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RESUMO

Universidade Federal do Ceara. Pos-Graduagdo Stricto-Sensu do Departamento de Cirurgia,
Faculdade de Medicina, (Grau de Doutor em Ciéncias Médico-Cirtirgicas). Nutracéutico com misturas
de 6leos 6mega 3, 6 ¢ 9 atenua as caracteristicas neuroinflamatorias e anti-oxidantes do transtorno do
espectro autista induzidas pelo acido valproico em modelo experimental. Luciana Fujiwara Aguiar
Ribeiro. Margo 2020.

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma desordem do desenvolvimento neurolégico, com
anormalidades no sistema imunoldgico, nas fungdes metabolicas € comportamentais. Nos tltimos 15
anos, um grande interesse tem sido dado ao potencial papel dos acidos graxos poliinsaturados 6mega-3
na compreensao da patogénese e tratamento de disturbios do neurodesenvolvimento e psiquiatricos. No
presente estudo misturas de oleos dmega 3, 6 ¢ 9, com diferentes fontes de dmega-3 foram usadas
conforme suas caracteristicas estruturais: Mix-1 (acido graxo linolénico—ALA), Mix-2 (ALA (35%) +
acido graxo eicosapentaenoico (EPA-39%) + acido graxo docosahexaendico (DHA-26%) e Mix-3
(ALA-84% + DHA-16%) com objetivo de avaliar seus efeitos neuroinflamatorios, anti-oxidantes e
comportamentais, bem como a expressao génica em ratos wistar macho e fémea submetidos a indugao
de autismo com uma unica dose de acido valproico (AVP), 400mg/kg, via sub cutanea, no 14* dia apos
nascimento. Os mixs de 6leos foram administrados por gavagem durante 25 dias continuo a partir do
15* dia de nascidos. Durante este periodo foram realizados os testes comportamentais — campo aberto;
imersdo em cauda; performance da natac@o e por ultimo o teste do rota rod. No 55* dia pds-nascimento
foram dissecadas quatro areas cerebrais (hipocampo, cortex pré-frontal, amigdalas e cerebelo) para
determinar o grau de peroxidagdo lipidica, concentragdo de nitrito e glutationa redutase.
Adicionalmente, foi avaliada a expressdo gé€nica do hipocampo no grupo tratado que apresentou
melhores resultados (Mix-3) utilizando os genes Dnmt3a e Achd2. Os resultados mostraram que tanto
em animais machos como fémeas, o grupo AVP demonstrou um aumento significante no tempo de
laténcia a sensibilidade nociceptiva comparado com o salina. Os grupos Mix-1, Mix-2 e Mix-3 com
inducdo de TEA por AVP diminuiram esta resposta nociceptiva. Regressdo nas habilidades motoras
foram avaliadas na performance da natagdo nos grupos AVP de ambos os sexos, mas nao foi revertido
por nenhum tratamento administrado. Na atividade locomotora, apenas as fémeas do grupo AVP
sofreram uma redugdo significante, onde mais uma vez os mix ricos em dmega-3 (Mix-1 e Mix-2)
melhoraram sua coordenagdo motora. Aumento expressivo do estresse oxidativo se deu nas areas
hipocampo e cortex pré-frontal nos machos, sendo reduzido com a¢do dos Mix-2 e Mix-3 dos grupos
AVP. A alta produgao de 6xido nitrico (NO) foi presenciada na area cerebelar do grupo AVP dos animais
machos, podendo representar um tipo de processo inflamatorio. O tratamento com AVP nos machos néo
representou aumento significante da expressao génica para area hipocampo dos genes Dnmt3a e Achd?.
Os achados deste estudo sugerem que a mistura dos 6leos ricos em dmega-3 foi favoravel a redugéo do
estresse oxidativo (Mix-2 e Mix-3) e efeitos na reduc@o de sintomas do TEA.

Palavras-chave: Autismo. Acidos graxos. Omega-3. Expressio génica.



ABSTRACT

Nutraceutical with mixtures of omega 3, 6 and 9 oils attenuate neuroinflammatory and anti-oxidant
characteristics of autism spectrum disorder induced by valproic acid in an experimental model. Federal
University of Ceara Stricto Sensu post-graduation. Department of Surgery, Medical School, (Degree of
Doctor of in Medical-surgery Sciences). Luciana Fujiwara Aguiar Ribeiro. March 2020.

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder with abnormalities in the immune
system, metabolism and behavioral functions. Over the past 15 years, great interest has been given to
the potential role of Omega-3 polyunsaturated fatty acids to understand the pathogenesis of some
diseases and to treat neurodevelopmental and psychiatric disorders. In the present study, mixtures of
omega 3, 6, and 9 oils with different types of Omega-3 were used according to their structural
characteristics: Mix-1 (linolenic fatty acid — ALA), Mix-2 (ALA — 35%) + eicosapentaenoic fatty acid
(EPA —39%) + fatty acid docosahexaenoic acid (DHA — 26%) and Mix-3 (ALA — 84%; DHA — 16%)
to evaluate their neuroinflammatory and antioxidant effects in the animals’ behavior, as well as the gene
expression in male and female Wistar rats submitted to ASD induction with a single dose of valproic
acid (VPA) sc 400mg/kg on the 14th day after birth. The oil mixes were administered by gavage for 25
days continuously starting on the 15th day of birth; water and ration were made available
ad libitum. Then, behavioral tests were performed - open field; tail immersion; swimming performance
and rotarod. On the 55th day after birth, four brain areas (hippocampus, prefrontal cortex, amygdalae
and cerebellum) were dissected to determine the degree of lipid peroxidation, nitrite concentration and
glutathione reductase levels. Additionally, the hippocampus gene expression of the control 0.9% saline,
VPA, Mix-3 and Mix-3 + VPA groups was evaluated using the Dnm¢3a and Achd?2 genes. Both in male
and female groups VPA showed a significant increase in latency compared to saline, improving their
pain response after treatment with Mix-1, Mix 2 and Mix-3 in the VPA groups. Deficit in motor skills
integration was noted in swimming performance in VPA groups of both sexes. In locomotor activity,
only the females of the VPA group suffered a significant reduction, where once again the mixes rich
in Omega-3 (Mix-1 and Mix-2) were able to restore their locomotor activity. A significant increase in
oxidative stress occurred in the hippocampus and prefrontal cortex in males, being reduced with the
action of Mix-2 and Mix -3 in the VPA groups. No antioxidant response from glutathione reductase was
observed in this study. A high production of NO nitric oxide was noted in the cerebellum of the VPA
group of male animals, which may represent a consequence of inflammatory process. Treatment with
VPA in males did not represent a significant increase in gene expression for the hippocampal area of
the Dnmt3a and Achd? genes. Our findings suggest that the mixture of oils rich in omega-
3 was favorable to the reduction of oxidative stress (Mix-2 and Mix-3) and effects in reducing

behavioral alterations of ASD in rats.

Keywords: Autism. Fatty acids. Omega 3. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Transtorno do Espectro Autista

O transtorno do espectro do autismo (TEA) ¢ um disturbio generalizado prototipico
do desenvolvimento resultante do desenvolvimento cerebral anormal. O TEA constitui dois
sintomas comportamentais principais, incluindo prejuizo nas interagcdes sociais € na
comunica¢do, e comportamentos repetitivos restritos, diagnosticados em idade precoce no
desenvolvimento (American Psychiatric Association, 2013). O distirbio ¢ frequentemente
acompanhado por anormalidades no processamento sensorial (Rogers et al., 2003), problemas
de sono (SCHRECK et al., 2004), ansiedade e depressdao (STRANG et al., 2012), hiperatividade
(AMAN e LANGWORTHY, 2000), agressdes ou comportamentos autolesivos (SINGH et al.,
2006), convulsdes (VOLKMAR e NELSON, 1990) e problemas alimentares ou digestivos
(Martins et al., 2008), deficiéncia intelectual (DI), epilepsia, dificuldade de controle motor,
transtorno de deficit de atencdo e hiperatividade (TDHA), tiques (GILLBERG 2010;
MORENO-DE-LUCA et al., 2013).

O TEA ¢ heterogéneo e ¢ comumente comérbido com outros disturbios e do
desenvolvimento neurologico (LEYFER et al., 2006). Como se pode esperar, essa condi¢ao
causa grandes dificuldades as familias acometidas, pois pode levar a afligdes sociais,
ocupacionais e outras funcionais (American Psychiatric Association, 2013).

Nas ultimas décadas pesquisas identificaram varios fatores de risco que levam ao
TEA, que podem ser classificados em anormalidades genéticas, alteracdes epigenéticas e
agressoes ambientais (GEPNER; FERON, 2009). Os fatores de risco genéticos assumem a
forma de muta¢des monogénicas, polimorfismo de nucleotideo tinico (SNP) e variantes de
namero de copias (CNVs). Nao ¢ de surpreender que muitos dos genes implicados tenham sido
associados a modulagdo do desenvolvimento cerebral e organizagao cortical, formagao e fung¢ao
de sinapses e neurotransmissdo. Por outro lado, os insultos ambientais implicados no TEA
compreendem a exposicao pré-natal a infecgdes ou produtos quimicos virais, incluindo rubéola
(CHESS et al., 1978), citomegalovirus (YAMASHITA et al., 2003), timerosal (BERNARD  ef
al., 2002), talidomida (STROMLAND et al., 2002).

Com base nos fatores de risco identificados e na possivel etiologia do TEA, foram
criados modelos animais para imitar e entender os mecanismos patolégicos subjacentes as
anormalidades comportamentais desse distirbio. Dois tipos principais de modelos animais, a

lesdo e os modelos genéticos, tornaram-se muito usados. Os modelos de lesdo incluem infec¢ao
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pré-natal (virus da doenca de Borna neonatal), lesdo de amigdala neonatal e exposi¢ao pré-natal
ao acido valproéico (AVP).

Uma alternativa para o tratamento adjuvante na tentativa de amenizar e/ou diminuir
os possiveis sintomas do TEA pode vir a ser a inclusdo de alguns nutrientes isolados, ou
combinados, administrados em doses farmacoldgicas, classificados como nutracéuticos ou
farmaconutrientes. Estes nutrientes t€ém sido utilizados como modificadores da resposta
bioldgica exercendo acdes antioxidantes (4cidos graxos monoinsaturados ®-9), agdes anti-
inflamatorias (acidos graxos poliinsaturados ®-3) e agdes pro-inflamatorias (4cidos graxos
poliinsaturados ®-6). Quando a relagdo entre ®-9 e ®-6 ¢ maior que 1 (®-9/w-6 > 1), ocorre
funcdo anti-oxidante. Quando a relacdo entre ®-6 e ®-3 € menor que 4 (©-6 /®-3<4), uma fungao
anti-inflamatoria ¢ desencadeada (VASCONCELOS, 2013).

O termo nutracéutico, ou farmaconutriente, faz referéncia a um alimento, ou parte
de um alimento, capaz de proporcinar beneficios a satde, incluindo prevengao e/ou tratamento
de doencas (ANDLAUER; FURST, 2002). Esses produtos podem incluir desde nutrientes
isolados, suplementos dietéticos na forma de suplementos orais e capsulas, até produtos
beneficamente projetados, e alimentos processados tais como cereais, sopas e bebidas. Podem
ser classificados como nutrac€uticos as fibras dietéticas, acidos graxos poliinsaturados,
proteinas, peptidios, aminoacidos ou cetodcidos, minerais, vitaminas antioxidantes e outros
antioxidantes. Em suma, é uma substancia de ocorréncia natural, com evidente efeito benéfico
a saude, que faz parte como ingrediente de alimentos especificos, alimentos funcionais ou
suplementos alimentares (MORAES; COLLA, 2006).

A busca de alternativas para o tratamento dos TEAs levantou a hip6tese de que
anormalidades do metabolismo de &4cidos graxos possam estar relacionadas a transtornos
mentais. Os dcidos graxos mais investigados sdo os w-3 por serem considerados componentes
essenciais das membranas das células nervosas e fundamentais para o desenvolvimento
neurolégico (LEVANT et al., 2006).

Os acidos graxos essenciais sdo acidos graxos poliinsaturados que o ser humano
corpo nao produz e € necessario para o desenvolvimento normal e funcionamento do cérebro e
do sistema imunoldgico (YEHUDA, 2005). Existem varios tipos principais de acidos graxos
essenciais. Peixe e os frutos do mar sdo as principais fontes de 4cido eicosapentaendico (EPA)
e acido docosahexaendico (DHA), que sdo tipos de acidos graxos dmega-3 de cadeia longa.
Linhaga, graos e soja sdo fontes de acidos alfa-linolénico (ALA), que s@o acidos graxos dmega-
3 de cadeia curta. O ALA pode ser convertido no corpo em EPA e DHA, mas este ¢ um processo

ineficiente; estima-se que menos de 5% do ALA em humanos seja convertido em EPA ou DHA
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(BRENNA, 2002). Oleos vegetais sio uma fonte de acido linolénico (LA), que é um tipo de
acido graxo dmega-6; gorduras animais também sdo uma fonte de d6mega-6. O consumo ideal
de 6mega-6 para d6mega-3 deve ser de 1: 1 a4: 1 (SIMOPOULOS, 2002). A maioria das dietas
modernas excede em muita essa propor¢do, que tem sido associado a vulnerabilidade a
deficiéncias ¢ disturbios de saude mental (SIMOPOULOS, 2003).

A base de evidéncias da dose e tipo ideais de suplementagdo de acidos graxos
Omega-3 para tratar TEA est4 atualmente ausente. Embora geralmente se acredite que a ingestao
diaria de 6mega-3 nao deve exceder trés gramas, sdo necessarios estudos de dose (ranging) para
avaliar a ingestdo ideal, o que pode diferir com base em caracteristicas como peso, idade e

gravidade do distirbio (RICHARDSON, 2006).

1.1.1 Conceito de TEA

A expressdo “autismo” foi utilizada pela primeira vez por Eugene Bleuler em 1911,
para designar a perda de contato com a realidade com dificuldade ou impossibilidade de
comunica¢do, comportamento esse que foi, por ele, observado em pacientes diagnosticados
com quadro de esquizofrenia (AJURIAGUERRA et al., 1977). Durante as primeiras décadas
do século passado, autismo referia-se a tendéncia do esquizofrénico de se isolar do mundo
social e colocar-se em um mundo a parte (ABRAMOVITCH et al., 2001). Bleuler incluiu o
autismo dentro dos quatro critérios principais para a identificagdo desta afec¢do mental, que
ficaram conhecidos como os quatro ‘A(s)’ de Bleuler: alucinacgdes, afeto incongruente,
ambivaléncia, autismo (BLEULER, 1991).

Somente entre os anos de 1950 e 1960 a causa biologica do autismo comegou a ser
discutida. Até entdo, acreditava-se que a afec¢do era resultado da falta de proximidade dos pais
com seus filhos. Essa compreensdo contribuiu para o surgimento do termo “maes-geladeira”,
que expressava a falta de afeto e a frieza dos pais (VERHOEFF et al., 2013).

O autismo comecou a ser tratado de forma oficial em 1952, ap6s a publicagdo da
primeira edi¢do do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM- 1)
(American Psychiatric Association, 1952), que reuniu a nomenclatura padrao e critérios para o
diagnodstico de transtornos mentais. Nas primeiras edicdes desse manual os sintomas
caracteristicos do autismo foram classificados dentro da esquizofrenia infantil, sem o
diagnéstico diferenciado (American Psychiatric Association, 1952).

O autismo apareceu pela primeira vez somente na terceira edi¢do do Manual

Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-III-R), revisado em 1989 (NADON et
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al.,2011). No ano de 1994, com a atualizagdo do DSM, em sua quarta edi¢gdo (DSM-IV, 1994)
e com a Classificagao Estatistica de Doengas e Problemas Relacionados a Saude - 10a Revisao
(OMS, 1993) o autismo foi classificado como um Transtorno Invasivo do Desenvolvimento
(TID) cujo portador poderia atingir niveis mais graves no desempenho de atividades como:
redu¢do do contato visual, restrigdo em mostrar, pegar ou utilizar objetos, atividades repetitivas
e comportamentos estereotipados, movimentacao ou tor¢do de maos e dedos, agitacdo corporal
ou dificuldade/auséncia de fala (DSM, 2000; NEMEROFF et al, 2013).

Na quinta edicdo do DSM, langado em 2013, o autismo passou a ser definido como
um distirbio neurocomportamental complexo, caracterizado por varios graus de deficiéncia
incluindo interacdo social, agilidade de pensamento, mudancas peculiares de linguagem e/ou
percepgao atrasada, prejuizo na comunicagdo verbal e ndo verbal e inabilidade em responder a
certos estimulos apresentando um comportamento restrito e repetitivo (MCPARTLAND et al.,
2012). A partir desta atualizacdo, o DSM-V substituiu o sistema multicategérico usado
anteriormente por uma Unica dimensao do diagnostico — Transtorno do Espectro Autista (DSM,
2013; MCPARTLAND et al., 2012).

O diagnoéstico no TEA ainda se concentra basicamente nas avaliagdes
comportamentais devido a auséncia de marcadores biologicos para identifica-lo (ECKER;
ROCHA, 2010; WOLFERS, 2015; BUITELAAR, 2015). Mesmo com 0s avangos recentes na
capacidade de diagnosticar o transtorno precocemente, na maioria dos casos esse diagnostico
acontece depois dos trés anos de idade (CDCP, 2013). A Associagdo Americana de Pediatria
(APA) sugere realizar o acompanhamento do desenvolvimento de todas as criancas até 24
meses, pois € a partir do segundo ano de vida que os comportamentos caracteristicos do TEA
surgem e esses sdo capazes de auxiliar no diagnostico (SCHIEVE et al., 2012).

Estudos sobre a base neuroldgica do TEA antes dos trés anos de idade ¢ decisivo
para o tratamento, pois ¢ nessa fase que ocorrem os cuidados primarios da infancia e € nesse
periodo que os resultados do tratamento podem ser melhores (SCHIEVE et al., 2012). As
manifestagdes comportamentais do autismo englobam uma ampla gama de alteragdes clinicas
e variabilidade na sintomatologia. A Figura 1 ilustra alguns dos sintomas que afetam individuos
com autismo. Com a falta de homogeneidade das manifestagdes comportamentais e a
consciéncia dos diferentes graus de acometimento e seguramente a interacdo entre multiplos
fatores etiologicos, tornou-se justificavel criar o termo “transtorno do espectro autista” (TEA)
(DSM-V, 2013).

E possivel avaliar como critério de classificagio o nivel de gravidade e

comprometimento do TEA em diferentes estados (leve, moderado e grave) (LEE; THOMAS;
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LEE, 2015). Para validar o diagnoéstico, os individuos precisam apresentar no minimo seis
caracteristicas comportamentais (FRAZIER et al., 2012; TAHERI; PERRY, 2012), sendo pelo
menos dois sintomas na area de interacdo social, um na area de comunicacdo ¢ um na area de

comportamentos estereotipados (SILVA; MULICK, 2009).
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Figura 1 — Algumas das manifestacdes comportamentais do TEA concomitantes ao

neurodesenvolvimento

Fonte: https://autismo2.wordpress.com/caracteristicas-2/

Manifestagdes do TEA incluem prejuizos na comunicacdo e interacdo social,

anomalias sensoriais, comportamentos repetitivos e niveis variados de inteligéncia, invalidez
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total. Juntamente com esses sintomas principais, disturbios psiquiatricos ou neurologicos
concomitantes sao comuns em pessoas com autismo, das quais hiperatividade distarbios de
atengdo (como déficit de atencao/ disturbios de hiperatividade (TDHA), ansiedade, depressao
e epilepsia sdo bastantes prevalentes (LORD et al., 2020).

Virias formas de TEA foram descritas, como a sindrome de Asperger ou o autismo
do tipo Kanner (1949), revelando que o TEA ¢ um distarbio altamente heterogéneo,
provavelmente com varias causas subjacentes. Trabalho cientifico intenso foi realizado nos
ultimos anos para entender a origem potencial do TEA, acreditando que esse disturbio surge de
fatores genéticos e ambientais, especialmente aqueles que influenciam o desenvolvimento fetal
e o inicio da vida (LAI et al, 2013). Embora o TEA tenha se mostrado altamente herdavel
(estimativas recentes de 38 a 54%), varias metanalises destacaram que existem causas pré-
natais ndo genéticas do TEA, abrindo a porta para novos estudos para investigar esses
mecanismos (HALLMAYER et al., 2011).

Aproximadamente 10% dos casos de TEA estdo relacionados a distirbios de
etiologia genética, como sindrome do X fragil, esclerose tuberosa e distiirbio de Rett. Apoiando
a idéia de heterogeneidade do TEA, as mutagdes genéticas Unicas representam apenas 1-2%
dos casos de TEA (ABRAHAMS et al, 2008), com a maioria dos casos permanecendo
idiopaticos. Mutag¢des identificadas por estudos genéticos revelaram que alguns genes afetados
estdo envolvidos no desenvolvimento do cérebro desde o utero até a infancia (WON et al.,
2013). Os genes envolvidos na formagdo de sinapses ou na conectividade cerebral (por
exemplo, fmrl, mecp2, shank3, tsc, neuroligin e cntnap2) tém sido repetidamente ligados ao

TEA (ODDI et al 2013; SHCHEGLOVITOV et al., 2013).

1.1.2  Epidemiologia do TEA

A prevaléncia de individuos com TEA sofreu um aumento substancial desde sua
descoberta. Por exemplo, nas décadas de 60 e 70 a frequéncia era de 4/10.000 individuos
diagnosticados com autismo em todo o mundo (FOMBONNE et al., 2005). Nas ultimas duas
décadas estd prevaléncia tem aumentado significativamente. Em 2000, a Rede de
Monitoramento de Autismo e Deficiéncias no Desenvolvimento (ADDM) do Centro de
Prevencdo e Controle de Doencas (Center for Disease Control) estimou a incidéncia de TEA
em 1 em cada 150 criancas (SHARMA et al., 2018).

Em 2006, a incidéncia de TEA aumentou para 1 em 110 criangas e, em 2008,

aumentou novamente para 1 em 88 criangas. Em 2012, de acordo com o Centro de Prevencao
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¢ Controle de Doengas, cerca de 1,5% (1/68 individuos) das criangas nos Estados Unidos
possuem diagnostico de TEA (CHRISTENSEN et al., 2016), corroborando com Elsabbagh
(2012) onde cita a mesma incidéncia em uma propor¢ao de 1:4 de homens e mulheres afetados.
Enquanto estudos realizados na Asia e Europa identificaram uma prevaléncia populacional
média entre 1 e 2% de pessoas com o distiirbio (CHRISTENSEN et al., 2016).

O National Health Interview Survey (NHIS) nos EUA, divulgou sua mais recente
taxa de prevaléncia e relatou um novo recorde, citando que o TEA pode ser encontrado em até
1 em cada 36 criangas, em uma pesquisa que levantou dados de 2014 a 2016 (ZABLOTSKY;
BLACK; BLUMBERG, 2017). Pensa-se que esta propor¢ao seja a mesma em todos os
contextos raciais, étnicos ou socioecondmicos, no entanto, existem variagdes de género.
Possivelmente o aumento no numero de casos de autismo deva-se as melhores condi¢des de
diagnéstico precoce, mudangas na pratica de identificacdo da doenga e incentivos financeiros
subsidiados pelo governo para realizar diagnosticos (BLUMBERG et al., 2013; LEE et al,,
2015).

Shriver (2005), relata que o autismo ocorre igualmente em diferentes grupos raciais,
étnicos e sociais, mas existem trés grupos distintos que apresentam um risco mais elevado de
ocorréncia de TEA: o sexo masculino, sendo cerca de quatro vezes mais afetado que o sexo
feminino, os irmdos de criangas com TEA, sendo que as familias com uma crianga autista
apresentam uma taxa recorréncia 2 a 8%, e ainda as pessoas com outros distarbios do
desenvolvimento como sejam o atraso mental, a Esclerose Tuberosa e o Sindrome do X Fragil.

Dados epidemioldgicos e com base em estudos nas redes publicas, relatam que o
autismo ¢ mais comum em homens do que nas mulheres, com taxas relatadas variando de 2:1 a
5:1, com uma estimativa de 4:1 no Global 2010 Estudo do 6nus da doengca (LOOMES et al.
2017; BRUGHA et al., 2016). Bedfor et al, (2016) também cita que o TEA ¢ cerca de 4-5 vezes
mais comum em individuos do sexo masculino (1 em 42) do que no sexo feminino (1 em §9).
O género masculino indica um fator de risco poderoso e bem estabelecido para distirbios do
espectro autista. Até o momento, definir a causa pela qual o autismo acomete mais individuos
do sexo masculino tem sido uma tarefa desafiadora (FRAZIER et al., 2014).

A Genética ¢ um papel proeminente no desenvolvimento do TEA. Estudos que
avaliaram a prevaléncia de TEA descobriram que em gémeos idénticos, se um gémeo tiver
TEA, o outro terd 36% a 95% de chance de também ter TEA. Em gémeos nio idénticos, se uma
crianca tem TEA, a chance de o outro gémeo ter o mesmo distirbio cai para 0 a 30%
(HALLMAYER et al.,2011; ROSENBERG et al., 2009). Os irmaos de criangas com TEA tém

um risco de 2 a 8% de desenvolver também o distarbio, e isso aumenta para 12 a 20% se a



26

crianga infligida apresentar déficits em um a dois dos trés dominios prejudicados no autismo
(BOLTON et al., 1994).

TEA possui um grande componente herdavel. Bebés nascidos de familias com um
irmao mais velho afetado t€ém 20% de chance de desenvolver autismo (OZONOFF et al., 2011).
Concordancia as taxas entre gémeos monozigoticos, gémeos dizigoticos e irmaos sao de 30 a
99%, 0 a 65% e 3 a 30%, respectivamente, com uma herdabilidade global estimada de 0,7-0,8
(ROSENBERG et al., 2009; HALLMAYER et al., 2011; COLVERT et al., 2015). No entanto,
populagdes estudadas na Escandindvia mostraram uma herdabilidade estimada mais baixa de
0,5-0,6% (SANDIN et al., 2014).

Avaliando a literatura € possivel observar que poucos estudos exploraram
alteracdes comportamentais nas fémeas, em parte, por apresentarem sintomas e alteragdes
menos frequentes (comportamentais, neuroanatomicas e expressdo molecular) evidentes do
autismo (KIRSTEN et al., 2012; LAI; LOMBARDO; BARON-COHEN et al., 2014,
SCHWARZ et al., 2011), ou ainda pelo fato de fémeas possuirem manifestacdes clinicas e
comportamentais dificil de serem diagnosticados (MANDY; CHILVERS; COMORBIDITY,
2012). O comprometimento em pessoas do sexo feminino com autismo parece apresentar-se de
uma maneira muito menos grave do que o descrito no sexo masculino (MANDY; CHILVERS;
COMORBIDITY, 2012). Estudos tém mostrado que as fémeas de varias espécies geralmente
apresentam aumento da resposta imune e da resisténcia a infec¢do em comparacdo aos machos
(SCHWARZ; BILBO, 2012). Estas diferencas tém sido atribuidas em grande parte, as agdes
imunomoduladoras de hormonios esterdides sexuais.

Pesquisas que investigam a origem bioldgica da diferenca entre os sexos no TEA
enfatizam os niveis circulantes de esterdides gonadais no utero (AUYEUNG et al., 2009,
BARON-COHEN et al., 2002) ou acumulos de fatores de risco genéticos que tem valores
diferenciais em meninos versus meninas (JACQUEMONT et al., 2014; GOCKLEY et al.,
2015). A teoria do Cérebro Masculino Extremo postula que muitos tracos autistas sdo a
masculinidade levada ao ponto de disfun¢do, ou seja, sistematizacio excessiva, baixa empatia,
falta de vinculo e falta de habilidades sociais (BARON-COHEN et al., 2002). Por outro lado,
varios estudos apoiam a afirmacdo de que as mulheres carregam uma carga maior de mutagao
genética antes de sucumbir ao TEA, sugerindo que elas estdo protegidas (JACQUEMONT et
al., 2014; ROBINSON et al., 2013; GOCKLEY et al., 2015; TURNER et al., 2015). Uma
terceira possibilidade atualmente ndo testada, ¢ que as fémeas sdo realmente mais sensiveis a
anomalias genéticas que afetam o desenvolvimento do cérebro e morrem desproporcionalmente

no utero (MARGARETH et al., 2016).
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1.1.3  Hipdéteses Etiologicas

A etiologia do TEA ¢ bastante complexa e na maioria dos casos o processo
patolégico ¢ desconhecido. Estudos mostram que o TEA esta diretamente ligado a fatores
genéticos, condigdes ambientais, neurobioldgicas, neuroanatomicas, metabdlicas e
imunologicas (SUPEKAR 2015; ONORE et al., 2014; KIM et al., 2015; KIRSTEN et al.,
2015).

O diagnodstico do TEA exige evidéncia de comunicacdo verbal e ndo verbal
prejudicada, compromete o interesse social, interacdo e comportamentos estreitos ou
repetitivos. Embora algumas citagcdes possam definir as caracteristicas desses distirbios em
todo o espectro, existe muita diversidade entre os individuos diagnosticados. Essa variabilidade
¢ retratada na gravidade e variedade dos sintomas e na presenga de outras caracteristicas
adicionais, como comprometimento cognitivo, sintomas neuropsiquiatricos (emocionais e
comportamentais) e caracteristicas fisicas ou biomédicas (GABIS et al., 2014).

A taxa estimada da fung¢do cognitiva no TEA ¢ de cerca de 50% subnormal. Ela ¢
medida como dois desvios padrao abaixo da média, que refletem uma pontuagao <70 na maioria
das medidas de QI padronizadas (JOHNSON et al., 2007). Quanto as comorbidades comuns,
até 40% das criangas com autismo em contextos clinicos sdo diagnosticadas com epilepsia
(GAL et al., 2012), distarbios neuropsiquiatricos como depressdo, ansiedade, obsessdes e
fobias (MATSON et al., 2007), transtorno de atencdo / hiperatividade (GADOW, 2006) e
sindrome de Tourette (CANITANO et al., 2007). Além disso, caracteristicas dismorficas estdo
presentes em muitos individuos diagnosticados com TEA, algumas vezes indicando sindromes
genéticas conhecidas (KAPINOS-GORCZYCA; GORCZYCA; KAPINOS, et al, 2009;
MILES et al., 2000).

Segundo Gabi e colaboradores (2014) a apresentacado clinica do TEA parece ter uma
heterogeneidade acentuada, o que sem duvida obscureceu os esfor¢os para identificar causas
simples ou especifica dessa condi¢cdo. Como resultado, a pesquisa etiologica atual estd focada
em inumeras e variadas vias patogenéticas que levam a manifestagdo do fenotipo TEA. Por
exemplo, caracteristicas autisticas englobam uma série de caracteristica fenotipica comum de
varios distarbios do desenvolvimento neurologico determinados geneticamente, como
sindrome de Rett, sindrome do X fragil, sindrome de Angelman e esclerose tuberosa (MOSS et
al., 2009).

