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RESUMO

A paralisia cerebral (PC) € uma condigcado neurolégica ndo progressiva resultante de
lesdo no cérebro em desenvolvimento. O resveratrol vem sendo utilizado como uma
intervencéo promissora em modelos de neurodegeneragao (Alzheimer, Parkinson ou
Huntington) e em modelos de hipdxia-isquemia, apresentando fortes agdes
antioxidantes e neuroprotetoras. Este estudo avaliou os efeitos do tratamento
neonatal com resveratrol sobre o consumo alimentar e o fenétipo muscular em ratos
submetidos a PC induzida. O modelo experimental incluiu andxia perinatal (9L/min
por 12 minutos nos dias PO e P1) e restricdo sensoério-motora (16h/dia, P2—P29). Os
animais receberam resveratrol ou solugdo salina por via intraperitoneal (P3—P21).
Foram analisados peso corporal, consumo alimentar, forca muscular e
histomorfometria dos musculos sdéleo e extensor longo dos dedos (EDL). O grupo
PCS apresentou menor peso corporal, consumo alimentar reduzido e menor forca
muscular comparado ao grupo CS. O tratamento com resveratrol reverteu
parcialmente essas alteragbes, aumentando peso, forgca muscular e consumo
alimentar. No fenétipo muscular, o grupo PCR mostrou aumento no perimetro
muscular do musculo EDL, reducéo das fibras do tipo | e aumento das fibras tipo lla
e lIb), comparado ao PCS. Os achados sugerem que o tratamento neonatal com
resveratrol foi capaz de atenuar os prejuizos ocasionados pela PC a curto prazo,
favorecendo o crescimento corporal, a forca muscular e a distribuicdo de fibras
musculares, além de aumentar o consumo alimentar. Esses resultados indicam o
potencial terapéutico do resveratrol para mitigar déficits musculares associados a
PC, apontando para futuras investigagcdes sobre seus mecanismos e efeitos a longo

prazo.

Palavras—chave: paralisia cerebral; modelos animais; musculo esquelético;

plasticidade fenotipica; resveratrol.



ABSTRACT:

Cerebral palsy (CP) is a non-progressive neurological condition resulting from injury
to the developing brain. Resveratrol has been investigated as a promising
intervention in models of neurodegeneration (e.g., Alzheimer’s, Parkinson’s, and
Huntington’s diseases) and hypoxia-ischemia, exhibiting strong antioxidant and
neuroprotective effects. This study assessed the effects of neonatal resveratrol
treatment on food intake and muscle phenotype in rats subjected to induced CP. The
experimental model involved perinatal anoxia (9 L/min for 12 minutes on postnatal
days PO and P1) and sensorimotor restriction (16 h/day, P2—P29). Animals received
intraperitoneal injections of either resveratrol or saline solution (P3—P21). The study
evaluated body weight, food intake, muscle strength, and histomorphometric
parameters of the soleus and extensor digitorum longus (EDL) muscles. The PCS
group exhibited lower body weight, reduced food intake, and decreased muscle
strength compared to the CS group. Resveratrol treatment partially reversed these
impairments, leading to increased body weight, muscle strength, and food intake.
Regarding muscle phenotype, the PCR group demonstrated an increase in EDL
muscle perimeter, a reduction in type | fibers, and an increase in type lla and llb
fibers compared to the PCS group.These findings suggest that neonatal resveratrol
treatment can attenuate CP-induced impairments in the short term, promoting body
growth, muscle strength, and muscle fiber distribution, while also enhancing food
intake. These results underscore the therapeutic potential of resveratrol in mitigating
CP-associated muscle deficits, warranting further investigation into its mechanisms

and long-term effects.

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

resveratrol.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CR Controle resveratrol
CS Controle salina
EDL Extensor digitorum longus (Extensor longo dos dedos)
PC Paralisia Cerebral
PCR Paralisia cerebral resveratrol
PCS Paralisia cerebral salina

SNC Sistema Nervoso Central
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1. INTRODUGAO

A paralisia cerebral (PC) é um disturbio do neurodesenvolvimento de cunho
permanente e nao progressivo, decorrente de uma lesdo ocorrida no cérebro em
desenvolvimento (Bax et al., 2005; Krigger, et al., 2006). Comumente observada na
infancia, é caracterizada por um fendétipo com consequéncias motoras, posturais e
comportamentais (Novak et al., 2020; Vitrikas et al.,, 2020), ocasionando
repercussdes funcionais severas para o organismo. Afeta principalmente o sistema
musculoesquelético, sendo observados prejuizos na locomogdo e nos musculos
envolvidos nesse processo (Da Conceigao et al., 2021a; Da Conceigéo et al.,
2021b). A prevaléncia da PC é 1,5 a 3 casos para cada 1000 nascidos vivos,
variando conforme o acesso aos cuidados obstétricos e neonatais da regiao
sociodemografica (Gulati; Sondhi, 2017; Maenner et al., 2016; Oskoui et al., 2013;
Peixoto et al., 2020).

