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RESUMO

A microcefalia € considerada um achado clinico que pode ser resultado de
anomalias congénitas ou decorrer de insultos apés o parto. Estudos com modelos
experimentais de microcefalia constataram que o sistema serotoninérgico apresenta-
se afetado nesta condicdo. A administragdo de triptofano ocasiona aumento do
triptofano no cérebro, assim como de serotonina, que possui papel no humor,
comportamento e ingestdo alimentar, além de mudiltiplas funcées durante o
desenvolvimento precoce e a morfogénese craniofacial. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do tratamento neonatal com L-triptofano sobre a evolucéo
das sequelas craniofaciais, somaticas e encefalicas em ratos submetidos a um
modelo experimental de microcefalia. Foram utilizados filhotes (machos e fémeas)
de ratos da linhagem Wistar obtidos através de 24 ratas Wistar adultas. Apds a
confirmacédo da gestacédo, foram formados aleatoriamente trés grupos de gestantes:
Controle (C, n=8); Azeite (A, n=8); Busulfan (B, n=8). Apds o nascimento, os filhotes
(n=230) de cada ninhada foram subdivididos em dois grupos submetidos até o 21°
dia pos-natal a dose diaria (via subcutadnea) de: Salina (10mL/kg, 10ul/g) ou
Triptofano (10mg/kg, 10pl/g). Foram avaliados: indicadores murinométricos do
desenvolvimento, caracteristicas somaticas, ontogénese de reflexos, medidas
craniofaciais e histologia do cortex somatossensorial. Os filhotes do grupo B
apresentaram reducdo significativa do eixo latero-lateral em todo periodo de
lactacdo. Além disso, houve reducdo do eixo antero-posterior a partir do dia 5. No
primeiro dia, utilizando o ponto de corte determinado, todos os animais do grupo B
foram classificados como microcefalicos. Os filhotes do grupo B apresentaram
reducdo de peso significativa nos dias 19 e 21, retardo no desaparecimento da
preensdo palmar e na maturacdo da recuperacdo de decubito, colocacdo pelas
vibrissas e queda livre, além de retardo na erupcdo dos incisivos superiores e
inferiores. Com relagédo as medidas craniofaciais realizadas no dia 28 poés-natal,
houve diferenca significante nas medidas do créanio (L1, L2, L3 e L9) e da mandibula
(L4, L5 e L6) do grupo B. Além disso, houve reducdo no numero e na area de
neurdnios do cortex somatossensorial primario. Nao se observou efeito do triptofano

em nenhum dos parametros avaliados. A exposicdo ao L-triptofano durante o



periodo de lactacdo nao influenciou o desenvolvimento dos animais em nenhum dos
parametros analisados. Por outro lado, a exposi¢cdo ao Busulfan ocasionou reducao
dos eixos cranianos, atraso na maturacdo de reflexos e caracteristicas sométicas,
reducdo das medidas craniofaciais e diminuicdo da area e numero dos neurénios do

cortex somatossensorial.

Palavras-chave: Microcefalia. ~ Triptofano.  Serotonina.  Crescimento e

Desenvolvimento. Ontogénese de reflexos.



ABSTRACT

Microcephaly is a clinical symptom that can be the result of congenital
anomalies or post-partum insults. Studies with experimental models of microcephaly
have shown that the serotonergic system is affected in this condition. The
administration of tryptophan causes an increase in tryptophan in the brain, as well as
serotonin, which has a role in mood, behavior and food intake, as well as multiple
functions during early development and craniofacial morphogenesis. Thus, the
objective of this study was to evaluate the effect of neonatal treatment with L-
tryptophan on the evolution of craniofacial, somatic and encephalic sequels in rats
submitted to an experimental model of microcephaly. Pups (male and female)
obtained from 24 adult female Wistar rats adult were used. After confirming the
gestation, three groups of pregnant were randomly formed, based on the
pharmacological induction of microcephaly: Control (C, n = 8); Olive oil (A, n = 8);
Busulfan (B, n = 8). After birth, pups (n=230) from each litter were subdivided into
two groups submitted to the daily dose (subcutaneously) of Salina (10mL/kg, 10ul/g)
or Tryptophan (10mg/kg, 10ul/g). The following parameters were evaluated: somatic
growth, physical features, reflex-ontogeny, craniofacial measurements and histology
of primary somatosensory cortex. The pups of group B presented significant
reduction of the latero-lateral axis throughout entire lactation period. In addition, there
was reduction of the anteroposterior axis from day 5 in the same period. On the first
day, using the determined cutoff point, all animals in group B were classified as
microcephalic. The offspring of group B showed significant weight reduction on days
19 and 21, delayed disappearance of palmar grip and delayed maturity of righting,
vibrissa placing and free-fall righting, as well as delayed eruption of the upper and
lower incisors. Regarding the craniofacial measurements performed on the 28th
postnatal period, there were significant differences in the measurements L1, L2, L3
and L9, which represent measurements of the skull, and L4, L5 and L6, which
represent measurements of the mandible. In addition, there was a reduction in the
number and area of neurons in the primary somatosensory cortex. There was no
effect of tryptophan on any of the parameters evaluated. Exposure to L-tryptophan
during the lactation period did not influence the development of the animals in any of



the analyzed parameters. On the other hand, exposure to Busulfan caused reduction
in cranial axes, delay in reflexes and physical features maturation, reduction of
craniofacial measurements and reduction of area and numbers of neurons of the

somatosensory cortex.

Keywords: Microcephaly. Tryptophan. Serotonin. Growth and Development. Reflex-
ontogeny.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento humano é um processo complexo e compreende uma
série de mudancas que se iniciam na fecundacdo (MOORE; PERSAUD, 2008). O
mesmo é continuo e passivel de interferéncias ambientais que modulam os
fenotipos expressos pelo individuo. Esta capacidade evolutiva é chamada de
plasticidade fenotipica, que se baseia na habilidade de um genétipo de apresentar
fendtipos distintos mediante exposicdo a diferentes condicdbes ambientais
(GARLAND; KELLY, 2006; PIGLIUCCI et al., 2006). As interacdes genotipo-
ambiente causam impacto ainda maior no organismo no inicio da vida (GLUCKMAN;
HANSON; BEEDLE, 2007). Nesta fase, a exposicdo a fatores ambientais nocivos,
como infecc¢des, desnutricdo, alcool e diversas outras substancias quimicas, pode
levar ao acometimento de microcefalia e outras condi¢cdes neuroldgicas, como a
paralisia cerebral (FURUKAWA et al., 2007; ASHWAL et al., 2009).

A microcefalia é considerada um achado clinico que pode ser desenvolver na
gestacdo (primaria) ou apds o nascimento (secundéaria) (WOODS; PARKER, 2013).
Ambos os tipos podem decorrer de injurias ou desordens genéticas que afetam a
funcdo cerebral e o crescimento perinatal (WOODS; PARKER, 2013). O seu
diagnéstico é realizado através do perimetro cefalico na primeira semana de vida
(até 6 dias e 23 horas) em comparacdo a média especifica por sexo e idade
gestacional do bebé (WHO, 2014). As criangcas com microcefalia associada as
sindromes congénitas podem apresentar retardo mental, paralisia cerebral,
epilepsia, irritabilidade, transtornos oculares e persisténcia de reflexos primitivos
(ASHWAL et al., 2009; ARAGAO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; SCHULER et
al.,, 2016; VAN DER LINDEN et al.,, 2016). Além disso, podem apresentar
anormalidades cerebrais como malformacdes corticais severas, lisencefalia,
ventriculomegalia, hipoplasia cerebelar e hipodensidade da substancia branca
(MARTINES et al., 2016; SCHULER et al., 2016; ARAGAO et al., 2016; HAZIN et al.,
2016).

Estudos com modelos experimentais de microcefalia constataram que o
sistema serotoninérgico se apresenta prejudicado nesta condic&o, caracterizado por

desenvolvimento anormal das fibras nervosas serotoninérgicas e liberacdo atrasada
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de serotonina durante o desenvolvimento do cortex (FUNAHASHI et al., 1998; UEDA
et al., 1999). Em ratos, um rapido aumento nos niveis de serotonina é observado no
periodo pds-natal, atingindo os niveis de adulto na terceira semana de vida (LIDOV;
MOLLIVER, 1982). O periodo desse evento esta intimamente relacionado com o0s
periodos onde ocorre a sinaptogénese (1° ao 21° dia pds-natal) e neurogénese
cortical (até o 15° dia) (PRESSLER; AUVIN, 2013; SEMPLE et al., 2013). Assim, a
deficiéncia deste sistema no periodo de lactacdo pode comprometer o
desenvolvimento do SNC. Por outro lado, a administracao de triptofano, aminoacido
essencial precursor da serotonina, ocasiona aumento do triptofano no cérebro,
assim como de serotonina (HALEEM et al., 1998; FERNSTROM; WURTMAN, 1972).
Os neurbnios serotoninérgicos fazem parte de um dos sistemas mais amplamente
distribuidos no cérebro de mamiferos (SODHI; SANDERS-BUSH, 2004), sendo um
dos principais sistemas envolvidos no desenvolvimento das estruturas orofaciais e
corticais (BUZNIKOV et al., 1996; VITALIS; PARNAVELAS, 2003). Desta forma,
sugere-se que a utilizacdo desse aminoacido pode facilitar a neurotransmissao
serotoninérgica e ser Util no tratamento de condicfes que cursam com deficiéncia de
serotonina (HALEEM, 2017).

Entretanto, doses maiores de triptofano (70-200mg/kg) podem estar
relacionadas com efeitos indesejados como tremor, nausea e tonturas
(FERNSTROM et al., 2012). Efeitos negativos também foram observados apds a
utilizacdo de farmacos inibidores seletivos da recaptacédo de serotonina (DEIRO et
al., 2004; SOUZA et al., 2004; DEIRO et al., 2006; SILVA et al., 2010). A sindrome
da serotonina, condicdo ocasionada pelo excesso de atividade da serotonina nos
receptores periféricos e centrais, pode ser diagnosticada em alguns casos,
principalmente quando o triptofano é administrado junto com farmacos
(STERNBACH, 1991; MARTIN, 1996; VOLPI-ABADIE; FERNSTROM et al., 2012;
KAYE; KAYE, 2013). Os sintomas da sindrome da serotonina incluem agitacéo,
delirio, coma, midriase, sudorese, hipertermia, tremor, rigidez e mioclonia
(STERNBACH, 1991; MARTIN, 1996). Assim, os resultados sugerem que a
utilizacdo de altas doses de triptofano e/ou farmacos que visam o0 aumento da
atividade da serotonina pode estar relacionada com efeitos negativos, associados

possivelmente com a sindrome da serotonina.
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Tendo em vista o papel do triptofano e da serotonina na modulacdo da
plasticidade fenotipica, bem como a necessidade de amenizar os danos em
pacientes com prejuizos associados a microcefalia, torna-se pertinente a realizagéo
de um estudo experimental que avalie o efeito do triptofano ofertado no periodo
critico do desenvolvimento sobre indicadores do desenvolvimento. Assim, o presente
estudo tem como objetivo, avaliar em modelo experimental de microcefalia, os
efeitos da utilizacdo de baixa dose de triptofano durante a lactagcdo, sobre o
desenvolvimento das caracteristicas somaticas, maturacdo de reflexos e estrutura

craniofacial e encefalica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLASTICIDADE FENOTIPICA NO PERIODO CRITICO DE
DESENVOLVIMENTO

Nos mamiferos, ha periodos do desenvolvimento dos sistemas fisiol6gicos
que sdo muito mais vulneraveis aos insultos ambientais, fisicos, quimicos e
bioldgicos (RICE; BARONE, 2000). Esses periodos sdo dependentes de processos
celulares criticos, tais como, proliferacdo, migracdo, diferenciacdo, sinaptogénese,
mielinizagdo e apoptose no que diz respeito ao desenvolvimento neural (RICE;
BARONE, 2000). Pesquisas no campo da plasticidade neural tém destacado a
influéncia que as alteracbes ambientais podem exercer sobre a atividade deste
sistema em individuos durante a fase precoce do desenvolvimento e suas
repercussdes em longo prazo (JONES; DYSON, 1981). Desta forma, disturbios
neurologicos podem ser resultantes de uma agressdo ambiental ocorrida durante o
desenvolvimento cerebral do feto (BAX et al., 2005), como é o caso da microcefalia
(VICTORIA et al., 2016).