Observou-se que individuos diagnosticados com uma das sindromes acima

mencionadas, que também atendem aos critérios de diagnostico para TEA, geralmente
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apresentam habilidades cognitivas e adaptativas mais gravemente prejudicadas do que aqueles
que ndo apresentam TEA associado (CAPONE et al., 2005; JESTE et al., 2008; KAU et al.,
2004). Além disso, varias alteracdes fisiologicas tem sido associadas a uma incidéncia
significativamente maior de caracteristicas autisticas incluindo baixo peso ao nascer
(INDREDAVIK et al., 2005), malformacdes congénitas (MAIMBURG et al., 2006),
sofrimento fetal (GLASSON et al., 2004), encefalopatia isquémica hipoxica (BADAWI et al.,
2006), infeccdo por citomegalovirus congénito (YAMASHITA et al., 2003) fenilcetontiria
(BAIELI et al., 2003) e prematuridade (LIMPEROPOULOS et al., 2008). As evidéncias
sugerem que, as vezes, a sintomatologia autista pode resultar de insulto cerebral menos
especifico, semelhante aos processos variados que causam comprometimento intelectual.
Assim, o perfil autistico pode se apresentar como uma caracteristica primaria com etiologia
desconhecida ou como secunddria a uma sindrome especifica ou disturbio cerebral.

O TEA ¢ amplamente considerado um disturbio multifatorial resultante de fatores
de risco genéticos e ndo genéticos. H4 evidéncias cumulativas para o envolvimento de fatores
genéticos na etiologia do TEA, uma vez que irmaos nascidos em familias com TEA t€ém um
risco 35 a 40% maior de desenvolver TEA e com um aumento na taxa atual de
aproximadamente 1% a partir de uma taxa de 0,05% na década de 1970 (STUBBS et al., 2016).
Além disso, estudos genéticos revelaram que alteragdes nas vias de desenvolvimento de
estruturas neuronais e axonais fortemente envolvidas na sinaptogénese emergem de mutagdes
genéticas unicas (GESCHWIND et al., 2011; VOINEAGU et al., 2011; CHANG et al., 2015).
E provavel que interagdes entre multiplos genes e variabilidade na expressdo de genes como
resultado de fatores epigenéticos e exposi¢ao a fatores ambientais sejam responsaveis por TEA
(MUHLE et al., 2004).

Em um estudo clinico envolvendo gémeos, foi avaliado que o risco de desenvolver
TEA era de 35 a 40% devido a variabilidade genética, e os 60% restantes foram contribuidos
por fatores ambientais pré-natais, perinatais e pos-natais (HALLMAYER et al., 2011).
Consequentemente, fatores ambientais implicados no TEA incluem complica¢des pré-natais e
perinatais (GLASSON et al., 2004; MARAMARA et al., 2014), complicagdes de nascimento
¢ neonatais (GARDENER et al., 2011; GUINCHAT et al., 2012), infec¢ao viral, doengas
autoimunes e exposi¢cdo a teratdgenos no pré-natal como o acido valprdico (KERN; JONES,
2006; KOLEVZON et al., 2007). Portanto, uma maior compreensdo da interface entre fatores
genéticos e ambientais na patogénese do TEA pode levar a uma estratégia terapéutica

otimizada.



29

A etiologia exata do TEA ¢ desconhecida; ¢ pensado em ter bases genéticas fortes
e complexas com modulacdo da expressao fenotipica por fatores ambientais (BAILEY et al.,
1996), as vacinas normais da infdncia foram falsamente implicado na causa¢ao do TEA, e uma
vasta pesquisa ja comprova que nao ha nenhuma ligacdo entre a vacinagdo e TEA (SPENCER

etal.,2017).

1.1.3.1 Teorias Psicogenéticas

Kanner foi o primeiro a definir o termo Autismo e considerou-o uma perturbacao
do desenvolvimento, surgindo a hipotese de uma componente genética. Defendia que, até ao
nascimento, as criangas apresentavam um desenvolvimento normal, mas que, devido aos fatores
familiares (frieza, pouca expressividade dos pais) era originado um déficit afetivo nas criangas,
surgindo desta forma o autismo. Nesta época, considerava-se o Autismo uma perturbagao
emocional e ndo bioldgica. A crianga autista apresentaria défices cognitivos e linguisticos
deficitarios devido ao meio que a envolvia, o ambiente ndo carinhoso da mae (KANNER et al.,
1943; ASSUMPCAO et al., 2007).

Teorias psicogenéticas no autismo fundamenta-se nas teorias psicanaliticas que
defendem que as criangas com autismo sao normais no momento do nascimento, mas que,
devido a fatores familiares (pais frios e pouco expressivos), o desenvolvimento afetivo das
criangas fica afetado, provocando um quadro de autismo (BORGES et al., 2000; DUARTE et
al.,2001).

Surge assim, a teoria conhecida pelo termo “Maes Frigorifico” teoria desenvolvida
por Bettelheim em 1967, que assumiu grande importancia na década de 70, dando origem a
novos estudos com criangas vitimas de maus-tratos, que desenvolviam autismo como uma
resposta negativa a um ambiente ameagador e ndo carinhoso por parte da mae (BORGES et al.,
2000). Esta teoria foi bastante criticada j& que os investigadores se limitaram a observar as
relacdes da crianga com os pais depois de a perturbagdo estar instalada, ndo apresentando
suporte empirico que tal justifique (MARQUES et al., 2000).

O estudo sobre o Autismo Infantil baseava-se sobretudo nas anomalias de interacao
social, mas a partir da década de 60, a atencdo recaiu nos défices cognitivos associados a esta
perturbagdo. Assim sendo, o déficit cognitivo comega a assumir um papel crucial na
determinacio da génese do autismo (ASSUMPCAO et al., 2007).

Alguns anos ap6s a descri¢do do entdo denominado autismo, Kanner (1943) alega

ser esse quadro “[...] uma verdadeira psicose [...]”, quando relata que todos os exames clinicos
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e laboratoriais (disponiveis a época) foram incapazes de fornecer dados consistentes no que se
refere a sua etiologia (EISENBERG; KANNER, 1956). Trinta anos ap6s seu artigo inaugural,
o proprio Kanner questiona as discrepancias na evolucao das onze criangas por ele inicialmente
avaliadas e descritas, uma vez que algumas apresentaram franca deterioragdo, enquanto outras
evoluiram com discreto prejuizo no desempenho global, propondo que “[...] investigagdes
bioquimicas podem abrir novas perspectivas ao estudo do autismo infantil [...]” (KANNER et
al., 1971).

A partir dos primeiros relatos descartando a idéia de psicose e associando o autismo
a déficits cognitivos (RITVO et al., 1976), surge uma nova perspectiva para esse quadro,
considerando entdo um transtorno do desenvolvimento. Gillberg (1990) afirma ser “[...]
altamente improvavel que existam casos de autismo ndo organico [...]” frisando que “[...] o
autismo ¢ uma disfuncdo organica — e ndo um problema dos pais — isso ndo ¢ matéria para
discussdo. O novo modo de se ver o autismo ¢ bioldgico [...]”

Dificil se torna sua diferenciacdo dos quadros de déficit cognitivo sobretudo em
fun¢do do comprometimento qualitativo no desenvolvimento das interagdes socias e nas
habilidades comunicacionais, o qual, ainda que passivel de ser identificado, em geral ndo ¢
destaque no retardo mental (ASSUMPCAO et al., 2003).

Assim, passa-se a considerar o autismo uma sindrome comportamental com
etiologia ainda desconhecida, mas certamente organica (ASSUMPCAO et al., 2003). Pensando
desse modo, se nos dispomos a estudar esse campo extremamente complexo, temos que nos
lembrar dos muitos quadros de origem neuroldgica (e/ou genética) distintas, descritos em
associacdo ao autismo. Diante dessa perspectiva, as alteragdes cromossomicas sdo relatadas
com muita frequéncia, ainda que sejam de natureza inespecifica e variada (ASSUMPCAO et
al., 2007; KUCZYNSKI et al., 1996).

As manifestacdes do autismo incluem prejuizos na comunicagao e interagdo sociais,
anomalias sensoriais, comportamentos repetitivos e niveis varidveis de incapacidade
intelectual. Juntamente com esses sintomas centrais, distirbios psiquiatricos ou neurologicos
recorrentes sa0 comuns em pessoas com autismo, dos quais disturbios de hiperatividade e
aten¢do (como transtorno de déficit de aten¢do / hiperatividade (TDAH), ansiedade, depressao
e epilepsia sdo bastante prevalentes. Um diagnostico de autismo ¢ alcancado apos a obtencgao
de uma historia detalhada do desenvolvimento, muitas vezes dos pais, e a observacao do

individuo interagindo com os pais ou outros individuos (LORD et al., 2020).
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1.1.3.2 Mecanismos Epigenéticos

Durante muito tempo, os cientistas tentaram descrever distirbios associados as
doencas apenas por fatores genéticos ou ambientais. No entanto, o papel da epigenética nas
doengas humanas foi considerado desde meio século atrds. Na ultima década, esse assunto
atraiu muitos interesses, especialmente em disturbios complicados, como plasticidade
comportamental, memoria, cancer, doengas auto-imunes além de distiirbios neurodegenerativos
e psicologicos (MOOSAVI, 2016).

O termo epigenética significa “em adi¢cdo a informacdo genética codificada no
DNA” (FEINBERG; TYCKO, 2004) e ¢ genericamente utilizado para definir mudangas que
ocorrem na expressdo génica sem, no entanto, ocorrer nenhuma alteragdo na seqiiéncia do
codigo genético (GIBBS, 2007; JIRTLE; SKINNER, 2007 WAGGONER, 2007). Assim, a
epigenética constitui uma camada “extra” de regulacdo da expressdo génica a nivel
transcricional. Alguns mecanismos epigenéticos incluem a metilagdo do DNA, o imprinting,
mudangas na conformacdo da cromatina e o silenciamento mediado por RNA (MOSS;
WALLRATH, 2007; RODENHISER; MANN, 2006; SULEWSKA et al., 2007).

Nas ultimas décadas, muitas investigacdes mostraram que 0Ss mecanismos
epigenéticos estdo envolvidos na regulacdo de todo processo bioldgico no corpo, desde a
concepgdo até a morte. Esses mecanismos funcionais estdo envolvidos na reorganizagdo do
genoma, embriogénese e gametogénese precoces, bem como na diferenciacdo celular. A
interagdo entre a metilagdo do DNA e as alteragdes pos-traducionais das histonas, causadas por
proteinas reguladoras e RNAs ndo codificadores, sdo agentes epigenéticos essenciais para
reorganizar a cromatina em areas como eucromatina, heterocromatina e compartimentagao
nuclear. Os sinais epigenéticos podem ter impressdes de longo prazo, por exemplo, na
aprendizagem e organizacdo da memoria ou predisposicdes para diferentes tipos de
cancer. Marcas epigenéticas incorretas podem resultar em defeitos congénitos, doengas da
infancia, ou sintomas de doengas em outras areas da vida. Por outro lado, algumas marcas
epigenéticas podem ser reversiveis, e esse fato incentivou muitos pesquisadores a se
concentrarem na terapia epigenética (BALI, 2011). Nos ultimos anos, foi demonstrado que a
metilacdo do DNA, em alguns casos, pode ser irreversivel (BALI, 2011; LU et al., 2006). Essa
caracteristica pode ser util em caracteristicas complexas e doengas desafiadoras, como fun¢ao
de memoaria, comportamentos e lesdes psicologicas, dependéncia, cancer e outras doencas que

ndo poderiam ser explicadas apenas por fatores genéticos ou pelo ambiente.
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O projeto do genoma humano (HGP) forneceu importantes informagdes sobre
estrutura, organizacao e previsao fun¢do de 2,85 bilhdes de nucleotideos na sequéncia de DNA,
que ¢ a base da pesquisa biomédica, diagnostico genético e gendmica evolutiva (COLLINS,
2004). No entanto, a base genética de complexos disturbios como diabetes, doencas
cardiovasculares, alzheimer, esquizofrenia, doengas auto-imunes e cancer, permanece incerto.
A natureza multifatorial dessas doengas envolve uma complexa rede de genes e influéncias
ambientais que reprogramam a genoma e dificulta o conhecimento dos mecanismos envolvidos
em sua fisiopatologia. O ambiente afeta a mecanismos epigenéticos que controlam a fun¢do do
gene, sem alterar a sequéncia do DNA, levando alteragdo da expressdo génica e a interrup¢ao
de muitos processos bioldgicos. Ao contrario do genoma, o epigenoma pode ser reprogramado
e com grande plasticidade. Reprogramagdo epigenética ¢ o principal evento durante a
diferenciagdo celular, conferindo diferencas funcionais e funcionais de um determinado tipo de
célula (fendtipo) herdével mitoticamente, garantindo uma expressao génica especifica de tecido
(FURTADO, 2019).

Os fenotipos comorbidos associados também incluem outras condi¢des de
desenvolvimento neuroldgico, como distirbios neuroldgicos como epilepsia, sinais de
alteragcdes motoras neurologicos e condi¢des clinicas ndo neurologicas, como problemas
gastrointestinais e cardiacos (GESCHWIND et al., 2009; ALDINGER et al., 2015).

Outro ponto de gatilho epigenético que vem sendo abordado é quanto a exposicao
fetal a inseticidas como clorpirifés tem sido associada a uma redugdo no peso € comprimento
do corpo infantil, atraso no desenvolvimento psicomotor e um maior risco de TEA
(LANDRIGAN et al.,2010; RAUH et al., 2006). Além disso, estudos epidemiologicos recentes
fornecem evidéncias de que a exposicdo de maes gravidas, especialmente durante o 1° ou 2°
trimestre, a infecgdes virais ou bacterianas, promove a ativacdo imune materna (MIA) e
aumenta o risco de doengas neuropsiquiatricas, incluindo TEA em seus filhos (em 13%) em
comparacdo com filhos de maes gravidas ndo expostas (ESTES; MCALLISTER, 2016;
DEVERMAN, 2009). A MIA tem sido associada a aumentos de citocinas neuroinflamatoérias,
bem como a anormalidades na expressdo de proteinas sindpticas e a desenvolvimentos
aberrantes na conectividade sindptica, os quais podem estar subjacentes a fisiopatologia da TEA
(PENDYALA et al., 2017).

A exposi¢do de gestantes a medicamentos psicotropicos, principalmente durante o
primeiro trimestre, tem sido considerada um fator de risco para TEA (GARDENER;
SPIEGELMAN; BUKA, 2009). De fato, criangas expostas ao acido valproico no utero tem um
risco 8 vezes maior de desenvolver TEA (REVENDA et al., 2005). Estudos adicionais sugerem
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que a prescricao de antidepressivos para gestantes aumenta consideravelmente o risco de TEA
(CROEN, et al., 2011; GIDAYA et al., 2014).

No entanto, ainda sdo necessarios estudos clinicos adicionais para validar se existe
um aumento definitivo do risco de TEA em criancas nascidas de mulheres diagnosticadas com
depressdo que ndo recebem tratamento ou tratamento antidepressivo durante a gravidez e
também para correlacionar esse risco com o efeito de medicamentos, tipos de antidepressivos
e dosagens durante a gravidez (SHARMA et al., 2018).

O papel significativo da epigenética no desenvolvimento e na doenga cerebral ¢é
devido aos seguintes fatores: 1) plasticidade da epigenética durante todos os periodos de
desenvolvimento e envelhecimento do cérebro, bem como regulagdo dindmica nos neuronios,
2) organizagdo desordenada da cromatina tanto na infancia quanto na neurodegeneracgao adulta
e 3) aumento rapido dos farmacos modificadores da cromatina demonstrou ter potencial
terapéutico inesperado para disturbios degenerativos e funcionais do sistema nervoso. Esses
fatores atrairam um grande interesse nos mecanismos associados a cromatina de doengas
neuroldgicas, e um novo campo de estudo chamado 'neuroepigenética (JAKOVCEVSKI, 2012)

foi estabelecido.

1.1.4 Manifestacoes Clinicas

1.1.4.1 Déficit de Socializagdo

Individuos com autismo exibem um amplo padrao de defici€éncias em situagdes de
interacdo social. Sob uma perspectiva de diagnostico, estes déficits sociais sdo considerados
uma caracteristica central do autismo (WHITMAN et al., 2015).

Embora criangas com autismo se apegue aos seus pais, utilizem ocasionalmente
habilidades ndo verbais como gestos para fazer solicitagdes; e possam mostrar habilidades de
revezamento durante as brincadeiras, elas, geralmente apresentam limita¢des acentuadas nessas
e em outras areas da interacdo social, particularmente em situacdes que exigem aten¢ao
conjunta, iniciagao e reciprocidade dindmica (WHITMAN et al., 2015).

As dificuldades na interagdo social em individuos com TEA podem manifestar- se
por um isolamento ou comportamento social impréprio, pobre contato visual, dificuldades em
participar de atividades em grupo, indiferencga afetiva ou manifestagdes inapropriadas de afeto,
falta de empatia social ou emocional. A medida que crescem ¢ entram na idade adulta, pode

haver uma melhoria quanto ao isolamento social, ndo obstante permanecer uma socializagao
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empobrecida, com dificuldade de estabelecer amizades persistentes (VOLKMAR,
MCPARTLAND, 2014).

De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM
- 5), as pessoas com TEA tem dificuldade de comunicagdo e interagdo com outras pessoas,
interesses restritos e comportamentos e sintomas repetitivos que prejudicam sua capacidade de
se comunicar ¢ manter a rotina adequadamente na escola, no trabalho e em outras areas da vida
(DSM-V, 2013).

A. Déficits persistentes na comunicagdo social e na interagdo social em varios

contextos, conforme manifestado pelo seguinte, atualmente ou pela historia:

1. Déficits na reciprocidade socioemocional, variando, por exemplo, na abordagem social
anormal e falha na conversa normal como interagir; para compartilhamento reduzido de

interesses, emocgdes ou afetos; falha ao iniciar ou responder a interagdes sociais.

2. Déficits nos comportamentos comunicativos ndo verbais usados para interagdo social,
variando, por exemplo, entre comunicagdo verbal e ndo verbal mal integrada; a
anormalidades no contato visual e na linguagem corporal ou déficits na compreensao e

uso de gestos; total falta de expressdes faciais € comunicagao ndo verbal.

3. Déficits no desenvolvimento, manutencao e compreensao de relacionamentos, variando,
por exemplo, entre dificuldades em ajustar o comportamento para atender a varios
contextos sociais; a dificuldades em compartilhar brincadeiras imaginativas ou em fazer

amigos; a falta de interesse pelos pares

B. Padroes restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou atividades, manifestados por

pelo menos dois dos seguintes, atualmente ou pelo historico

1. Movimentos motores estereotipados ou repetitivos, uso de objetos ou fala (por exemplo,
esteredtipos motores simples, alinhando brinquedos ou langando objetos, ecolalia, frases

idiossincraticas).

2. Insisténcia na mesmice, aderéncia inflexivel as rotinas ou padrdes ritualizados de
comportamento verbal ou ndo verbal (por exemplo, angustia extrema com pequenas
mudangas, dificuldades com as transi¢des, padrdes rigidos de pensamento, rituais de

saudagdo, precisam seguir a mesma rota ou comer a mesma comida todos os dias).
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3. Interesses altamente restritos e fixos que sdo anormais em intensidade ou foco (por
exemplo, forte apego ou preocupacdo com objetos incomuns, interesses excessivamente

circunscritos ou perseverantes).

4. Hiper ou hipo reatividade a estimulos sensoriais ou interesse incomum em aspectos
sensoriais do ambiente (por exemplo, indiferenga aparente a dor / temperatura, resposta
adversa a sons ou texturas especificas, cheiro ou toque excessivo de objetos, fascinio

visual por luzes ou movimento).

C. Os sintomas devem estar presentes no desenvolvimento inicial, mas podem ndo se manifestar

completamente de forma tardia ou podem ser mascarados na vida por estratégias aprendidas

D. Os sintomas causam comprometimento clinicamente significativo nas areas sociais,

ocupacionais ou outras areas importantes do funcionamento atual.

E. Esses disturbios sdo melhor explicados por deficiéncia intelectual (distirbio do
desenvolvimento intelectual) ou atraso global do desenvolvimento. A incapacidade intelectual
e o distirbio do espectro do autismo co-ocorrem frequentemente para fazer diagnosticos
comorbidos de desordem do espectro do autismo e deficiéncia intelectual, a comunicagdo social

deve estar abaixo do esperado para o nivel geral de desenvolvimento.

1.1.4.2 Déficit de Comunica¢do/Linguagem

Existe um relacionamento dindmico entre a linguagem das criangas e seu
funcionamento social e cognitivo. Através da linguagem, elas expressam suas necessidades,
pedem aquilo que precisam, regulam o comportamento proprio e dos outros, comunicam seus
sentimentos, exploram e respondem ao seu ambiente social, entendem melhor a si mesmas e
imaginam mundos diferentes daqueles em que vivem (WHITMAN et al., 2015).

A comunicac¢ao intencional desenvolve-se cedo (entre 9 e 13 meses), seguidas pelas
primeiras palavras (entre 13 e 18 meses), combinagdes de palavras (18 e 30 meses), frases (30
a cinco anos) e gramatica do discurso (entre cinco e oito anos) (PRIZANT; WETHERBY,
1993).

Deficiéncia na linguagem ¢ uma caracteristica diagndstica central do autismo.
Estimativas sugerem que aproximadamente 50% das criancas com autismo ndo adquirem a

linguagem como um modo principal de comunicacdo (PRIZANT et al., 1996).
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O prejuizo relativo a comunicagdo ocorre de forma variada, indo desde o atraso ou
auséncia total de desenvolvimento da linguagem verbal até a presenca de linguagem. Nos
individuos com linguagem verbal, o prejuizo é notorio, por ndo terem capacidade de iniciar
uma conversa ou manté-la, registrando-se o uso estereotipado, repetitivo e idiossincratico da
linguagem. Existem alguns individuos que desenvolvem uma linguagem imatura, caracterizada
por ecolalia, reversdo do pronome, prosodia anormal e entona¢do monotona. Os que possuem
capacidade expressiva adequada podem ter dificuldades em iniciar ou manter uma conversa.
As dificuldades de linguagem e de comunicacdo podem perdurar até a vida adulta (COSTA et
al., 2012).

Aqueles que possuem habilidades verbais podem apresentar déficits em
compreender sutilezas de linguagem, piadas, assim como dificuldades em compreender ou

interpretar a linguagem corporal e as expressoes faciais (VOLKMAR; MCPARTLAND, 2014).

1.1.4.3 Padroes de Comportamentos

1.1.4.3.1 Interesses Restritos e Estereotipados

Condutas estereotipadas foram encontradas em animais e no homem. Seu
surgimento esta frequentemente relacionado ao mau funcionamento do sistema de controle de
conduta, impulsos e motivagdes no desempenho de algum movimento ou vocalizagdo.
Conforme a incidéncia, a qualidade dos episodios e a idade da crianga, de uma forma ou de
outra, as estereotipias comprometem o desenvolvimento motor, linguistico e as atividades
fisicas, sociais, emocionais, cognitivas e educativas (HOFFMANN et al., 2015).

A Classificacdo Internacional das Doengas, em sua décima edi¢ao (CID-10), traz
as estereotipias motoras como uma categoria nosografica caracterizada por movimentos
intencionais, repetitivos, estereotipados, ritmados, desprovidos de finalidade e sem relacdo a
um transtorno psiquiatrico ou neurologico identificado. Esses movimentos caracterizam-se por
balangar o corpo e/ou a cabeca, arrancar e/ou torcer os cabelos, estalar os dedos e bater as maos.
Porém, podem ter algum componente automutilador, sendo reconhecidos por bater a cabeca,
esbofetear a face, colocar o dedo nos olhos, morder as maos, os labios ou outras partes do corpo
(HOFFMANN et al., 2015).

Laznik (2004) informa que as estereotipias e automutilagdes surgem compondo o
quadro do autismo no segundo ano de vida. No entanto, afirmamos que ¢ comum observarmos

em bebés condutas repetitivas que compdem o quadro do desenvolvimento psicomotor infantil,
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entre elas, o balanceio da cabega buscando o equilibrio em decubito ventral, o balanceio de
bragos e pernas em dectbito dorsal, o balanceio do corpo ao se levantar quando sentada e o
habito de sugar.

Os individuos caracterizados pela auséncia de espontaneidade compativel com o
nivel de desenvolvimento, relativo a jogos ou brincadeiras de imitacdo social, demonstram
resisténcia as mudangas, insisténcias em determinadas rotinas, apego excessivo a determinados
objetos, como rodas ou hélices, usando-os mais para representagdo simbolica, o que faz parecer
que estejam brincando. Estereotipias motoras e verbais, como balancar, bater palmas
repetitivamente, andar em circulos ou repetir de algumas palavras, frases ou cangdes sao
algumas das manifesta¢des frequentes em individuos com TEA. Quando adultos, os autistas
apresentam uma melhor adaptacdo as mudangas, porém os interesses restritos persistem e
aqueles que demonstram habilidades cognitivas adequadas tem a tendéncia a concentrar seus
interesses de forma limitada, tal como os horarios de trens, avides, mapas ou fatos historicos,

isto €, elementos que dominam suas vidas (FIRST.; FRANCE; PINCUS, 2004).

1.1.5 Caracteristicas Neuroquimicas

1.1.5.1 Neuroinflamagdo

A inflamacao ¢ uma reacdo de defesa contra diversas lesdes, o papel da inflamagao
nos transtornos neurodesenvolvimentais e neurodegenerativos tem, no entanto, uma explicagao
muito mais complexa caracterizada pela ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares
associadas a expressao de inimeros mediadores inflamatorios (RIBEIRO et al., 2015).

A neuroinflamag¢@o ¢ um componente-chave na inducdo e progressao de processos
degenerativos no SNC. Estudos demonstram que a neuroinflama¢do ¢ um importante
mecanismo fisiopatoldgico das doengas neurodegenerativas no SNC, principalmente por meio
do do aumento da expressdo de genes relacionados a producdo de mediadores inflamatérios e
neurotdxicos, que contribuem para a cascata de eventos que levam a lesdo e morte celular
(FRANK-CANNON et al., 2009; TAYLOR et al., 2013). O equilibrio no sistema imune
consiste no reconhecimento padrdo dos receptores, macrofagos e os sistemas em geral
desempenhando um papel fundamental na homeostase do SNC apoés a lesdo e infecgdo. Os
componentes imunoldgicos inatos desequilibrados também podem contribuir para

neuroinflamag¢do e neurodegeneracdo (SHASTRI; BONIFATI; KISHORE, 2013). Durante a
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inflamacao, ocorre a liberacdo de mediadores inflamatérios, como: a prostaglandina E2 (PGE2)
e citocinas, como a interleucina 1 beta (IL1p) e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa).

Um dos principais indicadores de neuroinflamacdo no TEA ¢ ativacdo das
microgliais - células imunes primarias da SNC e sdao muito semelhantes aos macrofagos
periféricos. Além disso, ¢ relatado que a microglia defende o cérebro, limpando detritos
celulares e neurdnios mortos do tecido nervoso através da fagocitose. No entanto, quando
ocorre ativacdo microglial de forma exagerada e sustentada, esse pode levar a danos colaterais
ou ao tecido saudavel (RODRIGUEZ e KERN 2011). Por exemplo, ativagdo microglial em
excesso sustentada pode resultar na perda de conexdes sindpticas saudaveis, por meio dos
desvios de suas funcionalidades normais, sendo consistentemente encontrada e explicada no
TEA (VARGAS et al., 2005). Inflamagdo em amostras cerebrais post-mortem de individuos
diagnosticados com TEA foram observados, especificamente, no cerebelo, giro cingular
anterior e as regides médio-frontais do cérebro (VARGAS et al., 2005). Ativacao neuroglial e
presenga de concentragdes aumentadas de citocinas inflamatorias como IFN-y, IL-18, IL-6,
TNF-a e quimiocinas CCL-2 foram encontradas no tecido cerebral de individuos
diagnosticados com TEA.

Anteriormente foi revelado que individuos diagnosticados com TEA em
comparagdo com os controles, apresentam uma resposta no efeito inflamatorio elevada como
linfécitos e citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a e IFN-y e em concentragdes menores
a citocina anti-inflamatéria IL-10 (TORRENTE et al., 2002, ASHWOOD et al., 2004,
NAKAGAWA e CHIBA, 2016), resultando entre os individuos diagnosticados com TEA,
inflamacao crdnica persistente.

Diversas linhas de pesquisa demonstram que tanto fatores genéticos como ambientais
influenciariam o desenvolvimento de anormalidades na circuitdria neural que pode
desencadeiar as caracteristicas do autismo. Os transtornos do espectro do autismo (TEA) sao
condicdes ao longo da vida e muitas vezes devastadoras que afetam gravemente o
funcionamento social auto-suficiente, com um impacto muito negativo durante a vida inteira e
de toda familia dos individuos afetados. Presumivelmente tem uma etiopatogenia multifatorial,
resultante de uma interacdo entre fatores genéticos e ambientais (LYALL, 2014; BOLTE,
2014).

Em estudos realizados com roedores, a inflamacdo do cérebro e a ativagao da
microglia foram prejudiciais para a sobrevivéncia dos neurdnios do hipocampo mesmo apos o
nascimento dos animais. Estimulos inflamatorios aplicados em culturas de tecido hipocampal,

tais como: interferon-a, fator de necrose tumoral , lipopolissacarideo, virus da imunodeficiéncia
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humana-1 com revestimento proteico da glicoproteina 120, adenovirus e [-amiloide,
aumentaram a sintese de numerosas quimiocinas e citocinas do hipocampo, indicando que os
fatores secretados por sitios da neuroinflamacdo sdo atraentes para as células progenitoras
neuronais e sugerindo que as quimiocinas desempenham um papel importante neste processo
(BELMADANI et al., 2006; EKDAHL; KOKAIA; LIDVALL, 2009).

Todos os tipos de células neurais e ndo neurais que fazem parte do SNC em
desenvolvimento, como microglia e células endoteliais, usam citocinas para sinalizagdes
parécrinas e autocrinas, e, pelo fato de muitas dessas mesmas citocinas também servirem como
moduladores imunes nos processos de desenvolvimento do SNC, podem estar susceptiveis a
distirbios por desequilibrio imunolégico, como por exemplo, a partir de infecgdes maternas
(DEVERMAN et al., 2009).

Na Figura 2 pode ser observado um exemplo de lesdo microglial apos
neuroinflamagdo: em resposta a um desequilibrio imunoldgico e dano neuronal, um estado de
neuroinflamagdo desenvolvido no interior do cérebro ativa principalmente a microglia. A
microglia ramificada ¢ transformada em microglia ativada e libera varias moléculas
neuroinflamatorias que levam a danos na barreira hematoenceféalica. Esse dano promove a
infiltracdo macrofagica que mais tarde exagera o influxo de citocinas inflamatorias, agravando
o estado neuroinflamatério existente no SNC, causando dano neuronal secundario ¢

subsequente ativa¢ao microglial.

