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Introducao

A partir de outubro de 2015, houve um aumento inesperado no numero de bebés nascidos com microcefalia, malformacgao
congénita caracterizada pelo perimetro cefalico reduzido para a idade gestacional e alteragcdes no sistema nervoso central,
associada ao virus da Zika. Entre as repercussdes neuroldgicas de criancas com microcefalia associada ao virus da Zika estao
as convulsdes, que sao causadas pelo aumento aberrante das descargas neuronais, podendo ser classificadas como quadro
de epilepsia quando ocorridas em série.

Infelizmente, os remédios atualmente oferecidos no mercado para tratar esses espasmos epiléticos de criangcas com
microcefalia apresentam uma série de problemas: eles sdo inacessiveis financeiramente, dificeis de se obter através do SUS
em zonas periféricas do pais, apresentam dificuldades de puncdo venosa periférica em criangas pequenas sendo incapazes
de tratar os eventos convulsivos de forma imediata, e apresentam uma série de efeitos colaterais.

Diante do exposto, o resveratrol, um polifenol encontrado na casca e semente da uva, pode ser um promissor tratamento
alternativo para os espasmos epiléticos de criangas com microcefalia por apresentar propriedades neuroprotetoras. O
composto seria uma intervencao terapéutica mais acessivel para a populacdo de baixa renda e periférica, trataria
imediatamente as crises convulsivas em criangas pequenas por infusao in bolus, e ndo apresentaria efeitos colaterais.

Resveratrol

Bebé com cabeca de tamanho normal Bebé com microcefalia

Figura 1: Comparagéo bebé com cabega de tamanho normal x beb& com microcefalia
Fonte: https://linhasdecuidado.saude.gov.br/portal/zika/atencao-especializada/planejamento-assistencial-criancas-expostas-ao-
zika/

Figura 2: Resveratrol em estrutura molecular
Fonte: https://drcgolding.co.za/what-is-resveratrol-how-can-it-benefit-your-health/

Questao problema

E possivel produzir um tratamento alternativo, de baixo custo e por infusdo in bolus para tratar espasmos epiléticos de bebés e
criangas com microcefalia utilizando o composto natural resveratrol em sua versao micronizada?

Objetivo geral

Avaliar o efeito anticonvulsivo do trans-resveratrol (incluindo sua versao micronizada), comparando-o com o de medicamentos
anticonvulsivantes ja no mercado e elaborando um medicamento acessivel substituto através do resveratrol.

Objetivos especificos

e Ampliar o acesso ao tratamento das convulsdes relacionadas a microcefalia para parte da sociedade que sofre com este
problema ao baratear a solucgao;

e Possibilitar o tratamento imediato das crises convulsivas de criangas pequenas com microcefalia através da criagdo de um
tratamento por infusao in bolus.

Métodos

A pesquisa foi dividida em trés fases:
e Etapas de preparacao da solugao no Laboratorio de Analises Avancadas em Bioquimica e Biologia Molecular (LAABBM) da
UFRJ:

o Extragcao do resveratrol: Uvas Vitis labrusca, mais especificamente uvas Isabel, por apresentarem maior concentrag¢ao
de resveratrol e disponibilidade regional foram escolhidas. Para a extracao do resveratrol, as uvas serao misturadas
com agua destilada em um processador, liofilizadas, e extraidas usando uma solug¢do etanol-dgua (80:20, v/v) em um
agitador térmico. O extrato serd filtrado através de um coador de ago inoxidavel e concentrado para 10ml por
evaporacao rotativa (in vacuo) a temperatura ambiente. Para conclusao desta parte da metodologia, os extratos
concentrados serao filtrados através de filtros de membrana de 0,22um e injetados no cromatografo liquido de alta
eficiéncia (HPLC) sem processamento adicional;

o Micronizacao do resveratrol: Considerando que o resveratrol apresenta baixa biodisponibilidade, fez-se necessario
microniza-lo para aumentar a eficacia da substéncia. Para isso, o resveratrol j& extraido passara por um processo de
coprecipitagcao para ser micronizada. A coprecipitagcao do resveratrol serd realizada usando SEDS (dispersao da solugao
por fluidos supercriticos) e as condicdes de micronizagao sao: concentracao de soluto de 20mg/ml, temperatura de
35°C, vazao da solu¢do 1ml/min, vazdo de antissolvente de 20mg/ml mantida a 20MPa e 5°C e pressao de operacao
8MPa.