Contudo, os seres vivos também possuem a capacidade de reagir com
adaptacdes genéticas bioquimicas, fisiolégicas e morfolégicas aos distintos insultos
do meio ambiente (WEST-EBERHARD, 1986; PIGLIUCCI et al., 2006). Esta
capacidade tem se mostrado vantajosa na maioria das espécies animais e vegetais,
por possibilitar o aumento do nicho das espécies e garantir maior sobrevivéncia e
sucesso reprodutivo destas (WEST-EBERHARD, 1986; WEST-EBERHARD, 2003).
Neste cenario, surge o conceito de plasticidade fenotipica, onde um gendétipo, a
depender da particular interagdo com o meio ambiente, pode expressar mais de um
fendtipo, modificando a sua forma, estado, movimento ou padrédo de atividade
(GARLAND; KELLY, 2006; PIGLIUCCI et al., 2006). O fenétipo de um individuo € a
expressdo ultima da interagdo do seu genotipo (conjunto de genes) e do ambiente
(WEST-EBERHARD, 1986; WEST-EBERHARD, 2003; PIGLIUCCI et al., 2006).

O estabelecimento do fenotipo nos mamiferos tem na fase perinatal de
crescimento e desenvolvimento um periodo vulneravel a multiplos fatores

ambientais, por conseguinte, alguns pesquisadores o consideram “preditor’ de
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consequéncias que se manifestardo a curto ou a longo-prazo, inclusive na vida
adulta (GLUCKMAN; HANSON; BEEDLE, 2007). Corroborando o conjunto de
proposicbes acima mencionadas, estudos epidemiolégicos e experimentais
demonstraram que variagcbes ambientais na vida precoce podem ocasionar
mudancas fenotipicas com repercussdes permanentes no metabolismo, estrutura e
funcéo dos sistemas fisioldgicos (HALES et al., 1991; TOSCANO et al., 2008), como
ocorre na microcefalia (VICTORIA et al., 2016). De fato, muitas alteracdes
associadas com modificacdes permanentes na expressado génica sao reguladas por
mecanismos epigenéticos (GLUCKMAN; HANSON, 2006).

O termo epigenética significava, em suas origens, aos mecanismos que ligam
0s genes aos fendtipos. Entretanto, nos Uultimos anos, seu conceito foi
minuciosamente definido como modificacbes no DNA e na cromatina que nao
ocasionam modificacdes na sequéncia de bases nitrogenadas do DNA, mas que
ocasionam mudancas na expressdo de um gene (EGGER et al.,, 2004; DUNCAN;
GLUCKMAN; DEARDEN, 2014). Através destas alteracfes na expressdo de um
gene, 0S mecanismos epigenéticos possuem a capacidade de definir e alterar o
fenotipo celular (DUNCAN; GLUCKMAN; DEARDEN, 2014). Tendo em vista que 0
epigenoma € sensivel as modificagBes ambientais (GERTZ et al., 2012; WANG et
al., 2012), os mecanismos epigenéticos podem ocasionar regulacées dindmicas do
genoma em resposta as variacdes ambientais (DUNCAN; GLUCKMAN; DEARDEN,
2014). Além disso, mecanismos epigenéticos também podem mediar mecanismos
relacionados a compensacédo de dose, silenciamento de cromossomos e marcagao
(imprinting) genética (TRESCOT et al, 2006; WUTZ; GRIBNAU, 2007
ABRAMOWITZ; BARTOLOMEI, 2012; GERTZ et al., 2013). E importante citar que
as modificagcbes ocasionadas no genoma através dos mecanismos epigenéticos
podem ser herdadas pela mitose (TANG; HO, 2007).

Os principais mecanismos epigenéticos sdo: metilacdo de DNA, alteractes
nas histonas e ligagdo com RNAs nado codificantes (D’ALESSIO; SZYF, 2006;
DUNCAN; GLUCKMAN; DEARDEN, 2014). O processo de metilacdo envolve a
participacdo de enzimas denominadas DNA metiltransferases, que transferem o
grupamento metil para bases de citosina (mais frequente) localizadas nos pares

dinucleotideo nas denominadas ilhas CpG’s (Citosina-fosfato-Guanina) (FEINBERG,
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2001; DUNCAN; GLUCKMAN; DEARDEN, 2014). Esta metilacdo pode interferir na
expressdo de genes, por exemplo, ao impossibilitar o reconhecimento das ilhas
pelos fatores de transcricdo, resultando em silenciamento do gene (COMB,;
GOODMAN, 1990; PRENDERGAST; LAW,; ZIFF, 1991). As histonas, por sua vez,
Sdo as principais proteinas presentes no nucleossomo, com importante papel no
empacotamento do DNA e na regulacdo da expressdo dos genes (DUNCAN;
GLUCKMAN; DEARDEN, 2014). O processo de modificacdes nas histonas envolve
as enzimas que realizam acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, ubiquitinilacéo,
sumoilacao e Poli-ADP-Ribosilacdo (BIEL; WASCHOLOWSKI; GIANNIS, 2005).
Estas enzimas interferem na afinidade das histonas com a fita de DNA, influenciando
0 grau de empacotamento do mesmo, vindo a facilitar ou dificultar a expressao de
genes, quando esta afinidade é aumentada ou diminuida, respectivamente (BIEL;
WASCHOLOWSKI; GIANNIS, 2005). Os RNAs ndo codificantes, correspondem a
moléculas de RNA que ndo se destinam a traducdo em proteinas, entretanto, ao
reconhecerem e se ligarem a regido promotora dos genes, podem inibir suas
transcricdes ou mesmo reduzir a estabilidade molecular (WEI et al., 2017). Por fim, é
importante destacar que evidéncias suportam cada vez mais uma estreita relacéo
entre o padrao de metilacdo do DNA e modificacdes de histonas, apoiando a ideia
de gue esses mecanismos agem em conjunto para regular a expressao génica
(DUNCAN; GLUCKMAN; DEARDEN, 2014).

2.2 MICROCEFALIA

A microcefalia € considerada um achado clinico que pode ser resultado de
anomalias congénitas (primaria) ou se desenvolver apés o parto (secundaria)
(WOODS E PARKER, 2013). Em ambos, as causas podem ser genéticas ou
ambientais, ocorrendo por duas razfes: o cérebro ndo se desenvolve de forma
adequada ou ha uma interrupcdo do seu desenvolvimento (ABUELO, 2007).
Algumas causas ambientais e genéticas incluem: encefalopatia hipéxico-isquémica,
acidentes vasculares, infec¢Bes intrauterinas, alcool, radiacdo, fenilcetonuria
materna e as sindromes de Rett e de Angelman (ABUELO, 2007). Em humanos, de
acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2014), o critério



22

epidemioldgico para diagnéstico da microcefalia € a medida da circunferéncia cranial
fronto-occipital durante a primeira semana de vida (WHO, 2014). Valores dessa
circunferéncia menores que -2 desvios-padrdes abaixo da meédia especifica para o
sexo e idade gestacional confirmam o diagndéstico (WHO, 2014). Entretanto, criancas
sem a presenca de microcefalia também podem apresentar consequéncias
relacionadas aos agentes teratogénicos (FRANCA et al. 2016; VAN DER LINDEN et
al. 2016). Por essa razdo, o Ministério da Saude recomenda a inclusdo de novos
critérios, como perda de visdo, audicdo e comprometimento ou deficiéncia de
membros para diagnosticar os danos causados por agentes teratogénicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017a).

No Brasil, de 2000 a 2014, o coeficiente de prevaléncia da microcefalia foi de
5 casos para cada 100 mil recém-nascidos, entretanto, a partir de julho de 2015,
houve um aumento inesperado dos casos de criangcas com microcefalia (MARINHO
et al., 2016). O coeficiente de prevaléncia da microcefalia no Brasil em 2015 foi de
54.6 casos para cada 100 mil recém-nascidos, sendo a regido Nordeste com o maior
valor (139 casos para cada 100 mil recém-nascidos), correspondendo a 28 vezes o
valor encontrado nesta regiao entre os anos 2000 e 2014 (MARINHO et al., 2016). A
associacdo com a infeccdo materna pelo virus Zika foi sugerida e posteriormente
confirmada (MARINHO et al., 2016; MINER et al., 2016). Devido a esse surto, a
microcefalia tornou-se uma emergéncia de saude publica em 2015, entretanto, a
mesma deixou de ser em 2017 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). Um boletim
epidemiologico publicado em 2018 pela Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude relatou que em 2018 foram notificados apenas 396 casos de
microcefalia possivelmente relacionados a infeccdo pelo virus Zika e outras
etiologias infecciosas somando os casos em investigacdo, os confirmados e o0s
provaveis (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Esse valor representa apenas 31.9% e
12.2% dos casos notificados em 2015 e 2016, respectivamente (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018). Apesar disso, ainda sdo necessarios estudos para melhor
compreender as lacunas existentes relacionadas as sindromes congénitas que
causam microcefalia (MINISTERIO DA SAUDE, 2017h).

As criancas com microcefalia associada as sindromes congénitas podem

apresentar retardo mental, paralisia cerebral, epilepsia, irritabilidade, transtornos
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oculares e persisténcia de reflexos primitivos (ASHWAL et al., 2009; ARAGAO et al.,
2016; OLIVEIRA et al., 2016; SCHULER et al., 2016; VAN DER LINDEN et al.,
2016). Além disso, podem apresentar anormalidades cerebrais como malformacdes
corticais severas, lisencefalia, ventriculomegalia, hipoplasia cerebelar e
hipodensidade da substancia branca (MARTINES et al., 2016; SCHULER et al.,
2016; ARAGAO et al., 2016; HAZIN et al., 2016).

