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RESUMO

A paralisia cerebral (PC) compreende condi¢cdes neuroldgicas caracterizadas por
anormalidades no movimento, postura corporal e tbnus muscular, sendo a atrofia e a
fraqueza muscular duas das principais consequéncias. A Cr, assim como 0 exercicio
resistido, apresentam papel importante na sintese proteica/miogénese, inflamacéo e
estresse oxidativo, assim, passaram a ser considerados para reabilitacdo de
condicBes que apresentam alteracdes neuromusculares. Assim, no presente projeto,
avaliamos os efeitos da Cr e do exercicio resistido nas alteracdes
neuromusculoesqueléticas observadas em ratos submetidos & paralisia cerebral
experimental. Foram utilizados 66 filhotes machos da linhagem Wistar (CEUA n°
0019/2019). Os filhotes foram submetidos a dois episédios de andxia, no dia do
nascimento (P0) e P1. Do P2 ao P28 foi realizada a restricdo sensorio-motora durante
16 horas. A partir do dia 21 até o final do estudo foi realizada a suplementacdo com
Cr (300mg/kg/dia), enquanto o programa de treinamento resistido foi realizado a partir
do dia 29. Este programa de treino de resisténcia teve como plano 4-10 subidas por
dia, 8-12 movimentos repetitivos por subida, 5 dias/semana (1 dia de descanso e 1
dia de teste de sobrecarga completando 7 dias), durante 4 semanas, com carga
gradualmente acrescida. Os seguintes grupos foram formados apés a introducao das
duas intervencdes (n=11): 1) Controle veiculo; 2) Controle creatina; 3) PC veiculo; 4)
PC creatina; 5) Controle néo treinado; 6) PC treinado. Em seguida, foram avaliados o
peso corporal do PO ao P60, consumo alimentar do P25 ao P60, forca muscular no
P30 e P60, parametros da locomocéo no P30 e P60, densidade e porcentagem de
ativacao das células microgliais no P60, marcadores inflamatérios no hipocampo no
P60, expressdo de proteinas da via de sintese proteica e peso e massa magra de
musculos das patas posteriores no P60. Observamos que a PC ocasinou reducdes no
peso corporal do P8 ao P60, no consumo alimentar do P25 ao P60, na forgca muscular
no P30 e P60, e na area maxima de contato e intensidade de contato durante a marcha
em CatWalk no P30 e P60 quando comparados aos animais controles. A PC ainda
aumentou a densidade e ativacdo das células microgliais e a expressao da IL-6 no
hipocampo e ocasionou reducéao significante do peso dos musculos séleo e EDL, do
peso umido e seco do musculo gastrocnémio, do comprimento da tibia e da expressao
da proteina Akt total no musculo séleo. A suplementagdo de Cr em animais PC, por

sua vez, reduziu 0s prejuizos ao aumentar o peso corporal do P22 ao P50, a forca



muscular no P30, area maxima de contato no P30 e intensidade de contato no P60
durante a marcha, e reduziu drasticamente a expresséo de IL-6 no hipocampo. Com
relacéo ao exercicio resistido, por outro lado, houve reducdo do peso do musculo EDL
e do comprimento da tibia, o que indica um possivel efeito negativo do exercicio
resistido nos animais com PC. Estes resultados demonstram que a suplementacao de
Cr pode ser usada como uma estratégia para reduzir os danos encontrados na PC,
enquanto novos estudos precisam ser realizados com diferentes protocolos de
treinamento resistido progressivo para determinar as melhores caracteristicas, tendo
em vista que estudos encontraram efeitos positivos com este tipo de treinamento para

individuos que apresentam atrofia muscular.

Palavras-chave: paralisia cerebral; creatina; exercicio fisico; hipertrofia; hipocampo;

inflamacao.



ABSTRACT

Cerebral palsy (CP) comprises neurological conditions characterized by abnormalities
in movement, body posture, and muscle tone, with atrophy and muscle weakness
being two of the main consequences. Cr, as well as resistance exercise, play an
important role in protein synthesis/myogenesis, inflammation, and oxidative stress,
thus, have come to be considered for rehabilitation of conditions that present
neuromuscular alterations. Thus, in the present project, we evaluated the effects of Cr
and resistance exercise on neuromusculoskeletal changes observed in rats submitted
to experimental cerebral palsy. Sixty-six male pups of the Wistar strain were used
(CEUA n°0019/2019). The pups were subjected to two episodes of anoxia, on the day
of birth (P0) and P1. From P2 to P28, sensory-motor restriction was performed for 16
hours. From day 21 to the end of the study, supplementation with Cr (300mg/kg/day)
was performed, while the resistance training program was carried out from day 29.
This resistance training program had as plan 4-10 climbs per day, 8-12 repetitive
movements per climb, 5 days/week (1 rest day and 1 overload test day completing 7
days), for 4 weeks, with gradually increasing load. The following groups were formed
after the introduction of the two interventions (n=11): 1) water control; 2) creatine
control; 3) water PC; 4) creatine PC; 5) untrained control; 6) trained PC. Then, body
weight from PO to P60, food consumption from P25 to P60, muscle strength at P30
and P60, locomotion parameters at P30 and P60, density and activation percentage
of microglial cells at P60, inflammatory markers in the hippocampus at P60, protein
expression of protein synthesis pathway and weight and lean mass of hind paw
muscles at P60 were evaluated. We observed that CP caused reductions in body
weight from P8 to P60, food intake from P25 to P60, muscle strength at P30 and P60,
and maximum contact area and contact intensity during CatWalk walking at P30 and
P60 when compared to control animals. CP also increased microglial cell density and
activation and IL-6 expression in the hippocampus and caused significant reduction in
soleus and EDL muscle weight, wet and dry weight of gastrocnemius muscle, tibia
length and total Akt protein expression in soleus muscle. Cr supplementation in PC
animals, in turn, reduced impairment by increasing body weight from P22 to P50,
muscle strength at P30, maximum contact area at P30, and contact intensity at P60
during walking, and dramatically reduced IL-6 expression in the hippocampus. With

respect to resistance exercise, on the other hand, there was a reduction in EDL muscle



weight and tibia length, indicating a possible negative effect of resistance exercise in
animals with CP. These results demonstrate that Cr supplementation can be used as
a strategy to reduce the damage found in CP, while new studies need to be conducted
with different progressive resistance training protocols to determine the best
characteristics, considering that studies have found positive effects with this type of

training for individuals who present muscle atrophy.

Keywords: cerebral palsy; creatine; resistance training; hypertrophy; hippocampus;
inflammation.
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1 INTRODUGAO

A paralisia cerebral (PC) é um tipo de disturbio que influencia o movimento, e
em formas mais graves, a capacidade do individuo de realizar as mais simples
atividades diarias por conta da alteracdo do ténus muscular (BAX et al., 2005). Na
maioria dos casos, a anormalidade motora mais predominante é a espasticidade. De
fato, dados epidemioldgicos indicam que a PC espastica, caracterizada por aumento
do ténus muscular e reflexos patologicos € o tipo mais comum, responsavel por 80%
dos casos (CLOWRY; BASUODAN; CHAN, 2014). A PC pode ocorrer durante o
desenvolvimento cerebral nos periodos pré-natal, perinatal e pds-natal (KRIGGER,
2006). Varios sao os fatores de riscos que podem levar a PC, como ma nutri¢éo,
nascimento pré-termo, como o baixo peso ao nascer e asfixia (BAX; FLODMARK;
TYDEMAN, 2007). As principais consequéncias patologicas observadas nos
pacientes com PC, que variam de acordo com o tipo da PC estudada, sao desordens
de movimento, marcha em tesoura, espasticidade, atrofia, fraqueza e rigidez muscular
(KRIGGER., 2006). Fadiga, dor e sintomas depressivos também s&o comuns em
individuos com PC (MAESTRO-GONZALEZ et al., 2018). Em estudos em humanos e
com modelos experimentais foi observado que a PC promove atrofia muscular
associada a modificacdo no tamanho das fibras musculares (ITO et al.,, 1996;
MARBINI et al., 2002; SILVA et al., 2016).

Tendo em vista que lesBes difusas na matéria cinzenta e branca do cérebro
sdo caracteristicas comuns observadas atualmente na PC, diferentes areas do
cérebro vém sendo estudadas e destacadas pelos seus inesperados papeis na
progresséo e tratamento da PC, como o hipocampo (COQ et al., 2020; WANG et al.,
2021). O hipocampo esta envolvido em fungBes cognitivas importantes como a
memoéria, navegacdo espacial e aprendizagem, mas também é um importante
regulador de respostas emocionais ao stress, pois € uma das estruturas do cérebro
envolvidas no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (EICHENBAUM; COHEN,
2014; LAJUD; TORNER, 2015). O hipocampo é também um dos dois nichos onde os
novos neurbnios sdo ativamente produzidos ao longo da vida (LAJUD; TORNER,
2015). Assim, a ideia de que a neurogénese hipocampal acontece no adulto e tem
importantes contribuicées funcionais para a plasticidade neural e a cogni¢éo ao longo
da vida humana é bem aceita atualmente, apesar de ainda haver questdes pendentes
(KEMPERMANN et al., 2018). Células que estédo presentes nos nichos neurogénicos,

como as células da glia, principalmente os astrocitos e as microglias, estédo
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criticamente envolvidas no desenvolvimento das lesdes (DENG, 2010; EKDAHL,
2012; MA; MING; SONG, 2005). Entretanto, até o0 momento ndo existem estudos
publicados com modelos de PC com privacdo de oxigénio e restricdo sensorio-motora
que tenham avaliado as alteragBes no fenétipo e densidade de micrdglias. Por outro
lado, diversas alteragcbes na musculatura esquelética ja foram bem descritas em
diferentes modelos de PC, tornando necessario estudar como diferentes intervencdes
podem regular positivamente parametros associados a hipertrofia miofibrilar.

Todas as proteinas do nosso corpo estdo em constante estado de turnover
(sintese e degradacao). Nos seres humanos adultos, nos quais o crescimento cessou,
0s processos de sintese e degradacdo sao iguais e opostos diariamente (PHILLIPS;
GLOVER; RENNIE, 2009). Entretanto, alteracbes no equilibrio proteico ocorrem
diariamente sob influécias ambientais, como a nutricdo e atividade fisica (PHILLIPS;
GLOVER; RENNIE, 2009; ATHERTON; SMITH, 2012). No caso da PC, as atencdes
se voltam para a inatividade fisica, ou desuso muscular. O desuso da musculatura
esquelética resulta em reducdo da massa muscular por ocasionar, principalmente,
reducdo da sintese proteica muscular (SPM) (GLOVER et al., 2008; PHILLIPS;
GLOVER; RENNIE, 2009). O musculo esquelético, além de ser considerado o érgéo
da locomocéo, € um grande contribuidor do gasto energético e o maior reservatorio
para o armazenamento de glicose pos-prandial estimulado pela insulina (THIEBAUD
et al., 1982; ZURLO et al., 1990). Assim, mesmo curtos periodos de inatividade fisica
e consequentemente inatividade muscular estdo associados com alteracdes
metabdlicas, incluindo aumento da resisténcia a insulina e atrofia muscular (KROGH-
MADSEN et al., 2010). Assim, a presenca de fraqueza muscular e reducéo da massa
muscular sugerem que os portadores de PC podem se beneficiar de intervencgdes que
visem o aumento de for¢ca e/ou massa muscular. Dentre elas, destacamos a creatina
e 0 exercicio resistido.

A creatina (Cr) € uma amina nitrogenada encontrada principalmente na
musculatura esquelética (95%) frequentemente utilizada como suplemento nutricional
por atletas em esportes anaerdbicos, ou seja, com predominancia do metabolismo
glicolitico (HALL; TROJIAN, 2013). Dentro das células, a Cr na sua forma fosforilada
(PCr) possui um importante papel no sistema energético fosfagénio adenosina
trifosfato (ATP)/fosfocreatina (PCr), fornecendo fosfato para a ressintese do ATP
(WALLIMANN et al., 1992). Por causa da descoberta dos mecanismos subjacentes

ao efeito anabdlico e neuroprotetor, a Cr passou a ser considerada para acdes de
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promocao, protecdo, prevencdo, recuperacdo e reabilitacdo (DOLAN; GUALANO;
RAWSON, 2019). O corpo de evidéncias sugere que a Cr pode exercer seus efeitos
direta ou indiretamente através de multiplos mecanismos, com impactos convergentes
na sintese proteica/miogénese, inflamacao e estresse oxidativo (DELDICQUE et al.,
2007; BASSIT; CURI; COSTA ROSA, 2008; GUIMARAES-FERREIRA et al., 2012),
além de neuroprotecdo (BENDER et al., 2005; GENIUS et al., 2012; LAWLER et al.,
2002; O’'GORMAN et al., 1997; TRAN et al., 2021).

Diversos estudos apresentaram o exercicio fisico como uma estratégia para
diminuir o risco de doencas cardiovasculares, pulmonares, imunolégicas, metabdlicas
e neurodegenerativas (HAMER; CHIDA, 2008; LANCASTER; FEBBRAIO, 2014;
MANTOANI et al., 2017; NYSTORIAK; BHATNAGAR, 2018; PEDERSEN; ROHDE;
OSTROWSKI, 1998). O exercicio por si € um potente estimulo para a remodelacao e
recondicionamento do musculo esquelético (EGAN; ZIERATH, 2013). E amplamente
aceito que o exercicio fisico feito de forma regular promove efeitos sinérgicos em
diferentes 6rgédos e tecidos, especialmente entre musculos e cérebro, musculos e
pulmbes, e musculos e coracdo (PINHO; AGUIAR; RADAK, 2019). Ao utilizar
treinamento resistido em escada por 4 semanas, Gomes et al. (2014) relataram efeitos
benéficos no giro denteado do hipocampo (NOVAES GOMES et al., 2014). Son et al.
(2016) aplicaram um modelo de imobilizagdo dos membros posteriores em ratos
Sprague-Dawley que em seguida realizaram treinamento resistido em escada (SON
et al., 2016). Os pesquisadores avaliaram a capacidade do treinamento em reduzir 0s
niveis da proteina osteonectina (Secreted protein acidic and rich in cystein — SPARC),
com atrofia miofibrilar, e relataram reducdo da mesma no musculo plantar (SON et al.,
2016). Os autores também relataram aumento de forca e menor reducdo da area
seccional transversal nas células dos musculos imobilizados (SON et al., 2016).
Assim, no presente projeto, pretende-se explorar essa perspectiva da acéo da Cr e do

exercicio resistido nas alteragcdes neuromusculoesqueléticas em modelo de PC.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PARALISIA CEREBRAL E MODELOS EXPERIMENTAIS

Nos mamiferos, ha periodos do desenvolvimento dos sistemas fisiologicos que
sdo muito mais vulneraveis aos insultos ambientais, fisicos, quimicos e biolégicos
(RICE; BARONE, 2000). Esses periodos sdo dependentes de processos celulares
criticos, tais como, proliferacédo, migracao, diferenciacdo, sinaptogénese, mielinizacao
e apoptose no que diz respeito ao desenvolvimento neural (RICE; BARONE, 2000), e
diferenciacéo, proliferacdo e migracdo no tocante ao desenvolvimento muscular
(SAMBASIVAN; TAJBAKHSH, 2007). Pesquisas no campo da plasticidade neural e
muscular tém destacado a influéncia que as alteracbes ambientais podem exercer
sobre a atividade destes sistemas em individuos durante a fase precoce do
desenvolvimento e suas repercussfes em longo prazo (GLORE; LAYMAN, 1983;
JONES; DYSON, 1981). Desta forma, transtornos neurolégicos que apresentam
alteragcbes musculares podem ser resultantes de uma agressao ambiental ocorrida
durante o desenvolvimento cerebral (BAX et al., 2005), como é o caso da PC (BAX et
al., 2005; YEARGIN-ALLSOPP et al., 2008).

A PC compreende condi¢des neurolégicas caracterizadas por anormalidades
no movimento, postura corporal e tdbnus muscular, 0 que ocasiona limitacbes na
atividade de vida diaria e dependéncia funcional (BAX et al., 2005). Trata-se de uma
condicdo estatica, ndo progressiva, consequente a agressdo ocorrida durante o
desenvolvimento cerebral nos periodos pré-natal, perinatal e pés-natal, até o segundo
ano de vida (KRIGGER, 2006). Esta condicdo acomete aproximadamente duas a cada
mil criancas em paises desenvolvidos, sendo a causa mais comum de incapacidade
motora cronica na infancia (MCINTYRE et al., 2022). Contudo, vale ressaltar que em
paises em desenvolvimento a incidéncia & maior (3,4 a cada 1000 nascidos), pois
esses paises reunem condicdes mais favoraveis a ocorréncia de problemas crénicos
como a PC (MCINTYRE et al., 2022). No Brasil, apesar de néo existir um dado preciso
sobre a prevaléncia, estima-se que a cada 1.000 criancas nascidas vivas, sete sdo
portadoras de PC (LIMA; FONSECA, 2004), e cerca de 30.000 a 40.000 novos casos
ocorrem por ano (MANCINI et al., 2002).

Dos anos 60 até 2010, a prevaléncia da PC flutuou ao redor de 2,1%, embora
relatos comuns de diminui¢cdo nos ultimos anos na Europa, Japéao e Australia (GALEA
et al., 2019; SELLIER et al., 2016). As sequelas da PC também se alteraram nas
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tltimas décadas. Antes dos anos 90, as sequelas incluiam lesdes cisticas no cérebro
associados a graves alteracoes sensoriomotoras e deficiéncias
comportamentais/cognitivas, enquanto ap0s esse periodo o quadro evoluiu
gradualmente para lesfes difusas na matéria cinzenta e branca do cérebro (COQ et
al., 2020). Essas alteracbes foram principalmente associadas com perturbacoes
sensorimotoras moderadas a severas e déficits comportamentais/cognitivos como
dificuldades de aprendizagem, distarbios de atencdo e hiperatividade (COQ et al.,
2020). Essas mudancas surgiram em relacao ao aumento populacdo de sobreviventes
de nascimento de baixo peso e prematuridade, e correspondem a encefalopatia da
prematuridade associada a inflamacgéo da placenta como a causa do parto prematuro
espontaneo, um fator de risco para a PC (GALEA et al., 2019; GRAHAM et al., 2016;
JANTZIE; ROBINSON, 2015; VOLPE, 2009).