Devido a complexidade envolvida em sua etiologia, suas causas nao sao
totalmente compreendidas. Geralmente é causada por lesdo cerebral antes ou
durante o nascimento, sendo esse o principal fator causal (Sewell et al., 2014).
Entretanto, as dificuldades relacionadas ao parto foram caracterizadas como o fator
etioldgico, levantando a hipétese que o disturbio ocorre devido a asfixia neonatal ou
anoxia, apesar das evidéncias limitadas (Brandenburg; Fogarty; Sieck, 2019).

Contudo, as consequéncias funcionais da PC vao além do sistema
musculoesquelético, sendo possivel observar prejuizos em outras fungdes do
organismo, devido as lesdes presentes no sistema nervoso central (SNC), nas quais
sdo observadas também alteragcdes disfuncionais no comportamento e na cognigao
dessas criangas (Rosenbaum et al., 2007; Bjelke et al., 1991; Colver et al., 2014).
Estudos pré clinicos recentes apontam para a mesma direcdo, observando
comportamentos depressivos e ansiosos (Herrera et al., 2018; Granja et al., 2021).
Ademais, o comprometimento motor da PC pode impactar na deglutigao,
alimentacao e digestdo, levando a ma nutricdo em criangas com lesdes cerebrais.
Nessa perspectiva, o peso corporal é uma das esferas prejudicadas
significativamente na PC, onde os animais apresentam um menor peso corporal (Da
conceigcao et al., 2021) e disfungbes no sistema estomatognatico, que engloba
estruturas envolvidas na mastigacao e no comportamento alimentar. (Lacerda et al.,
2017).



Os modelos animais de paralisia cerebral tornaram-se cruciais ao ilustrar as
mudancas resultantes de lesdes cerebrais precoces, comparaveis as ocorridas em
criancas afetadas pela paralisia cerebral (Coq et al.,, 2016; Strata et al., 2004).
Dentro dos modelos de paralisia cerebral, o modelo experimental que combina
anodxia perinatal com a restricdo sensério-motora das patas posteriores em ratos
emergiu como uma ferramenta significativa para mimetizar os padrées motores da
paralisia cerebral (Pereira et al., 2021).

Mediante esse modelo, observam-se caracteristicas similares as da paralisia
cerebral em humanos nos animais, tais como aumento do tdnus muscular,
comprometimento das fungdes motoras orais e prejuizos nas habilidades motoras
(Strata et al., 2004; Lacerda et al., 2017b; Silva et al., 2016; Marcuzzo et al., 2010).
Todavia, ha uma caréncia de estudos que busquem investigar os mecanismos
subjacentes a disfungao alimentar, utilizando esse modelo de paralisia cerebral.

Contudo, essas alteragdes podem ser mutaveis devido a condicbes
ambientais, sobretudo no periodo critico do desenvolvimento, levando a alteragbes
permanentes nos organismos. Este fenbmeno é conhecido como plasticidade
fenotipica (Kelly et al., 2012) e se refere a capacidade do organismo emitir
respostas adaptativas frente a determinados estimulos, onde o seu gendtipo pode
produzir diferentes fendtipos quando expostos a distintos estimulos ambientais
(Agrawal, 2001), promovendo mudangas permanentes na forma e fungdo de
diversos sistemas, inclusive o sistema nervoso. Sob a ¢ética da plasticidade
fenotipica, compreende-se que as alteracbées na PC podem ser mutaveis devido a
exposigao a tratamentos precoces, por conta da capacidade responsiva e plastica
do sistema nervoso. A partir disso, o0 comportamento alimentar e o peso corporal
podem ser afetados na PC, visto que é influenciado por eventos fisioldgicos que
podem ser modulados por eventos ambientais (Blundell; Goodson; Halford, 2001).

Nessa perspectiva, o uso de resveratrol, um subtipo de polifenol presente em
alguns alimentos e bebidas, como o vinho tinto (Park et al., 2012), tem sido utilizado
como uma intervengdo promissora em modelos de neurodegeneragao (Alzheimer,
Parkinson ou Huntington) e em modelos de hipoxia-isquemia (Arteaga et al., 2014;
Juul; Ferriero, 2014; Pan et al., 2016). O resveratrol apresenta fortes acgdes
neuroprotetoras (Bastianetto; Ménard; Quirion, 2015), resultantes de sua atividade

antioxidante (Arteaga et al., 2015), podendo reduzir a intensidade do processo



inflamatorio e apoptose celular através da inibigdo de citocinas pro-inflamatorias
TNFa e IL-6 (Palacz-wrobel et al., 2017; Pan et al., 2016). Dessa forma, o
resveratrol demonstrou capacidade de reduzir significativamente a lesdo cerebral,
preservando areas cerebrais como o cértex sensério-motor, e também reduzindo o
dano a substancia branca. Além disso, estudos em ratos no periodo neonatal
demonstraram que o resveratrol € capaz de reduzir a perda de tecido cerebral apos
lesdo hipoxica-isquémica. (Arteaga et al., 2015; Juul; Ferriero, 2014; Pan et al.,
2016, Palacz-wrobel et al., 2017). Assim, o resveratrol apresenta-se como uma
ferramenta terapéutica promissora para o0s prejuizos provocados pela PC

experimental.