Gatilhos ambientais relacionados a neuropeptideos e
suscetibilidade genética

l

Mastécitos/Microglia
Ativagao e proliferagao

IL-6, TNF IL-6, TNF
116, TN R L6, TNF

Inflamagao cerebral focal

DIFICULDADES DE APRENDIZAGEM } l 4 DESABILIDADE SOCIAL
CONVULGBES /{F‘EREA DA FALA/LINGUAGEM

Neurdnios

nomsag
— )

EFEITOS CLiNICOS
Figura 2 — Representagdo esquematica de como a estimulagdo de mastdcitos e microglia pode
levar a varios efeitos que contribuem para a inflamagao cerebral, a patogénese e os sintomas

do autismo.
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Fonte: Adaptado: Theoharides (2013). Legenda: MCP= proteina quimiotatica de mondcitos

O papel da inflamagao para a neurogénese tem, no entanto, uma explicacdo muito
mais complexa. Evidéncias experimentais indicam que a microglia, em determinadas
circunstancias, pode ser benéfica e apoiar as diferentes etapas na neurogénese, desde a
proliferacdo de células progenitoras, sobrevivéncia, migragdo e até a diferencia¢do. Sua
ativagdo, como indicador de inflamagdo, pode ou ndo ser antineurogénico, mas o resultado final
¢ dependente do equilibrio entre moléculas secretadas com agdo anti e pro-inflamatoria. A
inflamacdo ¢ uma reagdo de defesa contra diversos insultos, destinada a eliminar os agentes
nocivos sendo capaz de inibir os seus efeitos prejudiciais. Ela consiste de uma deslumbrante
variedade de mecanismos moleculares e celulares e uma intrincada rede de trabalho para manté-
los sob controle (EKDAHL; KOKAIA; LIDVAL, 2009; WYSS- CORAY; MUCKE et al.,
2002).

Até que ponto a inflamagao ¢ benéfica para o tecido cerebral lesionado, e como ele
contribui para os danos cerebrais secundarios e perda neuronal progressiva? Existe uma dupla
evidéncia, tanto um efeito benéfico, como um papel deletério da neuroinflamacdo apds lesao
cerebral traumdtica. A estimulacdo dos neurOnios sensoriais produz vasodilatacao,
extravasamento de plasma e hipersensibilidade. Progressos foram feitos na compreensdo da
etiologia da inflamacdo neurogénica, estudos tem-se centrado em grande parte no papel do
péptido relacionado com o gene neuropeptideo, a substancia P e a calcitonina, que sao liberados
na periferia por ativacdo de neurdnios sensoriais de pequeno didmetro (MORGANTI-
KOSSMANN et al., 2002; RICHARDSON; VASKO, 2002).

Além da imunidade sistémica alterada (GOINES et al., 2010; MEAD et al., 2015),
neuroinflamag¢do foi observada no cérebro de pacientes com TEA. A presenca de microglia
ativada foi relatada no cortex pré-frontal dorsolateral de pacientes autistas (MORGAN et al.,
2010). Estudos post-mortem de individuos com TEA também demonstraram a ativa¢do da
microglia, bem como um aumento na densidade (MORGAN et al., 2010; TETREAULT et al.,
2012; VARGAS et al., 2005). Reforgando a ideia de disfun¢do imunolégica no TEA (CAO et
al., 2012; ASHWOOD et al., 2011; MOLLY et al., 2006), essa ativagdo da microglia ¢
acompanhada pelo aumento da expressdo de fatores pro-inflamatorios, como citocinas e
quimiocinas, no cérebro e no liquido cefalorraquidiano de individuos com TEA (MORGAN
etal.,2010; VARGAS et al., 2005).

Apesar da falta de evidéncias em humanos de que a neuroinflamacdo desempenha

um papel direto na patogénese do autismo, pesquisas em modelos animais sugerem fortemente
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que esse seja o caso. Demonstrou-se que os déficits na atividade microglial durante o
desenvolvimento do cérebro sdo prejudiciais & formagdo de sinapses maduras, levando a um
aumento de sinapses imaturas que podem ser responsaveis por déficits cognitivos e
comportamentais do tipo TEA (PAOLICELLI et al., 2011; ZHAN et al., 2014). Portanto, além
dos fatores de risco genéticos para inflamacdo, fatores ambientais que levam a eventos

neuroinflamatdrios estdo recebendo mais escrutinio na etiologia do autismo.

1.1.5.2 Mecanismos Moleculares e Genéticos

Atualmente, existem fortes evidéncias que apontam para um forte componente
genético na maioria das doengas psiquiatricas, entre elas o TEA (LEVY; MANDELL;
SCHULTZ; 2009). Desse modo, estudos buscam demonstrar a relagdo entre o quadro clinico
do TEA e a influéncia genética na expressdo de alguns sintomas (TAMANAHA;
PERISSINOTO; CHIARI, 2008).

Da mesma forma, encontrados nas literaturas em estudo com roedores, o desafio
materno com AVP induz fen6tipos do tipo autista em descendentes masculinos e femininos
(KATAOKA et al., 2013; HARA et al., 2017), ndo sendo diferente os resultados nas
anormalidades comportamentais e celulares observadas entre os sexos.

As expressdes genéticas especificas dos alelos dos pais ao longo de dominios
impressos sdo produzidas por elementos de sequéncia especializados chamados 'regides de
controle de impressao' (ICRs). Os ICRs estao localizados apenas em uma das copias dos pais,
cuja funcdo ¢ regular as expressdes génicas por meio de um alelo especifico. Embora a
metilagdo do DNA seja a alterag@o epigenética mais bem investigada nos ICRs, a metilagdo e
acetilacdo das histonas nos ICRs também foram relatadas (KANEDA, 2004). Para colocar
impressdes de metilacdo nos ICRs, o Dnmt3a € essencial. Apos a fertilizagdo, através da
manutengdo somadtica, as alteracdes de metilacdo alélica sdo conservadas durante o
desenvolvimento. Esse processo ¢ complicado devido a sua ligagdo ao ciclo celular e requer
funcdes proporcionais de complexos multi-enzimaticos que podem ser afetados por agentes
intrinsecos e extrinsecos (DELAVAL, 2006). Outras importantes modificacdes de metilagao
foram reconhecidas em genes envolvidos no desenvolvimento da doenga de Alzheimer e
esquizofrenia. Além disso, foi confirmado um papel para modificagdes epigenéticas em
doengas psiquidtricas, como sindrome e dependéncia de Rubinstein-Taybi, doenga de
Huntington e sindrome do X fragil. Atualmente, ¢ amplamente aceito que, para a fun¢ao normal

e as caracteristicas do neurodesenvolvimento do cérebro, a constancia da metilacdo do DNA e
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das modificacdes das histonas ¢ essencial, e sua desregulacdo pode resultar em doencas
fendtipas (PTAK, 2010).

O status de metilacdo do DNA tem alta estabilidade e serve como uma memoria
epigenética especial de células especificas em todos os periodos do ciclo celular. Também pode
regular a expressdo e a atividade dos cddigos de histonas. A aceleragdo da metilagdo do DNA
nos locais CpG ¢ mediada por enzimas DNA metiltransferase, como Dnmtl, Dnmt3a e
Dnmt3b. Dentro das células, a S-adenosilmetionina atua como um importante doador do grupo
metil. Nesse sentido, o &cido folico e a vitamina B12 desempenham papéis determinantes na
re-metilacdo ou na atragdo da forma desmetilada da S-adenosilmetionina por meio de
mecanismos passivos e ativos (ABDOLMALEKY, 2008; KIM, 2005). Varios estudos
demonstraram que esses fatores efetivos podem alterar os padrdes de metilagdo do DNA e
alterar os niveis de expressdao génica (COONEY, 2002; WATERLAND, 2006). Estudos
também confirmaram que o estado nutricional nos primeiros anos de vida pode afetar o padrao
de metilacdo do DNA e os niveis de expressao génica na idade adulta (WEAVER, 2004). Além
disso, os padrdes de metilacdo nas seqiiéncias de CpG nos residuos de citosina podem ser
herdados e atuar como caracteristicas especificas de tecidos e espécies. E interessante que 70%
a 80% do DNA humano nas seqiiéncias de CpG sejam geralmente metilados (LU, 2006;
TAYLOR, 2007). e foram relatadas correlagdes entre a metilagdo e os niveis de expressao
em cis e trans (VAN, 2014).

Cinco membros da familia de proteinas de ligacdo o DNA helicase cromodominio (Chd)
- (Chdl, Chd2, Chd5, Chd7 e Chd8) tém sido implicados no TEA e NDD (desordens do
desenvolvimento). No entanto, apenas Chd2, no cromossomo 15q26.1, e Chd8, no cromossomo
14q11.2, estdo incluidos na lista de genes com fortes evidéncias estatisticas baseadas sobre os
estudos recentes de WES whole-genome sequencing (sequenciamento completo do genoma)
em grande escala no TEA e nas NDDs (STUDY, 2017; IOSSIFOV et al., 2014). Mesmo antes
dos estudos de WES em grande escala, havia evidéncias para o denvolvimento de Chd2 em
NDDs por meio de relatérios de microdelecdes que afetam o 15g26.1 englobando o gene
(BHAKTA et al., 2005). Esses relatorios foram seguidos por uma descri¢do detalhada de seis
individuos com DNVs em Chd2 encontrados entre uma amostra de 500 (1,2%) com
encefalopatias epilépticas (CARVILL et al., 2013). Este estudo relatou que cinco dos seis
individuos (83%) com DNVs que afetam Chd2 apresentaram regressdo e dois individuos
também foram diagnosticados com TEA. Atualmente, ¢ conhecido que 32 individuos tém

NDDs relacionados a Chd?2 e o fendtipo consiste em epilepsia de inicio precoce encefalopatia
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seguida por desaceleragdo cognitiva ou regressdo associada com a atividade epileptiforme
continua (CARVILL et al., 2015).

Alguns pesquisadores vém tentado desvendar os fatores genéticos associados a esse
transtorno. Causas como convulsdes, deficiéncia mental, diminuicdo de neurdnios e sinapses
na amigdala, sugerem um forte componente genético, bem como o tamanho aumentado do
encéfalo e concentragdo aumentada de serotonina circulante (LEVY; MANDELL; SCHULTZ;
2009).

Cerca de 15 anos atrés, estimava-se que aproximadamente 15 genes pudessem estar
envolvidos nesse transtorno. Nao obstante, os estudos genéticos na atualidade veem sinalizando
que varios loci no genoma tem sido associado a esse transtorno, embora poucos genes
especificos tenham sido identificados (WILLSEY; STATE, 2013).

Interessa destacar que apesar de ndo existir um consenso, entre os pesquisadores na
identificagdo dos genes relacionados com o TEA, ocorre em contrapartida unanimidade na
comunidade cientifica o reconhecimento que na maioria dos individuos com TEA, os multiplos
loci interagem entre si, contribuindo de forma significativa para expressdao do transtorno
(TORDJMAN et al., 2014).

No que concerne aos estudos neurobioldgicos algumas anomalias em estruturas
cerebrais, encontradas em pelo menos um subgrupo, vem sendo relacionadas as idiossincrasias
comportamentais do TEA (LEVY; MANDEL; SCHULTZ; 2009). Sob esse enfoque cabe
destacar, a presenca de fatores de riscos pré-natais, perinatais e pds-natais tais como: a
prematuridade, a pos-maturidade, a hipoxia neonatal, rubéola, sifilis congénitas, toxoplasmose,
citomegalovirus e as infec¢des pelo virus Herpes Simplex, os quais representam eventos
importantes para o desfecho do transtorno (TORDIJMAN et al., 2014).

Os anos de 1960 e 1970 foram criticos para o papel dos fatores genéticos na génese
do autismo (ASSUMPCAO et al., 2015). As evidéncias replicadas tanto em estudos com
gémeos quanto em familias durante as décadas de 1970 e 1980 reforcam a hipdtese genética e
levantaram a probabilidade de que se tratava de um fenotipo autistico muito amplo do que a
categoria de diagndstico mais convencional. Os achados clinicos e cromossomicos também
apontaram para a heterogeneidade genética dessa condi¢do (RUTTER et al., 2000).

Satterstrom et al., (2020) apresentaram o maior estudo de sequenciamento de
exoma do TEA até o momento contemplando um niimero de 35.584 amostras no total, 11.986
com TEA. Usaram uma estrutura analitica aprimorada para integrar varia¢do rara de novo e
controle de caso, identificando 102 genes de risco a uma taxa de descoberta falsa de 0,1 ou

menos. Desses genes, 49 mostraram frequéncias mais altas de variantes disruptivas de novo em
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individuos que apresentaram um atraso grave no desenvolvimento, enquanto 53 mostraram
freqliéncias mais altas em individuos que tinham TEA; comparar casos de TEA com mutagdes
nesses grupos revela diferencgas fenotipicas. Expressas precocemente no desenvolvimento do
cérebro, a maioria dos genes de risco tem papel na regulacdo da expressdo génica ou
comunicacdo neuronal (isto ¢é, mutagdes afetam alteracdes neurodesenvolvimentais e
neurofisiologicas) e 13 caem em /oci atingidos recorrentemente por variantes de nimero de
copias (SATTERSTROM et al., 2020).

O aumento nos genes identificados associados ao TEA (SFARI, 2019) observados
na Figura 3 ¢ representado juntamente com a prevaléncia de TEA (dados extraidos do Centro
de Controle e Prevencdo de Doencas), as diferentes versdes do Manual Estatistico de
Diagnostico (do DSM 11 ao DSM 5.0) e o avanco da tecnologia genética (Adaptado de
HUGUET; BOURGERON, 2016).
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Figura 3 — A historia da genética do TEA de 1975 a 2015.
Fonte: Adaptado de Huguet e Bourgeron, 2016.

Com base em mais de 13 estudos com gémeos publicados entre 1977 e 2015, os
pesquisadores estimaram a contribuicdo genética e ambiental para o TEA (HUGUET et al.,
2016). Em 1977, o primeiro estudo sobre autismo por Folstein e Rutter (1977) relatou uma
coorte de 11 gémeos MZ e 10 gémeos DZ. Este estudo mostrou que os gémeos MZ eram mais
concordantes com o autismo - 36% (4/11) - em comparagdo com 0% (0/10) para os gémeos DZ.
Quando um "fendtipo de autismo mais amplo" foi usado, a concordancia aumentou para 92%
para os gémeos MZ e para 10% dos gémeos DZ (BAILEY et al. 1995). Desde este primeiro
estudo de pequena escala, estudos com gémeos relataram constantemente uma maior
concordancia para TEA em MZ em comparacdo com DZ (RITVO et al, 1985;
STEFFENBURG et al., 1989; BAILEY et al., 1996).



45

Entre 2005 e 2009, trés estudos de gémeos com grupos relativamente grandes de
gémeos (285-3419) relataram altas concordancias para TEA em gémeos MZ (77-95%) em
comparacdo com gémeos DZ (31%), (RONALD et al., 2005; TANIAI et al., 2008;
ROSENBERG et al., 2009). Notavelmente, as concordancias MZ foram semelhantes as
relatadas nos estudos anteriores, mas as concordancias DZ foram maiores. Lichtenstein ef al.,
(2010) relataram uma concordancia relativamente baixa para TEA em 39% dos gémeos MZ em
compara¢do com outros estudos (a concordancia para gémeos DZ neste estudo foi de 15%). No
entanto, como indicado anteriormente por estudos usando o "fen6tipo de autismo mais amplo",
todos os gémeos MZ discordantes dessa coorte apresentavam sintomas de ESSENCE (por
exemplo, ID, TDAH, atraso no idioma etc.).

Uma propor¢do significativa da contribuicdo genética para o TEA mostrou-se
compartilhada com outros disturbios do desenvolvimento neurologico, como TDAH (> 50%) e
dificuldade de aprendizagem (> 40%), (LICHTENSTEIN et al., 2010; RONALD et al., 2010;
LUNDSTROM et al., 2011; RONALD; HOEKSTRA, 2011). Em resumo, quando todos os
estudos com gémeos sdo levados em consideracdo, a concordancia para TEA ¢ de
aproximadamente 45% para gémeos MZ e 16% para gémeos DZ (RITVO et al, 1985;
STEFFENBURG et al., 1989; BAILEY et al., 1995).

Além disso, cerca de 10% dos casos estdo associados as doengas de heranga
monogénica como esclerose tuberosa (relata em estudo na década de 1990) segundo Smalley
(1998), sindrome do X-fragil e neurofibromatose (FOLSTEIN; ROSEN-SHEIDLEY, 2001), e
em aproximadamente 3% dos casos, os individuos possuem alguma anomalia cromossdmica
detectavel por cariotipo (VORSTMAN et al., 2006).

Os primeiros estudos usando técnicas classicas de mapeamento genético, tais como
ligagdo, triagem de genes candidatos e associa¢do de variantes comuns, forneceram resultados
modestos, principalmente porque foram insuficientes para detectar variantes causais a luz da
alta heterogeneidade genética no TEA. Na ultima década, os avancos nas tecnologias de
sequenciamento de DNA, juntamente com a coleta de grandes grupos de pacientes e o amplo
compartilhamento de dados, permitiram um enorme progresso na identificacdo de genes
implicados no TEA (GESCHWIND; STATE, 2015).

Uma abordagem que tem se mostrado muito interessante para identificacdo de
genes e vias relacionados a doengas psiquiatricas sdo os estudos de expressdo génica,
especialmente ap6s o desenvolvimento da técnica de microarranjos de DNA (ou em inglés,
DNA microarray). Esta técnica passou a permitir a avaliacdo da expressdo de um grande

nimero de transcritos em um Unico experimento, possibilitando uma analise ampla em um
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determinado tecido e momento particular e, portanto, abrindo perspectivas para a identificagao
de vias importantes para os TEA (OLIVEIRA ef al., 2011).

Houve um grande progresso na tltima década na compreensao da genética do TEA,
estabelecendo novas mutagdes, incluindo variantes de nimero de copias (CNVs) e mutagdes
pontuais que provavelmente atacam os genes codificadores de proteinas, como causas
importantes do TEA (SANDERS et al., 2012; IOSSIFOV et al., 2014). No entanto, quando
combinados, todos os genes conhecidos associados ao TEA explicam apenas uma pequena
fracdo de novos casos e estima-se que, de maneira geral, novas mutacdes em genes que
codificam proteinas (incluindo CNVs) contribuam para ndo mais do que 30% de casos de TEA
(IOSSIFOV et al, 2014; YUEN et al, 2017). A grande maioria das novas mutagdes
identificadas estd localizada em regides intronicas e intergénicas; no entanto, pouco se sabe
sobre sua contribui¢do para a arquitetura genética de TEA ou para qualquer outra doenga

complexa (ZHOU et al., 2019).

1.2 Acido Valpréico

O valproato ¢ um medicamento antiepilético amplamente aceito que também ¢
utilizado para o gerenciamento do transtorno bipolar (NATASHA et al., 2008) e para a
profilaxia da dor de cabeca da enxaqueca (LAGACE et al., 2004).

O 4cido valproico (AVP) ¢ comercializado e utilizado no mercado como
anticonvulsivante desde 1974 e ¢ usado em muitos paises devido a sua eficiéncia contra varios
tipos de epilepsias nos ultimos 40 anos, se mostrando eficiente no controle de crises convulsivas
em adultos e especialmente na infincia (NALIVAEVA et al., 2009), e como um estabilizador
do humor. Uma das suas principais acdes € o aumento no nivel do dcido gama aminobutirico
(GABA) no cérebro (ORNOY et al., 2009).

Do ponto de vista farmacologico, o AVP pertence a classe de inibidores da enzima
histona desacetilase (HDAC) com agdo também sobre canais idnicos e transportadores de
GABA e pode atuar alterando expressao génica através de controle epigenético. A regulagdo da
acetilacdo de lisinas na por¢do C-terminal das moléculas de histonas presentes nos
nucleossomos altera o estado de compactacao e a estrutura da cromatina (ORNOY et al., 2009).

O aumento da acetilacdo de histonas produz descompacta¢ao do DNA, aumentando
o acesso da RNA polimerase II e proteinas acessoOrias necessarias a transcrigdo. O efeito ¢
observado através do aumento da expressdo de genes comumente silenciados. Assim, o

equilibrio entre as fungdes das enzimas HDAC e histona acetilase (HAC), além das DNA metil-
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transferases, que controlam o grau reestruturagdo da cromatina e o nivel de transcri¢do de
regides cromosdmicas especificas, fica comprometido (GOTTLICHER et al, 2001).

A exposi¢do de uma droga com alto poder de regulacao da expressao génica durante
o periodo de neurogénese pode levar entdo a uma modificacdo nos padrdes de expressdao de
genes relacionados ao neurodesenvolvimento. A inibi¢do das proteinas histonas desacetilases
induzidas pelo AVP tem se mostrado importante na neuroprote¢do de cultura de neurdnios

corticais do AVP, aumentando a viabilidade dessas células in vitro (JEONG et al, 2003).

1.2.1 Efeitos Teratogénicos

A exposi¢do ambiental pré ou pds-natal a fatores pro-oxidantes, como acido AVP,
mercurio, chumbo, virus, poluentes do ar, toxinas, talidomida e acido retindico pode servir
como fatores desencadeantes do estresse oxidativo no autismo (CHAUHAN; CHAUHAN,
2006; KERN; JONES, 2006; SWEETEN et al., 2004; TONG et al., 2003; ZOROGLU et al.,
2004).

Muitos relatos sugerem que o AVP pode produzir anormalidades comportamentais
(VOORHEES, 1987; YOCHUM et al., 2010), dificuldades no aprendizado e multiplos defeitos
congénitos (SCHNEIDER; TURCZAK; PRZEWLOCKI, 2005), devido aos quais foi
empregado para manifestar sintomas de autismo em animais. O AVP ¢ capaz de induzir
anomalias nos neurodesenvolvimentos e isso tem sido atribuido ao seu status de "teratogénico"
(COLLINS et al., 1991; EHLERS et al., 1992). Acredita-se que o autismo induzido por AVP
ocorra devido a déficits no desenvolvimento neuronal no cerebelo, sistema limbico e tronco
cerebral, causando interrup¢des na conectividade sinaptica (BAILEY et al., 1998; KEMPER;
BAUMAN, 1993; RINALDI et al., 2007).

Logo apés o AVP ser introduzido no mercado para uso clinico como
anticonvulsivante surgiram casos de alteragdes no tubo neural, particularmente de espinha
bifida, entre os filhos expostos a esse medicamento no inicio de gestacdo (KOREN et al., 2006).
Estas alteracdes podem afetar o desenvolvimento da linguagem e habilidades de aprendizagem
(ORNOY et al., 2009). Além disso, alteragdes nos sistemas cardiovascular, genitourinario e
endocrino também foram associadas ao uso de AV (ALSDORF; WYSZYNSKI 2005).

Mulheres em idade fértil, tratadas com este farmaco, devem usar contraceptivos e
interromper a medicacdo antes de qualquer gravidez planejada. Se ndo houver nenhuma outra

alternativa para o tratamento com acido valproico, a gravidez deve ser considerada de alto risco
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e deve ter o acompanhamento adequado incluindo o diagnéstico pré-natal (ORNOY et al.

2009).

1.2.2  Mecanismo de Acdo

Foi relatado que a propensao teratogénica de drogas antiepilépticas ocorre devido
ao envolvimento do estresse oxidativo (DEFOORT et al., 2006). Achados experimentais
sugerem que o valproato e seus produtos metabdlicos podem desencadear a liberagao abundante
de espécies reativas de oxigénio, como peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila. Esses
radicais livres podem atuar em varios locais do corpo, resultando na formag¢ao de biomarcadores
de estresse oxidativo, que sdo substancias reativas ao acido tiobarbiturico e 15-F-isoprostano
(VERROTTI et al., 2008).

A geragdo de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e
fisioldgico, cumprindo fungdes bioldgicas relevantes. Durante os processos metabolicos, esses
radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias reacgdes
bioquimicas. Sua produ¢do, em propor¢des adequadas, possibilita a geragdo de ATP (energia),
por meio da cadeia transportadora de elétrons; fertilizagdo do ovulo; ativacdo de genes; e
participa¢do de mecanismos de defesa durante o processo de infec¢do. Porém, a producao
excessiva pode conduzir a danos oxidativos (SHAMI 2004; FERREIRA, 1997).

A instalagdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da gera¢do excessiva de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remog¢do desses. Tal processo conduz a
oxida¢ao de biomoléculas com consequente perda de suas fung¢des bioldgicas e/ou desequilibrio
homeostatico, cuja manifestacdo ¢ o dano oxidativo potencial contra células e tecidos
(HALLIWELL,2004). A cronicidade do processo em questdo tem relevantes implicagdes sobre
o processo etiolégico de numerosas enfermidades cronicas ndo transmissiveis, entre elas a
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer (GREEN, 2004).
Ferrari (2004), em estudo de revisdo, ratifica que a geragcdo de radicais livres desencadeia
eventos patologicos que, por sua vez, estdo envolvidos nos processos cardiovasculares,
carcinogénicos e neurodegenerativos.

O AVP atravessa a placenta e estd presente em uma concentragao mais alta no feto
do que na mae, embora ndo esteja claro se a concentragdo sérica fetal ¢ maior durante
embriogénese (DICKINSON et al., 1997). Varios estudos sugeriram que a permanéncia dos

niveis total do 4cido valproico caem, mas essas fracdes livres aumentam durante a gravidez.
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Achados sugerem que o metabolismo real do AVP ndo ¢ alterado pela gravidez e que as
alteracdes da depuragdo plasmatica se devem principalmente a diminuigdo da ligacdo as
proteinas (JOHANNESSEN et al., 1992).

A farmacocinética clinica e a farmacodindmica do AVP foram revisadas
extensivamente (LOSCHER et al., 1999; GUGLER et al., 1980). A taxa de concentragdo sérica
terapéutica foi estimada em 50 - 100 mg/l (GIBALDI et al., 1991; BOURGEOIS et al., 1997)
ou 40-150 mg/l (DEAN et al., 1997). Recomenda-se evitar doses grandes e unicas em mulheres
gravidas, pois elas podem causar altos picos sérico com acdo agressiva e irreversivel, pondo em
risco o feto (DELGADO et al., 1992). E preferivel tomar doses miltiplas/fracionadas de AVP
nos intervalos ao longo do dia para evitar picos séricos elevados durante a gestagdo (ASDORF

et al., 2005).

1.2.3  Uso em Modelos Animais

Os ratos tém sido amplamente utilizados em pesquisas sobre autismo por muitas
razdes, principalmente por causa da tecnologia disponivel para manipular o genoma do rato.
Isso permitiu o teste de muitas hipoteses sobre os genes que se pensa estarem envolvidos na
patogénese do TEA. Existem excelentes revisdes com criticas sobre os modelos de
camundongos com mutagdes monogénicas (KAZDOBA et al., 2016). Esses modelos sao
informativos para a biologia especifica para mutagdes genéticas Uinicas, como sindrome do X
fragil, sindrome de Rett e esclerose tuberosa, da qual menos de 10% dos casos também sao
diagnosticados com TEA (CHADMAN et al., 2017; ELLENBROEK et al., 2016).

Dos agentes ambientais, epigenéticos ligados ao TEA, o AVP ¢ o que estd sendo
estudado mais extensivamente. Um dos modelos baseia-se na exposicao de ratas prenhas ao
acido valproico no nono dia gestacional (SCHNEIDER et al., 2006), afetando a migracao de
neurdnios como 0s serotoninérgicos, ou no 12,5° dia de gestacdo (RODIER et al., 1996),
podendo afetar a diferenciagdo neural. Essa exposicdo ndo produz anormalidades
neuroanatomicas, no entanto os filhotes apresentam distirbios comportamentais, como o
aumento de tempo gasto em atividades estereotipadas semelhantes aos pacientes autistas
(SCHNEIDER et al., 2006). Esse periodo ¢ equivalente ao dia 21 da gestagdo em humanos,
quando o tubo neural fecha, um passo importante no neurodesenvolvimento. Ratos expostos ao
AVP no pré-natal apresentam menor exploragdo social e aumento de estereotipias locomotoras

(STANTON et al., 2007).
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No entanto, varios artigos citaram utilizar especificamente o0 AVP no periodo pds-
natal e apresentaram resultados semelhantes aos demais quando se referem as alteragdes
neuroquimicas e comportamentais observadas no TEA (YOCHUM et al., 2010; YAOCHUM
et al., 2008; YADAV et al., 2016), sendo um passo interessante nas pesquisas com autismo
regressivo, ou seja, perda das habilidades adquiridas desde o nascimento.

Modelos animais de autismo podem ser divididos em quatro grupos (BELZUNG et
al., 2005):

(1) animais com certas deficiéncias de receptores neuro-peptideos, em particular
os de vasopressina (cepa de ratos e camundongos Brattleboro com uma mutacao
zero dos subtipos de receptores de vasopressina (VAN et al., 1982), ocitocina
(camundongos knockout com a auséncia de receptores de ocitocina) (POBBE et
al.,2012) e opidides (camundongos com uma exclusao direcionada de receptores
p-opioides (WOHR et al., 2011);

(i) modelos com a reprodugdo de estados patologicos que aumentam o risco de
autismo nas pessoas; efeitos pré-natais de anticonvulsivantes, embriopatia
induzida por talidomida (NARITA et al., 2010) e disturbios dos mecanismos de
sintese de serotonina no decorrer do desenvolvimento pré-natal (KAHNE et al.,
2002);

(ii1)) modelos com comprometimentos neonatais das zonas cerebrais, cujas
anomalias s3o conhecidas por estarem presentes em pessoas com autismo; as
estruturas estudadas sdo o cerebelo, o complexo amigdaliano ou o cortex pré-
frontal medial (TSAI et al., 2012);

(iv) modelos genéticos de doencas humanas associadas ao autismo, como a
sindrome de um fragil cromossomo X (MINES et al., 2010).

No entanto, ha uma pergunta bastante natural: qudo adequados sdo os modelos
acima? Nesses modelos, apenas certos aspectos da etiologia dos respectivos distirbios sao
reproduzidos; a0 mesmo tempo, o autismo ¢ um estado multifatorial. Em modelos animais,
observa-se manifestagdes associadas a distirbios autististicos "humanos", mas ¢ dificil
identificar se essas manifestacdes sdo as razdes desses disturbios, suas consequéncias,
diferentes consequéncias de razdes idénticas ou se essas manifestagcdes estdo interconectadas
por outras relagdes. Por exemplo, distirbios no funcionamento do cerebelo se correlacionam
com a ocorréncia de TEA, mas ndo ha relagao causal neste caso (MINSHEW ez al., 1999). Além
disso, alguns fatores que induzem sintomas de autismo em animais estdo ausentes em seres

humanos. Em particular, a exclusdo do gene do receptor Vla proposto como um dos modelos
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de autismo em roedores ndo foi encontrada em pessoas que sofrem de TEA (WASSINK et al.,
2004).

Belzung et al., (2005) mencionaram sete modelos nos quais se manifestam duas
caracteristicas principais do TEA (distarbios das inter-relagdes sociais e estereotipicidade /
rigidez cognitiva): modelos baseados nos efeitos pré-natais da S-metoxitriptamina (5-MT)
(AZMITIA et al., 1999) e do acido valpréico (FOLEY et al., 2012), trés modelos de disturbios
Bourne (PLETNIKOV et al, 2002). Oito outros modelos foram qualificados na mesma
publicagdo que os validos para modelar sintomas especificos do autismo. A terceira
caracteristica da triade autista (disturbios da comunicagdo social) ¢ dificil de modelar porque a
especificidade do fendmeno da fala, tipico apenas dos seres humanos, cria dificuldades cruciais
definidas (CRAWLEY et al., 2000).

