs may produce a
false positive result in tests that assessed depression- and anxiety-like behaviors in
rats (38). On the other hand, 4 included studies (12, 22, 23, 25) identified that flavonols
were able to increase the locomotor activity of animals which may be related to the
neuroprotective function of polyphenols (39). Two out of 4 studies (12, 25) used a
neurotoxin that damages dopaminergic neurons simulating a model similar to
Parkinson's disease and reported that the improvement in locomotor activity may be
due to its antioxidant activity, as well as may be related to increased levels of

monoamines such as serotonin, norepinephrine and dopamine (39).

The included studies in this review point to the ability of flavonols to act as
modulators of the serotonergic system by increasing 5-HT levels mainly through their
antioxidant function protecting enzymes that participate in the metabolism of this
monoamine and acting as an inhibitor of the enzyme monoamine oxidase (MAO). In
addition flavonols seemed to be effective in ameliorating depression- and anxiety-like
behaviors, hoewever, more studies still are necessarr to identify the activity of flavonols
on locomotion. Therefore, it is important to further investigate better the flavonols once
they have important functions on the serotonergic system and on regulation of

emotional behaviors.
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Table 1. Eligibility criteria for inclusion of studies

Inclusion criteria

Exclusion criteria

Population

Intervention

Comparation

Outcomes

Rodents any sex, at any
stage of life.

Rodents submitted to
treatment with flavonols
guercetin, kaempferol,
myricetin, fisetin and
galangin by any

administration way.

Rodents that were not

treated with flavonols
Primary outcomes:

Morphological, physiological
and cellular aspects of the

serotonergic system.
Secondary Outcomes:

Anxiety and depression-like
behaviors; Locomotor
Activity; Somatic
Development; Reflex

Ontogeny in rats or Mice.

No one

No one

No one

No one
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Figure 1. Flowchart of the literature search and study selection for the
systematic review, in accordance with the PRISMA statement (Software
RevMan5.3) (14).
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Figure 2. Graphic of risk of Bias in accordance with the PRISMA statement

(Software RevMan5.3) (14).

se1q 197)0

(se1q suryrodar) Sumrodar 9A1309[0G

(serq uonne) ejep sawod)no dja|duroouy

(Serq Uo102)ap) JUAUISSASSE SAUOANO JO FUPUI[

(serq UOILI}E) BJBP SAUIOINO WOPIRY

(se1q aoueuniograd) [auuosiad pue syredioned jo surpug
(serq aoueuriotad) Fwsnoy woptey

(serq Uor)a9[as) JUSWIBIIUOD UOTBIO[[Y

(se1q U01309[9S) SOTISLISJORIRYD SUI[ASEE

(serq wor)oaas) uoneIsuad 9dusnbes wopuey

+ [+ +lt |t |F|F]|F]| ]+ F|F]t]+
v+ [+ |+ |+ [+ ]|+ +]+]|+F]|+]+
v+ |+ |+ |+ [+ |+ +|+]|F|+]+]+
V| o4 [N A [T AT T TR A AT (NN AR [ N B
' [ [ AT T YT T (TR (N AT N N B SO B
+ | [ [T AT AT TR N (R (N U I ARVIN B S I
v (1 AT T A (T [T (IR AN AN N (NN (N
v [ AT A A (T (T (IO AN AN I (N [
¥ | % [+ |+ |+ ][+ ]|+ |+ +F]+]+
N e o R H N o o A (A (A R
<t v > n >~ N 0 >~ 0 >~ O n o= OV ¥ o~
e O e o e e e e e e e O e O e -
OO0 O © © O O O © © 0 © O 6 ©o o ©
[ o IS I o U o o B M S A A o I o IS IS I S I o e
oL N B S P T O L L L T e
aaaaaaaaaaaaDaaaaa
5% % 5 % % % % %5 6 8 44 6 , & T O
DJOLmZVM,NFSSWmM.XXL
W..mn c © dO@ll.l U ey v
m1 s S = & = WS % .2 g o
SEEH-E 2 28®m ¢ 9% ag
mamm M,mmmss - NN
248 S y S Ao 5 2
RE LT g 2

CG YY




Table 2. Characteristics of the selected studies

I

Author, year Population Gender Evaluation age
Sarubbo, F. Sprague-Dawley rats 3 18 months
(2017) (24)