2.3 CAUSAS E MODELOS EXPERIMENTAIS DE MICROCEFALIA

Diversos fatores ambientais podem ocasionar a microcefalia, como infecgdes,
desnutricdio e agentes teratogénicos (ASHWAL et al., 2009). E importante destacar
gue cada indutor ocasiona a microcefalia por mecanismos distintos. A reducdo do
tamanho do cranio ocasionada pela desnutricdo € um resultado de modificac6es na
concentracdo de fatores de crescimento, proteinas estruturais e neurotransmissores
(WINICK; ROSSO, 1969). Tendo em vista o surto de microcefalia ocasionada pelo
Zika virus (ZIKV), um modelo experimental através da infec¢cdo pelo proprio ZIKV
durante a gestacéo foi descrito recentemente (MINER et al., 2016). As evidéncias
apontam que a infeccdo pelo ZIKV ocasiona microcefalia por atingir células
progenitoras neurais (NPC) e células gliais no cérebro em desenvolvimento,
resultando em morte celular e redu¢do da proliferacdo de NPC’s (WEN; SONG,;
MING, 2017).

Além disso, diversos estudos experimentais demostraram que substancias
farmacoldgicas utilizadas durante a fase inicial da vida, nos periodos do
desenvolvimento dos sistemas fisiologicos, podem levar a mudancas fenotipicas
com efeitos permanentes na estrutura e funcdo dos sistemas, como a microcefalia
(FURUKAWA et al., 2004; OTSUJI et al., 2005; FURUKAWA et al., 2007). Dentre os
indutores  farmacolégicos da microcefalia, destaca-se o0 Acetato de
Metilazoximetanol, um agente antimitdtico que interfere na metilacdo do &cido
nucleico, ocasionando microcefalia com heterotopia cortical, paraventricular e
hipocampal, além de alteracdo nos sistemas de neurotransmissdo (JOHNSTON;
COYLE, 1982; CHVASSUS-AU-LOUIS et al., 1998), e o Busulfan, um agente de

alquilacdo bifuncional utilizado no tratamento da leucemia mieldide crénica e em
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regime de condicionamento mieloablativo antes de transplante de células tronco em
criancas e adultos (OHIRA et al., 2013).

Em experimentos com roedores, o Busulfan apresentou um potencial efeito
teratogénico e citotéxico (BISHOP; WASSOM, 1986). Em um estudo com ratos
realizado por Furukawa et al. (2007), o Busulfan ocasionou microcefalia e
microftalmia em filhotes de maes expostas a substdncia em periodos
correspondente ao estagio inicial do desenvolvimento do coértex cerebral e estagio
do desenvolvimento da lente e da retina. O aumento da apoptose e inibicdo da
mitose do epitélio neural foram destacados como os indutores da hipoplasia do
cérebro, retina e lente (FURUKAWA et al. 2007). Estudos em modelos
experimentais, 0s quais reproduzem os danos causados pela microcefalia,
permitem, dentro dos devidos limites, a extrapolacdo dos seus resultados para
humanos (MINER et al., 2016). Os conhecimentos obtidos com esses modelos
podem certamente contribuir para construcdo de potenciais estratégias terapéuticas,

visando minimizar a incapacidade cronica dos individuos microcefalicos.

2.4 SISTEMA SEROTONINERGICO E MICROCEFALIA

O sistema serotoninérgico € um dos principais sistemas de neurotransmissao
envolvido no desenvolvimento das estruturas orofaciais e corticais (BUZNIKOV et al.,
1996; VITALIS; PARNAVELAS, 2003). Os neurdnios serotoninérgicos fazem parte
de um dos sistemas mais amplamente distribuidos no cérebro de mamiferos
(SODHI; SANDERS-BUSH, 2004). Esta rede neuronal € também uma das primeiras
a desenvolver no embrido (SODHI; SANDERS-BUSH, 2004). Os neurbnios
serotoninérgicos que se projetam para o0 prosencéfalo se originam em quatro
nacleos do tronco encefalico, sendo os nucleos medianos e dorsais da rafe os
principais (KOSOFSKY; MOLLIVER, 1987). O nucleo dorsal da rafe projeta finas
fiboras de serotonina que sdo mais abundantes no cértex, enquanto o0 nucleo
mediano da rafe fornece fibras de serotonina espessas que sdo mais abundantes no
hipocampo (KOSOFSKY; MOLLIVER, 1987).

A serotonina (5-HT) é uma indolamina (Figura 1) formada por um anel indol e

uma cadeia lateral carboxil-amida (LAM et al., 2010) que apresenta mdultiplas
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funcdes durante o desenvolvimento precoce e a morfogénese craniofacial. Estudos
iniciais indicaram que o 5-HT est& presente no odcito, onde parece funcionar como
um regulador da clivagem celular (BUZNIKOV et al., 1996). Mais tarde, tem um
papel significativo durante a gastrulacdo e neurulacdo (BURDEN; LAWRENCE,
1973). Durante a morfogénese das estruturas craniofaciais, o 5-HT estimula o
desenvolvimento dentério e pode ajudar na formacéo da cuspide (BUZNIKOV et al.,
1996).

Figura 1. Estrutura quimica da serotonina

NH,

HO.

Fonte: National Center for Biotechnology Information

Estudos adicionais também destacam a importancia da serotonina no
desenvolvimento cortical. As evidéncias apontam para a funcéo regulatoria do 5-HT
na proliferacdo, migracao, diferenciacdo neuronal, e prevencao da apoptose celular
(VITALIS; PARNAVELAS, 2003). Além disso, a serotonina possui papel importante
em atividades que ocorrem no periodo de lactacdo, como a sinaptogénese (1° ao
21° dia pés-natal) e neurogénese cortical (até o 15° dia pds-natal) (DAUBERT;
CONDRON, 2010; PRESSLER; AUVIN, 2013; SEMPLE et al., 2013). Desta forma,
as evidéncias apoiam a hipétese de que o 5-HT é capaz de facilitar varios aspectos
do desenvolvimento cortical, craniofacial e dentario durante os periodos pré e pos-
natal.

Andlises do sistema serotoninérgico em um modelo experimental de
microcefalia induzida pelo Acetato de Metilazoximetanol, um agente de alquilacao
permitiu a constatagcdo de que este sistema se apresenta prejudicado nesta
condicdo, caracterizado por desenvolvimento anormal das fibras nervosas

serotoninérgicas e liberacdo atrasada de serotonina durante o desenvolvimento do



26

cortex (FUNAHASHI et al., 1998; UEDA et al., 1999). Assim como o Busulfan, o
Acetato de Metilazoximetanol ocasiona a microcefalia por reducdo das células
mitoticamente ativas (NAGATA; MATSUMOTO, 1969). Sendo assim, os resultados
sugerem alteracbes morfologicas e funcionais das fibras serotoninérgicas em
animais submetidos a um modelo experimental de microcefalia.

Entretanto, apesar da literatura sugerir que a microcefalia pode cursar com
deficiéncias no sistema serotoninérgico, nenhuma manipulacdo deste sistema,
durante o periodo critico do desenvolvimento, foi realizada em animais submetidos a
um modelo experimental de microcefalia, visando seus efeitos sobre o

desenvolvimento soméatico e neuromotor.

2.5 TRIPTOFANO E PRODUCAO DA SEROTONINA

O triptofano é um aminoacido essencial presente em alimentos como aveia,
banana, kiwi, ameixa seca, leite, atum, queijo, pdo, frango, peru, ovos, nhozes,
amendoim e chocolate (FUKUWATARI; SHIBATA, 2013). No sangue, 75-95% do
triptofano circula conjugado a albumina, assim, alcool, drogas, desnutricdo proteica e
outros fatores que causem hipoalbuminemia podem ocasionar diminuicdo da
biodisponibilidade do triptofano (KESZTHELYI et al., 2009; STAVRUM et al., 2013;
PALEGO et al., 2016). Este aminoacido € precursor da serotonina e quirunenina,
além de patrticipar da sintese proteica (FUKUWATARI; SHIBATA, 2013).

Aproximadamente 95% da serotonina é encontrada no trato gastrointestinal,
desta forma, a maioria do triptofano ingerido é direcionado para as células
enterocromafins para a producdo do neurotransmissor no intestino, onde atua
regulando a secrecédo, o esvaziamento e o peristaltismo (JONNAKUTY; GRAGNOLLI,
2008). Parte do triptofano ndo direcionado para as células intestinais chega a
barreira hematoencefalica, onde compete com aminoacidos neutros (histidina,
isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, treonina, tirosina e valina) pelo transporte
para o sistema nervoso central (SNC) (KESZTHELY!I et al., 2009; STAVRUM et al.,
2013; PALEGO et al., 2016). Estudos relataram que ap0s a secrecdo de insulina, a
disponibilidade do triptofano € aumentada através da diminuicdo da competicdo com

estes aminoacidos. Assim, a ingestdo de triptofano com carboidratos é uma
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estratégia util para aumentar a disponibilidade do mesmo para o SNC (RICHARD et
al., 2009; LE FLOC'H et al., 2011). Por outro lado, estresse, resisténcia a insulina,
deficiéncia de magnésio e vitamina B6 influenciam negativamente a producéo de
serotonina, entretanto, a razdo triptofano/aminoacidos competidores e a
disponibilidade de triptofano sdo os principais fatores que podem afetar o processo
(RICHARD et al., 2009; LE FLOC'H et al., 2011).

No SNC, o triptofano produz, nos neurbnios serotoninérgicos, a serotonina, a
qual é estocada nos granulos secretérios dos neurdnios (JONNAKUTY; GRAGNOLLI,
2008). A serotonina participa no controle de comportamentos como humor,
percepcdo, memoria, medo, raiva, apetite, além de atuar no controle motor, na
regulacdo cerebelar, nos ritmos circadianos, na temperatura corporal e na
sinalizacao para o desenvolvimento neurolégico (BERGER et al., 2009). Além disso,
a serotonina € um importante regulador do oscilador bioldgico localizado no nucleo
supraquiasmatico (GLASS et al., 2000). Este oscilador € sincronizado pelas pistas
luminosas e é responsavel por regular nossos ritmos biolégicos (CARD; MOORE,
1989). Estudos com roedores relataram que sintese e liberacdo de serotonina estéao
sujeitas a variacdes circadianas, sendo o nivel maximo de liberacdo obtido durante o
inicio do ciclo escuro (BARASSIN et al.,, 2002; DUDLEY et al., 1998). Segundo
Barassin et al. (2002), a triptofano hidroxilase produzida durante o dia é transportada
para a terminacdo nervosa para sintetizar a serotonina no inicio do ciclo escuro
(BARASSIN et al., 2002). Mateos et al. (2009), apés a administracdo oral de
triptofano (125mg/kg) 1 hora antes do ciclo escuro, mediram os niveis de serotonina
por 24h e relataram que os niveis atingiram o pico 2 horas ap6s a administracao
(MATEOS et al., 2009) Assim, o horario de ingestdo do triptofano também pode
influenciar a sintese de serotonina.