A classificacdo e a complexidade da condicdo podem ser influenciadas por
diversos fatores, sendo eles: local anatdmico do cérebro onde houve a lesdo (cortex
cerebral, trato piramidal, sistema extrapiramidal ou cerebelo); quadro clinico
(espastica, discinética ou ataxica); envolvimento das extremidades (diplégica,
quadriplégica ou hemiplégica); momento do insulto (pré-parto, intraparto ou pos-natal);
e nivel do ténus muscular (isoténico, hipotdnico ou hiperténico) (RETHLEFSEN;
RYAN; KAY, 2010; SANGER et al.,, 2003). Tendo em vista a complexidade da
condicdo, classificacbes mais padronizadas foram propostas para facilitar o
desenvolvimento de pesquisas, a transferéncia de conhecimentos e a utilizacdo nos
registros médicos (COLVER; FAIRHURST; PHAROAH, 2014). Essa classificacao se
baseia no quadro clinico e envolvimento das extremidades, ou seja, espastica,
discinética ou ataxica e diplégica, quadriplégica ou hemiplégica, respectivamente
(COLVER; FAIRHURST; PHAROAH, 2014). Todos os tipos classificados de acordo
com o0 quadro clinico sdo caracterizados por padrdo anormal de postura e/ou
movimento, mas diferem umas das outras com relacdo ao tdnus muscular, reflexos
patoldgicos e coordenacédo motora (CANS, 2000). Dados epidemiolégicos indicam que
a PC espastica, caracterizada por aumento do tdnus muscular e reflexos patolégicos
(hiperreflexia e/ou sinais piramidais) € o tipo mais comum, responsavel por 80% dos
casos (CLOWRY; BASUODAN; CHAN, 2014).

Varios sdo os fatores de riscos que podem levar a PC, como ma nutricéo,
nascimento pré-termo (< 32semanas), baixo peso ao nascer (< 2500g), malformacdes,

traumas, infeccbes maternas, asfixia, quedas, dentre outros (BAX; FLODMARK;
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TYDEMAN, 2007). As causas sao multiplas e podem agir de forma sinérgica, como
sugere a hipétese dos “multiplos golpes” (RUMAJOGEE et al., 2016). As principais
consequéncias patoldgicas observadas nos pacientes com PC, dependendo do tipo,
séo desordens de movimento, marcha em tesoura, ataxia, espasticidade, persisténcia
de reflexos primitivos, atrofia, fraqueza e rigidez muscular (KRIGGER, 2006). Os
portadores da PC ainda podem apresentar prejuizos cognitivos, distarbios da fala e
da linguagem, problemas de crescimento ou dor (COLVER; FAIRHURST; PHAROAH,
2014), modificagdo no tamanho das fibras musculares e alteracao de seus fendtipos
(ITO et al., 1996; MARBINI et al., 2002), além de disturbios orofaciais (KRICK; DUYN,
1984). Por fim, estudos relataram mudancas em marcadores inflamatérios em
individuos com PC, incluindo alteracdes na proteina C reativa (CRP), interleucina 1
beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(MAGALHAES et al., 2019; PINGEL et al., 2019). Assim, a PC é uma condi¢éo
abrangente que envolve diversas condi¢des etioldgicas e uma série de disturbios que
limitam a dependéncia funcional (CLOWRY; BASUODAN; CHAN, 2014).

Na tentativa de desenvolver estratégias terapéuticas eficazes para o0s
diferentes tipos da PC, modelos experimentais, principalmente induzidos por asfixia
perinatal, foram elaborados com o objetivo de reproduzir injurias morfolégicas
observadas nos humanos (BLOMGREN; HAGBERG, 2006; HOEGER et al., 2000;
LUBICS et al., 2005; OLIVIER et al., 2005; ROBINSON et al., 2005). A asfixia perinatal
e a encefalopatia hipoxico-isquémica sdo duas das causas mais comuns de PC
(ZHANG et al., 2020). Dentre as consequéncias da asfixia perinatal, destacam-se,
além da lesdo neuroldgica, dificuldade respiratéria, hipertensdo pulmonar, disfuncéo
hepatica, miocardica e renal (POPESCU et al., 2020). Em estudo realizado com ratos
expostos a anodxia, DellAnna et al. (1991) relatou desenvolvimento de uma sindrome
caracterizada por hiperatividade transitoria jovem, e prejuizo na memoria espacial em
longo prazo associada a reducédo na densidade celular hipocampal CA1 na idade
adulta (DELL’ANNA et al., 1991).

De fato, dentre as areas do cérebro, o hipocampo é particularmente susceptivel
ao estresse (KIM; PELLMAN; KIM, 2015). Em um modelo de PC induzido por
lipopolissacarideo (LPS) combinado com hipéxia/ischemia, Wang et al. (2021)
relataram alteracdes significantes nos proteomas do hipocampo e cortex motor, além
de prejuizos no sistema motor (WANG et al., 2021). Entretanto, no contexto da PC,

diversos estudos relataram que apesar de reproduzirem danos semelhantes como
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injurias na matéria branca ao redor dos ventriculos, a restricdo de oxigénio ocasiona
apenas alteracbes motoras leves (HOEGER et al., 2000; LUBICS et al., 2005;
ROBINSON et al., 2005). Por outro lado, modelos experimentais induzidos por desuso
(restricdo sensoério-motora) obtiveram mais sucesso em ocasionar prejuizos na funcéo
motora (CANU; FALEMPIN, 1998; COQ et al., 2008; STRATA et al., 2004).

Strata et al. (2004) relataram efeitos duradouros como reducéo do peso
corporal, aumento do tdbnus muscular, padrbes anormais de locomocdo e
desorganizacdo no cortex motor (STRATA et al., 2004). Posteriormente, Coq et al.
(2008) demonstraram que este comportamento motor estava associado a atrofia das
fiboras musculares, degeneracdo articular e do joelho, além de representacédo
distorcida dos membros inferiores no cortex somatossensorial primario. A asfixia
perinatal, por sua vez, causou apenas alteracfes leves sobre o tdbnus muscular,
desempenho motor e organizacao cortical (COQ et al., 2008). Delcour et al. (2018b)
relataram marcha e postura severamente prejudicadas associada a hiperextensao do
joelho-tornozelo. Os autores também relataram reducéo do comprimento e densidade
do osso tibial, degeneracdo da articulacdo do joelho, atrofia do gastrocnémico e
hiperreflexia muscular sugerindo espasticidade (DELCOUR et al., 2018a). Em recente
revisao avaliando modelos experimentais, Lacerda et al. (2017) demonstraram que 0s
disturbios orofaciais sdo encontrados em todos 0s modelos experimentais, em
diferentes espécies, de PC, o que pode ocasionar deficiéncias nutricionais (LACERDA
et al., 2017a). Além disso, deficiéncias nutricionais também podem ser ocasionadas
em modelos experimentais pelos distlirbios da marcha (LACERDA et al., 2017b;
SILVA et al., 2016). Ainda, em estudo experimental foi observado que a PC promove
atrofia muscular associada a diminuicdo da atividade locomotora, modificacdo no
tamanho das fibras musculares e alteracdo de seus fendtipos (SILVA et al., 2016).

Em um estudo recente, Visco et al. (2022) observaram reducéo do peso do
musculo soleo e diminuicdo da quantidade de fibras do tipo | associado a um
consequente aumento no nimero de fibras do tipo Il (VISCO et al., 2022). Os autores
relataram reducao da &rea de ambos os tipos de fibras, além de reducéo da expressao
da proteina Akt fosforilada e total (VISCO et al., 2022). Em outro estudo com o0 mesmo
modelo, os ratos com CP apresentaram reducdo da atividade locomotora, da
coordenacdo motora e da forca muscular, possivelmente associados a reducédo do
peso do sbleo e EDL, menor area das fibras musculares e menor peso da tibia

(PEREIRA et al., 2021). Houve ainda alteracdo nos niveis de expressao de varios
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genes relacionados ao desenvolvimento muscular e jun¢gdes neuromusculares como
por exemplo aumento dos niveis de mRNA de Igfbp5, Kcnn3, Gdf8 e MyH4 e
diminuicdo da expresséo de Myog, Ucp2 e Lpl (PEREIRA et al., 2021).

Recente revisdo sistematica com meta-analise relatou que a combinacédo de
modelos de lesGes cerebrais perinatais, independentemente do periodo de insultos,
aumenta os danos na locomogao e coordenagdo motora a curto e longo prazo,
especialmente quando a restricdo sensorimotora € realizada (PEREIRA et al., 2021).
Além disso, o modelo isolado de andxia ndo ocasionou repercussées motoras
significativas mesmo em curto prazo, o que corrobora os estudos anteriormente
citados (PEREIRA et al., 2021). Assim, a associagao de asfixia perinatal e desuso
muscular por restricdo sensoério-motora pode ser considerado um modelo simples,
eficaz e reproduzivel de um fenétipo motor semelhante aos portadores humanos de
PC. A utilizacdo destes modelos experimentais possibilita o estudo das alteracdes
centrais e periféricas, além de tornar possivel avaliar intervencdes visando a reducao
dos danos ocasionados pelos diferentes estressores.

Utilizando estes modelos, estudos observaram aumento da maturagao
mastigatoria devido ao provavel aumento da expressao de serotonina causada pela
suplementacdo de triptofano e restauracdo da disfuncdo musculoesquelética e
locomotora apds a intervencdo com o fator de crescimento 19 do Fibroblastos
(LACERDA et al., 2019; PEREIRA et al., 2021). Apds suplementacdo de Kaempferol,
um flavonoide com propriedade anti-inflamatoria e neuroprotetora, observamos
reducdo no impacto da PC no fenétipo corporal, na forca muscular, na marcha e na
proporcdo de fibras oxidativas no muasculo séleo (VISCO et al., 2022). Assim,
acreditamos que é apropriado continuar testando intervengcbes em modelos
experimentais destinadas a reduzir os danos observados, com o objetivo de encontrar
alternativas de tratamento para os individuos portadores de PC. Tendo em vista que
lesbes difusas na matéria cinzenta e branca do cérebro sdo caracteristicas comuns
observadas atualmente na PC, diferentes areas do cérebro vém sendo estudadas e
destacadas pelos seus inesperados papeis na progressao e tratamento da PC, como
o hipocampo (COQ et al., 2020; WANG et al., 2021).

2.2 HIPOCAMPO: DESENVOLVIMENTO E ALTERACOES
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O hipocampo é uma extensado do lobo temporal do coértex cerebral e pode ser
distinguido externamente como uma camada densa de neurbnios que se entrelacam
numa estrutura em forma de S na borda do I6bulo temporal (GILBERT; BRUSHFIELD,
2009). Quatro estruturas sdo descritas durante a formagao hipocampal: Cornu
ammonis (CA), o qual se divide em CAl, CA2, CA3, and CA4, giro dentado (DG),
subiculum, e area entorrinal (EC) (ANAND; DHIKAV, 2012). O hipocampo esta
envolvido em fung¢des cognitivas importantes como a memdéria, navegacao espacial e
aprendizagem, mas também é um importante regulador de respostas emocionais ao
stress, pois € uma das estruturas do cérebro envolvidas no eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA) (EICHENBAUM; COHEN, 2014; LAJUD; TORNER, 2015). O
hipocampo é também um dos dois nichos onde os novos neurdnios sdo ativamente
produzidos ao longo da vida (LAJUD; TORNER, 2015). De fato, Altman e Das (1965)
observaram neurogénese no hipocampo em ratos adultos ja nos anos 60 (ALTMAN;
DAS, 1965). No entanto, sé nos anos 90 o conceito de neurogénese funcional
hipocampal comecou a surgir (PALMER; RAY; GAGE, 1995; PALMER; TAKAHASHI;
GAGE, 1997). A neurogénese é caracterizada pela geracdo de novos neurdnios a
partir células-tronco neurais ou células neurais progenitoras (RAMASAMY et al.,
2013). Assim, a ideia de que a neurogénese hipocampal acontece no adulto e tem
importantes contribuic6es funcionais para a plasticidade neural e a cognicdo ao longo
da vida humana é bem aceita atualmente, apesar de ainda haver questdes pendentes
(KEMPERMANN et al., 2018).

O hipocampo desenvolve-se perinatalmente tanto em roedores como humanos
(SEMPLE et al., 2013). No entanto, o desenvolvimento volumétrico persiste até o P21
em roedores e até 2 anos de vida em humanos (AINGE; LANGSTON, 2012; HEVNER,
2016). Enquanto a maioria das células piramidais hipocampais sdo geradas
prenatalmente, apenas cerca de 15% das células granulares estdo presentes no giro
dentado do rato apds o nascimento, com o pico de neurogénese acontecendo entre
os dias 14 e 17 pos-natais (DIAMOND, 1990; RICE; BARONE, 2000). J& nos
humanos, a neurogénese hipocampal atinge o pico ao redor do dia 60 de vida e cerca
de 80% das células granulares do giro dentado sdo geradas antes do nascimento
(CLANCY et al., 2007; RAKIC; NOWAKOWSKI, 1981). Duas areas sao consideradas
as principais responsaveis pela neurogénese no cérebro humano adulto: zona

subgranular (SGZ) do giro dentado do hipocampo e zona subventricular (SVZ) dos
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ventriculos laterais, que apresentam microambientes (nichos) especializados em
regular as células-tronco (ERIKSSON et al., 1998).

Tendo em vista o importante desenvolvimento pés-natal em humanos e
animais, a exposicao precoce a experiéncias adversas € capaz de induzir mudancas
permanentes no desenvolvimento do cérebro, incluindo alteracdes na formacéao
hipocampal e alteragdo da pasticidade neural (LAJUD; TORNER, 2015; SEMPLE et
al., 2013). Prejuizos na neurogénese hipocampal ja foram observados em condi¢cdes
neurodegenerativas e psiquiatricas, e tém sido tema de interesse no contexto da PC
(BALU; LUCKI, 2009; VISCO et al., 2021). Na PC experimental induzida apos injecao
de lipopolissacarideo (LPS), o numero de células BrdU-positivas, um marcador de
neurogénese, foi reduzido, e o niumero de células TUNEL-positivas, um marcador de
apoptose, foi aumentado no hipocampo (CHO et al., 2018). Em outro estudo, a
exposicao de ratos recém-nascidos a andxia ocasionou reducdo na densidade celular
hipocampal CAl na idade adulta (DELL’ANNA et al., 1991). Em um estudo
proted6mico, Wang et al. (2021) observaram, por exemplo, que a periferina, uma
proteina que desempenha papel na regeneracdo axonal apOs injurias, estava
aumentada no hipocampo de animais com PC, indicando dano na area (WANG et al.,
2021). De fato, sabe-se que os recém-nascidos prematuros apresentam uma maior
propensdo a lesBes cerebrais causadas por eventos hipoxicos ou isquémicos,
infeccdo e/ou inflamacao que resulta em lesao proeminente no cérebro (DENG, 2010).
Ademais, células que estao presentes nos nichos neurogénicos, como as células da
glia, principalmente os astrocitos e as microglias, estdo criticamente envolvidas no
desenvolvimento das lesdes (DENG, 2010; EKDAHL, 2012; MA; MING; SONG, 2005).

As células microgliais, células imunes inatas do SNC localizadas em nichos
neurogénicos, sdo consideradas importantes para a neurogénese e fun¢des normais
do cérebro, tais como resposta a insultos, que podem ocorrer ineficientemente apds a
ativacado excessiva destas células (EKDAHL, 2012). Isso acontece devido a liberacéo
de neurotrofinas, fatores de crescimento e citocinas, além de realizacdo de apoptose
de células via fagocitose (DEVERMAN; PATTERSON, 2009; KOZAREVA; CRYAN,;
NOLAN, 2019; NAYAK; ROTH; MCGAVERN, 2014). As citocinas pro-inflamatorias
como IL-6, IL-1B e TNF-a sdo consideradas importantes mediadores da neurogénese
e sdo agudamente liberadas pelas microglias ativadas (IOSIF et al., 2006; YIRMIYA,
GOSHEN, 2011). As microglias ativadas sdo denominadas de amebdides, enquanto

as inativas sdo chamadas de ramificadas (DIZ-CHAVES et al., 2012).
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Durante o desenvolvimento pos-natal, diversos fatores podem afetar o fenotipo,
mas também a densidade das microglias. A administracdo sistémica repetida de IL-
18 em ratos entre o P1 e P5 resultou em aumento transitério da densidade microglial
e reducdo na mielinizacdo em longo prazo que foram acompanhados por déficits
cognitivos (FAVRAIS et al., 2011). Estudos encontraram alteracdes no fenotipo de
células gliais no hilo hipocampal e CA3 apds diferentes estressores durante o periodo
neonatal, incluindo a separacao materna (ROQUE; OCHOA-ZARZOSA; TORNER,
2016; SAAVEDRA et al., 2021). A administracdo de lipopolissacarideo (LPS) no P5
também ocasionou aumento transitorio do numero absoluto e da densidade celular da
microglia, bem como alteracéo persistente do estado inflamatorio hipocampal (SMITH
et al., 2014).

Outros estudos encontraram mudancas nos niveis de mRNA de 1I-6, Tnf-a e II-
18 no hipocampo apoés estresse induzido pela exposicdo a luz brilhante durante a
gestacdo e/ou separacdo maternal (DIZ-CHAVES et al.,, 2012; ROQUE; OCHOA-
ZARZOSA; TORNER, 2016). Por outro lado, a ativagado microglial induzida por LPS e
consequente diminuicao significativa na sobrevivéncia dos neurénios recém-formados
no hipocampo foi reduzida apés o uso de um agente anti-inflamatério (MONJE; TODA,
PALMER, 2003). Apesar de haver estudos com LPS, um dos indutores de PC, néo
existem estudos até o momento com modelos de PC com privacdo de oxigénio e
restricdo sensorio-motora que tenham avaliado as alterac6es no fenétipo e densidade
de microglias. Por outro lado, apesar de diversas alteracbes na musculatura
esquelética jA terem sido observadas em diferentes modelos de PC, torna-se
necessario continuar estudando como diferentes intervencdes podem regular

positivamente parametros associados a hipertrofia miofibrilar.

2.3 REGULAQAO DA MUSCULATURA ESQUELETICA

O musculo esquelético é o maior 6rgdo humano compreendendo até 50% do
peso do corpo (BORSCH et al., 2021). O mesmo é composto de células musculares
esqueléticas longas, cilindricas e multinucleadas denominadas fibras musculares. Os
muasculos do corpo humano, e na maioria dos mamiferos, sdo compostos por
diferentes tipos de fiboras (HOWARD; HERZOG, 2021). As fibras contém milhares de
miofibrilas que se encontram em paralelo entre si, e podem ser divididas no nivel mais

basico em fibras lentas (tipo I) ou rapidas (tipo IlI), dependendo se usam
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predominantemente respiracdo aerébica (fosforilacdo oxidativa) ou metabolismo
anaerobico (glicolise) (HOWARD; HERZOG, 2021; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).
As fibras de contracdo rapida sao tipicamente subdivididas em fibras de tipo 2A, 2B,
e 2X com base em sua expressao génica de cadeia pesada de miosina, entretanto,
as fibras do tipo 2A sdo metabolicamente mais semelhantes as do tipo 1, ou seja,
dependem principalmente do metabolismo oxidativo (HOWARD; HERZOG, 2021). As
fibras de contracdo lenta ttm como caracteristica funcional lento aumento de forga e
relaxamento, e velocidade lenta de descarga maxima de contracdo em relacdo as
fibras de contracdo rapida. Assim, a forca gerada durante o encurtamento das fibras
€ muito maior nas fibras rapidas, resultando em uma poténcia maxima trés a quatro
vezes maior. Por outro lado, por gerar menos forca e depender mais do metabolismo
oxidativo, as fibras lentas sdo mais resistentes a fadiga, permitindo um trabalho
submaximo por um periodo mais longo (HOWARD; HERZOG, 2021).