Modelos de lesdes anatdmicas sdo ha muito utilizados para isolar regides cerebrais
envolvidas nas vias patologicas de uma série de disturbios neurolégicos. No caso do autismo,
no entanto, danos cerebrais induzidos por uma lesdo quimica ou eletrolitica grossa de regides
especificas ndo foram capazes nem remotamente replicar TEA humano. A complexidade do
desenvolvimento humano e a heterogeneidade encontrada nos fenétipos do TEA poderia talvez
ser duas das principais razdes que dificultam muito a recapitulagdo do TEA neste tipo de lesao
de modelos pos-natal. Além disso, as deficiéncias encontradas no TEA ndo sdo provaveis estar
enraizada apenas em um Unico circuito neural ou regido cerebral (KIM et al., 2016).

Existem dois tipos de modelos animais produzidos pela exposi¢do perinatal de
roedores ao acido valproico (AVP). Roedores expostos ao AV no dia embrionario (E) 12 tém
sido usados como modelo animal para o autismo, caracterizado por comportamento social
prejudicado, ansiedade aumentada e diminuicdo da sensibilidade a dor apds a maturidade
(MARKRAM et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2007, 2008). Por outro lado, roedores expostos
ao AVP no 14* dia pds-nascimento tém sido usados como modelo animal para o autismo
regressivo, que mostra comportamentos sociais prejudicados, como modelos animais para o
autismo, mas acompanhados pela perda de algumas habilidades adquiridas (YOCHUM et al.,
2008, 2010; WAGNER et al, 2006). O modelo de autismo regressivo também mostrou
ansiedade aumentada em nosso estudo preliminar (ATSUKO et al., 2013).

Wang et al., (2016) citam em sua pesquisa que roedores que receberam AVP no 14*
dia pds-natal mostraram comportamentos relacionados a ansiedade e menos interagdes sociais
(OGUCHI et al., 2013; YOCHUM et al., 2008). Foi relatado que os filhotes de ratos que

receberam injec¢des didrias de AVP no 6* dia embrionério por um periodo maximo de 2 semanas
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exibiram um comportamento social reduzido, juntamente com hipertrofia cortical e
propriedades eletrofisiologicas do tipo adulto em 40% dos neuronios localizados no cortex de
associacao temporal (CHOMIAK et al., 2010). Dado que os déficits induzidos pela exposi¢ao
pré-natal ou pds-natal ao AVP em roedores sdo semelhantes aos sintomas observados em
criangas com exposicao ao AVP no titero ou com autismo, a exposi¢ao de roedores ao AVP no
momento critico do desenvolvimento do cérebro ¢ considerada o modelo animal com o uso de
valproato fetal (WILLIAMS et al., 2001) e autismo regressivo (OGUCHI et al., 2013). No
entanto, pouca informacdo esta disponivel sobre a associagdo de alteracdes moleculares e
celulares no hipocampo e na amigdala com o desenvolvimento de disturbios comportamentais,
quando experiéncias adversas de vida precoce ocorrem no momento do pico do crescimento
cerebral que pode ser encontrado ao nascimento em humanos e 7* dia embrionario em ratos

(SEMPLE et al., 2013).

1.2.4  Areas cerebrais estudadas

O cérebro de uma pessoa com autismo apresenta falha de comunicacio entre os
neurodnios, dificultando o processamento de informagdes. Apresenta alteragdes principalmente
no corpo caloso, que ¢ responsavel por facilitar a comunicagdo entre os dois hemisférios do
cérebro, a amigdala, responsavel pelo comportamento social e emocional e o cerebelo, que esta
envolvido com as atividades motoras, como o equilibrio e a coordenagao.

Moraes et al., (2014) descrevem as principais alteragdes no cérebro autista da
seguinte forma:

Hipocampo: ¢ uma estrutura alinhada a formagdo da memoéria. E uma area de
armazenamento ¢ forma¢do de memorias de longo prazo (STEPHAN et al., 1983). Criancas
com autismo, com ou sem retardo mental, apresentam um maior volume do hipocampo direito
do que ndo autistas (NACEWICZ et al., 2006 apud MORAES et al., 2014).

Amigdala: ¢ uma estrutura complexa adjacente ao hipocampo, envolvida no
processamento de emogdes ¢ do medo, coordena respostas fisiolégicas com base nas
informagdes cognitivas, isso porque ela liga dreas do coértex com o sistema hipotaldmico e os
sistemas do tronco encefalico que coordenam respostas metabdlicas (MAREN et al., 2005). A
amigdala em criancas com autismo ¢ inicialmente maior, entretanto, ndo continua a crescer com
o desenvolvimento da idade, como é com os nao autistas. Foi encontrado também correlagao
entre o volume da amigdala e a gravidade do quadro clinico NACEWICZ, et al 2006; POLSEK
etal., 2011 apud MORAES, 2014).
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Cortex pré-frontal: é uma area importante para diversas fungdes. E uma parte
critica do sistema executivo que se refere a capacidade de planejar, raciocinar e julgar. Esta
envolvido também no desenvolvimento da personalidade, nas emogdes e na capacidade de
exercer avaliacdo e controle adequado dos comportamentos sociais (FUSTER et al., 2008). Os
padrdes de maturacao do cortex pré-frontal em criangas autistas ¢ mais lento, o que € consistente
com o desempenho cognitivo dos mesmos (SIQUEIRA et al., 2016).

Cerebelo: Anormalidades anatomicas do cerebelo foram amplamente observados
em pacientes com autismo (BAUMAN; KEMPER, 1985). As anormalidades relatadas incluem
hipoplasia dos l6bulos verticais cerebelares VI e VII (COURCHESNE et al., 1994), que foram
negativamente correlacionados com o aumento de comportamentos repetitivos e
comportamento exploratorio diminuido em criangas com autismo (PIERCE; COURCHESNE,
2001). Uma ampla revisdo foi publicada explicando os fatores patologicos envolvimento do
cerebelo no desenvolvimento do autismo, onde foi destacado que em algumas pessoas com
TEA, existem anormalidades cerebelares que apresentam defeitos anatomicos, inflamagao,
estresse oxidativo, anormal neurotransmissores e niveis de proteinas e relacionados ao cerebelo

comprometimentos motores e cognitivos (FATEMI et al., 2012).

1.3 Acidos Graxos Poliinstaurados

Oleos: Omega 9 (oléico), Omega 6 (linoléico) e Omega 3 (docosahexaenéico,

eicosapentaendico e linolénico)

Esses 6leos sdo acidos graxos (AG) que sdo inicialmente isolados de fontes naturais,
principalmente de lipidios, e sdo dacidos carboxilicos monocarboxilicos que podem ser
representados pela forma RCOOH (na maioria das vezes o agrupamento R ¢ uma cadeia
carbonica) e sdo classificados de acordo com: o tamanho da cadeia hidrocarbonica (curta — até
quatro atomos de carbono; média — de seis a dez atomos de carbono; e longa — mais de dez
atomos de carbono); presenga de insaturagdes - ligagdes duplas entre atomos da cadeia R -
(saturados — ndo possuem insaturagdes na cadeia hidrocarbonica; insaturados — possuem
insaturagdes) e quantidade de insaturagdes (monoinsaturadas — apenas uma ligacdo dupla;
poliinsaturadas — duas ou mais liga¢des duplas) (DAHELE et al., 2006). Sendo assim os 6leos

omega em estudo estdo classificados conforme o Quadro 1.
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Classe Nome sistematico Nome comum Carbonos* Duplas ligacoes**
Omega-3  Docosahexaendico DHA 22 6

Omega-3  Eicosapentaendico EPA 20 5

Omega-3  Octadecatriendico Linolénico 18 3

Omega-6  Octadecadiendico Linoleico 18 2

Omega-9  Octadecendico Oleico 18 1*

Quadro 1 — Classificagdo dos 6leos Omega.

Fonte: Campelo (2018). Legenda: * Numero de Carbonos, ** Numero de Duplas ligagdes,  Monoinsaturado.

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFA) sdo 4cidos graxos categorizados em
varios grupos de acordo com a estrutura quimica e a posi¢ao da primeira dupla liga¢ao contada
a partir do terminal metil; 6mega-3 (n-3), n-6, n-7 e n-9 (BERG et al, 2007; GOMEZ et al.,
2011; ANDERSON et al., 2009) (Figura 4). Os componentes mais importantes sdo os acidos
graxos essenciais: acido linoléico, 6mega-6 (w-6 — LA) e acido alfa-linolénico, 6mega-3 (w-3
— ALA) que devem ser ingeridos obrigatoriamente por meio da dieta ou suplementagdo por nao
poderem ser sintetizados pelo organismo (BERG et al., 2007; SURETTE et al., 2008; GOMEZ
etal.,2011). Estes ultimos compartilham das mesmas vias metabodlicas e oxidativas; no entanto,
os seus produtos metabolicos finais tém efeitos fisioldgicos antagdnicos (COOK et al., 2004).

acido alfa-linolénico
(ALA: 18:3n-3)

oo CH3
HO

acido eicosapentaenodico
o (EPA; 20:5n-3)

acido docosahexanodico
(DHA; 22:6n-3)

O

HO CH3

Figura 4 — Estrutura dos 4cidos graxos insaturados.
Fonte: Gowdak, et al. 2015

Os 4cidos graxos essenciais (AGEs) sdo obtidos de plantas ou outros organismos
que possuem vias enzimaticas para sua sintese. Os AGEs sdo, portanto, nutrientes dietéticos

essenciais para a sobrevivéncia de humanos e outros mamiferos devido a auséncia das enzimas
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dessaturase (A) 12 e A 15 necessarias para inserir uma ligacdo dupla na posi¢do n w-6 ou -3 de
uma cadeia de carbono de 4cidos graxos (INNIS et al., 2003).

Apo6s serem consumidos exogenamente (dieta ou suplementacdo), o LA e o ALA
sdao metabolizados no figado pelas enzimas A6 e A5 dessaturases para gerar PUFAs de cadeia
longa (LCPUFASs) como acido araquidonico (AA, 20:4, ®-6), acido eicosapentaendico (EPA,
20:5, ®-3) e acido docosahexaenoico (DHA, 22:6, »-3). Os produtos metabdlicos enzimaticos
de 20 LCPUFAs de carbono sdo chamados eicosandides e incluem as prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos (Figura 5): em geral, os eicosandides derivados do AA tém
principalmente propriedades pro-inflamatorias, enquanto os eicosanodides derivados do EPA

sdo anti-inflamatorios (KIECOLT et al., 2003).

Omega-6 | Omega-3 Caminho Metabélico

Omega-6 Omega-3

Acido Linoléico (AL) I Acido Linolénico (ALA) |
-~

Vitamina B6, Mg e Zinco
i Delta-6-dessaturase ¢

. . . \ - - -~ .
Acido Gama Linolénico I . ¥ Acido Estearidénico |
v ) ( !
- - - . : S
Acido Dihomo-gama-linolénico = ¥ Acido Eicosatetraenéico |
Vitamina C, Niacina e Zinco «=
Caminho Preferid/ \ . Delta-5-dessaturase s i
‘ o Acido Ei ntanéi
Anti-inflamatorio ACIdo Araquidénico I s et I
Prostaglandinas Série 1 ¥V oz e Lox ot o Lox /\
Pré-inflamatério Anti-inflamatério Acido Docosapentaenéico I
Prostaglandinas Série 2 Prostaglandinas Série 3 F/ﬁ
Tromboxano A2 e — + Delta-4-dessaturase
Leucotrieno B4 sucotrienos BS Acido Docosahexaenéico |

Figura 5 — Processos de dessaturacdo e elongagdo do 6mega-3 e dmega-6 e consequente
geracdo de compostos bioativos.

Fonte: Adaptado: Verma, O.P. Flaxseed - Miraculous Anti-ageing Divine Food M.B.B.S.,M.R.S.H.
(London) President, Flax Awareness Society 7-B-43, Mahaveer Nagar I1I, Kota (Raj.) Published in Dr India
April, 2013.

Além disso, outros autores identificaram um novo grupo de mediadores
denominados resolvinas das séries E e D, formados a partir de EPA e DHA, respectivamente.
Juntamente com a neuroprotectina D1 formada a partir de DHA por varias reacdes, esses
mediadores parecem exercer fortes efeitos de resolugdo da inflamagao (KIECOLT et al., 2003).

Isso sugere que os LCPUFAs formam precursores de moléculas prd e anti-inflamatorias, e o
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equilibrio entre esses compostos mutuamente antagdnicos pode determinar o resultado final do
processo da doenca (DAS et al., 2006).

O 4cido omega-3 docosahexaendico (DHA) e o acido eicosapentaenodico (EPA),
além do 4cido dmega-6 araquidonico (AA), sdo trés LC-PUFAs de particular importancia para
o desenvolvimento e funcionamento ideal do cérebro, com efeitos independentes e
compartilhados (DYALL et al., 2015), sdo incorporados aos fosfolipidios da membrana e a
incorporagdo do DHA ocorre em niveis excepcionalmente altos no sistema nervoso central
(LAURITZEN et al., 2016).

Esse aumento no cérebro inicia-se durante o surto de crescimento cerebral no
estagio intra-uterino, particularmente no ultimo trimestre do desenvolvimento fetal e continua
até os dois anos de idade (CARVER et al., 2001), quando o cérebro da crianga sofre um rapido
aumento no crescimento e proliferacdo celular, atingindo 80% do seu tamanho adulto
(CLAYOTN et al., 2001). Durante esse periodo, conhecido como "surto de crescimento
cerebral", ha um aumento de aproximadamente 30 vezes no conteido de DHA (LAURITZEN
et al.,2001). Durante a infincia, o DHA continua a se acumular no cérebro, em associagdo com
a maturagao da substancia cinzenta do cortex frontal (McNAMARA et al., 2015).

O suprimento intrauterino de PUFAs ocorre através de 4cidos graxos polinsaturados
ndo esterificado, derivado principalmente da circulagio materna através da placenta
(HERRERA et al., 2002). O aumento pés-natal de LCPUFAs nos tecidos infantis ¢ suportado
pela transferéncia materna de LCPUFAs através do leite materno, e os niveis sanguineos de
LCPUFAs em bebés amamentados permanecem mais elevados do que os niveis maternos por
algum tempo ap6s o nascimento (IORGENSEN et al., 2006).

Comparado ao DHA, a concentracio de EPA nos fosfolipidios cerebrais ¢
tipicamente 250 a 300 vezes menor (DYALL et al., 2015). No entanto, o EPA, mas ndo o DHA,
¢ um precursor dos eicosandides das séries 3 e 5, que sdo mediadores lipidicos capazes de
promover efeitos benéficos, como anti-inflamacdo, vasodilatacio e anti-agregagdo. A
biossintese de eicosandides derivados do EPA requer as enzimas ciclooxigenases (COX) e
lipoxigenases (LOX). Essas mesmas enzimas também estdo envolvidas na formagdo dos
eicosanoides das séries 2 e 4 derivados do AA que tem principalmente efeitos pro-inflamatérios
e pro-agregadores (BAZINET et al., 2014; SCHUCHARDT et al., 2010). Consequentemente,
a medida que mais EPA est4 presente nas membranas celulares, menos quantidade de enzima
estara disponivel para converter o AA em eicosandides pro-inflamatérios. A razdo AA / EPA
¢, portanto, considerada um importante indicador de inflamag¢do celular e a EPA pode atuar

como modulador da inflamac¢ao nos tecidos cerebrais (SONG et al., 2016). Por outro lado,



57

devido ao seu maior tamanho espacial, o DHA ¢ um substrato pobre para as enzimas COX e
LOX (SONG et al.,2016). O DHA, no entanto, também pode exercer efeitos anti-inflamatérios
através da producdo dos 'Mediadores Especializados em Pro-resolugdo', uma classe
recentemente identificada de mediadores lipidicos que evitam a inflamacdo excessiva e
promovem a resolu¢do ativa das respostas inflamatorias (MOZAFFTARIAN et al., 2012).

Metabolizados pela ciclooxigenase (COX) e 5S-lipoxigenase (5-LOX), os
eicosanoides NBR 6023:2018 (prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos) medeiam reagdes
inflamatorias (TASSONI et al., 2008). Os PUFAS disponibilizam precursores para a sintese de
prostaglandinas e modulam e expressao de enzimas fundamentais para o metabolismo destes
eicosanoides, bem como de esterdides (TRAN et al., 2016). De acordo com Xu et al., (2017),
uma razdo DHA/EPA baixa na dieta, ocasiona efeitos inibitorios sobre a estereoidogénese
gonadal.

O DHA ¢ o PUFA mais abundante nas membranas celulares fotorreceptoras da
retina e na substancia cinzenta do cérebro, representando 15-20% da composic¢ao total de acidos
graxos no cortex frontal (FLIESLER et al., 1983; MCNAMARA et al., 2015). Assim, o DHA
provavelmente esta envolvido em fung¢des executivas, como planejamento, atencao concentrada
e regulacdo comportamental, conhecidas por estarem localizadas principalmente no lobo frontal
(TESEI et al., 2016).

O AG 0mega-9 (4acido oléico) confere protecdo contra a peroxidagdo lipidica
diferente dos acidos graxos polinsaturados como linolénico, EPA, DHA que contém 4, 5 ¢ 6
duplas ligagdes respectivamente sdo muito menos estaveis (CURI et al, 2002). O uso de
formulagdes ricas em lipidios na forma monoinsaturada, comparado ao uso de poliinsaturados
evidenciou menor resposta inflamatdria e menor producdo de radicais livres com férmula rica
em monoinsaturados (CURI ez al., 2002).

Sabe-se que existe uma comorbidade significativa dentre os que apresentam
Transtorno do espectro do autismo (TEA), distirbio de déficit de atencdo / hiperatividade
(TDAH), dificuldade de aprendizagem (LD) e deficiéncia intelectual (DI). Dentre os disturbios
neurodesenvolvimentais mais comuns nestes individuos acometidos, e que todos eles tém um
componente herdavel, foi levantada a hipdtese de que disturbios neurodesenvolvimentais e
psiquiatricos podem compartilhar fatores de risco no nivel de predisposicdo bioldgica
(RICHARDSON et al., 20006).

Estudar alteragdes na composi¢ao dos PUFAs e a relagdo dos seus mediadores pode
ser uma estratégia importante para entender a fisiopatologia dos disturbios do espectro do

autismo (TEA) (WONG et al, 2014). Especificamente, nos ultimos 15 anos, foi dado
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consideravel interesse ao papel potencial das deficiéncias de acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) para a compreensao patogénica desses distirbios e, posteriormente, ao possivel papel
dos PUFAs como adjuvantes ao tratamento farmacologico (TESEI et al., 2017).

Devido aos seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatdrios, o 6mega-3 foi estudado
nessas doengas. Atua na formacdo da bainha de mielina, no desempenho cognitivo e na
comunicagdo entre células neurais. Também esta presente na acdo vasodilatadora e, portanto,
aumenta o suprimento de oxigénio e nutrientes ao sistema nervoso central (SNC) (MANKAD
etal.,2015; EL-ANSARY et al., 2014).

Considerando a semelhanca entre epilepsia e TEA, a suplementacdo de PUFA
Odmega-3 na dieta pode levar a uma melhora dos sintomas dessa sindrome (JAMES et al., 2011).
A suplementagdo com PUFA 6mega-3 foi estudada no tratamento de distirbios neurologicos
como o TEA, que ndo ¢ considerado uma doenca unica, mas estd associado a varias etiologias
e graus variados de gravidade. O TEA ¢ caracterizado por alteracdes comportamentais, déficits
de linguagem e cogni¢do, deficiéncias intelectuais em 70% dos casos e convulsdes em 30%
(VALVO et al., 2013). O estudo em modelos animais de epilepsia com suplementa¢ao de EPA
e DHA permitiu que as doses de tratamento farmacologico fossem reduzidas na fase de
manuten¢do da doenga, reduzindo as convulsdes do hipotimo (MUSTO et al., 2011).

As membranas neuronais, constituidas principalente por AGPIs 6mega-3, modulam
inimeras vias e mecanismos bioldgicos, dentre os quais a fluidez de membrana da
neuroinflamagdo, apoptose e senescéncia, expressdo génica, fungdo e plasticidade sinaptica

(ABEDI; SAHARI, 2014).

1.4 Testes Comportamentais em Modelo Animal versus Sinais do TEA

A tentativa de modelar distirbios neuropsiquidtricos, como o TEA, em roedores ¢
extremamente desafiadora, porque os comportamentos equivalentes aos dos roedores como
comunicagdo social e dos fenomenos mentais que caracterizam o TEA sdo muito limitados e
ndo existem biomarcadores validados para roedores com TEA. Por exemplo, fendmenos como
ecolalia, reversdo de pronome, fala metaforica e comprometimentos pragmaticos ndo tém
equivaléncia com os roedores. Da mesma forma, deficiéncias na comunica¢do nao verbal e
fendmenos mentais como reconhecimento de emocdes e 'mentalizacdo' ndo sdo passiveis de
modelagem. Além disso, embora modelos animais possam exibir varios fenomenos em testes
comportamentais que sdo pensados para se assemelhar aos recursos do autismo, eles ndo sao

necessariamente equivalentes as deficiéncias relatadas em humanos (TAKUMI et al., 2019).



59

Para que modelos animais em doen¢as humanas sejam considerados precisos, deve
haver uma avaliacdo de trés tipos de validade (BAKER et al., 2011; SILVERMAN et al., 2010).
Primeiro, a validade de construgdo exige que tudo o que causa sintomas no animal seja 0 mesmo
que caracterize a doenca em humanos. Segundo, a validade da face requer que os sintomas em
um modelo animal espelhem os do paciente humano. Terceiro, a validade preditiva avalia se o
animal responde as drogas de uma maneira que corresponde as reagdes humanas; no entanto,
para o autismo, nao existem drogas eficazes que sirvam como controle positivo.

Para estimativa de manifestagdes externas de disturbios em modelos animais de
autismo, certas técnicas de teste de comportamento sdo utilizadas. Testes cldssicos universais
(teste de campo aberto, morris labirinto de 4dgua, labirinto tipo T, labirinto radial, de Skinner
camara) sao métodos para a detecgdo de caracteristicas dos distlrbios autistas. Frequentemente,
o comportamento do animal ¢ observado em condi¢des em que esses animais sao mantidos em
ambientes que possam se adapatar, imediatamente nas gaiolas onde eles geralmente vivem.
Combinacao e modificagdo de certas técnicas sdo convenientes; permitindo que os avaliadores
possam fornecer uma completa avaliacdo detalhada das manifestagdes fenotipicas nos
respectivos modelos (HRABOVSKA et al., 2016).

Em criangas, a exposicdo pré-natal ao acido valprdico anticonvulsivante (AVP)
pode aumentar em até 10 vezes o risco de desenvolver TEA (RASALAM et al., 2005). Apoiada
por essa evidéncia clinica, a administragdo pré-natal de AVP no 12,5* dia gestacional, e 14" dia
pbs-natal tem sido amplamente utilizada com um modelo de roedor de TEA (RIBEIRO et al.,
2020).

Os animais com modelo de autismo mostram uma reducdo na sociabilidade
(LUCCHINA; DEPINO, 2014) e comportamentos estereotipados aumentados (SCHNEIDER
et al., 2008), além disso, apresentam vdarias alteracdes celulares e moleculares também
observadas em individuos com TEA (LUCCHINA; DEPINDO, 2014). Curiosamente,
diminui¢do da sociabilidade, aumento de comportamentos repetitivos € comportamentos
relacionados a ansiedade foram observados em machos expostos ao AVP (KIM et al., 2013;
LUCCHINA; DEPINO, 2014; SCHNEIDER et al., 2008), mas ndo em fémeas expostas no pré-
natal com AVP (KATAOKA et al., 2013; KIM et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2008).

Pode ser observado que varios autores procuram demonstrar através de seus estudos
respostas que possam elucidar em modelos animais, em ratos ou camundongos machos e/ou
fémeas, os parametros clinicos, sinais e sintomas comportamentais mais parecidos com as

possiveis caracteristicas no individuo humano com TEA descritas no DSM V (2013), e desta
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forma, encontrar meios de amenizar e/ou diminuir as respostas negativas que impossibilitam
estes individuos de terem uma independéncia familiar no futuro.

Tendo em vista a importancia do uso de nutracéuticos, estudos que os utilizem
podem vir a ser realizados com o intuito de elucidar formas alternativas ao tratamento para
amenizar os possiveis efeitos da neuroinflamagdo, do estresse oxidativo, e alguns fatores
epigenéticos do TEA com dietas e/ou suplementos ricos em acidos graxos poli-insaturados
(AGPI), (PINHEIRO et al., 2011) visando atenuar processos inflamatorios e pro ja em curso
(CAMPELDO, 2012).

No presente estudo foram utilizadas misturas de o6leos em concentragdes
nutracéuticas, com alta razao de w-9/w-6 com acdo anti-oxidante e baixa razdo de w-6/w-3 que
favorece uma agdo anti-inflamatéria, conforme estudos apresentados em outras situagdes
biolégicas (ALLAYEE; ROTH; RODIS, 2009; SIMOPOULOS 2002, 2008). O uso destas
misturas, por via orogastrica, tem sido implementado apds a instalacao da lesdo (CAMPELO,
2012) ou como pré-condicionante, ou seja, antes da geracdo do evento, seja ele trauma
(NAKAMURA et al., 2005), isquemia/reperfusdao (PINHEIRO et al., 2011) ou inducdo de
inflamacao cronica (VASCONCELOS, 2013).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito do nutracéutico de misturas de 6leos 0mega 3, 6 e 9 para atenuar
as caracteristicas comportamentais e neuroquimicas do transtorno do espectro autista induzidas

pelo acido valpréico em modelo experimental.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o efeito dos Mix-1, Mix-2 e Mix-3 nas alteragdes comportamentais e
locomotoras por meio dos testes de Campo Aberto, Imersdao de Cauda, Performance da Natagao

e Rota Rod.

b) Analisar o efeito dos Mix-1, Mix-2 e Mix-3 sobre o estresse oxidativo (TBARS), da
relacdo nitrito/nitrato, e nas alteracdes da atividade enzimatica dos sistemas antioxidantes

(GSH) no hipocampo, cortex pré-frontal, amigdalas e cerebelo de ratos.

C) Investigar o efeito do Mix-3 sobre a expressdo dos genes Dnmt3 e Chd2 em amostras

do hipocampo de ratos, através da biologia molecular RT-qPCR.
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3 METODO

3.1 Aspectos éticos e Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar machos (120 animais) e fémeas (96
animais) pesando entre 160-260g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara - UFC. Os animais acasalados foram mantidos em caixas de polipropileno condicionado
um casal por caixa, e apds o nascimento os filhotes foram randomizados de diferentes ninhadas
para aumentar a variabilidade genética, permanecendo com as maes até o desmame com 21 dias
de nascidos (Figura 6). Nesta idade os animais foram separados por sexo e colocados em caixas
com no maximo 07 animais, & temperatura média de 24 + 2°C em ciclos de alternancia
claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo padrio e agua ad [libitum. Durante todo o
experimento, 0s animais permaneceram em padrdo sanitario controlado, onde foram mantidos
em caixas de polipropileno (50 x 50 cm) forradas com cama de maravalha. As caixas eram
trocadas todas as 2% e 5% feiras, bem como o recipiente de dgua e feito reposicdo de ra¢dao. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da
Universidade Federal do Ceara (UFC) gerando o protocolo registrado com n°16/18. Cada um
dos grupos teve em média seis filhotes selecionados a partir da data do parto, os mesmos
passaram pelo processo de indu¢ao do TEA ainda filhotes no 14* dia pos-nascimento, haja vista

a casuista da enfermidade dar-se a partir da mais tenra infancia.

. TOANT 8
Figura 6 — Animal com filhotes no biotério.

Fonte: Autora.
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O protocolo experimental foi elaborado de acordo com o “Guia para Cuidados e
Uso de Animais de Laboratério” da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL) e previamente submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC
Campus Sobral. Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o nimero e o sofrimento dos

animais utilizados.

3.2 Drogas e solucoes

A suplementagdo anti-inflamatoria e antioxidante foi preparada e armazenada
dentro do laboratdrio de neurofisiologia da Faculdade de Medicina Campus de Sobral. Os 6leos
para elaboracdo: Mix-1 (4cido graxo linolénico—ALA), Mix-2 (ALA (35%) + &cido graxo
eicosapentaenoico (EPA—-39%) + acido graxo docosahexaendico (DHA-26%) e Mix-3 (ALA-
84% + DHA-16%). A mistura destes Mixs foi desenvolvida e patenteada a partir de uma jung¢ao
de gorduras com caracteristicas antioxidantes e antinflamatoria estudadas em pesquisas com
ratos e camundongos sob orientacao do pesquisador (VASCONCELOS, 2013). Os 6elos foram
adquiridos no mercado local “lojas de suplementacdo e nutricdo”. Para preparacao destes mixes,
os 0leos foram pesados utilizando uma balanca analitica da marca METTLER TOLEDO 10 mg
a52g,d=0,0001g com calibracdo automatica, e adicionados em um vidro escuro de 25 ml com

tampa e imediatamente armazenados sob refrigeracdo 20 a 24 graus (Figura 7).

Balanca

orduras insaturadasl Becker

Mixs
i Mix-1
Armazenament Mix-2
o dos Mixs Mix-3

g

Figura 7 — Producdo dos Mix-1, Mix-2 e Mix-3.

Fonte: Autora.
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3.3 Delineamento Experimental

3.3.1 Distribuicdo dos Grupos de Estudo

O modelo de autismo foi induzido por injecdo s.c. de AVP no dia 14* dia pos-
nascimento seguido de terapia de suplementacdo de gordura ricas em acidos graxos insaturados
distribuidos em Mix-1 (6leo de canola, 6leo de girassol, 6leo de linhaga — ALA (4cido graxo
linolénico), Mix-2 (6leo de canola, 6leo de girassol, 6leo de peixe — ALA (35%) + EPA (4acido
graxo eixopentaendico — 39%) e Mix-3 (6leo de canola, 6leo de girassol, 6leo puro de algas
(DHA — 4cido graxo docosahexaendico — 16%) e ALA (84%). Os filhotes foram avaliados e
acompanhados quanto ao risco e/ou aparecimento de enfermidades pos-natal e alteracdes
comportamentais até 50" dia poés-nascimento (Figura 8). No 55* dia pos-nascimento, os animais
foram eutanasiados e as areas cerebrais (hipocampo, cortex pré-frontal, amigdalas e cerebelo)
extraidas sem danos. Os tecidos cerebrais coletados foram utilizados para as determinacdes de
alteracdes bioquimicas, marcadores de estresse oxidativo, marcadores inflamatorios e
expressao génica.

A droga AVP (Valproato de Sodio 250 ml) “DEPAKENE” foi adquirida no
mercado local (farmdcias) e armazenada sob refrigeragdo. Abaixo podemos analisar as etapas

do delineamento experimental em varias etapas.