Figura 3: Microscopia Eletrdnica de Varredura do resveratrol (A) e de sua versao
micronizada (B)

Fonte: DECUI et al., 2020, p.3. Disponivel em:
https://reader.elsevier.com/reader/sd/pii/S0920121119304589?
token=3192DA01E8BEF739999641845601179C1D7182560AFDC45C368C464AC4
42323604C6B14E475B1F6C5BEAO73DD3B06BBE8&originRegion=us-east-
1&originCreation=20221104192757
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e Teste in-vivo no Laboratdrio de Doencas Neurodegenerativas (LDN) na UFRJ:

o Pre-tratamento com diazepam, trans-resveratrol e trans-resveratrol micronizado: Para os testes
INn-vivo, 0 peixe-zebra foi escolhido como animal de teste pois ja ha estudos utilizando estes
animais para analise dos efeitos promissores do resveratrol micronizado. Ao longo do tratamento,
0S peixes-zebras serao expostos ao diazepam, trans-resveratrol e trans-resveratrol micronizado 30
minutos antes da exposicao ao PTZ. O diazepam sera utilizado como controle positivo. As
concentracOes de resveratrol e diazepam foram selecionadas com base em estudos preliminares
realizados. As larvas de peixe-zebra (n = 18/grupo) serdo colocadas individualmente em placas de
6 pocos (1 larva/poco com 5000pL de solugdo) e submetidas a solugdo salina (0,9% NaCl),
resveratrol a 1ThUM, resveratrol micronizado a 1ThUM ou diazepam a /5uM por 30 min. Os peixes
serao alocados aleatoriamente em grupos experimentais usando um numero aleatorio
computadorizado;

o Indugdo de convulsao com PTZ: Para induzir convulsdes, as larvas serdo individualmente expostas a solugdo de PTZ (3 mM,
aplicada no meio larval) em placas de 6 pocos. Para verificacdo da exposi¢cao das larvas ao PTZ, elas serdao filmadas e avaliadas
posteriormente por observadores treinados. Quanto aos estudo do comportamento e tipo convulsao, estes serao classificados de
acordo com cada estagio: estagio | (atividade de natacao dramaticamente aumentada), estagio Il (comportamento de natagao em
redemoinho) Il (convulsao tipo clénus seguida de perda de postura, quando o animal cai para o lado e permanece imével por 1-3s).
Os animais serao submetidos ao PTZ até atingirem o estagio Ill, que corresponde ao estagio de convulsao ténico-cldnica do peixe-
zebra, ou até 600s. Ao final da analise, a ocorréncia de cada estagio de crise e a laténcia para o primeiro sinal comportamental de
cada estagio de crise serao verificadas. Os investigadores estarao cegos para 0s grupos experimentais.

PTZ-induced seizure model in zebrafish larvae.

Tabela 1: Didmetro das particulas de resveratrol e sua versao micronizada
Fonte: Tabela produzida pelas autoras com base em DECUI et al., 2020, p.3. Disponivel em:
https://reader.elsevier.com/reader/sd/pii/S09201211193045897
token=3192DA01E8BEF739999641845601179C1D7182560AFDC45C368C464AC442323604C6B14E475B1F6CSBEAO73DD3B06BBE
8&originRegion=us-east-1&originCreation=20221104192757

» Andlise de dados: Quanto a analise de dados, a hormalidade dos dados sera observada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para

visualizagcado dos dados, estes serao expressos como a porcentagem de animais que atingirem cada estagio de convulsao. Ainda, a
laténcia para atingir cada estagio de convulsao e 0s parametros comportamentais serao analisados por analise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey. Para conclusao das analises planejadas, os dados de laténcia e
comportamentais sao expressos como média + erro padrao da média (SEM). p < 0,05 serdao considerados estatisticamente
significantes.

Resultados

Com base no artigo "Micronized resveratrol shows promising effects in a seizure model in zebrafish and signalizes an important
advance in epilepsy treatment,” espera-se que 0s processos descritos na se¢ao 3.2 desta pesquisa resultem na micronizagao do
resveratrol (DECUI et al., 2020, p.3). As altera¢cdes morfoldgicas das particulas e reducao em didmetro podem ser observadas,
respectivamente, através da Tabela 1 abaixo.