O crescimento muscular é determinado aumento no numero de fibras
musculares (hiperplasia), bem como aumento no tamanho/area da secéo transversal
das fibras musculares (hipertrofia) (YANG, 2014). Em humanos, o numero de fibras
musculares é determinado antes do nascimento, entretanto, evidéncias sugerem que
em roedores a hiperplasia pode ocorrer apds o nascimento (ENESCO; PUDDY, 1964;
SUMMERS; MEDRANO, 1994). Entretanto, o crescimento muscular pds-natal resulta
principalmente da hipertrofia muscular através do aumento do comprimento e
circunferéncia da fibra muscular, com participacdo importante das células satélites,
gue se fundem as fibras musculares adjacentes para aumentar seus tamanhos
(YANG, 2014). Mudangas importantes no perfil do tipo de fibra também ocorrem
durante os estagios iniciais de desenvolvimento pds-natal. Por exemplo, em ratos ha
uma transformacao progressiva de fibras do tipo 2A em fibras do tipo 1 no muasculo
s6leo, um processo que continua durante todo o desenvolvimento pés-natal
(KUGELBERG, 1976). Ha também alteragbes nos musculos tibial anterior e plantar,
gue ao nascer contém fibras do tipo 1 que desaparecem completamente ou quase
completamente durante o desenvolvimento pés-natal (AGBULUT et al., 2003;
WHALEN et al., 1984). Tendo em vista que as mudancas poés-natais no perfil do tipo
de fibra podem ser explicadas pela acdo combinada de um programa genético
intrinseco e de fatores extrinsecos, tais como influéncia hormonal e neural
(SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011), avaliar as alteracdes em fibras em diferentes

condi¢bes torna-se essencial.



26

Além de ser considerado o 6rgao da locomog¢éo, o musculo esquelético € um
grande contribuidor do gasto energético e o maior reservatorio para o armazenamento
de glicose pos-prandial estimulado pela insulina e de aminoacidos (THIEBAUD et al.,
1982; WOLFE, 2006; ZURLO et al.,, 1990). Assim, mesmo curtos periodos de
inatividade fisica e consequentemente inatividade muscular estdo associados com
alteracdes metabdlicas, incluindo aumento da resisténcia a insulina, reducdo da
aptidao cardiorrespiratoria e atrofia muscular (KROGH-MADSEN et al., 2010).
Diversos estudos demonstraram nas Ultimas décadas que as anormalidades
metabdlicas ocasionadas pela reducdo da massa muscular estdo associadas com
aumento do risco do desenvolvimento e progressao de doencas crénicas e de morte
prematura (BOOTH et al., 2002; MCLEOD; STOKES; PHILLIPS, 2019;
MONNINKHOF et al., 2007; NOCON et al., 2008; TUOMILEHTO et al., 2001). Por
outro lado, a musculatura esquelética, quando preservada e estimulada a partir da
pratica de exercicios fisicos, pode mediar alguns dos mecanismos de protecdo bem
estabelecidos associados ao exercicio através da secrecdo de proteinas
denominadas miocinas (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012). Surge, assim, a ideia da
musculatura esquelética como um 6rgao secretor, um 6rgao endocrino produtor e
liberador de fatores humorais (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012). Portanto, sao
extremamente relevantes para a salde humana estratégias que visem manter,
aumentar ou recuperar a massa muscular esquelética perdida devido, por exemplo,
ao desuso muscular. Para isso, torna-se necessario entender 0S processos
responsaveis pelo turnover proteico ha musculatura esquelética.

A musculatura esquelética apresenta-se como 0 maior reservatorio de
aminoacidos e proteinas no corpo (BONALDO; SANDRI, 2013). Esse reservatorio,
assim como todos as outras proteinas encontradas no corpo, estd em constante
turnover proteico, isto €, em permanente sintese e degradacéo (PHILLIPS; GLOVER,;
RENNIE, 2009). As proteinas sdo continuamente remodeladas através de flutuagdes
nos processos de sintese proteica muscular (SPM) e degradacéo proteica muscular
(DPM) (PHILLIPS; GLOVER; RENNIE, 2009). Os processos de SPM e DPM séo
influenciados pelo envelhecimento, pelo desuso muscular, por doengas metabolicas
cronicas, pelo exercicio fisico e pela nutricdo (BIOLO et al., 1997; GLYNN et al., 2010;
GORISSEN; REMOND; VAN LOON, 2015; PHILLIPS, 2004). Além disso, variaveis
enddgenas, nomeadamente epigenéticas, transcriptbmicas e protebmicas, que

podem ser afetadas por varidveis exdgenas (nutricAo e exercicio), também
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influenciam estes processos (JOANISSE et al.,, 2020; TURNER; SEABORNE;
SHARPLES, 2019). Dentre os dois, o de SPM é considerado o mais sensivel. Assim,
a perda de massa muscular em estados ndo patologicos esta principalmente
relacionada a reduc¢des na SPM, tornando a protedlise (DPM) dominante, mas nao
elevada (PHILLIPS; GLOVER; RENNIE, 2009). O resultado desse processo €
responsavel pela perda, manutencdo ou ganho de massa muscular esquelética
(BURD et al., 2009; MITCHELL et al., 2015; PHILLIPS, 2004). De fato, a sintese
proteica é regulada negativa e positivamente em condi¢ces ndo patolégicas como um
resultado do desuso ndo complicado e do consumo adequado de nutrientes associado
a pratica de exercicio fisico, respectivamente (PHILLIPS; GLOVER; RENNIE, 2009).
A nivel molecular, o exercicio resistido e o0 consumo de nutrientes aumentam a SPM
através de mecanismos dependentes e independentes do complexo 1 da proteina alvo
mecanistico da rapamicina, ou simplesmente mMTORC1 (HODSON et al., 2019; YOU
et al., 2019).

Um complexo proteico central na transducdo de sinais, o alvo mamifero do
complexo 1 de rapamicina (MTORC1) é uma proteina-quinase treonina/serina
indispensavel para a sobrevivéncia celular, proliferacao celular e sintese de novas
proteinas musculares (MCGLORY; PHILLIPS, 2015). Este complexo é composto por
uma subunidade catalitica alvo da rapamicina (MTOR) associada a outras proteinas
adaptadoras, sendo elas: proteina regulatéria de mTOR (RAPTOR), proteina 8 Sec13
mamifero letal (mLST8), proteina de interacdo mMTOR contendo dominio DEP
(DEPTOR) e o substrato de Akt rico em prolina, de 40 kDa (PRAS40) (FOSTER,;
FINGAR, 2010). De forma caracteristica, a fosforilacdo do complexo mTORCL1 a partir
da sinalizacdo de nutrientes (bioquimica) ou exercicios (biomecanica) ativa/inativa
diversas proteinas quinases downstream e consequentemente aumenta a eficiéncia e
a capacidade da traducdo (HODSON et al., 2019; MCGLORY; DEVRIES; PHILLIPS,
2017). Para o aumento da eficiéncia ha aumento na taxa de traducdo do RNAm por
uma quantidade constante de ribossomos, ja para a elevacdo da capacidade ha
aumento no numero total de ribossomos (HODSON et al.,, 2019; MCGLORY;
DEVRIES; PHILLIPS, 2017). Pode-se dizer, entdo, que o complexo mTORC1 atua
como um centro de controle que integra sinais sobre o estresse energético (via 5'
Proteina quinase ativada por AMP [AMPK]), niveis de hormonios (insulina e IGF-1 via
receptores de insulina [IRS] e fosfatidilinositol 3-quinases [PI3K]), estresse mecéanico
(vias sensorio-mecanicas) e disponibilidade de nutrientes (principalmente



28

aminoacidos) (MCGLORY; PHILLIPS, 2015). Estas informacfes sao integradas e
retransmitidas para proteinas que consequentemente controlam a SPM (MCGLORY;
PHILLIPS, 2015). As principais proteinas alvo do complexo mTORCL1 séo: proteina
ribossébmica S6 quinase 1 de 70 kDa (P70S6K1) e proteina de ligagdo ao fator de
iniciacdo eucariotico 4E (4EBP1) (HERSHEY, 1991). A iniciacdo da traducéo proteica
€ o resultado da fosforilacédo e estimulacdo da atividade da P70S6K1 e da fosforilacédo
e inibicdo da atividade da 4EBP1 pelo complexo mTORC1 (GINGRAS et al., 1999;
WANG et al, 2001). De forma contra regulatoria, outros mecanismos estdo
relacionados com a inibicdo do complexo mTORC1 e estimulo da degradacgéao proteica
muscular.

Por sua vez, a DPM é regulada por diversos processos, incluindo os complexos
de calpaina dependente de calcio, calpaina lisossomal e caspases e a via ubiquitina-
proteassoma (BARTOLI; RICHARD, 2005; BODINE; BAEHR, 2014; GLOVER et al.,
2010). Estudos observaram que durante o desuso ha um aumento da expressao de
RNA mensageiro (MRNA) associados com ativagdo de proteinas da via ubiquitina-
proteassoma, incluindo aumento da expressdo de E3 ubiquitina ligase do anel
muscular 1 (MuRF1) e do Box F da atrofia muscular (MAFbx), também conhecido
como atrogina-1 (BODINE; BAEHR, 2014; MURTON; CONSTANTIN; GREENHAFF,
2008). Marzuca-Nassr et al. (2019) relataram aumento da expressao de atrogina 1 e
MURF-1 apés apenas 5 dias de suspensdo dos membros inferiores no masculo séleo
e aumento da expressao de atrogina 1 no musculo extensor longo dos dedos (EDL)
(MARZUCA-NASSR et al., 2019). Substratos de MAFbx e MuRF1 séo os fatores de
iniciacdo da elF3-f (subunidade F do fator 3 de iniciacdo da traducdo eucaridtica) e
das cadeias de miosina, respectivamente. Acredita-se que a MuRF1 induz atrofia
muscular, pelo menos em parte, ao atacar o filamento espesso do sarcémero e
ocasionar a protedlise de proteinas de miosina. Por outro lado, a atividade MAFbx
resulta em atrofia muscular através da regulacdo negativa da sintese de proteinas
(EGERMAN; GLASS, 2014).

Os principais fatores de transcricéo relacionados com a regulacéo da MAFbx e
MURF-1 pertencem a familia O da proteina FOX (FOXO 1, 3 e 4) e ao fator nuclear
kappa B (NF-kB) (SANDRI et al., 2004). Entretanto, tendo em vista que muitos dos
estudos disponiveis foram realizados em roedores (desuso ou modelo experimental
de doencas), a afirmagcao de que 0 mesmo processo ocorre em humanos no desuso

nao complicado ou nédo patoldgico torna-se pouco acurada (MCGLORY; PHILLIPS,
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2015). Além disso, estudos in vivo esbarram nas limitacdes técnicas e clinicas para
mensurar a DPM, tornando os resultados mais escassos (RUDRAPPA et al., 2016).
Assim, é possivel afirmar que a atrofia muscular esquelética € caracterizada por
diminuicdo da sintese proteica e/ou aumento da degradacao proteica a depender da
condicdo e espécie estudada. A figura 1 apresenta um resumo simplificado dos
mecanismos intracelulares responsaveis pela sintese e degradacédo proteica, assim

como potenciais estimuladores.

Figura 1. Vias de sinalizag&o (simplificada) envolvidas no controle da atrofia e
hipertrofia do musculo esquelético.
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Fonte: o autor, 2022. A sinalizacdo ativada pelo fator de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF1), pelo exercicio fisico resistido e pelo consumo de aminoacidos regula
positivamente a massa muscular, principalmente por meio da inducéo da sintese de
proteinas através da ativacdo da mTOR. Regulados pela FOXO e NF-kB, o aumento
da MuRF1 e do MAFbx esta, por sua vez, relacionado a atrofia muscular. Substratos
de MAFbx e MuRF1 sao os fatores de iniciacdo da elF3-f e das cadeias de miosina,
respectivamente. Alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR): proteina regulatoria de
MTOR (RAPTOR), proteina 8 Sec13 mamifero letal (MLST8), proteina de interacdo
MTOR contendo dominio DEP (DEPTOR) e o substrato de Akt rico em prolina, de 40
kDa (PRAS40); proteina ribossémica S6 quinase 1 de 70 kDa (P70S6K1) e proteina
de ligacéo ao fator de iniciagdo eucaridtico 4E (4EBP1). familia O da proteina FOX
(FOXO), E3 ubiquitina ligase do anel muscular 1 (MuRF1) e do Box F da atrofia
muscular (MAFbx), factor nuclear kappa B (NF-kB), subunidade F do fator 3 de
iniciagdo da traducdo eucaridtica (elF3-f), cadeia leve de miosina (MyLC), cadeia
pesada de miosina (MyHC).
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E importante ainda destacar outros processos que est&o relacionados com a
hipertrofia muscular, tornando este processo complexo e multifatorial (PETRELLA et
al., 2008). E bem estabelecido que este processo € resultante da estimulacdo de vias
miogénicas e enddcrinas, ativacdo de células satélites e liberacdo de miocinas (LEE;
JUN, 2019; SCHOENFELD, 2010). Cornish et al. (2020) relataram recentemente 0s
seis paradigmas mecanicistas que respaldam o entendimento atual das vias de
sinalizacdo que mediam os estimulos hipertréficos. Esses paradigmas se relacionam
entre si e incluem: células satélites; controle de proteinas translacionais e de RNAmM
transcricionais; mecanotransducao; fatores autdcrinos, paracrinos e enddécrinos;
controle sensério motor; células ndo miogénicas no musculo (CORNISH et al., 2020).
Embora as vias de sinalizacdo que regulam a sintese e degradacdo proteica
esquelética sejam complexas e interligadas, a sinalizacdo de IGF-l/insulina é
considerada o principal gatilho para o controle do equilibrio proteico (KOBAYASHI et
al., 2019). Isso acontece devido sua interacdo com as proteinas quinases (ex. Akt) e
seus alvos downstream (MTOR e fatores de transcricdo), mas também por estimular
células satélites e ser regulada por exercicios, miocinas e horménios anabdlicos
(KANDALLA et al., 2011; KOBAYASHI et al., 2019). Portanto, o entendimento destes
processos possibilita o estudo de estratégias que possam favorecer a sintese proteica
muscular, seja em individuos saudaveis ou que apresentam resisténcia ao anabolismo
(ex. idosos) (GUALANO et al., 2016) e/ou perda excessiva de massa muscular devido

a doencas e condicdes (ex. caquexia) (KOBAYASHI et al., 2019).

2.4 CREATINA: METABOLISMO E APLICACOES

Como visto, é sabido que o desuso da musculatura esquelética, em geral,
resulta em reducdo da massa muscular por ocasionar, principalmente, reducdo da
sintese proteica muscular (SPM) (GLOVER et al.,, 2008; PHILLIPS; GLOVER,;
RENNIE, 2009). Os principais determinantes exogenos do balango proteico no
musculo esquelético sédo a atividade fisica e a disponibilidade de nutrientes
(ATHERTON; SMITH, 2012). Desta forma, a presenca de fraqueza muscular e
reducdo da massa muscular sugerem que os portadores de PC podem se beneficiar

através da suplementacdo de aminoacidos e outras substancias com potencial
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anabodlico que visem o aumento de forca e/ou massa muscular. Dentre essas
manipulacdes nutricionais, podemos incluir a suplementacéo com a Cr.

Descoberta em 1832 por Michel Eugene Chevreul, a Cr € uma amina
nitrogenada encontrada principalmente na musculatura esquelética (95%) (HALL,;
TROJIAN, 2013) e em pequenas quantidades no cérebro, rins, figado e testiculos
(PERSKY; BRAZEAU, 2001). Além da sua producao endogena (~1g/dia) pelos rins e
figado a partir dos aminoacidos glicina, arginina e metionina, que representa metade
da necessidade diaria (BROSNAN; BROSNAN, 2016; WALKER, 1979), ela pode ser
obtida pela alimentacdo a partir de alimentos como carne, peixe e sementes
(PERSKY; BRAZEAU, 2001) ou suplementos alimentares (KREIDER et al., 2017). A
primeira etapa da producdo endbégena da Cr acontece nos rins, a partir dos
aminodacidos glicina e arginina, com formacao da ornitina e acido guanidinoacético
(GAA) com participacdo da enzima arginina glicina amidinotransferase (AGAT). A
segunda etapa ocorre no figado, a partir da metilacdo do acido guanidinoacético pela
enzima guanidinoacetato N-metiltransferase (GAMT) com participacao da S-adenosil
metionina (BROSNAN; BROSNAN, 2016; DA SILVA et al, 2014; PERSKY;
BRAZEAU, 2001). Os rins, pancreas, figado e algumas regifes do cérebro possuem
AGAT, mas a grande maioria do GAA é formado nos rins e convertido a Cr no figado
(BROSNAN; BROSNAN, 2016; DA SILVA et al., 2014; PERSKY; BRAZEAU, 2001).
Esta sintese € influenciada por hormdnios da tireoide, horménio do crescimento,
testosterona, ornitina e deficiéncias alimentares (jejum, vitamina E) (WALKER, 1979;
WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000).

A Cr ex0gena, devido a sua estrutura semelhante a aminoacidos basicos, é
absorvida no intestino delgado a partir de transportadores de aminoéacidos, peptideos
ou especializados (PERSKY; BRAZEAU, 2001). Quando disponivel no sangue, a Cr
enddgena ou exdgena circulante atravessa a membrana celular através de
transportadores de sodio-cloreto denominados CreaT (PERSKY; BRAZEAU, 2001;
WALZEL et al., 2002). Catecolaminas, fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF-1), insulina e exercicios podem influenciar o transporte de Cr para as células
(WALKER, 1979; WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000). Dentro das células, 2/3 da Cr
é fosforilada pela enzima Cr quinase, formando a fosfocreatina ou creatina fosfato
(PCr), enquanto 1/3 permanece na forma livre (WALZEL et al., 2002) (Figura 2). O
total de Cr (PCr + Cr) gira em torno de 120 mmol/kg de massa muscular magra para
um individuo de 70kg que segue uma dieta com carnes e peixes. Vegetarianos, por
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sua vez, podem apresentar uma reducado na concentracao de até 50% dependendo
do local avaliado (KAVIANI; SHAW; CHILIBECK, 2020).

A PCr possui um importante papel no sistema energético fosfagénio adenosina
trifosfato (ATP)/fosfocreatina (PCr), fornecendo fosfato para a ressintese do ATP a
partir da adenosina difosfato (ADP) (WALLIMANN et al., 1992). Durante exercicios de
curta duracao e alta intensidade, o ATP disponivel nas células é rapidamente utilizado
e precisa ser ressintetizado para que a intensidade possa ser mantida por mais algum
tempo (VAN LOON et al., 2003; VOLEK et al., 1999). E bem documentado que a
fosfocreatina é capaz de sustentar a ressintese de ATP de forma direta (doacédo do
grupo fosfato para o ADP) em exercicios tipicamente com duracdo inferior a 30
segundos (BRANCH, 2003; RAWSON; VOLEK, 2003). De fato, a quebra da PCr em
fosfato inorganico (Pi) e Cr a partir da enzima Cr quinase (CK) fornece em torno de
10,3 calorias de energia livre que pode ser utilizada para a ressintese do ATP a partir
de ADP e Pi. Além disso, a Cr citoplasmatica na sua forma livre (1/3) também pode
participar do metabolismo do ATP a partir da sua fosforilagcdo mitocondrial (via
transportadores CreaT mitocondrial) (BALESTRINO; ADRIANO, 2019; WALZEL et al.,
2002). A PCr formada na mitocdndria retorna para o citoplasma e fica disponivel para
a ressintese do ATP (BALESTRINO; ADRIANO, 2019; WALZEL et al., 2002) (Figura
2). Portanto, aumentando as reservas de fosfocreatina com a suplementacéo, a

crenca era de que se poderia diminuir a fadiga muscular e aumentar o desempenho.

Figura 2. Metabolismo intracelular da Cr.
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Fonte: o autor, 2022. A Cr entra no citoplasma a partir de transportadores de Cr
(CreaT). No citoplasma, 1/3 da Cr permanece na forma livre, enquanto 2/3 é
fosforilada para a formacao da fosfocreatina (PCr) a partir da enzima Cr quinase (CK),
e pode participar da ressintese do ATP. Parte da Cr pode ser metabolizada de forma
nao enzimatica, formar creatinina e ser excretada pelos rins. Adicionalmente, a Cr livre
pode se encaminhar para a mitocondria e se acoplar ao ATP produzido na fosforilagao
oxidativa, retornando ao citoplasma como PCr.

J& nos anos 1990, este composto passou a ser estudado e considerado como
um recurso ergogénico, aumentando o desempenho em exercicios de alta intensidade
e curta duracdo por aumentar em torno de 20% a concentracdo de Cr intracelular
(VAN LOON et al., 2003; VOLEK et al., 1999). Esse aumento ha concentracdo € obtido
com doses de 20g (ou ~0.3g/kg) ao dia (4 porcdes de ~5g) por 5 dias ou 3-5g (ou
~0.069g/kg) por dia por aproximadamente 30 dias (VAN LOON et al., 2003; VOLEK et
al., 1999). Aumentos maiores em resposta a ingestdo de Cr podem ser obtidos
combinando o suplemento com exercicio, carboidrato ou carboidrato/proteina, embora
0 acumulo méaximo de Cr em médio a longo prazo (semanas a meses) parecer ndo
ser afetado por nenhum desses fatores (HULTMAN et al., 1996). A habilidade bem
conhecida de ressintese de ATP também pode ser importante para além do
desempenho esportivo, em condicbes em que a producdo de energia € limitada
(isquemia e hipoxia) ou insuficiente devido a alta demanda (fadiga mental e doencas).
Assim, a suplementacdo de Cr na sua forma monohidratada (CM) passou a ser
considerada para a recuperacgao e reabilitacdo, como por exemplo, no tratamento de
doencas neurodegenerativas que apresentam atrofia muscular ou fadiga secundaria
a producdo de energia prejudicada (PERSKY; BRAZEAU, 2001). Isso também se
deve ao fato da descoberta de mecanismos subjacentes ao efeito anabdlico e
neuroprotetor da Cr (DOLAN; GUALANO; RAWSON, 2019).

Sao multiplos os mecanismos pelos quais a Cr estéa relacionada com o aumento
de forca e aumento da massa muscular (DELDICQUE et al., 2007; SAFDAR et al.,
2008; SAKKAS; SCHAMBELAN; MULLIGAN, 2009; WALL; VAN LOON, 2013;
WILLOUGHBY; ROSENE, 2003). Evidéncias iniciais propuseram que o efeito
osmatico observado com a suplementacéo de Cr serve como um estressor celular,
ocasionando estimulo anabolico em vias de sinalizagcdo para SPM (SAFDAR et al.,
2008). Outras evidéncias sugerem que a Cr afeta diretamente a sintese proteica
muscular através da modulagdo de componentes na via alvo de rapamicina em
mamiferos (NTOR) (DELDICQUE et al., 2007; SAKKAS; SCHAMBELAN; MULLIGAN,
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2009; WALL; VAN LOON, 2013). A Cr também influenciou diretamente processos
miogénicos (formacéo do tecido muscular) a partir da secrecdo de miocinas como a
miostatina e o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), além da
alteracdo na expressao de fatores regulatérios miogénicos, resultando em aumento
da atividade mitética de células satélites (WILLOUGHBY; ROSENE, 2003). Hespel et
al. (2001) relataram que a suplementacdo com Cr (5-20g/dia) facilitou a reabilitacdo
da atrofia induzida por desuso a partir da regulagdo do fator regulador miogénico 4
(MRF4) e aumento da expressao de proteinas miogénicas (HESPEL et al., 2001). Os
autores relataram aumento de mais de 10% da area das fibras musculares e mais de
25% de forca maxima durante a reabilitacdo (HESPEL et al., 2001). Outro estudo
relatou aumento de massa muscular magra e forca ap6s suplementacdo antes e
durante a reabilitacdo de individuos com doenca pulmonar crénica (FULD et al., 2005).
Junto com o exercicio fisico resistido, Hass et al. (2007) observaram que a
suplementacdo com Cr em pacientes com doenca de Parkinson promoveu grande
aumento de forca e capacidade funcional (HASS; COLLINS; JUNCOS, 2007).

Com relacdo a outros efeitos da Cr, em um estudo realizado com triatletas, a
suplementacdo com Cr foi capaz de reduzir os niveis plasmaticos de citocinas pré-
inflamatérias (TNFa, INFa, IL-1b), assim como os niveis da prostaglandina E2 (PGE2)
(BASSIT; CURI; COSTA ROSA, 2008). Em outro estudo, dessa vez realizado com
ratos Wistar, a suplementacdo com Cr atenuou os niveis de ERO nos musculos séleo
e extensor longo dos dedos (EDL), mas ndo modificou os niveis de enzimas
antioxidantes. Os autores concluiram que os efeitos da Cr nos niveis de ERO podem
estar relacionados a sua acdo direta sobre o radical superéxido (GUIMARAES-
FERREIRA et al., 2012). Ainda em ratos Wistar, a suplementacdo com Cr foi capaz
de prevenir a atrofia muscular através da atenuacado da inflamacédo sistémica e das
vias de degradacéo proteica em ratos portadores do tumor Walker-256 (CELLA et al.,
2020). Os autores relataram especificamente reducao dos niveis plasmaticos do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), além de reducdo de
reguladores da atrofia muscular atrogina-1 e E3 ubiquitina-proteina ligase TRIM63
(MuRF-1) (CELLA et al., 2020).

Corroborando com os estudos acima, em um estudo de revisdo, Tarnopolsky
(2011) apresenta 7 mecanismos pelos quais a Cr pode ser benéfica para individuos
gue possuem algum tipo de desordem neuromuscular. Os mecanismos sao: aumento

da massa muscular; aumento da forca; aumento da atividade repetitiva de alta



35

intensidade; ativacdo de células satélites; tamponamento de prétons; atividade
antioxidante; reducéo da apoptose; e reducéo do célcio intracelular (TARNOPOLSKY,
2011). Por fim, Gualano et al. (2016) afirmaram que a Cr pode exercer seus efeitos na
musculatura esquelética de forma direta (atributos fisico-quimicos do composto e
modulacdo génica) ou indireta (via regulacdo do volume celular e fornecimento de
energia) (GUALANO et al., 2016). Assim, o corpo de evidéncias em humanos e
roedores apresentado sugere que a Cr pode exercer seus efeitos através de multiplos
mecanismos com impactos convergentes na sintese proteica/miogénese, inflamacao
e estresse oxidativo (DELDICQUE et al., 2007; SAFDAR et al., 2008; SAKKAS;
SCHAMBELAN; MULLIGAN, 2009; TARNOPOLSKY, 2011; WALL; VAN LOON, 2013;
WILLOUGHBY; ROSENE, 2003). Além do foco na plasticidade da musculatura
esquelética, a suplementacéo com Cr tem sido estudada visando a sua possivel acao
neuroprotetora.

Comparado ao musculo esquelético, apenas uma pequena porcentagem da Cr
corporal total esta no cérebro (<5%) (DOLAN; GUALANO; RAWSON, 2019). Apesar
disso, ela é considerada essencial para a producéo de energia devido a alguns fatos:
1. presenca de isoformas da Cr quinase (CK) no sistema nervoso central; 2. diversos
transtornos mentais provocados pela deplecdo da Cr no cérebro em sindromes de
deficiéncia de Cr; 3. reversdo parcial destes transtornos a partir da suplementagao.
Ao contrario do musculo esquelético, o cérebro pode sintetizar Cr e ndo parece
depender da producdo enddgena de outros 6rgdos (BRAISSANT; BACHMANN;
HENRY, 2007; DOLAN; GUALANO; RAWSON, 2019). Porém, a permeabilidade do
cérebro a Cr circulante parece ser limitada, provavelmente devido a auséncia da
expressdo do transportador de Cr nos astrocitos. Assim, acredita-se que a dose
recomendada de Cr eficaz para aumentar a Cr cerebral pode ser maior que a dose
necessaria para aumentar a Cr na musculatura esquelética (ou seja, >20g/dia)
(BEARD; BRAISSANT, 2010; DOLAN; GUALANO; RAWSON, 2019). Dolan et al.
(2018) relataram que a suplementacdo com Cr facilita uma regeneracdo mais
constante de ATP no cérebro em situagbes como: turnover acelerado de ATP no
cérebro (ex. desempenho de tarefas cognitivas complexas) e interrompimento do
turnover de ATP (ex. hipoxia, privacdo de sono e varias condicbes neuroldgicas).
Assim, a Cr no sistema nervoso central parece ser essencial para um bom
funcionamento da atividade neural e sua suplementacdo pode ser util em situacées
gue envolvem prejuizos bioenergéticos (DOLAN; GUALANO; RAWSON, 2019).
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Com relacéo a neuroprotecao atribuida a esta substancia, estudos in vitro e in
vivo relataram que a Cr apresenta propriedades anti-apoptoética, anti-excitotoxica e
antioxidante (BENDER et al., 2005; GENIUS et al., 2012; LAWLER et al., 2002;
O’GORMAN et al., 1997). Estas propriedades tornaram a Cr uma candidata atrativa
no tratamento de diversos transtornos neurodegenerativos, incluindo doenca de
Huntington (DH), Alzheimer (DA) e Parkinson (DP) (BEAL, 2011; BREWER;
WALLIMANN, 2000; MATTHEWS et al., 1998, 1999; ROSAS et al., 2014; VIS et al.,
2004), e de citopatias mitocondriais (TARNOPOLSKY; ROY; MACDONALD, 1997).
Ao observar a fisiopatologia, é possivel observar que, além da classica perda de
diferentes populacdes de neurbnios, muitos processos foram associados ao
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas. Esses processos incluem a
desregulacdo transcricional, mas também a excitotoxicidade, estresse oxidativo,
deplecdo de energia e disfuncdo mitocondrial. Todos esses processos tém sido
implicados na DH, DP, esclerose lateral amiotréfica (ALS) e DA (BEAL, 2011; LIN;
BEAL, 2006). As mitocondrias, por sua vez, nao sao apenas fundamentais para a
bioenergética celular, mas também sdo mediadores chave da apoptose e podem estar
ligadas direta ou indiretamente a muitos dos outros processos deletérios envolvidos
na neurodegeneracédo (BEAL, 2011; LIN; BEAL, 2006).

Em modelo animal de doenca de Huntington, a suplementacdo com Cr foi
associada com menor volume de lesdo e maiores niveis cerebrais de ATP e PCr
(MATTHEWS et al., 1998), além de neuroprotecdo significante, melhora no
desempenho motor e maior sobrevida global (ANDREASSEN et al., 2001; FERRANTE
et al., 2000). Zhu et al. (2004) relataram reducédo do dano cerebral induzido pela
isquemia em camundongos tratados de forma profilatica com Cr (ZHU et al., 2004).
Allah Yar et al. (2015), apos suplementagdo com Cr por 10 semanas relataram
neuroprotecdo e melhora da aprendizagem e memoéria apos encefalopatia hipoxico-
isquémica em camundongas (ALLAH YAR; AKBAR; IQBAL, 2015). Em camundongos
expostos ao extresse crénico leve por 4 semanas, a suplementacéo com Cr associada
ao exercicio ocasionou maior neurogénese hipocampal através da ativagdo da via
Wnt/GSK3 beta/beta-catenina (LEEM; KATO; CHANG, 2018). Por fim, € importante
destacar que, apesar de apresentar efeitos neuroprotetores, a Cr ndo precisa
necessariamente aumentar as concentracdes nos diferentes locais do cérebro para
apresentar os efeitos. Recente revisdo sistematica que avaliou os efeitos da
suplementacdo com Cr na neuroprotecdo ocasionada pela encefalopatia hipdxico-
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isquémica perinatal apresentou estudos que encontraram efeitos positivos sem
aumentos nas concentracdes cerebrais, 0 que pode estar associado aos efeitos nas
células musculares lisas e/ou no endotélio vascular (TRAN et al., 2021). Ademais, as
propriedades antiinflamatérias e antioxidativas da Cr ja foram citadas anteriormente.
Assim, a modulacdo da funcdo cerebrovascular, da inflamacéo sistémica e/ou do
extresse oxidativo podem ser 0os mecanismos pelos quais a Cr age como
neuroprotetora apesar de suas concentragdes cerebrais permanecerem inalteradas
(TRAN et al., 2021). Como ja mencionado, a PC tipicamente envolve uma variedade
de desordens neuromusculares e musculoesqueléticas, assim, o estudo de
estratégias que possam reduzir as sequelas observadas, incluindo a Cr e o exercicio

resistido, torna-se essencial.

2.5 EXERCICIO FISICO RESISTIDO

Diversos estudos apresentaram o exercicio fisico como uma estratégia para
diminuir o risco de doencas cardiovasculares, pulmonares, imunoldgicas, metabdlicas
e neurodegenerativas (HAMER; CHIDA, 2008; LANCASTER; FEBBRAIO, 2014,
MANTOANI et al., 2017; NYSTORIAK; BHATNAGAR, 2018; PEDERSEN; ROHDE;
OSTROWSKI, 1998). Apesar dos mecanismos celulares ndo serem totalmente
compreendidos, € amplamente aceito que o exercicio fisico feito de forma regular
promove efeitos sinérgicos em diferentes orgdos e tecidos, especialmente entre
musculos e cérebro, musculos e pulmdes, e musculos e coracao (PINHO; AGUIAR,;
RADAK, 2019). De fato, o exercicio do tipo aerobico & o mais associado a mecanismos
neuroprotetores (RADAK et al., 2016). Estudos relataram beneficios para o cérebro,
incluindo melhora da funcé&o cognitiva (WILLIAMS; LORD, 1997) e aumento da
expressao de fatores neurotroficos em diversas regides do cérebro em humanos e em
ratos (JEON; HA, 2017; TONG et al., 2001). Entretanto, estudos recentes tém focado
no exercicio de resisténcia visando obter beneficios semelhantes, como na doenca de
Parkinson (TUON et al., 2014) e Alzheimer (JENSEN et al., 2019). Radak et al. (2014)
relataram o exercicio resistido como uma ferramenta importante para a manutencao,
desenvolvimento e recuperacdo de atividades cerebrais por meio de adaptactes
neuroquimicas especificas (RADAK et al., 2014). Ao utilizar treinamento resistido em
escada por 4 semanas em ratos Wistar, Gomes et al. (2014), relataram efeitos
benéficos no giro denteado do hipocampo (NOVAES GOMES et al., 2014).
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Recente revisdo, realizada por Guo et al. (2020), também apresenta os efeitos
do exercicio sobre 6rgaos de roedores. Os métodos de intervencdes de exercicios
envolveram principalmente o uso de esteiras, corrida voluntéria sobre rodas, corrida
forcada de rodas, natacdo e treinamento de resisténcia (GUO et al., 2020). Verificou-
se que, independentemente do método de exercicio especifico utilizado, efeitos
positivos em varias doencas sistémicas e fungcdes organicas foram observados (GUO
et al., 2020). O exercicio por si € um potente estimulo para a remodelacdo e
recondicionamento do musculo esquelético (EGAN; ZIERATH, 2013). Alteracdes na
carga, frequéncia e na duracdo da atividade contratii pode induzir diferentes
adaptacdes fenotipicas especificas para a natureza do estimulo (EGAN; ZIERATH,
2013). O exercicio de resisténcia é caracterizado por repetidas séries de contracbes
carregadas que resultam no rapido recrutamento de fibras musculares do tipo 2 e
estimulacado da sintese proteica muscular (MPS) (EGAN; ZIERATH, 2013; PHILLIPS,
2009). Quando combinado com nutricdo adequada, o exercicio resistido melhora a
forca muscular em parte por meio de um aumento do diametro radial das fibras
musculares individuais, um processo denominado hipertrofia (CLAASSEN et al.,
1989). O aumento do tamanho do musculo esquelético com o exercicio resistido deve-
se ao aumento da éarea de seccdo transversal (ASTm) das fibras musculares
individuais (CLAASSEN et al., 1989).

Assim como a Cr, o exercicio fisico resistido ocasiona hipertrofia na
musculatura esquelética a partir de multiplas vias de transduc¢éo de sinais, como por
exemplo, a ativacdo da via mTOR, descrita anteriormente (MCGLORY; PHILLIPS,
2015; SONG et al., 2017). E importante destacar ainda que o aumento da massa
muscular proporciona diversos beneficios para o organismo, tendo em vista que o
musculo esquelético é considerado um 6rgao secretor (PEDERSEN; FEBBRAIO,
2012). As substancias produzidas, expressadas e liberadas pela musculatura
esquelética, denominadas miocinas, exercem efeitos autocrinos, paracrinos e
endocrinos no organismo. Dentre esses efeitos estdo, por exemplo: aumento da
oxidacdo do tecido adiposo, aumento da sensibilidade a insulina, osteogénese e
reducéo de processos inflamatérios (CAREY et al., 2006; HAMRICK, 2011; HOJMAN
et al., 2009; WUNDERLICH et al., 2010). O exercicio resistido também pode influencia
vias de degradacao proteica. Son et al. (2016) aplicaram um modelo de imobilizacéao
dos membros posteriores em ratos Sprague-Dawley que em seguida realizaram

treinamento resistido em escada (SON et al., 2016). Os pesquisadores avaliaram a
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capacidade do treinamento em reduzir os niveis da proteina osteonectina (Secreted
protein acidic and rich in cystein — SPARC), associada com atrofia miofibrilar, e
relataram reducdo da mesma no musculo plantar (SON et al., 2016). Os autores
também relataram aumento de for¢ca e menor reducdo da area seccional transversal
nas células dos musculos imobilizados (SON et al., 2016). Por outro lado, ndo ha
estudos com modelos experimentais de PC e exercicio resistido. Entretanto, estudos
realizados em humanos com PC observaram efeitos positivos.

A motricidade funcional afetada pelas limitacdes da PC pode ser melhorada
com intervencao terapéutica precoce (MORGAN et al., 2016). Anteriormente, havia
uma preocupacao sobre a possibilidade do exercicio de resisténcia causar aumento
na espasticidade (ANDERSSON et al.,, 2003). Entretanto, revisbes sistematicas
mostraram a partir dai que o exercicio de resisténcia pode beneficiar os pacientes de
PC com relacdo a funcao e forca muscular (COLLADO-GARRIDO et al., 2019; DODD;
TAYLOR; DAMIANO, 2002; PARK; KIM, 2014). Um estudo recente mostrou que o
exercicio resistido € um dos mais utilizados entre os fisioterapeutas que tratam
pacientes de PC (TAFLAMPAS et al., 2018). A primeira revisao sistematica para reunir
dados de ensaios aleatérios de intervencbes de fortalecimento em criancas e
adolescentes com PC foi publicada em 2009. Os autores relataram que a intervencao
ndo aumentou a for¢a e ndo alterou o nivel de atividade na PC (SCIANNI et al., 2009).
Entretanto, a estimulacgao elétrica foi incluida como uma intervencéo de fortalecimento
e diferentes tipos de PC foram incluidos. Outra revisdo relatou aumento na forca
muscular em adultos com PC apds o exercicio de forca. Da mesma forma, diferentes
tipos de PC foram incluidos nesta revisdo (ROSS; MACDONALD; BIGOUETTE,
2016). Mais tarde, Collado-Garrido et al. relataram um impacto positivo do exercicio
de resisténcia na fungdo motora em individuos com menos de 18 anos de idade com
PC. Os autores ndo especificaram o tipo de PC e varios estudos que utilizaram
treinamento funcional foram incluidos (COLLADO-GARRIDO et al., 2019). Um estudo
mais recente também observou que o treinamento de resisténcia tem efeitos
funcionais e de atividade positivos em criancas e adolescentes com PC sem aumentar
a espasticidade (MERINO-ANDRES et al., 2022). Portanto, é importante avaliar
separadamente os efeitos do exercicio de resisténcia nas habilidades motoras e
musculares em diferentes tipos de PC. Além disso, € importante entender o0s

mecanismos fisioldgicos por tras dos beneficios obtidos com o exercicio resistido.
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Assim, a utilizacdo de modelos experimentais torna possivel o esclarecimento
de diversos possiveis efeitos benéficos do exercicio resistido na PC, tendo em vista
que € possivel realizar analises mais especificas do que em estudos com humanos.
Portanto, no presente projeto, pretende-se explorar essa perspectiva do exercicio de
resisténcia nas alteracées musculoesqueléticas em modelo experimental de PC. Além
disso, como visto anteriormente, € importante continuar estudando impacto da
exposicdo a Cr em condi¢Bes perinatais como a PC. Nesse sentido, além de avaliar
os efeitos do exercicio de resisténcia, o presente estudo ird avaliar os efeitos
periféricos e centrais apds suplementacdo com Cr em animais submetidos a um

modelo experimental de PC.
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3 HIPOTESE

O tratamento com creatina reduz a inflamagcdo hipocampal e os danos
locomotores, e aumenta o peso corporal e a forca muscular de ratos submetidos a

paralisia cerebral experimental.

O tratamento com exercicio resistido aumenta a forca e massa muscular
esquelética, e reduz os danos locomotores de ratos submetidos a paralisia cerebral

experimental.



42

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL:
Avaliar as repercussdes do tratamento com creatina ou exercicio resistido nas
alteracdes neuromusculoesqueléticas observadas em ratos submetidos a paralisia

cerebral experimental.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Em ratos submetidos a paralisia cerebral que receberdo tratamento com

creatina ou exercicio resistido, avaliar:

e Experimento 1 (com creatina):

a) Peso corporal;

b) Consumo alimentar;

c) Caracteristicas dinamicas da marcha;

d) Forca muscular;

e) Densidade e ativacdo de microglias no hipocampo;

f) Expresséao de citocinas pro-inflamatorias no hipocampo.

e Experimento 2 (com exercicio resistido):

a) Peso corporal;

b) Consumo alimentar;

c) Caracteristicas estaticas da marcha;

d) Forca muscular;

e) Peso e massa muscular de musculos da pata posterior;

f) Expressao das proteinas da via de sintese proteica.
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5 METODOS
5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 66 filhotes machos da linhagem Wistar. As fémeas foram
utilizadas apenas para compor a ninhada. Os animais foram obtidos na col6nia do
Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos
0s animais foram mantidos em ambiente com ciclo invertido de luz (21:00 as 9:00) e
escuridao (09:00 as 21:00 h), temperatura 22+2°C e com livre acesso a agua e racao
(Presence), mantidos em gaiolas de polipropileno (46cmx34cmx20cm) coberta com
maravalha estéril. Para obtencéo de neonatos, foram acasalados animais machos e
fémeas nuliparas (proporcéo 1:2), ndo consanguineos, com idade entre 90 e 120 dias.
A gestacao foi confirmada por acompanhamento da evolucéo do peso corporal. Apds
0 nascimento dos filhotes foram utilizadas ninhadas com 8-9 animais. O projeto seguiu
as normas do Conselho Nacional de Controle e Experimenta¢cdo Animal (CONCEA),
de acordo com a lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, e as normas internacionais
estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animals e foi submetido a Comissdo de Etica em Uso animal (CEUA) da UFPE (n°
0019/2019).

5.2 ANOXIA PERINATAL E RESTRICAO SENSORIO-MOTORA

O modelo experimental de PC foi baseado nos experimentos de Strata et al.
(2004) e foi realizado apenas nos filhotes machos. Este modelo associa a anoxia
perinatal a um modelo de restricdo sensorio-motora dos membros inferiores
semelhante a falta de movimento ocorrida na PC. Ao nascer, os filhotes foram
submetidos a dois episédios de andxia, o primeiro no dia do nascimento, considerado
0 PO e o segundo no P1. Para realizagdo da anoxia, os filhotes foram colocados dentro
de uma camara de vidro parcialmente imersa em agua a 37°C e expostos a nitrogénio
(100%) a 9L/min por 12 minutos cada dia. Os filhotes foram colocados em temperatura
ambiente até recuperacdo da coloracdo e respiracdo normal e devolvidos as suas
respectivas maes apos tal procedimento. Do P2 ao P28 foi realizada a restricdo
sensoério-motora durante 16 horas por dia (das 15h as 7h do dia seguinte), e nas 8
horas restantes foi permitida a livre movimentacdo do animal. Para a imobilizacdo
sensorio-motora, um molde de epdxi foi usado de forma que apenas movimentos

limitados da articulagcdo do quadril fossem permitidos, deixando os membros
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posteriores estendidos com o auxilio de fita adesiva complementar ao molde. A
imobilizacdo ndo impede a eliminacdo de urina e fezes, bem como os cuidados
maternos (DELCOUR et al., 2018b).

5.3 SUPLEMENTAQAO COM CREATINA

Os filhotes foram alocados de duas formas aleatorias conforme ao tratamento
com Cr e treinamento resistido: A) a partir do 21° dia de vida pés natal: 1- Tratados
com Cr via gavagem (300mg/kg/dia) acordo com Murai et al. (2015); 2- Agua destilada
(veiculo) via gavagem (MURAI et al., 2015). B) apds o 29° dia de vida: 1- Tratados
com Cr na agua ad libitum (1.5 g/L); 2- Agua. O consumo da solu¢do com Cr foi
mensurado diariamente do dia 25 ao 30, e depois a cada 10 dias, e a solucao foi
trocada a cada dois dias. Quando ofertada na agua, na concentracdo de 1.5 g/L, o
objetivo foi administrar, no minimo, 300mg/kg/dia até o final do estudo. Para a
gavagem, utilizamos o método descrito por Butchbach et al. (2007). O filhote foi
segurado pela pele na parte de tras do pescoco e a agulha de gavagem foi inserida
suavemente na cavidade oral apenas até a agulha atingir a faringe, reduzindo o
estresse para o0 animal. O composto foi lentamente injetado na cavidade oral e a
agulha de gavagem foi removida da boca (BUTCHBACH et al., 2008).

5.4 EXERCICIO DE RESISTENCIA

O modelo a ser usado para o treinamento foi adaptado de Ménico-Neto et al.
(2015) e Antonio-Santos et al. (2016). Neste modelo, os ratos subiram uma escada
(80 graus) no periodo pés-natal com uma carga fixada nas suas caudas. Antes do
programa de treinamento ser iniciado, para que o animal reconhecesse a escada, um
periodo de adaptacdo de 3 dias foi aplicado, entre 0 29° e 31° dia de vida pds-natal.
No dia 29, o animal reconheceu 0 aparato a partir da caixa inferior e superior, sendo
colocado 2 minutos para a exploragcdo do ambiente. No dia 30 ele foi colocado no
ponto 2 e subiu 10 vezes até o topo. No dia 31 o0 animal subiu a partir do ponto 1 com
todo o aparato fixado na sua cauda, porém sem peso. ApoOs esta adaptacao houve um
dia de descanso para 0 animal e no dia seguinte foi realizado um teste de sobrecarga
maxima, realizado sempre no inicio de cada semana de treinamento a fim de
determinar a carga com a qual o animal realizou o treinamento em cada semana. No

primeiro teste de sobrecarga maxima, antes da primeira semana de treinamento, foi
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calculado 75% do peso do animal, que foi utilizado na primeira subida do teste. A partir
da segunda subida foram acrescidos 20 g cada vez que o animal conseguiu subir,
com o intervalo de descanso entre elas de 120 segundos. Em caso de falha,
considerado quando o animal n&o consegue mais subir (extensdo das patas
anteriores, quase soltando), uma reducédo de 10g foi realizada para que a carga
maxima pudesse ser definida com mais precisdo. Em todos os outros testes de
sobrecarga, ou seja, antes do inicio das semanas 2, 3 e 4, a carga para a primeira
subida foi calculada como 75% da ultima carga maxima utilizada na semana de
treinamento anterior. Esta adaptacdo no célculo foi realizada visando a reducéo do
namero de subidas no teste de sobrecarga, 0 que ndo seria possivel caso a primeira
subida fosse realizada com 75% do peso corporal a partir da semana 2, pois a carga
seria muito inferior ao maximo que o animal carregou no ultimo dia de treinamento.
Apos a definicdo da carga maxima, as sessdes foram realizadas com 50%, 75%, 90%
e 100% da carga maxima do animal. A primeira subida foi realizada com 50%, a
segunda com 75%, a terceira com 90% e a quarta com 100%. A partir da quinta
subida, 10g foram acrescidos a cada subida realizada com sucesso. O tempo de
descanso entre subidas durante o programa de treinamento foi de 90 segundos. Este
programa de treino de resisténcia teve como plano 4-10 subidas por dia, 8-12
movimentos repetitivos por subida, 5 dias/semana (1 dia de descanso e 1 dia de teste
de sobrecarga completando 7 dias), durante 4 semanas, com carga gradualmente
acrescida. A escada utilizada foi adaptada do modelo de Antonio-Santos et al. (2016).

5.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Antes da inclusdo do treinamento resistido, até o P30, os filhotes foram
divididos em quatro grupos: 1) Controle veiculo (C-A; n=22); 2) Controle creatina (C-
CR; n=22); 3) Paralisia cerebral veiculo (PC-A; n=22); 4) Paralisia cerebral creatina
(PC-CR; n=22). A partir do P31, os animais foram divididos em (n = 11): 1) Controle
veiculo; 2) Controle creatina; 3) PC veiculo; 4) PC creatina; 5) Controle treinado; 6)
PC treinado. Tendo em vista a necessidade de coletar amostras frescas da
musculatura esquelética e encéfalos pos-fixados, parte dos animais foram
eutanasiados por decapitacdo (n=6 por grupo) e o restante por perfusdo transcardiaca
(n=5 por grupo). Os filhotes foram identificados através de marcacgfes feitas com
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violeta de genciana e o desmame ocorreu no 25° dia de vida. A figura 3 apresenta a

divisdo dos grupos experimentais nas diferentes fases do estudo.

Figura 3. Desenho experimental nas diferentes fases do estudo.

A vi Até 10 subidas por dia, 5
300 maikg 1a gavagem 1.5g/L Na agua ad fibitum dias/s . durante 4
ﬁl ’
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Fonte: o autor, 2022. (A) Antes do periodo do exercicio resistido (B) Durante e apds o
exercicio, 6 grupos experimentais.

5.6 ANALISES EXPERIMENTAIS
5.6.1 Andalises comuns para os experimentos 1 e 2

Peso corporal - O peso corporal dos filhotes foi registrado ao nascimento (P0), no 1°,

no 8%, no 14° dia de vida, e diariamente entre os dias 21 e 60.
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Consumo alimentar e hidrico — O consumo alimentar coletivo (dupla do mesmo grupo
experimental) foi avaliado todos os dias apds o desmame, do P25 ao P30, seguido de
andlises a cada 10 dias até o P60 através do método de pesagem manual com
balanca digital (pesagem manual dos pellets antes e depois de um periodo de
alimentacédo — 24h) (ALl; KRAVITZ, 2018). De forma semelhante, o consumo hidrico
coletivo (dupla do mesmo grupo experimental) foi realizado pesando a prépria garrafa
com agua (pesagem manual da garrafa antes e depois de um periodo de consumo —
24h) a cada 10 dias até o P60 ap6s a aplicacdo da Cr na agua ad libitum (ALI,
KRAVITZ, 2018).

Anélise da marcha em CatWalk - No 30° e 60° dia foi avaliada a marcha. A anéalise da

locomocéo foi realizada pelo método descrito por Herold et al. (2016) e Delcour et al.
(2018a) utilizando o sistema de analise de locomocédo (Gait analysis system for
rodents CatWalk XT - Noldus). Este método consiste em avaliar a locomoc¢édo do
animal em um corredor, sendo o animal filmado individualmente para mensuragéo de
pardmetros da marcha. Os parametros avaliados foram: 4rea maxima de contato e
intensidade de contato. Este método foi escolhido em virtude do mesmo ser uma
ferramenta eficiente em quantificar déficits na locomocdo (DELCOUR et al., 2018b;

HEROLD et al., 2016).

Estudo da forca muscular - O teste de for¢a da preensao dos membros anteriores foi

realizado através de um aparelho digital (Animal GripStrength System - SD
instruments). O animal agarra a barra de apoio exercendo uma forca de tracédo sobre
ela e o captor de forgca permite quantificar o pico de for¢ca de cada animal. O teste foi
realizado nos dias 30 e 60 (TAKESHITA et al., 2017).

5.6.2 Andlises exclusivas para o experimento 1 (PC e Cr)

Eutandsia e coleta das amostras - Para a obtencéo dos encéfalos pos-fixados, no P61.

os animais foram anestesiados com quetamina (0.1 pl/g, i.p.) e xilazina (0.06 pl/g, i.p.)
e perfundidos com solucdo salina (PBS) seguida de solucédo de fixadora (4% de
paraformoaldeido em PBS 0,1 M, pH 7,4 a 4° C). ApGs a remocéao dos encéfalos, eles
foram poés-fixados na mesma solucdo fixadora a 4% overnight. Em seguida foram
desidratados em solucéo crioprotetora (30% de sacarose em PBS 0.1 M) também a
4°C durante o tempo necessario para atingir o fundo do recipiente. Foram realizados

cortes seriados do cérebro de cada animal (30 um de espessura) no criostato a -40°C.



48

Os cortes foram mantidos em placas para cultura de células em solucéo

anticongelante (60% etilenoglicol e 18.75% de glicose em PB 0.05M).

Andlise quantitativa de micréglias no hipocampo — Para coloracdo da microglia,

secOes do cérebro foram incubadas em 10% de H202 em metanol e posteriormente
em 10% de H202 em tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,4), contendo 3% de Triton X-100
(PBT). Posteriormente, os cortes foram incubados a 4°C por 72h em anticorpo primario
(rabbit anti-Ibal / IAF1, 1: 10.000, Wako) diluido com 5% de soro de cavalo em PBT
(SAAVEDRA et al., 2021). As secdes foram entéo incubadas por 2h em temperatura
ambiente em anticorpo secundario (biotinylated anti-rabbit antibody, 1:750, Sigma-
Aldrich). Posteriormente, os cortes foram incubados com solu¢cdes do complexo
avidina-biotina peroxidase (ABC Elite Kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA)
e uma solucao do kit de coloracdo de diaminobenzidina (DAB Kit; Vector Laboratories)
para marcacao da microglia (SAAVEDRA et al., 2021). As se¢des de cada grupo foram
realizadas em paralelo para evitar efeitos de coloragéo diferentes em cada grupo
experimental. Os cortes foram entdo montados em laminas gelatinizadas e laminulas
com Cytoseal (Thermo Scientific, EUA). Para avaliacao de células microgliais Ibal*, 3
campos por secdo para um total de 4-6 se¢des por cérebro (n=5 por grupo) no giro
denteado do hipocampo (DG) (-2,80 a -4,15 mm bregma) foram selecionados
aleatoriamente para avaliar a contagem de células da microglia (SAAVEDRA et al.,
2021). Os campos selecionados foram analisados com microscépio 6ptico com
aumento de 20x. O software ImageJ foi utilizado para a analise do nimero de
células/area (SAAVEDRA et al., 2021). Células microgliais com uma pequena soma e
poucos a numerosos processos foram consideradas micréglias ramificadas (tipos I-
[l1), enquanto aquelas com uma grande soma ou corpo ameboide e processos mais
espessos e curtos foram consideradas microglias ativadas (tipos 1V-V) (SAAVEDRA,;
NAVARRO; TORNER, 2018). Foram apresentados os dados de densidade de
micréglias (n/mm? — Total de células dividido pela area avaliada x 1.000.000 x 0,001 x
40) e porcentagem de ativacdo das microglias relativo ao total (ROQUE; OCHOA-
ZARZOSA; TORNER, 2016).

Andlise da expressado de citocinas pro-inflamatérias no hipocampo por PCR em tempo

real - O hipocampo foi homogeneizado em Trizol (Invitrogen, EUA) e o RNA total foi
isolado usando um protocolo padréo de cloroférmio/isopropanol. Um pg de RNA total
foi entdo transcrito usando iniciadores oligo(dT) 12-18 (Invitrogen, 500 pg/ml), 2 ul
DTT (Invitrogen 0,1 M), dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 10 mM cada;
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Invitrogen, Camarillo, CA), tampao (first strand buffer) e 200 U da enzima M-MLV
transcriptase reversa (Invitrogen, EUA), a 37° C durante cinquenta minutos. O cDNA
produzido foi utilizado para PCR em tempo real (QPCR-RT) em uma solucao de reacao
com 10 pl (5 pl de Master Mix, Affymetrix, produtos USB, EUA) com o gene da
sequéncia de DNA especifico (Elim, 10 pM/ul). A PCR foi realizada usando um sistema
de deteccdo de PCR em tempo real CFX96 (Bio-Rad, EUA) por 39 ciclos (a 95° C por
3 min, 95° C por 10 s, 30 s a [62° C para TNF-a, 60° C para Il-13, 59° C para IL-6, e
60° C para GAPDH], e 5 s a 65° C) (Tabela 1). A expressao relativa de ambos os
genes foi normalizada em relacdo ao gene de controle Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). A expressao relativa foi calculada usando o método
comparativo 2-22¢T (ROQUE et al., 2016).

Tabela 1. Sequéncias de primer usadas para analise qPCR-RT do mRNA.

Gene (numero de Primer  Sequéncia (5'-3")

acesso)

TNF-a Forward TGGCGTGTTCATCCGTTCTCTACC
(NM_12675.3) Reverse CCCGCAATCCAGGCCACTACTT
IL-18 Forward TGAGGCTGACAGACCCCAAAAGAT
(NM_031512.2) Reverse GCTCCACGGGCAAGACATAGGTAG
IL-6 Forward AGCCACTGCCTTCCCTACTTCA
(NM_012589.2) Reverse GCCATTGCACAACTCTTTTCTCA
GAPDH Forward CACGGCAAGTTCAACGGCACAGT
(NC_005103.4) Reverse TCAGCGGAAGGGGCGGAGAT

Fonte: Roque et al., 2016.

5.6.3 Andlises exclusivas para o experimento 2 (PC e exercicio resistido)

Eutanasia e coleta das amostras - No 61° dia de vida po0s-natal, os animais foram

eutanasiados por decapitacéo, 48h apos a ultima sesséo de treinamento. Em seguida,
removemos 0s musculos soOleo e extensor longo dos dedos (EDL) de ambos os
membros para analise histoldégica e molecular. Os musculos gastrocnémio e tibial
anterior foram retirados para a obtencao dos dados de peso umido e peso seco (apos
secagem por 72h a 60°C) e consequentemente da massa muscular utilizando a
formula “mg/mm comprimento da tibia” (MARZUCA-NASSR et al., 2019). Para as
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analises da expressao das proteinas de sintese proteica, os musculos foram retirados

e armazenados a -80°C.

Andlise da expressao das proteinas de sintese proteica — Os musculos soéleo e EDL

foram homogeneizados em tampéao de extracédo (pH 7,5; 10mM de EDTA, Trisma base
100mM, Pirofosfato de Na 10mM, Fluoreto de Na 100mM, PMSF 2mM, Ortovanadato
de Na 10 mM Aprotinina 0,01mg/ml). Triton X-100 1% foi acrescentado ao
homogenato e em seguida foi centrifugado a 15000RPM (g) durante 20min em
temperatura de 4°C. Apos centrifugacdo, todo o sobrenadante foi separado e
utilizamos apenas 2uL para a dosagem do conteudo total de proteinas utilizando o
método proposto por Bradford (1976). A solucao de Bradford foi preparada usando
Azul de Coomassie G250 (0,01%), etanol (4,75%) e acido fosférico (8,5%). O corante
se liga a cadeia proteica, gerando um complexo de cor azul. A reacéo é colorimétrica
e a absorbancia foi determinada a 595 nm. Os resultados de absorbancia foram
utilizados no calculo da concentracdo de proteinas baseado em uma equacdao de reta
de uma curva padréo de albumina sérica bovina. Para elabora¢éo da curva padréo de
proteina utilizamos as seguintes concentracfes de albumina: 1,0 mg/mL; 0,5 mg/mL;
0,25 mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,0625 mg/mL. A determinacdo da quantidade das
proteinas relacionadas a via de sintese proteica miofibrilar conforme a técnica de
Western Blotting foi feita com anticorpo para proteina total e fosforilada. Apos
avaliacao do conteudo de proteinas de cada amostra, 20ug de proteinas totais por slot
do gel foram separadas por eletroforese de acordo com seu peso molecular, utilizando
gel poliacrilamida 12% (SDS-PAGE), a 50 volts por 20 minutos e 100 volts até a
separacdo total (~1,5h). Feita essa separacao, as proteinas do gel foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (BIORAD®) a 80 volts por 1 hora e 40 minutos
(2x 50 min). Ligacdes inespecificas dos anticorpos foram inibidas incubando a
membrana em solucao de bloqueio (pH 7,5, 10 mM Tris—HCI, 150 mM NacCl, 0,05%
Tween-20; T-TBS) acrescida de 5% albumina bovina sérica (BSA), sob agitacao
constante. Posteriormente as membranas foram incubadas overnight (12 horas), sob
agitacdo constante apos a adi¢cado dos anticorpos primarios (Rabbit Cell Signaling: S6
Ribosomal Protein [5G10] #2217; Akt #9272; Phospho-S6 Ribosomal Protein
[Ser240/244] #2215; Phospho-Akt [Ser473] #9271) diluido na solucédo de bloqueio na
proporcao de 1:1000. Ao final desse periodo de incubacdo, as membranas foram
lavadas em T-TBS 3 vezes, por 10 minutos cada, e incubadas com anticorpo
secundério (Anti-rabbit IgG HPR-linked Antibody #7074, Cell Signaling) na proporcao
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de 1:5000 durante 2 horas. Apés o término do periodo de incubacdo, as membranas
foram novamente lavadas em T-TBS 3 vezes, por 10 minutos cada, e entdo incubadas
com a solucéo de revelacao contendo peroxidase (Tris 1M pH 8,5, luminol 250 mM,
acido p-cumarico 90 mM, 30% perodxido de hidrogénio) por 1 minuto e imediatamente
seguido de leitura através do fotodocumentador (ChemiDoc XRS+). A membrana foi
revelada e as intensidades das bandas foram quantificadas com o auxilio do software
ImageLab (5.2.1 BIO-RAD). A membrana corada com o vermelho de Ponceau foi

utilizada como o constitutivo.

Andlise Estatistica - Os dados obtidos foram primeiramente analisados para

distribuicdo normal (teste Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro-Wilk). Diferengas
significativas foram avaliadas utilizando o teste t ndo pareado ou teste ANOVA two-
way seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Os resultados foram expressos como
média + erro padréo da média, e o nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

O software GraphPad Prism (versao 8.4.3) foi utilizado para anélise de dados.



52

6 RESULTADOS
6.1 EXPERIMENTO 1

O efeito precoce do modelo PC no peso corporal foi avaliado no PO, P1, P8, e
P14. Reducao significante [F(1,78) = 112,1; p<0,0001] foi encontrada no 8° e no 14°
dia pos-natal quando comparado ao controle (teste post-hoc de Tukey: p<0,0001; Fig.
4A). Os animais de ambos os grupos PC apresentaram reducédo no peso corporal
[F(1,76) = 287,0; p<0,0001] do 21° dia até o 60° dia quando comparado aos controles
(teste post-hoc de Tukey: p<0,0001; Fig. 4B e C). Além disso, 0s animais em ambos
0s grupos PC apresentaram menor ganho de peso total [F(1,76) = 119,7; p<0,0001]
entre os dias 21 e 30 quando comparado aos controles (teste post-hoc de Tukey:
p<0,0001; Fig. 4D e E). O peso corporal, por outro lado, foi recuperado a partir da
suplementacdo com creatina nos animais controle e PC [F(1,76) = 17,74; p<0,0001].
Entre os animais controle, os que receberam Cr apresentaram aumento significante
em relacéo aos que receberam veiculo nos dias 22, 23, 24, 28, 29 e 30, o0 que também
se traduziu em maior ganho de peso total [F(1,76) = 23,03; p<0,0001] (teste post-hoc
de Tukey: p<0,05; Fig. 4B e D). O peso corporal também foi significativamente maior
nos animais PC que receberam Cr quando comparado aos que receberam veiculo em
curto e longo prazo do dia 22 ao dia 50, com maior ganho de peso total entre os dias
21 e 30 [F(1,76) = 23,03; p<0,0001] (teste post-hoc de Tukey: p<0,05; Fig. 4B e C).
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Figura 4. Efeitos da PC e Cr sobre o0 peso corporal no periodo pos-natal.
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Fonte: o autor, 2022. (a) PC nos dias 0, 1, 8 e 14 da vida pés-natal (n = 44). (b) Peso
corporal e (d) ganho de peso nos dias 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, e 30 (n = 22).
Peso corporal nos dias (c) 40, 50, e 60, e (e) ganho de peso entre os dias 30 e 60 (n
= 11). Valores expressos como meédia + erro padrdo da média. ANOVA two-way
medidas repetidas e multiplas comparacdes do teste post-hoc de Tukey. Controle vs
PC: *p<0,05; Controle placebo vs PC placebo: 2p<0,05; Controle creatina vs PC
creatina: "p<0,05; Controle placebo vs Controle creatina: °p<0,05; PC placebo vs PC
creatina: 9p<0,05.

Com relagdo ao consumo alimentar, encontramos uma redugao significante
causada pela PC quando comparado ao controle [F(1,60) = 17,93; p<0.0001] nos dias
25, 26, 27, 29, 30, 40, 50 e 60 entre os animais que receberam veiculo (Teste post-
hoc de Tukey: p<0,01; Fig. 5). Entre os animais PC e controle que receberam creatina,
obsrvamos reducao significante [F(1,60) = 46,75; p<0,0001] nos dias 26, 27, 28 e 29
(Teste post-hoc de Tukey: p<0,001; Fig. 5). Houve aumento do consumo [F(1,60) =
11,97; p<0,001] induzido por Cr nos animais controle quando comparado aos que
receberam veiculo nos P28 e 29 (teste post-hoc de Tukey: p<0,01; Fig. 5) e nos
animais PC que receberam creatina quando comparado aos que receberam veiculo
[F(1,28) = 1,512; p=0,229] somente no P60 (teste post-hoc de Tukey: p<0,01; Fig. 5).

Adicionalmente, o consumo de Cr em agua ndo apresentou diferenca entre os grupos
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e todos receberam o minimo planejado de 300 mg/kg/dia (valores em g/kg/dia - P30:
Controle: 0,449 = 0,059 vs PC: 0,509 = 0,12g; P40: Controle: 0,43g = 0,06g vs PC:
0,44g + 0,07g; P50: Controle: 0,389 = 0,03g vs PC: 0,36g = 0,06g; P60: Controle:
0,369 = 0,059 vs PC: 0,31g % 0,03g; Teste post-hoc de Tukey: n.s.)

Figura 5. Efeitos da PC e Cr no consumo alimentar no periodo pds-natal.
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Fonte: o autor, 2022. (a) Consumo alimentar nos dias 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, e 30 (n = 16). (b) Consumo alimentar nos dias 40, 50 e 60 (n = 8). Valores
expressos como média * erro padrdo da média. ANOVA two-way medidas repetidas
e multiplas comparacdes do teste post-hoc de Tukey. Controle placebo vs PC placebo:
ap<0,05; Controle creatina vs PC creatina: Pp<0,05; Controle placebo vs PC creatina:
°p<0,05; PC placebo vs PC creatina: 9p<0,05.

Os animais de ambos os grupos de PC apresentaram reducéo na forgca quando
comparado aos controles [F(1,52) = 145,4; p<0,0001] a curto e longo prazo (teste post-
hoc de Tukey: p<0,0001; Fig. 6A e B), enquanto a suplementacdo de Cr causou
aumento da forca [F(1,52) = 6,700; p<0,05] em curto prazo nos animais PC quando
comparado aos que receberam veiculo (teste post-hoc de Tukey: p<0,05; Fig. 6A). Os
animais em ambos os grupos PC apresentaram uma reducdo significativa na area
maxima de contato [F(1,60) = 269,1; p<0,0001] e na intensidade de contato com a
plataforma CatWalk [F(1,60) = 52,69; p<0,0001] em curto e longo prazo quando
comparado aos controles (teste post-hoc de Tukey: p<0,001; Fig. 7A, B, C, e D). A
suplementacdo de Cr aumentou a &rea maxima de contato [F(1,60) = 13,39; p<0,001]
em curto prazo e a intensidade maxima de contato [F (1,28) = 16,64; p<0,001] em
longo prazo nos animais PC quando comparados aos que receberam veiculo (teste
post-hoc de Tukey: p<0,01; Fig. 7A e D).
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Figura 6. Efeitos da PC e Cr sobre a for¢ca no periodo pos-natal.
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Fonte: o autor, 2022. For¢ca em P30 (a) (n = 14), e P60 (b) (n = 7). Valores expressos
como média * erro padrdo da média. ANOVA two-way multiplas comparacdes do teste
post-hoc de Tukey. Controle placebo vs PC placebo: 2p<0,05; Controle creatina vs PC
creatina: Pp<0,05; PC placebo vs PC creatina: 9p<0,05.
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Figura 7. Efeitos da PC e Cr na area de contato e intensidade do contato com a
plataforma CatWalk no periodo pds-natal.
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Fonte: o autor, 2022. Area maxima de contato (a) e intensidade de contato (c) em P30
(n = 16). Area maxima de contato (b) e intensidade de contato (d) no P60 (n = 8). (e)
Imagens representativas. Valores expressos como media + erro padrdo da média.
ANOVA two-way multiplas comparacgdes do teste post-hoc de Tukey. Controle placebo
vs PC placebo: 2p<0,05; Controle creatina vs PC creatina: °p<0,05; PC placebo vs PC
creatina: 9p<0,05.
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Com relacdo as analises no hipocampo, verificou-se que a PC ocasionou
aumento significativo [F(1,96) = 76,28; p<0,001] em ambos 0s grupos no numero de
células microgliais no hilo hipocampal quando comparados aos grupos controles (teste
post-hoc: p<0,0001; Fig. 8A). Além disso, a avaliagdo morfoldgica indicou uma
mudanca significativa nas células microgliais para um status ativado nos animais PC
guando comparados aos animais controles [F(1,96) = 74,42; p<0,0001] (teste post-
hoc de Tukey: p<0,0001; Fig. 8B). A suplementac&o de Cr ndo ocasionou alteragbes
na densidade [F (1,96) = 0,002756; p:n.s.] ou na porcentagem de ativacéo [F (1,96) =
4,767; p:n.s.] (Fig. 8A e B). Além disso, a PC ocasionou aumento da expressao da IL-
6 no hipocampo quando comparado ao controle entre 0s animais que receberam
veiculo [F(1,20) = 4,876; p=0,03] (teste post-hoc de Tukey: p<0,05; Fig. 9A), mas nao
alterou as concentragbes de IL-1B e TNF-a (Fig. 9B e C). Por outro lado, a
suplementacdo de Cr ocasionou uma reducédo de magnitude semelhante na mesma
IL-6 nos animais PC quando comparado aos animais que receberam veiculo [F(1,20)
= 6,706; p<0,05] (teste post-hoc de Tukey: p<0,05; Fig. 9A).
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Figura 8. Efeitos da PC e Cr na densidade e alterac6es morfoldgicas das células

microgliais no periodo pés-natal.
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Fonte: o autor, 2022. (a) densidade celular, (b) porcentagem de células ativadas, e (c)
microfotografias das células microgliais (20 x ampliagao, barra de escala = 100 pm) (n
= 5). Valores expressos como média = erro padrdao da média. ANOVA two-way
multiplas comparacdes do teste post-hoc de Tukey. Controle placebo vs PC placebo:
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Figura 9. Efeitos da PC e Cr na expresséao de citocinas pro-inflamatorias no periodo

pés-natal.
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Fonte: o autor, 2022. (a) IL-6, (b) IL-1B, e (c) TNF-a (n = 6). Valores expressos como
média + erro padrao de média. ANOVA two-way multiplas comparac¢des do teste post-
hoc de Tukey. Controle placebo vs PC placebo: 2p<0,05; PC placebo vs PC creatina:
d

p<0,05.

6.2 EXPERIMENTO 2

Durante as 4 semanas de treinamento observamos que os animais com PC
apresentaram menor capacidade para progredir as cargas na semana 0 (sobrecarga)
e nas semanas 2, 3 e 4, além de necessitar de um tempo maior para realizar as séries
na semana 2 quando comparado com 0s animais controles treinados (teste post-hoc
de Tukey: p<0.05; Tabela 2). Avaliando o peso corporal e consumo alimentar no P30,
antes do inicio propriamente dito do programa de exercicio resistido, os animais com
PC apresentaram reducao significante tanto do peso corporal (p<0.0001; Fig. 10A)
guanto do consumo alimentar quando comparado ao controle (p<0.0001; Fig 11A).
Durante o periodo de treinamento, os animais de ambos os grupos PC apresentaram
reducdo do peso corporal [F (1,40) = 104,4; p<0.0001] nos dias 40, 50 e 60 de vida
pos-natal quando comparados aos animais controles (teste post-hoc de Tukey:
p<0.0001; Fig. 10B). Houve reducdo no consumo alimentar [F (1,28) = 9,392;
p=0.0048] nos animais PC néo treinados quando comparados ao respectivo controle
nos dias 40, 50 e 60 (teste post-hoc de Tukey: p<0.05; Fig. 11B). Com relacdo ao
exercicio, houve redugéo do consumo [F (1,28) = 4,245; p<0.05] nos animais controles
treinados quando comparados aos controles nao treinados no dia 60 (teste post-hoc
de Tukey: p<0.001; Fig. 11B). Nao houve efeito do exercicio resistido em ambos os

parametros nos animais PC (Figuras 10B e 11B).
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Tabela 2. Progresséo de carga durante o exercicio resistido durante as 4 semanas

de treinamento.

Grupos
Controle PC
Periodo Carga (g9) Tempo (s) Carga (g9) Tempo (s)
Sobrecarga 289.8 £43.0 80x29 217.9 £ 39.8* 10.2+4.3
Semana 1 179.1+18.9 84+25 125.2 +27.2 13.7+9.0
Semana 2 292.3+55.1 6.9+2.0 208.6 + 44.4* 12.0 + 4.8*
Semana 3 391.0+84.2 10.2+7.9 291.8 + 66.9* 9.1+42
Semana 4 470.6 £ 84.5 6.2+2.4 370.8 £ 80.7* 8.6+3.0

Fonte: o autor, 2022. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. ANOVA
two-way medidas repetidas seguidas pelo teste post-hoc de Tukey. Controle vs CP:
*

p<0,05.

Figura 10. Efeitos da PC e exercicio resistido sobre o peso corporal no periodo pos-

natal.
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Fonte: o autor, 2022. (A) Peso corporal no dia 30 de vida pds-natal (n = 22). (B) Peso
corporal nos dias 40, 50 e 60 de vida pés-natal (n = 11). Valores expressos como
meédia * erro padrdo da média. Teste t ndo pareado para analises no dia 30 e ANOVA
two-way medidas repetidas e multiplas comparacdes do teste post-hoc de Tukey para
as analises nos dias 40, 50 e 60. Controle vs PC: *p<0,05; Controle nédo treinado vs
PC né&o treinado: 2p<0,05; Controle treinado vs Pc treinado: °p<0,05.
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Figura 11. Efeitos da PC e exercicio resistido sobre o consumo alimentar no periodo

pés-natal.
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Fonte: o autor, 2022. (A) Consumo alimentar no dia 30 de vida pés-natal (n = 16). (B)
Peso corporal nos dias 40, 50 e 60 de vida pés-natal (n = 8). Valores expressos como
meédia * erro padrdo da média. Teste t ndo pareado para analises no dia 30 e ANOVA
two-way medidas repetidas e multiplas comparacdes do teste post-hoc de Tukey para
as andlises nos dias 40, 50 e 60. Controle vs PC: *p<0,05; Controle placebo vs PC
placebo: 2p<0,05; Controle treinado vs Pc treinado: ?p<0,05; Controle ndo treinado vs
Controle treinado: °p<0,05.

Com relacdo a forca muscular e aos parametros de locomoc¢éo no CatWalk,
houve reducéo significante ocasionada pela PC antes do treinamento tanto na forca
(p<0.0001; Fig. 12A) quanto na area maxima de contato e intensidade de contato com
a plataforma quando comparado ao controle (p<0.0001; Fig. 13B e C). Apds o término
do treinamento houve reducéo na forgca muscular [F (1.24) = 32.42; p<0.0001] nos
animais PC treinados quando comparados com 0s respectivos controles (teste post-
hoc de Tukey: p<0.0001; Fig. 12B), além de reducgdo da area méaxima de contato [F
(1.28) =53.27; p<0.0001] e intensidade de contato com a plataforma [F (1.28) = 61.80;
p<0.0001] nos animais PC de ambos os grupos quando comparados aos controles
(teste post-hoc de Tukey: p<0.05; Fig. 13E e F). Novamente, ndo houve efeito do

exercicio resistido em nenhum dos parametros (Fig. 12B e 13B).
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Figura 12. Efeitos da PC e exercicio resistido sobre a forca muscular no periodo pos-

natal.
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Fonte: o autor, 2022. (A) For¢ca muscular no dia 30 de vida pos-natal (n = 14). (B) Peso
corporal no dia 60 de vida pés-natal (n = 7). Valores expressos como média + erro
padrdo da média. Teste t ndo pareado para analises no dia 30 e ANOVA two-way
medidas repetidas e mdultiplas comparagfes do teste post-hoc de Tukey para as
analises nos dias 40, 50 e 60. Controle vs PC: *p<0,05; Controle treinado vs Pc
treinado: Pp<0,05.
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Figura 13. Efeitos da PC e exercicio resistido sobre a area de contato e intensidade
do contato com a plataforma CatWalk no periodo pos-natal.
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Fonte: o autor, 2022. (A) imagens representativas. Area maxima de contato (B) e
intensidade de contato (C) no P30 (n = 16) e P60 (E e F) (n = 8). Teste t ndo pareado
para analises no dia 30 e ANOVA two-way e multiplas comparacdes do teste post-hoc
de Tukey para as analises nos dias 40, 50 e 60. Controle vs PC: *p<0,05; Controle
nao treinado vs PC néo treinado: 23p<0,05; Controle treinado vs PC treinado: ?p<0,05.
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Em relacdo aos musculos das patas posteriores e a tibia, os animais PC treinados
apresentaram reducéo do peso do musculo soéleo [F (1.20) = 30.35; p<0.0001], do EDL
[F (1.20) = 22.71; p<0.0001], do gastrocnémio umido [F (1.20) = 20.26; p<0.001] e seco
[F (1.20) = 10.70; p<0.05], além do comprimento da tibia [F (1.20) = 33.24; p<0.0001]
guando comparados aos controles treinados, evidenciando o efeito negativo da PC
(teste post-hoc de Tukey: p<0.05; Tabela 3). Nos animais PC treinados houve reducéo
no peso do EDL [F (1.20) = 8.965; p<0.05] e do comprimento da tibia [F (1.20) = 5.594;
p<0.05] quando comparados aos animais PC que n&o treinaram, 0 que sugere que 0S
parametros do exercicio resistido podem nao ter sido adequados para 0s animais com
PC (teste post-hoc de Tukey: p<0.05; Tabela 3). Com relacdo as proteinas de sintese
proteica, observamos redugcdo apenas na Akt total [F (1.20) = 10.45; p<0.05] nos
animais PC nao treinados em comparac¢do aos controles ndo treinados no musculo
sbleo (Teste post-hoc de Tukey: p<0.05; Fig. 14B). Nao foram observadas diferencas

significantes na expresséo das proteinas no musculo EDL (Fig. 15).

Tabela 3. Peso e massa magra dos musculos das patas posteriores e

comprimento da tibia.

Grupos
Controle néo Controle PC néao

Parametro treinado treinado treinado PC treinado

Séleo (g) 0.102 + 0.005 0.102 + 0.007 0.084 +0.021 0.065 + 0.010°
Efeito da PC 1 17.6% 1 36.2%
Efeito do treinamento 0.0% 1 22.6%

EDL (g) 0.108 £ 0.007 0.104 £ 0.004 0.095 £ 0.017 0.071 + 0.013Pd
Efeito da PC 1 12.0% 1 31.7%
Efeito do treinamento 13.7% 1 25.2%

Tibia (mm) 31.577 + 0.812 31.400 + 0.084 30.167 + 1.004 28.082 + 1.5065¢
Efeito da PC 1 4.4% 1 10.5%
Efeito do treinamento 10.5% 1 6.9%

Gastrocnémio
Peso Gimido (mg/mm tibia) 0.042 + 0.003 0.042 + 0.004 0.036 + 0.007 0.030 + 0.005P
Efeito da PC 1 14.2% 1 28.5%
Efeito do treinamento 0.0% 1 16.6%
Peso seco (mg/mm tibia) 0.011 +0.001 0.011 +0.001 0.010 + 0.002 0.007 + 0.002°
Efeito da PC 1 9.0% } 36.3%
Efeito do treinamento 0.0% 1 30.0%

Tibial anterior
Peso umido (mg/mm tibia) 0.009 + 0.002 0.008 + 0.004 0.006 + 0.002 0.007 + 0.002
Efeito da PC 1 33.3% 1 12.5%
Efeito do treinamento 1 11.1% 1 16.6%
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Peso seco (mg/mm tibia) 0.002 + 0.001 0.002 + 0.001 0.002 + 0.001 0.002 + 0.001
Efeito da PC 0.0% 0.0%
Efeito do treinamento 0.0% 0%

Os dados foram expressos como média + desvio padrao. ANOVA two-way e multiplas comparacdes do teste
post-hoc de Tukey. Controle treinado vs Pc treinado: Pp<0,05; PC treinado vs PC néo treinado: 9p<0.05.

Figura 14. Efeitos da PC e do exercicio resistido na sinaliza¢éo da via Akt-mTOR no
musculo so6leo determinados por Western blotting.
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Fonte: o autor, 2022. (A) p-Akt, (B) Akt, (C) razao p-akt/akt, (D) p-RPS6, (E) RPS6 e
(F) razéo p-RPS6/RPS6 (n = 6). Valores expressos em média * erro padrdao da média.
Two-Way ANOVA e multiplas comparacdes do teste post-hoc de Tukey. Controle nédo
treinado vs PC ndo treinado: 2p<0,05.

Figura 15. Efeitos da PC e do exercicio resistido na sinalizacdo da via Akt-mTOR no
musculo EDL determinados por Western blotting.
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Fonte: o autor, 2022. (A) Akt, (B) p-Akt, (C) razao p-akt/akt, (D) RPS6, (E) p-RPS6 e
(F) razéo p-RPS6/RPS6 (n = 6). Valores expressos em meédia * erro padrdao da média.
Two-Way ANOVA e multiplas comparacdes do teste post-hoc de Tukey.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliados os efeitos da PC experimental no peso
corporal, consumo alimentar, forga muscular, parametros da locomocéo, densidade e
porcentagem de ativacdo das ceélulas microgliais, marcadores inflamatorios no
hipocampo, na expressao de proteinas da via de sintese proteica e no peso e massa
magra de musculos das patas posteriores. Com relacdo aos tratamentos, foram
avaliados para ambos os experimentos com Cr e exercicio resistido: peso corporal,
consumo alimentar, forca muscular e parametros da locomocédo. No experimento com
suplementacdo de Cr ainda avaliamos a densidade e porcentagem de ativacdo das
células microgliais, e marcadores inflamatérios no hipocampo, ja no experimento com
exercicio resistido avaliamos a expressdo de proteinas da via de sintese proteica
PI3K/Akt/mTOR e 0 peso e massa magra de musculos das patas posteriores.

Observamos que a PC causou redugbes no peso corporal, no consumo
alimentar, na forca muscular, na area maxima de contato e intensidade de contato
durante a marcha em CatWalk em ambos os experimentos. No primeiro experimento,
a PC ainda aumentou a densidade e ativacdo das células microgliais e a expressao
da IL-6 no hipocampo. No segundo experimento a PC também ocasionou reducdo
significante do peso dos musculos séleo e EDL, do peso umido e seco do musculo
gastrocnémio, do comprimento da tibia e reducdo da expressao da proteina Akt total
no muasculo séleo. A suplementacdo de Cr em animais PC, por sua vez, reduziu os
prejuizos ao aumentar o peso corporal do P22 ao P50, a forca muscular no P30, area
méaxima de contato no P30 e intensidade méxima do contato no P60 durante a marcha,
e reduziu drasticamente a expressao de IL-6 no hipocampo (Fig. 16). Com relacéo ao
treinamento resistido, ndo foram observados efeitos positivos. Por outro lado, houve
reducdo do peso do musculo EDL e do comprimento da tibia, o que indica um possivel

efeito negativo do exercicio resistido nos animais com PC.
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Figura 16. llustracdo esquematica dos principais resultados encontrados no
experimento 1 (PC e Cr).
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Fonte: o autor, 2022.

7.1 PARALISIA CEREBRAL

A PC experimental ocasionou, neste estudo, um quadro caracterizado por
atraso no desenvolvimento somatico associado as alteraces motoras e musculares,
e fragueza dos membros anteriores em longo prazo. Com relagéo ao peso corporal,
esses dados corroboram os achados obtidos em estudos que avaliaram 0 mesmo
modelo experimental de PC e observaram uma reducao semelhante no peso corporal
(LACERDA et al., 2017b, 2019). O impacto negativo no peso corporal pode estar
relacionado ao dano motor e a atrofia produzido pela restricdo sensorio motora (RSM)
durante o desenvolvimento (DELCOUR et al., 2018a; STRATA et al., 2004). De fato,
Silva et al. (2016) relataram que a reducdo do peso corporal foi associada com
alteracdo em diversos parametros da locomog¢&o em campo aberto, incluindo distancia
percorrida, velocidade, poténcia e energia cinética, desde a segunda semana de vida
pos-natal (SILVA et al., 2016). O dano motor gerado pela RSM pode ocasionar déficits
nos movimentos de sucgdo e mastigacdo e diminuir a ingestdo de alimentos
(LACERDA et al.,, 2017b). Em nosso estudo, apesar de nédo termos avaliado os
movimentos de suc¢ao e mastigagéo, observamos reducédo do consumo alimentar nos
animais com PC. Entretanto, com relagdo ao consumo hidrico no presente estudo, 0s

animais com PC nao apresentaram reducao significante da ingestao de agua, o que
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consequentemente ndo prejudicou o consumo de Cr durante o periodo de
suplementacao ad libitum (P30-60).

E bem documentado que a restricdo de membros (desuso) ocasiona atrofia na
musculatura. Coq et al. (2008), utilizando RSM, observaram prejuizos motores
associado a atrofia das fibras musculares, degeneracao articular e do joelho, além de
representacdo distorcida dos membros inferiores no cértex somatossensorial primario
(COQ et al., 2008). Delcour et al. (2018b), por sua vez, relataram marcha e postura
severamente prejudicadas, provavelmente por causa da hiperextensdo do joelho-
tornozelo. Os autores ainda observaram reducdo do comprimento e densidade do
osso tibial, degeneracdo da articulacdo do joelho, atrofia do gastrocnémico e
hiperreflexia muscular sugerindo espasticidade (DELCOUR et al., 2018a). Assim
como em nosso estudo, eles relataram reducdo da area maxima de contato durante a
caminhada na plataforma um més apds a cessacdo da RSM, demonstrando que a
restricdo ocasiona desordens locomotoras persistentes (DELCOUR et al., 2018a). Em
nosso estudo, também avaliamos se a atrofia pode estar relacionada a reducéo da
sintese proteica, tendo em vista que a perda de massa muscular esta principalmente
relacionada a reducdes na sintese proteica muscular (PHILLIPS; GLOVER; RENNIE,
2009). Encontramos reducdo da expressao da proteina Akt total no musculo séleo,
mas ndo no EDL. Estudo publicado anteriormente também relatou reducdo da
expressao da proteina Akt total, assim como da fosforilada no musculo séleo (VISCO
et al., 2022). Em outro estudo com o mesmo modelo, os animais com PC
apresentaram alteracdo na expressdo de varios genes relacionados ao
desenvolvimento muscular e jungbes neuromusculares, como por exemplo aumento
dos niveis de mRNA de Igfbp5, Kcnn3, Gdf8 e MyH4 e diminuigdo da expresséo de
Myog, Ucp2 e Lpl (PEREIRA et al., 2021).

Com relacéo aos efeitos centrais, observamos em nosso estudo que a PC
alterou tanto a densidade de células microgliais quanto a porcentagem de células
microgliais ativadas. As células microgliais estao localizadas em nichos neurogénicos
e sdo consideradas importantes para a neurogénese e fungbes normais do cérebro,
como resposta a insultos, que podem ocorrer de forma ineficiente apos a ativacao
excessiva de células microgliais (EKDAHL, 2012). A ativacdo da microglia,
efetivamente, foi descrita como uma evidéncia de leséo cerebral perinatal em varios
modelos experimentais (MCRAE et al., 1995; TAHRAOUI et al., 2006; TREMBLAY et

al., 2017). Inumeros estudos tém avaliado a influéncia de varios indutores de estresse
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sobre estes parametros, incluindo o lipopolissacarideo (LPS), que é utilizado para
induzir a PC em animais (CHO et al., 2018; FRAGOPOULOU et al., 2019). A ativacao
microglial induzida por LPS causou uma diminuig&o significativa na sobrevivéncia dos
neurénios recém-formados no hipocampo, que foi aumentada apds o uso de um
agente anti-inflamatorio (MONJE et al., 2003). Outro estudo observou prejuizos na
neurogénese hipocampal adulta apés dano pré-natal induzido por LPS associados a
excessiva ativagao microglial (EKDAHL et al., 2003). Além disso, a ativagéo excessiva
das micréglias estd associada a liberacdo descontrolada de citocinas proé-
inflamatorias, que apesar de serem consideradas importantes mediadores da
neurogénese, podem ser prejudiciais em excesso (IOSIF et al.,, 2006; YIRMIYA;
GOSHEN, 2011). Estudos realizados em camundongos encontraram mudang¢as nos
niveis de mRNA de IL-6, TNF-a e IL-1B no hipocampo apds estresse induzido pela
exposicao a luz brilhante durante a gestacao e/ou separacao maternal (DIZ-CHAVES
et al., 2012; ROQUE; OCHOA-ZARZOSA; TORNER, 2016). Em humanos, estudos
observaram alteracdes periféricas em marcadores inflamatérios em individuos com
CP, incluindo alteracdes na proteina C reativa (CRP), IL-1B, IL-6, e TNF-a, que foram
associados com reducdo da massa muscular e com achados neurolégicos anormais
(MAGALHAES et al., 2019; PINGEL et al., 2019). Entretanto, fomos os primeiros a
observar os niveis destes marcadores no cérebro, mais especificamente no
hipocampo, num modelo experimental de PC, e observamos aumento na expressao
da IL-6, mas ndo na TNF-a e IL-13. Tendo em vista que alteracdo nestes marcadores
pode ocasionar alteracdes comportamentais, incluindo alteracdo do comportamento
alimentar e social, além de modificacdes fisiolégicas e neurolégicas, incluindo
aumento da degradacdo proteica (CELLA et al., 2020; DANTZER, 2004), séo
necessarios estudos com substancias anti-inflamatérias que avaliem os beneficios
centrais e periféricos. No presente estudo, avaliamos os efeitos da suplementacao de
Cr.

7.2 CREATINA

A suplementacédo de Cr ocasionou inicialmente aumento no peso corporal, na
forca, na area maxima de contato e intensidade de contato com a plataforma CatWalk.
Aoki et al. (2004) relataram que a suplementacdo de Cr atenuou a perda muscular
induzida por imobilizacdo apos suplementacdo continua por 14 dias em ratos
(5g/kg/dia)(AOKI et al., 2004). Apds 14 dias de carga de Cr, o conteudo total de Cr
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nos musculos soleo e gastrocnémico aumentou em 25% e 18%, respectivamente,
atenuando a perda muscular (AOKI et al., 2004). Os autores concluiram que este
efeito pode estar associado a capacidade da Cr de induzir um efeito mitético das
células satélite, além de proteger a célula muscular esquelética da protedlise (AOKI et
al., 2004). Os mesmos autores relataram que 7 dias de suplementacdo nao foram
suficientes para ocasionar os resultados observados apos 14 dias (AOKI et al., 2004).
Marzuca-Nassr et al. (2019), apGs suplementacdo por apenas 5 dias (5g/kg/dia),
relataram leves atenuacdes da perda de massa dos musculos séleo e EDL de ratos
submetidos a imobilizacdo dos membros posteriores. Além disso, a suplementacéo
nao foi capaz de atenuar a reducdo da CSA e diminuicdo da forca muscular
(MARZUCA-NASSR et al., 2019).

Hespel et al. (2001) relataram que a suplementagéo com Cr (5-20g/dia) facilitou
a reabilitacdo da atrofia induzida por desuso a partir da regulacéo do fator regulador
miogénico 4 (MRF4) e aumento da expressao de proteinas miogénicas (HESPEL et
al., 2001). Os autores relataram aumento de mais de 10% da éarea das fibras
musculares e mais de 25% de forca maxima durante a reabilitacdo (HESPEL et al.,
2001). Em humanos, Stout et al. (2007) encontraram uma melhora significativa na
forca maxima de preensdo manual em adultos idosos que suplementaram com
creatina (20 g/dia por 7 dias seguidos de 10 g/dia por 7 dias) em comparacdo com
placebo (STOUT et al., 2007). Além disso, Rawson et al. (1999) mostraram que 1 més
de suplementacdo com creatina (20 g/dia por 10 dias seguido de 4 g/dia por 20 dias)
reduziu a fadiga muscular em homens idosos (60-82 anos de idade) (RAWSON;
WEHNERT; CLARKSON, 1999). Gotshalk et al. (2002 e 2007) encontraram um
aumento na forca e funcionalidade em adultos idosos que suplementaram com
creatina (0,3 g/kg/dia) por uma semana (GOTSHALK et al., 2002, 2007). Os resultados
obtidos pelo presente estudo com relagdo ao peso corporal, forca e locomocéao,
podem assim ser explicados pelos efeitos da Cr sobre os musculos esqueléticos. Sao
multiplos os mecanismos pelos quais a Cr pode estar relacionada com o aumento de
forca e da massa muscular, incluindo efeito osmatico atuando como estressor celular
e consequente estimulo anabdlico, além da modulacéo direta de componentes da via
alvo de rapamicina em mamiferos (NTOR) (DELDICQUE et al., 2007; SAFDAR et al.,
2008; SAKKAS; SCHAMBELAN; MULLIGAN, 2009; WALL; VAN LOON, 2013). A Cr
também influenciou diretamente processos miogénicos a partir da secrecdo de

miocinas como a miostatina e o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-
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1), além da alteracdo na expressao de fatores regulatorios miogénicos, resultando em
aumento da atividade mitotica de células satélites (WILLOUGHBY; ROSENE, 2003).
Também encontramos uma associacao entre o Cr e 0 aumento do consumo
alimentar. Apesar de n&o estar claro os mecanismos subjacentes, um estudo em
modelos animal relatou que a concentracao de Cr no cérebro desempenha um papel
na regulacdo da ingestao de alimentos e peso corporal (GALBRAITH; FURUKAWA,
LI, 2006). Assim, é possivel sugerir que a suplementacdo pode ter evitado uma
redugéo do consumo ainda maior nos animais PC do que o observado neste estudo.
No presente estudo, entretanto, a intervencédo Cr ndo causou alteracdes na densidade
ativacdo de microglias. Embora nenhum outro estudo tenha avaliado o efeito da
suplementacao de Cr no perfil de microglias, outros estudos avaliaram parametros
associados a neurogénese. Um estudo realizado por Leem et al. (2018), ap6s quatro
semanas de estresse cronico leve, observou que diminuicdo do niumero de células Ki-
67+ (um marcador de proliferacdo) e DCX+ (um marcador de diferenciacdo) no giro
dentado do hipocampo foi revertida pela suplementacdo de Cr através da ativacédo da
via Wnt/GSK3[p/B-catenina em camundongos (LEEM et al. 2018). Outro estudo
realizado com camundongo relatou que a utilizacéo de Cr na dieta (3%, w/w) melhorou
memoria espacial dependente do hipocampo, a bioenergética, e niveis de proteinas
relacionadas a plasticidade neural associadas a fator nuclear kappa B (NF-kB), como
a proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMP ciclico (CREB), a proteina de
resposta ao crescimento precoce 1 (Egrl), e a IkB kinase (IkB) (SNOW et al., 2018).
Além disso, observamos uma reducdo na expressao de IL-6 para valores
semelhantes aos dos controles apds a suplementacdo de Cr no hipocampo. Efeitos
anti-inflamatorios também foram observados com a Cr em outros estudos envolvendo
ratos portadores de tumor, incluindo reducao da expresséo de TNF-a e IL-6 no plasma
(CAMPOS-FERRAZ et al., 2016; CELLA et al., 2020). Em um desses estudos, a Cr
também ocasionou aumento da expressao da IL-10, e 0os autores sugerem que iSso
fornece fortes evidéncias de um ambiente anti-inflamatério (CAMPOS-FERRAZ et al.,
2016). Em um estudo in vitro, a Cr foi capaz de suprimir a adesao de neutroéfilos as
células endoteliais e inibir a ligacdo da molécula de adeséo intracelular-1 (ICAM-1) e
E-selectina, sugerindo um efeito anti-inflamatério da Cr (NOMURA et al., 2003). Em
um modelo de isquemia pulmonar em ratos, a suplementacéo de Cr reduziu a leséo
pulmonar aguda através de mecanismos anti-inflamatorios que incluiram uma

atenuacao do receptor Toll-like 4 (TLR-4), um sinalizador para a ativacao do fator
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nuclear kappa B (NF-kB) que realiza o inicio da resposta inflamatoria inata do sistema
imunologico (ALMEIDA et al., 2016). Assim, estes resultados indicam que a
suplementacao de Cr tem o potencial de modular marcadores de inflamacé&o. Estudos
futuros devem avaliar diferentes tipos de citocinas, tanto pré- como anti-inflamatérias,
apos a intervencdo com Cr, incluindo IL-2, IL-8, IL-10, IL-18, TNF-(3, e interferon-y,
nao avaliadas no presente estudo, além de parametros associados a neurogénese
hipocampal. Além disso, € necessario continuar avaliando o perfil de seguranca para
a exposicao precoce a Cr em criangas com PC, tendo em vista que, com base em
evidéncias limitadas, a Cr parece ser segura e potencialmente benéfica para criancas
e adolescentes (ANTONIO et al., 2021).

7.3 EXERCICIO RESISTIDO

Sobre os efeitos do treinamento resistido, nenhuma influéncia foi observada no
desenvolvimento do peso corporal, na forca muscular e nos parametros da
locomocéo. Houve uma reducdo momentanea no consumo alimentar de animais
controles e reducao do peso do musculo EDL e comprimento da tibia nos animais PC
treinados. Em um estudo realizado por Ménico-neto et al. (2015), os quais utilizaram
treinamento resistido semelhante ao utilizado pelo nosso estudo, o ganho de peso foi
maior no grupo sedentario (MONICO-NETO et al.,, 2015). Outros estudos nao
encontraram modificacdes no peso corporal durante e apés o treinamento resistido, o
que indica que 0s animais treinados se adaptaram ao estresse mecanico e
permaneceram se desenvolvendo a medida que envelheciam (CASSILHAS et al.,
2013; MURAI et al., 2015). Por outro lado, o treinamento ocasionou, dentre outros
resultados, aumento do peso muscular e da area de secc¢éo transversa do musculo
(MONICO-NETO et al., 2015). De forma mais especifica, Cassilhas et al. (2013)
relataram, ap0s o ensaio histologico e a quantificagdo de fibras no gastrocnémico,
flexor longo dos dedos e plantar, aumentos de 60%, 35% e 38% de hipertrofia,
respectivamente, em comparacdo com o grupo de controle. Os autores ainda
relataram que isso pode ser resultados de ativacdes de diversas vias celulares,
incluindo A via do IGF-1 (CASSILHAS et al., 2013).

O aumento da expressao de IGF-1 que ocorre com o treinamento de forca ativa
a PIK3, que fosforila posteriormente a AKT. Esta via resulta na fosforilacdo de mTOR
e ativagdo de P70S6K, o que aumenta a sintese de proteinas (MCGLORY; PHILLIPS,
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2015; SONG et al., 2017). Entretanto, como citado anteriormente, ndo observamos
alteracdes nas proteinas de sintese proteica avaliadas (Akt e S6) relacionadas ao
exercicio. Apesar do treinamento resistido utilizado em nosso estudo ser semelhante
aos dos estudos citados, houve diferenca no periodo de treinamento e nos parametros
utilizados, o que pode explicar os efeitos negativos do exercicio observado no nosso
estudo. Enquanto realizamos o treinamento por apenas 4 semanas, 0s outros dois
estudos que encontraram resultados positivos realizaram por 8 semanas
(CASSILHAS et al., 2013; MONICO-NETO et al., 2015). No estudo de Cassilhas et al.
(2013), por exemplo, a caga de 100% relativo ao peso corporal, s6 foi utilizada a partir
da 72 série, enquanto que no nosso estudo e no estudo realizado por Ménico-Neto et
al. (2015), a mesma carga foi utilizada a partir da 42 série, tornando o exercicio mais
intenso (CASSILHAS et al., 2013; MONICO-NETO et al., 2015). Os animais utilizados
por Monico-Neto et al. (2015), entretanto, tinham 75 dias de vida no inicio do estudo
e e ndo apresentavam condi¢des caracterizadas por danos motores, 0 que sugere que
parametros mais intensos devem ser aplicados para animais com menos limitagbes
gue animais com PC.

Sobre os efeitos do treinamento resistido nos animais controle, observamos
redugdo no consumo alimentar no dia 60. Broom et al. (2009), ao avaliarem a
influéncia de uma sesséo aguda de exercicio aerdbico ou de resisténcia na percep¢ao
da fome e concentracdo de peptideos que regulam o apetite em humanos,
encontraram reducdo da concentracao de grelina acetilada durante e apds o exercicio
(BROOM et al., 2009). Em ratos, a reducdo do consumo alimentar nas 24 horas
subsequentes ao exercicio também foi relatada (TIBANA et al., 2018). Como visto, a
musculatura esquelética, quando estimulada a partir da pratica de exercicios fisicos,
pode regular diversos processos através da secrecdo de proteinas denominadas
miocinas, incluindo o consumo alimentar (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012). Estudos
realizados com humanos e animais observaram aumento de miocinas, incluindo a
irisina, apos a pratica de exercicio resistido (KIM et al., 2016; REISI et al., 2016).
Ferrante et al. (2016) relataram que a administracdo central da irisina reduziu o
consumo de energia provavelmente devido a colocalizagdo da irisina e do
neuropeptideo Y (NPY) no nucleo paraventricular. Os autores apresentaram
evidéncias que sugerem que a reducdo da ingestdo de energia foi resultado da
estimulacdo do transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART) e da pré-
opiomelanocortina (POMC) (FERRANTE et al.,, 2016). Assim, a avaliacdo da
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expressao de miocinas pode ser objetivo de futuros estudos com animais com PC que
passaram por um protocolo de exercicio resistido. Por fim, tendo em vista que para
promover a adaptagdo musculotendinosa € necessario um treinamento adequado,
assim como uma duracgéo coerente com o tipo de estrutura e condicéo a ser estudada,
sdo necessarios estudos testando diferentes protocolos para determinar o mais
adequado para continuar avaliando os efeitos do exercicio resistido em animais com
PC.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O PC experimental ocasionou uma resposta alterada do sistema neuroimune
no hipocampo caracterizada pelo aumento da densidade e ativacdo de células
microgliais, e superexpressao da IL-6. Os animais com PC também apresentaram
prejuizos no peso corporal, no consumo alimentar, na forca muscular, nos parametros
da locomocao, na expressdao de Akt total no s6leo, no peso e massa magra de
musculos das patas posteriores e no comprimento da tibia. A suplementacdo de Cr
em animais com PC foi capaz de reverter a superexpressao da expressao da IL-6 no
hipocampo e mitigar as deficiéncias observadas no peso corporal, forca e locomocao.
Apesar disso, pouca influéncia foi observada com o treinamento resistido. Estes
resultados demonstram que a suplementacdo de Cr pode ser usada como uma

estratégia para reduzir os danos encontrados na PC.
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Summary: This opinion paper presents a brief review on the potential use of Creatine
(Cr) to improve the inflammatory profile in individuals with Cerebral Palsy (CP). CP is
a condition that causes muscle atrophy followed by reduced strength and altered
muscle tone. The prevalence of chronic diseases is higher in people with CP due to
this, which are often associated with peripheral inflammation, but there are no studies
that have evaluated central inflammation in this condition. Nevertheless, the anti-
inflammatory action of Cr has already been observed in different types of studies. Thus,
the use of experimental models of CP to evaluate the expression of the inflammatory
markers, especially in the brain, as well as approaches to reduce the impairments
already observed becomes essential. Results obtained in these preclinical studies may
contribute to the quality of therapeutic strategies offered to children suffering from CP,
the most common cause of chronic motor disability in childhood.

Keywords: Inflammation; Creatine; Natural Compounds; Neuroprotection;

Developmental disabilities; Brain damage.

1. Introduction and discussion

Cr is a nitrogenous amine found mainly in skeletal muscles and frequently used
as a nutritional supplement by athletes in anaerobic sports (Hall & Trojian, 2013). Within
cells, Cr in its phosphorylated form (PCr) plays an important role in the phosphagen
adenosine triphosphate (ATP)/PCr energy system (Wallimann et al., 1992), and it can
be obtained from foods such as meat, fish, and seeds or dietary supplements (Kreider
et al., 2017). Due to elucidation of the anabolic and neuroprotective effects, studies
suggest that Cr has potential for promotion, protection, prevention, recovery, and
rehabilitation actions (Dolan et al., 2019). Moreover, this substance does not result in
kidney damage and renal dysfunction when ingested at recommended dosages and is
considered safe for children and teenagers, as well as for patients with muscle wasting
diseases (Antonio et al., 2021; Sakkas et al., 2009), which is observed in CP and often
described as hallmark phenotype of CP (Verschuren et al., 2018).

CP is a condition that influences movement, and in more severe forms, the
ability of the individual to perform most of the daily activities due to altered muscle tone
(Bax et al., 2005). In most cases, the main prevalent motor abnormality is spasticity.
Epidemiological data indicate that spastic CP, characterized by increased muscle tone

and pathological reflexes is the most common type, accounting for 80% of cases
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(Clowry et al., 2014). CP requires long-standing dependent care and the involvement
of primary care physicians and neurology specialists. Rehabilitation is usually carried
out using simple methods such as muscle stretching, strengthening, and massage, but
also more complex methods such as conductive education and motor learning-based
neurorehabilitation.

Due to the impairment of skeletal muscle and a sedentary lifestyle, the
prevalence of chronic diseases such as diabetes, hypertension, and arthritis are also
higher in people with CP compared to their typically developed peers (Peterson et al.,
2015). These conditions are often associated with inflammation, as demonstrated by
a recent study that assessed levels of inflammatory markers in children with CP (Pingel
et al., 2019). In this study, the authors found alterations in transforming growth factor-
beta 1 (TGFB1) and C-reactive protein (CRP) levels (Pingel et al., 2019). In another
study, higher circulating levels of interleukin 1 beta (IL-18), interleukin 6 (IL-6), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), and C-X-C motif chemokine ligand 8, a gene that
encodes interleukin 8 (CXCL8/IL-8), were also associated with abnormal neurological
outcomes in children with CP (Magalhaes et al., 2019). However, there is a lack of
studies that have evaluated the levels of these substances in specific areas of the
brain, as well as approaches to reduce the impairments. Thus, the use of experimental
models to evaluate the expression of these inflammatory markers, especially in the
brain, becomes essential.

Experimental models induced by oxygen restriction and disuse were successful
in causing impairments like those observed in humans (Canu & Falempin, 1998; Coq
et al., 2008; Pereira et al., 2021, Strata et al., 2004). Strata et al. (2004) reported long-
lasting effects such as reduced body weight, increased muscle tone, abnormal
locomotion patterns, and disorganization in the motor cortex (Strata et al., 2004). Later,
Coq et al. (2008) demonstrated that this motor behavior was associated with muscle
fiber atrophy, joint and knee degeneration, and distorted representation of the lower
limbs in the primary somatosensory cortex. In contrast, perinatal asphyxia caused only
mild changes in muscle tone, motor performance, and cortical organization (Coq et al.,
2008). Thus, the association of perinatal asphyxia and muscle disuse by sensory-
motor restriction is a simple, effective, and reproducible model of a motor phenotype
comparable to human CP.

In previous studies, we have tried pharmacological and nutritional interventions

in an experimental model of CP. We observed increased masticatory maturation after
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tryptophan supplementation, a precursor of serotonin, evidenced by increased weight
and proportion of type 1B masseter fibers, and improvement in the number of chewing
movements in rats subjected to CP (Lacerda et al., 2019). We also show that
pharmacological intervention with recombinant Fibroblast growth factor 19 increased
muscle strength, muscle weight, and locomotor activity in rats with CP (Pereira et al.,
2021). Following this evaluation, we believe that it is pertinent to explore strategies,
such as Cr supplementation, to assess their ability to reduce the expression of
inflammatory cytokines. The shreds of evidence suggest that Cr may exert its effects
directly or indirectly through multiple mechanisms, such as protein
synthesis/myogenesis, inflammation, and oxidative stress (Bassit et al., 2008;
Deldicque et al., 2007; Guimaraes-Ferreira et al., 2012), in addition to neuroprotection
(Bender et al., 2005; Genius et al., 2012; Lawler et al., 2002), in in vitro studies, and
preclinical or clinical studies.

In preclinical studies, Cr supplementation prevented muscle atrophy by
attenuating systemic inflammation and protein degradation pathways in Walker-256
tumor-bearing rats (Cella et al., 2020). The authors reported reduced plasma levels of
TNF-a and IL-6, and reduced regulators of muscle atrophy atrogin-1 and E3 ubiquitin-
protein ligase TRIM63 (MuRF-1) (Cella et al., 2020). Cr supplementation also
increased hippocampal neurogenesis in mice exposed to mild chronic stress (Leem et
al., 2018). It is important to highlight that, despite showing neuroprotective effects, Cr
does not necessarily need to increase concentrations at different brain sites to show
effects. A recent systematic review that evaluated the effects of Cr supplementation
on neuroprotection after perinatal asphyxia in preclinical studies found positive effects
without increases in brain concentrations. They reported that this may be associated
with effects on smooth muscle cells and/or vascular endothelium, in addition to anti-
inflammatory properties (Tran et al.,, 2021). In a study with triathletes, Cr
supplementation was able to reduce plasma levels of pro-inflammatory cytokines
(TNF-a, INF-a, IL-1B), as well as levels of prostaglandin E2 (PGE2)(Bassit et al., 2008).
Although there are studies with Cr supplementation in muscle wasting diseases,
studies with CP are needed.

We propose to evaluate the peripheral levels of inflammatory markers in
experimental models of CP. Given that the experimental models present damages that
are very similar to those observed in humans, we believe that the animals will present

peripheral inflammation, as observed in the studies with humans cited above. Since
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there are no studies in humans showing the levels of inflammatory markers in specific
areas of the brain, we also suggest this evaluation. Furthermore, we propose to
evaluate the effects of substances with anti-inflammatory potential, such as Cr, on
impairments observed in CP. Figure 1 summarizes what has already been studied and

what we propose.
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Fig. 1 Schematic illustration of what is already known about the inflammatory state in

CP and what can still be investigated with the use of experimental models.

2. Conclusion

Due to the pro-inflammatory nature of the condition, we argue that the
assessment of the peripheral and central inflammatory profile in experimental model
of CP is key to further testing intervention with anti-inflammatory agents aiming for
clinical benefits for people with CP. Cr is an exciting possibility, as it can act as an anti-
inflammatory but also stimulate anabolic processes. In conclusion, results obtained
may contribute to the quality of therapeutic strategies offered to children suffering from

CP, the most common cause of chronic motor disability in childhood.
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Para: Prof. Raul Manh&es de Castro

Departamento de Nutricao

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0019/2019

Certificamos que a proposta intitulada “Suplementagdao com creatina e
treinamentoresistido: estudo do desenvolvimento neuro-musculo-esquelético em
un modelo de paralisia cerebral em ratos adolescentes”. registrado com o n°
0019/2019 sob aresponsabilidade de Prof. Raul Manh&es de Castro 0 que envolve a
producdo, manutencéo ou utilizagcdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
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