Suplementagdo com mix 40 50 55
Dia 1 14 DPN 15 DPN (durante 25 dias) DPN DPN DPN
A
|
Nascimento T 1
Inducéo do DPZIi‘I 32 Teste do
modglo DPN DPN rotarod
com VPA
Teste do Teste da Teste da
Cell)mpo imersdo da natagdo Coleta de
aberto calda sangue

Figura 8§ — Esquema do delineamento experimental

Fonte: Autora. Legenda: DPN (dia po6s-natal); VPA (acido valproico).
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3.3.2  Tratamentos dos grupos experimentais

Os Mix-1, Mix-2 e Mix-3 (Figura 09, 10 e 11 - respectivamente), foram
administrados no 15* dia p6s-nascimento por um periodo de 25 dias na dose de 1,2 ml /kg p.o
consecutivos (conforme cronograma experimental — Figura 8) - tendo em vista que essa ¢ a
dosagem nutrac€utica ja estabelecida na literatura em pesquisas prévias (MELO et al., 2014;
MELO et al., 2017), sempre no mesmo horario 24/24h por via orogéstrica com ajuda de uma
canula de inox (Figura 12). Essas doses didrias de 1,2g /kg/dia estavam distribuidas nos mixs
na propor¢do de 1,4:1 de w-6/w-3 (efeito anti-inflamatério) e de 3,7:1 de w-9/w-6 (efeito
antioxidante). O que diferencia os grupos tratados sdo as distintas fontes de ®-3: ALA, EPA e

DHA, provenientes de 6leo de linhaga, 6leo de peixe e algas, conforme esquematizados abaixo:

Solugao MIX 1

<~ Oleo de Oleo de Oleo de
Compos1g:ao [ canola ] girassol ] [ llnhaga]
P - w-6: wW- 3 W- 9. w-6
TOporeao —1,4:1 =3,7:1
Fonte de W-3

Figura 9 — Solucdes e composicao com as respectivas fontes de w3 (MIX 1)

Fonte: Autora. Legenda: ALA = 4cido a-linolénico;

Solugao MIX 2

-~ C)leo de Oleo de Oleo de
Composi¢ao [ canola ] [ girassol ] [ peixe ]
—
P ~ w-6: w- 3 w-9: w-6
roporcao = 141 =3,7:1
ALA (35%) EPA
Fonte de W-3 (39%) DHA (26%) ]

Figura 10 — Solugdes e composi¢do com as respectivas fontes de w3 (MIX 2)
Fonte: Autora. Legenda: ALA = 4cido a-linolénico; EPA = 4cido eicosapentaenoico; DHA =

acido docosahexaendico.



3.3.3

Solugao MIX 3
—
Composicio ESR e
Proporgio BN
Fonte de W-3 [ALA (84%) DHA (16%)]

Figura 11 — Solugdes e composi¢do com as respectivas fontes de w3 (MIX 3)

Fonte: Autora. Legenda: ALA = 4cido a-linolénico; DHA = acido docosahexaenoico.

Divisdo dos Grupos de Estudo e Andlises Experimentais

Os grupos serdo separados e selecionadas da seguinte forma:
e Grupo I (Controle Sham 0,9% Salina normal p.o.)

e Grupo II (Controlo Positivo, VPA 400 mg / kg s.c)

e Grupo III (MIX-1, 1,2 ml / kg p.o.)

e Grupo IV (MIX-2, 1,2 ml/ kg p.o.)

e Grupo V (MIX-3, 1,2 ml/ kg p.o)

e Grupo VI (VPA + MIX-1400 mg/ kg + 1,2 ml/ kg p.o.)

e Grupo VII (VPA + MIX-2 400 mg / kg + 1,2 ml / kg p.o.)
e Grupo VIII (VPA + MIX-3 400 mg/ kg + 1,2 ml/kg p.o.)
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Abaixo encontra descriminado o protocolo do tratamento experimental para

compreender a distribuicdo do numero de animais por sexo utilizado em cada etapa:

comportamental, parametros neuroquimicos e da expressao génica utilizado neste estudo

(Quadro 2). Em seguida (Quadro 3), um esboco esquematizando a divisdo dos grupos

experimentais, tipo de tratamento recebido durante 25 dias, bem como a via de administragao

das gorduras antioxidantes e anti-inflamatorias por meio dos mixs e dose do “Acido Valproico

- AVP” no modelo do animal com autismo.
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MIX-1 | MIX-2 MIX-3
Sham | VPA | MIX-1 | MIX-2 | MIX-3 +VPA +VPA +VPA Dosagens| Total
6 6 6 1 6 6 1 6 6 A.6.TBARS 48
animais | animais | animais | animais | animais| animais | animais nimais |\ TRITO
6 6 6 6 6 6 6 6 48
animais | animais | animais | animais | animais| animais | animais | animais GSH
TOTAL DE MACHOS E FEMEAS 192
7 6 i i 6 i i 6 Chd2 25
animais | animais animais animais | Dnmit3a
TOTAL DE RATOS NO ESTUDO 217

Quadro 2 — Protocolo de Tratamento Experimental (FEMAS - 96 animais) e MACHOS (121

animais), tipo de dosagens analisada.

Fonte: Autora.

GRUPOS posg | VIA DURACAO DO
EXPERIMENTALIS| TRATAMENTO (KG) DE |TRATAMENTO
MEF ADM. (DIAS)
SHAM 0,9% Salina 0,9% Oral 25 dias
Acido Valproico :
AVP (DEPAKENE) 400 mg s.C. 1 dia
[29+Q6+Q3
Oleo de canola
MIX-1 Oleo de girassol rico em 1,2 mg Oral 25 dias
oleico
Oleo de linhaca
[€29 + Q6 + Q3
Oleo de canola
MIX-2 Olqo de girassol rico em 1,2 mg Oral 25 dias
oleico
Oleo de peixe
[Q-9 + Q-6 + Q-3
Qleo de canola
MIX-3 Oleo de girassol rico em 1,2 mg Oral 25 dias
oleico
DHA puro de algas
MIX-1+ AVP MIX-1 + Acido Valpréico | L2me* | s¢ 25 dias
400mg oral
Continua

Conclusio
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GRUPOS posg | VIA DURACAO DO
EXPERIMENTALIS| TRATAMENTO (KG) DE |TRATAMENTO
MEF ADM. (DIAS)
MIX-2 + AVP MIX-2 + Acido Valpréico | 20+ | sc 25 dias
400mg oral
MIX-3+AVP  |MIX-3 + Acido Valproico | 12MeF | 8¢ 25 dias
400mg oral
Quadro 3 — Protocolo de Tratamento Experimental (Droga + Dieta)
Fonte: Autora.
C peso do animal
MIX 1/ MIX2 /MIX 3 mmp X=P.1,2g/968
(. volume administrado
X :’i"“”m\\« m
J /,_) = /'v’ ,/" '-.} / ),i
| </
Pa / N J
/ o -
Peso do Volume

Figura 12 — Quantidade de solugio lipidica infundida diariamente

Fonte: Autora.
3.4 Testes Comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados conforme esquema citado a seguir.
Antes de qualquer um dos procedimentos de avaliagdo comportamental, os animais eram
levados em suas caixas ao laboratorio de fisiologia com 30 minutos de antecedéncia —
representando o periodo de habituagdo para que ndo houvesse interferéncias do ambiente. A
sala de comportamento ficava dentro dos acessos deste laboratorio, onde antes de iniciar cada
teste, os animais eram deslocados individualemente. Todos os equipamentos e utensilios dos
testes comportamentais (Campo aberto e Rota road) foram limpos com alcool 70% apos o teste

de cada animal, impedindo a permanéncia de odores.
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e TESTE DE CAMPO ABERTO = 24" dia pds-nascimento

e TESTE DE IMERSAO EM CAUDA = 30? dia pés-nascimento
e TESTE DE PERFORMANCE = 32? dia p6s-nascimento

e TESTE ROTA ROAD = 50* dia pds-nascimento

3.4.1 Atividade Locomotora (Campo Aberto)

Este experimento foi realizado a fim de testar a atividade exploratoria do animal
baseado na metodologia validada por Archer (1973) no 24 dia pés-nascimento (Figura 13). Os
ratos foram colocados individualmente apds o periodo de habituagdo, em um campo aberto com
area de 50 x 50 cm e em ambiente iluminado por uma luz vermelha. Este campo era
confeccionado em madeira com fundo preto, dividida em nove quadrantes iguais. Os animais
foram previamente habituados durante 1 minuto e, posteriormente, observados por 5 minutos
onde estava sendo observados e avaliado:

Locomogao: foram avaliados a frequéncia de cruzamentos (nimero de vezes eu o
animal cruzou as divisdes marcadas no chdo), uma medida de atividade exploratoria.

Tempo parado nos quadrados: foi avaliado o tempo de permanéncia que o animal

ficou imdvel, um pardmetro de ansiedade.

Atividade de levantar (rearings): foi avaliada a frequéncia (nimero total de vezes

que o animal levantou sobre as patas dianteira e movimentou a cabe¢a numa postura tipica de

orientacdo em um ambiente novo — Figura 13) (SILVEIRA et al., 2005).

Atividade de limpeza (grooming): ¢ a atividade de esfregar o corpo com as patas ou
boca e esfregar a cabega com as patas, num comportamento caracteristico de limpeza (Figura
13). Foi contabilizado a quantidade de vezes que o animal ficou realizando esse comportamento

(HSIAO et al., 2012).
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v' Pardmetros avaliados v' Parametros avaliados

U Nuamero de Cruzamentos U Rearing
U Tempo Parado U Grooming

)
A v %
1 mim de adaptagio y 5 i
@ 5 mim de avaliagdo 4 ,/( ‘) i y
=l =¥

Rearing Grooming

-

Figura 13 — Analise comportamental dos animais pelo Teste Campo Aberto.

Fonte: Autora. Figura criada na plataforma "Mind the Graph", disponivel em: www.mindthegraph.com.

3.4.2 Teste de imersao na cauda

Neste modelo, um estimulo térmico entre 50° a 55°C aplicado a cauda de ratos
desencadeia o reflexo da retirada da mesma por flexdo predominantemente em dire¢@o rostral.
Etapa conhecida como efeito antinocicepc¢do, sendo realizado no 30" dia pods-nascimento
(Figura 14).

A avaliacdo das respostas ¢ feita por meio da medida do lapso de tempo entre a
aplicagdo do estimulo térmico e o momento de afastamento da cauda da fonte de calor
(CARTENS et al., 1993). Esse modelo permite obter informagdes sobre o mecanismo e o local
da atividade antinociceptiva detectada, uma vez que o parametro avaliado, ou seja, o reflexo de
retirada da cauda, ¢ de integragdo medular.

O teste foi realizado por meio da imersdo do ter¢o inferior da cauda dos animais em
agua aquecida a 55°C, seguida da anotacdo do tempo de reagdo ao estimulo, através da
filmagem em camera de celular. Este teste comportamental se baseia na premissa que a imersao
da cauda do animal na agua provoca um movimento abrupto da cauda e, por vezes, o recuo de

todo o corpo; sendo o tempo de reagdo monitorado (SOUZA et al., 2014).
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v’ Parametro avaliado

Movimento
de Retirada

Preparo Imersdo

U Tempo de Reagdo

v" Movimento de retirada
filmado

v/ Tempo mensurado em
video com velocidade
reduzida em 5x

Figura 14 — Analise comportamental dos animais pelo método Imersao em Cauda.

Fonte: Autora. Figura criada na plataforma "Mind the Graph", disponivel em: www.mindthegraph.com.

3.4.3 Teste de Performance de Natacio

Em um recipiente cheio de dgua (28-29°C) os animais foram submetidos ao teste
de performance no 32* dia pos-nascimento (Figura 15). Cada animal foi colocado no centro do
recipiente e avaliado por 10 segundos. A natag@o e o desempenho foram avaliados de acordo
com a posic¢ao do nariz e cabeca (angulo) na superficie da dgua.

O angulo da natagdo foi caracterizado da seguinte forma: 0 - cabeca e nariz abaixo
da superficie, 1- o nariz abaixo da superficie, 2- o0 nariz e topo da cabega ou acima da superficie,
mas as orelhas ainda abaixo da superficie, 3- 0 mesmo que dois, exceto que a linha de dgua
esteja em nivel do ouvido médio, e 4 o mesmo que trés, exceto que a linha de dgua esteja no
fundo das orelhas. A natagdo avalia o desenvolvimento motor e consolidacio de respostas de

reflexos coordenados (SCHAPIRO et al., 1970).
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Padrdes de nado em ratos no DPN 32

v' Parametro avaliado
U Padrio de nado =
(classificagdo de 0 a 4) N .
<
- = o e
Avaliagao de o
10 segundos ) .
N Ny ~4
Grau 4 Grau 3 Grau 2 Grau l
Superficie da agua Superficie da d4gua ao Superficie da dgua Superficie da agua
abaixo das orelhas nivel das orelhas acima das orelhas acima do fucinho

Figura 15 — Analise comportamental dos animais pelo método performance da natagao.

Fonte: Autora. Figura criada na plataforma "Mind the Graph", disponivel em: www.mindthegraph.com.

3.4.4 Teste do rotarod

Este teste foi realizado no 50" dia pds-nascimento para avaliar os aspectos de
coordenacdo e equilibrio do desempenho motor em todos os grupos estudados. O aparelho
consiste em uma barra giratéria com 3 cm de didmetro presa a um motor com a velocidade
ajustada para 40 rpm, esquematizado na Figura 16. Os filhotes foram colocados
individualmente na barra giratoria e observado o tempo gasto para permanecer sem cair bem
como a velocidade medida em RPM na barra giratdria, tendo 300 segundos como o tempo de
corte (BHOSALE et al., 2011).

Para realizacdo deste teste foi utilizado um periodo de adaptagao (pré-teste) 48

horas antes do dia 50%, seguindo o mesmo protocolo.
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R 5
v" Animais mantidos no 'l-“-m-. v" Animais mantidos no

aparato por 300 seg { aparato até limite
3
v RPM:4a15 | | | | v RPM:42a40
v' 2 dias antes do Teste ' — — I v' Parametros Avaliados:
= E O Tempo de Laténcia

QO Tempo Final
O RPM da 1° Queda
O RPM do Tempo Final

Figura 16 — Representagdo esquematica do teste comportamental Rotarod. Dois dias antes do
teste, os animais foram adaptados ao aparato por meio da permanéncia neste por 300 segundos
com baixa velocidade inicial, gradualmente crescente (4 a 15 RPM). No dia do teste, foi
utilizada a velocidade crescente de 4 a 40 RPM com duragdo méaxima de 300 segundos. Foram

avaliados os seguintes parametros: Tempo de Laténcia (tempo até a primeira queda) e Tempo

Fonte: Autora. Figura criada na plataforma "Mind the Graph", disponivel em: www.mindthegraph.com.

3.4.5 Dissecacdo das dreas cerebrais e descarte dos animais

Os animais apoOs todas as determinagdes comportamentais no 55* dia pos-
nascimento  foram  eutanasiados por guilhotina dentro do laboratério de
Fisiologia/Neurociéncia. Em seguida, os encéfalos foram rapidamente removidos e colocados
sobre papel aluminio em uma placa de Petri contendo gelo, seguido de dissecag¢do das areas
cerebrais a serem estudadas.

O hipocampo (HC), cortex pré-frontal (CPF), amigdalas e cerebelo, foram isolados
das demais areas do encéfalo por divulsionamento com auxilio de uma pinga de
microdissecacdo. Cada area foi pesada, armazenada e identificadas em papel aluminio e
conservada a -80°C at¢ sua analise. As carcacas dos animais foram acondicionadas em sacos
plasticos, armazenadas em freezer e posteriormente o descarte ocorreu sob responsabilidade do

Biotério da Universidade Federal do Ceard/Campus Sobral.
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3.5 Avalia¢do Neuroquimica

3.5.1 Determinacgdo da peroxidacdo lipidica por medicdo do conteudo de substincias

reativas do dacido tiobarbiturico (TBARS)

O grau de peroxidagao lipidica foi determinado pelo método de Draper e Hadley
(1990). A determinacdo das concentragdes de substancias reativas do acido tiobarbiturico
(TBARSY) foi avaliada nas areas cerebrais (HC, CPF, amigdalas e cerebelo). Foram preparados
homogenatos das areas cerebrais supracitadas a 10% em solugdo de tampao fosfato 150 mM.
Uma aliquota de 63 uL. do homogeneizado foi retirado e precipitado com 100 pL de acido
perclorico 35% dentro de um eppendorff, e posteriormente centrifugado a 5000 rpm por 10
minutos a 4 °C. Apos centrifugacgdo, foi separado 150 uL do sobrenadante e adicionado 50 uL
de acido tiobarbitarico 1,2 %. Posteriormente a mistura foi agitada e mantida em banho de
agua fervente (95-100 °C) por 30 minutos. Apos isso, foi transferido 200 ulL da amostra para os
pogos de uma placa de poliestireno de 96 pocos, a determinagdo do conteido de TBARS foi
realizada por espectrofotdometro a 535 nandmetros (nm) em leitor de microplacas
(MOLECULAR DEVICES —Spectra Max Paradigm Multi-Mode). Os resultados foram
expressos em micromol (umol) de malonildialdeido (MDA) por miligrama de proteina. A curva
padrao de MDA foi preparada a partir de uma solu¢ao padrdo nas concentragdes 0,627; 1,247,

2,463;4,8; 9,16 e 16,77 umol/L e o branco foi feito com agua destilada (Figura 17).
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Figura 17 — Representagdo esquematica da determinag¢do do estresse oxidativo por meio da

obtengdo de TBARS.

Fonte: Autora.

3.5.2 Determinacio da Concentra¢do de Nitrito nas Areas Cerebrais e no Sangue

Para a determinacao da produgdo de nitrito, primeiramente foi preparado uma curva
padrdo. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO2 e dissolvidos em 10 mL de agua bidestilada
(estoque-10mM) e feitas as dilui¢cdes em série (10 e 20 x), ficando 1 puM, 100 uM, 10 uM, 5
uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. Foi realizada uma equacdo da reta para o célculo
das concentragoes do teste (GREEN ez al.,1981). Para a determinagao da concentragao de nitrito
em cada tecido, foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (p/v) em solugao
tampao fosfato 150 mM. Apoés a centrifugacdo (11000 rpm/15 min A 4°C) os sobrenadantes
foram coletados e a producdo de 6xido nitrico (NO) determinada através da reagdo de Griess.
Uma aliquota de 50 puL do sobrenadante foi incubada com 50 pL. do reagente de Griess
[(sulfanilamida 1% em H3PO4/ naftiletilenodiamino-bicloridrato 0,1%/, H3PO4 1%/diluido
em agua, na proporcao de (1:1)] e foram distribuidos em uma placa de poliestireno de 96 pogos
sob a temperatura ambiente por 10 minutos. Apdés 10 minutos de reacdo a absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro a 570 nm em leitor de microplacas (MOLECULAR DEVICES —
Spectra Max Paradigm Multi-Mode). A concentracdo de nitrito (uM) foi determinada a partir
de uma curva padrao de NaNO2 e os resultados foram expressos em uM de nitrito-nitrato por

grama de tecido (Figura 18).
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Figura 18 — Representagdo esquematica da determinacdo do estresse oxidativo por meio da

obtengao de Nitrito.

Fonte: Autora.

3.5.3 Determinacdo da Concentracdo de Glutationa Reduzida GSH)

A atividade antioxidante foi determinada pela concentragdo de GSH, que se baseia
na reagdo do reagente de Ellman (5,5'-ditiobis-acido 2-nitrobenzdico) (DTNB) com o tiol livre
originando um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-tiobenzdico. Inicialmente foi preparado o
homogenato a 10% em EDTA 0,02M das areas cerebrais em estudo, em seguida foi retirado 40
uL desse homogenato e adicionado 50 pL. de agua destilada e 10 pL de 4cido tricloracético a
50%. O material foi agitado e centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Posteriormente,
foi recolhido 60 puL. do sobrenadante e acrescido 102 pL. de tampao Tris-HCL 0,4 M, pH 8,9 +
DTNB 0,01M e distribuidos na placa de poliestireno de 96 pocos, apés 1 minuto da reagdo foi
feito a leitura da coloragdo em 412 nm em leitor de microplacas (MOLECULAR DEVICES —
Spectra Max Paradigm Multi-Mode), (Figura 19). A concentracdo de glutationa reduzida foi
expressa em nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por base uma curva padrio. A curva padrao
foi construida a partir da solu¢do padrao de GSH (1mg/mL), a qual foi preparada em triplicata
de solugdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pug/mL. O branco foi feito com dgua destilada (4 mL) e
a cada tubo das soluc¢des de GSH foi acrescentado de 4 mL de tampao Tris HCI 0,4M (pH 8,9).
Para a determinacdo da equagdo da curva padrao de GSH, foi adicionado ainda a cada tubo 0,1

mL de DTNB (SELDLAK; LINDSAY, 1988).
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Figura 19 — Representagdo esquematica da determinagdo do estresse oxidativo por meio da

Concentrag¢ao de Glutationa Reduzida

Fonte: Autora.

3.6 Anailise de Expressdo Génica

3.6.1 Desenho e andlise dos primers

O planejamento dos primers foi baseado nas sequéncias genéticas codificantes
identificadas tanto para genes de referéncia (Actb e Gapdh), quanto para genes alvos de
avaliagdo a resposta comportamental utilizando o banco de dados do NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov). O desenho dos primers deu-se através do software Primer 3,
onde foram validadas in silico temperaturas de anelamento em torno de 60°C, com tamanhos
de amplicons varidveis entre 84 pb e 147 pb para as sequencias-alvo estudadas. As sequéncias
dos primers selecionados encontram-se apresentadas na Tabela 1. Esse material foi analisado
quanto as probabilidades de formagao de hairpins omodimeros e heterodimeros, estruturas que
podem prejudicar a eficiéncia de amplificacdo durante as reacdes de qPCR. Os niveis de
expressao dos genes foram avaliados a fim de escolher os melhores tecidos para desenho das

curvas-padrao.
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3.6.2 Expressdo Génica do Hipocampo

Diversos trabalhos tém estudado os efeitos da administra¢do de 4acidos graxos w-3
sobre o hipocampo de ratos, desde experimentos in vitro, verificando sua atividade anti-
inflamatoria em fatias de hipocampo (MOREIRA ef al., 2010), até sua agdo protetora in vivo
com inibi¢do de atividade epileptiforme (YONG et al, 2000). Puskas et al., (2003)
demonstraram que a administra¢do oral de 6leo de peixe em ratos idosos acarreta um aumento
do DHA e uma dréstica reducdo do AA na composi¢cao das membranas fosfolipidicas dos
neurdnios do hipocampo. De forma similar, Lamaziere et al., (2011) evidenciaram que a
provisdo exogena de acidos graxos w-3, por meio da administragdo orogdastrica de 6leo em
ratos, resulta em sua incorporacdo diferenciada nas membranas fosfolipidicas dos neuronios,
principalmente em determinadas regides do cérebro, como o cértex e o hipocampo. Desta
forma, neste trabalho a area escolhida para o estudo da expressdo génica foi o hipocampo de
ratos em 4 grupos citados a seguir.

Em uma outra série de experimentos, grupos de animais tiveram o hipocampo
coletado apods o tratamento para andlise da expressdo génica. O material do hipocampo foi
coletado ao final de tratamento de quatro grupos experimentais: SHAM (n=7), AVP (n=6),
Mix-3 (n=6) e AVP + Mix-3 (n=6): O grupo do Mix-3 foi escolhido para realizacdo da
expressdo génica na fase da pesquisa em a maioria dos resultados obtidos apresentavam-se
significativamente favoradveis aos achados esperados nesta pesquisa. Ao final da
experimentacdo os animais foram eutanasiados, conforme descrito na sessao “4.5.4 Dissecacgao
das areas cerebrais e descarte dos animais”, o hipocampo foi dissecado, lavado duas vezes em
solucdo salina e transferido para tubo previamente identificado contendo solu¢do de RNA later
(ThermoFisher Scientific), onde permaneceram submersos por lh a temperatura ambiente, em
seguida esse material foi congelado a -30 °C, transportado para unidade de realizagdo

experimental e mantido a -30 °C até o momento da extragdo de RNA.

3.6.3 Extracdo de RNA total de hipocampo

Todos os procedimentos que envolveram a manipulagdo de RNA foram realizados
utilizando materiais dedicados exclusivamente a esta finalidade. A superficie das bancadas, os
equipamentos e as micropipetas utilizadas foram higienizados e tratados com o spray “RNAse”
conforme recomendado pelo fabricante. Utilizando a extragdo do RNA total foi realizada o

reagente Trizol® (ThermoFisher Scientific) de acordo com as recomendagdes do fabricante. A
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ressuspensdo do RNA total foi realizada com 50 pL de dgua mili-Q DEPC nuclease free. O
RNA total foi avaliado e quantificado equipamento NanoDrop 1000 (Thermo scientific®) e as

amostras foram armazenadas em freezer -80°C até sua utilizagao.

Rattus novergicus

Codigo NCBI Gene Primers Produto (pb)

F: GGAAAGGGGAGAGAGAATGG
NM 001107523.1 Chd2* 104
- R: ACTTTGGCAGGAAGGGATTT

F: GAACGGCTCGTGTATGAGGT
NM _001003957.1 Dnmt3a* 101
- R: TGAAGAGTGGGTGCTCCAG

F: CCTGAACCCTAAGGCCAACC
NM 031144.3 Actb? 84
- R: GCCATGTACGTAGCCATCCA

Tabela 1 - Predi¢do da expressdo génica por tecido, sequéncia de primers utilizados, alvos e

tamanhos dos produtos amplificados esperados.

Fonte: Autora. Legenda: A = Alta; MB = Muito Baixa; B = Baixa; M = Média. *Primer3; **NCBI; *Primer
Mus musculo com homologia previamente verificada in silico

3.6.4 Transcrigdo reversa obtencio de cDNA PCR quantitativo em Tempo Real (RT-
qPCR)

Ensaios de RT-qPCR foram realizados para a quantificacdo relativa dos niveis
transcricionais dos genes Dnmt3a e Chd2. As etapas de transcri¢ao reversa e de amplificagao
foram realizadas separadamente (Método Two-Step). As amostras de RNA total extraidas foram
submetidas a reacdo de transcri¢do reversa com o uso do kit “High Capacity cDNA Master
Mix” ThermoFisher Scientific A estratégia obtencdo cDNA a partir do RNA baseia-se no
anelamento de oligonucleotideos de sequéncias aleatdrias. A cada reagdo foram adicionados 10
puL de “RT Buffer 2X”, 1 uL de “RT Enzyme Mix”, cDNA, 5 pL de amostra de RNA total e
agua mili-Q livre de RNases em um volume final de 20 pL. Para todos os grupos foram
utilizados 5 uL da solugao de RNA total. As amostras foram incubadas a 37 °C durante 60 min
e depois a 95 °C por 5 min em termociclador “CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(Biorad). As amostras contendo o DNA complementar (cDNA) gerado foram quantificadas,
diluidas para concentraciao de 50 ng/uL. e mantidas em freezer -20 °C até sua utilizagao.

As reagdes de qPCR para os genes alvo foram realizadas em triplicata utilizando
como método de detecg@o o reagente intercalante de DNA Sybr Green utilizando o “PowerUp

SYBR® Green PCR Master Mix” de acordo com as recomendagdes do fabricante. A eficiéncia
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dos primers foi avaliada através de uma curva de diluicdo seriada do cDNA, os quais
apresentaram eficiéncia entre 95 e 105%. A ciclagem de temperatura seguiu com um
aquecimento inicial a 95 °C por 5 min e 60°C durante 60 min, seguidas da curva de melting a
60°C por 1 minuto seguida de 950C por 15 segundos (+0.3 °C). Os ensaios de qPCR foram
realizados replicata biologicas para confirmag¢do dos resultados. Os resultados foram avaliados

utilizado o método de 2'44¢4 de acordo com Livak and Schmittgen (2001)

3.7 Analises estatisticas (comportamentos, estresse oxidativo, GSH e Nitrito)

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada variavel
analisada apresentam distribui¢do normal, de modo que os valores outliers foram retirados (p-
valor > 0,05). Para identificagdo dos valores atipicos (outliers) foi utilizado o método de ROUT
com Q-value de 10%. Os dados paramétricos foram analisados através do teste t de Student,
para a compara¢do da média entre dois grupos, e de ANOVA para a comparagdo das médias
em variaveis com mais de dois grupos. Em caso de homogeneidade de variancias (p-valor >
0,05), foi definido como pos-teste para a ANOVA o teste de Tukey. Os dados ndo-paramétricos
foram expressos como mediana, seguida de seus valores extremos, e analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis.

Para os dados paramétricos e ndo-paramétricos o nivel de significincia estatistica
utilizado sera de p<0,05 e as andlises estatisticas serdo realizadas utilizando os softwares SPSS

20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) e GraphPad PrismO versdo 6.0 (La Jolla, CA, EUA).

3.7.1 Anadlise estatistica (Expressao Génica)

Os resultados de dois experimentos indepententes, realizados em triplicatas foram
expressos em Cq = desvio padrdo por animal. A estatistica descritiva foi apresentada média +
desvio padrdo por grupo. O teste de normalidade KS foi realizado. As medianas dos grupos nao
normais foram submetidas ao teste ndo paramétrico Mann-Whitney para a comparagao pareada
entre os grupos experimentais, comparado ao controle SHAM.

As médias dos grupos foram submetidas ao teste t ndo pareado para a comparacao

paramétrica entre a média dos grupos experimentais, comparados ao controle SHAM.
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4 RESULTADOS

4.1 Anilises Comportamentais em MACHOS e FEMEAS

4.1.1 Avaliacdo da Atividade Locomotora - Teste do Campo Aberto

Esta tarefa foi utilizada como um parametro de avaliagdo do comportamento do tipo
ansioso e da atividade locomotora dos animais, assim como da memoria de habituacdo para este
ambiente. Durante 5 minutos foram mensurados os seguintes parametros: nimero de
cruzamentos (crossings), respostas de orientagdo, ou atividade de levantar (rearings), tempo
parado nos quadrados (ansiedade), tempo de auto-limpeza (groomings).

No 24 dia pos-nascimento foi realizado o primeiro teste de comportamento para
avaliar atividade locomotora. Nao foram constatados nenhuma diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos AVP e grupo SHAM dos animais machos como podemos observar

na Figura 20.
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Figura 20 — Analise da atividade motora no Teste do Campo Aberto em ratos (machos)
realizado no 24* dia pds-natal, induzidos ao autismo tratados por 25 dias com mix de 6leos e

uma unica dose de acido valproico.

Fonte: Autora. Legenda: A: Numero de cruzamentos; B: Tempo parado; C: Grooming; D: Rearing. Os valores
representam a média = SEM. (n= 13 — 23 animais por grupo experimental). Para andlises estatisticas foram
utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. ‘a’ mostra diferencga significativa em relagdo ao grupo
SHAM. ‘b’ mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo Acido valproico (AVP). ‘c’ mostra diferenga
significativa em relagdo ao Mix 1. ‘d’ mostra diferenga significativa em relagdo ao Mix3 + AVP. Valores
significativos: aaaa=p<0,005, b=p<0,05, c=p<0,05 e d=p<0,05.

Para os grupos dos animais fémeas, ao analisar o numero de cruzamentos,
comparando os animais tratados com o SHAM (31,5+2,05; p<0,05), o grupo acido valproico se
mostrou diferente significativamente (46,44+2,69; p<0,05), com uma elevagdo exploratoria
maior. Para variavel tempo parado, os animais tratados com AVP (72,2243,59; p<0,05) e Mix
3 (57,08+12,11; p<0,01) reduziram significativamente em relagdo ao grupo SHAM, podendo
caracterizar um comportamento de ansiedade (Figura 21).