Samad, N. Albino Wistar mice 3 -
(2018) (13)

Yan, Shao-xiao Mice 3 -
(2015) (19)

Chakraborty,joy | Sprague-Dawley rats 3 20-24 weeks
(2013) (28)
M.S. Yoshno C57BL/6J mice 3 6 weeks

Saki(2011) (20)

Mehta, Vineet Swiss albino mice 4 -
(2017) (22)

Kanazawa, Luiz Swiss mice 4 -
(2017) (18)
Singh, S. (2017) Wistar rats 3 -
(12)
Singh, S. (2018) Wistar rats 3
(25)
Holzmann, Swiss mice Q -
landra (2015)

A7)
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Beckman, Diego Wistar rats 3 85-95 days
(2014) (27)
Mohan, Albino mice and Albino 3,9 2-4 months
Mahalaxmi rats
(2009) (23)
Grundmann, O. BL6/C57J mice 4 6-12 weeks
(2009) (29)
SLOLEY, B.D. Sprague-Dawley rats 3 -
(2000) (26)
YU, X. (2016) ICR mice 3 6 weeks
(30)
ZHAO, X et al C57BL/6J mice 4 6-7 weeks.
(2015) (31)
ZHEN, L. et al. ICR mice 4 -
(2011) (32)
MA, Z. (2015) C57BL/6J mice 3 -

(21)
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el e [HLISH) = IEZ p o« 0000 cosspural to the o
o The @ de B e i fe st B ol ewleial e e k.
laesl ank (Bonfermed pont b Dt p o QUOOD) sl B e asle
Fopedlai aik enapl B duy 3 (Boaleseed poan b MEr p o 00S)
(Fig 1A sl BY. We Soanl o S cthod e Tt il il o
i eithed et St wgicllarind’ [P{IONSH) = 04 - 0] oo 1l B e
laeml ases [AI0E4) m Ok e ma]
Boally wictghl waid state ally ®decal B e banlen gop oo
jarald 1o B comted goap [P I54) = 457, p « OUOO0] The fale-
thd o beady weliht win sabtealy sedecal sty bes diy 9
(Bberdodd ol bt feds p oo OUOS; Fig. 2). We Soand s bniedaction
Tt i il il e [F{NQIS4) = 1O e ma ]
Uity PCA o cosspate Slivaled sovde boes e 10 varsbles of
reflene and phiyabcd Eatess [F (115 = TO2 « Q000], e dosms
of et comtm] grasp (2046 + 1373) dflemd bom il baais
(05D + 64, smppeding i bojulie Epel of boale alsieur.
N ol el e il et (g, 5 lmachitios e piseipal
compenal Bul cxabibelal e sed b variabdny is ke dila wee
ke imprpesy Emaciioas eruplies, dpliey safley asd vilricae pladey reflex
(Takde 1)
Ter cmsplessen) POA duta, we e loe te parase i mivkdealy
FLE
41 4
& ¥y
g

=L
i
4 134
@ 10
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Pretratal day
Fig. 2 ESeciy of bunuin on g body weght of the ofiprmy duroy e -
famon pemod . eey wesn evpamoed momesn = SE0L Chnerad (= L0k BulSn
{n=10] Two-way ANOVA spesed menmss nd Enfeon ma-bos i,
*p w004
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'hl—:iﬁ-rf.il ofapeny compoed of 10 vt (cp o wd e,
whomae pacny, myasve geoeecs, Sow-fll sgheny, pilmar pop nghmy,
mdsnry sasle, uppe noms eupton, lowr moxry eupeon ad e
opanmyl ©, Cmenl (o= 10k B, Bowlon =100

Regandisg e Satnnie of slae, e pog of e bmalls jaap
prasmied Ely B e Suppeirans of (ke palsar jeip ndla whes
ceEparal B ke comlm] gomp Abo, 1k bualls jeap proeaal
delay i e Eaberaom of e pll e of sy hiliegg, willwina e plasey sl
Frac-all righting whes ooepamed i the coninel grasp. Comoeraisg e
Pyl foitewd, the popu of ke boelis gomp paesal deliyal
€ fapliod of e Eppe & and eped pe sy Wi cospanall I ke
coaiel jrosp. Bodls, hoelhs jeap pociial o =deiies I8 alue-
I and mlaive enorplali weight al B days o poamaal Bl wihes
cnsparal i e coaind gomp (Tabde 1}