2. Metodologia

2.1 Animais e condi¢oes de biotério

Trata-se de um estudo experimental com animais, nos quais os procedimentos
foram efetuados de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA) e das normas internacionais do National
Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals (82 ed). Utilizou-se
filhotes ratos machos da espécie Rattus Norvegicus Albinus, da linhagem Wistar,
nascidos no biotério de criagdo do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais ficaram resguardados no biotério de
manutencdo da Unidade de Estudos em Nutricdo e Plasticidade Fenotipica
(UENPF), com temperatura de 22 + 2 °C, ciclo claro-escuro invertido de 12/12 horas
(Ciclo claro - 20:00 as 8:00; Ciclo escuro - 08:00 as 20:00, abrigados em gaiolas de
polipropileno (46cmx34cmx20cm) forrada com maravalha estéril, com acesso livre a
agua e alimentacgéo (dieta Labina — Purina S/A). O estudo foi realizado na Unidade
de Estudo em Nutricdo e Plasticidade Fenotipica (UENPF), localizado no
Departamento de Nutricdo da UFPE. O projeto encontra-se aprovado pelo comité de
ética em experimentagao animal do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal de Pernambuco (CEUA: 0009/2020) (Anexo 1).

2.2 Modelo experimental de paralisia cerebral
No presente estudo foi aplicado o modelo experimental de paralisia cerebral

diplégica espastica, que associa anoxia perinatal juntamente com a restricao



sensoério-motora dos membros posteriores dos animais, de acordo com os
experimentos de Strata et al. (2004), Coq et al. (2008) e Marcuzzo et al. (2010). A
anoxia poés-natal foi efetuada em dois episddios, sendo realizados no dia do
nascimento (PO) e no primeiro dia pds-natal (P1). Os animais foram submetidos ao
nitrogénio (100%) a 9L/min por 12 minutos cada dia, através de uma camara de
vidro levemente imersa em agua a 37°C. Em seguida, foram postos em temperatura
ambiente para recuperacdo, e apods estabilizagdo foram devolvidos as suas
respectivas maes. A restricdo sensério-motora foi realizada do 2° ao 28° dia (P2 ao
P28) de vida pos natal, sendo fixado nos membros inferiores uma ortese de epoxi
por cerca de 16 horas por dia, com a intencdo de limitar os movimentos da
articulagdo do quadril, sem atrapalhar a eliminagcao de fezes e urina, e 8 horas de

livre movimentacao (Strata et al., 2004).

2.3 Manipulagao farmacolégica

A aplicagcao ocorreu no periodo neonatal, do 3° ao 21° dia de vida pds-natal,
por via intraperitoneal, com administragdo do resveratrol (dose diaria, 10mg/kg) ou
salina (0,9% NaCl), com volume de inje¢do de 0,1 ml/ 100 g peso do rato conforme

pesagem diaria (Girbovan e Plamondon et al., 2015).
2.4 Grupos experimentais

Modelo expenmental de PC + Resveratrol N=10

parahsia cerebral -

PC + Salina N=10

o>

i

S
Fémea progenitora

Controle + Resveratrol N=10
Controle + Salina N=10

o,

Fémea progenitora

Fonte: A autora (2025)
Para obtencao dos filhotes foram utilizadas ratas fémeas nuliparas e machos

reprodutores, da espécie Rattus Norvegicus Albinus da linhagem Wistar, que foram



acasalados e mantidos no biotério do Departamento de Nutricdo da UFPE. Apds o
nascimento, os filhotes machos foram distribuidos nos grupos experimentais de
forma aleatédria, sendo incluidos filhotes machos saudaveis com um peso corporal
ideal (6 a 8 gramas). As filhotes fémeas foram utilizadas apenas para completar a
ninhada de 8 filhotes até o dia do desmame. Foram excluidos animais com ma
formagao congénita e pais com mais de 120 dias de vida. Dessa maneira, foram
formados os quatro grupos experimentais: Controle Salina (CS, n=10), com filhotes
que receberam a solugao 0,9% NacCl); Paralisia Cerebral + Salina (PCS, n=10), com
filhotes que foram submetidos a PC experimental + solu¢do 0,9% NaCl); Controle +
Resveratrol (CR, n=10), com filhotes que receberam 10mg/kg de resveratrol em
solugao 0,9% NaCl); Paralisia Cerebral + Resveratrol (PCR, n=10), com filhotes que
foram submetidos a PC experimental + 10mg/kg de resveratrol em solu¢ao 0,9%
NaCl).