Quando analisado os valores de autolimpeza (Grooming), nenhum grupo
experimental demonstrou diferenca estatistica quando comparado com o SHAM ou com o
grupo tratado somente com 4cido valpréico. O Ultimo parametro analisado neste teste se refere

a atividade exploratoria vertical (rearing). Somente apresentaram diferenga significativa em



83

relacdo ao grupo SHAM, os animais tratados com AVP (18,2+1,88; p<0,05). Nao foi constatado

nenhuma diferenca significativa em relagéo ao grupo de Acido valpréico.
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Figura 21— Andlise da atividade motora no Teste do Campo Aberto em ratos (fémeas) realizado
no 24* dia pds-natal, induzidos ao autismo tratados por 25 dias com mix de 6leos e uma Unica

dose de Acido Valproico.

Fonte: Autora. Legenda: A: Numero de cruzamentos; B: Tempo parado; C: Grooming; D: Rearing. Os valores
representam a média = SEM. (n= 10 — 18 animais por grupo experimental). Para andlises estatisticas foram
utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. ‘a’ mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo
SHAM. ‘b’ mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo Acido valproico (AVP). ‘c’ mostra diferenga
significativa em relagdo ao grupo Mix 1. ‘d’ mostra diferenga significativa em relagdo ao grupo Mix2+AVP; ‘e’
mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo Mix3+AVP; Valores significativos: a=p<0,05; b=p<0,05;
¢=p<0,05; ee=p<0,01.

4.1.2  Avaliacdo da Atividade Locomotora - Teste de Imersdao em Cauda

Para o teste de imersdo em cauda, realizado no 30? dia p6s-nascimento, foi avaliado
o tempo em milissegundos no qual o animal realiza a total retirada da cauda quando imerso em
agua.

Ao comparar os grupos controles do experimento nos animais machos, foi possivel
constatar uma diferenga significativa entre eles, onde o grupo AVP (565,7+13,87) aumentou o

tempo em relagdo ao grupo SHAM (369,6+8,84; p<0,0001). Ainda em relagdo ao grupo SHAM,
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este se mostrou diferente do grupo Mix-1(462,1+18,55; p<0,01), onde o tratamento elevou o
tempo de retirada conforme a Figura 22.

Quando comparado com o Grupo AVP (565,7£13,87), todos os grupos
experimentais associados ao 4acido valproico se mostraram estatisticamente diferentes,
conseguindo reduzir o tempo de retirada da cauda [ (Mix1+AVP:377,5£19,66; p<0,0001);
(AVP + Mix-2: 349,1+£10,27; p<0,0001) e (AVP + Mix-3: 429,3+12,77; p<0,0001) ].

O Mix-1 (462,1£18,55) se mostrou deferente significativamente em relacdo aos
grupos tratados com Mix-2 (383,8+16,52; p<0,01) e Mix-3 (390,5+16,52; p<0,01), bem como
com AVP + Mix-1 (377,5+£19,66; p<0,01). J4 o AVP + Mix-2 (349,1+10,27) se mostrou
diferente significativamente do AVP + Mix-3(429,3+£12,77; p<0,001), aumentando o tempo de

retirada da cauda.
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Figura 22 — Andlise da imersdo de cauda em ratos machos realizado no 30 dia pos-natal,

induzidos ao autismo tratados por 25 dias com Mix de 6leos e uma tnica dose acido valpraico.

Fonte: Autora. Legenda: AVP: Acido valproico. Os valores representam a média + SEM. (n= 13 — 23 animais por grupo
experimental). Para andlises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. ‘a’ mostra diferenga
significativa em relagio ao grupo SHAM. ‘b’ mostra diferenca significativa em relago ao grupo Acido valproico (AVP). ‘¢’
mostra diferenca significativa em relagdo ao Mix-1. ‘d” mostra diferenga significativa em relagdo ao Mix2+AVP. Valores
significativos: aaaa=p<0,0001; bbbb=p<0,0001; cc=p<0,01, ddd=p<0,001.

Na Figura 23, ao ser comparado os grupos experimentais fémeas, foi possivel
constatar a diferenga entre os grupos controle SHAM (379,7+12,59) e AVP (671,9+67,08;
p<0,005), onde os animais tratados com &cido valprdico necessitaram de maior tempo para
desempenhar a funcdo. Os demais grupos experimentais ndo se mostraram significativamente
diferente do grupo SHAM.

Quando comparado com o Grupo AVP, todos os grupos experimentais se

mostraram estatisticamente diferentes, conseguindo reduzir o tempo de retirada da cauda.
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(Mix1+AVP: 440,9+10,64; p<0,01); (Mix2+AVP: 397,8+11,19; p<0,0001) e (341+21,82;
p<0,0001)].
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Figura 23 — Andlise da atividade motora no Teste de Imersdo em Cauda em ratos fémeas
realizado no 30* dia pds-natal, induzidos ao autismo tratados por 25 dias com mix de 6leos e

uma unica dose de Acido valproico.

Fonte: Autora. Legenda: AVP: Acido Valpréico. Os valores representam a média = SEM. (n= 10 — 15 animais por
grupo experimental). Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. ‘a’
mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo SHAM. ‘b’ mostra diferenga significativa em relagdo ao grupo
AVP. Valores significativos: aaa=p<0,005; bb=p<0,05 e ‘bbbb= p<0,0001.

4.1.3 Teste de Performance da Natagdo

Para o teste de natagdo realizado no 32? dia p6s-nascimento, foi avaliado os scores
de acordo com o angulo de inclinacdo da cabeca dos animais na superficie da d4gua de 1 a 4
(Figura 24).

Ao comparar os grupos controles machos, foi possivel constatar a diferenca
significativa entre o grupo SHAM (3,9+0,09) e o grupo AVP (3£0,17; p<0,005), onde houve
uma reducdo da média dos scores. Os demais grupos experimentais, foi possivel observar
alteracdes significativas somente em relagdo aos grupos Mix-1 (3,92+0,07) e o Grupo AVP +

Mix-1 (3,167+0,16; p<0,01), onde foi possivel observar a diminui¢do do desempenho motor.
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Figura 24 — Andlise da imersdo de cauda em ratos machos realizado no 32 dia pos-natal,

induzidos ao autismo tratados por 25 dias com Mix de 6leos e uma tnica dose acido valproico

Fonte: Autora. Legenda: AVP: Acido valproico. Os valores representam a média = SEM. (n= 12 — 20 animais por
grupo experimental). Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. ‘a’
mostra diferenca significativa em relacdo ao grupo SHAM. ‘c’ mostra diferenga significativa em relagdo ao Mix
1. Valores significativos: aaa=p<0,005 e cc=p<0,01.

Resultados parecidos foram encontrados nos grupos dos animais fémeas como pode
ser observado na Figura 25. Para os grupos controles, foi possivel constatar a diferenca
significativa entre o grupo SHAM (3,84+0,10) e o grupo AVP (3,33+0,11; p<0,05), onde houve
uma reducdo da média dos scores. Entre os grupos tratados, foi possivel observar alteragdes
significativas somente em relagdo aos grupos Mix 3 (4,0+0) e o Grupo Mix3+AVP (3,11+0,11;

p<0,005), apresentando uma redugio do score no grupo associado ao Acido Valproico.
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Figura 25 — Andlise da atividade motora no Teste de Imersdo em Cauda em ratos fémeas
realizado no 32* dia pds-natal, induzidos ao autismo tratados por 25 dias com mix de 6leos e

uma unica dose de acido valproico.

Fonte: Autora. Legenda: AVP: Acido valpréico. Os valores representam a média = SEM. (n= 12 — 20 animais por
grupo experimental). Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. ‘a’
mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo SHAM. ‘e’ mostra diferenca significativa em relagdo ao Mix
3. Valores significativos: a=p<0,05 e eee=p<0,005.

4.1.4 Avaliacdo da Atividade Locomotora -Teste de Rota-rod

Para o teste de Rota-rod, foram avaliadas quatro variaveis relacionadas a atividade
motora do animal, a saber: primeira queda e tempo final (coordenagdo motora e equilibrio) e
RPM para a primeira queda e RPM final (equilibrio e forca muscular). Os parametros avaliados
no teste de Rotarod incluem: tempo de laténcia (ou de resisténcia para queda), distincia total
percorrida (dependente da freguéncia de rotagdo e do tempo de laténcia).

Na Figura 26, ao ser analisado os parametros no teste rota rod para os grupos de
animais machos, ndo foi possivel observar resultados significativos entre o grupo AVP em

comparag¢do ao grupo salina (sham).
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Figura 26 — Analise da locomogdo através do teste de RotaRod em ratos machos realizado no
50 dia po6s-natal, induzidos ao autismo tratados por 25 dias com Mix de 6leos e unica dose de
acido valproico.

Fonte: Autora. Legenda: A: Tempo final; B: RPM final; C: Primeira queda; D: RPM para a primeira queda. Os
valores representam a média = SEM. (n= 13 — 23 animais por grupo experimental). Para andlises estatisticas foram
utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. ‘b’ mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo
Acido valpréico (AVP). ‘¢’ mostra diferenga significativa em relagio ao Mix 1. ‘d’ mostra diferenga significativa
em relagdo ao Mix2. Valores significativos: b=p<0,05, cc=p<0,01, d=p<0,05 e dddd=p<0,0001.

Nos grupos dos animais fémeas, a avaliagdo do tempo final representado na Figura
27, os grupos AVP (125+12,08; p<0,005) e Mix-3 (11449,2; p<0,0001) reduziram
estatisticamente o tempo em relacdo ao SHAM (201,8+7,78). Quando comparado em relagao
ao grupo tratado somente com Acido Valproico (125,0+12,08), Mix-1+AVP (208,8+12,9;
p<0,0001) e Mix-2+AVP (264,848,71; p<0,0001) apresentaram diferenga significativa,
levando ao aumento do tempo.

Ao avaliar o tempo necessario para a ocorréncia da primeira queda, os Unicos
grupos que se mostraram diferentes do grupo SHAM foram o AVP (49,5+6,72; p<0,005) e Mix-
3 (48,77£5,93; p<0,01), diminuindo o tempo.

O ultimo parametro avaliado foi o RPM necessario para que ocorresse a primeira
queda onde, em relacdo ao grupo SHAM (18,54+1,6), AVP (10,06+0,79; p<0,005) e Mix-3
(9,92+0,68; p<0,01) se mostraram diferentes.
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Figura 27 — Anélise da atividade motora no Teste Rota Road em ratos fémeas realizdo no 50*
dia pos-natal, induzidos ao autismo tratados por 25 dias com mix de 6leos e uma Unica dose de
acido valproico.

Fonte: Autora. Legenda: A: Tempo final; B: RPM final; C: Primeira queda; D: RPM para a primeira queda. AVP:
Acido valpréico. Os valores representam a média = SEM. (n= 13 — 18 animais por grupo experimental). Para
analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. ‘a’ mostra diferenca
significativa em relagio ao grupo SHAM. ‘b’ mostra diferenga significativa em relagdo ao grupo Acido valproico
(AVP). ‘c’ mostra diferenca significativa em relagdo ao Mix 1. ‘d’ mostra diferenca significativa em relagdo ao
Mix1+AVP. ‘e’ mostra diferenga significativa em relagdo ao Mix2+AVP. ‘f” mostra diferenca significativa em
relagdo ao Mix3+AVP Valores significativos: aa=p<0,01; aaa=p<0,005; aaaa=p<0,0001 b=p<0,05; bbb=p<0,005;
bbbb=p<0,0001; cc=p<0,01; ccc=p<0,005; cccc=p<0,0001 ¢ d=p<0,05; dd=p<0,01.; ddd=p<0,005; . ee=p<0,01;
eee=p<0,005 e ffff.=p<0,0001.

4.2 Anilises Neuroquimicas em MACHOS e FEMEAS

4.2.1 Determinacgdo dos Niveis de Peroxidacdo Lipidica (TBARS)

De acordo com os resultados obtidos (Figura 28), quando analisados os niveis de
Peroxidacao Lipidicas no Hipocampo, os animais tratados com acido valproico (1488,0+433,1;
p<0,05) elevaram o grau de peroxidag¢ao lipidica em relagdo ao grupo SHAM (777,5+112,3),
sendo restaurado com o mix-3 no grupo mix-3 + AVP. Ao comparar os grupos experimentais
com o grupo tratado somente com Acido Valproico (AVP), AVP + Mix-2 (863,0+37,52;
p<0,05) e AVP + Mix-3 (737,6+40,88; p<0,01) demostraram diferenca significativa,
conseguindo reduzir os niveis de TBARS das amostras.

No Cortex Pré-Frontal, foi possivel constatar diferenga significativa entre os grupos

controles, onde AVP (1358,0£311,0) aumentou significativamente os niveis de MDA em
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relacio ao SHAM (514,8+100,3 p<0,05). Também corroborando com o resultado do
hipocampo, restaurado com o mix-3 do grupo Mix-3+AVP (575,0+49,58).

Nas amigdalas, nenhuma dose testada dos mixs foi diferente significativamente do
grupo SHAM ou do acido valproico para os niveis de peroxidacao lipidica. Por fim, no
Cerebelo, constatou-se diferenga significativa entre os grupos controles AVP e SHAM, onde
apresentou uma redu¢do dos niveis de TBARS em animais tratados com AVP (1097,0+176;

p<0,05) em relagdo ao grupo SHAM (1858,0+197,7), ndo sendo esperado neste estudo.
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Figura 28 — Niveis de Peroxidag¢do Lipidica (TBARS) nas areas cerebrais de ratos machos
realizados no 55* dia pos-mortem, tratados por 25 dias com Mix de 6leos e uma tnica dose de
Acido Valproico.

Fonte: Autora. Legenda: A: Hipocampo; B: Cortex pré-frontal; C: Amigdalas; D: Cerebelo. Os valores
representam a média = SEM dos niveis de MDA (malondialdeido) medidos em pg/g de tecido. (n= 6 — 8 animais
por grupo experimental). Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey.
‘a’ mostra diferenga significativa em relagdo ao grupo SHAM. ‘b’ mostra diferencga significativa em relagdo ao
grupo Acido valpréico (AVP). ‘¢’ mostra diferenca significativa em relagio ao Mix 1. ‘d’ mostra diferenga
significativa em relagdo ao Mix1+AVP. Valores significativos: a=p<0,05; b=p<0,05; bb=p<0,01; c=p<0,05;
cc=p<0,01, d=p<0,05; dd=p<0,01 e dddd=p<0,0001.

De acordo com os resultados obtidos na Figura 29, para as dreas analisadas
hipocampo, cortex pré-frontal, amigdalas e cerebelo o estresse oxidativo ndo esteve presente

no grupo AVP quando comparado estatisticamente com o grupo controle salina para os animais

fémeas.
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Figura 29 — Niveis de Peroxidag¢do Lipidica (TBARS) nas éareas cerebrais de ratos fémeas
realizados no 55* dia post-mortem, tratados por 25 dias com Mix de 6leos e uma tnica dose de
Acido valproico.

Fonte: Autora. Legenda: A: Hipocampo; B: Cortex pré-frontal; C: Amigdalas; D: Cerebelo. Os valores
representam a média = SEM dos niveis de MDA (malondialdeido) medidos em pg/g de tecido. (n= 6 — 8 animais
por grupo experimental). Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey.
‘a’ mostra diferenca significativa em relacdo ao grupo SHAM; ‘b’ mostra diferenga significativa em relagao ao
grupo Acido valpréico (AVP); ‘¢’ mostra diferenca significativa em relagio ao Mix 1; ‘d’ mostra diferenga
significativa em relagdo ao Mix 2; ‘e’ mostra diferenga significativa em relagao ao Mix 3. Valores significativos:
a=p<0,05; b=p<0,05; bb=p<0,01; bbbb=p<0,0001; c=p<0,05; cccc=p<0,0001, d=p<0,05; dddd=p<0,0001 e
eee=p<0,005.

4.2.2  Determinacio da Concentracdo de Nitrito (NO3) / Nitrato (NO3)

Avaliacdo da determinacdo de nitrito no estudo com o uso de acido valprdico
espera-se expressar uma elevacdo dos niveis de Espécies Reativas de Nitrogénio (ROS)
caracterizando um tipo de processo inflamatdrio. Na Figura 30, para os animais machos, as
areas hipocampo, cortex pré-frontal e amigdalas ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre os grupos AVP e SHAM, no entanto, ao analisar o Cerebelo, os grupos AVP (5,32+1,03)
demonstrou diferenga significativa em relacdo ao grupo SHAM (1,33+0,24; p<0,0001),
aumentando os niveis de nitrito/nitrato nas amostras cerebrais, sendo expressivamente
restaurada apds o uso dos mix-1, mix-2 e mix-3 dos animais AVP, conseguindo diminuir os

niveis de NOz e NOs no tecido cerebral em estudo (Figura 30).
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Figura 30 — Concentragdes de Nitrito/Nitrato nas areas cerebrais de ratos machos realizados no

55* dia pds-mortem, tratados por 25 dias com Mix de 6leos e uma unica dose de Acido

Valproico.

Fonte: Autora. Legenda: A: Hipocampo; B: Cortex pré-frontal; C: Amigdalas; D: Cerebelo. Os valores
representam a média £ SEM dos niveis de Nitrito/nitrato (NO2/NOs), medidos em mMol/g de tecido. (n=5 — 8
animais por grupo experimental). Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por
Tukey. ‘a’ mostra diferenga significativa em relagao ao grupo SHAM. ‘b’ mostra diferenca significativa em relagio
ao grupo Acido valproico (AVP). ‘c’ mostra diferenga significativa em relagio ao Mix 1. ‘d’ mostra diferenga
significativa em relagdo ao Mix1+AVP. Valores significativos: a=p<0,05; aaa=p<0,001; aaaa=p<0,0001
b=p<0,05; bb=p<0,01; bbbb=p<0,0001; c=p<0,05; cc=p<0,01; cccc=p<0,0001 ¢ dd=p<0,01.

Representando os resultados da determinagdo de Nitrito no grupo das fémeas, ¢
possivel constatar na Figura 31 que em nenhuma das areas cerebrais analisadas houve um

aumento significativo de niveis de NOz e NOs no tecido cerebral.
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Figura 31 — Concentracao de Nitrito (NO2) / Nitrato (NO3) nas areas cerebrais de ratos machos
realizados no 55* dia pos-mortem, tratados por 25 dias com Mix de 6leos e uma tnica dose de
Acido Valproico.

Fonte: Autora. Legenda: A: Hipocampo; B: Cortex pré-frontal; C: Amigdalas; D: Cerebelo. Os valores
representam a média + SEM dos niveis de Nitrito/nitrato (NO2/NOs), medidos em mMol/g de tecido. (n=5 — 8
animais por grupo experimental). Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por
Tukey ‘b’ mostra diferenca significativa em relagio ao grupo Acido valproico (AVP). ‘c’ mostra diferenca
significativa em relagdo ao Mix 1. ‘d’ mostra diferenga significativa em relacdo ao Mix1+AVP. Valores
significativos: b=p<0,05; bbbb=p<0,0001 cccc=p<0,0001; d=p<0,05; dd=p<0,01 ¢ dddd=p<0,0001.

4.2.3 Determinacdo das Concentracées de Glutationa Reduzida (GSH)

A glutationa (GSH) faz parte de importante sistema enzimatico de defesa contra
radicais livres, sendo um marcador da saude celular e sua queda ¢ indicativa de lesdo oxidante.
Foi realizado nas areas cerebrais: hipocampo, cortex pré-frontal, amigdalas e cerebelo a
dosagem dos niveis de glutationa reduzida onde esperava-se uma diminui¢do nos grupos com
acido valproico em comparacdo ao SHAM. Analisando as Figuras 32 e 33, para machos e

fémeas respectivamente, nao houve diferenca estatistica em nenhum dos grupos experimentais.
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Figura 32 — Concentracdes de GSH (p/g de tecido) nas areas cerebrais de ratos machos
realizados no 55° pés-mortem, tratados por 25 dias com Mix de 6leos e uma unica dose de Acido
Valproico.

Fonte: Autora. Legenda: A: Hipocampo; B: Cortex pré-frontal; C: Amigdalas; D: Cerebelo. Os valores
representam a média + SEM dos niveis de Glutationa reduzida (GSH), medidos em uMol/g de tecido. (n=6 — 11
animais por grupo experimental). Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por
Tukey. ‘c’ mostra diferenga significativa em relagdo ao Mix 1. ‘d’ mostra diferenga significativa em relagao ao
Mix2+AVP. Valores significativos:c=p<0,05; cc=p<0,01 e dd=p<0,01.

Abaixo podem ser analisados os resultados para GSH em animais fémeas e sua

respectivas areas cerebrais avaliadas.
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Figura 33 — Niveis de GSH (u/g de tecido) nas areas cerebrais de ratos fémeas realizados no 55*

dia pés-mortem, tratados por 25 dias com Mix de 6leos e uma tnica dose de Acido Valproico.

Fonte: Autor. Legenda: A: Hipocampo; B: Cortex pré-frontal; C: Amigdalas; D: Cerebelo. Os valores representam
amédia+ SEM dos niveis de Glutationa reduzida (GSH), medidos em uMol/g de tecido. (n= 6 — 9 animais por grupo
experimental). Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. ‘a’ mostra
diferenca significativa em relagdo ao grupo SHAM. ‘c’ mostra diferenga significativa em relagdo ao grupo MIX
1.°d” mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo MIX 2. ‘e’ mostra diferenga significativa em relacdo ao
grupo MIX 1+AVP. ‘f* mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo MIX 3+AVP. ‘g’ mostra diferenga
significativa em relagdo ao grupo MIX 2+AVP. ‘h’ mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo MIX 3.
Valores significativos: a=p<0,05, cc=p<0,01; dd= p<0,01; e=p<0,05; {=<0,05; gg=<0,01; h=p<0,05

4.3 Expressao Génica por RT-qPCR

Os resultados do Figura 34 mostram as curvas-padrao realizadas para os genes alvos
(Dnmt3a e Chd2) e o gene referéncia (Actb). Todas as curvas apresentadas apresentam
eficiéncia similar (Figura 34A a 34C) (Actb, 1,11; Dnmt3a, 1,08 e Chd2 1,19 respectivamente).
A similaridade das eficiéncias permite a anélise de quantificagcdo da expressao relativa realizada
pelo médoto 249t Observa-se que apds curva de melting, todas as amplificagdes foram

especificas de acordo com as curvas de melting apresentadas a baico (Figura 34D a 34F).
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Figura 35 — Avaliagdo da expressao relativa diferencial dos genes Dnmt3a e Chd2.

Fonte: Autora. Legenda: A: Hipocampo. O teste de normalidade KS foi realizado.

1 . ~ . . ~ ‘o .
As medianas dos grupos ndo normais foram submetidas ao teste ndo paramétrico Mann-Whitney para a
comparagdo pareada entre os grupos AVP, Mix-3, AVP + Mix-3 comparado ao controle SHAM.

2 .y . ~ ~ o L
As médias dos grupos foram submetidas ao teste t ndo pareado para a comparagdo paramétrica entre a média dos
grupos experimentais, comparados ao controle SHAM.
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5 DISCUSSAO

Foi avaliado o estresse oxidativo em 4 areas cerebrais mais investigadas e
acometidas pelo TEA: hipocampo, cortex pré-frontal, amigdalas e cerebelo, segunda a
literatura.

Estudos em modelos animais fornecem grandes possibilidades de investigagdes que
ndo sdao possiveis em humanos, incluindo andlises imunologicas e do desenvolvimento,
plasticidade e sinaliza¢do neural. O autismo ¢ uma condicdo particularmente dificil de ser
mimetizada em animais. A empatia e a capacidade de intuir os sentimentos e intengdes de
terceiros parecem ser impossiveis de ser medidas em ratos ou camundongos (MILLER et al.,
2006). Por outro lado, os roedores sdo, em geral, espécies que t€m altos indices de interacdo e
comunicagdo social (CRAWLEY et al., 2003). Essa caracteristica faz com que mudangas no
comportamento social dos roedores sejam relacionadas a fatores ambientais ou genéticos
(CRAWLEY et al., 2007; INGRAM et al.,2000).

A vantagem de utilizar ratos nesses estudos ¢ baseado no relatério de que o AVP
atingiria a mesma concentragdo no cérebro em seres humanos do que em camundongos,
extrapolando assim os dados mais relevantes para o homem (JOHANNESSEN;
JOHANNESSEN, 2003). Exposi¢do no 14" dia pos-nascimento ¢ selecionada como janela
critica, na migracao e diferenciag¢do de células granulares cerebelares e hipocampais. Devido as
anomalias cerebrais produzidas pelo VPA, ha perda de atividade motora, cognigdo,
comportamentos intrusivos, sensibilidade alterada a estimulos dolorosos e déficit pertinente
interagdo social (MARKRAM et al., 2008).

O AVP induz regressdes comportamentais em camundongos na exposi¢ao pos-natal
idéntica aquele visto em individuos com autismo (MING et al., 2008).

O teste de campo aberto ¢ comumente usado para avaliar a atividade locomotora
geral, explorar o comportamento, e comportamento relacionado a ansiedade. A distancia total
percorrida e o tempo gasto no centro do campo sdo medidos para avaliar a atividade dos
animais. Além disso, a duracdo total da auto-limpeza e a atividade de levantar as patas dianteiras
sdao medidas para o comportamento (SEGAL-GAVISH et al., 2015; SEIBENHENER et al.,
2015; BASSO et al., 1995; KUNIISHI et al.,2017).

A exploragdo restrita ¢ uma das principais caracteristicas dos casos clinicos e pré-
clinicos de autismo (OLEXOVA et al.,2013). Esta leitura muitas vezes pode ser realizada pelo
teste do campo aberto através do nimero de cruzamentos e rearing. A diminuigdo da atividade

exploratoria e locomotora neste estudo ndo foi percebida para os animais machos como
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mencionado por Wagner et al, (2006) onde demonstraram que comportamentos criticos
mediados pelo cerebelo aparecem pela primeira vez no 14* dia pds-natal. E que, uma Unica
exposicao no 14* dia pds-natal de 400 mg/kg de acido valproico foi eficaz na producio de
deficits cognitivos e motores induzidos por VPA que imitavam a regressao autistica resultando
em deficits sociais nos camundongos em desenvolvimento.

No entanto, as fémeas apresentaram resultados antagonicos a estes bem como no
esperado de efeito teratogénico com acido valproico. Um aumento significante da atividade
locomotora e exploratoria podem ser observadas estatisticamente no grupo com autismo AVP
em relacdo ao Sham (Figura 21). O pardmetro “nimero de cruzamentos” ¢ considerado uma
medida simultdnea de comportamento ansioso e de atividade locomotora. Um alto valor deste
parametro sugere exploracdo e locomoc¢ao aumentadas e, consequentemente, menor nivel de
ansiedade (ZIMCIKOVA et al., 2017). E possivel verificar estes resultados também entre os
grupos, onde Mix-3 + AVP e Mix-1 + AVP, apresentaram valores significantemente maiores
em relagdo ao neurotipicos do mesmo grupo. Quanto a andlise dos rearings, o grupo AVP
fémeas apresentou uma quantidade significativamente maior deste comportamento em relagao
ao grupo Salina. O rearing ¢ interpretado tanto como um indice de medi¢do de comportamento
exploratorio como de comportamento que expressa ansiedade, apesar de haver controvérsias na
literatura acerca do tema (SEIBENHENER et al., 2015). O resultado obtido no presente estudo
foi um aumento significante na quantidade de rearings no grupo AVP em relagdo ao Salina,
sem diferengas significantes entre os demais grupos, o que pode ser interpretado como um
aumento da atividade exploratoria que se deve ao AVP, relacionando-se negativamente com
estados ansiosos € de medo (SESTAKOVAL et al., 2013), observado na atividade de “tempo
parado” onde as fémeas do grupo Salina, estiveram significativamente menos interesse em se
locomover quando comparados com o grupo AVP e o grupo Mix-3. Mais estudos devem ser
encorajados para explicar o aumento desta exploragdo com uso do acido graxo DHA no animal
AVP, “seus efeitos neuroprotetores” como podemos encontrar na Figura 21 para o grupo Mix-
3 + AVP em relagdo ao grupo Mix-2 + AVP, bem como para os grupos neurotipicos tratados
dos animais machos, onde Mix-1 teve um aumento significante quando comparados aos grupos
SHAM e Mix-3.

Um estudo clinico recente relatou que a relagdo entre os PUFA 6mega-3 e 0 AA ¢
antagdnica a manutencdo da homeostase em altas concentracdes de EPA e DHA. A
incorporacdo de PUFAs Omega-3 reduz a concentragdo de AA (JANSSEN et al, 2014;
MORBTATEN et al., 2013), regulando a sintese de eicosandides, mediadores da sinalizagdo de
AA na membrana celular (MORBTATEN et al., 2013). Os PUFAs 6mega-3 na dieta podem
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atenuar os niveis de AA do tecido e a formagao de eicosandides (WHELAN et al., 1996). O
antagonismo da sinalizacdo de AA pode ter efeitos importantes na sinaliza¢do celular no
sistema nervoso central (OBAJIMA et al., 2005; MORI 2004) modificando os efeitos
biomédicos e comportamentais (OBAJIMA et al., 2005). Essa interagdo competitiva entre os
PUFA Omega-3 e o AA reflete um aumento nas propor¢des 6mega-3 / AA no plasma
(SCHMITZ et al., 2008; LUXWOLDA et al,, 2011; JANSSEN et al., 2014). Podendo ser uma
luz nas interpretagdes destes dados acima neste estudo.

Modelos de animais de ansiedade que utilizam diversos comportamentos de defesa,
investigam comportamentos que nao precisam ser aprendidos, sdo preferéncias de grande parte
da comunidade cientifica, na medida em que ndo envolvem situagdes de treino, apresentam
baixo custo e tém sessdes de curta duragdo. O grooming de roedores, apesar de negligenciado
pela maioria da comunidade cientifica, se enquadra nesta categoria de comportamentos € vem
sendo investigado por alguns pesquisadores (VELOSO et al., 2012; ESTANISLAU et al., 2012;
KALUEFF; TOUHIMMA 2005a; KALUEFF; TOUHIMMA, 2005b), como um possivel
marcador de ansiedade. Nosso estudo englobou ambos os sexos no 24* dia pés-natal, periodo
da ontogenia destes animais, ja tendo sido investigado por (YADAYV et al., 2016) aplicando o
mesmo protocolo, porém com Oleos de acidos graxos diferentes (ALA e GLA). Embora o AVP
possa induzir anormalidades cerebrais em ratos semelhantes aos de individuos com autismo
(BAUMAN et al., 1985; BAUMAN et al., 2005; CZYZ et al., 2001), como a ansiedade, neste
estudo ndo foi possivel observar estas mudangas em ambos 0s sexos.

O teste de imersdo de cauda ¢ um teste largamente utilizado em modelos animais
para aferir a nocicep¢do, i.e., a recepcdo de estimulos aversivos, transmissdo, modulagdo
e percepcgdo de tais estimulos. Em relagdo ao TEA, a literatura ¢ conflitante acerca das
alteracdes na sensibilidade dolorosa nos individuos afetados, entretanto é consenso que criancas
com TEA reagem de forma diferente a dor (BARONIO et al, 2015). Em geral, nos modelos
animais de TEA induzidos por AVP, hd uma reducdo da nocicep¢ao supraespinhal e espinhal,
segundo revisdo de Schneider, Przewlocki, similar aos resultados encontrados no presente
estudo na avaliagdo da nocicepgdo espinhal, visto que tanto os animais machos quanto fémeas,
quando induzidos ao modelo de TEA pelo AVP, demonstraram um aumento significativo e
quantitativamente expressivo no tempo de laténcia no teste de imersao de cauda (SCHNEIDER;
PRZEWLOCKI, 2005). Tal achado sugere o sucesso na indu¢do do TEA pelo modelo de
inducdo no 14* dia pds-natal por AVP no quesito de sensibilidade a dor, que encontra-se

diminuida ou abolida em casos humanos, sendo este um paralelo fisioldgico entre o atraso para
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a retirada da cauda pelo animal mediante estimulo doloroso e a hipossensibilidade nociceptiva
observada em humanos com TEA (MILITERNI et al, 2000).