Ia PCA mompuiad with & vartilies of oeasceseey sl S
e e cpetes. [F (0000 = SU0E; p < OUOS], e doiae of cominal
(1407 + D10} diffesed Foss bealion (= 1028 + 1153), isplpisg
i s allee | of heedls o socplosas: e of 1he cem-
Tl e (Fig. AL Abus, e firal v priscipal oosposenls Bul ae-
o] fof o Sk of 1he wriddiry B e dil ad podailie wene ke
Ember of 5l peandd dhd bostaid ehea B8 51, sejaEding a1k G-
Bl e STy o Wl e S alfatal adei by heellis To ahde-
dlasd bl el of bl b, we asalysal fecfic Sodplese B
prasee s sy G dpaiad 1 el Conterstey the dosalitody
e, B Winl i aigeali v ne et hos in e Bessbey of 51 Seaves i
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ke bmiellan govap whes csperal 1o b osrd grosp (ooaid
415 = 16 w bmallis 380 + 65 p « 005) (Fip. 4H). Abe, dexe
Witk o sigeafica ] mdusien i 5 el B Searoed anen ke amdsa ko
ke bemmdiy s gromp whes cessparal i ke o] goap (5] coatnd
502 + 35497 bmeds T000 + 3706 p oo Q05 B comtrel
H0EET + 4178 va hoedlus JS0ED + 3146, p o QO001) (Fig. 40
asd 4F). Howewe, 1hae wai b Sffoaie e Foop @ e
Emmbey of Ssried of e b o, g well i 08 e Sasded of glhial
el i el ok 51 and M conex (Fip 4B and 4D Repreiestive
immgen of byer V of e bisd Eed @ reesllion aed i e aosae
S EnTY GIOlEN aSd Eaed eaelen of lodh alpisen] jeagd am fee
sesnnd badow (Fg S 1o adnies 1hene wed s dyaihc el Sllarae i
Bl alte i odd b0 e 51 coalew (bregiin — 048 asd -2 15]), M1
ey (beeisia 1200 aad 2389, and eorpe o Do (Talie 2).

4 TN s sy

la de poeies) sbaly, Be dfadi of boells o ey S8 afer
expen iy proySanly were amcial fi g reiell b s-deateenl
dedegea chasges meduded 1) slemceplaly, J deuy i reflex
5 el e e plviical Realaie 3) radection b abocdeie and relive
eepla b welght 4] dat w1 e Soedbe ¢ gl anin of Soimeetiieied Bn e
ipsalme smedy amd i e Sewns ama o B Salor GElEL

Firully, we sond o espladive he raledin o eleopeaeder and
healaem] anes of 1k alvall of nhe ral odflgpaisg aipaed & baalis
devisg pEgany The ralecben of Bese ans Gis be aadidaral as
dsdar 1o e Edesien o 1he ol dhesdanas slaared B ke
By mal b ke Sgyaai of sosceplaly (WHO KRIER,
204). 1o e, (e redecbon of i ¢ be oesfenamse b ah el oo ben
o by i salirsve vadh i eduebon of brs sas bypoplaa of
corficel arei and awpe oiledes, i well o S Eie b
Twees brdis o (Rardevich and Peasced, 1905 Poroles & al.
200T; Hosg @ al, 00150} Asinbesas, e wder Bow of ¢ mssal axe
im s el expogee Do belos B as Saben of bais bypoga
(Pofalawe e al, 2007). hare spasiReally, e APAS a35 fepas e the
Wiiee i i a1 SR it i1 S SUEhERan Bl o the
e g p of e Snll beimes Mol pclarioy el of the o cipata] s
(il ol Geesan, 1999 The ralecbes of ki ol Say EBe o
e o o e ol i, et ily o e s o oo il ] i ).
The LLAS axk sepreiesi oaly e Seonwera souis b ase il B sl

Tabda 1
Efers of buulin on refler onimm sy, memeon of phyeeal S o nd om ee gnwel of ofpeay,
Grap hiHs alpaorrana
1 ST R Coreml B fan Tersd ol varianes (=55 HF LU Y
Phrpseal fasm ree aed ref ax-cnmeeran v
Uppster incisoey angprian s 1) 111 LR LA Ll
Eghmng A5 (24 T 1 Tt T e 7341
‘hrimme pacing 55 [T Fan. 1L 1AL EITAES
Fraatald rightng 14 (12516 16{ 141755 ik w1rs A
Eyaa cpem ing 14 (1215 15( 14173 rIl TLEL4 WA
i v e 15 (1316 TaL1E5168) L] HLEA 2T
Salmar gram 55 (4T 75 i e T WAL
Aoy Eala 135 (11,515) A2 wiss 15524 WIS
Livear In o anprion a1 5 =14 L0 pIT AT
(i miclanen 5 4,5 & (540 i e i
SErany groeech
Bty walghear 30 daye (g a4 = 243 a4 = 107
Encophalic vaighr o 3 daya (g 1Rl = A4 O T
Baladve sreaphals waghe an 30 dave (el a0 m a2 16 = Qs

Valum repreami madan {meemum-mxemum) o refer-nigpny and physcel Sere nd men £ S8 S omoec powih,. Conedd (70w 10); Buuln

in = 1) Mmooy oo i refer-onmpmy and physcal S Unpesed § e o omeee grows.
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roms ke right io bef of ke Despoan] Eee of the pardetal buape (Ml
and Qeresamn, 1999) This, 1he Eduthen of LLAS Sehaagbeel fhe ks
T peeriiall i ol Esliia e o Beriis sive A e oy nepaoaiad i
B Bedmboie, Bew wl soloclion @ baly weighl dos o dastage =
R el i ] Dyl piied {Dikeisn o, 200 5 el o
D001 4) i s i il e caival baiadli s derieg licubes S dy,
e el B v ey allooiand @ el gl oot el ko e Mo
iy 9 Howe e 1l fledemie be e Bee Smlnl shenliodnl ol o

Fig. 4. Becsy of bunifn, on m ong o e paes meses: of She cobel cortes: A CA @ mabyeis of € e oo messe malys of e cosbl corter componed by 8
vassbiey (51 ad M1 neuzny snd gl celly, ad 51 and M1 s of 3 pouizeon of memel, B 51 oumber ofnmsns and gl celly per o oo, 51 nmams

a1, ML num b of nesons and.| gleal celly e unes e, E ML s e Vabes spoowst mean & 520 Contml {n = 8F Buoule (ne 81 Unpesed @ e
*oow 04, T e RO

dady B odm oo aiady ke bekies was alsdstuerad derisy
iy and ke dladi wee oliefial @ e oflpriny doiisg ke
lahem 1o bl o, there wad a nede: o in relaive ence plalic weighl
e ety of QY I8, i e g sssahi of 1 besialli s gromp, whath
agme wilh asedey Tuly Sul repied o dirad effael of bl o
ke b, gl of Dl il {ieiva o ol 2000 30
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Table 2
e of badtn on dackies mooizenets 0 rone ennty and maor
oxex md ope aloum

Thickoes Conerod Buzdfan p Ve
Corpen calomer NN = A T4 X247 = 1AM o
51 comax (-0.40) WM = 2250 18 = 1721 a1
51 comax (-2 16) 1296070 = M0 126060 = 226 aen?
M1 comax (1.20) 166008 = 1758 lom = 203 a5
M1 coma (2290 150057 = 1344 1= = 102 0,006

Vilue reqresnt man = SEM Contrdl (3 = 6} Boudbn (3 = &) Unpaod ¢
ot *p < 0B

segoesce of evest dnd pa A icpaion of variows regies of the ONS (Fox
1965; Seaa end Deddicy, 1971). The offipriag expoced © dutlian
durisg peeprascy presesied dday ia De dhuppaanace of (he mle
2 p reflex and s 1he sudanion of G refleses of rightieg, vilvisae
placiey and frecfall righting oy dirdh The palewr gup =flx &
chisifiad a5 e and doapreas o the CNS st sothe delay in
s Gupporasce sy sugel salesleswekpeest or ONS dusuge
(Adla=d and Dobbing, 1977). Ofer refleses soch 25 free Bl iy
and rightiey we aoquind & e (NS sutwre and raguire cocrd mSon
of semabers and dalence (Cascldy e al, 1994) Botk B corebeiass and
spingd card are Evolvad in G acSvity of Do eflews (Coaily ol
1904). Badiovicd and Paicck (1998) reporind that 1he insidesce of
Endivideds with @ all credeuss i high in miorarephally. Hance, 1he
Seday in G cociet of Sree- B rightieg asd rigdaisy refleres sogges Sul
sicrocepha lic asdeads suy present 4 mall coadellas & oluerved i
hessans. Ia rats, Obsira of al (20130) peblshal the first repoet of 1he
preence of appa st Mypoplods in G cerehellue of asded adeinal
© bedan is O Reuson ferial doe L nresal gpoplotc and =-
ducad sfnGe gasdler odb The vilrbcae plasey reflex & o ac-
quirad i e ONS sadwre. A delay inthis sflex sy indicge poor
Sonn Woassody codticd sSeealy Son decie B vileisae wre comidarad
A ecory organ (Mishicon o sl 1017). The realts el gyl
Bl ofher axs 00l evidoated in 1A saady, sk o e coredellus
were pocaldly affecied by expocuse © buiclfis dafey pregauncy.
Regurdsy physicd fmtwre, 4 dduy in eroplon of the spper
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¥z & Reposemcw maga of Noelaenad
wxctomn showing the My V of the nd-bmb
spasesatan n fw oy soTEnsnny
coreex of cnenl (A) sd busfan (5) and »-
Femsem of prmxy mosx oxser of oneed
) =xd busulSem (D). Nesans (corplax o
mwa) wen idenefiad munly by ther gmeslly
beyer daw md moaphercdl mdne Glal

;,.x

.~ g% 7

odh ( vhud) wem dmefed by ther
pmelly s u--:d iphemcal ouine
The baubn guap howad 3 mi »

mume mmbey vl meumd mon e 0

ey artet b mons oo, thew
wa adecacex ondy n men roo o nue o

multn g Loge mooghacgaphy =
40 % . Seuller micophouogaghy = 100X

Scxie bar = 100pm. (Cxxyd ol ening).

inbas el eys opendsg wis olsened in 1he offpring egpical 10
Desalies durieg peegmascy. The first pusissctes degeandi on 4 equence
of evend, which incdodes the sovement of e dlwedur lose, Sound ia
the @dvendir axmk fado Dhe ond caity (Wiie wnd Kog, 2008), seggeding
2t S developeem of the sandhle cas directly inflocnce the esep.
Soa of 1he inchios. luperseent in e sasdiie we comson in o
Svidud s who Mave deorsuBESes in G skall (Hourg etal, 2006a) In
sfewceghaly, crasial aliraions o affat G senddle, reflatiog
2 Moren Soes sach & dysedods (Hoang o ol 200164) ead mda Soaof
suaddelar opening (led @ al, 2017) Clues of d (1992), smp-
#sling 4 claie relaSoncdip letwam sud ey developesent wad esup-
Soa of vedh with deossaBtes in e ddall 3ok & sierooplaly
(Clssera etal, 1992). Rerdeanoge, Ohira et al. (2009) found pylincei
incngdiculandeye Gaoe of ri fetuie ey e X 10 butllan
getasom] day 13. Simdlwly, Siiw et al (015) s=paed Sal afer
expoaue 1 betalfan i the Mot Son perial, the pape resestad ocolar
Teds. Thesie recd spget 4 sogaive effect of duialfan on the whole
skell indoliey e oy

In B pricry samabascay corex of offiprisg exgposal © be-
sl s Sudey pee ey, here was 4 rafocson in She musber wnd amy
of 51 sewas comesponding © Misd Esdd AlesSoss s mowesent
paTers ax mpossible for casing chges i 8& are (Cog et d,
2005). Moreoves, B wink 4 docton | a e arek of Ml ssuross of e
offprisg expuoad 10 beselis duiey peepaacy. Howerer, S susder
of Ml sewross and S susder of glal cells S1 and M1 &4 not1 Siffer
between S goups evalaed Severd sandies Mave destasiaind e
effect of basulas ca ONS develogmuest (Fasluwa o al, 2007, Obira
etal, 20154 b). A Sady regoried Gun beselfen bas g kegdess dfea
(= 96R) om 1he brgin, spim] cond and ejes of fensie afley adeing.
truson dedsy pregancy, dul 8ol oo ol Saos e Mdeeys, pao-
em, and Bver (Olire et o, 2009} AferadesasanSon on gt Sond
day 13, Obdrs @t . (20130) mparted Sut huocls indeond wpopiod s
asd ako idaditad cell proliferaSon i newral progenilor celis. The ae-
thos, lowever, caly ewlogal effect v Stwes Aldoudh weverd
stulies have demcostngal Se dffas of Msaliis o the bais, we e,
bowever, O fird © repodt chasges ia coftiod svrphametry in O
pootmatd period afler exgposure 10 buedfen i e pesgd period
Despite the raduction in credia] aus thare wis 20 Giffarence detweass
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Beiciees saderesesh s Slfaen] dosasdemedy ol Soled e
brgisns ahd the oodpe culboms o dbows B Table 2 This s be
explened by ke Gl ikl 1l Sematesenh perfinsed (LLAS el
APAE) S ol sevenardy e o mdeiien B s ooy
B codlical weduiie, i deow B Tabde 2 i et S seiripl. Volese:
raledion sy bhave Sty afleoed e aorede b o olled par of 1k
briin, oo eves B bumed (sidal and uw), & pevisnly seabeeal
Theeie el o, 1 el vl @ Pt o ol e M e i
e ey g, Bl a0 oies, e win 5o Bl w s inedl snsdes
s e Themibae, e ralation i ool smsdhed i e 51 coiex
i Eol depesden] an e volese raled s

The it obasised in ooy Gudy give Sow i i e poresiil
lesegeist el oyolnai el il of bmalis om ke dewelapeies of
asmsn b expedal i ke DNA alylatey deriny poe ey, Repodt of
aindie wilh besasn luve sl o deleterion dlacn of baellis o
B il developeie sl asnd hesalelgh: parasaerd of dldldnes S
lowiny inmlaine Spaate (leann and Sein, 1965 Wi, 1963
D e o] ol s s mdosdnedl clisgen] Wik on e e of
B ey o e devalopes sl of he amlal aavem ke The, oo
e asgpel ikl B B Eparasl 1o cvduale e dfags o beialles
expoaare dudsy pregeasy o oflagrisg afies biak ls el o
endaranling of e Sodpbodeg s ¢laipes e e of U SR
Eay comldbale o proped B e Gl of devdopes el mERkyy.

Thei weerk b sose Esdless Fiady, we &l s ewmbaae ke
e b felaed o e ®deiion of bosfom fashd B owd dad.
Orloe s i v o el el ot e ity ity Wi, i pSE-
depee sl s Emviend: ssiveleosiia] pabway bak i vive asd B s
(Dlis e al, 2000 Vabder et al, 2000) The (53 & o Vad Sappaea
il Bl el e wardow ool 5 pondensine e i S o
deak, s reipesce o Bflese bred of Jm (Lepieals and Pével,
2005) Seamdly, we dil B cralme deied abave 10 S e ddes
e -reupesrie ol Howeve, ad sam, Forolawa & al 2007) =-
el ke e oo Wi esangh Lo cesie Rippopkoi i ke leas, =-
Eia, and bea Bedds anen o dids lem las 10Eg Ay Micey & al
(200 4] bave sepeind abeecsa] sele sl Jdeveiopea sl (8 o el
e 1 Ibeeial e 50 e il e il Ly, e e Eoary Buvwe:
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ANEXO - A PARECER N° 0006/2018 CEUA

Recife, 06 de novembro de 2018
Oficio n® 98/18

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para Prof. Raul Manhéaes de Castro

Departamento de Nutrigao

Centro de Ciencias da Saude

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0006/2018

Centificamos que a proposta intitulada “Modelo Experimental de Microcefalia:
Desenvolvemento Murinométrico e Neuromotor em Ratos Submetidos ou ndo ao
Polifenol (Kaempferol) no Periodo Neonatal.” registrada com o n®0006/2018, sob a
responsabilidade de Prof Raul Manhdes de Castro - que envolve a produgio,
manutencao 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 EXPERIMENTAGAQ ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE), em reuniao de 02/10/2018.

Finalidade _ | () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao _ [2anos =
Espécie/linhagem/raca _ | Ratos heterogenico ==
| N° de animais e | 165

Peso/ldade 210-250g/ 90 a 120 dias

Sexo ___ (135) Macho e (30) Fémea
“Origem Bioterio de cfiagao do Departamento de
: | Nutrigao (UFPE).

Ag.p_dpsamome.

MMR F. Silva
- Vics-Presidante CEUALFPE

9\? 2345691
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