Diametro minimo da Diametro maximo Média do diametro da Coeficiente de
particula (um) da particula (um) particula (um) variacdo
Resveratrol 1,71 126,09 37,67 +21,42 0,58
Resveratrol
_ _ 0,07 0,40 0,20 +0,08 0,39
micronizado

Tabela 1: Diametro das particulas de resveratrol e sua versdo micronizada
Fonte: Tabela produzida pelas autoras com base em DECUI et al., 2020, p.3. Disponivel em: https://reader.elsevier.com/reader/sd/pii/S09201211193045897
token=3192DA01E8EF739999641845601179C1D7182560AFDC45C368C464AC442323604C6B14E475B1F6C5BEAO73DD3B0O6BBE8&originRegion=us-east-1&originCreation=20221104192757

Como pode ser observado através da Tabela 1, o resveratrol ao ser micronizado teve uma redugao significativa no didmetro de
sua particula de 37,67pm para 0,20pm em meédia.

Novamente, com base no artigo "Micronized resveratrol shows promising effects in a seizure model in zebrafish and signalizes an
important advance in epilepsy treatment,” espera-se que 0s processos descritos na secao de métodos revelem os efeitos
anticonvulsivos das substancias administradas no artigo citado acima, e mais especificamente, o potencial do uso do resveratrol e
Sua versao micronizada para tratamento de epilepsia. Nas figuras abaixo essas substancias aparecem na seguinte ordem: solugao
salina (saline), dimetil sulfoxido (DMSO), diazepam (DZP), resveratrol (Resveratrol), resveratrol micronizado (M. Resveratrol). Além
disso, a porcentagem de animais tratados por cada substancia que atingiram cada estagio de convulsao pode ser observada pela
Figura 2 abaixo. Em especial, as laténcias em segundos para atingir cada estado de convulsao para cada grupo pode ser analisada
atraves da Figura 3 abaixo.
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Figura 3 revela que as laténcias para atingir cada estagio (Il e Il])
nao mostraram diferencas significativas entre os grupos pre-
tratados com resveratrol micronizado e diazepam. Apenas
diazepam aumentou significativamente (p < 0,05) a laténcia para
atingir o estagio |. Assim, o resveratrol nao micronizado nao foi
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Figuras 2 e 3: Porcentagem de animais tratados por cada substancia que atingiram cada estagio de convulsdo (2). Laténcia (seg)
para atingir cada estagio de convulsdo por substancia administrada (3).

Fonte: Adaptada de DECUI et al., 2020, p.3. Disponivel em: https://reader.elsevier.com/reader/sd/pii/S09201211193045897

token=3192DA01E8BEF739999641845601179C1D7182560AFDC45C368C464AC442323604C6B14E475B1F6C5BEAO73DD
3BO6BBEB8&originRegion=us-east-1&originCreation=20221104192757
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A A A capaz de aumentar a laténcia de nenhum estagio de convulsdo e
nao teve efeitos na ocorréncia do estagio de convulsao Ill.

Conclusao

Entende-se, portanto, que ha a necessidade do aproveitamento das possibilidades de aplicagdes farmacéuticas do trans-
resveratrol para a reducdo dos impactos dos eventos convulsivos em criangas e bebés com microcefalia, j& que ndo existem
discussdes atuais no Brasil para utilizagao do composto neste cenario especifico.

Esta pesquisa procura iniciar a experimentagao in-vivo em parceria com o Laboratério de Doengas Neurodegenerativas (LDN) da
UFRJ e Laboratorio de Analises Avancadas em Bioquimica e Biologia Molecular (LAABBM) da UFRJ. Espera-se observar as
propriedades neuroprotetoras e anticonvulsivas presentes no trans-resveratrol (Polygonum cuspidatum), visando criar por fim
um medicamento por infusao in bolus. Desta forma, serd possivel reduzir a dependéncia de medicamentos tradicionais, que sao
inacessiveis para a populacao geral, tratar imediatamente crises convulsivas de criancas pequenas, além de combater os efeitos
adversos para a saude de seus usuarios, oferecendo uma maior qualidade de vida e bem-estar.

Finalmente, a atual pesquisa busca alternativas farmacéuticas para o tratamento das crises convulsivas em decorréncia do
quadro de microcefalia através da utilizacdo do composto natural antioxidante e anti-inflamatdrio de baixo-custo resveratrol,
trazendo importante aplicagao cientifica para tratamento de epilepsia em bebés e criancas com microcefalia.
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