2.5 Evolugao ponderal

No que concerne ao desenvolvimento ponderal, o peso corporal dos filhotes
foi registrado desde o seu nascimento até o 21° dia de vida pos-natal,
representando o término do periodo de administragdo farmacolégica. Além disso, a
pesagem foi repetida no 29° dia de vida pés-natal (P29), que marca o dia da
eutanasia dos animais. Para tal fim, utilizou-se uma balancga digital eletrénica com a
capacidade de 1 kg e sensibilidade de 0,1 g (modelo Marte, S-1000).

2.6 Consumo Alimentar

Quanto ao consumo alimentar, apés o 25° dia de vida pds-natal, os animais
passaram por desmame, sendo separados das maes e alocados em gaiolas
individuais até o P29. Durante esse periodo, foi monitorado o consumo alimentar por
meio da disponibilizagdo de dieta padrdo de biotério (Nutrilab) em regime de livre
acesso. O procedimento consistiu em ofertar o alimento, registrar o peso inicial e,
apos um intervalo de 24 horas, mensurar novamente o peso para determinar a

quantidade consumida.

2.7 Avaliagao da forgca muscular



Nas idades de 22 e 28 dias de vida pds-natal foi realizada a analise da forga
muscular em todos os animais através do teste de forca da preensao dos membros
anteriores modificados (Taekshita et al., 2017). Cada animal deve se agarrar a barra
de apoio do equipamento e exercer uma forgca de tracdo sobre ele em posi¢cao
vertical enquanto o examinador o suspende pela cauda. Foram realizadas 3
tentativas com o intervalo de 1 minuto entre elas, utilizando o equipamento
GripStrength System (SD Instruments), com capacidade de 200 Kgf, resolugao 0,1
Kgf e acuracia de £ 0,2% (n=10 por grupo).

2.8 Andlise antropométrica e dos tipos de fibras dos musculos séleo e
extensor longo dos dedos (EDL)

No 29° dia apdés o nascimento, apdés a eutanasia, foram coletados os
musculos em questdo para fins de investigagdo. A analise buscou identificar e
caracterizar os diferentes tipos de fibras presentes, além de determinar a area e o
perimetro das fibras musculares. Para isso, foram executadas secg¢des transversais
dos musculos, com espessura de 8 micrOmetros, empregado um equipamento
denominado criostato, a uma temperatura de -30°C. As secg¢bes obtidas foram
fixadas em laminas e submetidas a uma técnica de coloracao utilizando a ATPase
miofibrilar, conforme estabelecido por Brooke e Kaiser (1970) e Lacerda et al.
(2017b). A coloracao das fibras musculares foi realizada em relacdo a trés tipos
distintos de fibras (I, lla, IIb), de acordo com as variagbes na intensidade da
coloragaéo ATPase apds uma pré-incubagdo em meio acido (ph 4.55).

Os cortes resultantes desse processo foram posteriormente examinados por
meio de um microscopio o6ptico Olympus BX-41, com ampliagdo de 100x. O
microscopio foi conectado a um computador equipado com um software de captura
de imagens denominado "Analysis Get It". Nesse contexto, cada secgéao histologica
foi minuciosamente inspecionada, e as fibras musculares foram quantificadas e
classificadas de acordo com os diferentes tipos, e esse quantitativo foi expresso
como uma porcentagem do total de fibras presentes. Além disso, foi conduzida uma
avaliacao especifica da area e do perimetro de cada fibra muscular. Nesse contexto,
a area foi determinada como a medida da superficie ocupada por cada fibra,

enquanto o perimetro é calculado pela soma das medidas de todos os lados de



cada fibra. Na realizagdo da contagem e analise das dimensdes das fibras, foi

utilizado o software ImageJ.

2.9 Anadlise Estatistica

Os dados obtidos foram inicialmente analisados quanto a distribuicdo normal
(teste de Shapiro-Wilk). Constatada a normalidade, foram realizados os testes
paramétricos Anova Two-Way, para comparacao dos grupos nas analises realizadas
em apenas uma idade do animal, ou o Anova Two-Way Medidas repetidas, para
comparagao dos grupos nas analises realizadas em mais de uma idade. Quando
nao observada a distribuicdo normal, foram adotados testes estatisticos nao
paramétricos como o teste de Kruskal-Wallis e Friedman. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo, ou como mediana e valores maximos e
minimos, sendo o nivel de significancia utilizado de 5%. Foi utilizado o software

GraphPadPrism® versao 9 para analises dos dados e construgao dos graficos.

3. RESULTADOS
3.1 Peso corporal

Serdo apresentados os resultados dos filhotes que foram avaliados
diariamente durante o periodo de lactagcdo até o 29° dia de vida, a fim de
compreender os efeitos a curto prazo do tratamento neonatal com resveratrol sobre

o desenvolvimento neuromotor.
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Figura 1: Evolugdo ponderal dos grupos experimentais aos 0, 8, 14, 17, 21 e 29 dias de vida pés-natal: Controle Salina (CS,
n=10), Controle Resveratrol (CR, n=10), Paralisia Cerebral + Salina (PCS, n=10) e Paralisia Cerebral + Resveratrol (PCR,
n=10). Os dados foram expressos como média + DP. ANOVA Two Way e teste post hoc de Tukey: CS x CR a ; PCS x CS *;
PCS x PCR #.