A sintese de 5-HT a partir do triptofano envolve diversas etapas (Figura 2).
Inicialmente o L-TRI é hidroxilado e convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela
acdo da triptofano hidroxilase, que utiliza como cofatores o oxigénio e a
tetrahidrobiopterina (KESZTHELYI et al., 2009; STAVRUM et al., 2013; PALEGO et
al., 2016). Em seguida, o 5-HTP é descarboxilado, a partir da enzima descarboxilase

dos L-aminoacidos aromaticos, que utiliza como cofatores piridoxal 5-fosfato,
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magnésio e vitamina B3, dando origem a 5-HT (KESZTHELYI et al., 2009;
STAVRUM et al., 2013; PALEGO et al., 2016) (Figura 2).

Figura 2. Sintese da serotonina a partir do triptofano.
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Fonte: Elaborada pelo autor baseada em informacdes de Keszthelyi et al. (2009),
Stavrum et al. (2013) e Palego et al. (2016).

A degradacgédo da 5-HT é feita primeiramente pela enzima monoamina oxidase
(MAO), que utiliza a flavina como cofator, originando o 5-hidroxi-indol-aldeido (5-
HIAL) (KESZTHELYI et al., 2009). Em seguida, o 5-HIAL é degradado pela aldeido
desidrogenase (~99%), que utiliza a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) como
cofator, tendo como produto final o &cido 5- hidroxindolacético (5-HIAA)
(KESZTHELY!I et al.,, 2009). O 5-HIAL também pode ser degradado pela aldeido
redutase (~1%), que utiliza a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido
(NADH) como cofator, produzindo o 5-hidroxi-triptofol (5-HTOL) (KESZTHELYI et
al., 2009) (Figura 3). Em roedores, o 5-hidroxi-indol-aldeido pode originar o acido
carboxilico tiazolidina 5-hidroxi-indol (5-HITCA) quando condensado com a L-
cisteina (SQUIRES et al., 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Degradacao da serotonina em humanos e roedores.
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Fonte: Elaborada pelo autor baseada em informacdes de Keszthelyi et al. (2009) e
Squires et al. (2006).

2.6 MANIPULACAO DIETETICA E FARMACOLOGICA DE
TRIPTOFANO/SEROTONINA

Estudos concluiram que a administragdo de triptofano ocasiona aumento do
triptofano no cérebro, assim como de serotonina (FERNSTROM; WURTMAN, 1972;
HALEEM et al., 1998; TRULSON; JACOBS, 1976). Trulson e Jacobs (1976)
relataram que os niveis de serotonina sé@o elevados em 0-15% e 60-90% com doses
de 10 e 100 mg/kg, respectivamente (TRULSON; JACOBS, 1976). Desta forma,
sugere-se que a utilizacdo desse aminoacido pode facilitar a neurotransmissao
serotoninérgica e ser util no tratamento de varias doencas cerebrais que cursam
com deficiéncia de serotonina (HALEEM, 2017).

Utilizando um modelo de paralisia cerebral induzida por Lipopolissacarideo
(LPS), Del Angel-Meza et al. (2011) Relataram que o triptofano apresentou atividade
neuroprotetora contra danos oxidativos ocasionado pelo modelo (DEL ANGEL-

MEZA et al., 2011). Friedman et al. (2012), ao oferecerem tratamento por via oral
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com L-dopa com e sem associacdo ao 5-hidroxitriptofano (5-HTP) para portadores
de paralisia cerebral, observaram uma melhor eficacia na reducdo dos sintomas de
distonia, ataxia e fraqueza muscular nos pacientes que receberam 5-HTP
(FRIEDMAN et al.,, 2012). Haleem et al. (1998) relataram que a injecdo do
aminoacido triptofano em doses de 50 mg/kg ndo produziu nenhum efeito sobre a
ingestao de alimentos em animais nao estressados, entretanto, inibiu o estresse
induzido pela anorexia nervosa (HALEEM et al., 1998). Em um estudo experimental
com manipulacdo dietética aguda de triptofano, Zhang et al. (2015) concluiram que
alteracdes nos niveis de 5-HT ocasionaram modificaces no comportamento social,
no contetudo de serotonina cerebral e de corticosterona no sangue (Zhang et al.,
2015). Os resultados desses estudos sugerem que a suplementacéo de triptofano
pode ser til no tratamento de doencas que apresentam diminuicdo de serotonina,
enquanto que a deficiéncia nutricional de triptofano pode precipitar sintomas
associados a deficiéncia deste neurotransmissor.

Entretanto, as evidéncias indicam que a utilizacdo de doses maiores de
triptofano (70-200mg/kg via oral ou intravenosa) podem estar relacionadas com
efeitos negativos como tremor, nausea e tonturas (FERNSTROM et al., 2012). Estes
efeitos sdo observados quando o triptofano € administrado sozinho ou com drogas
que aumentam a funcdo da serotonina, como os antidepressivos (VOLPI-ABADIE;
KAYE; KAYE, 2013). Em alguns casos, a sindrome da serotonina € diagnosticada,
principalmente quando o triptofano € administrado junto com as drogas
(FERNSTROM et al., 2012). A sindrome da serotonina € uma condi¢do ocasionada
pelo excesso de atividade da serotonina nos receptores periféricos e centrais,
geralmente ocasionada por medicamentos antidepressivos como o0s inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (STERNBACH, 1991; MARTIN, 1996; VOLPI-
ABADIE; KAYE; KAYE, 2013). Os sintomas da sindrome da serotonina incluem
agitacao, delirio, coma, midriase, sudorese, hipertermia, tremor, rigidez e mioclonia
(STERNBACH, 1991; MARTIN, 1996).

Recente revisdo realizada por Visco et al. (2018) relatou que o uso de
antidepressivos pode estar relacionado com prejuizos na musculatura esquelética,
Como na sua estrutura e no metabolismo, por exemplo (VISCO et al., 2018). Estudos

experimentais com inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) no
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periodo de lactacdo (dia 1 ao 21 pdés-natal) demonstraram retardo na maturacao
e/ou crescimento somatico (DEIRO et al., 2004; DEIRO et al., 2006), na ontogénese
de reflexos (DEIRO et al., 2006; DEIRO et al., 2008), no desenvolvimento dos
neurénios serotoninérgicos (SILVA et al., 2010), no desenvolvimento anatdémico
cranio-encefalico (MAGALHAES et al., 2006) e na atividade locomotora (RIBAS et
al., 2008). Assim, os resultados sugerem que a utilizacdo de farmacos que visam o
aumento da atividade da serotonina pode ocasionar danos, associados
possivelmente com a sindrome da serotonina.

Embora o papel da serotonina no desenvolvimento precoce e morfogénese
craniofacial seja bem definido, nenhum estudo testou se a suplementacdo de
triptofano, visando o aumento da sintese serotoninérgica num periodo crucial no
desenvolvimento do sistema nervoso central, pode ser Gtil na reducdo ou reversao
das sequelas cranioencefélicas presentes na microcefalia. Contudo, a manipulacdo
deste sistema de neurotransmisséo deve ser realizada mediante cuidados, dentro de
alguns limites. Isto se deve ao fato de que a exacerbacédo do sistema serotoninérgico
leva ao quadro da sindrome da serotonina, evidenciado em estudos que fizeram uso
de doses de triptofano variando entre 70 a 200mg/kg e com o uso de ISRS. Além
disso, o uso dos ISRSs promoveu prejuizos sobre a ontogénese de reflexos e
desenvolvimento créanio-encefélico, quando administrados durante a lactacao.
Entretanto, ndo podemos olvidar do potencial efeito benéfico do aumento dos niveis
encefalicos da serotonina, com importantes funcées durante um periodo critico do
desenvolvimento, sobre a maturacdo somatica e neural. Assim, sugere-se que a
oferta de uma dose de triptofano menor, como a de 10mg/kg, incapaz de induzir a
sindrome serotoninérgica, mas capaz de aumentar os niveis de serotonina em O-
15%, possa ter efeitos benéficos com relacdo ao desenvolvimento cranioencefalico
quando administrada num periodo critico do desenvolvimento do sistema nervoso

central.
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3 HIPOTESE

O tratamento neonatal com baixa dose de triptofano reverte o atraso na
maturacdo dos reflexos e das caracteristicas somaticas e favorece o
desenvolvimento das estruturas craniofaciais e encefalicas em ratos submetidos a

um modelo experimental de microcefalia.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar o efeito do tratamento neonatal com baixa dose de L-triptofano sobre
o desenvolvimento craniofacial, somatico e encefalico em ratos submetidos a um

modelo experimental de microcefalia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Analisar, em ratos submetidos a um modelo experimental de microcefalia:
e Os indicadores murinométricos do desenvolvimento durante os primeiros 21
dias pés-natais;
e Desenvolvimento das caracteristicas sométicas e ontogénese de reflexos
durante os primeiros 21 dias pds-natais;
e Os parametros de desenvolvimento craniofacial no 28° dia pés-natal;

e Parametros morfométricos do cértex cerebral no 28° dia pds-natal.
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5 METODOS

5.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Estudos em Nutricdo e
Instrumentacdo Biomédica (LENIB), localizado no Departamento de Nutricdo do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE, em Recife.

5.2 ANIMAIS

Foram utilizados filhotes (machos e fémeas, n=230) de ratos da linhagem
Wistar (espécie Rattus Novergicus Albinus), obtidos através de 24 ratas Wistar
adultas, além de 10 ratos Wistar adultos para o acasalamento na proporcao de 2:1
(2 fémeas:1 macho), provenientes do biotério do Departamento de Nutricdo da
UFPE.

A escolha das progenitoras obedeceu aos seguintes critérios de inclusao:
ratas entre 90 e 120 dias de vida, ndo parentes, primiparas, com peso entre 220g e
2509, para evitar quaisquer influencias genéticas e/ou fisioldégicas nos filhotes
gerados. O critério de inclusdo para os machos utilizados no acasalamento foi: idade
acima de 90 dias. Foi realizado o acompanhamento do ciclo estral das ratas
progenitoras, a fim de identificar seu periodo fértil para acasalamento, através da
técnica de esfregacgo vaginal.

Os animais foram mantidos a temperatura de 22 + 2°C, ciclo claro-escuro de
12/12 horas (inicio do ciclo escuro as 8:00h) e livre acesso a agua e racao
(Presence ratos e camundongos - Presence Nutricdo Animal). O protocolo de
manipulacdo e bem-estar dos animais seguiu as orientacdes 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 Experimentacao
Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFPE, processo n°0003/2017 (Anexo A).
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5.3 DELIMITACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apo6s a confirmacao da gestacao, foram formados aleatoriamente trés grupos

de gestantes, com base na inducao farmacologica de microcefalia:

1- Controle (A, n=8 ninhadas).
2- Azeite (B, n=8 ninhadas).

3- Busulfan (C, n=8 ninhadas).

O grupo Busulfan recebeu o medicamento Busulfan diluido em 6leo de oliva
por via intraperitoneal (Sigma, 10 mg/kg; 0,5 mL/100 g de peso corporal), 0 grupo
Azeite recebeu apenas Oleo de oliva (controle da droga), administrado por via
intraperitoneal (0,5 mL/100 g de peso corporal) e o grupo Controle recebeu apenas
salina (controle do veiculo), administrado por via intraperitoneal (0,5 mL/100g de
peso corporal). As ratas foram tratadas diariamente do 12° ao 14° dia gestacional,
fase inicial de desenvolvimento do cortex cerebral (DESESSO, 2005). A dose de 10
mg/kg i.p. foi previamente relatada como sendo efetiva para induzir microcefalia por
Furukawa et al. 2007.

Apébs o nascimento, os filhotes de cada ninhada (Controle, Azeite e Busulfan, ,
8-12 animais por ninhada) foram mantidos com suas respectivas maes e
subdivididos em dois grupos submetidos até o 21° dia pos-natal a dose diaria (via

subcutanea) de:

1- Salina, recebendo 10mL/kg de solugao salina de NaCl a 0,9% (10mL/kg,

10ul/g);
2- Triptofano, 10mg/kg de L-triptofano diluido em solugé&o salina de NaCl a

0,9% (NaCl 0.9%, 10ul/g).

A concentracado de triptofano utilizada neste estudo (10mg/kg) foi determinada
em estudo prévio de relacdo dose efeito (TRULSON; JACOBS, 1976). No 22° dia, os
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animais foram desmamados e separados em gaiolas (3-4 animais por gaiola),
constituindo grupos:

1- Controle salina (n=37 animais);

2- Azeite salina (n=35 animais);

3- Busulfan salina (n=41 animais);

4- Controle triptofano (n=35 animais);

5- Azeite triptofano (n=38 animais);

6- Busulfan triptofano (n=44 animais).

A figura 4 resume o delineamento experimental que foi realizado para a

obtencao dos 6 grupos experimentais.

Figura 4. Delineamento experimental

wid -4 Controle (n=8) Os filhotes de cada grupo foram
» > ) _ ‘ divididos e mantidos com as
e W - ~ —> Azeite (n=8) ——> > mées. Metade recebeu triptofano

\ / . e a outra metade recebeu salina
Busulfan (n=8) Filhotes até o dia 21 pos-natal

Acasalamento Gestantes

v

*”" Filhotes Controle

Salina (n=37) Divididos em 3-4 animais por gaiola apés o
< -p desmame (dia 21) para o0 bem-estar animal

- Triptofano (n=35)
Salina (n=35) Divididos em 3-4 animais por gaiola apos o
**" Filhotes Azeite < - desmame (dia 21) para o bem-estar animal
- Triptofano (n=38)
y Salina (n=41) Divididos em 3-4 animais por gaiola apos o
>~ Filhotes Busulfan -) desmame (dia 21) para o bem-estar animal

s Triptofano (n=44)

Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir do desmame, os animais foram mantidos até o dia 28 pds-natal. No
dia 28, alguns animais foram eutanasiados por decapitacdo para posterior anélise
anatbmica do cranio e mandibula, enquanto outros foram eutanasiados por perfuséo
transcardiaca para analise histologica do encéfalo e suas partes, tendo em vista que

nao é possivel fazer as duas analises no mesmo animal.
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5.4 ANALISES EXPERIMENTAIS

5.4.1 Avaliacdes in vivo

As avaliacdes in vivo foram realizadas diariamente, em cada animal, durante
0s primeiros 21 dias pds-natais com o auxilio de um paquimetro digital, uma balanca
digital (Marte, modelo S-1000, capacidade de 1 Kg e sensibilidade de 0,1g) e
utensilios necessarios para a avaliacdo das caracteristicas somaticas (cotonete) e
ontogénese de reflexos (objeto cilindrico de metal fino, rampa 45° com papel
antiderrapante, pote de plastico preenchido com algodéao e régua).

Os animais de todos os grupos foram avaliados diariamente entre 08:00-
12:00h (ciclo invertido). Apds a retirada dos animais da gaiola para a avaliacdo dos
indicadores murinométricos, da maturacdo das caracteristicas sométicas e
ontogénese de reflexos, 0s mesmos ndo passaram mais do que 40-60 minutos longe

dos cuidados maternos.

5.4.2 Estudo dos indicadores murinométricos do desenvolvimento

As medidas realizadas foram as distancias (mm) entre o focinho e a
protuberancia occipital externa do cranio (Eixo antero-posterior do cranio -EAPC),
entre os orificios das orelhas (Eixo latero-lateral do cranio -ELLC), como descrito por
Barros (1999) (Figura 5). O peso corporal foi avaliado diariamente para o célculo
individual da dose de triptofano.

Fonte: Barros, 1999.
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5.4.3 Diagndstico do dano encefalico (microcefalia)

Os animais foram classificados como microcefalicos quando apresentaram
reducdo de pelo menos um dos dois eixos do cranio avaliados (EAPC e ELLC). Os
pontos de corte (média menos o desvio-padrdo do grupo C no primeiro dia de vida)

foram 15,10 mm e 10,28 mm para os eixos EAPC e ELLC, respectivamente.

5.4.4 Desenvolvimento das caracteristicas somaticas

As caracteristicas somaticas foram avaliadas diariamente, desde o
nascimento (P1) até a o dia onde houve a maturacdo de cada caracteristica. Foram
avaliados: o dia pds-natal de abertura dos olhos (AO), bem como o dia em que 0s
incisivos superiores (EIS) e os incisivos inferiores (EIl) romperam a gengiva e foram
expostos (Smart; Dobbing, 1971).

5.4.5 Avaliacdo da ontogénese de reflexos

As respostas reflexas foram avaliadas conforme descrito por Smart e Dobbing
(1971) e Fox (1965). As respostas foram avaliadas diariamente até a maturacdo. O
primeiro de uma série de trés dias consecutivos em que a resposta esperada
apareceu completamente foi considerado o dia da maturacdo do reflexo. As

respostas observadas que indicavam a maturacao dos reflexos foram:

e Reflexo preensdo palmar (PP) - Flexdo rapida dos dedos apds duas leves
percussdes na palma da pata dianteira;

e Reflexo de recuperacdo de decubito (RD) - Giro do corpo em decubito dorsal
para decubito ventral em até 10 segundos;

e Reflexo de colocacdo pelas vibrissas (CV) - Reflexo de colocar as patas
anteriores sobre a mesa, tentando caminhar quando suspenso pela cauda em

até 10 segundos;
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Reflexo de aversdo ao precipicio (AP) - Deslocamento angular de 45° do
animal em até 10 segundos, quando o animal é colocado com as patas
dianteiras sobre a margem de uma superficie plana e alta (precipicio);

Reflexo de resposta ao susto (RS) - Simultdnea e rapida retracdo com a
imobilizacao involuntaria do corpo do animal apés estampido agudo;

Reflexo de queda livre (QL) - Giro do animal em queda livre de 30 cm de
altura, quando segurado pelas quatro patas em decubito dorsal, apoiando-se
sobre as quatro patas em um leito de algodao;

Reflexo de geotaxia negativa (GN) - No centro de uma rampa de 45° de
inclinacdo, o animal com a cabeca no sentido descendente gira em até 10
segundos e posiciona a cabeca em sentido ascendente;

Reflexo de Bar holding (BH) - O animal, sobre uma régua com 10 cm de
distancia da superficie, segura e se mantém na régua sem cair por até 10

segundos.

5.4.6 Medidas dos parametros craniofaciais

Aos 28 dias de idade, as cabecas dos ratos foram cuidadosamente coletadas.

Em seguida houve remocdo do tecido organico para que as medidas fossem

realizadas. Os seguintes parametros foram avaliados nos cranios, mandibulas e

dentes usando um paquimetro com acuracia de 0,01 mm (Figura 6) (KARA et al.,
2009; SEYEDMAJIDI et al., 2014):

L1: Borda anterior da fossa glenoide - extensdo anterior extrema do 0SSO
maxilar entre os incisivos;

L2: Borda anterior da fossa glenoide - juncdo da superficie mesial do primeiro
molar com um 0sso alveolar;

L3: Comprimento maximo do cranio: A interseccao da sutura fronto-parietal e
a sutura interparietal no plano sagital médio - ponto mais inferior do processo
timpanico;

L4: Borda posterior do condilo - juncdo da superficie mesial do primeiro molar

com o0 0sso alveolar;
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e L5: Borda posterior do condilo - extensdo mais anterior do 0sso maxilar entre
0S INcisivos;

e L6: Borda posterior do condilo - margem posterior do forame mental,

e L7: Superficie mais superior do coéndilo - linha tangente a borda inferior da
mandibula;

e L8: Comprimento total cranio: ponto mais anterior da sutura internasal no
plano sagital médio - ponto mais posterior e externo da escama occipital;

e L9: Comprimento nasal: ponto mais anterior da sutura internasal no plano
sagital médio - interseccdo da sutura nasofrontal e a sutura internasal no
plano sagital médio;

e L10: Largura Interzigomatico: distancia medida entre os pontos zigomaticos
esquerdo e direito (ponto mais externo da sutura temporozigomatica no arco
zigomatico);

e L11: Largura maxima do cranio: distancia medida entre os pontos temporais
direito e esquerdo (ponto mais distante da escama temporal do plano sagital
médio);

e L12: Comprimento dos dentes anteriores da maxila: distancia entre as bordas
incisivas do dente anterior e da margem da gengiva,

e L13: Comprimento dos dentes anteriores da mandibula: distancia entre as

bordas incisivas do dente anterior e a margem da gengiva.

Figura 6 — A. Medidas nos planos transversal e sagital. B. Imagens representativas

do cranio e mandibula nos planos transversal e sagital.

Dentes

Osso nasal

Fonte: A. Adaptado de Kara et al., 2009. B. Imagens obtidas pelo autor.
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5.4.7 Analise morfométrica do cortex cerebral

Aos 28 dias de idade, partes dos animais foram anestesiados com quetamina
e xilazina (50 mg/kg, ip) e submetidos a perfusdo transcardiaca imediata com
solugdo salina tamponada fosfatada seguida de solugdo fixadora (4% de
paraformoaldeido em PBS 0,1 M, pH 7,4 a 4° C). Apoés perfusao, os encéfalos foram
retirados do cranio e pos-fixados na mesma solucéo fixadora a 4°C durante uma
noite. Em seguida foram desidratados em solucéo crioprotetora (30 % de sacarose
em PBS 0.1 M) também a 4°C durante o tempo necessario para que se depositem
no fundo do recipiente. Posteriormente, foram armazenados em freezer -80 °C
(graus Celsius).

Foram realizados cortes seriados do cérebro de cada animal (20 ym de
espessura) em direcdo a regido occipital. Os cortes foram submetidos a coloracéo
pela cresil-violeta e foram visualizados ao microscopio 6ptico. Foram realizados
estudos morfométricos por microscopia éptica no cortex somatossensorial (S1)
correspondente a area dos membros inferiores, identificado atraves de coordenadas
estereotaxicas (-2.28 a 0.36 mm de bregma) (PAXINOS; WATSON, 1986). As
imagens da area especificada foram fotografadas com aumento de 40x (para
contagem de células na camada V), usando uma camera digital adaptada a um
microscopio optico (OLYMPUS modelo U-CMAD-2) e a um sistema digital de analise
de imagens. Para cada rato, neurdnios foram contados por unidade de éarea
(1365.84 um?) manualmente em 10 campos em cada corte (cinco no hemisfério
esquerdo e cinco no direito) (MARCUZZO et al., 2010). Os neurdnios foram
identificados pela presenca de um citoplasma corado com e pelo seu tamanho
(geralmente maior que as células da glia e com formato ndo esférico) (MARCUZZO
et al.,, 2010). As células da glia geralmente sdo menores do que 0s neurdnios e
possuem aspecto esférico (MARCUZZO et al., 2010; SELEMON et al., 1999).
Somente 0s neurbnios piramidais caracteristicos (com os nucléolos claramente

visiveis) foram contados.
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

Cada ninhada foi considerada como sendo uma unidade amostral e as
andlises estatisticas foram realizadas utilizando os valores da média de cada
ninhada. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov) e posteriormente foram utilizados os testes adequados para avaliar
diferencas significativas. As medidas murinométricas, medidas craniofaciais e peso
corporal foram expressos como meédia + erro padrdo da média. As caracteristicas
somaticas e ontogénese de reflexos foram expressas como mediana (minimo-
maximo). O teste ANOVA two-way medidas repetidas junto com o teste post-hoc de
Bonferroni foi realizado para avaliar diferencas significativas nas medidas
murinométricas e peso corporal. O teste ANOVA two-way mudltiplas comparacdes
junto com o teste post-hoc de Tukey’s foi realizado para avaliar diferengas
significativas nas caracteristicas somaticas, ontogénese de reflexos (RD, CV, AP,
RS, QL e BH), medidas craniofaciais e analise morfométrica do cortex. O teste de
Kruskal-Wallis junto com o teste de multiplas comparagdes de Dunn’s foi realizado
para os reflexos PP e GN. O nivel de significAncia utilizado foi de 5% (p<0,05). Os
dados foram analisados no GraphPadPrism 7.0 SigmaStat 3.5.
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6 RESULTADOS

Durante o periodo de lactacédo (P1 ao P21), os animais de cada grupo foram
analisados em termos de desenvolvimento das caracteristicas somaticas, incluindo
andlise da evolucdo dos eixos antero-posterior e latero-lateral do cranio, peso
corporal, desenvolvimento das caracteristicas somaticas e ontogénese de reflexos.

Os ratos pertencentes ao grupo Busulfan apresentaram reducgao significativa
do eixo latero-lateral do cranio em todo periodo de lactacdo e do eixo antero-
posterior a partir do dia 5, quando comparado com o0s grupos Azeite e Controle
(Figura 7 A e B). No primeiro dia, utilizando o ponto de corte descrito anteriormente,
todos os animais do grupo Busulfan foram classificados como microcefélicos, pois
apresentaram valores abaixo de 15,10 mm para EAPC e/ou 10,28 mm para ELLC.
Os animais que receberam triptofano ndo apresentaram diferenca quando

comparado com os receberam salina (Figura 7).

40 20

-+~ Controle salina

-8 Azeite salina

-8 Busulfan salina

-+~ Controle triptofano
Azeite triptofano
Busulfan triptofano

13 57 9 1113 1517 19 21 135 7 9 1113 15 17 19 21

Dia pds-natal Dia p6s-natal

Figura 7. Efeito da intervengdo com triptofano sobre a evolucdo dos eixos cranianos
no periodo de lactacdo: (A) Eixo antero-posterior do cranio (EAPC) e (B) Latero-
lateral do cranio (ELLC) no periodo de lactacdo. As avaliagbes foram realizadas a
cada 2 dias. Controle salina (n=35); Azeite salina (n=44); Busulfan salina (n=38);
Controle triptofano (n=37); Azeite triptofano (n=41); Busulfan triptofano (n=35).
#Busulfan salina vs Azeite salina e Controle salina. *Busulfan triptofano vs Azeite
triptofano e Controle triptofano. Valores representam média + erro padrdo da meédia.
ANOVA two-way medidas repetidas e teste post-hoc de Bonferroni, p<0.05.

No que concerne a evolugcdo do peso corporal no periodo de lactagédo, os

filhotes do grupo Busulfan apresentaram reducéo significativa apenas nos dias 19 e



44

21, quando comparado com os grupos Azeite e Controle (Dia 19 — Controle Salina:
34,75 £ 3,51 g, Azeite Salina: 31,27 £ 3,73 g vs Busulfan Salina: 26,59 + 5,26 g,
Controle Triptofano: 34,88 + 4,33 g, Azeite Triptofano: 32,06 + 4,71 g vs Busulfan
Triptofano: 26,51 + 5,43 g, p<0.05; Dia 21 — Controle Salina: 39,52 + 3,93 g, Azeite
Salina: 36,63 £ 4,50 g vs Busulfan Salina: 29,60 + 5,8 g, Controle Triptofano: 40,09 +
5,53 g, Azeite Triptofano: 37,04 £ 5,32 g vs Busulfan Triptofano: 29,47 + 6,14 g,
p<0.05) (Figura 8). Nao houve diferenca entre os animais que receberam triptofano e

salina (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da intervencdo com triptofano sobre a evolucédo do peso corporal no
periodo de lactacdo. O peso corporal foi avaliado diariamente. Controle salina
(n=35); Azeite salina (n=44); Busulfan salina (n=38); Controle triptofano (n=37);
Azeite triptofano (n=41); Busulfan triptofano (n=35). “Busulfan salina vs Azeite salina
e Controle salina. *Busulfan triptofano vs Azeite triptofano e Controle triptofano.
Valores representam média + erro padrdo da média. ANOVA two-way medidas
repetidas e teste post-hoc de Bonferroni, p<0.05.

Com relacdo a maturacdo dos reflexos e das caracteristicas sométicas, 0s
animais do grupo Busulfan apresentaram retardo no desaparecimento do reflexo de
preensdo palmar, quando comparado com os animais do grupo Azeite e Controle.
Além disso, apresentaram retardo no aparecimento dos reflexos de recuperacao de
decubito, colocagdo pelas vibrissas e queda livre, quando comparado com 0s
animais do grupo Azeite e Controle (Tabela 1). No que diz respeito as caracteristicas
somaticas, os animais do grupo Busulfan apresentaram retardo na erupcao dos

incisivos superiores e inferiores quando comparado com os animais do grupo Azeite
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e Controle (Tabela 1). Nado houve diferenca entre os animais que receberam

triptofano e salina (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito da intervencdo com triptofano na ontogénese de reflexos e

caracteristicas soméaticas nos diferentes grupos.

Grupo

CS AS BS CT AT BT
Reflexos
Aversdo ao precipicio 6 (4-8) 6(3-9) 6 (4-9) 55(3-8) 6(3-9) 7(5-8)
Bar holding 14(12-17)  14(1317)  15(12-17)  14(12-16)  13(12-17)  14(11-16)
Colocagéo pelas vibrissas 5(3-7) 5(4-8) 8 (5-11)* 5(3-6) 6 (4-8) 9(7-12)°
Geotaxia negativa 13(11-16)  14(13-16)  16(14-19)  13(12-16)  14(13-17)  16(14-18)
Queda livre 14(12-16)  14(12-17)  17(16-18)  14(12-16)  14(13-16)  17(15-18)°
Preens&o palmar 4 (3-6) 5 (4-6) 8 (3-8)* 5(3-5) 5(3-6) 8 (4-8)°
Recuperagao de decubito 4(2-5) 3(2-6) 6 (4-7)?° 4 (3-5) 4(2-6) 6 (4-8)°
Resposta ao susto 13 (11-14) 13 (10-15) 13 (10-16) 13 (10-14) 13 (11-14) 13 (11-16)
Caracteristicas
Erupgdo dos incisivos superiores 8(7-10) 8(7-10) 10 (8-12)* 7(7-9) 8(7-9) 10 (8-12)°
Erupcdo dos incisivos inferiores 5(4-8) 6 (5-8) 8 (7-10)® 5(4-7) 6 (5-7) 8(7-9)°
Abertura ocular 14(13-17)  14(13-16)  15(14-18)  14(13-16)  14(13-15)  15(13-17)

Valores representam mediana (minimo-maximo). CS, Controle salina (n=20). AS,
Azeite salina (n=15). BS, Busulfan Salina (n=16). CT, Controle triptofano (n=19). AT,
Azeite triptofano (n=14). BT, Busulfan triptofano (n=15). 2Busulfan salina vs Azeite
salina e Controle salina. PBusulfan triptofano vs Azeite triptofano e Controle triptofano.
ANOVA two-way multiplas comparacdes e teste post-hoc de Tukey’s. Kruskal-Wallis e
teste de multiplas comparagdes de Dunn’s (PP e GN). p<0.05.

Com relacdo as medidas craniofaciais, observou-se reducao significativa nas
medidas L1, L2, L3, L5, L6 e L9 dos animais do grupo Busulfan quando comparado
com os animais do grupo Azeite e Controle (Tabela 2). Além disso, houve diferenca
significativa na medida L9 quando comparado os grupos Azeite Triptofano vs
Controle Triptofano (Tabela 2). N&o houve diferenca entre os animais que

receberam triptofano e salina (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito da intervencdo com triptofano nas medidas craniofaciais no 28° dia

de vida nos diferentes grupos.

Grupo
Medida CS AS BS CT AT BT
L1 25,01+ 0,39 24,89 + 0,63 20,69+ 0,99° 2491+ 055 25,07 + 0,29 20,53+ 1,04°
L2 13,30+ 1,91 12,36 + 2,13 10,01 + 0,39° 13,40+ 1,77 12,69+ 2,05 9,76 + 0,50°
L3 12,85+ 0,71 1324+ 2,21 9,86 + 0,22° 13,03+ 0,51 13,06+ 2,25 9,93 + 0,15°
L4 15,66 + 0,19 15,80+ 1,82 13,58+ 0,52° 15,48 + 0,25 15,60+ 1,46 13,56 + 0,63°
L5 22,06+ 1,32 20,99+ 0,42 16,70 £ 2,21° 22,25+ 0,67 20,96 £ 1,02 16,72 + 2,46°
L6 16,23+ 0,25 16,36 + 1,33 13,95 + 1,63° 16,01 £ 0,23 16,23+ 1,09 13,82 + 1,79°
L7 16,26 £ 0,56 16,19+ 1,17 14,20 £ 0,53 16,59 £ 0,26 15,96 £ 0,96 14,12 £ 0,44
L8 25,01+ 0,46 23,62+ 0,76 22,47 + 0,47 25,19+ 0,28 23,55+ 0,93 22,49+ 0,52
L9 15,58 + 0,66 14,11+ 0,53 1151+ 2,18% 1544+ 0,82 13,77+ 0,80° 11,46+ 2,24°
L10 18,65+ 0,20 17,93+ 0,68 16,07 £ 1,77 18,58 + 0,25 17,81+ 0,94 15,89 + 1,67
L11 16,43+ 0,35 15,25+ 0,32 13,97 £ 0,79 16,23 + 0,32 14,99 + 0,75 13,80+ 0,64
L12 5,46 £ 0,35 496 + 0,88 4,26 + 0,20 5,56 =+ 0,15 4,68+ 0,54 4,04+ 0,16
L13 6,15+ 0,10 6,72+ 1,09 5,74 £ 0,55 6,37 £ 0,17 6,67+ 1,21 5,6+ 0,58

Valores representam médiatdesvio-padrdo. CS, Controle salina (n=5). AS, Azeite
salina (n=5). BS, Busulfan Salina (n=5). CT, Controle triptofano (n=5). AT, Azeite
triptofano (n=5). BT, Busulfan triptofano (n=5). 2Busulfan salina vs Azeite salina e
Controle salina. "Azeite triptofano vs Controle triptofano. ¢Busulfan triptofano vs
Azeite triptofano e Controle triptofano. ANOVA two-way multiplas comparacdes e

teste post-hoc de Tukey’s, p<0.05.

Por fim, com relacdo a analise morfométrica do coértex somatossensorial,

houve reducao significante no nimero de neurénios contados por unidade de area

nos animais do grupo Busulfan quando comparado com o0s animais do grupo
Controle (Controle Salina: 46,72 + 1,32 vs Busulfan Salina: 38,07 = 4,32, Controle
Triptofano: 45,17 + 1,58 vs Busulfan Triptofano: 33,36 + 5,29, p<0.05) (Figura 9A).
N&o houve diferenga entre os animais que receberam triptofano e salina (Figura 9 A,

B e C). Além disso, houve diminuicao significante na area dos neurénios dos animais

do grupo Busulfan quando comparado com os animais do grupo Azeite e Controle
(Controle Salina: 445,94 + 30,91, Azeite Salina: 357,65 + 40,56 vs Busulfan Salina:
265,06 + 41,34, Controle Triptofano: 405,65 + 58,48, Azeite triptofano: 385,72 +
33,61 vs Busulfan Triptofano: 279,88 + 30,70, p<0.05) (Figura 10A). N&o houve
diferenca entre os animais que receberam triptofano e salina (Figura 10 A, B, C e D).
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Figura 9. Efeito da intervencdo com triptofano sobre o numero de neurdnios e células
da glia. O nimero de células foi avaliado por unidade de area (1365.84 pm?) na
camada V do cortex somatossensorial (S1). (A) Numero de neurbnios no coértex S1.
(B) Numero de células da glia no cortex S1. (C) indice células da glia-neurénios no
cortex S1. CS, Controle salina (n=4). AS, Azeite salina (n=4). BS, Busulfan Salina
(n=5). CT, Controle triptofano (n=4). AT, Azeite triptofano (n=4). BT, Busulfan
triptofano (n=4). *Busulfan salina vs Controle salina. ‘Busulfan triptofano vs Controle
triptofano. Valores representam médiaterro padrdo da média. ANOVA two-way
multiplas comparacdes e teste post-hoc de Tukey’s, p<0.05.
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Figura 10. Efeito da intervencdo com triptofano sobre a area e perimetro de
neurdnios e células da glia. As avaliagdes foram realizadas em neurdnios e células
da glia na camada V do cortex somatossensorial (S1). (A) Area em micrémetros de
neurdnios no coértex S1. (B) Perimetro em micrdmetros de neurbnios no coértex S1.
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(C) Area em micrdmetros de células da glia no cortex S1. (D) Perimetro em
micrdmetros de células da glia no cortex S1 O numero de células foi avaliado por
unidade de area (1365.84 um?). CS, Controle salina (n=4). AS, Azeite salina (n=4).
BS, Busulfan Salina (n=5). CT, Controle triptofano (n=4). AT, Azeite triptofano (n=4).
BT, Busulfan triptofano (n=4). #Busulfan salina vs Controle salina. "Busulfan
triptofano vs Azeite triptofano e Controle triptofano. Valores representam médiax erro
padrdo da média. ANOVA two-way multiplas comparacfes e teste post-hoc de
Tukey’s, p<0.05.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos trés populacdes de ratos, uma primeira
proveniente de ratas que receberam apenas salina, uma segunda oriunda de ratas
que receberam apenas o veiculo do farmaco, e uma terceira procedente de ratas
gue passaram pela intervencdo de um agente farmacoldgico indutor de microcefalia.
Com o objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo com baixa dose do aminoacido
triptofano sobre os grupos descritos, avaliamos um conjunto de parametros, tais
como indicadores murinométricos do desenvolvimento, desenvolvimento das
caracteristicas somaticas, ontogénese de reflexos, medidas craniofaciais e
morfometria do coértex somatossensorial. Todos o0os animais do grupo Busulfan
apresentaram microcefalia, ou seja, redu¢do de um ou ambos 0s eix0os cranianos no
primeiro dia de vida (EAPC e ELLC). Além disso, 0s animais apresentaram atraso na
maturacdo de reflexos (preensdo palmar, recuperacédo de decubito, colocacao pelas
vibrissas e queda livre) e caracteristicas somaticas (erupcéo dos incisivos superiores
e inferiores), e reducdo no numero e area de neurdnios no cortex somatossensorial.
N&o foi observado efeito da suplementacdo com baixa dose de L-triptofano em
nenhum dos parametros avaliados.

Das medidas murinométricas avaliadas, ressaltamos a reducdo nos eixos
ELLC e no EAPC nos filhotes do grupo Busulfan. Em roedores, o cranio ndo se
desenvolve como uma Unica unidade, ele possui duas regides distintas, o
neurocranio e o viscerocranio (CHEVERUD, 1982). O viscerocranio € utilizado
durante a alimentacédo e a respiracdo (CHEVERUD, 1982; HERRING, 1993), ja o
neurocranio abriga o cérebro e seu desenvolvimento é principalmente influenciado
pelo crescimento do o mesmo (YOUNG, 1959). De acordo com o estudo realizado
por Miller e German (1999), foi possivel definir que o eixo EAPC representa tanto o
viscero quanto o neurocranio, tendo em vista que sua medida é feita da ponta
anterior do 0sso nasal até a borda posterior do osso occipital (MILLER; GERMAN,
1999; BARROS, 1999). O eixo ELLC, por sua vez, representa apenas 0 neurocranio,
pois sua medida é realizada da linha temporal direita até a esquerda do 0sso parietal
(MILLER; GERMAN, 1999; BARROS, 1999). Assim, a reducdo do ELLC em todo o
periodo de lactacdo consiste num bom indicativo de tamanho encefalico (MILLER;
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GERMAN, 1999). De acordo com Miller e German (1999) e Clark e Smith (1993), o
neurocranio, ao nascimento, j& completou a maior parte do seu crescimento,
diferente do viscerocranio, que cresce de forma mais rapida até atingir proporgées
adultas adequadas (MILLER; GERMAN, 1999; CLARK; SMITH, 1993). Isso pode
explicar porque diferengas significantes no eixo EAPC n&o foram observadas nos
primeiros dias de vida.

A reducdo destes eixos pode ser considerada um resultado semelhante a
reducdo da circunferéncia craniana observada em humanos, utilizada para o
diagnéstico da microcefalia (WHO, 2014). Em humanos, a reducdo desta
circunferéncia € um indicativo de mas-formacdes no encéfalo, como a reducédo da
massa encefalica, hipoplasia de éareas corticais e corpo caloso, bem como
desproporcionalidades entre as éareas encefalicas (HUANG et al. 2016b;
FURUKAWA et al., 2007; BARCHOVICH; PEACOCK, 1998). Assim como em
humanos, a reducdo dos eixos cranianos em ratos € um indicio de hipoplasia do
cérebro (FURUKAWA et al., 2007). Consequéncias frequentemente observadas em
individuos microceféalicos, como declinio de fun¢des cognitivas, avaliado a partir dos
indices de quoeficiente de inteligéncia, sdo atribuidas a essas mas-formacdes no
encéfalo (DORMAN, 1991). Além disso, observam-se desordens motoras, como a
disfagia, apraxia, movimentos espasmaédicos e convulsdes generalizadas (LEAL et
al. 2017; KORTUM et al. 2009). Os mecanismos responsaveis por ocasionar a
hipoplasia aparente estdo relacionados com a via mitocondrial intrinseca
dependente da proteina p53 (VALDEZ et al., 2010; OHIRA et al., 2013b). A p53 é
uma proteina supressora de tumor que regula varios processos celulares, como a
senescéncia e a morte, em resposta a diferentes formas de estresse (LAPTENKO;
PRIVES, 2006).

A ontogénese de reflexos, por envolver uma sequéncia simultanea de eventos
e participacdo de varias regides do sistema nervoso central (SNC), € considerada
um indicador do desenvolvimento e maturacdo do mesmo (SMART; DOBBING,
1971; FOX, 1965). Os animais do grupo Busulfan apresentaram retardo no
desaparecimento da preensdo palmar (PP) e na maturacdo da recuperacao de
decubito (RD), colocacdo pelas vibrissas (CV) e queda livre (QL). O reflexo de

preensdo palmar é classificado como inato e desaparece a medida que o SNC
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amadurece, assim, o0 retardo no seu desaparecimento pode sugerir
subdesenvolvimento ou danos no SNC (ADLARD; DOBBING, 1971). Com relacéo
aos reflexos adquiridos durante o desenvolvimento, podemos citar o reflexo de
queda livre e recuperacao de decubito, que aparecem com 0 amadurecimento do
SNC e exigem a coordenacdo dos membros e equilibrio (CASSYDI et al., 1994). O
cerebelo e a medula espinhal estdo envolvidos na atividade destes reflexos
(CASSYDI et al., 1994). Barchovich e Peacock (1998) relataram que é elevada, na
microcefalia, a incidéncia de individuos que apresentam cerebelos
desproporcionalmente pequenos (BARCHOVICH; PEACOCK, 1998). Assim, o
retardo no aparecimento da RD e QL sugere que os animais microcefalicos possam
apresentar cerebelo desproporcionalmente pequeno como documentado em
humanos. Em ratos, Ohira et al. (2013) relataram pela primeira vez a presenca de
hipoplasia aparente no cerebelo de animais submetidos ao Busulfan (OHIRA et al.,
2013). Diante do exposto, a avaliagdo dos reflexos nos fornece um indicativo de
subdesenvolvimento do SNC dos animais do grupo Busulfan, ja que envolvem
diferentes areas do SNC e englobam reflexos inatos, como a PP, e adquiridos, como
a QL e aRD.

No tocante ao desenvolvimento somatico, dentre as caracteristicas avaliadas,
observamos retardos na erupgao dos incisivos inferiores e superiores (Ell e EIS) nos
animais do grupo Busulfan. Este parametro depende de uma sequéncia de eventos,
gue inclui o movimento do dente do osso alveolar, encontrado na arcada alveolar (na
mandibula), para dentro da cavidade oral (WISE et al., 2008). Assim, é importante
salientar que o desenvolvimento da mandibula pode influenciar diretamente na
erupcdo dos incisivos. Portanto, o retardo na erupg¢do pode estar relacionado com
alteracdes craniofaciais presentes em microcefalicos, como observado neste estudo
pelas medidas craniofaciais no dia 28 pos-natal. A maioria das medidas craniofaciais
gue apresentaram diferenca significante (L1, L2, L3 e L9) sdo medidas do cranio que
indicam reducdo parametros diferentes dos observados no periodo de lactacéo.
Assim, junto com os dados encontrados dos eixos ELLC e EAPC realizados no
periodo da lactacdo, a reducdo destas medidas constatam o desenvolvimento
comprometido do créanio como um todo nos animais do grupo Busulfan. Tais

medidas representam medidas do viscerocranio (L1, L2 e L9) e do neurocranio (L3)
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(MILLER; GERMAN, 1999). Ainda houve diferenca significante nas medidas L4, L5 e
L6, que representam medidas da mandibula e correspondem ao viscerocranio
(MILLER; GERMAN, 1999). Alteracdes na mandibula sdo comuns em individuos que
sao portadores de anormalidade no cranio (HUANG et al., 2016a). Isso pode ocorrer
especialmente com a microcefalia, onde as alteragdes cranianas afetam também a
mandibula, refletindo malformacdes como disostose (HUANG et al. 2016a) e
reducdo da abertura mandibular (LEAL et al., 2017). Camera et al. (1992) sugerem
uma estreita relacdo entre o desenvolvimento dos maxilares e erupcédo de dentes
com altera¢des craniais, como a microcefalia (CAMERA et al., 1992).

Com relagcdo ao peso corporal, os resultados indicam tendéncia de redugao
de peso corporal no periodo de lactacdo nos filhotes do grupo Busulfan, entretanto,
os resultados foram significativos apenas nos dias 19 e 21 no periodo de lactacao.
Além disso, ndo houve diferenca entre os grupos que receberam triptofano quando
comparado com 0s controles, ou seja, 0 peso corporal ndo foi influenciado pela
suplementacdo de triptofano. Nossos achados diferem dos encontrados por Silva
(2018), que observou reducdo do peso corporal em animais submetidos a um
modelo experimental de paralisia cerebral suplementados com triptofano, entretanto,
a dose de triptofano utilizada foi cinco vezes maior do que a utilizada neste estudo
(SILVA, 2018). Ademais, Silva (2018) relatou melhora da eficiéncia mastigatoria dos
animais aos 21 dias de vida (SILVA, 2018). De maneira geral, observa-se a
presenca do “fenétipo magro” em ratos jovens e adultos em estudos que
manipularam o sistema serotoninérgico no periodo neonatal (GALINDO et al, 2015;
PINHEIRO et al., 2017). Assim, sugere-se que a dose utilizada neste estudo néo foi
suficiente para ocasionar modificacdes significantes no peso corporal.

Como observado, os resultados de medidas murinométricas, ontogénese de
reflexos e desenvolvimento das caracteristicas somaticas encontrados neste estudo
apontam para um subdesenvolvimento do SNC nos animais do grupo Busulfan. Os
resultados obtidos a partir da analise morfométrica do cértex S1, na area
correspondente aos membros posteriores, corroboram com esses resultados. Essa
area foi escolhida devido a possibilidade da presenca de alteragbes motoras
associadas a microcefalia (COFFITO, 2016; FLOR et al., 2017). Além disso, estudos

experimentais demonstraram que alteragbes no padrdo de movimento Ssao
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responsaveis por ocasionar alteracdes nessa area (COQ et al., 2008). As analises
estatisticas demonstraram reducao significativa do nimero e da area de neurdnios
nos animais do grupo Busulfan. Diversas pesquisas demonstraram o efeito do
Busulfan no desenvolvimento do SNC, entretanto, diferente do nosso estudo, os
pesquisadores avaliaram efeitos em fetos apdés a aplicacdo nas gestantes
(FURUKAWA et al., 2007; OHIRA et al., 2009) ou diretamente nos filhotes aplicados
durante o periodo de lactagdo (OHIRA et al., 2013). Além disso, nenhuma analise de
areas especificas do cortex cerebral foi realizada até o momento. Furukawa et al.
(2007) relataram microcefalia em fetos de gestantes expostas ao Busulfan (10
mg/kg; dias 12, 13 e 14 de gestacao), apontando para o aumento da apoptose e
inibicdo da mitose do epitélio neural como os indutores (FURUKAWA et al., 2007).
As avaliacdes foram realizadas nos fetos nos dias 14.5, 15, 16 e 21 da gestacéo
(FURUKAWA et al., 2007). Ohira et al. (2009) demonstraram a presenca de células
picnéticas nos fetos 24, 36, 48, 72 e 96 horas apos a administracdo de Busulfan (30
mg/kg) em gestantes (dia 13 de gestagdo). O telencéfalo, o diencéfalo, o
mesencéfalo, o metencéfalo e a medula espinhal foram as areas comprometidas
(OHIRA et al., 2009). Assim, diferente das pesquisas citadas, o nosso estudo
demonstrou a presenca de danos em longo prazo associados a microcefalia
ocasionada pela exposi¢cédo ao Busulfan durante a gestacgao.

Como observado anteriormente, a administracdo de triptofano ocasiona
aumento da serotonina no cérebro por aumentar a disponibilidade de triptofano
(FERNSTROM; WURTMAN, 1972; HALEEM et al., 1998). A serotonina, por sua vez,
possui importante papel durante o desenvolvimento precoce, morfogénese
craniofacial e desenvolvimento cortical (VITALIS; PARNAVELAS, 2003; BUZNIKOV
et al., 1996; BURDEN; LAWRENCE, 1973). Porém, diversos estudos experimentais
que utilizaram inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina demonstraram
efeitos negativos em parametros observados neste estudo. Deird et al. (2008)
demonstraram retardo na maturacao dos reflexos de PP, RD, CV, GN, RS e RD em
animais tratados com o ISRS Citalopram (10mg/kg) no periodo neonatal (DEIRO et
al., 2008). De forma semelhante, apds a aplicacdo de 15 mg/kg de Sertralina, outro
ISRS, os animais apresentaram retardo na erupcdo dos incisivos e abertura do

conduto e pavilhdo auditivo (DEIRO et al., 2006). Os ISRS também ocasionaram
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reducdo do crescimento corporal e diminuicdo das medidas cranianas, como
observado ap6s a administracdo de 10mg/kg de Citalopram (MAGALHAES et al.,
2006). Com relacao ao triptofano, as evidéncias indicam que a utilizacdo de doses
entre 70 e 200mg/kg pode estar relacionada com efeitos negativos como tremor,
nausea e tonturas (FERNSTROM et al., 2012). Neste estudo, utilizamos uma baixa
dose de triptofano (10mg/kg), relatada como sendo suficiente para aumentar 0s
niveis de serotonina em 0-15% (TRULSON; JACOBS, 1976). Todavia, a
administracdo de triptofano ndo foi capaz de influenciar positiva ou negativamente
nenhum dos parametros observados.

O triptofano, diferente dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina,
pode seguir por 3 vias metabdlicas diferentes: serotonina, quirunenina e sintese
proteica (FUKUWATARI; SHIBATA, 2013). Além disso, a serotonina, quando
produzida, pode produzir o hormoénio melatonina, conhecido como hormonio do sono
(MOHAMMAD-ZADEH et al.,, 2008). Assim, €& possivel que os resultados
encontrados neste estudo sejam decorrentes de: 1- a serotonina produzida néo foi
suficiente para influenciar os parametros observados; 2- a serotonina produzida
pode ter influenciado outros parametros como comportamento alimentar e
comportamento depressivo (TEIK; ANDERSON, 1992; SHABBIR et al., 2013); 3- o
triptofano n&o ocasionou modificacdes significativas nas concentragbes de
serotonina, mas pode ter influenciado as concentragdes de quirunenina. Cerca de
~90% do triptofano ingerido segue para a sintese da quirunenina, considerada a
segunda via metabdlica mais prevalente do triptofano apdés a sintese proteica
(SAINIO et al.,, 1996; DOUGHERTY et al., 2008). A quinurenina, diferente da
serotonina, pode passar pela barreira hematoencefalica e produzir metabdlitos
neuroativos que modulam a sinalizacdo glutamatérgica e colinérgica (CAPURON,;
MILLER, 2011). Assim, é possivel que a exposi¢ao ao L-triptofano tenha influenciado
outros parametros durante o periodo de lactacdo néo avaliados neste estudo.

Este trabalho possui algumas limitagdes. Em primeiro lugar, ndo avaliamos 0s
mecanismos relacionados a reducéo de neurbnios encontrados em nosso estudo.
No entanto, como visto anteriormente, estudos relataram que a microcefalia
associada ao Busulfan é causada pelo aumento da apoptose associada a via

mitocondrial intrinseca dependente de p53. Além disso, ndo avaliamos doses acima
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de 10 mg/kg de Busulfan. Embora a literatura sugira que 30 mg/kg seja considerada
uma dose moderada, ndo obtivemos sucesso com esta quantidade. Por fim, ndo
podemos extrapolar os resultados para todo o cérebro devido a avaliacdo de apenas
duas éareas do cértex primario. Por outro lado, os resultados obtidos apés a
avaliacdo da maturacdo dos reflexos e caracteristicas fisicas sugerem que outras
areas, como cerebelo, medula espinhal e tecido ocular, foram negativamente

afetadas pela microcefalia associada ao Busulfan.
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8 CONCLUSOES

A exposicao ao L-triptofano durante o periodo de lactacdo néo influenciou o
desenvolvimento dos animais em nenhum dos parametros observados quando
comparado ao controle. Por outro lado, a exposi¢cdo ao Busulfan durante a gestacéo
influenciou negativamente, durante o periodo de lactacdo, 0s eixos cranianos,
maturacdo de reflexos e caracteristicas somaticas. Apdés o periodo de lactacdo, no
dia 28, houve reducdo de medidas craniofaciais e redu¢cdo do numero e area de
neurdnios no coértex somatossensorial. Com base nesses achados, refutamos a
hipétese de que o tratamento neonatal com baixa dose de L-triptofano melhora o
desenvolvimento das caracteristicas somaticas, maturacdo de reflexos, estrutura
craniofacial e encefalica, em ratos submetidos a modelo experimental de

microcefalia.

8.1PERSPECTIVAS

Devido as diversas possibilidades observadas anteriormente, propde-se como
perspectivas:

e Quantificar as concentracdes de serotonina no encéfalo apdés administracao
neonatal de baixa dose do L-triptofano;

e Analisar a expressdo dos receptores serotoninérgicos de regibes do
encéfalo como cortex somatossensorial, cértex motor e cerebelo;

e Avaliar os efeitos do tratamento com baixa dose de L-triptofano em testes
comportamentais (labirinto elevado em cruz, campo aberto e paradigma da
exploracéo livre) e comportamento alimentar;

e Avaliar os efeitos do tratamento com baixa dose de L-triptofano em
musculos periféricos;

e Quantificar as concentracdes periféricas de quinurenina e/ou metabdlitos da

via da quinurenina, como a vitamina B3 (niacina).
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