Quanto as gorduras ricas em 6mega testadas, Mix-1, Mix-2 e Mix-3, todas foram
capazes de normalizar os tempos de laténcias nos animais induzidos ao modelo de TEA,
levando o tempo de reacdo em geral para valores semelhantes ao grupo SHAM em ambos os
sexos. Tal resultado corrobora com achados de outros estudos, como no de YADAYV et al, 2016,
que também obteve uma normaliza¢do do tempo de reacdo de retirada de cauda a estimulo
doloroso nos grupos tratados com os 4acidos graxos poli-insaturados 4acido alfa-
linolénico (ALA) e 4cido gama-linolénico (GLA) em um modelo de TEA induzido por AVP.
Resultados semelhantes também foram obtidos com o uso de outras substancias como
tratamento, como no caso de Huang ef a/ em que a Betaina também foi capaz de fazer com que
o tempo de laténcia dos animais tratados no modelo de TEA induzido por AV retornasse a
valores semelhantes ao grupo controle. No caso da Betaina, o0 mecanismo sugerido para tal
melhora foi o aumento do metabolismo da homocisteina e consequente redugdo em sua
concentragdo (HUANG et al, 2019). J4 no caso dos acidos graxos poli-insaturados, o
mecanismo ainda ndo se encontra bem estabelecido no caso da melhora de reflexos medulares
como no caso do teste de imersdo em cauda, mas postula-se que haja relagdo com a prevengao
de uma mielinizacdo inadequada de regides centrais e periféricas do sistema nervoso
(WYSOCZANSKI et al., 2016).

O teste de performance de natacdo foi criado por Schapiro et al, em 1970, com o
objetivo de desenvolver um teste para avaliar o desenvolvimento motor geral do rato e seus
possiveis atrasos em diferentes modelos através do padrio de nado, desde o menos
desenvolvido (0) ao mais completo (4), presente no animal adulto (SCHAPIRO et al, 1970).
Este teste foi validado para o uso em modelo animal de TEA induzido pelo AVP, no qual os
ratos induzidos ao modelo tendem a apresentar um atraso em tal desenvolvimento
(SCHNEIDER et al., 2005). Por mais que o teste tenha sido idealizado em 1970 para ser
realizado em torno dos dias pds-nascimento 6 a 16, ha estudos mais recentes que utilizam o
teste em periodos mais tardios, como Yadav et al que utilizou no dia pds-nascimento 32, e que
tém obtido resultados uteis para a avaliacdo de repercussdes mais tardias no desenvolvimento
motor em modelo de TEA induzido por AVP e para testar o efeito de substancias sobre tais
repercussoes.

No presente estudo, foi possivel perceber que, em ambos os sexos, o grupo AVP
apresentou em média um padrdo de nado significantemente mais atrasado do que o grupo

SHAM no dia 32* dia pds-nascimento, o que sugere um prejuizo no desenvolvimento motor
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causado pelo AVP com repercussdes duradouras, classificando a maioria dos animais de tal
grupo no padrdo 3 de nado (4gua a nivel da orelha na maior parte do teste). No grupo dos
machos, os grupos Mix-2+AVP e Mix-3+AVP apresentaram uma média de escore de natagao
maior do que o grupo AVP e ndo apresentaram diferenca significante em relag@o aos respectivos
grupos Mix-2 e Mix-3. No grupo de animais fémeas, os grupos Mix-1+AVP e Mix-2+AVP
obtiveram escores em média maiores que o do grupo AVP, sem diferenga significante em
relacdo aos grupos Mix-1 e Mix-2, respectivamente. Tais resultados em conjunto sugerem que
a melhora do desempenho motor estd relacionada ao tratamento com os acidos graxos poli-
insaturados administrados, visto que estdo implicados na regulagdo do bom funcionamento da
membrana celular neuronal e na mielinizacdo adequada de axonios, essencial a formagao e
integracdo de circuitos motores complexos no animal, recrutados durante o nado (VAN ELST
et al., 2014). Importante observar que o Mix-2 foi o tnico capaz de mitigar significativamente
a repercussao negativa causada pela administracdo do AVP ao desenvolvimento motor do rato
em ambos os sexos. Tal efeito positivo pode ocorrer devido ao fato de que as fontes de »-3 do
Mix2 sdo mais variadas (ALA, EPA e DHA), o que pode levar a uma melhor distribui¢do no
sistema nervoso central e periférico ao longo do periodo de tratamento, haja vista que o teste
avalia desde fungdes motoras periféricas até sua integragdo, regulacdo e modulagio central em
uma atividade motora integrada unica, o nado (SCHAPIRO et al., 1970).

O teste de Rotarod ¢ um teste comportamental que atualmente tem ganho grande
importancia na avaliagdo de modelos animais de TEA por ser um dos mais cléssicos testes para
avalia¢do da coordenagdo motora em ratos, fungdo primordial do cerebelo, estrutura cada vez
mais implicada no TEA segundo a literatura, visto que hé evidéncia crescente de que alteragdes
cerebelares como deplecdo de células de Purkinje, elevagdo do estresse oxidativo e disfungao
gabaérgica geram repercussdes motoras, mnésicas e linguisticas observaveis nos individuos
com TEA (MORAKOTSRIWAN et al., 2016).

No presente estudo, o grupo AVP de fémeas sofreu uma reducdo significante em
relag@o ao grupo SHAM, tanto no tempo de laténcia até a primeira queda quanto no tempo final,
o que condiz com os resultados da maioria dos estudos que avaliam a coordenagdo motora de
modelos animais de TEA no teste de Rotarod, pois ¢ esperada uma piora da coordenagao motora
nos testes que avaliam tal funcdo neural nos modelos de TEA (MAIN; KULESZA, 2017).
Ainda em relacdo aos ratos fémeas, o valor de tempo final significantemente mais alto dos
grupos Mix-1+AVP e Mix-2+AVP em relagdo ao grupo AVP demonstra que possivelmente a
administracdo dos Mix-1 e Mix-2 estdo implicados no melhor desempenho motor no teste. Em

um paralelo com humanos, tal resultado condiz com conclusdes da metandlise de estudos
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clinicos controlados e randomizados realizada por Cheng et a/, que conclui que a suplementacgao
com acidos graxos da familia ®-3 pode estar implicada na melhora de escores relacionados a
atividade locomotora (hiperatividade, estereotipias e letargia) em individuos com TEA
(CHENG et al., 2017).

Na analise dos resultados dos ratos machos, com excecdo da discrepancia entre o
grupo Mix-2+AVP em relagdo ao grupo Mix-2, ndo houve diferenga significante nas variaveis
avaliadas em relagdo ao grupo SHAM e ao grupo AVP, limitando assim a interpretagdo dos
resultados, ndo sendo encontrada melhora significante estatisticamente no desempenho motor
que possa ser atribuida as substancias testadas. Ha varias hipdteses para explicar essa diferenga
expressiva dos resultados entre sexos. Evidéncias recentes mostram alteracdes diferentes nos
circuitos neurais de ratos machos em relagao a ratos fémeas quando induzidos ao TEA por AVP,
como redugdo de conexdes entre cortex visual e cerebelo, reduzidas de forma bem mais nitida
em machos, além de circuitos que envolvem a medula e o cortex motor, que encontram-se
aumentados nos machos em relagdo as fémeas (CHO et al., 2017). Ademais, as concentragdes
de corticoesterona nos ratos machos induzidos ao modelo de TEA por AVP sdo mais elevados
do que os das fémeas, além de diferenca expressiva na maturagdo do sistema nervoso central
nos vastos aspectos que possuem envolvimento com hormdnios sexuais, fatos que podem levar
a uma grande variancia em testes de desempenho motor (ASHWOOD et al., 2006).

O estresse oxidativo pode ser caraterizado por um desequilibrio metabolico entre
espécies pro-oxidantes e antioxidantes. Os agentes pro-oxidantes podem ser representados por
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), ja os anti-oxidantes sdo sistemas de
defesa constituidos por enzimas como, por exemplo: catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GSH) (PISOCHI et al., 2015).

Ao serem analisados os resultados na Figura 28 no animal macho, os valores para
o hipocampo contemplado no grupo tratado com AVP em comparagdo ao grupo controle
SHAM, apresentou um aumento significante quando considerados aos marcadores de
peroxidagdo lipidica para TBARS; ndo sendo representado igualmente na Figura 29 para as
fémeas na mesma area.

Quanto a andlise inter-grupos, (Mix-2 + AVP e Mix-3 + AVP), tiveram uma
redugdo significante dos valores do estresse oxidativo ao serem comparados com o grupo Mix1,
ou seja, os mixes ricos em EPA e DHA sendo caracterizados com alto poder anti-inflamatério
e antioxidante, foram capazes de atenuar a concentracdo dos valores da peroxidacao lipidica,
validando uma protecao notavel nos filhotes tratados e com autismo. Estes resultados refletem

claramente a exacerbagdo do estresse oxidativo pelo AVP e demonstragdo na eficacia destas
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gorduras EPA/DHA em proteger contra o estresse oxidativo quando comparados aos demais
grupos.

Corroborando com o presente estudo (YADAYV et al,, 2016) ao serem analisados os
efeitos do ALA e o GLA nas caracteristicas comportamentais € neuroquimicas em um modelo
animal com autismo no 14* dia pos-nascimento, comprovou-se que administragdo de AVP
proporcionou aumento nos niveis de TBARs, e que foi significantemente restaurado por 6mega
3 rico em ALA e GLA.

Cortex pré-frontal ¢ uma parte critica do sistema executivo que se refere a
capacidade de planejar, desempenho cognitivo e raciocinio. Nesta pesquisa foi possivel
observar na Figura 28, diferenca estatistica no grupo acido valproico elevando a peroxidagao
lipidica no cortex pré-frontal de animais machos, comprometendo ndo somente as func¢des do
hipocampo “mencionado anteriormente” como também do cortex pré-frontal. Uma avaliagao
entre os grupos AVP tratados, a suplementacdo de 6mega 3 a base de algas (Mix-3 + AVP =
ALA + DHA), foi capaz de impedir estatisticamente quando comparada ao grupo Mix-1 + AVP
rico em ALA, a geragdo de TBARs, constituindo uma defesa enzimatica para combater a
perioxidagdo lipidica (AL-GADANI et al., 2009; ZOROGLU et al., 2004), e melhorar o
desempenho cognitivo destes animais ocasionado pelo acido valproico. Al-Amin ef al estudou
o efeito da astaxantina, um poderoso antioxidante, no modelo animal de AVP, encontrando uma
correlacdo solida entre o aumento dos niveis de TBARS no cortex pré-frontal no grupo AVP e
o pior desempenho em testes comportamentais de fungdes sociais (teste de interagdo social).
Tal déficit comportamental foi normalizado apds o tratamento anti-oxidante com a astaxantina,
que reduziu significativamente os niveis de TBARS no cortex dos animais tratados (AL-AMIN
et al, 2015). Este e inimeros outros resultados presentes na literatura corroboram com estudos
em humanos que demonstram que alteragdes estruturais e o aumento do estresse oxidativo em
areas como o cortex pré-frontal orbitofrontal e dorsolateral sdo centrais na fisiopatologia da
doenga, e a reducdo do estresse oxidativo nestas areas, especialmente em testes em ratos, tem
se mostrado constantemente ligada a um melhor desempenho nos testes comportamentais
sociais e executivos (SAJDEL-SULKOWSKA et al, 2011).

Estes resultados podem consolidar os valores apresentados neste estudo para
aumento significativo de TBARS nas amigdalas dos animais machos do grupo Mix-1 + AVP
quando comparados ao grupo Mix-3 + AVP e Mix-1 onde foram capazes de expressar valores
inferiores, e que ao correlacionar com os valores inversos para NO nas amigdalas na Figura 31,

o Mix-1 apresentou valores superiores comparado com Mix-1 + AVP.
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A mistura de 6leos do Mix-1 € caracterizada por ter baixa relacdo w-6/w-3, devendo
apresentar efeitos anti-inflamatdrios a nivel de membrana celular. Sabemos que o 4cido graxo
omega 6 (LA) - 18: 2, w-6) é convertido em 4cido gama-linolénico (GLA) (18:3, ®-6) no corpo,
que ¢ posteriormente decomposto em AA (20: 4, ®-6). Em divergéncia com o fato de o GLA
ser uma das moléculas intermediarias para a sintese de AA (20: 4, »-6), a literatura sugere que
o GLA desempenha um papel importante na alocacdo de inflamacdo em todo o corpo. Assim,
mesmo o grupo Mix-1 + AV recebendo uma tnica dose elevada de acido valproico, ndo justifica
ser diferente estatisticamente dos outros grupos autistas tratados, até porque o grupo Mix3 +
AV apresentou um poder de protecdo na peroxidacao lipidica maior quando comparado a estes
resultados. Portanto, existe um dilema cientifico para definir o potencial / mecanismo anti-
inflamatorio do 4cido graxo -3 e/ ou ®-6 (RUSSO et al.,, 2009; KAPOOR et al., 2006).

Resultado antagonico foi observado para os machos na area cerebelar neste estudo,
onde o grupo Sham gerou um estresse oxidativo quando comparado com o grupo autista, nao
sendo desta forma consistente com os artigos cientificos mencionados na literatura académica
descritos abaixo.

O malonyldialdeido (MDA) ¢ gerado pela peroxidagdo de &cidos graxos
poliinsaturados e ésteres relacionados e ¢ usado como marcador de LPO (ESSA et al. 2012).
Um estudo mostrou que o conteido de MDA no plasma era maior em 13 de 15 (87%) dos
individuos autistas, em comparag¢do com individuos normais. Zoroglu e cols. (2004) relataram
niveis aumentados de espécies reativas ao 4acido tiobarbiturico no soro de pacientes
autistas. Analisando os tecidos cerebrais (amigdalas e cerebelo) neste estudo e em ambos os
sexos, ndo foi possivel comprovar o aumento de MDA nestas dreas no grupo AV, porém o
grupo Mix 1 elevou significativamente o estresse oxidativo em comparagdo ao Mix-1 + AV.
Para os animais fémeas, o grupo Mix2 nos tecidos amigdalas e cerebelo Varios estudos clinicos
realizados, sugerem que suplementar lactentes com AA, EPA e DHA melhorou
significativamente seu desenvolvimento cognitivo e memoria (LUXWOLDA et al., 2011;
VRABLIK, 2013). Este beneficio poderia se estender sendo iniciado a partir do estdgio da
gravidez até o crescimento cerebral onde o desenvolvimento esta completo (DAS, 2013). Além
disso, os PUFAs inibiram produg¢ao de citocinas neurotdxicas TNF-alfa IL-1 e IL-6; e aumentou
a sintese do oxido nitrico (NO), evento que impedem a apopotose neuronal e facilitam melhoria
e consolidacdo de memoria (RUSSO, 2006; AL-GADANI, 2009; CROEN, 2002; LYALL,
2013).

No teste do Rotarod, no qual se observou um déficit sensorio-motor nos ratos

fémeas do grupo AVP e desempenho normal nos grupos tratados com Mix 1 e Mix 2, € possivel
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postular que tal desempenho esteja associado a redugdo dos niveis de TBARS nos grupos AVP
fémeas tratados com Mix | e Mix 2, visto que Morakotsriwan ef a/ demonstrou que o aumento
do estresse oxidativo e de alteracdes histopatologicas como rarefagao de células de Purkinje no
cerebelo estdo provavelmente ligadas ao pior desempenho motor dos animais do grupo AVP
no teste de Rotarod e, por raciocinio andlogo, a melhora de tal desempenho estaria associada a
redugdo dos niveis de radicais livres e ao mantimento da histopatologia normal do cerebelo,
efeito promovido por certas substancias com poder antioxidante e neuroprotetor, como o0s
componentes dos Mixes utilizados no presente estudo (MORAKOTSRIWAN, et al., 2016). O
melhor desempenho no teste de performance de natacdo, observado nos animais dos grupos
AVP tratados com Mix 2 e Mix 3, pode também ser explicado parcialmente pelo mesmo
mecanismo cerebelar, visto que o cerebelo estd implicado na integragao motora e na ontogénese
da motricidade coordenada (FATEMI, S. H. et al, 2012).

A glutationa (GSH) ¢ o antioxidante primario responsavel por manter o
microambiente intracelular redutor, essencial para a fungio e viabilidade celular normal. E um
indicador confidvel na reduc¢do do status celular, e na sua reducdo cronica o GSH / GSSG reflete
uma capacidade antioxidante reduzida e maior vulnerabilidade a danos oxidativos (JONES et
al., 2006). Recentemente, um aumento na proteina oxidativa e no dano ao DNA foi associado
a diminuicdo do GSH / GSSG plasmético e intracelular em criangas com autismo, sugerindo
que a capacidade reduzida de defesa antioxidante nessas criangas pode ter consequéncias
funcionais manifestadas em termos de dano oxidativo (MELNYK et al., 2012).

Com o intuito de avaliar possiveis mecanismos associados aos efeitos preventivos
dos diferentes tipos de Omega-3, buscou-se avaliar pardmetros neuro-oxidativos. Neste
contexto, a glutationa reduzida (GSH) ¢ considerada um antioxidante ndo enzimatico que regula
o equilibrio redox e o estresse oxidativo (LU et al., 2013; PASTORE et al., 2001), estando
fortemente implicada no TEA, dada sua interagdo com neurotransmissdo glutamatérgica. Os
resultados do presente estudo revelaram que os niveis de GSH nao diferiram significativamente
entre o grupo AVP e o Salina em ambos os sexos € nem com os demais grupos estudados.

Yadav et al (2016), relata efeitos positivos no aumento de glutationa ao realizar um
protocolo equivalente ao que foi utilizado pela nossa equipe: indu¢do com AVP no 14* dia pos-
natal com uma dose de 400mg/kg/p, e tratamento com administragdo dos PUFAs por 25 dias
de acido a linoléico (ALA) ou vy &cido linoléico (GLA), sendo esta a diferenca do nosso estudo,
onde os grupos autistas e neurotipicos receberam apenas 1 tipo de acido graxo insaturado.

Os PUFAs e seus produtos metabolicos tém sido implicados no TEA através de

seus papéis na estrutura e fun¢do cerebral, neurotransmissao, estrutura da membrana celular e
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organiza¢do dos microdominios, inflamag¢ao, imunidade e estresse oxidativo (MCNAMARA et
al.,2010; WITTE et al.,, 2013; PU et al., 2013; TANG et al., 2016).

As concentracdes de acidos graxos poliinsaturados no sangue (plasma, soro,
globulos vermelhos e sangue total) sdo consideradas biomarcadores confidveis (SERRA-
MAIJEM et al., 2012). Foi relatada niveis anormais sanguineos de n -3 LCPUFA em disturbios
psiquiatricos, incluindo, entre outros, transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH)
e TEA (SPAHIS et al., 2008; KHAN et al., 2002; BRIGANDI ef al., 2015). Sugeriu-se que as
explicagdes para tais anormalidades sejam uma menor ingestao alimentar de n -3 LCPUFAs, e
distarbios no metabolismo e na incorporacdo destes acidos graxos nas membranas celulares de
populagdes autistas em comparacdo com controles saudaveis (KHAN ez a/.2002; BRIGANDI
et al, 2015). Um grande nimero de relatorios indica diferencas nas propor¢des de n -3
PUFAs, n -6 PUFAs e / oun -6 paran -3 PUFA entre populagdes com autismo e controles
saudaveis (MOSTAFA et al., 2015), mas alguns também ndo mostraram diferencas (BELL et
al., 2010). O motivo de tais discrepancias ndo ¢ bem examinado e ndo houve tentativas de
comparar sistematicamente esses estudos.

A evidéncia inicial de 6xidos de nitrogénio no metabolismo veio de experimentos
que demonstraram producdo de nitratos em camundongos germ-free no inicio da década de 80
(GREEN et al., 1981). Em 1985 demonstrou-se que macrofagos ativados por lipopossacérides
bacterianos eram capazes de levar a produgdo de nitritos e nitratos (STUEHR 1985). Na
seqiiéncia evidenciou-se que a L-arginina era o substrato e a L-citrulina era formada como co-
produto (HIBBS et al., 1987). Em 1988, Marletta identificou o ¢xido nitrico como o produto
da reacdo de oxi-reducio da L-arginina (MARLETTA et al, 1988). Quase que
simultaneamente, Furchgott investigava um fator vasodilatador associado ao endotélio vascular
(endothelium-derived relaxing fator) —- EDRF (FURCHGOTT et al., 1984) e poucos anos mais
tarde concluiu-se ser o NO responsavel pela atividade bioldgica do EDRF (IGNARRO et al,,
1987). Durante o final da década de 80 e inicio de 90, a comunidade cientifica aprofundou
pesquisas nesta direcdo, adicionando importantes conhecimentos sobre o NO como mensageiro
(ou sinalizador inter e intracelular) e como toxina, atuando em intimeros processos patologicos.

O o¢xido nitrico (NO), produzido a partir de L-arginina pela familia de enzimas
oxido nitrico sintetase (NOS), ¢ uma importante molécula de segundo mensageiro que regula
varias funcdes fisioldgicas. Nas células endoteliais, relaxa o musculo liso, 0 que diminui a
pressdo sanguinea. As células de macrofagos produzem NO como um sistema de defesa
imunoldgica para destruir patdgenos e microorganismos. Nas células neuronais, o NO controla

a liberacdo de neurotransmissores e estd envolvido na sinaptogénese, plasticidade sinaptica,
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funcdo de memoria e secrecdo neuroendocrina. Acredita-se que o NO seja um radical livre que
geralmente contribui para o dano oxidativo e a destruicdo de moléculas e tecidos e, portanto, ¢
um tanto surpreendente que ele tenha tantos efeitos fisiologicos benéficos significativos.

Oxido nitrico sintase (NOS) é uma familia de sintase catalitica, incluindo a NOS
neuronal (nNOS ou NOS1), NOS endotelial (eNOS ou NOS3) e NOS indutivel (iNOS ou
NOS2), que sintetizam a produ¢ao de NO, uma molécula de sinalizacdo de gas (ALDERTON
etal.,2001). A isoforma endotelial, eNOS, ¢ constitutivamente expressa nas células endoteliais,
enquanto a isoforma do macrofago, iNOS, ndo € expressa constitutivamente como mencionado
anteriormente, mas ¢ induzida por citocinAS (HEVEL et al., 1991), como corroborando pelo
nosso estudo no grupo AVP na area cerebelar dos animais machos.

A alta produgdo de NO nos disturbios do autismo ¢ um fenomeno bem relatado e o
mesmo foi evidente nos achados de YADAYV et al., (2016) ap6és a administracdo do AVP. A
administracao concomitante de GLA (4cido graxo gama-linolénico) foi credenciada com menor
producdo de NO, fundamentais para os seres humanos devido a sua ampla participagdo nos
papéis do sistema fisioldgico, incluindo cérebro em desenvolvimento.

Investigacdes realizadas com doencas neurodegenerativas (OZYURT et al., 2014),
cita que mediante as alteragcdes oxidativas na esquizofrenia, aponta-se que niveis elevados de
metabolitos do 6xido nitrico e associados a outros radicais livres, provavelmente contribuem
para a neurobiologia do transtorno.

Outro estudo com modelo animal de esquizofrenia realizado com camundongos
machos e fémeas, apresentaram niveis elevados de nitrito no CPF e HC nas fémeas, sendo
amenizado com uso de 6mega-3 no 30* dia no pds-nascimento por 20 dias ininterruptos nas
areas do CPF, HC e CE.

Como ja abordado, o NO esteve alterado em todos os estudos onde houve
estimulagdo através de metabolitos toxicos responsaveis pelos processos patologicos (iNOS),
ndo sendo obtido a mesma resposta areas cerebrais dos grupos AVP de animais machos e
fémeas utilizados neste estudo.

Como mencionado anteriormente, o acido dmega-3 docosahexaendico (DHA) e o
acido eicosapentaenodico (EPA), além do acido 0mega-6 araquidonico (AA), sdo trés LC-
PUFAs de particular importancia para o desenvolvimento e funcionamento ideal do cérebro,
com efeitos independentes e compartilhados (DYALL et al., 2015), sdo incorporados aos
fosfolipidios da membrana e a incorporagdo do DHA ocorre em niveis excepcionalmente altos

no sistema nervoso central (LAURITZEN et al., 2016).
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Os avangos recentes no campo da genética como triagem e investigagdoes do genoma
de individuos e parentes afetados pelos TEA, promoveram uma explosao de informagdes sobre
a fisiopatologia desses transtornos (LISIK et al., 2014).

Apesar de anomalias de quase todos 0s cromossomos ja terem sido associadas ao
autismo (COUTINHO et al, 2015) esses avancos permitiram detectar bases genéticas
heterogéneas e complexas de deficiéncia e, parcialmente, a compreensdo de processos que
resultam diferentes fenotipos (LISIK et al., 2014).

O Gene Chd?2 pertence a uma familia de proteinas de remodela¢do da cromatina
dependente de ATP (LAMAR; CARVILL, 2018) tem demonstrado mutagdes em membros
dessa familia que tem sido associadas a distirbios do neurodesenvolvimento, como transtorno
do espectro do autismo, deficiéncia intelectual e epilepsia (CARVILL et al., 2013, Allen et al.,
2013). Mutagdes encontradas no gene Chd?2 incluem delecdo parcial ou completa do gene,
todas sdo descritas como de novo e um alelo mutante ¢ suficiente para causar a doenca
(CARVILL et al.,, 2013, ALLEN et al, 2013) Apesar dessa correlacdo entre mutagdes
no Chd2 e doengas neurologicas, pouco se sabe sobre o papel desse gene no desenvolvimento
do cérebro.

Estudos em camundongos demonstraram que as delecdes homozigobticas
de Chd?2 produzem um atraso geral no crescimento e letalidade perinatal, enquanto as delecdes
afetam a viabilidade neonatal e lesdes ndo neoplasicas na maioria dos Orgdos primarios
(MARFELLA et al., 2006), mais recentemente, foi descrito por knockdown que
Chd?2 promove uma diferenciagcdo neuronal prematura durante o desenvolvimento cortical do
camundongos embrionarios devido a uma diminuigdo nas células progenitoras neurais Pax6 * e
um aumento nas células progenitoras intermediarias Tbr2 * (SHEN et al,, 2015).

Para identificar novas causas de crescimento humano, foi realizado um
sequenciamento do exoma em dez trios probandos-pais e detectado duas mutacdes Dnmt3a de
novo. Neste estudo foi possivel detectar 11 mutagdes de novo adicionais sequenciados pelo gene
Dnmt3a em mais 142 individuos com crescimento excessivo. Estas mutagoes alteram residuos
nos dominios funcionais do Dnm¢3a e a modelagem de proteinas sugere que elas interferem nas
interagdes dominio-dominio e na ligagdo de histonas. Assim, o Dnmt¢3a se une a um grupo
emergente de genes epigenéticos modificadores de DNA e histona associados a distirbios do
crescimento do desenvolvimento e doencas malignas hematologicas (TATTON-BROWN et
al., 2014).

Estudo realizado na identificagdo de novas mutagdes utilizando exoma completo do

gene Dnmt3a que causam a sindrome de West observou que certos genes de alta confianga para
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epilepsia foram compartilhados entre as redes de co-expressdo e interacdo genética
de Dnmt3a, Cdkl5 e Kmt2a. Além disso, todos os genes candidatos a epilepsia na rede de co-
expressdao do Dnmt3a foram significativamente enriquecidos nos estdgios iniciais de
desenvolvimento do cérebro, em particular, relataram que os DNMs do Dnmt3a foram
compartilhados entre epilepsia, transtorno do espectro autista (TEA) e deficiéncia intelectual
(DI) e ocorreram principalmente no dominio funcional do Dnmt3a (LIU et al., 2018).

Além das variaveis do estresse oxidativo, nitrito e agao antioxidante proveniente do
GSH, no presente estudo, os grupos controles da area HC do sexo macho: SHAM, AVP e os
grupos que no momento da coleta de material expressaram melhor desempenho nos resultados
comportamentais: grupos Mix-3 ¢ Mix-3 + AVP a analise da expressdo génica dos gens Chd?2
e Dnmt3a como possiveis mediadores genéticos expressivos como responsaveis pelo
desenvolvimento do TEA. No entanto, a expressdo dos genes neste estudo ndo apresentou
resultados significantes nos grupos e areas analisadas.

O principal achado do presente estudo foram as respostas e alteragdes
comportamentais em periodos diferentes, nos animais machos e fémeas a longo prazo induzidos
pelo desafio do TEA com uso de Acido Valproico no 14* dia pos-nascimento e sua mimetizagio

com a infusdo de 4cidos graxos dmega-3, 6mega-6 € 6mega-9.

Futuramente, novos experimentos poderdo ser realizados em animais ratos machos
e fémeas induzidos ao TEA com 4cido valproico, acrescentando outros testes comportamentais
tais como: interacao social, reconhecimento de objetos. Estudos futuros para elucidar possiveis
acOes ¢ mecanismos das misturas de 6leos, em outros tempos distintos tais como fase
considerada adolescéncia e adulta em ratos. Estuda outra vari’veis tais como atividade
enzimatica COX e LOX para medir a¢do inflamatoria. Avaliar outros fatores epigenéticos como
algumas citocinas estudadas no autismo (IL-1, IL-6, II-8 e TNF- alfa) e correlacionar aos

resultados e morfologia neuronal pelo método Golgi Cox.
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CONCLUSAO

O modelo experimental induzido por Acido Valproico no 14* dia pés-nascimento
desencadeia alteragdes comportamentais e neurobioquimicas semelhantes as que ocorrrem
em portadores de transtorno do especto autista.

Os mixes de 6leos estudados promovem melhora nas alteragdes comportamentais dos
animais submetidos a indu¢do de modelo de autismo pelo acido valproico.

Os mixes de 6leos reduzem a perioxidacdo lipidica mas ndo conferem prote¢do anti-
oxidante pela GSH.

Neste modelo a relagdo nitrito/nitrato no tecido cerebelar nos animais machos aumenta
significantemente. Os mixes estudados reduzem esta relacdo para as mesmas apresentadas
pelo grupo controle.