O modelo experimental de paralisia cerebral provocou a reducido do peso
corporal dos animais aos 8 (p=0.0142), 14 (p<0.0001), 17 (p<0.0001), 21 (p<0.0001)
e 29 (p<0.0001) dias de vida pds-natal quando comparado ao grupo controle. O
tratamento neonatal com resveratrol na PC experimental atenuou essa perda de
peso no 21 dia de vida (p=0.0209).

Como esperado, no PO os animais foram homogéneos, ndo havendo diferenca
entre os grupos, pois este € o dia do nascimento. Nesta idade também nao houve a
aplicacdo de droga e nem a submissdao do modelo de paralisia cerebral prévio. A
partir do P8, observamos a diferenga entre o grupo PC Salina e o grupo Controle
Salina, mostrando que os animais submetidos ao modelo de PC apresentam menor
peso corporal. E no P21 foi observado que o tratamento com Resveratrol em

modelo de PC aumentou o peso corporal dos animais comparado ao grupo PCS.

3.2 Consumo alimentar
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Figura 2: Consumo alimentar os 25, 26, 27,28 e 29 dias pds- natal dos grupos experimentais Controle Salina (CS, n=10),
Controle Resveratrol (CR, n=10), Paralisia Cerebral + Salina (PCS, n=10) e Paralisia Cerebral + Resveratrol (PCR, n=10) A)
Consumo/dia dos grupos experimentais: Os dados foram expressos como média + DP. ANOVA Two Way e teste post hoc de
Tukey: PCS x CS *; PCS x PCR #; PCS x CS. *=p<0,05; **+p<0,01; ***=p<0,001.

A andlise do consumo alimentar demonstrou que o grupo PCS apresentou

reducao do consumo alimentar diario (p<0,01) comparado ao CS. Ja o grupo PCR



apresentou uma tendéncia a aumentar o consumo alimentar (p=0,04), em
comparagao ao PCS. (Figura 3).

Houve uma tendéncia de aumento do consumo alimentar nos animais PC
submetidos ao tratamento com resveratrol, em comparacdo com os animais PC
Salina. Observa-se prejuizos no comportamento alimentar e no peso corporal
advindos da PC, enquanto o resveratrol apresenta-se como um tratamento
promissor nesses prejuizos.

Ademais, o seguinte estudo evidenciou que os animais PC tém uma diminuicao
no consumo alimentar devido a restricao sensoriomotora, que limita os movimentos
dos animais, além da submissao a um estresse precoce (Coq et al., 2016; Strata et
al., 2004). A PC experimental provocou alteragdes nas fibras musculares,
resultando em alteracbes do trofismo, como também alteragdo do tdbnus muscular,
evidentes no musculo masséter, musculo responsavel pela mastigacdo. Através
desse tipo de modelo, sdo observados nos animais o fenétipo encontrado na PC,
como aumento do ténus muscular, prejuizo na fungao motora oral, diminuicdo na
atividade locomotora, e danos nas habilidades motoras (Strata et al., 2004; Lacerda
et al., 2017b; Silva et al., 2016; Marcuzzo et al., 2010).

3.3 Forca de preensao dos membros anteriores
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Figura 3: Forga muscular dos membros anteriores realizadas no 22 e 28° dia ap6s o nascimento: Controle Salina (CS, n=10),
Controle Resveratrol (CR, n=10), Paralisia Cerebral + Salina (PCS, n=10) Cerebral Palsy + Resveratrol (PCR, n=10). Os dados
foram expressos como média + DP. ANOVA Two Way e teste post hoc de Tukey. ). p<0.05(*=p <0.05;*=p<0.01; " =p
< 0.001).



A analise de forca muscular dos membros anteriores demonstrou que o
resveratrol aumentou a forga muscular na paralisia cerebral. Os animais do grupo
PCS mostraram uma reducéo na forgca muscular aos 22 e 28 dias de vida pds-natal
(Figura 3A e 3B) quando comparado com o grupo CS. O tratamento com
Resveratrol demonstrou um aumento na forgca muscular no P22, sendo esse
aumento ainda mais expressivo no P28 para o grupo PCR em comparagao com
PCS, com uma forga de preensdo muscular atingindo valores semelhantes aos

obtidos em animais n&o-PC (Figura 3B).

3.4 Analise antropométrica dos musculos Séleo e Extensor Longo dos Dedos
(EDL)

A) Area e Perimetro - Séleo
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Figura 4: Area e Perimetro realizada no 29° dia apds o nascimento, apds a eutanasia dos grupos experimentais: Controle
Salina (CS, n=10), Controle Resveratrol (CR, n=10), Paralisia Cerebral + Salina (PCS, n=10) e Paralisia Cerebral + Resveratrol
(PCR, n=10). A) Area e perimetro do musculo séleo B) Area e perimetro do EDL. Os dados foram expressos como média *

DP. ANOVA Two Way e teste post hoc de Tukey:



A area e perimetro muscular também foi afetado pela PC experimental, onde
ambas as medidas se apresentaram reduzidas para os musculos so6leo e extensor
longo dos dedos. Sendo assim, nas medidas do musculo séleo, o grupo PCS
apresentou redugdo da area (p<0.0001), como também a reduc¢do do perimetro
(p<0.0001), comparado ao grupo CS (Figura A). De forma semelhante, a area e
perimetro do musculo EDL também foi afetada. Dessa forma, o grupo PCS
apresentou reducao da area e do perimetro muscular em comparagdo com o grupo
CS (p<0.0001). . Adicionalmente, o grupo PCR apresentou um aumento no
perimetro do musculo EDL em comparagao com o grupo PCS (p<0.0232).

A PC experimental provocou uma redugao da area e do perimetro, visto que
lesbes cerebrais ocorridas durante o desenvolvimento precoce podem levar a
desordem musculoesquelética. Contudo, o tratamento com Resveratrol em modelo
de paralisia cerebral (PCR) levou ao aumento do perimetro do musculo EDL em
comparagao ao grupo PCS. O estudo evidenciou que a indugdo de PC promove
uma atrofia muscular, como previsto por Marcuzzo et al. (2009). Entretanto, o
resveratrol, através de seus efeitos protetores, foi capaz de atenuar a atrofia das
fibras musculares em modelos animais (Huang et al, 2020; Bai et al., 2020; Asami
et al, 2018).

3.5 Tipos de fibras musculares do musculo séleo e EDL
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B) Tipos de fibras - EDL
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Figura 5. Tipos de Fibra Musculares realizada no 29° dia apds o nascimento, apds a eutanasia dos grupos experimentais:
Controle Salina (CS, n=10), Controle Resveratrol (CR, n=10), Paralisia Cerebral + Salina (PCS, n=10) e Paralisia Cerebral +
Resveratrol (PCR, n=10) A) Tipos de fibras musculares do musculo séleo B) Tipos de fibras musculares do musculo extensor

longo dos dedos (EDL). Os dados foram expressos como média + DP. ANOVA Two Way e teste post hoc de Tukey.

A analise dos tipos de fibra muscular no musculo séleo demonstrou que o
grupo PCS apresenta redugado nas fibras musculares tipo | (p<0.0001) e aumento
nas fibras musculares do tipo lla (p<0.0379) e lIb (p<0.004) quando comparado ao
grupo CS. Por outro lado, o grupo PCR apresentou um aumento nas fibras
musculares tipo | em relagdo ao grupo PCS (p<0.0001). No que tange a analise do
musculo EDL, o grupo PCS obteve um aumento do numero de fibras do tipo |
(p<0.006) e lIb (p<0.0083) , e uma diminuicao nas fibras lla (p<0.0088), quando
comparado ao grupo CS. Tal dano € esperado pela PC experimental, que provoca
alteragdes nas fibras musculares. Por outro lado, o grupo PCR teve uma diminui¢cao
das fibras do tipo | (p<0.0032) e e lIb (p<0.0012), e aumento no numero de fibras
do tipo lla (p<0.0012), quando comparado ao grupo PCS.

4. DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel observar o fenétipo motor da PC, visto pela
reducdo da evolugdo ponderal, diminuicdo de area, perimetro, forca muscular,
consumo alimentar e pela alteracdo das propor¢des dos tipos de fibras musculares]|
E a partir desses desfechos, o tratamento neonatal com resveratrol foi capaz de

aumentar o peso corporal, o perimetro do musculo EDL, a forca muscular, e



reorganizar o fendtipo muscular, além de promover uma tendéncia no aumento do
consumo alimentar.

Os resultados deste estudo demonstram que lesbes perinatais podem
comprometer o crescimento dos animais, refletido pela menor evolugdo do peso
corporal a partir do 8° dia de vida nos grupos submetidos ao modelo experimental
de PC, em comparagdo aos grupos controles. Esses achados também foram
evidenciados em pesquisas anteriores que investigaram a anoxia perinatal
combinada a restricdo sensorio-motora, observando atrasos persistentes no
desenvolvimento ponderal (Coq et al., 2016; Strata et al., 2004; Silva et al., 2016). A
exposicao continua a fatores estressores, como a restricdo sensoério-motora
aplicada neste estudo, dificultou a locomocéo, podendo assim levar a redugao da
ingestdo alimentar, uma vez que a PC experimental causa disfuncbes
neuromusculoesqueléticas, dentre elas, no sistema estomatognatico em estruturas
envolvidas na mastigacéo e no comportamento alimentar. (Lacerda et al., 2017).
Assim, os insultos sofridos no periodo perinatal (andxia e restricdo sensorio-motora)
podem interferir no desenvolvimento somatico, assim como verificaram Coq et al.
(2016) e Strata et al. (2004), e que a anodxia perinatal associada a restricdo
sensoério-motora provocou efeitos duradouros nos animais com a redugao do peso
corporal, embora nao cause anorexia (Marti, et al 1994).

Além disso, conforme demonstrado por Pereira et al. (2021), a reducao da
musculatura do séleo e EDL, aliada a perda de massa 6ssea na tibia, compromete a
locomogéo, sugerindo que as alteragdes musculoesqueléticas podem afetar
diretamente o comportamento alimentar dos animais e, consequentemente, seu
crescimento. A administracdo de resveratrol demonstrou atenuar, a curto prazo, a
perda de peso nos animais com PC experimental, evidente a partir do 21° dia de
vida, quando comparados ao grupo néao tratado. Entretanto, ainda ha uma caréncia
de estudos na literatura que avaliem os efeitos desse composto sobre esse
desfecho especifico em modelos de PC, o que torna esses achados particularmente
relevantes.

Na esfera do consumo alimentar, a PC experimental provocou uma redug¢ao do
consumo alimentar diario. Além disso, houve uma tendéncia de aumento do
consumo alimentar nos animais PC submetidos ao tratamento com resveratrol, em

comparagao com os animais PC Salina. Observa-se prejuizos no comportamento



alimentar e no peso corporal advindos da PC, enquanto o resveratrol apresenta-se
como um tratamento promissor nesses prejuizos.

Ademais, o seguinte estudo evidenciou que os animais PC tém uma diminui¢cao
no consumo alimentar devido a restricdo sensoriomotora, que limita os movimentos
dos animais, além da submissdo a um estresse precoce. Estudos utilizando este
modelo de PC que associa anodxia e restricdo sensoério motora dos membros
posteriores (Strata et al., 2004; Coq et al., 2008) mostram que os animais
apresentam alterag¢des estruturais e no desenvolvimento, devido a lesdo no sistema
nervoso central em maturagcdo e manutencido da incapacidade motora.Ademais, os
estudos mostram alteragdes no tdnus muscular (Strata et al., 2004), desorganizagao
na representagao cortical dos membros inferiores no cértex somatossensorial (S1)
(Coq et al., 2008), reducao na atividade locomotora e coordenagao motora (Pereira
et al., 2021; Silva et al., 2016), prejuizos na mastigagéo (Lacerda et al., 2017), como
também as habilidades motoras s&o prejudicadas, semelhantes as ocorridas em
criangas com PC (Marcuzzo et al., 2010).

Dessa forma, o nosso estudo evidenciou que os animais PC tém uma reducao
no consumo alimentar devido a restricdo sensoriomotora, que limita os movimentos
dos animais. Além disso, a PC experimental provocou alteracbes nas fibras
musculares, resultando em alteragdes do trofismo Além disso, a atrofia muscular em
modelo experimental ndo se restringe apenas ao musculos periféricos dos membros
posteriores, como também pode afetar os musculos da mastigagao, influenciando
seu processo de alimentagcdo e consequentemente afetando o ganho de massa
muscular em diferentes regides do corpo (Silva et al., 2016; Pereira et al., 2021;
Lacerda et al., 2017; Lacerda et al 2017b).

A fraqueza muscular é uma caracteristica predominante na paralisia cerebral ,
associada a anormalidades musculoesqueléticas, como redugao da espessura e
volume muscular (Multani et al., 2019; Elder et al., 2003; Graham e Selber, 2003).
No presente estudo, € possivel observar que a atrofia muscular ou a redugao da
densidade Ossea, ocorre devido a restricdo sensorio-motora, bem como alteracdes
na ingestdo de alimentos, contribuido para esse resultado (Marcuzzo et al., 2010).
Esses achados corroboram com estudos anteriores que associam a PC a atrofia
muscular decorrente da restricdo sensoério-motora imposta pela condigao (Pereira et

al., 2021; Marcuzzo et al., 2010; Stigger et al., 2011. Contudo, foi demonstrado que



os polifenois tém um potencial efeito preventivo na atrofia musculo-esquelética
(Salucci e Falcieri, 2020). Entre eles, o resveratrol mostrou beneficios na prevencéao
da atrofia muscular induzida por desnervagao (Asami et al., 2018) e obesidade (Bai
et al., 2020; Huang et al., 2019). Estudos na literatura, no entanto, sdo escassos em
relacdo aos seus efeitos na atrofia muscular induzida por lesdo cerebral precoce,
como foi evidenciado no presente estudo. Observamos que o resveratrol foi capaz
de reverter as mudangas no padrao de distribuicdo dos tipos de fibras musculares
resultantes do modelo de PC experimental.
Além disso, os polifenois sdo bem conhecidos por aumentar a forca e a
massa muscular, promovendo a diferenciacdo de células-tronco musculares e a
biogénese mitocondrial e reduzindo a producédo de perdxido de hidrogénio, bem
como a inflamacdo nos musculos esqueléticos (Yadav et al., 2022). Sugerindo
possiveis formas de ag¢ao do resveratrol no sistema musculoesquelético, o que pode
explicar o aumento da forga muscular em animais. Ademais, os efeitos promissores
do resveratrol estdo relacionados aos seus efeitos na expressdo de genes
relacionados ao desenvolvimento muscular (Pereira et al., 2021), reduzindo, dessa
maneira, a intensidade do processo de atrofia causado através desse modelo.
Esses achados reforcam o potencial neuroprotetor do resveratrol, que pode estar
relacionado a sua atividade antioxidante. Seu mecanismo de agao pode envolver a
preservacao da integridade e do potencial da membrana mitocondrial interna, além
da reducdo das espécies reativas de oxigénio, o que contribui para a modulagéao da
resposta inflamatéria desencadeada pelo modelo de PC (Arteaga et al., 2015).
Na perspectiva de alteragdes musculoesqueléticas, o padrao de distribuigao
de tipos de fibras também foram prejudicados pelo PC experimental. Todavia, a
quantidade de fibras € variavel para cada musculo, com a populagao de fibras puras
e hibridas juntas, influenciando na dinamica do tecido. Por sua vez, o musculo séleo
€ conhecido pela manutencao postural, com uma resisténcia a fadiga caracteristica
que consiste no fenodtipo predominantemente em fibras do tipo | (contracéo lenta),
ao contrario do musculo EDL, que € composto de fibras do tipo Il (contragao rapida)
e € menos resistente a fadiga durante o seu recrutamento (Komiya et al., 2017;
Schiaffino e Reggiani, 2011). Animais PC apresentaram inversao desse padrao de
distribuicao das fibras musculares. O grupo PCS apresentou fibras musculares tipo |

diminuidas no séleo e aumentados no EDL, e tipo Il estavam aumentados no séleo



e diminuidos no EDL. Alteragcdes neuromusculares nesse modelo de PC séo
associadas a diminuigdo da atividade muscular devido a imobilizagao, justificando
as alteracdes nos tipos de fibras do musculo séleo e EDL.

No entanto, o resveratrol foi capaz de reverter as alteragcées no padrao de
distribuicdo dos tipos de fibras musculares causados pela PC experimental,
indicando que sua atuagao pode estar relacionada a mecanismos de plasticidade
muscular, em vez de um efeito direto no ganho de massa muscular. Esse achado
sugere que o resveratrol pode modular a resposta adaptativa do tecido muscular a
condigdo patoldgica, o que pode ter implicagdes importantes para futuras terapias
voltadas a manutengao da fungdo muscular na PC.

Assim, o fenodtipo definitivo de uma fibra muscular esquelética adulta é o
resultado de eventos que comegcam no embrido e sdo continuamente modulados e
refinados ao longo da vida do organismo (Stockdale, 1992). Estudos mostraram que
agressdes ambientais, como a desnutricdo durante os periodos criticos do
desenvolvimento, modificam o fend6tipo muscular e as propriedades biomecanicas
do musculo em curto e longo prazo (Toscano et al., 2008; Toscano et al., 2010;
Aragéao et al., 2014; Ferraz-Pereira et al., 2015), com diminuicdo da quantidade e
propor¢cdes de fibras musculares (Toscano et al., 2008). As mudangas diminuem a
massa do musculo devido a redugdo da quantidade de miofibrilas e reducédo de
fibras por musculo, causando hipotrofia (Lara, 2003). Além disso, 0s nervos
motores tém um alto potencial para influenciar a composi¢céo e propriedades dos
elementos funcionais do musculo, que é a fibra muscular, com o mecanismo de
reinervagao, sendo um resultado chave para a plasticidade muscular (Pette, 2002;
Bassel-duby e Olson, 2006). Portanto, a distor¢do no padréao de tipagem das fibras
musculares pode ser uma forma de adaptagdo muscular a demanda funcional atual,
podendo estar relacionado a resisténcia limitada a fadiga. Nosso resultado
corrobora outros estudos que utilizaram o mesmo modelo de PC (Pereira et al.,
2021; Marcuzzo et al., 2010). De forma original, os resultados preliminares
evidenciam que o tratamento neonatal como o resveratrol atenuou a curto prazo os
danos no sistema neuromusculoesquelético. Assim, propomos que estudos futuros
sejam desenvolvidos para esclarecer a atuagdo do resveratrol em sistemas
adjacentes, como também os mecanismos moleculares e bioquimicos pelos quais o

resveratrol exerce efeitos benéficos no sistema nervoso de animais saudaveis. No



entanto, uma limitacdo importante deste estudo foi a impossibilidade de avaliar os

efeitos a longo prazo do resveratrol, uma vez que decorreu no periodo neonatal.
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Para: Prof. Ana Elisa Toscano Meneses da Silva de Castro
Centro Académico de Vitdria
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Certificamos que a proposta intitulada ™ Efeitos do tratamento com
resveratrol elou com o fator de crescimentio de fibroblasios 19 sobre o
sistema neuro-miisculo-esquelélico de ratos submetidos a paralisia
cerebral” . registrado com o n®0009720 =ob a responsabifidade da Prof. Ana
Elisa Toscano Meneses da Silva de Casiro o que envolve a produgdo,
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