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RESUMO 

 

O transtorno do espectro autista (TEA) é um distúrbio do neurodesenvolvimento 
caracterizado por prejuízos na interação social, comunicação verbal e não verbal, 
além de comportamentos restritos, repetitivos e estereotipados. Estudos sugerem que 
a deficiência de vitamina D (Vit.) durante a gestação e lactação pode estar associada 
ao risco aumentado de TEA. Além disso, a suplementação com ômega-3 tem sido 
relacionada à melhora de aspectos comportamentais e cognitivos nesses indivíduos. 
O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da suplementação com Vit.D 
durante a gestação e do ômega-3 (ω−3) no período pós-natal em um modelo 
experimental de TEA induzido por ácido valpróico (VPA). Após a confirmação da 
gravidez (presença de espermatozoides na vagina), as ratas prenhes receberam 
gelatina suplementada com Vit.D (500 UI/dia) ou gelatina controle, do dia gestacional 
(DG) 1 ao 21. No DG 12,5, as fêmeas de cada grupo foram subdivididas e receberam, 
por via intraperitoneal, uma dose única de VPA (600 mg/kg) ou solução salina (SAL). 
Após o nascimento, os filhotes foram alocados em subgrupos que receberam 
tratamento com ω−3, por gavagem, do dia pós-natal (DPN) 14 ao 34. O delineamento 
experimental resultou em oito grupos: 1) SAL + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.); 2) 
SAL + Gelatina + ω−3 (pós-gest.); 3) SAL + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.); 4) SAL + 
Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.); 5) VPA + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.); 6) VPA 
+ Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.); 7) VPA + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.); 8) VPA 
+ Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.). As proles foram pesadas no DPN 9 e entre os DPN 
14 e 34, e submetidas aos testes comportamentais de busca pelo ninho (DPN 10), 
geotaxia negativa (DPN 14), campo aberto e teste das três câmaras (ambos no DPN 
35). No DPN 21, as proles foram desmamadas e as matrizes eutanasiadas. Após os 
testes comportamentais, os filhotes também foram eutanasiados. O sangue foi 
coletado, e os encéfalos foram dissecados em cerebelo e córtex posterior para análise 
bioquímica dos seguintes parâmetros: estresse oxidativo (oxidação de DCFH-DA, 
conteúdo de sulfidrilas, atividades das enzimas superóxido dismutase e catalase); 
níveis de TNF no soro e córtex posterior, e neurotrofinas (BDNF e NGF) no córtex 
posterior. Os resultados mostraram que a exposição ao VPA durante a gestação não 
resultou em atrasos no neurodesenvolvimento (maior tempo para encontrar o ninho e 
realizar a tarefa de geotaxia negativa), déficits sociais e redução do comportamento 
exploratório. Além disso, o VPA reduziu os níveis séricos de 25(OH)D nas matrizes, 
induziu dano oxidativo e alterou a atividade de enzimas antioxidantes no córtex 
posterior e cerebelo. A suplementação com vitamina D, isoladamente ou combinada 
ao ω−3, foi capaz de atenuar esses efeitos, promovendo aumento nos níveis séricos 
de 25(OH)D, melhora no neurodesenvolvimento, na sociabilidade, na atividade 
exploratória, na redução do dano oxidativo e na regulação das enzimas antioxidantes. 
Conclui-se que a suplementação com vitamina D atenuou de modo significativo os 
efeitos deletérios do VPA, embora não tenha revertido completamente o fenótipo 
autista. A associação entre vitamina D na gestação e ω−3 no período pós-natal não 
potencializa os efeitos na prevenção de danos associados ao TEA em modelo 
experimental. 

Palavras-chave: Neurodesenvolvimento; suplementação; estresse oxidativo; 
comportamento. 



 

 

ABSTRACT 

 

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by 
impairments in social interaction, verbal and non-verbal communication, and by 
restricted, repetitive, and stereotyped behaviors. Studies suggest that vitamin D (Vit. 
D) deficiency during pregnancy and lactation may be associated with an increased risk 
of ASD. In addition, omega-3 supplementation has been linked to improvements in 
behavioral and cognitive aspects in these individuals. The aim of the present study was 
to evaluate the effects of Vit. D supplementation during pregnancy and omega-3 (ω−3) 
in the postnatal period in an experimental model of ASD induced by valproic acid 
(VPA). After confirmation of pregnancy (presence of spermatozoa in the vagina), 
pregnant rats received gelatin supplemented with Vit. D (500 IU/day) or control gelatin, 
from gestational day (GD) 1 to 21. On GD 12.5, females from each group were 
subdivided and received a single intraperitoneal dose of VPA (600 mg/kg) or saline 
solution (SAL). After birth, the offspring were allocated into subgroups that received 
ω−3 treatment by gavage from postnatal day (PND) 14 to 34. The experimental design 
resulted in eight groups:1) SAL + Gelatin (gest.) + Oil (post-gest.); 2) SAL + Gelatin + 
ω−3 (post-gest.); 3) SAL + Vit.D (gest.) + Oil (post-gest.); 4) SAL + Vit.D (gest.) + ω−3 
(post-gest.); 5) VPA + Gelatin (gest.) + Oil (post-gest.); 6) VPA + Gelatin (gest.) + ω−3 
(post-gest.); 7) VPA + Vit.D (gest.) + Oil (post-gest.); 8) VPA + Vit.D (gest.) + ω−3 
(post-gest.). The offspring were weighed on PND 9 and between PND 14 and 34, and 
underwent the following behavioral tests: nest-seeking test (PND 10), negative 
geotaxis (PND 14), open field, and three-chamber social interaction test (both on PND 
35). On PND 21, offspring were weaned, and dams were euthanized. After the 
behavioral tests, the offspring were also euthanized. Blood was collected, and brains 
were dissected into cerebellum and posterior cortex for biochemical analysis of the 
following parameters: oxidative stress (DCFH-DA oxidation, sulfhydryl content, 
superoxide dismutase and catalase enzyme activities); TNF levels in serum and 
posterior cortex; and neurotrophins (BDNF and NGF) in the posterior cortex. The 
results showed that VPA exposure during pregnancy led to neurodevelopmental 
delays (increased time to locate the nest and to perform the negative geotaxis task), 
social deficits, and reduced exploratory behavior. Additionally, VPA decreased serum 
25(OH)D levels in dams, induced oxidative damage, and altered antioxidant enzyme 
activity in the posterior cortex and cerebellum. Vitamin D supplementation, either alone 
or combined with ω−3, was able to attenuate these effects by increasing maternal 
serum 25(OH)D levels, improving neurodevelopment, sociability, and exploratory 
activity, reducing oxidative damage, and regulating antioxidant enzymes.In conclusion, 
vitamin D supplementation significantly attenuated the deleterious effects of VPA, 
although it did not completely reverse the autistic phenotype. The combination of 
vitamin D during gestation and ω−3 in the postnatal period did not enhance the 
preventive effects against ASD-related damage in this experimental model. 

Key-words: Neurodevelopment; supplementation; oxidative stress; behavior. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1  TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA 

 

Epistemologicamente a palavra “autismo” vem do grego “autos” que significa 

“de si mesmo” ou “próprio”. Este termo foi usado por Plouller em 1906, mas sua 

primeira definição clínica ocorreu no ano de 1943, quando o médico austríaco Leo 

Kanner, sistematizou com cautela a observação de um grupo de crianças com idade 

de 2 a 8 anos. Na ocasião, o médico denominou o transtorno de distúrbio autístico de 

contato afetivo (Alves, 2022). 

Atualmente, o transtorno do espectro autista (TEA) é caracterizado por 

comprometimento da interação social e comunicação verbal e não verbal. É um 

transtorno do neurodesenvolvimento que apresenta padrões de comportamento 

restritos, repetitivos e estereotipados (APA, 2013), que se acredita ser causado por 

uma combinação de fatores genéticos e ambientais como exposição a toxinas, 

infecções, medicamentos como ácido valproico (VPA) e estresse crônico vivenciado 

durante a gravidez (Frasch et al., 2023), gerando condições duradouras e muitas 

vezes devastadoras que afetam severamente o funcionamento social e a 

autossuficiência dos indivíduos (Posar; Visconti, 2017). 

Esta condição, segundo o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos 

Mentais-Texto Revisado (DSM-5-TR) da American Psychiatric Association (APA), se 

refere a crianças e adultos com extrema dificuldade de lidar com a mudança, relações 

sociais e de praticar interações simples. Além disso, as pessoas com TEA podem ter 

dificuldades na comunicação não verbal que costumam ser usados para promover 

interação social, bem como dificuldade para construir relacionamentos (APA, 2023), 

por isso, podem ser considerados como distantes e desapegados (James et al., 2011). 

Alguns indivíduos com TEA podem se envolver em comportamentos aberrantes que 

incluem estereotipias motoras (por exemplo, bater palmas, balançar, girar o corpo), 

comportamentos autolesivos (por exemplo, bater a cabeça) (APA, 2000), e evoluírem 

com comorbidades frequentes incluindo epilepsia, transtorno de déficit de atenção e 

hiperatividade (TDAH), deficiência de aprendizagem, problemas de sono, nutricionais 

e gastrointestinais, transtornos alimentares, seletividade e alergias alimentares 

(Jaureguiberry; Venturino, 2022). 

No diagnóstico do TEA, as características clínicas individuais são registradas 

por meio do uso de especificadores (com ou sem comprometimento intelectual 
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concomitante; com ou sem comprometimento da linguagem concomitante; associado 

a alguma condição médica ou genética conhecida ou a fator ambiental), bem como 

questionários que descrevem os sintomas autistas (idade da primeira preocupação; 

com ou sem perda de habilidades estabelecidas; gravidade) (APA, 2023), podendo ser 

considerado como uma condição heterogênea do neurodesenvolvimento com uma 

combinação específica de deficiências na comunicação e interação social, anomalias 

sensoriais, comportamentos repetitivos e níveis variados de deficiência intelectual que 

começam cedo na vida (Lord et al., 2020). O paradigma da neurodiversidade 

considera o TEA como uma forma de variação dentro de uma diversidade de mentes 

(Pellicano; Den Houting, 2022)  e reconhece que alguns indivíduos com TEA também 

estão relacionados a forças cognitivas, notadamente com excelente atenção e 

memória aos detalhes e um forte impulso para detectar padrões (Jones et al., 2021). 

Diversas características clínicas são comumente comórbidas com o TEA, 

incluindo ansiedade, hiperatividade, problemas gastrointestinais, disturbios do sono e 

atrasos no desenvolvimento motor (Ali et al., 2019), podendo se manifestar de 

formas diversas com variação de intensidade em cada caso.   Além disso, o nível de 

comprometimento de cada criança é bastante distinto, o que justifica a utilização do 

termo mais amplo “espectro” (Schmidt, 2017). As características do TEA geralmente 

continuam na idade adulta na maioria dos casos, o que pode levar à integração social 

limitada, perspectivas ruins no mercado de trabalho, problemas de saúde mental e 

uma baixa taxa de participação dos pais ou cuidadores na força de trabalho (Howlin; 

Magiati, 2017). 

Além disso, alterações de um único gene ou cromossômo são responsáveis 

por apenas uma minoria dos casos de TEA; estudos entre gêmeos idênticos 

mostraram que, embora a hereditariedade genética tenha uma influência importante, 

fatores ambientais (por exemplo, ativação imunológica materna, pesticidas ou 

exposição a metais pesados) podem influenciar fortemente o início e a persistência de 

traços autistas (Schaefer; Mendelsohn, 2018 citado por Jaureguiberry; Venturino, 

2022). 

 
1.1.2 Epidemiologia 

 
No ano de 2010, a prevalência de TEA parecia ter permanecido relativamente 

estável entre 1990 e 2010 (Baxter et al., 2015). Em maio de 2013, o DSM-5 



20 
 

estabeleceu novas diretrizes para a identificação do TEA, que alguns autores 

propuseram como uma causa plausível para o aumento da prevalência, uma vez que 

os transtornos que eram considerados diferentes do autismo no DSM-4 (como o 

transtorno global do desenvolvimento ou a síndrome de Asperger), passaram a ser 

enquadrados como TEA no DSM-5. No entanto, uma atenuação da taxa foi observada 

após a introdução do DSM-5, entre 2013 e 2015 (Jaureguiberry; Venturino, 2022).  

Após essa data, diversos estudos foram conduzidos, afirmando um aumento 

crescente da incidência de TEA no mundo (Lord et al., 2020). Um estudo de coorte de 

base populacional na Dinamarca mostrou que as alterações nos critérios de 

diagnóstico e a melhoria dos relatórios foram responsáveis por aumento em 60% da 

prevalência do TEA, o que levou a uma pesquisa intensiva para identificar os fatores 

de risco e prevenir a exposição (Hansen et al., 2015 apud Jaureguiberry; Venturino, 

2022). O resultado destes esforços é altamente relevante não só para os indivíduos 

com o TEA e suas famílias que enfrentam encargos financeiros e emocionais 

substanciais, mas também para os sistemas de saúde pública e educação 

(Jaureguiberry; Venturino, 2022). 

Atualmente, segundo os dados dos Centros de Controle e Prevenção de 

Doenças (CDC) dos Estados Unidos, estima que 1 em cada 31 crianças de até 8 anos 

de idade pode receber o diagnóstico de TEA (Shaw et al., 2025). O TEA ocorre em 

todos os grupos raciais, étnicos e socioeconômicos, e os homens têm de três a quatro 

vezes mais probabilidade do que as mulheres de serem diagnosticados com o TEA 

(Shaw et al., 2025). Estudos epidemiológicos realizados nas últimas décadas 

mostraram um aumento marcante na prevalência do TEA, que atingiu de 1% a 2% das 

crianças (Posar; Visconti, 2017), ou seja, uma prevalência geral de 14.65 por 1.000 

crianças de 8 anos, com maior expressão em crianças brancas não hispânicas em 

comparação com as negras não hispânicas e hispânicas (Christensen et al., 2019). 

No Brasil, a análise dos dados censitários mais recentes, foi publicada em 

maio de 2025, pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE). Os dados 

apontam para a relevância da questão do autismo no cenário nacional, revelando que 

aproximadamente 2,4 milhões de pessoas (1,2% da população) receberam 

diagnóstico formal de autismo por um profissional de saúde. A prevalência foi 

significativamente maior entre homens (1,5%) do que entre mulheres (0,9%), 

totalizando 1,4 milhões de homens e quase 1 milhão de mulheres diagnosticadas 

(IBGE, 2025). 
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A distribuição etária destacou maior concentração em crianças e adolescentes, 

com picos de 2,6% na faixa de 5 a 9 anos (3,8% em meninos) e 2,1% entre 0 e 4 anos, 

refletindo a tendência global de diagnóstico precoce. Regionalmente, as prevalências 

foram homogêneas (1,1% a 1,2%), porém com destaque para o Acre (1,6%), Amapá 

(1,5%) e Ceará (1,4%). Quanto à cor/raça, pessoas brancas apresentaram maior 

prevalência (1,3%), enquanto indígenas tiveram a menor (0,9%). Esses dados, 

inéditos em escala nacional, evidenciam disparidades de gênero e idade, além de 

possíveis lacunas no acesso a diagnósticos entre grupos raciais, reforçando a 

necessidade de políticas públicas direcionadas à inclusão educacional e saúde 

mental, especialmente na infância e adolescência (IBGE, 2025). 

 
1.1.3 Abordagem clínica e diagnóstico do TEA 

 
O diagnóstico de TEA é clínico, com bases em critérios estabelecidos pelo 

DSM-5-RT (APA, 2023) e pela International Statistical Classification of Diseases and 

Related Heatlh Problems (ICD-11), da  World Health Organization (WHO) (WHO, 

2022). O fato do TEA apresentar características heterogêneas e seu diagnóstico se 

basear em avaliações clínicas, torna esse processo ainda mais desafiador (Côrtes; 

Albuquerque, 2020). O diagnóstico clínico é realizado por indicadores, por meio de 

observações comportamentais e relatos quanto ao histórico do desenvolvimento, 

guiado por critérios universais e descritivos com base em teorias do desenvolvimento 

e das neurociências. O ICD-11 manteve a terminologia do TEA e as alterações 

realizadas no DSM-5 (Fernandes; Tomazelli; Girianelli, 2020). 

Os critérios diagnósticos para o TEA, de acordo com as diretrizes do DSM-5 

(APA, 2013) são: 

(A) Déficits persistentes na comunicação social e interação social por meio 

de múltiplos contextos: i) Déficits na reciprocidade socioemocional; ii) Déficits 

nos comportamentos comunicativos não verbais usados para interação 

social; iii) Déficits para desenvolver, manter e compreender relacionamentos; 

iv) Especificar a gravidade atual que baseia-se em prejuízos na comunicação 

social e em padrões de comportamento restritos e repetitivos. 

(B) Padrões restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou 

atividades: i) Movimentos motores, uso de objetos ou fala estereotipados ou 

repetitivos; ii) Insistência nas mesmas coisas, adesão inflexível a rotinas ou 
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padrões ritualizados de comportamento verbal ou não verbal; iii) Interesses 

fixos e altamente restritos que são anormais em intensidade ou foco; iv) 

Especificar a gravidade atual que baseia-se em prejuízos na comunicação 

social e em padrões restritos ou repetitivos de comportamento. 

(C) Os sintomas devem estar presentes precocemente no período do 

desenvolvimento (mas podem não se tornar plenamente manifestos até que 

as demandas sociais excedam as capacidades limitadas ou podem ser 

mascarados por  estratégias aprendidas mais tarde na vida). 

(D) Os sintomas causam prejuízo clinicamente significativo no 

funcionamento social, profissional ou em outras áreas importantes da vida 

do indivíduo no presente. 

(E) Essas perturbações não são mais bem explicadas por deficiência 

intelectual (transtorno do desenvolvimento intelectual) ou por atraso global 

do desenvolvimento. 

A deficiência intelectual e o TEA costumam ser comórbidos e para fazer os 

seus diagnósticos, a comunicação social deve estar abaixo do esperado  para o nível 

geral do desenvolvimento. O início dos sintomas do TEA ocorre durante o período de 

desenvolvimento, tipicamente na primeira infância, mas os sintomas característicos 

podem não se manifestar plenamente até mais tarde, quando as demandas sociais 

excedem as capacidades limitadas. Os sintomas resultam em prejuízo significativo 

no funcionamento pessoal, familiar, social, educacional, ocupacional ou em outras 

áreas  importantes do funcionamento. Alguns indivíduos com TEA são capazes de 

interagir adequadamente em muitos contextos por meio de esforço excepcional, de 

modo que seus déficits podem não ser aparentes para os outros (WHO, 2022). 

 

1.2 ESTADO NUTRICIONAL E NEURODESENVOLVIMENTO 
 

A exposição pré e/ou perinatal a diferentes estressores ambientais ou déficits 

nutricionais refletem impactos no resultado do neurodesenvolvimento de acordo com 

a suscetibilidade genética-variante. Vários aspectos metabólicos têm sido associados 

à fisiopatologia do TEA e a outros distúrbios. Anormalidades em outras enzimas 

antioxidantes bem como bioenergética prejudicada associada à disfunção 

mitocondrial e ao estresse oxidativo também foram descritos na fisiopatologia do TEA 

(Jaureguiberry; Venturino, 2022). 
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Os hábitos alimentares mudaram notavelmente nas últimas décadas, com uma 

diminuição significativa na qualidade da fonte e no aumento do consumo de alimentos 

processados. Sugere-se que a dieta ocidental compromete o suprimento de 

micronutrientes essenciais, como vitaminas, minerais e ácidos graxos essenciais 

necessários para o metabolismo e a saúde (Jaureguiberry; Venturino, 2022). 

Os ácidos graxos têm sido associados a um papel de destaque durante o 

desenvolvimento do sistema nervoso central. No tecido cerebral, os ácidos graxos 

poliinsaturados mais abundantes são os da família ômega−3 (ω−3) e ômega−6 (ω−6). 

O número de estudos sobre os efeitos desempenhados por ambos os grupos de 

ácidos graxos sob as funções neuronais continua aumentando (Barón-Mendoza; 

González-Arenas, 2022). 

Os ácidos graxos ω−3 são lipídios essenciais poliinsaturados que o corpo 

humano não produz e são necessários para o desenvolvimento e funcionamento 

normal do cérebro e do sistema imunológico. Os peixes e os frutos do mar são as 

principais fontes (James et al., 2011), entretanto são uma escolha alimentar rara entre 

indivíduos com TEA (Jaureguiberry; Venturino, 2022). Embora o mecanismo exato 

pelo qual o ω−3 pode ser benéfico no TEA ainda não esteja totalmente esclarecido, 

seus déficits estão associados a distúrbios do neurodesenvolvimento como transtorno 

de déficit de atenção/hiperatividade, dislexia e dispraxia (James et al., 2011). 

Os ácidos graxos ω−3 e ω−6 estão relacionados à regulação de processos 

cerebrais como na neurogênese, no crescimento de neuritos e na sinaptogênese. 

Além disso, é observada uma melhora cognitiva com intervenção de ácidos graxos 

sugerindo um papel regulador destes em relação à plasticidade cerebral  (Barón-

Mendoza; González-Arenas, 2022). 

Em uma pesquisa com modelo animal autista por indução VPA e utilização de 

ω−3 e 6 foi identificado uma melhora da sintomatologia autista e efeito  neuroprotetor, 

provavelmente devido ao seu efeito anti-oxidativo e anti-inflamatório. O  tratamento 

normalizou o peso dos ratos na vida adulta, aumentou locomoção, diminuiu tempo 

recuperação da nocicepção termal (Yadav et al., 2017). 

Um estudo sobre a utilização do ω−3 no comportamento estereotipado e 

interações sociais em ratos Wistar com indução de autismo por VPA, evidenciou-se 

que o tratamento com ω−3 reverteu movimentos estereotipados, o comportamento 

social de cheirar outros ratos e seguir no teste de interação social recíproca (Fortunato 



24 
 

et al., 2017). Em outro estudo, foi identificado que o ω−3 reverteu danos no 

aprendizado e memória, resgatou perda neuronal e aumentou o número de neurônios 

maduros no hipocampo, além de diminuir a peroxidação aumentada no hipocampo e 

inibir caspase 3 no hipocampo. Ainda foi sugerido que o   ω−3 influenciou a via do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (do inglês, Brain-Derived Neurotrophic Factor, 

BDNF) para mediar expressão de p-CREB e p-CaMKII (Gao et al., 2016). 

Sobre a resposta comportamental, uma pesquisa identificou melhora nas 

dificuldades de comunicação social de crianças e adolescentes, quando estes foram 

tratados com ω−3 de forma individual (Siafis et al., 2022). De acordo com uma revisão 

da literatura, a melhora comportamental e cognitiva em indivíduos com TEA após 

intervenção nutricional com ω−3 e ω−6 pode ser atribuída à capacidade desses 

compostos em estimular o crescimento de neuritos. Tal processo é provavelmente 

sustentado por mecanismos celulares como a regulação do citoesqueleto neuronal e 

a expansão de membranas, viabilizada pela modulação da maquinaria de fusão 

vesicular (Barón-Mendoza; González-Arenas, 2022).  

Os benefícios destes ácidos graxos em indivíduos com TEA podem estar 

associados a um aumento da eficácia da transmissão sináptica e à modulação da 

liberação de neurotransmissores (Barón-Mendoza; González-Arenas, 2022). 

Pesquisas ainda elucidam o efeito da deficiência destes ácidos graxos no 

desenvolvimento do cérebro, bem como o impacto que um desequilíbrio pode causar 

na função neuronal e a estreita relação entre o metabolismo  alterado de ácidos graxos 

e as deficiências cerebrais que envolvem a etiologia do TEA. Sendo assim, destaca-

se que a recuperação promovida pela intervenção nutricional pode ser considerada 

não apenas como um plano terapêutico para pessoas com TEA, mas também uma 

forma de abordar o uso de ω−3 e 6 durante o desenvolvimento fetal (Barón-Mendoza; 

González-Arenas, 2022). 

Em um estudo sobre a utilização do ω−3 em indivíduos com TEA, evidenciou-

se uma melhora limitada dos sintomas, especialmente no comportamento 

estereotipado e no comportamento social, que inclui consciência social, motivação 

social e função de comunicação, bem como desenvolvimento da linguagem, 

hiperatividade, comportamento repetitivo, habilidades motoras e concentração 

(Veselinović et al., 2021). Os efeitos adjuvantes das intervenções com ácidos graxos 

essenciais são refletidos no alívio dos sintomas comportamentais, como melhora da 

sociabilidade, comportamentos estereotipados e capacidade motora, que podem ser 
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estudados como adjuvantes da terapia comportamental no TEA (APA, 2013). 

 Um ensaio clínico randomizado, realizado no Irã, teve como objetivo avaliar o 

efeito do ω-3 nas atividades sociais, verbais e comportamentais em crianças com TEA 

(Doaei et al., 2021). Após a suplementação com 1g de ω−3 por dia durante 8 semanas, 

os resultados mostraram melhoras significativas em movimentos esteriotipados e 

comunicação social, e pontuação na Escala de Avaliação de Autismo de Propriedades 

Psicométricas de Gilliam (GARS) para o grupo intervenção em relação ao grupo 

controle. 

 
1.3 ASSOCIAÇÃO DA VITAMINA D COM TEA 
 

A vitamina D é um hormônio secoesteroide com funções biológicas 

essenciais, sendo obtida principalmente pela exposição da pele à radiação 

ultravioleta B e por fontes alimentares, tanto de origem animal (Benedik, 2021) 

quanto vegetal, como plantas, fungos e leveduras (Pludowski et al., 2018). Seus 

efeitos mais conhecidos envolvem a homeostase mineral, regulando os níveis de 

cálcio e fosfato no organismo, e prevenindo doenças como raquitismo e 

osteomalácia (Bouillon et al., 2019). No entanto, nos últimos anos, diversos estudos 

têm investigado o potencial terapêutico da vitamina D em várias condições, 

incluindo doenças cardiovasculares (Manson et al., 2019), depressão (Kaviani et 

al., 2020), Alzheimer (Jia et al., 2019), TEA (Chien et al., 2024), entre outros.  

A deficiência ou insuficiência de vitamina D é considerada um problema de 

saúde pública global, afetando principalmente gestantes, pessoas com pele mais 

escura, obesos, crianças e indivíduos com baixa exposição solar (Hossein-Nezhad 

& Holick, 2013). A deficiência pode resultar da ingestão insuficiente, pouca 

exposição solar ou mutações genéticas em enzimas cruciais para o metabolismo 

da vitamina D, como a vitamina D-25-hidroxilase (CYP2R1) e a 25-hidroxivitamina 

D-1α-hidroxilase (CYP27B1), que convertem a vitamina D em sua forma 

biologicamente ativa, o calcitriol (1,25(OH)₂D) (Jenkinson et al., 2022; Blau & 

Collins, 2015; Bouillon et al., 2022). Mutações no receptor de vitamina D (VDR), 

essencial para a mediação de seus efeitos, também comprometem sua eficácia 

(Bouillon et al., 2022). 

A vitamina D é fisiologicamente convertida em sua forma ativa encontrada no 

corpo humano, a 1,25(OH)D (Calcitriol ou 1,25-dihidroxicholecalciferol), por meio de 
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dois processos consecutivos de hidroxilação no fígado e nos rins. O calcitriol é um 

hormônio neuroativo responsável direto por diferentes aspectos do 

desenvolvimento cerebral e do desenvolvimento cognitivo inicial. A vitamina D auxilia 

na proliferação de  células neurais e funções de neurotransmissão, afetando os 

processos de neurodesenvolvimento (Siracusano et al., 2020). 

Em um estudo de revisão foi identificado associação entre TEA e o déficit de 

vitamina D em crianças. O aumento dos níveis séricos de 1,25(OH)D no sangue 

após a suplementação de vitamina D apresentou melhoria dos sinais e sintomas 

do  TEA em relação às crianças controles (Silva et al., 2021). Guerini et al (2020) 

sugere que a suplementação de vitamina D pode ser útil em protocolos preventivos 

e de reabilitação para TEA. 

A associação entre a vitamina D e o TEA surgiu a partir da observação do 

aumento da evidência de maior prevalência de TEA entre crianças que viviam em 

áreas com baixa incidência de raios ultravioleta-B em comparação com aquelas que 

residiam em áreas ensolaradas (Cannell, 2017). Uma pesquisa evidenciou que a 

vitamina D está envolvida na regulação de 223 genes de risco para o TEA, e sua 

deficiência poderia facilitar a expressão desses genes (Trifonova et al., 2019).  

Ainda hoje há controvérsias sobre os níveis de vitamina D no TEA. No estudo de 

caso-controle retrospectivo realizado por Windhan et al (2020), foi observado que 

níveis mais altos de vitamina D nas mães reduzem o risco de TEA nos meninos, 

mas aumentam nas meninas. O risco de TEA também diminuiu em filhos de mães 

brancas não hispânicas com níveis mais altos de vitamina D, mas não foi observado 

relações em outras  raças/grupos étnicos. 

Em relação à associação da vitamina D na gravidez e o nascimento de um 

bebê com TEA, observa-se que concentrações mais baixas de 25-hidroxivitamina D 

em gestantes podem estar correlacionadas com risco aumentado de fenótipos de 

TEA. Um estudo utilizando 68 casos, evidenciou que a deficiência de vitamina D 

durante a gestação, foi associada a um risco 2,4 vezes maior de desenvolvimento 

de TEA em crianças (Vinkhuyzen et al., 2017). 

Já as pesquisas experimentais em modelos animais, identifica-se que   a 

deficiência de vitamina D na prenhez e lactação de ratos alterna o cuidado materno  

e influencia o neurodesenvolvimento e comportamentos afetivos, cognitivos e 

sociais na prole adulta (Yates et al., 2018). Comparado ao controle, os grupos com 

deficiência de vitamina D tiveram vocalizações ultrassônicas atípicas, menor 
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comportamento social, diminuição no gene FOX-P2 (proteína ligada ao aprendizado 

e linguagem) e expressão neural alterada de genes envolvidos nas vias 

relacionadas à dopamina e ao glicocorticóide (Yates et al., 2018). No estudo de Du 

et al (2017), utilizando um modelo animal de TEA, o grupo de ratos não tratado com 

vitamina D apresentou mais comportamentos repetitivos, estereotipados e 

ansiosos, e menor comportamento social. 

Outro estudo de modelo animal com indução de déficit de vitamina D pela 

alimentação em ratas prenhas, identificou-se que comparado aos controles, ambos 

grupos de machos deficientes em vitamina D, mostraram vocalizações 

ultrassônicas alteradas e comportamento repetitivo e estereotipado. Além disso, os 

ratos deficientes em vitamina D mostraram desenvolvimento motor atrasado e 

controle motor afetado (Ali et al., 2019). Os   animais adolescentes com deficiência 

de vitamina D tiveram prejuízo nas interações sociais recíprocas e com 

hiperatividade na vida adulta (Ali et al., 2019). 

Evidências epidemiológicas sugerem que a deficiência de vitamina D pré-

natal está associada a um aumento  na incidência de TEA (Langguth et al., 2018) e 

alterações em biomarcadores cerebrais (Alfawaz et al., 2014). Ademais, existe a 

possibilidade de que a suplementação dietética precoce com vitamina D possa abrir 

novos caminhos para atenuar ou mesmo prevenir distúrbios do 

neurodesenvolvimento após inflamação materna durante a gravidez (Vuillermot et 

al., 2017). No entanto, a sua suplementação deve ser realizada apenas em   casos 

que se constate a necessidade real e ser feita de forma controlada e orientada por 

conta do risco de intoxicação (Câmara et al., 2021). 

 
 

1.4 MODELO ANIMAL E INDUÇÃO DE TEA POR MEIO DE VPA 
 

 

O VPA é um potente teratógeno. Há uma clara relação da exposição ao VPA 

durante o primeiro trimestre da gravidez a defeitos do tubo neural e outras 

malformações congênitas, como defeito do septo atrial, fenda palatina, hipospádia, 

polidactilia e craniossinostose. Além disso, a exposição ainda no útero ao VPA está 

associada ao aumento do risco de função cognitiva prejudicada (Nicolini; 

Fahnestock, 2018). 

O VPA também é um fator de risco para o TEA, pois sua exposisão durante 
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o  primeiro trimestre da gravidez foi originalmente associada ao TEA com base em 

estudos que mostraram uma alta incidência de sintomas autistas em crianças com 

síndrome de valproato fetal, uma embriofetopatia induzida por VPA (Nicolini; 

Fahnestock, 2018). Os roedores expostos pré-natalmente ao VPA apresentam 

déficits comportamentais semelhantes aos observados em indivíduos com TEA. 

Assim, o exposição materna ao VPA em roedores tem sido usada extensivamente 

como um modelo da condição humana, para aumentar a compreensão da 

neurobiologia subjacente ao comportamento autista e para rastrear novos 

medicamentos para a terapia do autismo (Nicolini; Fahnestock, 2018). 

Considerando os avanços recentes sobre o papel da vitamina D durante a 

gestação e os efeitos benéficos do ω−3 no período pós-natal (PN), especialmente na 

melhora de características inerentes ao TEA, o presente estudo buscou contribuir 

para o avanço do conhecimento científico acerca do uso destes compostos na 

prevenção e/ou tratamento do TEA. Neste sentido, o projeto avaliou os efeitos do 

uso combinado de vitamina D durante a gestação e do ω−3 na primeira infância em 

prole de ratos Wistar, sob parâmetros comportamentais e bioquímicas  no cérebro 

de ratos induzidos quimicamente ao modelo de TEA. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos da suplementação de vitamina D na gestação associado ao 

uso do ω−3 na  prole de ratos Wistar em um modelo experimental de TEA induzido 

por VPA. 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Verificar o peso da prole no 9º, 14º, 19º, 24º, 29º e 34º dia pós-natal (DPN), 

bem como analisar a busca pelo ninho no 10º DPN e geotaxia negativa no 14º DPN, 

como indicadores de desenvolvimento e crescimento em ratos machos submetidos 

ao modelo animal de TEA induzido por VPA e expostos ao tratamento com vitamina 

D no período gestacional e ω−3 no PN; 

• Investigar a produção de oxidantes, sistema de defesa antioxidante e danos 

oxidativos dos animais submetidos ao modelo experimental de TEA induzido por 

VPA e expostos ao tratamento com vitamina D no período gestacional e ω−3 no PN; 

• Avaliar os níveis proteicos de citocina TNF dos animais submetidos ao modelo 

experimental de TEA induzido por VPA e expostos ao tratamento com vitamina D 

no período gestacional e ω−3 no PN; 

• Quantificar os níveis proteicos de fatores neurotróficos (NGF e BDNF) no 

córtex posterior de animais submetidos ao modelo experimental de TEA induzido por 

VPA e expostos ao tratamento  com vitamina D no período gestacional e ω−3 no PN. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 
Conforme a 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 

Experimentação Animal (CONCEA), o presente projeto de pesquisa foi 

encaminhado à Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense (UNESC) com o número de protocolo 35/2022 e aprovado 

em 14 de junho de 2022 (Anexo I). Todos os cuidados foram adotados para evitar 

ou minimizar o sofrimento dos animais durante todo o experimento. 

 
3.2 INDUÇÃO DO MODELO ANIMAL DE AUTISMO COM VPA 

 

3.2.1 Animais 
 

Para o projeto, foram utilizados ratos Wistar machos adultos e fêmeas 

adultas para gerar a prole de filhotes machos, utilizados no estudo. Os animais 

foram procedentes do biotério da UNESC e ficaram acondicionados com as mães 

até o desmame no 21° DPN. Após isso, os animais foram acondicionados em gaiolas 

(comprimento 41 cm x largura 34 cm x altura 17 cm) com  5 animais cada, sob ciclo 

de claro e escuro de 12 horas (6h às 18h claro), com livre acesso ao alimento padrão 

para roedores da Nuvilab (NUVITAL) e água filtrada. O ambiente foi mantido à 

temperatura constante e diária de 23±1ºC. A maravalha que forra as caixas dos 

animais foi trocada a cada 2 dias e a sala apresentava o sistema de exaustor, de 

modo a mantê-los com o máximo de conforto possível. 

 

3.2.2 Fase Experimental 1 – Período gestacional 
 

O protocolo experimental inicia com a indução do efeito Whitten (ativação do 

ciclo estral) em 39 fêmeas e acasalamento com 13 machos. Inicialmente, foi 

adicionado nas caixas, contendo 3 fêmeas cada, uma porção de maravalha suja da 

caixa dos machos, para que o cheiro induzisse o efeito Whitten. Dois dias após a 

indução, foi adicionado um macho na caixa contendo fêmeas para que acasalassem 

durante o período noturno. No dia seguinte ao acasalamento, foi realizado um lavado 

vaginal com 80uL de solução salina 0,9% e pH 7,4 (SAL) com auxílio de pipeta 

automática e o conteúdo foi visualizado em microscópio, com aumento de 40x. Se 
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verificado conteúdo seminal na lâmina, a fêmea era considerada grávida, estando no 

dia gestacional (DG) 0,5. O processo de acasalamento foi repetido até que houvesse 

39 fêmeas grávidas. 

O tratamento com vitamina D, durante o período gestacional, ocorreu por 21 

dias, entre o DG 0,5 e 20. Para isto, foi administrado de forma passiva, diariamente, 

500 UI de vitamina D (D Valle – Vitamina D3 10.000 Ul/mL (DOVALLE®)) em gelatina 

de ágar-ágar (Vit.D) (Lorenzon et al., 2023). Desta forma, 21 fêmeas grávidas 

receberam gelatina suplementada com Vit.D (grupo Vit.D) e 18 fêmeas grávidas 

receberam gelatina controle (grupo controle). 

Ainda durante a gestação, no 12º DG, cada um dos grupos foi subdividido em 

dois grupos, para a indução química do modelo animal de autismo (Schneider e 

Przewlocki, 2005), gerando 4 grupos experimentais. Para isto, em um dos grupos 

Vit.Dfoi administrado, via intraperitoneal (i.p.) em               dose única, 600 mg/Kg de VPA (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) dissolvido em SAL e o outro grupo Vit.D recebeu SAL. O mesmo 

ocorreu com os dois grupos controle.  

 

3.2.3 Fase experimental 2 – Período pós-natal 
 

Após o nascimento, no 2º DPN, as fêmeas foram eutanasiadas e apenas os 

machos permaneceram no experimento, com uma ninhada de 4-6 animais. No 9º 

DPN, os filhotes foram pesados e entre o 10º e 16º DPN, foi verificado o abrir dos 

olhos dos mesmo. Além disso, no 10º DPN, a prole foi submetida ao teste de busca 

pelo ninho e no DPN 14, ao teste de geotaxia negativa, antes de iniciar a intervenção 

com ω−3.  

Após a geotaxia negativa, no 14º DPN, a prole foi subdividida em 8 grupos, 

conforme a Tabela 1, para iniciar o tratamento com ω−3. Os filhotes de uma mesma 

matriz eram destinados a diferentes grupos experimentais para minimizar o viés de 

ninhada. Para isso, foi utilizado um código de cores nas caudas dos animais, onde cada 

cor representava um grupo. 
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Tabela 1. Descrição esquemática dos grupos experimentais. 

GRUPOS TRATAMENTO MATRIZES 

(gestacional) 

MODELO 

(gestacional) 

TRATAMENTO PROLE 

(pós-gestacional) 

1 Gelatina CT SAL Óleo de coco 

2 Gelatina CT SAL ω−3  

3 Gelatina com Vit. D SAL Óleo de coco 

4 Gelatina com Vit. D SAL ω−3  

5 Gelatina CT VPA Óleo de coco 

6 Gelatina CT VPA ω−3  

7 Gelatina com Vit. D VPA Óleo de coco 

8 Gelatina com Vit. D VPA ω−3  

CT, controle; Vit. D, vitamina D; SAL, solução salina; VPA, ácido valpróico. Fonte: Elaborado 

pela autora.  

 

O ω−3 (Ômega 3 plus Vitafor® com 990 mg de ácido eicosapentaenóico (EPA) e 

660 mg de ácido docosahexaenóico (DHA) por dose), após retirado o óleo da cápsula foi 

administrado na prole durante 21 dias  (DPN 14-34) via gavagem. Esta idade 

representa desde infância até a pré-adolescência dos ratos (Ghasemi et al. 2021). A 

concentração utilizada foi seguindo o modelo de Gao et al. (2016), 300 mg/kg de DHA. 

Já a concentração de EPA foi de 450 mg/Kg. Em um rato filhote de 50g, foi necessário 

~50 uL de ω−3, via gavagem. Todos os dias os animais eram pesados e a dose 

administrada era corrigida pelo peso. Sendo assim os animais foram pesados entre 

os DPN 14 e 34.   

Os filhotes foram desmamados no 21º DPN e randomizados em caixas padrão, 

com até 5 animais cada. As matrizes foram anestesiadas no mesmo dia para que 

fosse extraído o sangue via punção cardíaca, para analisar os níveis de vitamina D no 

sangue das ratas progenitoras.  

 Após o tratamento finalizar, os parâmetros comportamentais dos animais foram 

avaliados nos DPN 35 e 36  e a eutanásia ocorreu após o último teste comportamental, 

no 36º DPN. Cerca de 1 mL de sangue dos animais foi coletado para analisar os níveis 

de metabólitos de vitamina D [25(OH)D] e TNF e o encéfalo de todos os animais foi 

dissecado para isolamento das estruturas, como o córtex frontal, córtex posterior e 

cerebelo, para quantificação de citocinas e parâmetros de estresse oxidativo. 

A Figura 1 apresenta o delineamento temporal detalhado do estudo, ilustrando 
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as etapas desde a indução do efeito Whitten até o processo final com a análise do 

material biológico. 

 

Figura 3 – Desenho experimental. O protocolo experimental inicia com a indução do efeito 

Whitten e acasalamento dos animais. Quando verificado a prenhes, no dia gestacional (DG) 0,5 as 
fêmeas foram consideradas como grávidas (matrizes). Entre o DG 0,5 e DG 21, foi administrado 
Vitamina D (500 UI/dia), incluída em gelatina de agar-agar ou apenas a gelatina (grupo controle). No 
DG 12,5, foi induzido o modelo animal de autismo, com injeção intraperitoneal de 600 mg/Kg de ácido 
valpróico (VPA) ou solução salina 0,9%. No DG 18 as matrizes foram isoladas para iniciar o 
comportamento de ninho e o dia do nascimento foi considerado o DPN 0. No DPN 9 e entre o DPN 14 
e 34 os animais foram pesados. No DPN 10 todas as proles foram submetidas ao teste de busca pelo 
ninho e no DPN 14 ao teste de geotaxia negativa. Entre o DPN 14 e 34, os animais dos respectivos 
grupos receberam ômega-3 (300 mg/Kg de DHA e 450 mg/Kg de EPA, uma vez ao dia) ou óleo de 
coco, via gavagem. No DPN 21 foi realizado o desmame e a eutanásia da matrizes e no DPN 35 os 
filhotes realizaram os testes comportamentais de campo aberto e três câmaras e por fim foram 
eutanasiados. DG: dia gestacional; VPA: ácido valpróico; SAL: solução salina 0,9%; DPN: dia pós-natal; 
DHA: ácido docosahexaenóico; EPA: ácido eicosapentaenoico. Fonte: A autora. 

 
3.3  PARÂMETROS DE DESENVOLVIMENTO E COMPORTAMENTO 
 
3.3.1 Avaliação do ganho de peso da prole 
 

O peso da prole foi avaliado no DPN 9 e entre os DPN 14 ao 34º. Cada filhote 

foi pesado individualmente utilizando uma balança de precisão, com os registros 

utilizados para análise posterior. A avaliação do peso é uma medida importante do 

desenvolvimento físico e pode indicar a saúde geral da prole, bem como os efeitos de 

diferentes tratamentos ou manipulações experimentais (Scheneider; Przewlocki, 

2005). 

Para avaliação do peso da prole no DPN 9, foi adotada a seguinte sequência: 

1) foi retirada a matriz da caixa com os filhotes e colocada em uma caixa limpa; 2)  foi 

colocado um punhado de maravalha da caixa dos animais dentro da bacia e tarado a 

balança; 3) esfregou-se a maravalha da caixa com os filhotes nas mãos para evitar 

transferir algum outro cheiro para os animais; 4) a ninhada foi colocada (todos os 

filhotes juntos) com cuidado na bacia e anotado quantos animais e o peso da ninhada 
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no caderno de anotações; 5) posteriormente, os mesmos foram devolvidos na caixa 

original e a matriz foi então devolvida também para a caixa original com os filhotes. 

Depois da pesagem, os animais foram devolvidos para o biotério. Após o desmame, 

os animais foram pesados individualmente todos os dias, antes da administração do 

ω−3. 

  

3.3.2 Teste de Busca pelo ninho 
 

No 10º DPN todos os animais foram avaliados. O teste consistia em uma caixa 

padrão de ratos (30 × 20 × 13 cm) dividido em três partes (duas laterais e uma central). 

As partes laterais foram cobertas com maravalha e foi deixado um centro claro 

descoberto sem maravalha. Um lado foi preenchido com a cama da gaiola (maravalha 

do ninho familiar) e o outro lado com maravalha esterilizada. Os filhotes 

(individualmente) foram colocados no centro do aparato com a cabeça voltada para o 

pesquisador e a latência para fazer qualquer escolha e chegar a uma das maravalhas 

foram registrados. O tempo total do teste se limitou a 60 segundos. Para manter o 

cheiro da ninhada/matriz, não foi trocada a maravalha da gaiola-casa nos 2 dias 

anteriores ao teste (Gregory e Pfaff, 1971; Schneider e Przewlocki, 2005). Após o teste 

comportamental, o aparato foi limpo com álcool 70% seguindo de álcool 10%, e o 

animal retornou para sua caixa de origem e devolvido ao biotério. 

 

3.3.3 Teste Geotaxia Negativa 
 

No 14º DPN os animais foram colocados em uma rampa com 45  graus de 

inclinação, com a cabeça direcionada para baixo. Foi registrado o tempo que cada 

animal levava para virar para a posição oposta, ou seja, com a cabeça voltada  para 

cima. Os animais que não apresentaram reflexo na primeira tentativa foram testados 

mais duas vezes. Sendo que cada animal tinha, no máximo, três chances. O tempo 

que o animal levou para realizar a tarefa foi quantificado em segundos e o tempo 

máximo para cada tentativa foi de 60 segundos (Ruhela et al., 2019). 

 

3.3.4 Avaliação da interação social: teste das três câmaras 
 

No 35º DPN, os ratos foram submetidos ao teste de interação social, conforme 

descrito por Moy e colaboradores (2004).          O teste se baseia na tendência natural que 

os roedores têm de investigar animais considerados desconhecidos, intrusos. Os 
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animais foram colocados em um aparato composto por três câmaras de acrílico 

(120x40x40cm) conectadas com divisórias removíveis (10x20cm). Primeiramente, o 

rato foi colocado na câmara central por um período de habituação de 5 minutos. Após 

a habituação, um rato desconhecido (rato 1) foi colocado em uma pequena gaiola na 

câmara esquerda enquanto a câmara direita permaneceu vazia, e as divisórias foram 

removidas para permitir que o rato de teste explorasse todas as três câmaras 

livremente por 10 minutos. Após esse tempo, o rato de teste foi colocado na câmara 

central, cercado pelas divisórias, e um segundo rato desconhecido (rato 2) foi 

introduzido na câmara direita. Subsequentemente, as divisórias foram removidas para 

permitir que o animal de teste explorasse o aparelho por mais 10 minutos. Os 

seguintes parâmetros foram registrados: latência para o primeiro encontro com o rato 

1 e o rato 2, o número de encontros com o rato 1 e o rato 2 em cada fase, o tempo de 

interação com o rato 1 e o rato 2 e o tempo gasto em cada câmara (direita, esquerda 

e central). Após o teste, o aparelho foi limpo com álcool 70%, seguido por álcool 10%. 

O animal foi colocado de volta em sua gaiola original.  

 

3.3.5 Teste de Campo Aberto 
 

Este modelo foi descrito originalmente em 1984 por Hall para avaliar a 

emocionalidade em ratos e hoje é um dos procedimentos mais populares da psicologia 

animal (Prut; Belzung, 2003), sendo empregado para avaliar a atividade exploratória 

dos animais. A tendência natural do animal em um ambiente novo é a de explorá-lo, 

apesar do estresse e do conflito provocado pelo ambiente novo. No 35º DPN, os ratos 

foram submetidos à avaliação do comportamento da atividade exploratória, 

locomotora e memória de habituação, realizados por meio do teste de campo aberto. 

O teste foi realizado em uma arena quadrada (60 x 60 x 48cm) com piso dividido em 

9 quadrados iguais. O animal foi colocado em um quadrante do vértice e deixado a 

explorar por 5 minutos. Dentro deste tempo, foram contabilizados o número de vezes 

que o animal cruzou os quadrantes com as quatro patas (indicador de atividade 

locomotora) e o número de vezes que ele se levantou sobre as patas traseiras 

(indicador de atividade exploratória) (Schneider; Przewlocki, 2005; Wultz et al., 1990). 

Após o teste comportamental, o aparato foi limpo com álcool 70% seguido de álcool 

10%, o animal devolvido para sua caixa de origem e devolvido ao biotério. 
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3.4  ANÁLISES BIOQUÍMICAS 
 

Após a conclusão dos testes comportamentais, os ratos foram eutanasiados 

por decapitação e o cérebro dissecado em: córtex posterior, córtex frontal e cerebelo, 

de acordo com o método descrito por Glowinski e Iversen (1966). A partir do 

homogenato destas regiões encefálicas, os seguintes testes bioquímicos foram 

conduzidos: avaliação da produção de radicais livres pela oxidação da 

dicloroidrofluoresceína (DCFH), concentração de nitrito/nitrato, concentração de 

sulfidrila (SH), atividade da enzima catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD). 

Além disso, foram analisados os níveis de BDNF, NGF e TNF córtex posterior e soro 

dos animais. 

 
3.4.2 Diacetato de diclorofluoresceína (DCFH) 
 

A produção de espécies reativas em cérebros submetidos à exposição à 

Vit.De ao ácido valpróico no pré-natal e ω−3 no pós natal foi determinada de acordo 

com o método de Lebel, Ischiropoulos e Bondy (1992), utilizando-se o diacetato de 

2,7-diclorofluoresceína (DCF-DA). Às alíquotas de amostras (80 μg de proteína) 

previamente homogeneizadas foram adicionadas diacetato do DCFH, a qual é 

permeável à membrana celular, sendo as alíquotas incubadas durante 30 minutos 

à 37 ºC. No meio intracelular, esterases clivaram o grupamento acetato do DCF-

DA, gerando a forma reduzida DCFH. As espécies reativas presentes no meio 

oxidaram  o DCFH, produzindo o produto fluorescente 2’,7’-diclofluoresceína (DCF). 

A fluorescência foi medida usando comprimentos de onda de 480 (excitação) e 535 

nm (emissão). A curva de calibração foi realizada utilizando-se DCF padrão (0-10 

µM) e os resultados foram expressos como pmol de DCF.mg de proteína-1. 

 

3.4.3 Medida de Sulfidrilas Totais 

 
Este método determina quantidade de SH não oxidadas, que estão presentes 

nos aminoácidos. Este parâmetro foi realizado de acordo com o método de Aksenov 

e Markesbery (2001). A oxidação dos tióis livres da amostra leva à formação de 

pontes dissulfeto; o ácido ditionitrobenzóico (DTNB), reagente de cor, é reduzido 

pelos tióis não oxidados, gerando um derivado amarelo (TNB), lido a 412 nm em 

espectrofotômetro. Com isso, o método determina os tióis totais (TT) da amostra. 
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3.4.4 Atividade de Superóxido Dismutase (SOD) 
 

Primeiramente, foram realizadas leituras da auto-oxidação da adrenalina. 

Foram adicionados à amostra catalase 10 mM, tampão glicina 50 mM e adrenalina 

60 mM, e ao branco foi adicionada adrenalina 60 mM. A atividade da SOD foi 

determinada pela inibição da auto-oxidação da adrenalina medida 

espectrofotometricamente a 480 nm a temperatura de 37°. A atividade da enzima foi 

expressa em U/mg de proteína. 

 

3.4.5 Atividade da Catalase (CAT) 
 

As amostras foram suspensas em tampão PBS e uma alíquota desta 

suspensão foi diluída em tampão catalase, posteriormente uma alíquota desta 

diluição foi novamente diluída em tampão catalase. Após centrifugação da solução 

resultante, o meio reacional foi preparado com a adição de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e tampão catalase. O branco foi preparado sem a adição de H2O2 e a 

atividade da  CAT foi determinada medindo a taxa de decaimento da absorbância do 

H2O2 em 240 nm a temperatura ambiente nos tempos 0, 30, 60 e 90 segundos. A 

atividade da CAT foi expressa em U/mg de proteína. 

 
3.4.6 Ensaio imunoenzimático 
 

As amostras foram processadas e após, a placa foi sensibilizada para posterior 

incubação com o anticorpo. Para dosagem da citocina (TNF) e também as 

neurotrofinas BDNF e NGF, foi utilizado o método enzyme-linked immuno absorbent 

assay (Duoset ELISA) de captura (R&D system, inc., Minneapolis, USA). 

 

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 

As análises estatísticas foram realizadas no programa SPSS e os gráficos 

construídos utilizando o programa GraphPad versão 9.0. A verificação da 

normalidade dos dados foi conduzida através do teste de Shapiro-Wilk, sendo este 

critério determinante para a escolha dos testes subsequentes. Para dados que 

apresentaram distribuição normal, foi aplicada a ANOVA de três vias, seguida do 

teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas entre os grupos. Para as 

análises de dados com distribuição anormal, foi utilizado o teste não paramétrico de 
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Kruskal-Wallis. O critério de significância utilizado será de p<0,05. Os asteriscos 

(*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001) caracterizam o grau de significância. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 DESENVOLVIMENTO E NÍVEIS SÉRICOS DE VITAMINA D 

 
 Para avaliar se a exposição pré-natal à Vit.D, combinada à exposição pós-

natal ao ω−3, exerce um efeito protetor contra os prejuízos no crescimento e 

desenvolvimento causados pelo VPA, foram realizados os testes de busca pelo ninho 

e de geotaxia negativa, indicativos do neurodesenvolvimento, além do 

monitoramento do ganho de peso. Os níveis de 25(OH)D no soro das matrizes e das 

proles, também foram dosados.  

 
4.1.1 Ganho de peso das ninhadas 
 

Ao analisar o ganho peso da prole, verificamos que todos os grupos ganharam 

peso ao longo do período estudado (9º ao 34º DPN), independente do tratamento 

proposto (figura 2).  

 

Figura 4 - Peso da prole do dia 9º ao 34º dia pós gestação. Efeito da exposição pré-

natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco e ômega 3 pós-natal, no peso (gramas) da prole dos animais 
testados individualmente. O peso foi avaliado no dia 9 e entre os dias 14 e 34 pós-natal. Os dados 
estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 11-19 animais por grupo) e as 
análises estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido 
do teste de post hoc de Tukey. Fonte: A autora. 
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4.1.1 Níveis de vitamina D nas matrizes e na prole 
 

Na figura 3, estão apresentadas as dosagens de 25(OH)D, que é o metabólito 

utilizado para identificar o estado de carência ou excesso de vitamina D no organismo 

dos quatro grupos das matrizes: 1) matrizes expostas a gelatina CT e SAL na 

gestação; 2) matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit.D e SAL na gestação; 

3) matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação; 4) matrizes expostas a gelatina 

suplementada com Vit. D e VPA na gestação. Foi possível observar que o grupo 

CT+VPA apresentou níveis menores de 25(OH)D em comparação ao grupo CT+SAL 

(p<0,01). Em contrapartida, quando houve a suplementação com Vit.D no grupo VPA, 

os níveis da 25(OH)D aumentaram, quando comparado com o grupo VPA sem 

suplementação (p<0,05).  

 

Figura 3 - Níveis séricos de vitamina D nas matrizes. Efeito da exposição pré-natal à 

vitamina D e VPA, nos níveis séricos de vitamina D das matrizes divididas por grupos: matrizes 
expostas a gelatina CT e SAL na gestação; matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit.D e 
SAL na gestação; matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação; matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e VPA na gestação. Os dados estão apresentados como média ± desvio 
padrão da média (n = 4-5 animais por grupo) e as análises estatísticas foram conduzidas utilizando 
análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01 
quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: A autora. 

 

Conforme ilustrado na figura 4, não houve diferenças significativas nos níveis 

séricos de 25(OH)D entre os grupos da prole. 
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Figura 4 – Níveis séricos de vitamina D na prole. Efeito da exposição pré-natal à vitamina 

D e VPA, e óleo de coco e ômega 3 pós-natal, nos níveis séricos de vitamina D das proles. As proles 
foram divididas por grupos: prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada 
com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na 
gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole 
vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, 
tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA 
na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole 
vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal. Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média 
(n = 4-5 animais por grupo) e as análises estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância 
ANOVA de três vias, seguido do teste de post hoc de Tukey. Fonte: A autora. 

 
4.1.2 Teste de busca pelo ninho 

 
Ao analisar o tempo para chegar ao ninho, no 10° DPN (figura 5), foi observado 

que as proles do modelo animal de TEA sem tratamento, ou seja, de matrizes 

expostas a gelatina CT e VPA na gestação (CT+VPA), precisou de um tempo maior 

para chegar ao ninho quando comparado à prole vinda de matrizes expostas a gelatina 

CT e SAL na gestação (CT+SAL, p<0,05). De modo interessante, quando os animais 

do modelo animal de TEA foram tratados com Vit. D (Vit.D+VPA), houve uma 

diminuição no tempo necessário para chegar ao ninho, em comparação com o grupo 

CT+VPA (p<0,05).  
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Figura 5 - Teste de busca pelo ninho. Efeito da exposição pré-natal à vitamina D e VPA no 

tempo (segundos) gasto pela prole para chegar ao ninho materno. O teste foi realizado no 10º DPN na 
prole de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação; matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit.D e SAL na gestação; matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação; 
matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na gestação. Os dados estão 
apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 30-34 animais por grupo) e as análises 
estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de 
post hoc de Tukey.*p<0,05 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: A autora. 

 

4.1.3 Teste de geotaxia negativa 
 

No teste de geotaxia negativa (figura 6), que observou a latência (s) para girar 

180° como resposta à gravidade da prole, no 14º DPN, foi observado que a prole 

CT+VPA levou mais tempo para se posicionar com a cabeça voltada para cima, em 

comparação à prole CT+SAL e Vit.D+SAL (p<0,05). Por outro lado, a prole VPA + 

Vit.D apresentou menor latência para completar o giro (p<0,05) quando comparado 

ao grupo Vit.D+ SAL 
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Figura 6 - Teste de Geotaxia Negativa. Efeito da exposição pré-natal à vitamina D e VPA no 

tempo gasto pela prole para retornar a cabeça para o lado oposto. O teste foi realizado no 10º DPN na 
prole de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação; matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit.D e SAL na gestação; matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação; 
matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na gestação. Os dados estão 
apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 30-34 animais por grupo) e as análises 
estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de 
post hoc de Tukey.*p<0,05 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: A autora. 
 
 

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS 
 

  Os animais foram submetidos aos testes comportamentais de campo aberto e 

três câmaras no 35° DPN para verificar os efeitos da exposição pré-natal à Vit.D, 

combinada à exposição pós-natal ao ω−3, sobre parâmetros comportamentais típicos 

do modelo animal de TEA induzido por VPA.  

 
4.2.1 Teste de campo aberto  

 
No teste de campo aberto foi analisado o número de cruzamentos e o número 

de levantadas entre as proles (figura 7). Em relação ao número de cruzamentos (figura 

7a), não houve diferenças significativas. Já no número de levantadas (figura 7b), os 

grupos VPA + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.) e VPA + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-

gest.), levantaram significativamente menos vezes em comparação ao grupo VPA + 

Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.) e SAL + Gelatina + ω−3 (pós-gest.) (p<0,05), 

respectivamente.
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Figura 7 - Teste de Campo Aberto. Efeito da exposição pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo 

de coco e ômega 3 pós-natal no teste de campo aberto da prole, realizado no 35º DPN. a) Número de 
cruzamentos e b) Número de levantadas. As proles foram divididas por grupos: prole vinda de matrizes 
expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole 
vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-
natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, 
tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; prole vinda 
de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-
natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na 
gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. Os dados 
estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 11-19 animais por grupo) e as análises 
estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido do teste de 
post hoc de Tukey. *p<0,05 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: A autora. 

 
 

4.2.2 Teste das três câmaras 
 

O teste das três câmaras é dividido em duas etapas (2 rounds), que acontecem 

após um período de 5 minutos de ambientação na câmara central do aparato. No 

round 1, um animal desconhecido (rato 1) para o rato teste é adicionado à câmara da 

esquerda (dentro de uma gaiola) e o rato teste fica livre para explorar todas as três 

câmaras (câmara esquerda com rato 1, câmara central vazia e câmara direita vazia); 

no round 2, um segundo rato desconhecido (rato 2) é adicionado à câmara direita, e 

novamente o rato teste fica livre para explorar todas as três câmaras (câmara 

esquerda com rato 1, câmara central vazia e câmara direita com rato 2). 

O primeiro parâmetro coletado é o tempo que o animal teste leva para encontrar 

pela primeira vez o rato 1, sendo chamado de “latência para o primeiro encontro” 

(figura 8a). Foi possível observar que os animais VPA + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-

gest.) demoraram mais tempo para ir ao encontro d o rato 1, se comparado ao grupo 

SAL + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.) (p<0,05). Além disso, o grupo VPA + Vit. D 
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(gest.) + ω−3 (pós-gest.), levou mais tempo para encontrar o rato 1 quando comparado 

aos grupos SAL + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (p<0,05) e SAL + Gelatina (gest.) + 

Óleo (pós-gest.) (p<0,01), evidenciando que o tratamento Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-

gest.)n não apresentou efeitos protetores nos animais VPA expostos.  

O segundo parâmetro analisado, foi o número total de encontros que o rato 

teste fez como o rato 1 (figura 8b). Nenhuma diferença estatística foi observada entre 

os grupos.  

 

Figura 8 – Latência para o primeiro encontro e número de encontros com o rato 
1 no teste das três câmaras. Efeito da exposição pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco 

e ômega 3 pós-natal nos parâmetros coletados em relação ao rato 1, sem distinção de rounds no teste 
das três câmaras, realizado no 35º DPN. a) Latência (segundos) para o primeiro encontro com o Rato 
1 e b) Número total de encontros com o rato 1. As proles foram divididas por grupos: prole vinda de 
matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período 
pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, 
tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; prole vinda 
de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-
natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na 
gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. Os dados 
estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 11-19 animais por grupo) e as análises 
estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido do teste de 
post hoc de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: 
A autora. 

 

 Durante os primeiros 10 minutos de teste (etapa 1), foi contabilizado e 

cronometrado alguns parâmetros, como a latência para o primeiro encontro (figura 8a) 

e número total de encontros com o rato 1 (figura 8b). Além desses, também foram 

coletados dados como o tempo de interação com o rato 1, que foi coletado durante os 

primeiros 10 minutos (round 1) e os últimos 10 minutos (round 2). Isso porque, após 

os 10 minutos iniciais, foi adicionado um segundo animal desconhecido (rato 2) do 

rato teste, dando início à etapa 2 do teste. Ou seja, no round 2 havia o rato 2, que era 
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desconhecido do rato teste, e o rato 1, que neste momento era conhecido do rato 

teste, já que permaneceu no aparato desde o round 1.  

Sendo assim, parâmetros como o tempo de interação com o rato 1, foram 

coletados durante o round 1 e round 2, sendo apresentados na figura 9. Conforme 

observado, os ratos de todos os grupos expostos à SAL durante a gestação (SAL + 

Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.); SAL + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.); SAL + 

Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.); SAL + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.)) interagiram 

por menos tempo com rato 1 no round 2, quando estes grupos são comparados a eles 

mesmos no round 1. Os animais expostos ao VPA durante a gestação, não 

apresentaram diferenças significativas no tempo de interação com o rato 1 entre o 

round 1 e o round 2, evidenciando déficit neste parâmetro de novidade social.  

 
Figura 9 – Tempo de interação com o rato 1 no teste das três câmaras. Efeito da 

exposição pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco e ômega 3 pós-natal no tempo de interação 
com o rato 1, com distinção de rounds, realizado no 35º DPN. As proles foram divididas por grupos: 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. 
Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 11-19 animais por grupo) e 
as análises estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido 
do teste de post hoc de Tukey. *p<0,05 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: 
A autora. 



47 
 

 Assim que foi colocado o rato 2 na câmara direita,  o rato teste foi liberado para 

explorar novamente o ambiente e optar por interagir com o rato 1 e rato 2, foi registrado 

o tempo que o rato teste levou para interagir pela primeira vez com o rato 2 (o 

desconhecido) (figura 10A), o número de encontros com o rato 2 (figura 10B) e o 

tempo de interação com o rato 2 (figura 11). Como o rato 1 estava presente apenas 

no round 2, não há distinção destes parâmetros entre round 1 e round 2. 

 Conforme mostra a figura 10a, os animais do grupo VPA + Gelatina (gest.) + 

Óleo (pós-gest.) levaram mais tempo para interagir a primeira vez com o rato 2, em 

comparação com o grupo SAL + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.) (p<0,001). Da 

mesma forma, o grupo VPA + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.) demorou mais para 

encontrar o rato 1 a primeira vez, quando comparado com os grupos SAL + Gelatina 

(gest.) + Óleo (pós-gest.) e SAL + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (p<0,05 para 

ambas as comparações). Em contrapartida, quando os animais VPA foram expostos 

à Vit.D na gestação (VPA + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.)) o tempo para encontrar 

o rato 2 foi signicativamente reduzido em comparação ao grupo VPA + Gelatina (gest.) 

+ Óleo (pós-gest.) (p<0,05). Por fim, o grupo VPA tratado na gestação com Vit.D e no 

pós-natal com ω−3 (VPA + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.)), encontrou o rato 2 mais 

rápido do que o grupo tratado apenas com o ω−3 (VPA + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-

gest.)) (p<0,05). 

 Não houve diferenças significativas entre os grupos no número de encontros 

com o rato 2, conforme mostra a figura 10b. 

 

 

 

 

 



48 
 

 
Figura 10 – Latência para o primeiro encontro e número de encontros com o rato 
2 no teste das três câmaras. Efeito da exposição pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco 

e ômega 3 pós-natal nos parâmetros coletados em relação ao rato 2, sem distinção de rounds no teste 
das três câmaras, realizado no 35º DPN. a) Latência (segundos) para o primeiro encontro com o Rato 
2 e b) Número total de encontros com o rato 2. As proles foram divididas por grupos: prole vinda de 
matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período 
pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, 
tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; prole vinda 
de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-
natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na 
gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. Os dados 
estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 13-19 animais por grupo) e as análises 
estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido do teste de 
post hoc de Tukey. *p<0,05 e ***p<0,001 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: 
A autora. 

 
 Em relação ao tempo de interação com o rato 2 (figura 11), houve um aumento 

significativo no tempo de interação apenas no grupo SAL + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-

gest.), em comparação ao grupo SAL + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.).   
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Figura 11 – Tempo de interação com o rato 2 no teste das três câmaras. Efeito da 

exposição pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco e ômega 3 pós-atal no tempo de interação com 
o rato 2, realizado no 35º DPN. As proles foram divididas por grupos: prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de 
matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; prole 
vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com óleo 
de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a 
gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de 
matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada 
com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com 
Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. Os dados estão apresentados 
como média ± desvio padrão da média (n = 11-19 animais por grupo) e as análises estatísticas foram 
conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido do teste de post hoc de Tukey. 
*p<0,05 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: A autora. 

 

 Por fim, os últimos parâmetros analisados no teste das três câmaras foram o 

tempo que o rato teste passou na câmara esquerda (onde estava o rato 1) ou na 

câmara direita (onde estava o rato 2), no round 1 e round 2, mesmo que não estivesse 

interagindo com o rato 1 ou 2.  

Na figura 12 é observado que, no round 2, todos os animais exposto à SAL no 

período gestacional (SAL + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.); SAL + Gelatina (gest.) 

+ ω−3 (pós-gest.); SAL + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.); SAL + Vit. D (gest.) + ω−3 

(pós-gest.)), passaram menos tempo na câmara esquerda no round 2, onde estava o 

rato 1, em comparação a eles mesmos no round 1. Já os animais expostos ao VPA, 

não apresentaram diferenças significativas, evidenciando déficit neste parâmetro de 

novidade social.  
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Figura 12 – Tempo na câmara esquerda no teste das três câmaras. Efeito da 

exposição pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco e ômega 3 pós-natal no tempo passado na 
câmara esquerda, com distinção de rounds, realizado no 35º DPN. As proles foram divididas por grupos: 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. 
Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 11-19 animais por grupo) e 
as análises estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido 
do teste de post hoc de Tukey. *p<0,05 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: 
A autora. 

 

 Corroborando com o dados anterior, quando analisado o tempo passado na 

câmara direita (figura 13), onde estava o rato 2 apenas no round 2, os resultados 

mostraram que os animais expostos à SAL no pré-natal (SAL + Gelatina (gest.) + Óleo 

(pós-gest.); SAL + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.); SAL + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-

gest.); SAL + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.)), passaram mais tempo na câmara direita 

no round 2, onde estava o rato 2, em comparação a eles mesmos no round 1 (quando 

ainda não havia sido incluído o rato 2 no teste). 
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Figura 13 – Tempo na câmara direita no teste das três câmaras. Efeito da exposição 

pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco e ômega 3 pós-natal no tempo passado na câmara direita, 
com distinção de rounds, realizado no 35º DPN. As proles foram divididas por grupos: prole vinda de 
matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período 
pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, 
tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; prole vinda 
de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-
natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na 
gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. Os dados 
estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 10-19 animais por grupo) e as análises 
estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido do teste de 
post hoc de Tukey. *p<0,05 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: A autora. 

 
 

4.3 ANÁLISES BIOQUÍMICAS DO ENCÉFALO DA PROLE 
  
 Após o último teste comportamental, os animais foram eutanasiados por 

guilhotina e então foram dissecados o córtex posterior e o cerebelo, além de extraído 

cerca de 1,5 mL de sangue. No córtex posterior e no cerebelo foram realizadas 

análises de parâmetros de estresse oxidativo, como a oxidação do DCFH-DA, os 

conteúdos de sulfidrilas, a atividade da enzima SOD e da enzima CAT. Ainda no 

córtex, foram dosados os níveis de NGF, BDNF e TNF. Já o sangue, após 

centrifugado, foi dosado os níveis de TNF do soro. 

 

4.3.1 Parâmetros de estresse oxidativo 

 

 Na figura 14, estão apresentados os resultados de oxidação de DCFH-DA 

(figura 14a); conteúdos de sulfidrilas (figura 14b); atividade da CAT (figura 14c) e 
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atividade da SOD (figura 14d) do córtex posterior. Observa-se, na figura 14a, que 

houve um aumento significativo nos níveis de oxidação de DCFH-DA no córtex 

posterior de ratos do grupo VPA + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.), em relação SAL 

+ Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.) (p<0,01). Além disso, o grupo VPA + Gelatina 

(gest.) + ω−3 (pós-gest.), apresentou níveis de oxidação de DCFH-DA 

significativamente maior em relação aos grupos VPA + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.) 

e VPA + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (p<0,001). No entanto, o tratamento com Vit.D 

isolada ou associação ao ω−3  (VPA + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.) e VPA + Vit. D 

(gest.) + ω−3 (pós-gest.)), conseguiu diminuir de forma significativa a oxidação de 

DCFH-DA em comparação ao grupo VPA + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.). 

 Outro parâmetro de dano oxidativo observado no córtex, é o conteúdo de 

sulfidrilas (figura 14b). Houve uma tendência (p=0,08) a diminuição no conteúdo de 

sulfidrilas no grupo VPA + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.), quando comparado à 

prole SAL + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.). Não houve diferenças significativas 

entre os outros grupos experimentais neste parâmetro. 

 Analisando a enzima antioxidante  CAT (figura 14c), foi verificado atividade 

significativamente reduzida no grupo VPA + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.), em 

comparação ao grupo SAL + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.) (p<0,05). Além disso, 

o grupo VPA + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.) também apresentou atividade reduzida, 

quando comparado à prole VPA + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (p<0,05). Por 

sim, houve um aumento significativo  da atividade de enzima CAT no córtex posterior 

dos animais do grupo SAL + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.), comparado ao grupo 

SAL + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (p<0,05).  

 Por fim, ainda no córtex posterior, mas agora analisando a atividade da SOD 

(figura 14d), houve uma tendência (p=0,06) a uma maior atividade da enzima SOD no 

grupo VPA + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.), se comparado ao grupo SAL + 

Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.). Além disso, o grupo SAL + Vit. D (gest.) + ω−3 

(pós-gest.) mostrou atividade da SOD significativamente maior do que os grupos SAL 

+ Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.) (p<0,01), SAL + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.) 

(p<0,05) e VPA + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (p<0,05). Os animais expostos ao 

VPA e tratados apenas com Vit.D (VPA + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.)), mostraram 

redução da atividade da SOD (p<0,01) quando comparados ao grupo VPA + Vit. D 

(gest.) + Óleo (pós-gest.). Já o grupo exposto ao VPA e à suplementação combinada 

de Vit. D e ω−3, mostrou diminuição da atividade enzimática, em relação aos grupos 
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SAL + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.) e SAL + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (p<0,01, 

para ambas as comparações). 

 

Figura 14 – Parâmetros de estresse oxidativo no córtex posterior. Efeito da 

exposição pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco e ômega 3 pós-natal nos parâmetros de 
estresse oxidativo no córtex posterior de ratos machos. a) Oxidação de DCFH-DA (μmol/mg de 
proteína), b) conteúdo de sulfidrilas (nmol de TNB/mg de proteína), c) Atividade da enzima CAT (U/mg 
de proteína) e d) Atividade da enzima SOD (U/mg de proteína). As proles foram divididas por grupos: 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. 
Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 4-7 animais por grupo) e as 
análises estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido do 
teste de post hoc de Tukey. *p<0,05 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: A 
autora. 
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Os parâmetros investigados no cerebelo, estão presentes na figura 15. 

Inicialmente, não foi encontrado diferenças significativas tanto na oxidação do DCFH-

DA (figura 15a), quanto no conteúdo de sulfidrilas (figura 15b). Em contrapartida, na 

atividade da enzima CAT (figura 15c) houve algumas diferenças significativas. O grupo 

do modelo animal de TEA, sem suplementação com Vit.D ou ω−3, mostrou aumento 

significativo na atividade enzimática quando comparado aos grupos SAL + Gelatina 

(gest.) + Óleo (pós-gest.) (p<0,01), VPA + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest.) (p<0,01) e 

VPA + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (0,05). Nos grupos expostos ao VPA na 

gestação e que receberam a suplementação com Vit.D isolada (VPA + Vit. D (gest.) + 

Óleo (pós-gest.)) ou associada ao ω−3 (VPA + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.)), 

mostram tendência (p=0,06) e diminuição significativa (p<0,05), quando comparados 

aos seus controles (SAL + Vit. D (gest.) + Óleo (pós-gest. e SAL + Vit. D (gest.) + ω−3 

(pós-gest.), respectivamente).  

Na atividade da SOD (figura 15d), foi verificado que o grupo VPA + Gelatina 

(gest.) + Óleo (pós-gest.) mostrou atividade estatisticamente elevada em comparação 

aos grupos SAL + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.) (p<0,01), VPA + Vit. D (gest.) + 

Óleo (pós-gest.) (p<0,01), VPA + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (p<0,001) e VPA + 

Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.) (p<0,001). 
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Figura 15 – Parâmetros de estresse oxidativo no cerebelo. Efeito da exposição pré-

natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco e ômega 3 pós-natal nos parâmetros de estresse oxidativo 
no cerebelo de ratos machos. a) Oxidação de DCFH-DA (μmol/mg de proteína), b) conteúdo de 
sulfidrilas (nmol de TNB/mg de proteína), c) Atividade da enzima CAT (U/mg de proteína) e d) Atividade 
da enzima SOD (U/mg de proteína). As proles foram divididas por grupos: prole vinda de matrizes 
expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole 
vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-
natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, 
tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; prole vinda 
de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-
natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na 
gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina 
suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. Os dados 
estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 4-7 animais por grupo) e as análises 
estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido do teste de 
post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado com o grupo adjacente ao 
colchete. Fonte: A autora. 

 

 Em relação aos níveis de TNF (figura 16a), houve uma diminuição significativa 

apenas no grupo VAL + Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.), em comparação à prole SAL 

+ Vit. D (gest.) + ω−3 (pós-gest.), no soro dos animais (figura 16b). Não houve 

diferenças significativas entre os grupos experimentais na região do córtex posterior. 
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Figura 16 – Níveis de TNF. Efeito da exposição pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo de coco e 

ômega 3 pós-natal nos níveis de TNF (pg/mL) no soro e córtex posterior de ratos machos. a) Níveis de 
TNF (pg/mL) no soro e b) Níveis de TNF (pg/mL) no córtex posterior. As proles foram divididas por 
grupos: prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco 
no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. 
Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 3-5 animais por grupo) e as 
análises estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido do 
teste de post hoc de Tukey. *p<0,05 quando comparado com o grupo adjacente ao colchete. Fonte: A 
autora. 
 

 Por fim, nos níveis de NGF (figura 17a) e BDNF (figura 17b), dosados no córtex 

posterior, não foi encontrado diferenças significativas entre os grupos experimentais. 

 

Figura 17 – Níveis de neurotrofinas. Efeito da exposição pré-natal à vitamina D e VPA, e óleo 

de coco e ômega 3 pós-natal nos níveis de neurotrofinas no córtex posterior de ratos machos. a) Níveis 
de TNF (pg/mL) no soro e b) Níveis de TNF (pg/mL) no córtex posterior. As proles foram divididas por 
grupos: prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com óleo de coco 
no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e SAL na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
SAL na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e SAL na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal; 
prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no 
período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina CT e VPA na gestação e, tratada com 
ômega-3 no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas a gelatina suplementada com Vit. D e 
VPA na gestação e, tratada com óleo de coco no período pós-natal; prole vinda de matrizes expostas 
a gelatina suplementada com Vit. D e VPA na gestação e, tratada com ômega-3 no período pós-natal. 
Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 3-5 animais por grupo) e as 
análises estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de três vias, seguido do 
teste de post hoc de Tukey. Fonte: A autora. 
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5. DISCUSSÃO 
 

O TEA é uma condição do neurodesenvolvimento caracterizado por déficits 

persistentes na comunicação social e pela presença de padrões de comportamento 

restritos e repetitivos (Zahedi et al., 2023). Embora inicialmente tenha sido 

documentado como uma condição rara por Leo Kanner (1943), atualmente acomete 

cerca de 1–2% da população brasileira e mundial, com perspectiva de aumento (IBGE, 

2025; Zeidan et al., 2022). O TEA incide sobre indivíduos de todas as origens raciais, 

étnicas e socioeconômicas (Shen et al., 2023), e suas causas envolvem complexa 

interação entre fatores genéticos e ambientais (Ostrowski et al., 2024). 

Nos últimos anos, têm-se destacado fatores como inflamação sistêmica, 

estresse oxidativo, disfunções gastrointestinais e alimentares como contribuintes 

importantes na fisiopatologia do TEA (Baraskewich et al., 2021; Davoli-Ferreira et al., 

2021; Gonçalves et al., 2024; Lin et al., 2024; Usui et al., 2023). Nesse contexto, 

deficiências nutricionais maternas durante o período gestacional e perinatal vêm 

sendo apontadas como potenciais fatores de risco, sendo que a suplementação 

alimentar, sobretudo com nutrientes neuroprotetores como vitamina D e ácidos graxos 

ω−3, tem sido proposta como estratégia preventiva e terapêutica promissora (García-

Serna et al., 2020; Georgieff et al., 2018). 

A vitamina D e o ω−3 possuem funções fundamentais para o desenvolvimento 

cerebral pré-natal e PN, incluindo a neurogênese, diferenciação e migração neuronal, 

conectividade axonal e sinaptogênese, frequentemente alterados no TEA (Eyles et al., 

2013; Innis el al., 2008;  Nevins et al., 2021). A literatura tem demonstrado que a 

suplementação com vitamina D durante a gestação pode atenuar alterações 

comportamentais associadas ao TEA, enquanto o uso de ω−3 em indivíduos 

diagnosticados com TEA tem mostrado efeitos positivos sobre aspectos 

comportamentais e cognitivos (Du et al., 2015; Nevins et al., 2021). 

Tendo em vista estas duas formas isoladas de tratamento e que os 

mecanismos nos quais eles estão envolvidos são muitas vezes afetados no TEA, o 

presente estudo investigou os efeitos comportamentais e bioquímicos do uso 

associado da Vit.D no período gestacional (500 UI, via oral, 1 vez ao dia, por 21 dias 

gestacionais) e do ω−3 (300 mg/Kg de DHA e 450 mg/Kg de EPA, 1 vez ao dia, por 

21 dias) entre o 14° e 34° DPN em um modelo animal de autismo induzido 

quimicamente.  
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 Neste estudo, utilizou-se um modelo animal induzido por VPA, um modelo 

amplamente validado e replicável para estudos pré-clínicos sobre o TEA (Chomiak et 

al., 2013, Mabunga et al., 2015, Zarate-Lopez et al., 2024). O VPA é um ácido graxo 

de cadeia curta, que embora seja amplamente utilizado como um medicamento 

antiepiléptico e estabilizador de humor (Li et al., 2021; Romoli et al., 2019; Suliman et 

al., 2021), apresenta efeitos teratogênicos importantes quando administrado em altas 

doses durante a gestação. Entre os mecanismos envolvidos estão a inibição de canais 

de cálcio, deficiência de folato, dano celular, alteração das defesas antioxidantes, 

falhas no fechamento do tubo neural e inibição da atividade da histona desacetilase 

(HDAC), afetando diretamente a expressão gênica, diminuindo a proliferação celular 

e aumentando a apoptose celular em áreas cerebrais críticas (Hsieh et al., 2012; 

Moldrich et al., 2013; Nicolini e Fahnestock, 2018; Ferreira et al., 2024). 

Diante de todos estes mecanismos biológicos afetados, o VPA pode levar à 

diversas alterações na bioquímica do sistema nervoso central e periferia e na 

maturação encefálica. Isto afeta o neurodesenvolvimento, além de impactar no 

crescimento corporal dos animais e consequentemente no comportamento social e 

exploratório. No presente estudo, os parâmetros de neurodesenvolvimento e 

crescimento dos animais foram avaliados pela análise do ganho de peso (DPN 9-34), 

busca pelo ninho (DPN 10) e geotaxia negativa (DPN 14). A pesagem foi inicialmente 

realizada por ninhada (DPN 9), e posteriormente de forma individualizada a partir do 

DPN 14. 

Os dados obtidos revelaram que todos os grupos ganharam peso ao longo do 

estudo (9º ao 34º DPN). Esses achados corroboram estudos anteriores que 

demonstraram que a exposição gestacional a 600 mg/Kg de VPA, não prejudica o 

ganho de peso da prole (Costa et al., 2025; Schwingel et al., 2023; Bambini-Junior et 

al., 2011). Apesar da consistência desses achados, há controvérsia na literatura 

quanto ao impacto do VPA sobre o peso corporal. Alguns estudos observaram 

diferenças significativas no ganho de peso quando comparado a controles (Jaiswal, 

2016; Elnahas et al., 2022). Favre et al. (2013) sugerem que esse tipo de discrepância 

pode estar relacionado a variáveis como o número de filhotes por ninhada e a 

densidade populacional nas gaiolas. No presente estudo foi adotada uma metodologia 

cuidadosa para que houvesse uma média de 5 filhotes para cada matriz e, após o 

desmame, foi mantido  4 a 5 animais por caixa, com o objetivo de minimizar o viés 

relacionado à competição alimentar.  



59 
 

Curiosamente, a suplementação com Vit.D— isoladamente ou associada ao 

ω−3 — parece ter promovido uma modulação mais eficaz dos efeitos do VPA sobre o 

crescimento corporal, em comparação ao ω−3 isolado. A modulação do peso pela 

vitamina D é incerta e discrepante da literatura. Chen et al. (2023) observaram 

aumento do peso da prole em resposta à suplementação gestacional com vitamina D, 

enquanto Sitar et al. (2024), utilizando um modelo com dieta deficiente em vitamina D, 

não encontraram alterações significativas. Tal divergência pode ser atribuída à dose 

administrada, ao tempo de suplementação (pré vs. pós-natal), à biodisponibilidade ou 

à interação com outros nutrientes, como cálcio e fósforo, ou mesmo ao status 

inflamatório materno. 

A dosagem dos níveis séricos de 25(OH)D, principal metabólito circulante da 

vitamina D, revelou diferenças significativas entre os grupos experimentais, 

especialmente nas matrizes. Nossos dados demonstraram que a exposição 

gestacional ao VPA resultou em redução significativa dos níveis de 25(OH)D no soro 

materno, mesmo com a coleta ocorrendo 21 dias após o parto, quando a 

suplementação nutricional já havia sido encerrada. Essa diminuição foi observada em 

comparação ao grupo controle (Gelatina+SAL), sugerindo que os efeitos do VPA 

sobre o metabolismo da vitamina D persistem mesmo após o fim da exposição e do 

período gestacional.  

Esse achado é relevante, considerando que o VPA é reconhecidamente capaz 

de interferir no metabolismo hepático, afetando tanto a síntese quanto a ativação da 

vitamina D, o que pode ocorrer por mecanismos como indução de enzimas hepáticas 

e modulação epigenética (Vorhees, 1987; Podgorac et al., 2022). A literatura clínica 

também corrobora essa evidência: uma meta-análise conduzida por Xu et al. (2019) 

demonstrou que indivíduos com epilepsia em tratamento crônico com VPA 

apresentam níveis significativamente mais baixos de 25(OH)D do que indivíduos 

saudáveis, reforçando o potencial do fármaco em comprometer o status vitamínico 

mesmo após exposições prolongadas. 

A suplementação materna com vitamina D foi capaz de atenuar parcialmente a 

queda dos níveis séricos de 25(OH)D nas matrizes expostas ao VPA, evidenciando 

um possível efeito protetor dessa intervenção. No entanto, o efeito não foi restaurador 

completo, o que pode estar relacionado ao tipo de composto utilizado (vitamina D3 - 

colecalciferol), à dose administrada, ao tempo de suplementação, ou ainda à 

biodisponibilidade intestinal reduzida sob ação do VPA. Por outro lado, quando 
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avaliados os níveis de 25(OH)D na prole no 35º DPN, não foram observadas 

diferenças significativas entre os grupos. Este resultado indica uma regulação  

metabólica independente na prole (Royer, 1984). Essa independência metabólica 

sugere uma regulação ativa por parte do feto, que pode modular seu crescimento e 

desenvolvimento mesmo na presença de variações nos níveis maternos durante a 

lactação. 

A literatura descreve que a transferência de vitamina D da mãe para a prole 

durante a gestação mostrou-se um processo importante para o desenvolvimento fetal. 

Clements e Fraser (1988) demonstraram que a vitamina D é ativamente transportada 

para o feto, com aumento progressivo nas concentrações de seus metabólitos durante 

a fase final da gestação. Esse mecanismo ressalta a importância do status materno 

de vitamina D para o acúmulo fetal, particularmente no tecido muscular, sendo o 

suprimento pré-natal mais determinante que a ingestão pós-natal via leite materno 

(Clements & Fraser, 1988). 

Do ponto de vista translacional, estudos em humanos têm demonstrado 

resultados variados quanto à associação entre vitamina D e risco de TEA. O estudo 

de coorte de Schmidt et al. (2019) não mostrou associação geral entre níveis de 

25(OH)D neonatal e TEA, quando analisado 357 crianças com TEA, no entanto 

encontrou um diferença entre sexos, quando um aumento de 25 nmol/L de 25(OH)D 

neonatal, foi associado a 26% menos chance de TEA em meninas, sugerindo 

neuroproteção do sexo. Já  Wu et al. (2018), utilizando uma amostra de 330 crianças 

chinesas, encontraram níveis significativamente mais baixos no nascimento, além de 

um risco de 3,7 vezes maior para o TEA. Estudos com crianças e adolescentes 

reforçam esse padrão, frequentemente relatando concentrações mais baixas de 

vitamina D em indivíduos com TEA do que em indivíduos neurotípicos (Arastoo et al., 

2018; Bener et al., 2017). 

Outro aspecto relevante se refere à forma da vitamina D utilizada na 

suplementação. Gázquez et al. (2022) e Quesada-Gomez e Bouillon (2018) 

evidenciaram que o calcifediol (25(OH)D3), metabolito direto da vitamina D3, 

apresenta vantagens farmacocinéticas importantes em relação ao colecalciferol 

(utilizando neste estudo). O calcifediol mostrou maior eficácia na elevação das 

concentrações plasmáticas tanto na mãe quanto no feto. Portanto, o uso de 

colecalciferol no presente estudo pode ter limitado, em parte, os efeitos da 

suplementação. 
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O resultados do presente estudo demonstraram, de forma consistente com a 

literatura, que a exposição pré-natal ao VPA prejudica o neurodesenvolvimento dos 

animais. O VPA induziu diferenças significativas no tempo para chegar ao ninho entre 

os grupos experimentais no teste de busca pelo ninho, realizado no 10º DPN. A prole 

Gelatina+VPA, apresentou aumento significativo na latência para localização do ninho 

materno, em comparação ao grupo Gelatina+SAL. Isso mostra que os animais do 

modelo animal de autismo apresentam prejuízo no amadurecimento do sistema 

olfatório, responsável pelo reconhecimento dos odores maternos, essencial nos 

primeiros dias de vida para a sobrevivência e integração da prole.  

Tais achados estão em consonância com estudos prévios que utilizaram o 

mesmo modelo experimental de autismo, nos quais foram observadas disfunções 

olfatórias associadas a prejuízos no amadurecimento do bulbo olfatório e em regiões 

límbicas associadas ao processamento sensorial e comportamento social (Favre et 

al., 2013; Schneider & Przewłocki, 2005; Ruhela et al., 2019; Costa et al., 2025). O 

prejuízo no sistema olfatório ultrapassa o olfato propriamente dito e atinge questões 

mais instintivas, como orientação e agrupamento dos filhotes em relação à matriz e 

ninhada, interações sociais e memória do animal (Haratizadeh et al., 2020). Portanto, 

déficits neste sistema podem comprometer formação de vínculos sociais, os quais são 

frequentemente prejudicados em modelos animais de TEA (Roullet et al., 2010). 

Outro parâmetro de neurodesenvolvimento avaliado, foi o desempenho na 

geotaxia negativa, no 14º DPN. Este teste é baseado na expressão dos efeitos 

deletérios do VPA sobre a maturação do hipocampo e cerebelo (Yochum et a., 2008), 

refletidos no desenvolvimento motor precoce, capacidade de agir com reflexo, 

atividade e função do sistema vestibular (Ruhela et al., 2019) e função sensorial (Motz 

e Alberts, 2005). De maneira semelhante ao observado no teste olfatório, os animais 

do grupo VPA não suplementado apresentaram latência significativamente maior para 

girar no plano inclinado, assim como em estudos anteriores (Nakasato et al., 2008; 

Ruhela et al., 2019; Schwingel et al. 2023). Este achado se alinha com as observações 

de Olexová et al. (2013) sobre a habituação exploratória prejudicada e com os 

resultados de Piri et al. (2024) quanto aos déficits de coordenação motora em modelos 

animais de TEA.  

De modo interessante, nos dois testes (busca pelo ninho e geotaxia), quando 

o grupo VPA foi suplementado com Vit.D, houve uma reversão destes déficits 

comportamentais, sendo que animais tratados com Vit.D (na gestação) conseguiram 
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completar as atividades em tempo significativamente menor. Esses achados 

fortalecem a hipótese de que a vitamina D exerce papel neuroprotetor durante o 

desenvolvimento, minimizando os efeitos deletérios da exposição intrauterina ao VPA. 

Esses achados se alinham com a literatura. Yates et al. (2018) e Tamang et al. (2023), 

que relacionam a deficiência de vitamina D com alterações no comportamento 

materno e aumento de vocalizações ultrassônicas na prole, respectivamente. Além 

disso, a vitamina D parece exercer um papel na modulação de vias dopaminérgicas e 

de resposta ao estresse (Yates et al., 2018). Neste estudo, estas vias podem estar 

prejudicadas pelo VPA. Os mecanismos subjacentes a esses efeitos parecem 

envolver múltiplos sistemas, incluindo alterações no processamento e integração 

sensorial (Dendrinos et al., 2011; Olexová et al., 2013).  

Após a suplementação combinada de vitamina D gestacional e ω−3 no pós 

natal, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto e ao teste das três 

câmaras. Os resultados do teste de campo aberto revelaram padrões 

comportamentais distintos entre os grupos experimentais. Observou-se uma 

diminuição do número de levantamentos nos grupos VPA + Gelatina (gest.) + Óleo 

(pós-gest.) e VPA + Gelatina (gest.) + ω−3 (pós-gest.). Esses dados indicam que a 

exposição ao VPA no período gestacional compromete o comportamento exploratório 

dos animais e que o tratamento com ω−3 não foi suficiente para reverter esse prejuízo. 

Em contraste, a suplementação gestacional com vitamina D durante a gestação 

isolada ou associada ao ω−3 no PN, preveniu essa redução na exploração vertical, 

sugerindo efeito protetor da vitamina D. 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos no número de 

cruzamentos, indicando que a locomoção geral não foi afetada. O teste de campo 

aberto é utilizado para avaliação do comportamento exploratório, ansiedade e 

capacidade locomotora, sendo que animais doentes se movem menos no aparato 

(Costa et al., 2025; Kraeuter et al., 2019). Estudos prévios sugerem que o VPA 

prejudica o comportamento exploratório vertical(Costa et al., 2025; Jaiswa, 2016; 

Vorhees, 1986), mas não compromete a atividade locomotora geral (número de 

cruzamentos) (Costa et al., 2025). A suplementação com vitamina D, isolada ou 

combinada com o ω−3 , demonstrou potencial para atenuar estes efeitos deletérios 

do VPA. Pesquisas como as de Schavinski et al. (2024) e Salih e Ahmed (2020), 

apoiam estes achados e hipotetizam que a modulação cognitiva pela vitamina D e 

doses moderadas de omega-3, podem exercer melhora da exploração vertical, 
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enquanto doses elevadas podem ter efeito oposto. Além disso, a melhora no 

desempenho observada nos grupos suplementados com vit.D e ω−3 corrobora com 

os achados de Pan et al. (2013) sobre a modulação comportamental pela vit.D e de 

Jackson et al. (2016), quanto aos efeitos do ω−3 na reatividade à novidade. 

O principal sinal do TEA é o déficit na interação e comunicação social (APA, 

2023). Para investigar esse aspecto no modelo de autismo induzido por VPA e 

suplementado com vitamina D isolada ou em associação com o ω−3, os animais foram 

submetidos ao teste das três câmaras. O teste é baseado na biologia animal, sendo 

que os ratos são seres curiosos e sociáveis, havendo uma tendência natural de 

investigar animais desconhecidos e/ou intrusos. Além disso, os roedores normalmente 

tendem a ficar próximos uns dos outros (teoria da sociabilidade) e quando há 

possibilidade de contato com um roedor desconhecido, existe a preferência por 

interagir com o animal novo do que com aquele que já é conhecido (teoria da novidade 

social) (Kaidanovich-Beilin et al., 2011). Tendo essas premissas como base, o teste 

das três câmaras pode auxiliar na identificação de déficits sociais em roedores.  

As proles expostas ao VPA durante a gestação apresentaram déficits claros no 

comportamento social. A suplementação com vitamina D e/ou ω−3, não foi suficiente 

para reverter esses efeitos. Em animais saudáveis, expostos à SAL durante a 

gestação, é esperado que busquem rapidamente o contato com os ratos 1 e 2, como 

uma demonstração de sociabilidade e preferência por novidade social. Esta última, 

está relacionada com a disposição de passar mais tempo na câmara onde o animal 

novo está. Ou seja, passar mais tempo na câmara esquerda durante o round 1, visto 

que existe apenas um animal desconhecido no aparato e durante o round 2, passar 

mais tempo na câmara direita, onde é colocado o rato 2 apenas nos últimos 10 

minutos. Desta forma, no round 2, o rato 2 é uma novidade social para o rato teste. 

Ademais, é natural que os animais expostos à SAL interajam mais com o rato 1 

durante o round 1 e menos durante o round 2, visto que no round 2 há um animal 

desconhecido para explorar.  

 Conforme esperado, a exposição da prole ao VPA levou a um aumento nas 

latências para o primeiro encontro com o rato 1 e 2. Não o bastante, os animais VPA 

não demonstraram preferência em passar mais tempo na câmara esquerda durante o 

round 1, período que havia apenas o rato 1 para explorar. Isso demonstra que os 

animais do modelo de autismo não apresentaram comportamento de interesse social. 

Além disso, as proles expostas ao VPA também não exibiram interesse em novidade 
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social, visto que não houve diferença significativa entre os rounds no tempo passado 

na câmara direita, onde havia o rato 2 apenas no round 2. Por fim, os animais VPA 

não manifestarem interesse em interagir por mais tempo com o rato 1 em nenhum dos 

rounds. Tomados esses dados em conjunto, esses dados indicam prejuízo na 

sociabilidade e na preferência por novidade social, reforçando a validade do modelo 

de TEA (Cezar et al., 2024; Costa et al., 2025; Elnahas et al., 2022; Jaber, 2023; Lu 

et al., 2024; Piri et al., 2023; Xu et al., 2024). 

A suplementação com Vit.D isolada atenuou apenas um dos parâmetros 

avaliados no teste das três câmaras, que foi a latência para o primeiro encontro com 

o rato 2. Isso indica que a vitamina D, mesmo suplementada apenas durante a 

gestação, pode exercer efeitos na adolescência da prole. No entanto, com atenuação 

de apenas um dos parâmetros, não é possível afirmar que a vitamina D exerça efeitos 

positivos gerais sobre a sociabilidade no modelo de TEA. Uma revisão sistemática 

reforça esse achado, mostrando que a administração de vitamina D pode melhorar a 

hiperatividade no TEA, mas não atua diretamente sobre déficits sociais (Li et al., 

2022). Somado a isto, um ensaio clínico randomizado, relatou que a suplementação 

no terceiro trimestre não está associada a melhores desfechos de 

neurodesenvolvimento até os 6 anos (Sass et al., 2020).   

Em relação ao ω−3 , não foram observados efeitos significativos sobre os 

parâmetros sociais avaliados. Em contraste, estudos com outros modelos de TEA, 

como camundongos e ratos nocaute para Fmr1, demonstraram que o ω−3 

administrado no período perinatal pode resgatar vocalizações ultrassônicas, interação 

social, hiperatividade e memória (Nolan et al., 2021; Nolan et al., 2020; Schiavi et al., 

2022). No entanto, uma revisão sistemática concluiu que há pouca evidência de que 

a suplementação com ω−3 (especificamente o DHA) durante a gestação e lactação 

melhore significativamente o neurodesenvolvimento da prole (Nevins et al., 2021), 

salientando a baixa qualidade e o pequeno tamanho amostral dos ensaios clínicos 

disponíveis. 

Além do déficit comportamental, os indivíduos com TEA também apresentam 

alterações a nível molecular, como um aumento da inflamação e estresse oxidativo 

(Chauhan e Chauhan, 2006 e 2015). Neste estudo, foram analisados os parâmetros 

inflamatórios (TNF) no córtex posterior e no soro; as neurotrofinas (BDNF e NGF) 

foram dosadas apenas no córtex posterior; e os parâmetros bioquímicos relacionados 

ao estresse oxidativo foram avaliados no córtex posterior e no cerebelo. Para este 
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último, utilizaram-se técnicas que mensuram a oxidação de DCFH-DA, o conteúdo de 

grupamentos sulfidrila, bem como a atividade das enzimas CAT e SOD. 

No presente estudo, não foram encontradas diferenças significativas nos níveis 

de TNF no córtex posterior e soro dos animais exposto ao VPA. Outro estudo também 

não identificou alterações nos níveis de TNF em machos, apenas de fêmeas (Campos 

et al., 2024), indicando que possa existir uma distinção sexual no fenótipo de TEA. Na 

clínica, os indivíduas do sexo masculino costumam expressar comportamentos típicos 

do transtorno, enquanto o sexo feminino demonstra sinais mais internalizados e 

alterações a nível celular e molecular exacerbados (Floris et al., 2018; Lai et al., 2013; 

Zeestraten et al., 2017). 

 Contrariando estudos anteriores, os níveis de BDNF não foram alterados 

mediante exposição pré-natal ao VPA e às suplementações com vitamina D e ω−3. O 

desenvolvimento do córtex fetal é regulado pela sinalização do BDNF. Proliferação 

neuronal anormal e desenvolvimento cortical desregulado foram encontrados quando 

foi aumentado ou diminuído a sinalização do BDNF em camundongos in utero 

(Bartkowska et al., 2007; Fukimitsu et al., 2006). O estudo de Almeida e colaboradores 

(2014), ao utilizar o modelo VPA, identificou que existe um aumento transitório 

exorbitante da expressão de BDNF no cérebro fetal, mas não foi investigado este 

mesmo parâmetro na fase de desenvolvimento correspondente à idade dos animais 

deste estudo. Além disso, não existem estudos prévios investigando neurotrofinas 

após suplementação com vitamina D isolada ou associado ao ω−3 em modelos de 

autismo ou com indivíduos autistas. No entanto, em um estudo clínico com 

participantes depressivos, não houve mudanças significativas de BDNF após 

suplementação associada com os dois nutrientes (Fuentealba et al., 2019; Vyas et al., 

2023). 

Os níveis de oxidação de DCFH-DA são indicadores de produção de espécies 

reativas, principalmente peróxido de hidrogênio. No córtex posterior, foram 

encontrados níveis maiores de oxidação de DCFH-DA nos animais expostos somente 

ao VPA. O tratamento com ω−3 não exerceu melhora significativa. No entanto, o uso 

da vitamina D isolada ou em associação com o ω−3 atenuou este parâmetro alterado 

pelo VPA, indicando efeito positivo sobre espécies reativas de oxigênio. De forma 

semelhante a isto, houve uma tendência de diminuição nos conteúdos de sulfidrilas 

no grupo VPA + Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.) em comparação ao grupo SAL + 

Gelatina (gest.) + Óleo (pós-gest.), sugerindo oxidação do grupos sulfidrilas por 
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radicais livres (Mironczuk-Chodakowska e Witkowska, 2018). No cerebelo, não houve 

diferença significativa nesses parâmetros.  

Em relação às enzimas antioxidantes, foi verificado diminuição da atividade da 

CAT e tendência ao aumento da atividade da SOD, no córtex posterior dos animais 

VPA, indicando alteração no sistema antioxidante. A suplementação com vitamina D 

isolada ou associada ao ω−3 , não recuperou a atividade enzimática no córtex. No 

entanto, no cerebelo, a atividade de CAT e SOD estava aumentada com o VPA, sendo 

normalizada após o tratamento com vitamina D, isoladamente ou em combinação. 

Estes dados indicam que o VPA foi capaz de induzir dano oxidativo no córtex posterior 

e alteração no sistema antioxidante no córtex posterior e cerebelo. O tratamento com 

vitamina D isolada ou em associação com o ω−3 foi capaz de reverter o dano oxidativo 

no córtex posterior e as alterações no sistema antioxidante do cerebelo. 

O aumento de oxidação de DCFH-DA (Campos et al. 2024), diminuição do 

conteúdo de sulfidrilas (Campos et al. 2024; Costa et al., 2025) bem como a alteração 

na atividade de enzimas antioxidantes como CAT e SOD (Campo et al. 2024; Elnahas 

et al., 2021; Gao et al., 2016; Khongrum et al., 2015; Wong e Giulivi 2016) já foram  

visualizados em córtex e cerebelo em estudos anteriores utilizando modelos animais 

de TEA. Contudo, dependendo da região estudada, não são encontradas diferenças 

significativas nestes parâmetros (Campos et al. 2024; Costa et al., 2025; De Mattos et 

al., 2020). Na clínica, os achados também são inconsistentes, com relatos de 

aumento, redução ou ausência de alterações nas atividades de SOD e CAT em 

indivíduos autistas (Al-Yafee et al., 2011; Golse, 1978; Söğüt et al., 2003; Knivsberg 

et al., 2002; Vergani et al., 2011; Yorbik et al., 2002). 

Os animais VPA apresentam desbalanço entre o dano oxidativo e a defesa 

antioxidante, o que é caracterizado como estresse oxidativo (Chirumbolo & Bjørklund, 

2017; Pangrazzi et al., 2020). O cérebro é o órgão mais vulnerável ao estresse 

oxidativo devido à sua limitada capacidade antioxidante, alta demanda de energia e 

alto teor de lipídios insaturados e ferro. Além disso, as crianças são mais vulneráveis 

ao estresse oxidativo do que os adultos, o que pode resultar em distúrbios do 

neurodesenvolvimento, como o TEA (Bjørklund et al. 2020; Liu et al., 2022).  

As propriedades antioxidantes da vitamina D podem ser contempladas a partir 

da expressão de enzimas mitocôndrias, promoção da síntese de glutationa e inibindo 

enzimas envolvidas na produção de espécies reativas de oxigênio especialmente em 

células astrocíticas (Eyles et al., 2007; Garcion et al., 1999). Estudos mostram que a 
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suplementação de Vit. D pode reduzir não apenas citocinas pró-inflamatórias, mas 

também a gravidade do TEA (Saad et al., 2016). Além disso, a vitamina D exerce 

resposta anti-inflamatória em diversos tecidos, incluindo o encéfalo. Os mecanismos 

pelos quais exerce esta resposta, se dá pela inibição de citocinas pró-inflamatórias e 

indução da supressão da proliferação de células T (Prietl et al., 2013; Provvedini et 

al., 1983; Takahashi et al., 2002; Zhang et al., 2012).  

Gao e colaboradores (2016), ao investigarem os efeitos do ω−3 (apenas DHA) 

em três doses diferentes (70, 150 e 300 mg/Kg) sobre os efeitos do VPA, identificaram 

que a dose mais alta foi a responsável por melhores efeitos na peroxidação lipídica e 

atividade das enzimas glutationa e SOD. Somado a isto, a maior dose foi capaz de 

diminuir a atividade da caspase-3, reduzindo a apoptose, melhorar a memória e o 

aprendizado. O estudo de Martinat et al., 2021 avaliou os efeitos de uma dieta 

isocalórica suplementada com aproximadamente 481,12 DHA e 703,99 EPA, mg/Kg 

de peso corporal/dia) durante a gravidez até a idade adulta da prole sob os efeitos do 

VPA em um modelo murino. Foi verificado que não houve aumento de DHA no 

cerebelo, indicando que o ω−3 não estava chegando nesta região e possivelmente 

por isso não exerceu papel antioxidante (Martinat et al., 2021). No estudo de Turpin e 

colegas (2023), não foi encontrado níveis de mRNA para TNF e TGF-beta no cerebelo 

dos animais expostos ao VPA e ω−3 na gestação até a idade adulta. Com base nesses 

estudos, hipotetizamos que o ω−3 pode não ter chegado a esta região encefálica e 

por isso não exerceu um papel antioxidante e anti-inflamatório. Contudo, isso não 

significa que não tenha potencial terapêutico em outras regiões do sistema nervoso 

central ou a nível periférico. 

O córtex cerebral é responsável pelo controle das funções executivas 

cerebrais, incluindo processamentos cognitivos como tomada de decisão, memória de 

trabalho, emoções, comportamento social, aprendizagem e comunicação (Donavan e 

Basson, 2016). Já o cerebelo, desenvolve funções cognitivas, executivas e afetivas, 

além da motora (Van Overwalle et al., 2020, Wang et al., 2014). Além disso, esta 

estrutura está ligada a pensamento de ordem superior, como planejamento, formação 

de estratégias, aprendizado e linguagem (Wang et al., 2014). Sendo assim, a hipótese 

de Samson e Claassen (2017), é que o cerebelo auxilia nas interações sociais, sendo 

importante para a compreensão de como ocorre a sequência social. O estresse 

oxidativo pode afetar a comunicação intercelular e celular. Consequentemente, a 
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função dessas estruturas é prejudicada, levando aos comportamentos encontrados no 

TEA.  

Diversos autores buscam justificar o padrão de deficiência de vitamina D em 

crianças com TEA. Evidências sugerem que indivíduos com predisposição genética a 

condições do neurodesenvolvimento e TEA adotam dietas mais restritas devido sua 

rigidez comportamental (Esteban-Figuerola et al., 2019; Smith et al., 2020; Yule et al., 

2021), o que poderia, por sua vez, levar a níveis mais baixos de nutrientes. Somado 

a isto, a relação interpessoal e o compartilhamento de espaços ao ar livre com 

diversos estímulos são desafiadores para indivíduos com TEA, o que dificulta a 

exposição à luz solar (Wang et al., 2020). Além disso, não deve ser esquecido as 

disfunções gastrointestinais, na relação intestino-microbiota-cérebro alterada e que já 

foi identificada um diminuição dos receptores de vitamina D nesta população (Altun et 

al., 2018; Ogbu et al., 2020). 

Ainda buscando identificar se a deficiência de vitamina D ocorre antes ou 

depois do transtorno, um estudo fez uma triangulação entre fatores genéticos 

maternos, paternos e dos filhos, através de uma randomização mendeliana. Dentro 

da metodologia abordada, os autores mostraram que não existem evidências 

suficiente para a deficiência nutricional de vitamina D e DHA na gestação se uma 

causa do TEA. No entanto, foi levantado a hipótese de que pode existir uma 

causalidade reversa, onde o transtorno leva a deficiências nutricional devido sua 

alimentação mais restrita e limitações sensoriais (Wootton et al., 2024). 

O presente estudo apresentou algumas limitações que devem ser levadas em 

consideração. Como o TEA é um transtorno do neurodesenvolvimento com sinais e 

sintomas que perpetuam ao longo da vida do indivíduo, os resultados não suportam 

extrapolação para todos os momentos da vida, uma vez que a biologia e o 

metabolismo se alteram com o tempo. Além disso, as análises bioquímicas 

(parâmetros de estresse oxidativo, TNF e neurotrofinas) foram limitadas ao córtex 

posterior, cerebelo e soro. No entanto, o TEA e a suplementação com vitamina D 

isolada ou associado ao ω−3, possivelmente atuam em outras vias e regiões. Desta 

forma, estudos futuros, podem investigar os efeitos do sinergismo entre vitamina D e 

ω−3 sobre outros parâmetros, em outras estruturas do sistema nervoso central e 

periférico, além da modulação do TEA por esta suplementação em diferentes idades.  
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6. CONCLUSÃO 
 

Este estudo demonstrou que a suplementação gestacional com Vit. D, 

isoladamente ou em associação ao ω−3, mostrou-se eficaz na atenuação de alguns 

dos efeitos comportamentais e bioquímicos induzidos pelo VPA. Especialmente, agiu 

na preservação do comportamento exploratório e na regulação das alterações 

bioquímicas causadas pelo VPA, com diminuição de dano oxidativo e regulação da 

atividade das enzimas antioxidantes em córtex posterior e cerebelo. Por outro lado, a 

suplementação isolada com ω−3 não foi eficaz na modulação dos comportamentos 

alterados pelo VPA no presente modelo e não potencializou os efeitos da Vit.D. 

Esses dados reforçam a importância de investigações futuras voltadas à 

compreensão dos mecanismos envolvidos na ação da vitamina D e do ω−3 no 

neurodesenvolvimento, sociabilidade e outros comportamentos associados ao 

fenótipo do TEA. Estes estudos podem explorar as doses, o tempo de exposição, as 

possíveis sinergias entre esses nutrientes e as diferenças nos diferentes períodos da 

vida que a suplementação pode gerar em modelos de TEA. 
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