Nao ha impacto sobre a expressdo dos genes Dmnt3a e Chd2 na area cerebral hipocampo

com o uso dos mixes de 0leos.
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APENDICE A - VALORES BRUTOS REFERENTES AOS RESULTADOS DOS TESTES COMPORTAMENTAIS E TESTES

NEUROQUIMICOS
GSH - FEMEAS
Hipocampo

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
104,881%* 64,28793* 156,6* 191,4207 97,24655 83,51379% 147,2431 68,29138
87,19138 108,1397 81,13966 107,069 104,0897 112,2362 77,27586* 71,92241
80,48793 81,51207 54,74483 71,6431 133,0914 95,47759 158,7879 81,83793
85,05 92,68448 84,07241 85,28276 109,0707 105,6724 103,2052 77,0431
73,55172 154,4586 97,38621 42,45517% 100,6914 114,2845 93,80172 200,4983
93,84828 98,78276 96,54828 126,6207 104,5086 95,43103 97,99138
66,56897 77,41552 110,8397 149,8034 118,381 97,99138

92,59138

77,0431

Cortex pré-frontal

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
105,3466 68,52414 79,27759 52,13793 109,1172 95,61724 98,22414 76,15862
90,21724 94,77931 63,63621 76,01897 88,30862 79,37069 115,9138 72,24828
100,7379 97,71207 101,9017 66,61552 99,29483 109,2569 109,6293 68,01207
86,91207 97,01379 113,9586 67,4069 95,66379 99,24828 164,5138 68,33793
87,33103 92,12586 116,0069 74,06379 115,1224 110,9328 57,07241% 65,26552
88,40172 70,01379 92,77759 101,4828 105,1138 69,50172 72,29483
99,57414 74,57586 114,3776 107,6276 78,06724 94,82586

91,75345

85,00345
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Amigdalas

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
80,76724 118,1483 79,88276* 87,37759 99,66724 115,7741 90,68276 97,61897
75,22759 99,52759 109,8155 80,72069 106,7431 112,2828 83,51379 73,78448
74,62241 87,42414 112,8879 77,83448 112,2362 124,8052 68,98966 104,9741
92,73103 119,4052 106,9293 55,53621 94,22069 91,33448 112,3293 88,58793
75,5069 88,40172 100,9707 65,73103 94,03448 103,0655 94,73276 102,0414
113,4931* 86,21379 113,2603 115,6345 117,869 95,43103 84,81724
101,2966 82,35* 72,85345%* 117,45 97,71207 92,87069

97,94483

82,86207*

Cerebelo

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
77,1362 184,6707 166,3293 98,2707 116,1 188,3948* 109,4431 89,9845
1053 111,3052 121,5 97,3397 122,0121 113,9121 118,3345 104,881
99,3879 109,8155 125,5034 93,6621 116,1 131,7879 92,8241 87,7034
112,4224 116,2397 125,4569 103,1586 127,7845 108,6983 96,4086 106,7431
147,4293* 105,0672 128,7621 92,8707 113,6793 105,6724 106,65 114,8431
88,2155 87,9362 35,4724* 111,2586 116,9845 95,6172 115,3552
175,7328 102,1345 118,2414 117,1707 97,9914 125,131

93,0103

32,1672%

GSH - MACHOS
Hipocampo

SHAM AVP MIX 1 MIX2 | MIX3 | MIXI+AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
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83,6069 66,28966 66,84828 28,35 63,26379 58,98103 58,00345 56,00172
69,36207 73,64483 97,15345* 33,42414 73,78448 59,21379 68,9431 60,6569
70,1069 77,22931 76,99655 27,32586 183,4138* 60,93621 89,05345* 54,0931
115,4017* 138,5379* 66,33621 33,05172 30,44483 68,05862 87,19138 82,02414
86,26034* 54,88448 60,6569 28,95517 45,48103 72,52759* 66,66207 46,73793
79,23103 66,10345 66,42931 27,88448 29,7 65,12586 41,52414 42,96724
34,54138 34,30862 34,58793 43,15345
29,04828 30,77069 97,57241*
35,0069 32,53966 43,24655

33,98276 34,68103

29,00172

Cortex pré-frontal

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
58,93448 48,92586* 68,10517 32,4931 84,58448 48,18103 78,34655 55,58276
61,58793 55,62931 76,67069 70,61897* 46,22586 54,32586 87,19138 67,36034
53,9069 60,70345 66,38276 29,93276 87,00517 56,00172 72,10862 69,59483
65,82414* 59,07414 66,52241 29,00172 50,97414 51,62586 61,40172 51,53276
63,96207 59,07414 59,95862 34,16897 28,07069 49,90345 70,24655 72,52759
58,93448 140,4466 74,06379 33,47069 30,77069 47,66897 41,38448 52,09138
28,67586 33,19138 28,81552 44,50345
31,56207 29,65345 85,79483
30,53793 27,69828 43,33966

28,81552 35,47241

37,52069

Amigdalas

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
64,10172 56,7 64,42759 47,25 87,6569* 58,51552 64,93966 39,15
68,66379 59,86552 76,71724 30,58448 73,08621 66,28966 58,79483 38,31207
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58,84138 65,54483 43,15345 56,00172% 64,8 49,90345 70,2 98,68966*
91,28793 66,56897 69,03621 31,37586 29,6069 77,78793%* 86,67931% 51,25345
68,38448 67,12759 86,63276* 4222241 28,90862 60,37759 72,94655 29,23448
64,19483 67,63966 58,42241 47,80862 36,12414 50,88103 37,66034 57,07241
31,42241 41,85 41,98966 84,35172
32,86552 31,84138 67,54655
29,7% 37,8931 123,5483*

34,02931 36,26379

30,49138

Cerebelo

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
73,59828 63,3569 58,93448 63,3103 81,65172 91,00862 56,7931 56,04828
69,40862 22,8569* 100,0397* 249,0052* 76,62414 74,66897 67,08103 51,11379
139,2828* 51,53276 85,32931 62,4259 66,56897 9491897 53,25517 71,22414
90,3569 65,31207 51,85862 32,5397 31,6086%* 69,36207 81,0931% 51,2069
75,55345 69,78103 61,35517 30,3983 77,1828 62,61207 63,72931 56,65345
62,56552 89,75172 65,21897 33,7966 36,5431 68,9431 31,4224 57,9569
44,7362 32,7724 30,9569 50,92759
31,1431*% 28,769 70,85172
32,5862 41,7569 63,68276

47,6224 26,9069

27,7914

NITRITO - FEMEAS
Hipocampo

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
1,049382716| 2,329218107| 1,374485597| 20,7037037%*| 1,728395062| 1,255144033| 6,716049383| 1,057613169
5,238683128*| 2,069958848| 1,732510288| 0,679012346| 1,456790123| 1,913580247| 19,20164609*| 0,888888889
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1,037037037| 2,617283951| 2,020576132| 0,757201646| 1,530864198| 1,950617284| 1,053497942| 2,201646091
1,345679012 | 1,872427984| 2,563786008| 0,716049383| 1,082304527 2,24691358 | 1,016460905 5,24691358
1,164609053 | 1,440329218| 0,810699588| 1,049382716| 1,325102881 3,9218107 8,37037037| 1,728395062
0,761316872| 2,218106996| 1,041152263| 1,197530864| 1,938271605| 7,024691358| 3,604938272| 6,613168724
0,711934156 5,917695473 | 11,85185185*
0,790123457 10,6090535*

cortex pré-frontal
SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
1,473251029*| 1,843621399| 0,888888889| 0,839506173| 1,349794239| 8,172839506| 4,316872428 | 1,913580247
0,971193416| 2,687242798 0,95473251| 0,724279835| 1,839506173 12,2345679 | 5,975308642| 0,880658436
0,757201646| 2,057613169| 3,300411523*| 0,695473251 6| 11,40740741| 9,522633745| 1,316872428
0,769547325| 0,975308642| 0,823045267| 0,769547325| 6,580246914| 8,823045267| 5,827160494| 0,991769547
0,773662551 | 1,156378601| 0,888888889| 0,765432099| 5,555555556| 11,83539095| 4,802469136| 1,395061728
0,909465021 | 1,288065844| 0,864197531| 0,773662551| 13,16872428| 4,349794239]| 0,794238683*| 0,930041152
1,152263374 1,090534979*| 0,884773663
1,222222222 4,382716049*

Amigdalas

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
0,765432099 | 0,806584362| 3,024271845 2,87654321| 2,736625514| 0,868312757| 2,230452675 1,16872428
0,823045267| 5,082304527| 3,742718447| 2,600823045| 16,10699588| 1,358024691| 1,432098765| 0,917695473
1,456790123 | 0,720164609| 1,757281553| 4,469135802| 1,131687243| 1,366255144| 1,065843621| 0,827160494
0,757201646 | 3,888888889| 2,689320388| 4,160493827 0,9218107| 4,259259259| 2,588477366| 1,604938272
0,83127572| 2,699588477| 2,640776699| 3,720164609| 6,382716049| 3,823045267| 10,43621399*| 1,304526749
1,106995885| 0,810699588| 2,019417476| 6,209876543| 14,70781893 4,70781893| 1,465020576| 2,950617284
2,181069959 1,127572016| 10,4526749*

1,205761317

2,823045267

Cerebelo
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SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
2,362139918 | 2,905349794| 5,325242718| 4,650205761| 6,386831276 11,8436214| 3,020576132| 4,127572016
4,691358025*| 3,378600823 | 2,033980583| 5,699588477| 8,732510288 8,04526749| 0,868312757 4,62962963
2,106995885| 1,226337449| 5,655339806 6,50617284| 10,45679012| 9,288065844| 3,181069959| 5,152263374
1,469135802 | 4,131687243| 2,029126214| 9,847736626*| 19,13168724| 14,55144033| 1,827160494| 4,201646091
2,279835391 | 1,283950617| 2,281553398| 6,037037037| 14,10288066| 16,30452675| 1,695473251| 4,205761317
1,670781893 1,0781893 | 1,839805825| 5,534979424| 9,670781893 | 8,024691358| 2,732510288| 2,481481481
1,930041152 1,78600823
1,131687243 1,654320988
NITRITO - MACHOS
Hipocampo
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
0,880658436| 1,251028807| 2,057613169| 3,004115226| 1,304526749| 1,004115226| 2,205761317| 2,325102881
0,798353909 1,16872428 | 2,913580247| 2,979423868| 1,683127572| 0,757201646| 1,884773663| 2,452674897
1,127572016 | 0,757201646*| 1,329218107| 1,893004115| 6,160493827* 1,29218107 | 2,094650206| 2,547325103
1,29218107 | 0,880658436*| 2,004115226| 2,893004115| 3,555555556 1,04526749 | 2,481481481| 2,666666667
9,893004115*| 1,004115226| 1,156378601| 2,724279835 3,58436214| 1,004115226| 2,230452675 4,0781893
1,625514403
2,703703704
4,851851852
cortex pré-frontal
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
0,757201646 1,78600823 | 3,502057613| 4,518518519| 5,181069959| 0,880658436| 2,144032922| 1,983539095
1,004115226 | 1,251028807| 6,995884774*| 4,205761317| 2,967078189| 0,633744856| 3,279835391| 1,473251029
0,880658436| 1,333333333| 1,641975309| 6,530864198*| 2,967078189 0,9218107| 2,942386831| 2,238683128
1,127572016| 1,456790123| 2,827160494| 3,222222222 3,78600823 | 0,839506173| 1,444444444| 3,625514403
1,16872428 | 0,757201646* | 8,917695473*| 1,341563786| 2,814814815| 0,757201646| 1,316872428| 1,740740741
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1,04526749 | 2,279835391| 2,518518519| 1,275720165 0,716049383 2,732510288
0,333333333
4,094650206*

Amigdalas
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
1,127572016 |  1,16872428| 5,097087379| 3,333333333| 3,201646091| 0,880658436| 2,255144033| 4,329218107
1,04526749 | 0,757201646| 3,990291262| 1,950617284|  4,95473251| 2,979423868| 1,362139918| 1,279835391
1,004115226| 1,086419753| 5,004854369| 4,395061728| 2,864197531| 1,04526749| 1,164609053| 3,004115226
0,757201646 | 0,962962963 | 2,218446602| 3,333333333| 2,703703704| 0,839506173| 1,839506173| 11,19341564*
1,16872428 | 1,04526749| 9,86407767*| 1,275720165| 4,193415638|  1,04526749| 1,555555556| 1,238683128
2,358024691
2,316872428
2,650205761

Cerebelo
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
19,02880658*| 5,489711934| 5,019417476| 3,296296296| 3,086419753| 6,271604938%*| 1,724279835| 5,481481481*
-1,028806584* | 8,12345679| 5,427184466| 2950617284 |  4,58436214| 0,962962963| 1,950617284| 3,395061728
1,580246914 | 3,308641975|  4,54368932| 9,156378601*| 3,028806584 0,9218107| 3,880658436| 3,650205761
1,086419753 | 0,839506173*| 4,009708738| 2,855967078| 3,127572016 0,9218107| 6,70781893*| 1,991769547
0,798353909 | 1,04526749*| 4,640776699| 3,736625514| 2,139917695| 0,962962963| 2,724279835| 2,50617284
1,868312757 | 4,378600823 | 3,485436893| 3,106995885 1,41563786 4,407407407*
1,958847737
2,115226337

TBARS - FEMEAS

Hipocampo

SHAM AVP Mix 1 Mix2 | Mix3 | MIXI+AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
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1056 792 1571 839 790 1096 998 1085
1047 1237 1180 1005 3034* 681 1589 1125
1053 808 1666 933 748 729 805 885
1122 1424 1540 1272 888 727 1845 1100
802 1008 1396 844 717 778 1117 1180
1501 1335 1565 1372 893 790 923 888
1649 843 979
1049

Cortex pré-frontal
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
992 1179 1326 844 1164 874 680 1601
1677 1731 1454 1372 892 787 656 844
1161 1397 1301 900 957 801 768 880
1001 1059 2007 892 913 770 614 1161
1539 1047 1796 1221 1032 788 717 1018
1751 1414 1911 754 856 727 867 1116
1477 1094 620
1221

Amigdalas

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
992 1179 1326 1846 790 1167 1256 1271
1677 1731 1454 2108 753 889 1021 1031
1161 1397 1301 1552 926 626 673 1301
1001 1059 2007 1911 1028 724 696 915
1539 1047 1796 1744 1069 713 214 825
1751 1414 1911 2283 791 645 647 1036
1477 -256 582 911

912
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Cerebelo
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
1770 1455 1310 1310 1014 634 469 114
1486 1173 1696 1696 713 574 465 127
1451 1281 1578 1578 842 633 679 117
1227 1316 873 873 526 607 789 110
986 1413 1466 1466 1044 1670 1266 116
1340 1092 1441 1441 764 786 1210 126
1227 1079 143
1267 150
TBARS - MACHOS
Hipocampo
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
831 1196 1042 836 951 1811 881 671
840 -135%* 850 856 1090 1446 824 738
2541* 510%* 1075 814 1002 1802 1002 875
982 795 796 956 1058 368* 808 637
-125%* 2755 778 877 1124 386* 800 956
457 1205 778 968 1846 664
694
666
Cortex pré-frontal
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
2354* 875 988 988 1443 1846 846 647
403 795 1245 1245 1292 742 930 392
573 973 956 956 1086 288* 872 549
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769 1748 1038 1038 964 261* 835 658
1499* 2399 524* 524* 976 1650 427 629
314 4340* 1124 1124 1490
Amigdalas
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
1143 911 1445* 742 823 831 1185* 1020
2176* 1303 704 821 712 1597 640 343
466 519* 802 835 899 920 833 626
920 1214 427 812 612 2140 818 1213*
1784 1757 2129* 455 605 2906* 862 581
608 795%* 645 283* 1909 371
Cerebelo

SHAM AVP MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX1 MIX?2 MIX3
350* 778 1087 1001 1347 546 1155 824
2532 1232 1345 1592 1407 573 754 814
2042 822 1551* 1159 1517 1063 1154 857
1463 261* 1035 1250 1136 1276 909 954
2069 3948* 1092 1605 1109 973 1226 889
546* 1517 1433 1141 1757 1014

TESTE CAMPO ABERTO - FEMEAS
Tempo parado

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
107 66 84 139 20 82 132 32
131 71 113 72 8 125 152 15
128 48 111 85 12 128 188 21
137 67 91 79 15 80 107 5
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152 74 86 92 12 68 85 6
152 53 90 77 14 139 65 6
77 58 76 53 78 53 70 48
80 58 83 33 78 41 34 71
77 107 92 45 97 50 51 44
80 85 48 106 45 142 58
47 65 121 80 55 34 40
125 70 98 101 55 33 56
144 72 158 121 46 32
91 131

74

99

74

68

Cruzamentos
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
37 39 27 29 38 59 23 54
22 33 28 45 38 39 22 72
23 46 50 47 31 38 19 64
34 38 34 42 45 59 46 63
26 36 35 35 45 65 67 44
26 30 19 44 56 44 74 63
45%* 37 37 56 31 44 52 54
41 41 25 51 39 43 67 54
39 46 28 57 35 48 49 60
25 67 52 20 46 6* 30
42 74 42 28 44 45 37
31 52 40 24 54 55 40
32 44 39 16 50 62
51 38
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58

48

44

52

Rearing
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
7 23 8 8 21 26 16 20
13 15 9 14 15 15 14 9%
13 36 30 14 15 14 3 21
11 7 8 28 27 24 3 29
13 7 18 7 29 16 5 23
12 22 9 13 24 17 5 34
22% 16 14 11 10 23 21 26
11 17 8 16 13 14 17 18
5 3* 8 31 5 13 15 26
4 5* 28 4 15 5 33
20* 5* 7 17 13 19 22
6 21 13 7 2% 26 8*
8 22 5 9 12 10
20 4

18

12

24

13

Grooming

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
3 5 4 2 4 6 2 1
2 3 3 3 3 5 2 3
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2 1 2 4 6 5 1 6
2 2 6 1 2 6 6 3
1 4 5 10* 4 6 2 7
0 2 5 3 4 1 4 4
3 2 4 1 5 3 5 5
4 4 4 4 2 4 3 2
2 6 9 0 2 3 3 3
7 2 3 0 1 2 1
3 4 5 3 2 2 1
1 5 7 1 2 0 2
3 3 2 5 3 4
4 3

3

1

2

3

TESTE CAMPO ABERTO - MACHOS
Cruzamentos

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
25 39 40 36 27 22 67 46
40 50 41 35 33 30 71 33
64 50 48 43 44 13 81 56
58 24 48 42 48 50 62 62
37 58 31 51 42 74 29 59
54 46 28 42 36 81 46 32
30 43 20 46 27 49 31 29
34 35 40 44 25 41 28 48
33 34 36 73 28 36 24 57
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33 24 46 34 46 18 32 46
35 41 51 34 21 33 16 52
33 28 50 31 30 18 22 48
53 30 27 24 32 29 41
56 34 24 30 98 61
51 33 36 35 27
45 33 18 30
29 35 37 29
27 33 34 51
47 31 32
28 36
61 27
50
48
Tempo parado
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
146* 70 100 118 143 171 51* 92
72 126 116 103 113 124 28* 109
86 113 142 69 135 118 23* 91
84 161 106 69 105 89 90 94
72 107 116 77 140 53* 10* 88
109 99 85 108 94 116 6%* 109
68 92 103 51* 135 45* 134 131
42 105 74 82 90 76* 131 112
58 142 82 85 88* 102 129 109
68 115 85 126 77 140 119 105
89 80 87 118 111 90 176 106
118* 68 62 126 101 154 106 90
100 42%* 84 145 97 108 107 77*
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95 58 140 93 90
74 68 142 117 97
98 89 125 104
84 118 102 90
105 106 98
122% 101 100
100 105
46
64
50
Rearing
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
7 17 26 6 11 29 23 7*
13 14 28 15 5* 15 44 10
14 32 32 28 13 22 30 42
14 10 16 23 15 18 30 10
5 10 25 24 13 35 13 9
5 15 15 16 10 22 33 33
4 9 20 20 11 10 8* 9
13 12 19 3* 9 6* 6* 10
11 5* 12 13 9 3* 19 2%
11 10 25 12 7* 18 10
8 23 27 9 14 9% 7*
8 10 25 17 9 0 8
15%* 4* 8* 5* 21 9 7*
11 13 10 12 10 9% 12
19* 11 29 7 11 0
12 11 8 9 15
8 8* 20 13
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8*

13
12
3*

10

11

4*

12

MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP

10

11

Mix 3

Grooming

Mix 2

Mix 1

8*

AVP

11
17*

SHAM

9*




3
TESTE DE IMERSAO DE CAUDA - FEMEAS
Imersao de Cauda
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
364 602 502 410 364 482 434 2,37%
370 486 420 416 386 486 400 2,75%
408 592 484 448 404 386 380 2,6*
372 520 360 420 402 454 440 362
440 455 392 460 396 444 438 282
364 812 400 452 414 486 440 304
340 452 364 404 402 424 444 312
1212 410 566 462 440 362 280
440 442 512 398 438 360 320
438 612% 460 436 372 260
440 462 482 366 354 364
444 384 414 408 350 382
674 404 440 482 422
1084 444 524
280
TESTE DE IMERSAO DE CAUDA - MACHOS
Imersao de Cauda
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
326 514 422 362 362 4,69* 1* 1212%*
332 612 492 400 422 1,33% 1,07%* 422
364 634 428 368 368 1,34%* 1,41%* 464




400 552 414 446 364 0,72% 1,37% 392
844* 564 410 346 348 1,25% 282 402
330 652 540 428 410 1,41% 374 1288%*
340 530 520 304 408 1,78%* 368 380
364 540 345 448 370 316 410 484
352 552 348 458 412 376 382 542
342 546 470 1212% 404 326 372 660*
414 496 560 422 424 416 360 420
440 596 494 314 402 528 322 830*
430 482 310 382 666* 416 424
362 544 364 400 680*
374 382 316 460
360 408 308 400
384 284 330 432
344 316 476
408 310 532
320 358
396
350
394

TESTE DE NATACAO - FEMEAS

Natacgao

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
4 4 4 4 4 3 3 3
4 3 4 4 4 3 4 3
4 3 4 4 4 3 3 4
4 3 4 4 4 3 4 3
4 3 4 4 4 3 3 3
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~

TESTE DE NATACAO - MACHOS

Natacgao

MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP

Mix 3

Mix 2

Mix 1

AVP

SHAM




4 3
3
2
3
4
4
3
3
4
4
3
3
4
2

TESTE ROTAROD - FEMEAS

Tempo 1° Queda

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
140 21 174 102 34 54 118 40
89 49 56 47 67 41 145 10
108 117 145 124 30 68 31 46
153 16 120 42 35 117 57 152
39 44 107 60 38 27 28 139
187 50 108 44 51 138 30 43
37 114 116 161 103 87 32 43
149 12 88 64 66 54 103
133 57 87 158 40 84 128 143
139 28 177 126 67 172 54 60
163 30 115 114 42 46 172 105
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76 32 58 48 37 86 223 47
150 70 102 26 154 40
56 106 47
46 86

54

52

43

RPM 1° Queda

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
21 7 25 16 8 11 13 9
15 10 11 10 12 9 17 6
17 18 21 19 8 13 8 10
22 6 19 9 9 19 11 22
9 9 17 12 9 7 7 21
27 10 17 9 10 21 8 9
8 18 18 24 16 15 8 9
22 6 15 12 12 11 16
20 11 15 23 9 14 19 21
21 7 25 19 12 25 11 11
24 8 18 18 9 10 25 17
13 8 11 10 8 14 31 10
22 12 16 7 22 9
11 17 10
10 14

11

10
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Tempo Final

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
167 108 185 150 100 180 247 110
119%* 80 220 160 107 180 324 96
174 133 164 155 97 117 206 89
202 117 182 136 105 172 263 177
158 163 156 150 89 197 248 158
220 103 156 104 75 168 256 103
218 125 240 214 162 266 262 114
215 35 266 191 264 241 180
180 263% 224 221 144 260 276 188
199 248 234 173 92 257 298 172
212 256% 227 256 110 190 289 249
234 262% 247 239 123 222 267 111
243 114 228 87 241 118
160 245 129
97 120

154

116

122

RPM Final

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
24 17 26 22 16 27 24 17
18 14 30 23 17 27 28 16
25 20 24 23 16 19 19 15
28 18 26 20 17 25 36 25
23 24 23 22 15 28 34 23
30 16 23 17 13 24 35 16
30 19 33 30 24 36 36 18
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30 8* 36 27 36 33 26
26 36 31 31 21 35 37 27
27 34 32 25 16 35 40 25
30 35 31 35 17 27 39 34
32 36 34%* 33 19 31 35 17
33 18 31 15 33 18
23 33 19
16 19

22

18

19

Bolos fecais

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
6 0 1 0 0 0 2 0
6 3 3 0 0 6 0 0
6 4 11 0 0 0 0 0
4 0 0 2 4 0 6 5
5 1 6 0 0 0 4 6
3 2 4 0 3 10 5 3
3 4 4 0 3 3 3 4
3 2 3 2 0 7 1
3 6 2 2 3 4 0 0
0 4 5 0 1 7 5 0
0 5 4 0 2 5 3 0
1 3 0 6 1 0 4 1
4 0 0 2 0 3
4 0 1
4 0

3
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0
0
TESTE ROTAROD - MACHOS
Tempo 1° Queda
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
12%* 93* 70 30 55 265* 101 77
9% 72 59 38 52 74 92 25%*
56 45 77 30 65 62 38 150
103 65 67 47 54 150* 73 52
49 36 88 44 52 40 34 46*
10* 120* 58 50 117 104 65 163
39 80 8* 9% 34 40 29 45*
35% 93* 9% 10* 84 26 10* 158
45 86 8* 10* 112 29 45 28
24* 40 15 76 49 27 23* 10
54 150* 8 34 29* 27 90 96
56 96* 12 49 153 77 100 101
158 40 115 64 20* 99 110 114
86 20 98 35 27 17* 44
123 32 57 42 152 61
74 40 86 60 195 48
90 16 82 141 53
96* 47 65
175 50
65 46
36
43
43
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RPM 1° Queda

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
5* 9 13 8 11 15 8 13
5* 8 11 9 10 7 7 7%
11 7 13 9 12 6 5* 22
17 7 12 10 10 10 7 10
10 6 15 10 10 9 9 10
5* 12 11 10 18 16 12 24

8 14 5 6 8 9 7 9
8 15 5 6 14 6 5* 23
10 14 5 6 17 9 9 7%
7 9 6 13 10 7 7 5*
10 22% 5 8 7 7 15 16
11 16* 6 10 23 13 16 16
23 9 17 12 7 16 17 18
14 7 16 8 7 6* 9
19 8 11 9 23 11
13 9 14 11 27 10
15 6 14 21 10
16* 10 12
25 10
12 10
8
9
9

Tempo Final

SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
45 225 113 90 146 300 300 105
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43 241 113 90 143 277 300 70%*
90 229 112 97 126 300 300 290
115 230 103 108 100 300 300 100
95 242 121 88 95 90 155 80
44 230 76 108 155 119 133 180
125 140 37 63 132 65 156 71%*
97 147 38 35 146 97 211 180
93 142 40 47 188 97 135 95
100 136 40 108 170 88 202 142
89 180 54 127 82 90 316 146
186 135 97 127 174 214 137 180
259 120 189 171 50 165 155
249 101 140 191 227 132 188
220 115 148 190 47%* 103
268 164 188 256 201 95
220 168 234 230 110
135 256 122
239 116
242 102
278 91
90
90

RPM Final
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
10 19 18 15 22 15 15 17
9 28 18 15 21 14 15 13
15 26 18 16 19 15 15 27%
18 27 16 17 16 15 15 16
15 28 19 15 16 15 23 14
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9 27 13 17 23 18 20 26%
20 9 12 20 12 18 13
22 9 8 22 16 20 26%*
20 9 10 25 16 15 15
19 9 17 25 15 19 21
26 10 19 14 15 28 22
20 16 19 25 30 21 26%
19 19 27 25 10 24 23
16 16 21 27 31 20 27%
15 18 22 27 10 16
16 24 27 35 28 16
15 24 32 32 17
26 20 35 19
35 33 18
34 33 16
31 37 16
36 15
31 15
Bolos fecais
SHAM AVP Mix 1 Mix 2 Mix 3 MIX1 + AVP | MIX2 + AVP | MIX3 + AVP
0 7 7 0 0 3 0 0
4 4 0 0 0 4 6 0
2 3 6 1 0 4 0 8
2 6 2 0 0 1 0 0
6 8 6 0 0 0 6 0
1 6 4 1 0 1 0 0
2 3 0 0 3 2 8 4
3 4 0 0 3 0 6 5
0 2 3 0 4 0 6 6
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APENDICE B - VALORES BRUTOS REFERENTES AOS RESULTADOS DA

ANALISE PCR quantitativa (RT-qPCR)

Valores de Cq por grupo
Cq
Dnmt3a Chd2
Média Desvio padrao Meédia Desvio padrio
SHAM1 221 0,25 2,06 0,96
SHAM2 244 0,34 2,11 1,23
SHAM 3 0,25 0,04 0,39 0,01
SHAM 4 (0,33 0,01 0,41 0,06
SHAMS 0,63 0,06 0,51 0,08
SHAM 6 0,22 0,16 0,38 0,04
SHAM7 (34 0,06 0,55 0,08
Cq
Dnmt3a Chd2
Média Desvio padrao Meédia Desvio padriao
AV 1 1,00 0,06 1,23 0,71
AV 2 0,93 0,02 1,34 0,90
AV 3 0,27 0,06 0,29 0,01
AV 4 0,32 0,01 0,46 0,03
AV 5 0,29 0,04 0,37 0,00
Cq
Dnmt3a Chd2
Média Desvio padrao Meédia Desvio padrio
MIX3 1 1,05 0,06 1,39 1,05
MIX3 2 1,24 0,02 1,55 0,89
MIX3 3 0,25 0,00 0,43 0,07
MIX3 4 0,19 0,02 0,31 0,07
MIX3 5 0,20 0,01 0,16 0,08
MIX3 6 0,24 0,06 0,26 0,08
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Cq
Dnmt3a Chd2
Média Desvio padrao Meédia Desvio padriao

AV+MIX

31 1,25 0,47 1,89 1,58
AV+MIX

32 0,92 0,03 1,22 0,66
AV+MIX

33 0,17 0,01 0,11 0,13
AV+MIX

3 4 0,21 0,00 0,31 0,04
AV+MIX

35 0,16 0,01 0,29 0,08
AV+MIX

3 6 0,39 0,49 0,15 0,18

Médias
Cq
Dnmt3a Chd2
Média Desvio padrao Meédia Desvio padrio

SHAM 0,92 0,97 0,91 0,80
AV 0,56 0,37 0,74 0,50
MIX 3 0,53 0,48 0,68 0,62
AV+MIX

3 0,52 0,46 0,66 0,73
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ANEXO A- PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal do Ceard — Campus Sobral
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Av. Comte. Maurocélio Rocha Pontes, 100, Derby
CEP: 62.042-280 Sobral-CE
Fone/Fax: (88) 3611.8000

CERTIFICADO

Certificamos que o adendo da proposta intitulada: “Pré-condicionamento
nutracéutico com misturas de oleos 6mega 3, 6 e 9 para atenuar as
caracteristicas neuroinflamatérias do transtorno do espectro autista induzidas
pelo acido valpréico em um modelo experimental”, registrada com o n°® 16/18,
sob a responsabilidade da Profa. Dra. Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar
que envolve a produgao, manutencao ou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) Campus Sobral, em reunido de 13/08/2019.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacéo | 26/02/2019 até 26/02/2021

Espécie/linhagem/raga | Projeto original: Ratos Wistar machos
Adendo: Ratos wistar fémeas

N° de animais Projeto original: 240 Ratos Wistar machos
Adendo: 120 Ratos Wistar machos e 120 Ratos Wistar
fémeas

Peso/ldade Ratos: 180-220 g / 2-3 meses

Sexo & Machos e ¢ fémeas

Origem Biotério Central de Fortaleza

Sobral, 15 de agosto de 2019.

- fonit,
V4 I 4 e
Prof. Dr. Igor luco Castro da Silva
Vice Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA




