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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) ¢ um grupo heterogéneo de transtornos do
neurodesenvolvimento que apresentam déficits sociais € de comunicagdo, comportamentos
repetitivos, interesses restritos e processamento sensorial anormal. Até 80% das criancas
autistas t€ém pelo menos uma comorbidade médica, sendo os problemas de sono uma queixa
comum e que pode afetar o neurodesenvolvimento pds-natal pois, durante o sono ocorre a
eliminagdo dos residuos metabdlicos toxicos pelo sistema glinfatico, uma via de transporte de
fluidos presente no cérebro identificada ha cerca de 10 anos. Assim, o objetivo do presente
estudo foi investigar a relacdo entre sistema glinfatico e o TEA em um modelo animal VPA
exposto. Para tanto, a indu¢cdo do modelo animal foi realizada com a administracdo de 600
mg/Kg de 4cido valproico (VPA) no 12 ° dia pré-natal e para valida-lo foram realizados testes
de busca pelo ninho no dia pds-natal (DPN) 10, a geotaxia negativa no DPN 15, abrir dos
olhos no DPN 12-16 e a medida do peso nos DPNs 9, 17, 25 e 30-39. Os animais foram
divididos em dois protocolos, o primeiro identificou o tempo para disfuncdo do sistema
glinfatico e o segundo investigou os pardmetros de estresse oxidativo e os efeitos do
tratamento com aripiprazol (ARIP). Os resultados do protocolo 1 evidenciaram que os
animais do modelo precisaram de mais tempo para encontrar o ninho materno, para girar
sobre o proprio eixo e para abrir os olhos. Além disso, foi encontrada uma disfuncao
significativa no sistema glinfatico dos animais expostos ao VPA apos a infusdo do corante
Azul de Evans (EBA) na cisterna magna. J4 no protocolo 2, foi verificado que a exposi¢ao
pré-natal ao VPA aumenta a oxidacao de diacetado de 2°, 7’ - diclorofluoresceina (DCFH-DA)
na amigdala e cerebelo, diminui o contetido de sulfidrilas (SH) na amigdala e diminui a
atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase no cerebelo. O tratamento com ARIP
associado ao modelo animal de TEA por VPA prejudicou o ganho de peso dos animais, no
entanto o ARIP melhorou os parametros de dano oxidativo (DCFH-DA e SH) na amigdala e
cerebelo, além de aumentar a atividade da SOD neste Ultimo. Portanto, foi possivel concluir
que o modelo animal de TEA induzido por VPA prejudica o neurodesenvolvimento e o
sistema glinfatico e induz estresse oxidativo na amigdala e cerebelo dos animais. No entanto,
o tratamento com ARIP parece ser capaz de reverter algumas alteragdes bioquimicas causadas

pelo VPA.



Palavras-chave: Transtorno do espectro autista; sistema glinfatico; estresse oxidativo;

transtornos sono-vigilia; aripiprazol.
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ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a heterogeneous group of neurodevelopmental disorders
that present with social and communication deficits, repetitive behaviors, restricted interests,
and abnormal sensory processing. Up to 80% of autistic children have at least one medical
comorbidity, with sleep problems being a common complaint that can affect postnatal
neurodevelopment because, during sleep, toxic metabolic waste is eliminated through the
glymphatic system, a fluid transport pathway present in the brain that was identified
approximately 10 years ago. Thus, the aim of the present study was to investigate the
relationship between the glymphatic system and ASD in an animal model exposed to VPA. To
this end, the induction of the animal model was performed with the administration of 600 mg/
kg of valproic acid (VPA) on the 12th prenatal day. To validate it, nest search tests were
performed on postnatal day (PND) 10, negative geotaxis on PND 15, eye opening on PND
12-16 and weight measurement on PNDs 9, 17, 25 and 30-39. The animals were divided into
two protocols, the first identified the time for glymphatic system dysfunction and the second
investigated the oxidative stress parameters and the effects of treatment with aripiprazole
(ARIP). The results of protocol 1 showed that the animals in the model needed more time to
find the maternal nest, to turn on their own axis and to open their eyes. Furthermore,
significant dysfunction was found in the glymphatic system of animals exposed to VPA after
infusion of Evans Blue (EBA) dye into the cisterna magna. In protocol 2, it was found that
prenatal exposure to VPA increased the oxidation of 2',7'-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA) in the amygdala and cerebellum, decreased the sulthydryl (SH) content in the
amygdala and decreased the activity of superoxide dismutase and catalase enzymes in the
cerebellum. Treatment with ARIP associated with the animal model of ASD by VPA impaired
the weight gain of the animals, however, ARIP improved the parameters of oxidative damage
(DCFH-DA and SH) in the amygdala and cerebellum, in addition to increasing the activity of
SOD in the latter. Therefore, it was possible to conclude that the animal model of ASD
induced by VPA impairs neurodevelopment and the glymphatic system and induces oxidative
stress in the amygdala and cerebellum of the animals. However, treatment with ARIP appears

to be able to reverse some biochemical alterations caused by VPA.
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1. INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

O termo “autismo” foi cunhado pelo psiquiatra suico Eugen Bleuler no inicio do
século XX para descrever um sintoma comportamental de auto-retraimento em pacientes
esquizofrénicos. As primeiras descrigdes do termo como transtorno foram feitas pelo
psiquiatra americano Leo Kanner em sua obra “Distarbios do contato afetivo” (do inglés,
Disturbances of affective contact), publicada em 1943. Em 1944, outros casos foram descritos
pelo pediatra austriaco Hans Asperger (Ostrowski et al, 2024). Ambos utilizaram o termo para
descrever uma sindrome em criangas caracterizada por alteragdes comportamentais na
interagdo e comunicacdo social, bem como por apresentarem interesses restritos e repetitivos
(Grabrucker, 2021).

Atualmente, o termo genérico “transtorno do espectro autista” (TEA) ¢é usado para
descrever um grupo clinicamente heterogéneo de transtornos do neurodesenvolvimento
(Kodak e Bergmann, 2020), conforme estabelecido na quinta edicdo do Manual Diagnostico
de Transtornos Mentais (DSM-5) da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA) (APA, 2013)
e pela Classificagdo Estatistica Internacional de Doengas e Problemas Relacionados com a
Satde (CID-11) da Organizagdo Mundial da Satde (OMS, 2019). Com a institui¢do do
DSM-5, o que era denominado por Transtornos Globais do Desenvolvimento (TGD) no
DSM-IV (APA, 1994) como Autismo, Sindrome de Asperger, Transtorno Desintegrativo da
Infancia (também conhecido com Sindrome de Heller), Sindrome de Rett e TGD Sem Outra
Especificagdo (TGD-SOE),tornaram-se parte de um unico conceito, chamado de TEA. Este
termo ¢ reconhecido como uma colegdo de transtornos relacionados de diferentes etiologias,
embora a Sindrome de Rett ¢ do TGD SOE sejam excecdes, pois varias descobertas
posteriores levaram a uma compreensdo genética e fisiopatologica aprofundada de ambos
(Soares e Brito, 2024).

Assim, o TEA consiste em um espectro de sintomas que refletem comunicagao social
prejudicada e comportamentos restritos e repetitivos, variando em gravidade de levemente
prejudicada a grave. As manifestagdes do TEA sdo heterogéneas e podem incluir individuos
com deficiéncia intelectual e capacidade limitada de linguagem, além daqueles com fungao

intelectual e de linguagem significativamente acima da média que tém dificuldade com
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comunicagdo social (Hirota e King, 2023). Apesar dos esfor¢os significativos de pesquisas e
do entendimento atual que a etiologia do TEA envolve uma interacdo complexa entre heranga
e fatores ambientais influenciados pela epigenética, as causas exatas do TEA ainda ndo foram

totalmente compreendidas (Grabrucker, 2021; Mordomo e Genovese, 2023).

1.1.1 Aspectos epidemiolégicos

Os estudos epidemiologicos apresentam uma variabilidade consideravel nas
estimativas globais e em diferentes regioes do mundo (Zeidan et al., 2022). Foi estimado que
o TEA afetasse apenas 0,01% dos individuos na década de 1960, estudos de prevaléncia da
década de 1980 sugeriram que até 0,72% dos individuos tinham TEA, chegando a 1% na
década de 2000 (Taylor et al., 2020). Em 2012 outro estudo epidemioldgico mostrou que a
prevaléncia era de 0,62% (Elsabbagh et al., 2012). Posteriormente, a revisdo sistematica
conduzida por Zeidan et al. (2022), também relatou a prevaléncia global de 1% dos
individuos.

Salari e cols. (2022), em outra revisao sistematica, constataram que a prevaléncia de
TEA no mundo foi de 0,6% e as analises de subgrupos indicaram que a na Asia foi de 0,4%,
na Europa 0,5%, América e Africa 1% e na Australia 1,7%. Ostrowski e cols (2024) em seu
artigo citam estudos que mostraram uma prevaléncia de 0,38% a 3,13% na populagdo
europeia, 0,11% a 1,53% no Oriente Médio, 0,08% a 9,3% na Asia, 0,87% a 2,21% na
América do Norte, cerca de 1% na Africa e 1,7% na Australia. Os paises do Conselho de
Cooperagao do Golfo apresentaram uma prevaléncia crescente de TEA, sendo considerado
uma das deficiéncias mais comuns, com taxa de 0,29% nos Emirados Arabes Unidos, 0,014%
em Oma e 0,043% em Bahrein (Alrehaili ef al., 2023).

Baseado nos estudos de Zeidan e cols. (2022), a variabilidade substancial observada
nas estimativas pode ser, em parte, explicada por diferencas metodologicas e contextuais entre
os estudos, além da natureza evolutiva da defini¢ao clinica do TEA e sua diferenciacdo de
condigdes sobrepostas.

Dados das estatisticas norte-americanas do Centro de Controle de Doengas (CDC, do
inglés Central of Disease Control) mostram que, entre criangas de 8 anos, a prevaléncia do
TEA teve um aumento significativo nos ultimos anos, sendo de 0,66% entre os anos 2000 e

2002, 1,4% entre 2010-2012, 1,6% em 2014 e 1,8% em 2016 (Taylor ef al., 2020; Gabis et al.,
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2021). Nos dados do ano de 2020, alcangou-se a marca de 2,7% (Maenner et al.; 2023). Ja o
estudo de Li et al. (2022) apresentou a prevaléncia de TEA em criangas e adolescentes entre
trés e dezessete anos de 2,79% em 2019, 3,49% em 2020 e 3,14% em 2019 e¢ 2020 nos
Estados Unidos da América (EUA). As mudangas nos critérios de diagnostico, maior
conscientizacdo sobre o TEA, melhor averiguacdo e maior acesso a servicos, como
intervengdo comportamental precoce e educacdo com programas individualizados projetados
para criancas com TEA, provavelmente contribuiram para a maior prevaléncia de TEA nos
EUA. Além disso, a defini¢do de autismo inclui um espectro mais amplo, o que pode explicar
parcialmente o aumento da prevaléncia em relacdo as estimativas anteriores (Hirota e King,
2023). No entanto, ainda ndo esté claro se esse aumento de casos ¢ devido a um crescimento
real na prevaléncia do TEA ou uma combinagdo de todos esses fatores (Persico et al., 2021).

No Brasil, estima-se que 0,94% da populacdo apresente o TEA, mas esse numero
ainda ¢ impreciso. Em 2019, a Lei 13.861 determinou que Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) mapeasse quantas pessoas apresentam TEA no Brasil. No dia primeiro de
agosto de 2022 foi iniciado o censo demografico brasileiro e até o momento nao foi publicado
nenhum resultado sobre pessoas com deficiéncia (Brasil, 2022).

O sexo masculino ¢ um dos fatores etioldgicos melhor estabelecido para o autismo e
esse padrao € confirmado por estimativas revisadas, onde os homens superam as mulheres em
todos os estudos de uma revisdo sistematica recente (Zeidan et al., 2022). Em uma revisao
sistemdtica e metandlise de 54 estudos, incluindo cerca de 13.700.000 individuos, a proporcao
geral de homens para mulheres foi de 4,2. Estudos que usaram métodos rigorosos para
averiguacdo de casos relataram menores proporcgdes entre homens e mulheres da prevaléncia
estimada de TEA: 3,7% em meninos e 1,5% em meninas, indicando que o TEA pode ser
subdiagnosticado em meninas (Al-Dewik et al., 2020). O atraso ou auséncia do diagndstico de
TEA no sexo feminino pode ser por meninas € mulheres serem mais propensas ou mais
capazes de minimizar os sintomas de TEA, incluindo dificuldades de comunicacdo social,
clinicamente chamadas de “camuflagem”. Também ¢ possivel que os procedimentos
diagnosticos atuais sejam menos sensiveis a0 TEA no sexo feminino (Hirota e King, 2023;
Ochoa-Lubinoff et al., 2023).

Antes de 2016, a prevaléncia de TEA era consistentemente maior entre criangas

brancas do que em outros grupos raciais ou étnicos. Em 2020 observou-se que aumentos
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relativos na prevaléncia foram maiores entre criangas negras, hispanicas e asiaticas ou das
ilhas do Pacifico; sendo a primeira vez que a prevaléncia foi menor entre criangas brancas.
Embora a variabilidade regional na prevaléncia de TEA indique persisténcia de disparidades
raciais ou étnicas, as tendéncias americanas relatadas pelo CDC podem refletir melhor
identificacdo, alcance e acesso a servigos para grupos historicamente carentes (Grosvenor et
al., 2024).

Com o aumento do nimero de pessoas com o diagndstico de TEA houve também um
aumento dos cuidados com os individuos com essa condi¢do, que em sua maioria requer
assisténcia em varias esferas da vida como educacao, satide e servigos comunitarios. Estes
cuidados tém um custo alto para o individuo com o transtorno, sua familia, sistemas de seguro
de saude privado e/ou publico e programas de ajuda financeira do Estado (Rogge e Janssen,
2019).

Blaxill e cols (2023) em seu estudo utilizando um modelo de previsao de custos, que
leva em consideracdo o aumento real da prevaléncia do TEA, projetaram um custo total dos
individuos com TEA em toda a populagao americana de cerca de 5,54 trilhdes de dolares ao
ano até 2060. Esse valor, levando em consideracdo a inflagdo e uma possivel economia de 1,9
trilhdo de ddlares por ano com medidas de prevengdo do TEA. Essas projecdes reforgam a
importancia de considerar o aumento da prevaléncia do autismo ndo apenas como uma
urgéncia de satde publica mas também como uma questdo politica relacionada a origem

desses recursos além de reduzir e prevenir os piores cendrios (Blaxill et al., 2023).

1.1.2 Etiologia do TEA

1.1.2.1 Variabilidade genética

Em 1944, Kanner observou que os pais compartilhavam caracteristicas comuns com
seus filhos autistas, introduzindo o “fenotipo mais amplo do autismo”, ou seja, caracteristicas
autistas abaixo do limiar e reconhecendo a importancia da genética. Trinta anos depois, os
estudos sobre gémeos revolucionaram o campo da pesquisa sobre o TEA, sendo considerado
o transtorno do neurodesenvolvimento com maior componente hereditario (Havdahl et al.,

2021 e Kanner, 1944). Foram reconhecidos mais de 800 genes relacionados ao TEA com
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centenas de alteragdes cromossdmicas, dezenas de sindromes identificadas e uma interagao
complexa entre heranca e fatores ambientais influenciados pela epigenética (Genovese e
Butler, 2020). Investigagdes recentes identificaram mais de 100 genes que atendem a
rigorosos limiares estatisticos para associagcao com o fendtipo do TEA (Manoli e State, 2021).

Estudos com gémeos evidenciam diferengas em taxas de concordancia entre gémeos
monozigoticos versus dizigbticos apontando para um componente hereditirio do TEA
(Hughes et al., 2024). As correlagdes para gémeos monozigdticos foram de 0,98 enquanto as
correlacdes para gémeos dizigdticos foram de 0,53, quando a taxa de prevaléncia do TEA foi
assumida como 5% (com base no fenotipo mais amplo do autismo) e aumentou para 0,67
quando a prevaléncia foi de 1% (com base na definicdo mais rigorosa) (Havdahl et al., 2021).
Estes trabalhos apoiam um forte papel da genética, no entanto, as taxas de concordancia de
estudos com gémeos frequentemente variam, e fatores ambientais compartilhados podem
estar contribuindo para a suscetibilidade (Hughes et al., 2024).

Nas duas ultimas décadas observou-se um grande aumento nas descobertas genéticas
moleculares publicadas sobre TEA. Estudos de todo o genoma (GWAS) em algumas areas da
ciéncia envolveram questionamentos sobre a variagdo genomica, com o intuito de identificar
correlacdes entre variantes especificas e determinados transtornos ou caracteristicas (Thapar e
Rutter, 2021). Os GWAS envolvem a comparacao dos polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNPS; frequéncia > 5%) em casos e controles (Sullivan et al. 2018). Os SNPs constituem
variacoes de um unico nucleotideo em certas caracteristicas do DNA e as variantes comuns
podem estar por tras de cerca de 40-60% dos casos de TEA (Kereszturi, 2023 e Genovese e
Butler, 2020). Os SNPs associados ao TEA foram identificados em genes que codificam
proteinas envolvidas em diferentes processos, incluindo: desintoxicagdo celular, alguns
receptores neuronais € metabolismo de varios neurotransmissores € metabolitos, em particular
aqueles dos circuitos metabolicos de metilagdo e transulfuracao (Masini et al.,2020).

Apesar de varios GWASs ndo terem conseguido identificar alguns /oci relevantes
(Masini et al.,2020), as investigagdes de TEA com variagdo genética rara (frequéncia < 1%)
foram melhor sucedidas até agora (Thapar e Rutter, 2021). Um exemplo de variante rara ¢ a
que afeta o genes SHANK3 e NRXNI1, entre outros genes, e implica na transmissao sindptica
e plasticidade na neurobiologia do TEA (Ni et al., 2020). Outros estudos em TEA incluem a

delecao 15ql1-q13 (de origem materna como visto na sindrome de Angelman ou origem
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paterna na sindrome de Prader-Willi) (Genovese e Butler, 2020). A incidéncia de autismo em
ambas as sindromes ¢ maior do que na populagdo de controle, sendo a primeira de 3 a 57
vezes mais comum e a ultima 30 vezes mais (Kereszturi, 2023).

Variantes raras podem ser transmitidas de pais para filhos (herdadas), mas também
podem ser de novo na origem, onde a variante surge primeiro na linha germinativa dos pais
(odcito ou espermatozoide) ou mais tarde, apos fertilizagdo, quando sdo conhecidas como
variantes somaticas pos-zigéticas (Thapar e Rutter, 2021). As variantes raras herdadas ou de
novo apresentam um risco de TEA substancialmente maior. No entanto, elas podem ser
responsaveis por apenas uma pequena porcentagem de casos de TEA (lossifov, ef al., 2014).
Distarbios de gene unico que incluem defeitos autossomicos e ligados ao X e tém o autismo
como uma caracteristica, incluem esclerose tuberosa (genes TSC1 e TSC2), neurofibromatose
(genes NF1 e NF2), sindromes de Rett ligadas ao X (gene MECP2) e do X fragil (gene
FMRI1) (Genovese e Butler, 2023). Outras sindromes associados ao TEA, incluem Turner
(45X), Down (trissomia 21), Williams (delecdo do cromossomo 7ql1.2), Smith-Magenis
(delecao 17p11.2), Shprintzen/velocardiofacial (dele¢dao 22q11) e Phelan-McDermid (delegao
22q13) (Genovese e Butler, 2020).

As alteragdes genéticas relacionados ao TEA afetam o desenvolvimento do cérebro, a
neurotransmissao e a excitabilidade neuronal (McDougle et al., 2005). Outras estdo
relacionados com a codificagdao de proteinas relevantes da sinapse neuronal ou associados a
atividade neuronal (Manoli and State, 2020). Outros defeitos genéticos estdo associados com
neuroinflama¢do, como as que ocorrem nos genes MTOR e PTEN e modificacdes nos
mecanismos epigenéticos, como metilacdo ou acetilacio do DNA e modificagdo de histonas
(Hodges et al., 2020). De outra maneira, além dos fatores de risco associados a genética,
como visto até aqui, existem também os fatores de risco ambientais que podem levar ao

aparecimento do fenotipo do TEA.

1.1.2.2 Fatores de risco ambientais

Virios fatores ambientais sdo reconhecidos como potenciais contribuintes para o

autismo. Duas grandes categorias associadas ao risco de TEA, sdo os estados fisiologicos

maternos e as exposicoes ambientais (Beversdorfer al., 2019). A idade materna (>40 anos) e
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idade paterna (=50 anos) avangada foram associadas, de forma independente, ao risco de
TEA, bem como intervalos curtos entre as gestacdes (<24 meses) (Lord et al., 2018). As
condigdes metabolicas maternas como ganho de peso gestacional, diabetes, hipertensao
arterial e suas interagdes, aumentam o risco de TEA pois estdo associados a inflamagdo
cronica e estresse oxidativo (Lyall ef al.,2017). Além disso, hipoxia ou asfixia fetal, historico
materno de multiplos abortos espontaneos, sangramento durante a gravidez e complicagdes
durante o parto também aumentam o risco de TEA dos descendentes (Chen et al., 2024).
Fatores mais especificos como infec¢cdes maternas bacterianas ou virais como sarampo,
caxumba, rubéola, catapora, varicela-zoster e infecgdes por citomegalovirus, e historia
familiar de doenga autoimune, também foram associados a um risco levemente aumentado de
TEA e ao atraso no desenvolvimento combinados (Alrehaili ef al., 2023).

A exposi¢ao materna a poluentes, principalmente os do ar, tem sido consistentemente
associada ao TEA. Ha evidéncia de uma interagdo entre a exposi¢dao a poluentes do ar e os
polimorfismos do gene do receptor MET da tirosina quinase (Beversdorf et al., 2019). A
superexposicao a metais pesados toéxicos ou ingestao inadequada de metais essenciais durante
a vida fetal e infantil correlacionam-se positivamente com a prevaléncia de TEA (Chen et al.,
2024). Corroborando a isto, h4 evidéncia que criangcas com TEA tém concentragcdes mais altas
de cromo (Cr), mercurio (Hg), arsénio (As), manganés (Mn), cobre (Cu) e aluminio (Al) no
sangue em comparagdo com criangas neurotipicas, € que estdo frequentemente acompanhadas
por deficiéncias de zinco, que € essencial para a excrecdo de metais toxicos. A presenga
aumentada de metais pesados no sangue dessas criancgas, foram apontadas como uma das
principais causas de dificuldades sociais e déficits de habilidades de linguagem (Chen ef al.,
2024).

Outro fator de risco associado ao TEA, foi associado ao uso de medicamentos na
gravidez, principalmente ao &cido valproico (VPA) e talidomida, que sdo teratogénicos
(Christensen et al.,2013). Um trabalho mostrou um risco aumentado de TEA em associacdo
com a exposi¢ao pré-natal a agonistas 2-adrenérgicos, usados para interromper o trabalho de
parto prematuro. H4 uma relagdo entre a exposicao ao fArmaco e polimorfismos maternos no
gene do receptor B2-adrenérgico (Beversdorfet al., 2019). Outros fatores de risco estdo sendo
identificados, incluindo produtos quimicos que promovem alteragdes hormonais, como

bisfenol A e fatores dietéticos maternos, incluindo a falta de suplementacao de folato durante
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o inicio da gravidez (Levine ef al., 2018). Por fim, um estudo recente correlaciona o uso de
Cannabis antes e durante a gestacao, bem como no pré e no pds parto associado a um aumento
do risco de TEA, sendo o risco relativo na faixa de 3.02 a 3.21 (Andrade, 2024). Embora
muitos fatores sejam associados, ainda ndo ¢ bem definido qual a etiologia exata do

transtorno, assim como nao esta definido qual ¢ a fisiopatologia.

1.1.3 Fisiopalogia do TEA

1.1.3.1 Alteragdes imunoldgicas

Desde 1982, sabe-se que o sistema imunologico afeta a fungdo cerebral no TEA,
portanto a desregulagdo imunoldgica neste transtorno nao ¢ uma teoria recente (Robinson-
Agramonte et al., 2022). Cada vez mais, tem-se observado evidéncias de que disturbios
neuroinflamatoérios contribuem para a patogénese do TEA, caracterizado pela proliferagao e
alteragdes morfologicas de células gliais, como microglia e astrécito, e a liberacdo de
citocinas e quimiocinas em resposta a alteracdes patologicas (Tan et al., 2024).

A neuroinflamacdo ¢ uma série de respostas inflamatorias mediadas por varios
grupos de células gliais, particularmente astrocitos e microglia, e por moléculas apos
estimulos patologicos no cérebro, com o objetivo final de manter a homeostase e reparar
danos (Tan et al., 2024). Bjorklund e cols (2017) e Toscano e cols (2021) citam a hipotese de
que a inflamagao cronica, a neuroinflamacao e as altera¢des no sistema imunoldgico durante o
desenvolvimento cerebral inicial podem causar comprometimentos comportamentais e
cognitivos, desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento do TEA, apesar de
ndo ser certeza se eles causam o inicio do TEA ou regulam a patogénese e a sintomatologia.

Vargas e colaboradores (2005) foram os primeiros a identificarem processos
neuroinflamatérios ativos no cortex cerebral, substancia branca e cerebelo de pessoas autistas,
caracterizada pelo aumento de citocinas pro-inflamatdrias no liquido cefalorraquidiano
(LCR), aumento de autoanticorpos especificos do cérebro e alteragao da fungdo das células
imunes. Niveis aumentados de citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa
(TNF) o, IL-6, fator estimulante de colonias de granuldcitos-macrofagos, proteina
quimioatraente de monocitos-1 (MCP-1) e fator de crescimento transformador B1, ja foram

relatados em varios estudos post-mortem de tecido cerebral em individuos com TEA em
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compara¢do com controles saudaveis (Runge et al., 2023). Os niveis de citocina plasmatica
foram correlacionados com a gravidade dos sintomas do TEA, o que significa que os niveis
crescentes de citocina foram associados a uma comunicagdo pior € comportamentos
aberrantes (Hughes et al., 2024). Os marcadores inflamatorios periféricos também podem
prever comorbidades no autismo, destacando o papel da inflamagdo crdnica na etiologia do
TEA (Toscano et al., 2021).

O estudo de Bjorklund et al. (2017), mostrou que um dos principais indicadores de
neuroinflamag¢do no TEA ¢ a ativa¢do microglial. Durante a embriogénese a microglia modula
a proliferacdo e diferenciacdo de células precursoras de neurdnios, oligodendrécitos e
astrocitos, bem como a sobrevivéncia neuronal e a apoptose. A microglia também regula a
formagao, remodelacdo, eliminagdo e poda de sinapses durante o desenvolvimento (Fan et al.,
2023). Em condigdes fisioldgicas a microglia exibe o soma pequeno e morfologia ramificada
com alta motilidade e monitora constitutivamente o ambiente circundante para manter a
homeostase do parénquima cerebral. A microglia pode liberar varios mediadores
inflamatoérios, incluindo citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio, além de
fagocitar e limpar detritos celulares e proteinas mal dobradas (Meng et al., 2024).
Simultaneamente, fornece fatores que promovem a manutencdo do tecido neuronal e
plasticidade dos circuitos neuronais (Heneka et al., 2015).

Assim como a microglia, os astrocitos viabilizam a defesa do sistema nervoso central
(SNC) e sao as células mais abundantes no SNC. Essas células sdo muito heterogéneas tanto
na morfologia quanto na funcdo e demonstram uma capacidade adaptativa notavel o que
define a sua fun¢do no SNC, desde o neurodesenvolvimento ao envelhecimento (Verkhratsky
e Nedergaard, 2017). Os astrécitos promovem homeostase molecular do SNC transportando
os principais ions e protons, removendo neurotransmissores liberados nas sinapses, como
glutamato, glicina e 4cido y-aminobutirico (GABA), liberando seus precursores de volta aos
neurdnios apés o metabolismo (Matta et al., 2019) e fornecendo substratos energéticos aos
neurdnios (Toscano et al., 2021).

Em um contexto neuroinflamatorio e neurodegenerativo, a microglia ativada libera
fatores pro-inflamatérios como TNF-a, IL-1B, IL-6, e complemento subunidade 1q (C1q) que
desencadeiam uma série de efeitos intracelulares em um astrocito local ndo reativo,

convertendo-o em um fendtipo neurotoxico (Lawrence ef al.,2023). O efeito neurotoxico dos
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astrécitos reativos promovem o dano sindptico ao regular negativamente os sinais
sinaptogénicos enquanto regulam positivamente os genes da cascata do complemento, como
Clr, Cls, C3 e C4, que levam a um dano sindptico e a reducdo da conectividade entre
neurdnios. Além de secretar componentes do complemento inflamatoério como C3, os
astrocitos reativos pro-inflamatorios também produzem quimioatraentes, para recrutar
neutrofilos e para linfécitos T, contribuindo para o estabelecimento de um ambiente pro-
inflamatério no SNC (Lawrence et al., 2023).

Essas alteracdes inflamatorias no TEA podem ocorrer por diferentes vias: (1) por
citocinas pro-inflamatdrias decorrentes da inflamagdo materna, infec¢do ou alergia durante a
gravidez, que atravessam a placenta, entram na circulacdo fetal, ultrapassam a barreira
hematoencefalica fetal (BHE) e afetam o tecido cerebral fetal; (2) por um excesso de citocinas
pro-inflamatorias liberadas no cérebro fetal causando neurogénese aberrante, sinaptogénese e
a fungdo neuronal prejudicadas; (3) pelo desenvolvimento cerebral alterado (Robinson-
Agramonte et al., 2022). Um outro mecanismo muito relacionado ao TEA e as altera¢des no

sistema imunolégico, € o estresse oxidativo (Uddin et al., 2023).

1.1.3.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre fatores pro-
oxidantes e antioxidantes, resultando em uma acdo prejudicial a célula causada por espécies
reativas de oxigénio (ERO) ou espécies reativas de nitrogénio (ERN). ERO sao moléculas de
sinalizagdo, que podem promover a sobrevivéncia celular e a renovag¢do do tecido ou
neutralizar a expressao do gene de sobrevivéncia celular, levando a célula a apoptose
(Bjorklund et al, 2020). Normalmente sdo produzidas intencionalmente (para matar
patdgenos invasores ou como intermediarios em reagdes enzimaticas, etc.) ou acidentalmente
(por meio de vazamento de elétrons de cadeias de transporte de elétrons, metabolismo de
medicamentos, exposicao a produtos quimicos, poluentes e radiagdo, etc.) durante processos
fisiolégicos normais de células (Liu et al, 2022). As ERO s3o um grupo de moléculas
proveniente do oxigénio molecular, como superdxido (O2*), peroxido de hidrogénio (H202),
radical hidroxila (OH*) e radical peroxila (RO*2), e a reatividade quimica de cada molécula

de ERO ¢ bastante diferente (Liu et al., 2022).
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Em condi¢gdes normais, existe um equilibrio dindmico entre a produ¢do de ERO e a
capacidade antioxidante da célula (Chauhan e Chauhan, 2006). Um dos principais
mecanismos antioxidantes € composto pelo sistema enzimatico formado pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Bjerklund et al.,
2020). O radical O>*, pode ser produzido pela redugdo de um elétron de O> dentro da cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial. O O pode entdo ser convertido em (H20%) pela
SOD. A SOD reage na isoforma dependente de manganés (Mn) na matriz das mitocondrias
(MnSOD1) ou na isoforma dependente de cobre ou zinco (Cu, ZnSOD?2) no citosol e fluidos
extracelulares (Cu, ZnSOD3). O H20: pode, por sua vez, ser convertido em radicais HO*-
altamente reativos pela reagdo de Fenton, e pode causar peroxidagdo lipidica. O H2O> gerado
¢ decomposto em 4gua e oxigénio molecular pela CAT (Yenkoyan et al.,2018).

A capacidade das células de responder adequadamente ao estresse oxidativo
geralmente ocorre por um conteudo relativamente baixo de ERO. Quando as células sdo
submetidas a estresse oxidativo severo, e as ERO estdo acima da apacidade antioxidante,
ocorre um intenso dano em biomoléculas como proteinas, lipidios e DNA, bem como algumas
estruturas biologicas, por exemplo a biomembrana (Liu et al., 2022).

O aumento do estresse oxidativo em individuos com TEA foi relatado como
diminui¢ado da atividade enzimatica antioxidante e aumento de produtos de oxidagao do DNA,
de lipidios e das proteinas tanto no cérebro quanto na circulagdo periférica. Marcadores de
estresse oxidativo aumentados foram encontrados em fluidos corporais periféricos e foram
associados a gravidade do TEA (Usui et al, 2023). Em resumo, a diminui¢do da capacidade
antioxidante e o aumento do estresse oxidativo em pacientes com TEA podem ter
consequéncias funcionais em termos de resposta inflamatoria cronica e funcionamento

anormal ou morte de células neuronais (Yenkoyan et al.,2018).

1.1.4 Diagnostico

O padrao de critério para um diagnostico de TEA € o consenso clinico de melhor
estimativa, definido como concordancia dentro de uma equipe profissional multidisciplinar,
embasada nas definicdes do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5) e da Classificagdo Internacional de Doengas (CID11), e em um historico detalhado

do desenvolvimento e observagdo dos comportamentos do individuo usando ferramentas de
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diagnoéstico padronizadas. Essas avaliagdes sdo geralmente conduzidas por profissionais de
saude especializados como psiquiatras, pediatras, psicologos e, as vezes, outros especialistas,
como pedagogos e fonoaudiologos (Ostrowski J ef al., 2024).

Os critérios diagnosticos de TEA segundo o DSMS5 TR (2022) sdo os seguintes:

A. Déficits persistentes na comunicagdo social e interacdo social em varios
contextos, manifestados por todos os seguintes, atualmente ou pela histoéria: 1. Déficits na
reciprocidade socioemocional, variando, por por exemplo, de abordagem social anormal e
falha de conversa normal de vai-e-vem; ao compartilhamento reduzido de interesses,
emogdes ou afetos; a falha em iniciar ou responder a interagdes sociais. 2. Déficits em
comportamentos comunicativos ndo verbais usados para interagdo social, variando, por
exemplo, de comunicacdo verbal e ndo verbal mal integrada; a anormalidades no contato
visual e linguagem corporal ou déficits na compreensao e uso de gestos; a uma total falta
de expressdoes faciais e comunicagdo nao verbal. 3. Déficits no desenvolvimento,
manuten¢do e compreensdo de relacionamentos, variando, por exemplo, de dificuldades
em ajustar o comportamento para se adequar a diversos contextos sociais; a dificuldades
em compartilhar brincadeiras imaginativas ou em fazer amigos; a falta de interesse pelos
pares.

B. Padrdes restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou atividades,
manifestados por pelo menos dois dos seguintes, atualmente ou pela historia: 1.
Movimentos motores estereotipados ou repetitivos, uso de objetos ou fala (por exemplo,
estereotipias motoras simples, enfileirar brinquedos ou langar objetos, ecolalia, frases
idiossincraticas). 2. Insisténcia na mesmice, adesdo inflexivel a rotinas ou padrdes
ritualizados de comportamento verbal ou ndo verbal. 3. Interesses altamente restritos e
fixos que sdo anormais em intensidade ou foco (por exemplo, forte apego ou preocupagao
com objetos incomuns, interesses excessivamente circunscritos ou 4. Hiper ou
hiporreatividade a estimulos sensoriais ou interesse incomum em aspectos sensoriais do
ambiente (por exemplo, aparente indiferencga a dor/temperatura, resposta adversa a sons ou
texturas especificas, cheiro ou toque excessivo de objetos, fascinio visual por luzes ou
movimento).

C. Os sintomas devem estar presentes no periodo inicial do desenvolvimento (mas

podem nao se manifestar completamente até que as demandas sociais excedam as
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capacidades limitadas, ou podem ser mascarados por estratégias aprendidas na vida
adulta).

D. Os sintomas causam prejuizo clinicamente significativo no funcionamento social,

ocupacional ou em outras areas importantes do funcionamento atual.

E. Esses disturbios nao sdo mais bem explicados por transtorno do desenvolvimento
intelectual (deficiéncia intelectual) ou atraso global do desenvolvimento. O transtorno do
desenvolvimento intelectual e o transtorno do espectro autista frequentemente ocorrem
concomitantemente; para fazer diagnosticos comorbidos de transtorno do espectro autista e
transtorno do desenvolvimento intelectual, a comunicacdo social deve estar abaixo do
esperado para o nivel geral de desenvolvimento.

O processo de diagndstico abrange a observacdo direta da crianga, bem como
entrevistas minuciosas com os cuidadores para coletar informagdes sobre as interagdes
sociais, habilidades de comunicagdo e padrdes comportamentais da crianga (Qin et al., 2024).
As ferramentas padrdo-ouro utilizadas para o diagnodstico de TEA incluem a observagdo do
individuo com a Entrevista de Diagnostico do Autismo - Revisada (ADI-R) e uma entrevista
semiestruturada com os pais ¢ o Cronograma de Observagdo de Diagnostico do Autismo -
Segunda Edicao (ADOS-2) (Roy e Strate, 2023). O ADI-R e 0 ADOS-2 tém sensibilidade de
80% e 91%, respectivamente. A especificidade ¢ de 72% para o ADI-R e 76% para o
ADOS-2. No entanto, essas ferramentas diagndsticas devem informar e ndo substituir o
julgamento clinico. (Hirota e King, 2023).

Testes de funcdo cognitiva e adaptativa, como as Escalas de Habilidade Diferencial,
Escala de Inteligéncia Wechsler para Criangas e Escalas de Comportamento Adaptativo
Vineland, bem como a avaliacdo das habilidades quantitativas e qualitativas de fala,
linguagem e de comunicagdo sdo importantes para estabelecer o diagndstico de TEA. As
avaliagOes sensoriais € motoras podem fornecer informacdes suplementares tuteis relacionadas
as habilidades motoras finas e grossas funcionais e diferengas de processamento sensorial por
exemplo, hipersensibilidade e hipossensibilidade sensoriais (Baranek ef al., 2005).

Nos ultimos anos, com uma compreensao mais profunda do TEA, novas técnicas e
métodos de diagnostico estdo sendo desenvolvidos e adotados para melhorar a precisdo e a
eficiéncia do diagnostico. As técnicas de neuroimagem no estudo do TEA fornecem uma

maneira nao invasiva de explorar mudangas na estrutura e funcao do cérebro, proporcionando
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aos cientistas um entendimento melhor a base biologica do TEA. Dentre essas técnicas estdo a
ressonancia magnética estrutural (sMRI), ressonancia magnética funcional (fMRI), imagem
por tensor de difusdo (DTI) e tomografia por emissdo de positrons (PET). Por meio dessas
técnicas de neuroimagem, os pesquisadores sdo capazes de identificar diferencas estruturais e
funcionais em regides e redes especificas do cérebro em individuos com TEA (Hiremath et
al.,2021).

Uma outra ferramenta, ¢ o teste genético para TEA, que possibilita a identificacdo de
riscos associados ao TEA por meio da andlise de variantes genéticas no DNA de um
individuo. Esse teste procura variantes genéticas especificas que foram vinculadas por
pesquisas cientificas ao desenvolvimento do TEA. Embora o historico genético do TEA seja
extremamente complexo, envolvendo multiplos genes e a interagdo de genes com fatores
ambientais, variantes em genes especificos foram identificadas como tendo um impacto
significativo no risco de TEA (Bauer, 2011). Isso ndao sé ajudara a entender os mecanismos
genéticos do TEA, mas também fornecera estratégias de intervengdo e suporte mais
direcionadas para pacientes e familias (Qin et al., 2024). Embora essas abordagens ainda
estejam em estagio de pesquisa ¢ desenvolvimento, elas apontam para o grande potencial de
utilizagdo dos avangos tecnologicos para melhorar o processo diagnostico de TEA (Qin et al.,

2024).

1.1.4.1 Caracteristicas clinicas do TEA

Os sintomas clinicos do TEA variam entre os pacientes e dependem da idade, niveis
de linguagem (de ndo verbal a totalmente fluente), habilidades cognitivas e sexo. Nos
primeiros 2 anos de vida, caracteristicas comuns incluem aquisi¢do pobre ou declinios em
habilidades de linguagem e gestos comunicativos ou falha em aprender ou adotar essas
habilidades (Hirota e King, 2023). Sua gravidade também difere, tanto na &rea de
comunicagdo social quanto em comportamentos sensorio-motores restritos e repetitivos,
independentemente de cultura, raga, etnia ou grupo socioecondmico (Lord et al., 2018).

* Comunicacio Social: Os primeiros sintomas do TEA geralmente se manifestam como

atrasos ¢ dificuldades na interacdo social, mas esses sinais podem ser sutis e
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facilmente ignorados. Os sintomas mais caracteristicos sdo déficits de empatia,
vocabulario limitado, incapacidade de aderir a normas e comportamentos aceitos,
dificuldades em manter contato visual € nenhuma resposta ao nome quando chamado
(Sealey et al., 2016; Alrehaili et al., 2023). A falta de atengdo mutua, caracterizada por
uma falha em demonstrar interesse ¢ compartilhar um foco de atencdo, ¢
particularmente indicativa de TEA (Yates e Le Couteur 2016). Além disso,
comportamentos estereotipados, como expressdes faciais insuficientes, auséncia de
sorriso social e uso limitado de gestos (por exemplo, bater palmas, sorrir, balancar a
cabeca, acenar), sdo frequentemente observados. Pessoas com TEA podem apresentar
uma compreensao diminuida das emogdes dos outros € podem nao perceber o impacto
de suas proprias atitudes sobre aqueles ao seu redor (Alrehaili ef al., 2023).
Comportamentos, interesses e atividades restritos e repetitivos: Comportamentos,
interesses e atividades restritos e repetitivos sdo comumente observados em criangas
com TEA e podem incluir atitudes motoras, como girar, estalar os dedos e bater as
maos (Yates e Le Couteur 2016). Criangas com TEA frequentemente usam de forma
repetitiva itens, como alinhar brinquedos, palavras, especificamente palavras
estereométricas com forma ou padrdo constante, bem como apresentar ecolalia restrita
(Ruparelia et al., 2014). Além disso, pode exister a rigidez comportamental ou
cognitiva (por exemplo, insistir que as rotinas sejam seguidas com precisdo ou que
outros sigam roteiros verbais especificos) e a falta de interesse em socializar,
interesses restritos e falta de brincadeiras imaginativas, que geralmente se tornam mais
aparentes a medida que a crianga se desenvolve (Hirota e King, 2023).

Dificuldades de aprendizagem: Historicamente, individuos com deficiéncia
intelectual (definidas como um QI menor que 70) foram predominantemente
identificados como portadores de autismo. Dentro do espectro continuo, estima-se que
transtornos de aprendizagem comodrbidos afetem quase 50% dos individuos com TEA
(Alrehaili et al., 2023). Esses individuos podem exibir um perfil cognitivo irregular,
caracterizado por variagdes significativas entre pontuagdes verbais € nao verbais em
qualquer dire¢do. E importante observar, no entanto, que individuos com pontuagdes

"mais altas" em habilidades verbais ou ndo verbais podem nio refletir necessariamente
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habilidades sociais aprimoradas ou proficiéncia em habilidades de enfrentamento da
vida didria, que poderao ser severamente prejudicadas (Alrehaili ef al., 2023).

Criangas com TEA que ndo apresentam atrasos na aquisicdo da linguagem ou em
outros marcos do desenvolvimento podem ter o diagnodstico de TEA tardio. Esses individuos
procuram a atengdo médica devido a problemas comportamentais associados ao TEA, como
comportamentos disruptivos, dificuldades em seguir instrugdes devido ao interesse intenso em
atividades preferidas ou presenga de outros transtornos neurodesenvolvimentais ou
psiquiatricos concomitantes. Individuos sem deficiéncia intelectual ou de aprendizagem
moderada ou grave procuram avaliacdo profissional na idade adulta, se encontrarem
dificuldades na processo educativo ou para manter o emprego e perceberem caracteristicas de
TEA (Hirota e King, 2023).

A diversidade de sintomas e os seus varios graus de gravidade levam a diferengas
significativas nos niveis de independéncia de individuos com TEA. Enquanto alguns podem
levar vidas independentes, outros precisam de apoio ao longo da vida, muitas vezes tendo
niveis substanciais de incapacidade (Ostrowski et al, 2024). A heterogeneidade clinica ¢
marca registrada do TEA. Isto levou a sugestdes de que em vez de um Unico transtorno,
poderia ser construtivo reformular o TEA como “os autismos”, por considerar as multiplas
etiologias e distintas entidades clinicas (Geschwind et al., 2007). Esta heterogeneidade ¢ em
parte decorrente dos multiplos genes envolvidos, da miriade de fatores ambientais que
impactam no curso do desenvolvimento da expressdo dos sintomas, € da co-ocorréncia de

disfungdes médicas e de satide mental no TEA (Masi et al., 2017).

1.2.4 Comorbidades clinicas

Além dos sintomas centrais do autismo, os individuos afetados experimentam uma
quantidade maior de comorbidades que afetam uma ampla gama de sistemas corporais
(Khachadourian et a/.,2023). Um estudo recente com 14.000 participantes autistas descreveu
as comorbidades do TEA, sendo que as mais realtadas foram ansiedade, depressao, TDAH e
deficiéncia intelectual (Masi ef al.,2017). Burns et al. (2023) investigaram um total de 1.858
criancas com TEA, 23,0% tinham um diagndstico formal de Atraso global do
desenvolvimento (GDD) e 5,76% tinham TDAH comorbido suspeito ou confirmado, sendo as

doencas neurologicas a categoria de comorbidades mais observada, com 10,8%.
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Dados recentes do CDC indicam que quase um terco das criancas de oito anos com
TEA tinham um quociente de inteligéncia (QI) dentro da faixa de deficiéncia intelectual (70
ou menos) (Christensen e Zubler, 2020). Observa-se também anormalidades no
eletroencefalograma (EEG) com ou sem epilepsia, com caracteristicas dismorficas além de
achados anormais de ressonincia magnética (Genovese e Butler, 2020). Um estudo utilizando
analise de registro eletronico de saude (EHR) revelaram uma prevaléncia de epilepsia de
aproximadamente 20% e essas taxas sao maiores em TEA com DI comorbida e distarbios
médicos de risco aumentado, como complexo de esclerose tuberosa (TSC) (Hodges et al.,
2019).

O TDAH ¢ a comorbidade mais comum em pessoas com TEA (28,2%), ¢ afeta
consideravelmente o desenvolvimento de criangas autistas com inteligéncia média ou
deficiéncia intelectual (Lord et a/.,2018). Ao mesmo passo, a depressao maior € o transtorno
bipolar também s3o observado em uma alta taxa no TEA, em comparagdo a populacdo em
geral (Oakley e/ al., 2021). Além disso, a ansiedade e a depressdo sdo mais comuns, ou pelo
menos mais observaveis, em individuos verbalmente fluentes e aumentam durante a
adolescéncia em meninas, mas também ocorrem em uma minoria de meninos (Lord et
al.,2018).

Em porcentagens menores, tem-se a microcefalia, que ocorre em cerca de 10% dos
individuos com autismo, o que pode estar associado a um progndstico ruim. Porém, ¢ comum
em criangas com autismo um tamanho de cabeca de aparéncia grande, bem como volumes
cerebrais aumentados no caso dos lobos frontais e diminuidos nos lobos occipitais (Kobayashi
et al., 2020). Além disso, o TEA pode estar associado a diversas sindromes, como a do X
fragil e Rett, assim como mutacdes do gene supressor tumoral homodlogo de fosfatase e
tensina (PTEN) e macrocefalia extrema (Butler ef al., 2005). J& no sistema periférico, podem
ser encontradas condigdes médicas como os distarbios gastrointestinais (GI), incluindo
restricoes alimentares, seletividade alimentar, diarreia, constipacdo, refluxo e obesidade
(Hodges et al., 2019).

As comorbidades no TEA podem ter manifestagdes e sintomas atipicos, muitas vezes
tornando seu reconhecimento mais dificil. Apesar dessas dificuldades potenciais no
diagnostico, os altos indices de comorbidade relatada no TEA ainda é substancial como

mostra um estudo baseado na populagdo na Suécia, no qual mais de 50% dos individuos com
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TEA tinham quatro ou mais doencas associadas.  (Khachadourian et al., 2023). As
observagdoes de taxas mais altas de certas condicdes de saude em TEA sugerem a
possibilidade de uma etiologia compartilhada entre essas diferentes comorbidades e TEA o
que pode levar a insights sobre a etiologia e os possiveis riscos do transtorno (Khachadourian
et al., 2023). Nesse sentido, uma comorbidade que ocorre em cerca de 50 a 80% nos
individuos com TEA sdo os distirbios do sono e curiosamente, estdo correlacionados com a
exacerbagdo da gravidade dos sintomas principais e a desregulacdo comportamental em

criancas com TEA.

1.1.4.2 Distarbios no sono

O sono ¢ um processo fisiologico essencial no desenvolvimento dos circuitos
neuronais ¢ na saude do cérebro ao longo da vida. Os distirbios do sono sdo um dos maiores
desafios enfrentados pelos jovens com TEA e, muitas vezes, por extensdo, pelos familiares
que cuidam deles (Johnson e Zarrinnegar, 2021). Até 80% dos individuos com TEA
apresentam distirbios do sono, incluindo dificuldades em iniciar € manter o sono, ndo apenas
na infancia, mas também na adolescéncia e na fase adulta (Gisbert et al., 2021). Além disso, a
interrupcao do sono ¢ frequentemente observada antes do diagnostico de TEA e sua gravidade
pode estar relacionada a gravidade de outros fenotipos associados ao transtorno, sugerindo
que a interrup¢ao do sono ¢ um sintoma precoce no TEA (Lord et al., 2022).

Os transtornos do sono podem afetar o neurodesenvolvimento pos-natal interferindo
na modulagao neuronal diretamente relacionada aos processos fundamentais de aprendizagem
causando déficits nas fungdes neurocognitivas (Cortese et al., 2020). Em criangas e
adolescentes, os disturbios do sono estdo associados a varias alteragdes emocionais € a
exacerbagdo dos principais sintomas comportamentais como déficits nas habilidades sociais,
piora dos comportamentos externalizantes (agressao e impulsividade) e internalizantes
(retraimento, ansiedade e depressdo) (Missig ef al., 2020). Além disso, a perda do sono pode
induzir uma resposta inflamatoria através da ativacdo de varios mediadores inflamatorios
celulares, incluindo as interleucinas (IL) 6, IL-1 ¢ o TNF, causando um aumento da ativagdo

glial e estresse oxidativo (Pinato et al., 2019).
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Nos disturbios circadianos do TEA, o ritmo diurno do cortisol esta alterado, ficando
elevado a noite. Observa-se também alteragdes na secrecao de melatonina, sendo sua reducao
nos niveis periféricos o achado mais consistente (Pinato et al., 2019). A melatonina ¢ de
particular interesse no TEA pois além do seu papel no neurodesenvolvimento e nos ritmos
sono-vigilia, anormalidades no sistema serotoninérgico sdo frequentemente identificadas no
transtorno. Foi relatado que 40% das pessoas com TEA tinham niveis anormalmente altos de
serotonina no sangue ¢ 51% tinham niveis anormalmente baixos de melatonina, o que era
esperado pois a atividade de acetilserotonina O-metiltransferase (ASMT) ¢ reduzida durante a
conversao da serotonina em melatonina (Missig ef al., 2020). Desta forma, ¢ comum que a
suplementagdo de melatonina seja recomendada como tratamento nos individuos que

apresentam diminuicao nds niveis deste hormdnio (Esposito ef al., 2019).

1.1.5 Tratamento

Apesar de décadas de pesquisas para identificar novos tratamentos farmacoldgicos
direcionados aos principais sintomas do TEA, até o momento poucos estudos atingiram seus
desfechos primarios ou foram replicados, e nenhum produziu evidéncias suficientes para
aprovacao regulatdria ou uso justificado na pratica clinica (Baribeau et al., 2022). Atualmente,
o tratamento ¢ direcionado para comorbidades como agressividade, hiperatividade, ansiedade,
irritabilidade, comportamento autolesivo, disturbios do sono entre outros (Persico et al.,
2021).

Estudos sugerem que os principais medicamentos usados para o tratamento das
comorbidades no TEA sdo os psicotropicos (Grabrucker, 2021). Nos ultimos 2 anos, nenhum
novo agente se tornou disponivel para tratar transtornos mentais € comportamentais
associados ao TEA (Baribeau et al., 2022). Os medicamentos mais prescritos para individuos
com TEA sdo Abilify (aripiprazol - ARIP) e Risperdal (risperidona), os tnicos aprovados pela
agéncia americana de Administragdo de Alimentos e Medicamentos (do inglés: Food and
Drug Administration (FDA)) para o tratamento das alteragdes comportamentais (Grabrucker,
2021). Observa-se que estes medicamentos ndo foram desenvolvidos especificamente para
tratar o TEA pois ambos sdo antipsicoticos atipicos (Pacheva e Ivanov, 2019).

As outras possibilidades de tratamento medicamentoso consistem alternativas para os

sintomas comorbidos do TEA, como a N-acetilcisteina para irritabilidade (off-label), por
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exemplo (Hardan et al., 2012). Ja o metilfenidato ou atomoxetina podem ser utilizados para
sintomas de TDAH (Antshel e Russo, 2019), assim como os agentes alfa adrenérgicos, como
guanfacina sdo usados também para controle de TDAH e de forma off-label para o
comportamento disruptivo (Scahill ef al., 2015). Por sim, os inibidores seletivos de recaptacio
de serotonina (ISRSs) sao indicados com frequéncia para ansiedade, depressao ou transtorno
obsessivo-compulsivo (TOC) concomitantes ao TEA (Fuentes ef al., 2019).

Os esforcos para entender os mecanismos moleculares subjacentes que contribuem
para o desenvolvimento do TEA continuam apesar da falta de novas opg¢des de tratamento.
Com os avangos recentes nas areas de gendmica do autismo, neurofisiologia e as intervengdes
comportamentais precoces, novas terapéuticas e estratégias de tratamento para o TEA podem

estar surgindo (Baribeau et al., 2022).

1.1.5.1 Aripiprazol

O ARIP ¢ classificado como um medicamento antipsicotico atipico, com um
mecanismo de acgdo incerto que atua por meio da combinagdo de atividade agonista parcial
nos receptores de dopamina D2 e serotonina 5-HT1A e atividade antagonista nos receptores
de serotonina SHT2A (Bartram et al., 2019). As formulagdes disponiveis incluem
comprimidos orais, solucdo oral, um comprimido oral de desintegracdo rapida e injecao
intramuscular. A versdo oral ¢ a formulagdo aprovada pela FDA dos EUA para irritabilidade
associada ao autismo (Hirsch, 2016). Em estudos com modelos animais, foi constatado que os
tratamentos com risperidona e aripirpazol sdo capazes de melhorar comportamentos
semelhantes aos apresentados pelos pacientes com TEA, como a irritabilidade (Stepanova et

al., 2017).

1.2 SISTEMA GLINFATICO

Os vasos linfaticos representam uma segunda circulagdo, paralela aos vasos
sanguineos, responsavel pela depuragdo do liquido intersticial (ISF), eliminacao de excesso de
fluidos e regulacdo da imunidade dos tecidos (Iliff et al., 2012). Historicamente, o SNC era
considerado desprovido de vasos linfaticos, em grande parte devido a auséncia de linfonodos

e canais perivasculares convencionais, que caracterizam da angioarquitetura linfatica nos
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demais tecidos (Carlstrom et al., 2022). Além disso, a presenca da BHE limita o influxo do
ultrafiltrado plasmatico do leito microvascular, que, nos tecidos periféricos, promove a
eliminacdo de residuos (Hablitz e Nedergaard, 2021). Considerava-se que o LCR fosse o
principal responsavel pela eliminag¢do de residuos do cérebro. Este processo ocorre quando o
ISF, por difusdo, lanca os solutos no LCR. Este, ao atingir as vilosidades aracndides dos seios
durais, as bainhas dos nervos cranianos e os linfaticos nasais ¢ drenado para o sangue onde ¢
depurado posteriormente (Iliff et al., 2012).

Um estudo recente em modelos de roedores, bem como evidéncias clinicas, revelaram
uma via de transporte de fluido em todo o cérebro, conhecida como sistema glinfatico (SG),
constituida por dois principais componentes o fluido e a glia, respectivamente representados
pelo LCR subaracndideo, IFS e astrécitos, e suas interagcdes que permite a troca rapida de
LCR e ISF ao longo das vias perivasculares (Iliff ef al., 2012). Esta rede tnica ¢ composta de
processos astrogliais que criam uma camada que envolve todas as arteriolas, capilares e
vénulas do cérebro, formando tuneis perivasculares (Hablitz e Nedergaard, 2021). As
extremidades vasculares astrociticas expressam aquaporina (AQP-4), canais de agua, que
permitem que o LCR flua para o cérebro através do espaco perivascular (PVS) arterial e
depois para o IFS (Sotgiu et al., 2023). Observa-se que a ultraestrutura dos processos
astrociticos e a expressao do canal AQP-4 parecem ser reguladas pelo ritmo circadiano
(Barlattani et al., 2023).

Especificamente, em relagdo aos movimentos de fluidos, o LCR ¢ produzido
predominantemente no plexo coroide dos ventriculos laterais e do terceiro ventriculo, de onde
flui para o espaco subaracnoide, que circunda o cérebro, principalmente por pulsagcdes
arteriais ¢ mudangas de pressao inspiratorio-expiratoria (Kylkilahti et al., 2021). O espago
subaracndideo ¢ continuo com os espagos periarteriais dos vasos piais, por onde o LCR, via
AQP-4, se mistura com o fluido extracelular, peptideos e metabodlitos no parénquima cerebral
(Carlstrom et al., 2022). O ISF entdo ¢ coletado no espago perivenoso de onde drena para fora
do cérebro em direcdo ao sistema linfatico cervical (Maloveska ef al., 2018).

Durante o sono ocorre um aumento da circulagdo liquorica, bem como o aumento da
depuragdo de metabolitos, do excesso de glutamato, lactato, AP e outros neuropeptideos em
comparagdo com a vigilia (Chong et al., 2022). Portanto, altera¢des na arquitetura do sono e

disturbios do sono podem levar a uma disfung¢do do SG e redugdo da eliminagao de residuos
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metabolicos do tecido nervoso que resulta em agregacdo de proteinas e aumento do risco de
doengas neuroldgicas, como doenga de Alzheimer (DA), doenga de Parkinson, acidente
vascular cerebral e hidrocefalia de pressao normal idiopatica (Yan ef al., 2021). A disfungao
da via glinfatica também ¢ evidente em modelos animais de diabetes, depressao, enxaqueca
com aura, esclerose multipla e uso cronico de dlcool (Hablitz e Nedergaard, 2021).

Diferencas importantes entre os individuos no influxo de LCR sdo observadas em
humanos sauddveis o que levou a especulacdo de que uma caracteristica de baixo fluxo
glinfatico pode contribuir para o risco individual de desenvolver doencas neurodegenerativas
esporadicas (Ringstad et al., 2017). Por outro lado, o fluxo glinfatico e as taxas de depuragao
estdo aumentados em roedores apds exercicio fisico (von Holstein-Rathlou et al., 2018),
ingestao de 4cidos graxos poliinsaturados ®3 (Ren et al., 2017), ingestdo de baixas doses de
alcool (Lundgaard et al., 2018) e mudancas na postura corporal (Lee H et al, 2015),
possibilitando vérias intervengdes potenciais que podem ser implementadas facilmente.

Chong et al, (2022) em sua revisdo analisou seis estudos que correlacionavam
sindrome de Down, distrofia muscular de Duchenne, epilepsia mioclonica juvenil, sindrome
de Smith-Magenis e criangas com TEA e quais eram os distirbios do sono nessas populacdes
Nestes estudos varios metabolitos e componentes do LCR foram medidos, sendo quatro deles
associados a perturbacdes do sono. Em quatro desses estudos observou-se os niveis de A e
Tau estavam elevados, que os niveis de orexina estava diminuido, presenca de autoanticorpos
do receptor de glutamato e niveis mais baixos de levodopa (L-DOPA). De modo geral,
observou-se que as criangas com TEA e as que apresentam os transtornos do sono tém o
comportamento e o funcionamento diario afetados de forma negativa (Bishir ez al., 2020).

O que ainda ndo esta totalmente esclarecidos sdo os mecanismos e fatores que
possam responder, etiologicamente, a essa condi¢do. Ainda, uma pergunta central seria: existe
uma relacdo entre o SG e o TEA que tem como uma das principais comorbidades os
transtornos do sono? Até a presente data ndo foram descritos estudos pré-clinicos
correlacionando o sistema glinfatico e o TEA. Nesse sentido, o presente trabalho avaliou o SG
do modelo animal de TEA induzido por VPA, bem como investigou os possiveis efeitos do

farmaco ARIP nesta via.



41

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a relagdo entre o0 SG e o TEA em um modelo animal de TEA induzido por

acido valproico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o ganho de peso nos dias pds-natais (DPN) 9, 17 e 25, monitorar a abertura
dos olhos entre os DPN 12 e 16, realizar o teste de busca pelo ninho no DPN 10 e o
teste de geotaxia negativa no DPN 15, como indicadores de desenvolvimento e
crescimento em um modelo animal de TEA induzido por VPA;

Verificar possiveis alteragdes no SG no modelo animal de TEA induzido por VPA;
Avaliar pardmetros de estresse oxidativo em um modelo animal de TEA induzido por

VPA e tratado com ARIP.
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3. METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Este estudo foi realizado dentro das diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) para pesquisas utilizando animais. O
projeto passou pela avaliacio e aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) com o protocolo niimero 91/2023
(ANEXO A).

Para o experimento, foram utilizados ratos Wistar (Rattus Norvegicus) machos
expostos no periodo pré-natal ao VPA. Todos os cuidados foram adotados para evitar ou
minimizar o sofrimento dos animais durante os experimentos. Os animais eram procedentes
do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e, apds o nascimento
foram acondicionados com as maes até o desmame no DPN 21. Apds isso, os animais foram
acondicionados em caixas com 4 animais cada, sob ciclo de claro e escuro de 12 horas (06:00
as 18:00h), com livre acesso a comida e agua. O ambiente foi mantido a temperatura
constante e didria de 23+1°C. O material (maravalha) que forra as caixas dos animais foi
trocado a cada 2 dias e a sala, onde os animais foram acondicionados no biotério, apresenta o

sistema de exaustor, de modo a manté-los com o méximo de conforto possivel.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Fase experimental 1

Inicialmente, foi induzido o periodo fértil de 25 ratas, quando parte da maravalha da
caixa contendo machos foi adicionada a caixa das fémeas no fim do ciclo claro. Nos 7 dias
seguintes, foi coletado a secrecdo vaginal das ratas para verificar em qual periodo do ciclo
fértil elas se encontravam. A secrecdo foi coletada com pipeta automatica, sendo que foi feito
um lavado com 80 uL de salina 0,9% estéril com pH 7,4 (SAL) no orificio da vaginal da rata e
avaliado em microscopio (40x) para averiguar o padrido de células encontradas. Quando

encontrado o padrdo de células que correspondessem a fase Estro, a rata era acasalada com
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um rato em uma caixa isolada e na manha seguinte ao acasalamento era realizado um outro
lavado vaginal com SAL para verificar a presencga de espermatozoide.

Quando encontrado espermatozoides, o dia era considerado o dia gestacional (DG)
0,5 e a rata era agrupada com outras ratas gravidas, denominadas matrizes. Para a inducdo do
modelo de TEA, no DG 12,5 as 25 matrizes foram separadas em dois grupos, um com 12 e
outro com 13 ratas. O grupo com 12 fémeas recebeu uma dose de 600mg/Kg de VPA (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) dissolvido em SAL via injecdo intraperitoneal (i.p.), com o objetivo
de induzir o modelo animal de TEA (grupo VPA-expostos). O outro grupo, com 13 ratas,
recebeu apenas SAL (grupo SAL-expostos) no mesmo protocolo. A partir da injegdo, as
fémeas ndo foram manuseadas até o DG 18, quando foram isoladas uma por caixa para
poderem iniciar com comportamento de ninho livremente.

O protocolo de acasalamento, com 25 ratas e 25 ratos utilizados como matriz, deu
origem a 28 filhotes machos VPA-expostos ¢ 33 machos SAL-expostos, sendo utilizados para
este estudo um total de 111 animais. O modelo animal prevé a utilizacdo somente de machos,
uma vez que as fémeas ndo reproduzem bem o comportamento tipo autista (Anshu, et al.,
2017). As fémeas matrizes e as fémeas da prole foram eutanasiadas apos o desmame, devido a
exposi¢do ao VPA ou a SAL. Isto foi feito o mais rapido possivel para minimizar danos ao
experimento e sofrimento aos animais. Os animais adultos machos utilizados no acasalamento
foram devolvidos ao biotério, pois ndo foram expostos a nenhuma droga ou protocolo
experimental.

Apds o nascimento, todos os animais foram expostos aos testes de
neurodesenvolvimento e crescimento. O acompanhamento do ganho de peso ocorreu nos
DPN 9, 17 e 25 (e nos dias em que ocorreu o tratamento no Protocolo 2), os animais foram
submetidos ao teste de busca pelo ninho no DPN 10, o registro do abrir dos olhos ocorreu
entre os DPN 12 e 16 e a geotaxina negativa foi realizada no DPN 15. Ap6s o desmame, no
DPN 21, os animais foram acondicionados em gaiolas com 4 animais cada e¢ foram
direcionadas para o Protocolo 1 ou Protocolo 2. A metodologia aplicada para a realizagdo da

fase experiemental 1, esta ilustrada na figura 1.
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Figura 1 — Inducao do ciclo e desenvolvimento. Fonte: figura elaborada pelo autor.

3.2.2 Fase experimental 2

Os primeiros filhotes a nascerem dos grupos VPA-expostos e SAL-expostos, foram
direcionados ao Protocolo 1 e apos a finalizagdo deste, os demais animais foram submetidos

ao Protocolo 2.

3.2.2.1 Protocolo 1: Avaliagdo temporal da disfuncao do sistema glinfatico no modelo de TEA

O Protocolo 1 avaliou o tempo de disfungao do SG. Desse modo, os animais expostos a
SAL (n=19) ou ao VPA (n=20), com 30 dias de idade foram submetidos ao protocolo de
avaliagdo do SG. Para isto, os animais foram devidamente anestesiados com uma mistura de
cetamina e xilazina e em seguida, o rato foi posicionado no aparato estereotéxico e fixado a
cabeca com o nariz ligeiramente apontado para baixo. Foi realizado a assepsia da regido e
entdo a cisterna magna foi identificada e uma canula acoplada a seringa Hamilton foi inserida
na perpendicular a dura-mater para realizar a inje¢do de 25uL de Evans Blue (EBA) 100mg
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) adicionados a 100 mg de albumina de rato (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) diluida em 10 mL de LCR artificial para produzir uma solucdo a 1% de EBA
(Ramos et al., 2019; Wolf et al., 2019). Os animais foram devolvidos ao biotério ¢ foram
mantidos com aquecimento e analgesia com dipirona.

Apds esse procedimento, os animais VPA-expostos e SAL-expostos foram subdivididos
em 4 grupos, correspondendo aos tempos que seriam eutanasiados, ou seja, 4h, 24h, 3 dias e 7
dias. A morte de 2 animais por grupo fora estimada devido a invasividade do procedimento.

Na Tabela 1 esté representado os grupos experimentais do Protocolo 1.
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Tabela 1: Grupos experimentais do Protocolo 1.

GRUPO MODELO TEMITO N
EUTANASIA
1 SAL 4 horas 5
2 VPA 4 horas 5
3 SAL 24 horas 5
4 VPA 24 horas 5
5 SAL 3 dias 5
6 VPA 3 dias 5
7 SAL 7 dias 4
8 VPA 7 dias 5

N= nimero amostral; SAL = solucdo salina 0,9% estéril e com pH 7,4; VPA = acido valrpoico. Fonte: figura

elaborada pelo autor.

As 4 horas, 24 horas, 3 dias e 7 dias apds a injegdo da solu¢io de EBA na cisterna
magna, os ratos foram novamente anestesiados e entdo foi coletado sangue da artéria femoral,
o qual foi centrifugado para isolar apneas o soro. Apos, foi realizado a eutanasia por
guilhotina e entdo o encéfalo total foi retirado e acondicionados em tubo falcon com 3 mL de
formamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para permitir que o EBA se difundisse do tecido
cerebral para a solugdo na qual permaneceu 72h. As concentragdes de EBA foram medidas
nas amostras de formamida usando espectrofotometria (620 nm) contra uma curva padrao
gerada com solugdes de concentragdo de EBA conhecida em LCR artificial ou formamida

(Wolf et al., 2019). A figura 2 mostra a linha do tempo do Protocolo 1.
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Figura 2 — Desenho experimental Protocolo 1. EBA=Evans Blue, SAL = solugio salina 0,9% estéril

e com pH 7,4; VPA = acido valrpdico. Fonte: figura elaborada pelo autor.

3.2.2.1 Protocolo 2: Avaliacdo de parametros de estresse oxidativo no modelo de TEA

associado ao tratamento com ARIP.
O Protocolo 2 avaliou os parametros de estresse oxidativo no modelo de TEA

associado ao tratamento com ARIP. Desse modo, animais expostos a SAL (n=14) ou ao VPA

(n=8), com 30 dias de idade, foram subdivididos entre os grupos mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Grupos experimentais Protocolo 1.

GRUPO MODELO TRATATAMENTO N
A SAL SAL 6
B VPA SAL 5
C SAL ARIP 8
D VPA ARIP 3

n= namero amostral; SAL = solu¢do salina 0,9% estéril ¢ com pH 7,4; VPA = acido valrpdico; ARIP =

aripiprazol. Fonte: figura elaborada pelo autor.
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O tratamento com ARIP ou SAL, foi administrado via i.p., 10mg/Kg, uma vez ao dia,
por 10 dias, do 30° ao 39° DPN. No DPN 40, apods o ultimo dia de tratamento, os animais
foram eutanasiados por guilhotina e a amigdala e o cerebelo foram dissecados para
verificagdo de pardmetros de estresse oxidativo, como a oxidagdo de diclorofluoresceina
(DCF), o contetido de sulfidrilas (SH), atividade das enzimas SOD e CAT. A figura 3 mostra o

delineamento experimental do Protocolo 2.

Grupos:
Expostos ao Expostos ao
SAL VPA 7
SAL 0,9% SAL 0,9%
ARIP 10 mg/Kg ARIP 10 mg/Kg 7
1x ao dia -
. . 2ai Anélises
Via intraperitoneal Eutanasia R
. (amigadala e cerebelo) bioquimicas
DPN 30 DPN 39 DPN 40 >

Figura 3 — Desenho experimental Protocolo 2. Fonte: figura elaborada pelo autor.

3.3 PARAMETROS DE DESENVOLVIMENTO

Em ambos os protocolos o neurodesenvolvimento e o desenvolvimento fisico dos
animais foram avaliados por parametros como pesagem, abrir dos olhos, busca pelo ninho, e

geotaxia negativa.

3.3.1 Avaliacio do ganho de peso

Antes do desmame, no 9° e 17° DPN, foi verificado o peso dos animais. Para a
realizacdo desse parametro, a matriz foi retirada da caixa dos animais ainda filhotes e foi
colocada em uma caixa limpa. Antes da pesagem, um recipiente de pesagem foi preparado
com uma pequena quantidade de maravalha do ninho. A pesagem foi realizada com uma
ninhada de cada vez, dividindo o peso pela quantidade de filhotes de cada ninhada. Apods o
desmame no 21° DPN, os animais foram pesados de forma individual no DPN 25. No
Protocolo 2, ainda foi realizado a pesagem individual durante o periodo de tratamento, do

DPN 30 ao DPN 39. Apos cada procedimento, todos os animais foram recolocados na caixa
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original e devolvidos ao biotério. O recipiente de pesagem foi higienizado com alcool 70%,
seguido de alcool 10%, assim como a luva do pesquisador foi trocada nas pesagens realizadas
antes do desmame para ndo haver risco de transferir odor de uma ninhada para outra e a

matriz abandonar ou matar os filhotes.

3.3.2 Teste da busca pelo ninho

Este teste mede o comportamento de busca de ninho mediado por pistas olfativas
presentes na cama da gaiola doméstica (Gregory e Pfaff, 1971). O aparato consistia em uma
caixa de alojamento padrdo limpa (30 x 20 x 13 cm) com uma linha desenhada no centro e
com dois estimulos olfativos colocados em extremidades opostas da caixa: um era a
maravalha com o odor do ninho, o outro era maravalha estéril , com odor neutro. No DPN 10,
os filhotes foram colocados individualmente no centro da gaiola, na linha do meio, com a
cabeca voltada para o pesquisador. A partir de entdo foi cronometrado a laténcia, o tempo que
o animal precisa para tomar uma atitude em escolher uma das maravalhas, e o tempo para

atingir a maravalha escolhida.

3.3.3. Abrir dos olhos

Durante o intervalo entre o DPN 12 e DPN 16, foi observado o abrir dos olhos dos
animais, uma vez ao dia, pela manha. Esse pardmetro permite verificar o
neurodesenvolvimento dos animais. Animais tipicos, tendem a ter seus olhos abertos no DPN
14 e os animais com algum atraso na maturacdo do SNC tendem a levar mais dias para a
abertura ocular total (Ba, 2012). As caixas que tinham todos os animais com os olhos
fechados eram consideradas como score 0. J4 as caixas que continham alguns ou todos

animais com os olhos abertos eram consideradas score 0,5 e 1, respectivamente.

3.3.4 Geotaxia negativa
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A geotaxia negativa ¢ uma resposta vestibular automatica para detectar estimulos
geogravitacionais ¢ medir a competéncia sensorio-motora em filhotes. Durante o experimento,
usamos uma plataforma com 45 graus. A prole VPA-exposta e a SAL-exposota foram testados
no experimento de geotaxia negativa no DPN 15. Neste teste, os filhotes de ratos foram
posicionados em um plano inclinado de 45°, com a cabega direcionada para baixo € o tempo
médio para girar 180° foi registrado. Os animais que ndo apresentaram reflexo na primeira
tentativa foram testados mais duas vezes. A ocorréncia de reflexo na primeira, segunda ou

terceira tentativa, foram registrados (Alberts ef al, 2004).

3.4. PARAMETROS OXIDATIVOS

Para as andlises bioquimicas, as estruturas encefalicas foram removidas, isoladas e
armazenadas a -80 °C. Todas as mensura¢des dos parametros de estresse oxidativo foram
normalizadas pelo conteudo de proteinas, que foram determinadas pelo método adaptado
inicialmente descrito por (Lowry et al., 1951), baseado na reacdo de Folin-Ciocalteu. A leitura
das mensuragdes de proteinas foi realizada em leitor de microplacas por absorbancia,

expressas como mg de proteina.

3.4.1 Oxidag¢ao de DCFH-DA

A producdo de espécies reativas em cérebros submetidos a exposi¢do ao VPA pré-natal
e ao ARIP pods-natal, foi determinada de acordo com o método de LeBel et al. (1992),
utilizando-se o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCF-DA). As aliquotas de amostras (80
ug de proteina) previamente homogeneizadas, foram adicionadas diacetato do DCF, a qual ¢
permedavel a membrana celular, sendo as aliquotas incubadas durante 30 minutos a 37 °C. No
meio intracelular, esterases se 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’-diclofluoresceina (DCF). A fluorescéncia foi medida usando

comprimentos de onda de 480 (excitagdo) e 535 nm (emissdo). A curva de calibragdo foi
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realizada utilizando-se DCF padrdo (0-10 uM) e os resultados foram expressos como pmol de

DCF.mg de proteina-l.

3.4.2 Conteudo de SH totais

Este método determina quantidade de SH ndo oxidadas, que estdo presentes nos
aminodcidos. Este parametro foi realizado de acordo com o método de Aksenov e Markesbery
(2001). A oxidacao dos tiois livres da amostra levou a formacao de pontes dissulfeto; o acido
ditionitrobenzoico (DTNB), reagente de cor, foi reduzido pelos tidis ndo oxidados, gerando
um derivado amarelo (TNB), lido a 412 nm em espectrofotometro. Com isso, o método

determina os tiois totais (TT) da amostra.

3.4.3 Atividade de SOD

Inicialmente foram realizadas leituras da auto-oxidagdo da adrenalina. Foram
adicionados a amostra CAT 10 mM, tampao glicina 50 mM e adrenalina 60 mM, e ao branco
foi adicionada adrenalina 60 mM. A atividade da SOD foi determinada pela inibi¢do da auto-
oxidagdo da adrenalina medida espectrofotometricamente a 480 nm a temperatura ambiente. A

atividade da enzima foi expressa em U/mg de proteina.

3.4.4 Atividade da CAT

As amostras foram suspensas em tampao PBS e uma aliquota desta suspensdao foi
diluida em tampao CAT. Apos a centrifugacdo da solucdo resultante, o meio reacional foi
preparado com a adi¢do de H>O:2 8,8 M e tampao CAT. O branco foi preparado sem a adi¢ao
de H2O:> e a atividade da CAT foi determinada medindo a taxa de decaimento da absorbancia
do H202 em 240 nm a temperatura ambiente nos tempos 0, 30, 60 e 90 segundos. A atividade

da CAT foi expressa em U/mg de proteina.
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3.4.5 Avaliacao do sistema glinfatico

Foram coletadas, em horarios especificos, amostras de sangue por meio da artéria
femoral e os encéfalos foram retirados e colocados em 3mL de formamida (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) para permitir a difusdo do EB no tecido cerebral. As amostras de sangue
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2000 % g para isolar o soro. As concentragdes
de EBA foram medidas em amostras de soro e formamida (onde os encéfalos permaneceram
por 72 horas), usando espectrofotometria (620 nm) contra uma curva padrao gerada com
solucdes de concentracdo de EBA conhecida ou formamida (Ramos et al. 2019; Wolf et al,,

2019).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos dados, foram empregados o teste de Shapiro-Wilk para analisar a
normalidade e o teste de Levene para a homogeneidade. Se os dados apresentaram
distribuicao normal foram utilizados testes paramétricos; se os dados ndo cumpriram estas
condi¢des, foram utilizados os testes ndo paramétricos. Para as analises do teste de busca pelo
ninho, abrir dos olhos e geotaxia negativa, foi utilizado teste T. Ja para o peso e bioquimica,
foi empregado ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc de Tukey. Os dados foram
apresentados como média £ DPM. Os valores foram considerados significativos quando o
valor de p < 0,05, com simbolo de asterisco (*) quando houve diferenca entres os grupos,
guiados por colchetes. Todas as analises foram executadas utilizando o programa GraphPad

Prism versao 9.0.0.
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4.RESULTADOS

4.1 PARAMETROS DE NEURODESENVOLVIMENTO

4.1.1 Peso corporal

Os animais foram avaliados quanto ao ganho de peso antes de receberem o
tratamento (DPN 9, 17 e 25) e durante os 10 dias de tratamento (DPN 30 ao 39). A figura 4
apresenta o ganho de peso nos dias experimentais 9, 17 e 25. Tanto o grupo tratado com SAL

(CT) quanto os expostos ao VPA tiveram ganho de peso normal, sem diferencas estatisticas.
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Figura 4 - Peso corporal das ninhadas antes do tratamento com aripiprazol (ARIP)

entre os grupos salina (CT) e os expostos ao acido valproico. Dados expressos como média +
desvio padrdo da média (DPM). Os resultados foram avaliados com a ANOVA de uma via, seguido do post-hoc
de Tukey, (n = 6-8 caixas/grupo). *p < 0,05 quando comparado ao grupo CT. Fonte: figura elaborada pelo autor.

4.1.2 Abrir dos olhos

Entre os DPN 11 e 16 foi registardo o dia de abertura dos olhos nos animais CT e os
expostos ao VPA (figura 5). O grupo VPA apresentou um atraso significativo em relacdo ao

grupo CT (p <0,05).
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Figura S - Avaliacdo do abrir dos olhos antes do tratamento com aripiprazol (ARIP)

entre os grupos salina (CT) e os expostos ao acido valproico (VPA). Dados expressos como
média £ desvio padrio da média (DPM). As andlises estatisticas foram realizadas através do teste T, (n = 4-8
caixas/grupo). *p < 0,05 quando comparado ao grupo CT. Fonte: figura elaborada pelo autor.

4.1.3. Busca pelo ninho

No DPN 10 foi realizado o teste da busca pelo ninho. A figura 6A representa o tempo
de laténcia e a figura 6B o tempo de chegada ao ninho, em segundos, durante o teste
comportamental. As andlises estatisticas, revelaram uma diferenca significativa entre o grupo
CT e o grupo VPA nas duas situagdes. O grupo VPA precisou de mais tempo para tomar uma
atitude entre as maravalhas (figura 6A), assim como apresentou um atraso em chegar na

maravalha do ninho (figura 6B) (p < 0,0001 e p < 0,01, respectivamente).
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Figura 6 - Teste da busca pelo ninho antes do tratamento com aripiprazol (ARIP) entre

os grupos salina (CT) e os expostos ao acido valproico (VPA). Registro da laténcia, em segundos
(s), para tomar uma atitude entre as maravalhas (A). O tempo de chegada no ninho, em segundos (s), (B). Os
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dados sdo expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). As analises estatisticas foram realizadas
através do teste T (n = 34-39 animais/grupo). **p < 0,01 ¢ ****p < 0,0001 quando comparado com grupo CT.
Fonte: figura elaborada pelo autor.

4.1.4. Geotaxia negativa

No DPN 15 foi realizado o teste da geotaxia negativa. A figura 7 mostra que o grupo
exposto ao VPA precisou de um tempo significativamente maior (p < 0,05) para girar 180° no
seu proprio eixo corporal sobre a plataforma para ficar com a cabeca voltada para cima,

quando comparado com o grupo CT.
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Figura 7 - Teste de geotaxia negativa ninho antes do tratamento com aripiprazol (ARIP)

entre os grupos salina (CT) e os expostos ao acido valproico (VPA). O tempo foi medido em
segundos Os dados sdo expressos como média = desvio padrao da média (DPM). As analises estatisticas foram
realizadas através do teste T, (n = 34-39 animais/grupo). *p < 0,05 quando comparado com grupo CT. Fonte:
figura elaborada pelo autor.

4.2. AVALIACAO DO SISTEMA GLINFATICO

4.2.1 Quantificacdo de EBA no soro e no cérebro de ratos

A figura 8 revela a quantificagdo de EBA no encéfalo (figura 8A) e soro (figura 8B)
dos animais tratados pre-natalmente com SAL ou VPA e pos-natalmente com SAL ou ARIP.
As concentragdes foram medidas 4 horas, 24 horas, 3 dias e 7 dias ap6s a injecdo de EBA.
Conforme visualizado na figura 8A, os niveis de EBA em 4h (p < 0,01), 24h (p < 0,001) e 3

dias (p < 0,05) apds a administracdo de EBA foram significativamente maiores no grupo
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VPA. A figura 8B evidencia a dosagem da concentracdo do EBA no soro dos animais. As

medidas das 4 horas, 24 horas e 7 dias (p < 0,05) foram significativamente maiores no grupo

CT.
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Figura 8 - Quantificacio de EBA no soro e no encéfalo dos grupos salina (CT) e exposto

ao acido valproico (VPA) dosados em 4h, 24h, 3 e 7 dias apds a injecdo. Os dados sio
expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). As analises estatisticas foram realizadas através do

teste T, (n=4-5 animais/grupo). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < quando comparado ao grupo CT de cada tempo
correspondente, guiado pelo colchete. Fonte: figura elaborada pelo autor.

A figura 9 mostra a distribuicdo macroscopica do EBA nos encéfalos dos animas do
grupo CT e do VPA 4 horas, 24 horas, 3 dias e 7 dias apos a eutandsia, evidenciando

grosseiramente a presenca do EBA mais intenso no grupo VPA.
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Figura - 9 Distribuicao macroscopica de EBA nos encéfalos dos grupos grupos salina
(CT) e exposto ao acido valproico (VPA) eutanasiados apos 4 horas, 24 horas, 3 dias e 7

dias apds a injecao. Fotos representativas de cada um dos tempos/tratamentos. Fonte: figura elaborada pelo
autor.

5.2 EFEITOS DO TRATAMENTO DO ARIPIPRAZOL

Conforme resultados da quantificagdo e visualizacdo de EBA no Protocolo 1, foi
realizado o Protocolo 2, com eutandsia 24 horas apds a Utima administragdo de ARIP.
Relembrando,no Protocolo 2 haviam 4 grupos experimentais: 1) animais tratados pré e pos-
natal apenas com SAL (SAL+SAL); B) animais tratados com VPA no pré-natal e salina no
poés-natal (VPA+SAL); 3) animais tratados com salina no pré-natal e ARIP no pods-natal
(SAL+ARIP) e 4) animais tratados com VPA no pré-natal ¢ ARIP no pos-natal (VPA+ARIP).
Os animais receberam SAL ou ARIP 1 vez ao dia, via i.p., do DPN 30 ao DPN 39. No dia

seguinte (DPN 40), 24 horas apds a ultima injecdo de ARIP, os animais foram eutanasiados e
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o encéfalo dissecado para isolar amigdala e cerebelo para as andlises bioquimicas. Se
houvessem mais animais, parte deles receberiam EBA na cisterna magna e 4h depois seria
feita a eutanasia, para analise do SG. No entanto, houve uma contaminagdo fungica na ragao
da coorte de animais destinados a andlise do SG. Neste sentido, estdo apresentados aqui,
somente os dados da coorte de animais que foi tratada e eutanasiada para as analises
bioquimicas. Uma nova coorte de animais foi solicitada para as analises do SG serem

realizadas em momento subsequente.

5.2.1 Peso corporal

Na figura 10 esta representado o grafico do ganho de peso do animais que comporam
os quatro grupos do protocolo 2. Avaliou-se o ganho de peso durante o tratamento com ARIP,
do DPN 30 ao DPN 39. Os grupos SAL+SAL, VPA+SAL e o SAL+ARIP tiveram ganho de
peso sem diferencas estatisticas entre eles. Porém o grupo exposto ao VPA e tratado com
ARIP (VPA+ARIP) a partir do DPN 34 apresentou uma perda significativa de peso em
relacdo aos grupos SAL+SAL e SAL+ARIP (p <0,05).
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Figura 10 - Peso corporal dos animais durante o tratamento de animais expostos ao
acido valproico (VPA) no periodo pré-natal e tratados com aripiprazol (ARIP) entre o

DPN 30 e o DPN 39. Grupo SAL+SAL representado em azul, VPA+SAL em rosa, SAL+ARIP em roxo e
VPA+RISP em verde. Dados expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). Os resultados foram
avaliados com a ANOVA de uma via, seguido do post-hoc de Tukey, (n=3-8 animais/grupo). *p < 0,05. Fonte:
figura elaborada pelo autor.
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5.2.2 Parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo foram avaliados na
amigdala e no cerebelo. Para tanto, foram realizadas técnicas que mensuram o conteudo de
SH e oxidagd de DCF, bem como a atividade das enzimas CAT ¢ SOD.

Com relagdo a regido da amigdala, os parametros de dano oxidativo foram verificados
pela quantificacdo da oxidagdo de DCFH-DA (figura 11A) e conteudos de SH (figura 11B).
Houve um aumento significativo no grupo VPA+SAL (p < 0,05), quando comparado ao grupo
SAL+SAL (figura 11A). Quando comparados os grupos VPA+SAL e VPA+ARIP, observa-se
uma tendéncia da diminui¢do deste parametro no grupo VPA+ARIP (p = 0,08). Com relagao
ao contetdo de SH, houve uma diminuicdo significativa no grupo VPA+SAL quando
comparado com os grupos SAL+SAL (p <0,05) e com o grupo VPA+ARIP (p < 0,05) (figura
11B). Quanto as atividades das enzimas antioxidantes SOD (figura 11C) e CAT (figura 11D),

ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas.
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Figura 11 - Efeito do tratamento pés-natal com aripiprazol (ARIP) sobre parimetros
estresse oxidativo na regido da amigadala cerebral de animais submetidos ao modelo

animal de TEA induzido por acido valpréico (VPA). (A) Oxidagdo de diclorofluoresceina (DCFH-
DA), (B) Conteudo de sulfidrilas (SH), (C) Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) e (D) Atividade da
enzima catalase (CAT). Dados expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). As andlises estatisticas
foram realizadas através de ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de Tukey, (n=3-8 animais/grupo).
*p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL+SAL. Fonte: figura elaborada pelo autor.
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Com relagdo a regido cerebelar foi observado um aumento significativo na oxidacao
de DCFH-DA (Figura 12A) no grupo VPA+SAL quando comparado ao grupo SAL+SAL (p <
0,05). Curiosamente, no grupo SAL+ARIP foi verificado a presenga de uma tendéncia ao
aumento (p = 0,06), quando comp: do ao grupo SAL+SAL. Além disso, o grupo VPA+ARIP
apresentou uma reducdo significativa neste pardmetro quando comparado ao grupo
SAL+ARIP (p < 0,05) e ao grupo VPA+SAL (p < 0,01). Em relagdo a quantificacdo do
conteudo de SH (Figura 12B), ndo houve diferenga estatistica entre os grupos estudados.
Quanto a atividade da enzima SOD (Figura 12C), foi evidenciada sua redug¢ao significativa no
grupo VPA+SAL quando comparado com o grupo SAL+SAL (p < 0,05). O grupo VPA+SAL
também apresentou uma diminuicdo significativa do parametro em relagdo ao grupo
VPA+ARIP (p < 0,01). Além disso, o grupo VPA+ARIP apresentou um aumento significativo
da atividade da SOD quando comparado com o SAL+ARIP (p < 0,05). Por fim, com relagao a
atividade da enzima CAT (figura 12D), houve uma diminuicdo significativa no grupo

VPA+SAL em relagdo ao grupo SAL+SAL (p < 0,05).
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Figura 12 - Efeito do tratamento pos-natal com aripiprazol (ARIP) sobre parimetros
estresse oxidativo na regido do cerebelo de animais submetidos ao modelo animal de

TEA induzido por acido valpréico (VPA). (A) Oxidagio de diclorofluoresceina (DCFH-DA), (B)
Contetdo de sulfidrilas (SH), (C) Atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD) e (D) Atividade da enzima
catalase (CAT). Dados expressos como média = desvio padrao da média (DPM). As andlises estatisticas foram
realizadas através de ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de Tukey, (n=3-8 animais/grupo). *p <
0,05 ¢ **p < 0,01 quando comparado ao grupo SAL+SAL. Fonte: figura elaborada pelo autor.
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6. DISCUSSAO

O TEA ¢ um transtorno do neurodesenvolvimento caracterizado por déficits na
comunicagao social e pela presenga de comportamentos restritos e repetitivos (Zahedi et al.,
2023). Embora o TEA possa impactar diferentes aspectos da vida de uma pessoa, sua
apresentacdo varia muito de um individuo para outro (Rajabi ef al.,2024). O TEA ndo ¢ uma
condig¢do rara, sua prevaléncia tem aumentado ao longo dos anos e afeta pessoas de todas as
origens raciais, étnicas e socioecondmicas (Shen et al.,2023). A prevaléncia atual na
populagdo global ¢ estimada em 1-2% (Zeidan ef al.,2022). Acredita-se que as causas do TEA
sejam multifatoriais, envolvendo desde a interagdo de fatores genéticos a ambientais
(Ostrowski et al.,2024). Nos ultimos anos, a inflamagdo e o estresse oxidativo foram
amplamente associados a neurobiologia do TEA (Usui et al., 2023). A andlise do tecido
cerebral post-mortem do giro cingular anterior, cerebelo e regides frontais médias do cérebro
de individuos com TEA, variando de 5 a 44 anos, mostrou sinais de inflamagao caracterizados
pelos niveis aumentados das citocinas inflamatorias IL-1p, IL-6, interferon gama e TNF-a
(Rose e Ashwood., 2014).

Observa-se também, diferengas neuroanatomicas nos cérebros de individuos com TEA
em seus primeiros anos de vida, como crescimento excessivo do volume cerebral, espessura
cortical e aumento do volume dos PVS, também chamados de espagos de Virchow-Robin
(Sotgiu et al., 2023). O LCR circula pelo tecido cerebral por meio de uma rede recentemente
descoberta de PVS, agora conhecido como SG, fornecendo fatores de crescimento e
removendo solutos neuroinflamatdrios para manter a homeostase neural (Garic et al., 2023).

Apesar da intensificagdo nas pesquisas a nivel mundial, o tratamento do TEA inclui
uma variedade de abordagens psicoterapéuticas e o tratamento farmacoldgico, até o momento,
nao ¢ direcionado aos principais sintomas do TEA, mas sim a transtornos comorbidos e
comportamentos problematicos (Tonge et al., 2014; Persico et al.,2019). Neste contexto, o
presente estudo se propds a avaliar o funcionamento do SG em um modelo animal de TEA
induzido por VPA no primeiro protocolo, bem como avaliar os resultados do tratamento com
o antipsicotico ARIP no encéfalo através de parametros de estresse oxidativo no segundo
protocolo.

Neste estudo, o0 modelo animal de TEA usado foi o induzido por VPA, visto que este

modelo proposto por Rodier et al. (1996) ¢ um dos modelos animais de TEA mais
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frequentemente estudados (Chomiak et al.,2013). O VPA ¢ um acido graxo de cadeia curta
amplamente usado como um medicamento antiepiléptico e estabilizador de humor (Li et
al.,2021). Neste modelo animal o VPA atua modulando a neurotransmissdo e regulando a
expressdo génica por meio da remodelacdo da cromatina (epigenética) pela inibicdo da
atividade da histona desacetilase (HDAC) (Nicolini ¢ Fahnestock, 2018). O VPA inibe a
HDAC diretamente, causando hiperacetilacao transitoria no cérebro, inibindo a transcrigao,
aumentando as células apoptoticas e diminuindo a proliferacao celular em areas especificas do
cérebro (Nicolini et al., 2018).

O rato exposto ao VPA mostra uma diminui¢do na densidade de espinhos dendriticos
no cortex pré-frontal, mas uma elevagdo no niimero de espinhos do hipocampo ventral
(Chaliha et al., 2020). Outros mecanismos de a¢do do VPA incluem a potencializacdo da
sinalizagdo do GABA pela inibicdo de enzimas envolvidas na degradacao do GABA, as
transaminases do GABA, enquanto promove a enzima de sintese do GABA, a descarboxilase
do 4cido glutdmico, a ativagdo da via P-catenina-Ras-ERK-p21 e a inibi¢do indireta da
GSK-3B (Nicolini e Fahnestock, 2018). Conforme revisado por Dufour-Rainfrayetal et al.,
(2010) este modelo exibe muitas das caracteristicas estruturais € comportamentais que podem
ser observadas em pacientes com TEA, por exemplo, ratos expostos ao VPA in utero podem
exibir malformacdes em orelha que foram comparadas a anormalidades semelhantes, como a
rotacdo posterior da orelha externa, observadas em alguns pacientes autistas. Além disso,
Chomiak ef al. (2013) em sua pesquisa mostrou que a exposi¢do pré-natal ao VPA pode levar
a anormalidades comportamentais que sdo semelhantes as observadas em individuos autistas,
incluindo diminui¢do das interagdes sociais e sensibilidade a dor, aumento da sensibilidade a
estimulos ndo dolorosos, atividade repetitiva/estereotipada, aumento da ansiedade, memorias
de medo anormalmente altas e duradouras que sdo generalizadas e mais dificeis de extinguir,
e por fim, mudangas em tipos especificos de vocalizacdes ultrassonicas de filhotes. Este
modelo tem obtido apoio de pesquisa, demonstrando tanto a validade de construto quanto a
validade de face como um modelo animal (Mabunga et al.,2015; Zarate-Lopez et al., 2024).

No presente estudo, os parametros de neurodesenvolvimento dos animais foram
avaliados pela analise da peso, abrir dos olhos, busca pelo ninho e geotaxia negativa. Apos a
inducdo do modelo TEA e o nascimento da prole, os animais dos grupos CT e VPA expostos,

foram pesados no 9° e 17° dias e ap6s o desmame, no 25° dia, com o intuito de avaliar o
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desenvolvimento fisico geral e a consequéncia da exposi¢do ao VPA. Nos dois primeiros dias
a pesagem foi realizada por ninhada e a partir do 25° DPN, foi realizada de forma individual.
Conforme constatado, nos dois primeiros dias ambos os grupos obtiveram um ganho de peso
similar e no 25° DPN o grupo VPA teve uma perda de peso em comparagdo ao grupo CT,
porém sem diferenca estatistica entre eles. Isto significa que o VPA ndo causou uma altera¢do
significativa no peso em comparacao ao grupo CT neste periodo do neurodesenvolvimento.
Este resultado estd em concordancia com os estudos de Bambini-Junior ef al. (2011), no qual
os aspectos somaticos observados durante o desenvolvimento dos filhotes, incluindo peso
corporal, desdobramento das orelhas e abertura dos olhos ndo foram diferentes entre os
grupos. Outro estudo avaliou a satde geral durante o desenvolvimento no modelo VPA-rato
de autismo, e ndo observou efeito do tratamento com VPA no ganho de massa corporal na
prole da semana pos-natal 2 até a idade adulta (semana 38) e considerou esta discordancia em
relacdo aos estudos que indicavam uma perda de peso como o de Schneider e Przewlocki
(2005). Os autores explicaram a diferenga entre os dois estudos devido o uso de 600 mg/Kg
de VPA no periodo gestacional, os machos terem sido colocados em niimero de cinco em uma
mesma gaiola, o que poderia ter alterado a hierarquia social, a ansiedade social e os niveis de
exercicio, bem como as cepas diferentes dos animais. Todas estas situacdes poderiam refletir
no peso da prole (Favre et al., 2013). Outro estudo que avaliou as alteragdes do cortex
cerebelar em um modelo de autismo em ratos induzido por VPA indicou que apenas os ratos
no grupo experimental que recebeu uma dose unica de 600 mg/kg de VPA no embriondrio 15
apresentaram um aumento no peso estatisticamente significativo em comparacao com os ratos
do grupo de CT da mesma idade (Alpay e Yucel , 2022). Assim, permanece incerto se as
observagdes de peso corporal em diferentes versdes do modelo VPA estdo diretamente ligadas
a sintomas semelhantes ao autismo ou se esses efeitos sdo independentes do autismo e
especificos para uma cepa ou dosagem (Favre et al., 2013).

O outro teste padrio de avaliagdo do neurodesenvolvimento analisado foi o de
discriminacao olfativa ou teste de busca pelo ninho realizado no 10° DPN. Este teste além de
analisar o neurodesenvolvimento do sistema olfativo e vestibular, também investiga
interagdes sociais € memoria do animal (Haratizadeh et al., 2020). Sabe-se que o olfato tem
sido implicado no desenvolvimento de comportamento social vital (orientagdo, amontoamento

e suc¢ao) em filhotes de rato e, em particular, o aprendizado olfativo precoce dentro do ninho
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parece critico em aspectos de reconhecimento social e pode representar a base de
relacionamentos sociais (Roullet ez al., 2010). Os resultados do presente estudo mostram que
filhotes expostos ao VPA (VPA+SAL) tém o tempo de laténcia para escolha aumentado em
relacdo ao grupo CT com uma diferenga estatistica relevante bem como o tempo de chegada
ao ninho. Estes resultados concordam com o estudo de Schneider e Przewlocki (2005) que
mostrou que a discriminagdo olfativa dos filhotes foi retardada no grupo VPA-exposto e que
também levou mais tempo do que os filhotes do grupo CT para chegar a maravalha do ninho.
Essa laténcia aumentada na busca por ninhos pode estar relacionada a um déficit de
discriminacao olfativa precoce nos animais devido a exposicao ao VPA intrauterino, o que
sugere a interferéncia do VPA no neurodesenvolvimento. Devido ao impacto do sentido
olfativo na comunicagdo social dos roedores, a atenua¢do dos parametros do comportamento
de selegdo de ninhos indica comprometimento social precoce neste modelo animal de autismo
(Haratizadeh et al., 2020). O estudo realizado por Ruhela et al. (2019) também evidenciou
que a exposi¢cdo ao VPA resultou em déficits na discriminagdo olfativa em ratos, sugerindo
dificuldades em reconhecer e responder a estimulos olfativos.

Outro parametro de desenvolvimento avaliado neste estudo foi a abertura dos olhos
que ¢ o parametro mais comumente avaliado do desenvolvimento po6s-natal, por ser, além de
um marco do crescimento corporal, um sinal externo de maturagdo do SNC em vertebrados
(Zaccarelli et al., 2020). Os ratos nascem funcionalmente cegos, suas palpebras abrem durante
a segunda semana de vida pos-natal. Assim, monitora-se o status de abertura dos olhos no
PND 11 a 16 em ratos CT e tratados com VPA. Nossos resultados mostraram que ratos VPA-
expostos apresentaram um atraso significativo na abertura dos olhos em comparagdo com
grupo CT, o que expressa um atraso na maturagdo do SNC. Embora o mecanismo exato de
abertura dos olhos ainda nao tenha sido elucidado, o atraso do neurodesenvolvimento em
filhotes VPA ¢ semelhante a estudos anteriores que fornecem validade de construcao. Da
mesma forma Yang ef al. (2016) em sua pesquisa na qual investiga as semelhancas entre o
modelo animal de TEA induzido por VPA e o modelo PTEN nocaute, incluindo aumento
proporcional do peso do cérebro, identificaram um atraso significativo na abertura ocular dos
animas tratados com VPA no 13° DPN.

Sandhu et al. (2023) avaliou o efeito farmacoldgico da administragdo de Ibudilast, um

inibidor nao seletivo da adenosina monofosfato ciclico 3°,5' (¢cAMP) fosfodiesterase (PDE),
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que apresenta propriedades neuroprotetoras e anti-inflamatorias, no modelo pré-natal de VPA
de TEA em ratos Wistar. O estudo apontou um atraso significativo na abertura dos olhos em
filhotes expostos ao VPA em comparacao com os respectivos filhotes de CT, indicado pela
pontuacdo média de abertura dos olhos no PND 13, 14 ¢ 15 o que corrobora com 0s nossos
resultados. Uma pesquisa recente cujo objetivo era determinar o efeito neuroprotetor do acido
caprico em alteragdes comportamentais e bioquimicas no modelo de autismo induzido por
VPA também demonstrou um efeito ligeiramente menor na pontuacdo de abertura dos olhos
nos dias 14 e 21 dos animais VPA expostos (Shekhar e Thakur, 2024). Porém, Bambini-Junior
et al. 2011 em seu estudo que avaliou as alteragdes comportamentais ¢ parametros hepaticos
de um modelo animal de autismo induzido por exposi¢ao pré-natal ao VPA demonstrou que
os ratos de ambos os grupos, CT e VPA, cujos aspectos somaticos foram observados durante o
desenvolvimento dos filhotes e incluiam peso corporal, desdobramento das orelhas e abertura
dos olhos ndo apresentaram alteragdes entre os grupos, discordando dos nossos resultados.

Por fim, outro pardmetro avaliado foi o reflexo de geotaxia negativa que expressa o
desenvolvimento motor (reflexos), atividade e fungdo vestibular (Ruhela ez al., 2019), funcgao
sensorial (Motz e Alberts, 2005) bem como desenvolvimento do ajuste postural dinamico e,
portanto, ¢ muito utilizado como avaliacdo das fung¢des vestibular e proprioceptiva (Zaccarelli
et al., 2020). Os resultados deste estudo mostram que o grupo VPA precisou de um tempo
significativamente maior que o grupo CT para girar o corpo 180° sugerindo uma funcao
motora e sensorio-motora alteradas devido a exposicdo ao VPA intrauterino. Além disso, o
atraso no desenvolvimento desse reflexo sugere alteragdes na maturacdo das estruturas
cerebrais envolvidas na fungdo motora, em especial do cerebelo (Zaccarelli et al.,2020), cujas
funcdes estdo relacionadas com a sintomatologia do TEA como déficits na comunicagdo
social e interagdo social, bem como aumento de comportamentos repetitivos ( Bruchhage et
al.,2018).

No estudo de Shekhar e Thakur (2024), também foi medida a geotaxia negativa. Os
filhotes VPA expostos avaliados no DPN 20 levaram mais tempo para girar 180° do que os
filhotes do grupo CT validando nossos resultados. Um estudo avaliou um novo modelo
neurocomportamental de autismo em camundongos por exposi¢do pré e pos-natal ao VPA Os
animais nascidos de maes tratadas nos dias E12-E17 com 200 mg/kg de VPA apresentaram

déficits quando testados para geotaxia negativa nos dias pds-natais 6 a 14 e o dia que
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apresentou maior laténcia foi o 10° (Wagner ef al., 2006). De forma semelhante, Sandhu et al.
(2023) apresentaram os dados da geotaxia negativa do seu estudo avaliada nos PND 6, 10, 15
e 17 e indicaram que os filhotes expostos ao VPA levaram significativamente mais tempo para
se reorientar (rotacdo de 180°) em comparagdo aos CT no PND 10. Assim, os resultados das
avaliagdes do neurodesenvolvimento no modelo animal de TEA induzido por VPA do
presente estudo evidenciam um atraso relevante em comparacao aos animais CT indicando
que o VPA, pelos diversos mecanismos de acdo mencionados acima, afeta o
neurodesenvolvimento de forma semelhante aos humanos com TEA.

Outro fator de risco relacionado ao desenvolvimento do TEA, que afeta diretamente o
desenvolvimento e a fungdo do SNC ¢ o LCR que atua carreando fatores de crescimento e
outras moléculas de sinalizacdo necessarias para o crescimento neural saudavel e promovendo
a remocao de neurotoxinas e residuos metabolicos subprodutos da fun¢do neuronal do tecido
nervoso (Shen et al., 2018). Assim, alteracdes nesta via de transporte de fluidos denominada
SG, estd implicada nos mecanismos fisiopatologicos de vérias doencas no SNC como Doencga
de DA, acidente vascular encefalico, entre outras (Licastro et al., 2024).

Estudos post-mortem identificaram elevac¢ao nos niveis de proteina AP nos neurénios
do SNC, LCR periférico e sangue de individuos com TEA, o que estaria associada a um SG
prejudicado (Wang et al., 2023). Neste estudo com modelo animal VPA exposto a avaliagao
do SG foi realizada pela mensuracdo do tempo necessario para a depuracdo do EBA no
encéfalo. Os resultados evidenciaram que nos animais VPA expostos a concentracdo do EBA
em 4h, 24h e 3 dias foram significativamente maiores em relacdo ao grupo CT, o que indica
que a depuracdo do corante no cérebro dos animais VPA expostos foi extremamente
lentificada em comparagdo aos CT. Além disso, a concentragdo do EBA no soro dos animais
CT nos periodos de 4h, 24h e 7 dias apresentaram-se significativamente maior em contraste
com o grupo VPA, validando os dados encontrados no cérebro. Esta constatagdo permite
concluir que o tratamento com VPA para induzir o modelo TEA nos animais gerou um
comprometimento significativo do SG ao reter o EBA no cérebro sem libera-lo
consistentemente na corrente sanguinea. At¢é o momento ndo ha estudos sobre o SG em
modelos animais de TEA. Barlattani et al. (2024), fizeram SG em doencgas psiquiatricas como
esquizofrenia (SCZ) e transtorno depressivo maior (TDM). Sobre a relagdo entre o SG e SCZ

eles encontraram dois estudos conduzidos por Wu et al. (2018, 2020) em Taiwan. O primeiro
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com o objetivo de esclarecer se os polimorfismos do gene e o hapldtipo de AQP-4
influenciaram o nivel sérico de proteina B de ligacao ao calcio S100 (S100B), uma proteina
periférica utilizada como marcador de injuria cerebral. O segundo investigava a relagdao entre
polimorfismos do gene AQP-4 e SCZ. Os resultados sugerem que o AQP-4 influencia a
neuroinflamacgao cerebral em individuos com SCZ, dado seu papel importante na manutengao
da integridade, estrutura e permeabilidade da BHE. Este estudo apresenta uma possivel
associacdo entre o envolvimento de variagdes genéticas no gene AQP-4 e o resultado
funcional de pacientes com SCZ.

Jutla et al. (2022), em sua revisdo sistematica, descreve sobre algumas areas de
convergéncia entre TEA e SCZ, no qual mostrou varios estudos que indicam que a
inflamagao, tanto no SNC quanto no sangue periférico, parece desempenhar um papel no TEA
e SCZ. Na revisdao os estudos de PET encontraram, nos dois transtornos, o aumento da
ativacdo da microglia na substancia cinzenta total, do lobo frontal e do lobo temporal; além de
niveis sanguineos periféricos elevados de citocinas pro-inflamatorias, sendo a IL-6 aumentada
comum aos dois transtornos.

Um estudo do Grupo Transdiagnostico do Consoércio de Genomica Psiquiatrica (do
inglés, Cross-Disorder Group do Psychiatric Genomics Consortium) estimou similaridades
em todo o genoma entre cinco grandes transtornos psiquidtricos e encontraram correlagao
genética estatisticamente significativa entre multiplos transtornos, incluindo TEA e SCZ (Lee
et al., 2013). A sobreposi¢do no risco genético, conforme refletido pela extensa herdabilidade
entre transtornos, ¢ amplamente vista em varias condigdes de desenvolvimento e psiquiatricas
(Jutla ef al., 2022). Em termos mais restritos, no entanto, certas variantes de risco podem
contribuir para o risco de apresentacdes fenotipicas especificas, incluindo aquelas de TEA,
SCZ ou sua combinacdo (Jutla et al., (2022).

Liu et al. (2020) realizaram um estudo que o modelo de estresse leve crdonico
imprevisivel de depressdo em camundongos apresenta sintomas comportamentais semelhantes
a depressdo e alteracdo cognitiva associados ao comprometimento acentuado do SG. Esta
disfungdo do SG, seria decorrente da neuroinflamagdo intensa com consequente diminui¢ao
da pulsacdo e complacéncia arterial, que interromperiam o influxo perivascular, expressao
despolarizada de AQP-4 astrocitica e redug¢do da depuragdo de AP exodgeno (Brown et al.,

2018).
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A literatura enfatiza cada vez mais importantes caracteristicas compartilhadas e
potenciais patomecanismos comuns na DA, DP e TEA pois alteragdes nas principais proteinas
associadas a neurodegeneragdo, como AP, tau e a-sinucleina, estdo cada vez mais associadas a
etiopatologia do TEA (Thomas et al., 2024). O TDM ¢ uma doenga mental potencialmente
fatal, no entanto, muitos pacientes t€m uma resposta ruim aos tratamentos atuais. Estudos
sugeriram que o estresse oxidativo induzido por trauma e a inflamacdo podem ser fatores
importantes envolvidos no desenvolvimento do TDM, mas os mecanismos permanecem
desconhecidos (Lindqvist et al., 2017).

Gu et al. (2022) sugerem em seu estudo que devido ao alto consumo de oxigénio no
cérebro had uma maior produ¢do ERO porém uma defesa antioxidante deficiente. As ERO por
sua vez levam a ativagdo dos astrocitos que produzem e liberam citocinas proinflamatorias
levando a neuroinflamagdo e alteragdes no SG. Com a diminui¢do da funcdo depurativa do
SG ha um acumulo de ERO e produtos do catabolismo celular, intensificando ainda mais a
neuroinflamag¢do, que estd relacionada com o desencadeamento do TDM (Gu et al., 2022).
Sabe-se que os transtornos de ansiedade e depressivos co-ocorrem com mais frequéncia em
pessoas com TEA do que aquelas sem TEA (20% vs 7% para transtorno de ansiedade e 11%
vs 5% para transtornos depressivos) (Hirota e King, 2023).

O sono ¢ um estado altamente conservado fisiologicamente e necessario em todas as
espécies de vertebrados. Uma das principais fungdes bioldgicas do sono ¢ promover a
eliminacdo de residuos metabdlicos toxicos que se acumulam no cérebro durante a vigilia
(Deng et al., 2024) pelo SG. Estudos atuais documentam que a circulagdo do LCR aumenta
durante o sono, com consequente aumento do influxo de LCR e da depuragdo do excesso de
glutamato, lactato, AP e outros neuropeptideos em comparagdo com a vigilia (Aalling et al.,
2018). Em um estudo realizado com microscopia de varredura a laser de dois fotons, a funcdo
do SG em camundongos foi observada com tragadores fluorescentes, sendo encontrada uma
expansdo maior que 60% no espaco intersticial e na quantidade de LCR entrando nas vias
perivasculares quando os camundongos estavam dormindo quando comparados com os
estados de vigilia, sugerindo assim que um grande espaco intersticial poderia refletir a troca
do SG (Chong et al., 2022). As descobertas foram replicadas em humanos, onde o sono foi
associado a uma maior depuragdo glinfatica em comparagdo com os estados de vigilia e uma

noite de privagao de sono (Chong et al., 2022).
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Deng et al. (2024), em seu estudo pré-clinico descreveu que a fragmentacdo do sono
cronica, por 30 dias, suprimiu significativamente o influxo glinfatico no cérebro, o efluxo de
LCR via linfonodos cervicais profundos e a depuracao de AP 1-40 exogeno, do cortex pré-
frontal, sugerindo um comprometimento geral do transporte de LCR. Shokri-Kojori et al.
(2018) avaliaram os efeitos da privacdo de uma noite do sono na carga de A em individuos
saudaveis para investigar se o sono afeta a depuracdo de AP do cérebro humano. Eles
utilizaram a PET com a qual é possivel medir o carga de AP no cérebro humano in vivo e o
radiotracador 18F-florbetaben. Esses radiotracadores se ligam a placas AP42 soluveis e
insoluveis. As imagens evidenciaram aumentos na carga de AP ap6s uma noite de privagao de
sono no hipocampo, que ¢ considerado uma das regides cerebrais mais sensiveis a
neuropatologia da DA. Isto pode refletir a diminui¢do da depuragdo de AP, presumivelmente
por falta de sono, apoiando assim o papel do SG na limpeza de AP do cérebro durante o sono.
Estes dados sdo consistentes com dados epidemiologicos que apontam o sono prejudicado
como um fator de risco para DA e com evidéncias recentes mostrando que a interrupgdo do
sono profundo aumenta o A no LCR humano (Shokri-Kojori et al.,2018).

Os disturbios do sono sao um dos maiores desafios enfrentados por jovens com TEA
e, muitas vezes, por extensdo, pelos familiares que cuidam deles (Gisbert Gustemps et al.,
2021). Aproximadamente 50% a 80% das criancas e adolescentes diagnosticados com TEA
sofrem de problemas de sono (Cortese et al., 2020). Os problemas de sono mais comuns
vivenciados por essa populagdo incluem dificuldades para iniciar e manter o sono, despertares
noturnos frequentes e muitas vezes prolongados, acordar cedo pela manha e horérios de sono
e vigilia irregulares (Johnson et al., 2021). A relacdo entre a desregulagdo do sono e a
desregulacao comportamental recebeu atencido consideravel em estudos de TEA atualmente.
Muitos deles apoiam a hipdtese de que sono insuficiente exacerba os sintomas
comportamentais do TEA (Johnson e Zarrinnegar, 2021; Bishir et al., 2020; Doldur-Balli et
al., 2022). Em criangas com TEA, menos horas de sono por noite preveem maior gravidade
dos comportamentos centrais como os déficits em habilidades sociais (Missing et al.,2020).
Além disso, niveis mais altos de problemas de sono estdo associados a niveis mais altos de
problemas comportamentais externalizantes (por exemplo, agressdo, impulsividade) e

internalizantes (por exemplo, retraimento, ansiedade, depressdo) (Missig et al., 2020).



70

O primeiro estudo sobre o SG e o TEA ¢ um estudo clinico de imagem que utilizou a
técnica de DTI ao longo do espaco perivascular (DTI-ALPS) (Li et al., 2022). Ele apresentava
55 individuos selecionados com base nos critérios de inclusdo e exclusdo os quais foram idade
gestacional de 37semanas ou mais; e sem historico de lesdo cerebral, traumatismo craniano ou
infecgdes do SNC. O diagnostico do TEA foi realizado utilizando os critérios DSM-IV-TR,
critérios da American Psychological Association (APA, 2000), no qual o conceito de espectro
ndo era incluido. Foram selecionados 30 individuos para grupo TEA e 25 para o CT com uma
média de idade entre 3 a 6 anos. As imagens foram realizadas durante o sono das criancas
para eliminar artefatos de movimento e facilitar o exame de ressonancia magnética (Li ef al.,
2022). Os grupos TEA e CT nao tiveram diferengas significativas em idade, sexo ou idade
gestacional. Os pacientes com TEA tinham indice ALPS significativamente menor do que CT
saudaveis, sugerindo que pacientes com TEA tém disfuncdo do SG. Além disso, o indice
ALPS foi positivamente correlacionado com a idade em pacientes com TEA, o que demonstra
que a funcdo do SG declina em pacientes com TEA. O autor relata limitacdes como o
tamanho da amostra pequeno e dificuldades com a técnica de imagem utilizada (Li et al.
2022).

Recentemente foi publicado outro trabalho que teve como objetivo avaliar a fungado
glinfatica e a integridade da substancia branca em criangas com TEA, usando ressonancia
magnética multiparamétrica e associado a machine learning para aumentar a precisdao do
diagnodstico. As imagens da ressonancia magnética multimodal foram realizadas em criangas
destras de 3 a 7 anos com TEA entre setembro de 2017 e maio de 2023. O diagnostico clinico
foi realizado por dois pediatras com base nos critérios descritos na DSM-5 e avaliacdes
usando a CARS que avalia a severidade do TEA. Os critérios de exclusdo foram historico de
trauma, epilepsia, convulsdes, distirbios neurologicos ou psiquiatricos, ou achados de
ressonancia magnética indicando lesdes focais ou difusas, como amolecimento cerebral,
atrofia ou lesdes focais da substincia branca. O estudo revelou que o volume do PVS era
maior, e o indice DTI-ALPS era menor em criangas com TEA, sugerindo uma interrupg¢ao
subjacente no SG. A disfungdo do SG foi associada tanto a integridade interrompida da
substancia branca quanto aos sintomas clinicos do TEA. A andlise de mediacdo mostrou que a
integridade da substancia branca exacerbou os atrasos no desenvolvimento em criangas com

TEA, influenciando a fungdo glinfatica (Wang et al., 2025). Porém, a validade do DTI-ALPS
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¢ questionada como um marcador de depuracdo cerebral glinfatica, técnica utilizada em varias
pesquisas sobre o assunto, e alguns acreditam ser insuficiente utiliza-la como marcador
(Ringstad, 2024).

O ARIP ¢ um antipsicotico atipico cuja agdo parece ser farmacologicamente distinta
da de outros antipsicoticos atipicos. E um agonista parcial do receptor D2 da dopamina com
uma ag¢ao dupla, atuando como antagonista em estados hiperdopaminérgicos e como agonista
em estados hipodopaminérgicos. O ARIP também tem uma alta afinidade pelos receptores D3
e 5-HT2A e uma afinidade moderada pelos receptores de dopamina D4, serotonina 5-HT2C e
5-HT7, alfal-adrenérgicos e histamina HI, bem como pelos locais de recaptacao da
serotonina. O antagonismo no receptor 5-TH2A pode ser responsavel pela reducao dos efeitos
colaterais extrapiramidais, em relacdo aos antipsicéticos tipicos, minimizando o bloqueio
dopaminérgico excessivo (Gettu e Saadabadi, 2022; Rizzo e Pavone, 2016). O ARIP ¢
metabolizado principalmente no figado pelas enzimas CYP2-D6 e CYP3-A4. Sua meia-vida
de eliminagdo ¢ de 75 horas para metabolizadores rapidos e 150 horas para metabolizadores
lentos (Coustals et al., 2021).

Em um estudo recente, os efeitos colaterais frequentemente relatados com o uso do
ARIP foram semelhantes aos dos outros antipsicéticos, sendo as reagdes adversas mais
comuns (ocorrendo em >5% e pelo menos o dobro do placebo) foram sedacdo (21% vs 4%),
fadiga (17% vs 2%), sonoléncia (10% vs 4%) e letargia (5% vs 0%). Efeitos colaterais
neuromotores incluiram tremor (10% vs 0%) e distirbio extrapiramidal (6% vs 0%). As
reacOes gastrointestinais incluiram vomitos (14% vs 7%) aumento do apetite (7% vs 3%) e
diminui¢do do apetite (7% vs 2%), sialorreia (9% vs 0%) e hipersecrecao salivar (6% vs 1%)
(Bartram et al., 2019).

Dois ensaios clinicos randomizados duplo-cegos avaliaram a efic4cia e seguranga do
ARIP em criangas com TEA. O primeiro estudo incluiu 218 criancas e adolescentes autistas.
Esses pacientes foram randomizados para receber uma das trés doses diferentes de ARIP (5,
10 ou 15 mg/d) ou placebo por oito semanas. Todas as trés doses reduziram
significativamente a irritabilidade desses individuos em comparacdo com o placebo. O
segundo estudo envolveu 98 criancas e adolescentes (com idades entre 6—17 anos) com
diagnostico de TEA que também exibiram comportamentos agressivos ou autolesivos. Os

pacientes receberam uma dose flexivel de ARIP (dose média de 8,6 mg/d) ou placebo. O
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ARIP foi eficaz na redugdo da irritabilidade ja na primeira semana e manteve seu efeito até o
final do ensaio (OWEN et al., 2009).

O ARIP devido aos ensaios acima mencionados, foi o segundo antipsicético aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA para o tratamento da irritabilidade e da
agressividade relacionadas ao autismo (Salloum-Asfar et al, 2024), porém, os mecanismos
envolvidos para esses efeitos neuroprotetores no TEA ndo sdo totalmente conhecidos. Dados
de uma revisdo recente sobre o efeito clinico nos pacientes com TEA tratados com ARIP
durante 8 semanas, em comparagdo com o placebo, revelaram que o medicamento
provavelmente reduz a gravidade geral dos sintomas; a estereotipia € o comportamento
repetitivo; a linguagem inapropriada e problemas comportamentais. Em relacdo a
comunicagdo social e ao funcionamento o ARIP provavelmente causou pouca ou nenhuma
diferenca (Fieiras ef al., 2021). Sobre os efeitos adversos do ARIP, outro estudo, em modelo
animal, evidenciou que houve uma média de aumento de peso em 8 semanas de 0,3 kg para
placebo, 1,3 kg para o grupo que foi tratado com 5 mg/dia, 1,3 kg para os tratados com 10
mg/dia e 1,5 kg para grupos de 15 mg/dia, todos P < 0,05 vs placebo (Hellings., 2023).

Um estudo de 2017 demonstrou que tratamentos cronicos (14 dias) com risperidona e
ARIP individualmente melhoram os déficits de interacdo social e o comprometimento da
memoria de reconhecimento no modelo animal VPA de TEA bem como levou a um aumento
de dopamina extracelular no cortex pré-frontal (Hara et al, 2017). Outro estudo recente
examinou os efeitos do tratamento materno com ARIP (10 mg/kg) em camundongos jovens
expostos pré-natalmente ao VPA em comportamentos do neurodesenvolvimento. Com os
resultados foi concluido que ARIP preveniu significativamente a perda de peso corporal,
autocorrecao, abertura dos olhos, interagdes sociais, comunicagao social ¢ déficits de memoria
de trabalho em camundongos expostos pré-natalmente ao VPA (de Oliveira ef al. 2023).

No segundo protocolo, a avaliacdo do peso da prole apods o inicio do tratamento com
ARIP foi realizado do 30° ao 39° DPN. Curiosamente, o grupo exposto ao VPA e tratado com
ARIP (VPA+ARIP) a partir do 34° DPN teve uma perda significativa de peso em relagdo aos
grupos SAL+SAL e SAL+ARIP. Este resultado discorda de uma revisao sistematica publicada
recentemente (Fieiras et al., 2023) que descreveu que individuos em tratamento com ARIP
tenderam a apresentar ganho de peso, e consideraram esta caracteristica como um possivel

efeito colateral do antipsicotico. Da mesma forma, uma revisao atual avaliou a agdo
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farmacoldgica do ARIP no tratamento da irritabilidade em pacientes com TEA e constatou
que nos dois principais ensaios de curto prazo, os grupos de tratamento com ARIP foram
associados ao aumento de peso, variando de 28,9% a 32,7% dos individuos com ganho de
peso corporal clinicamente relevante (>7%) (Bartram et al., 2019). Também foram observadas
alteracdes no indice de massa corporal no grupo ARIP versus grupo placebo (Bartram et al.,
2019).

Porém, Varela et al. (2013) em seu estudo que comprovou que a administragdo
repetida de ARIP do 10° ao 20° DPN levou a uma regulacdo positiva do receptor D2 de
dopamina, além de uma hipersensibilidade a DA em ratos jovens, avaliou o peso dos animais
no 21° e 24° dias apos o tratamento com ARIP foram significativamente reduzidos em relagao
aos CT Mas, no 28° DPN nao havia mais esta diferenga entre os tratados com VPA ¢ os CT,
indicando que o tratamento ndo afetou de forma relevante o peso dos animais. Gupta et al.
(2021) em seu estudo comparou o perfil metabolico e o peso de pacientes que foram tratados
com clozapina, olanzapina e risperidona com pacientes que usaram clozapina, olanzapina e
risperidona associados ao ARIP, como terapia adjuvante, na dose de Smg/d, por 12 semanas.
Foi observado que 13 dos 14 pacientes em uso de clozapina obtiveram redugdo de peso com o
uso do ARIP. Os autores concluiram que devido & a¢do agonista parcial dos receptores de
dopamina D2, relatados como redutores da ingestdo de alimentos ao atuarem em 4areas
hipotalamicas, e de serotonina 5-HT?2c, associado a diminuicdao do apetite e perda de peso, o
ARIP poderia estar relacionado com a mudanga do peso no grupo clozapina associado ao
ARIP.

Os parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo foram avaliados na
amigdala e no cerebelo. Para tanto, foram realizadas técnicas que mensuram a oxidagdo de
DCFH-DA, o contetido de SH e bem como a atividade das enzimas CAT e SOD.

A amigdala ¢ uma estrutura limbica, localizada no lobo temporal, composta por duas
sub-regides a amigdala centromedial e a amigdala basolateral. A primeira, mais superficial,
constituida pelos nticleos cortical, medial e central e a segunda, mais profunda, que consiste
dos nucleos basal, lateral e basal acessorio (Mcdonald, 2014). Esta estrutura desempenha um
papel crucial em todos os tipos de estados, caracteristicas e distirbios relacionados ao medo e
a ansiedade por meio de suas proje¢des para o tronco cerebral (LeDoux 2003). Além disso,

ela desempenha uma importante fungao em aspectos da percepgao social e tomada de decisao,
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teoria da mente, modulagdo emocional da memoria declarativa e aversdo a perda por
recompensas (Fox e Shackman 2024). Os interneurdnios inibitérios GABAérgicos
parvalbumina-positivos (PVI) sdo uma grande subpopulacdo de neurdnios na amigdala,
constituindo 50% dos interneurénios da amigdala basolateral. (Sah et al., 2003). Estes
interneurdnios inibitorios, desempenham um papel essencial no processamento de
informacdes em todo o cérebro, fornecendo um equilibrio em relacao aos neurotransmissores
excitatdrios por causar no neurénio pos-sindptico uma hiperpolarizagdo. A regulacdo da
transmissdo de informagdes e da fun¢do neuronal depende dessa regulagdo inibitdria (Zahedi
et al..2023).

O amplo alcance da amigdala nestes varios processos comportamentais afetivos e
cognitivos estd embasado em suas vastas conexdes estruturais com uma variedade de regides
corticais e subcorticais (Meisner et al., 2022). Ao examinar as conexdes amigdalo-corticais, a
amigdala mostra conexdes extensas com os cortices frontal, insular, temporal e occipital. No
entanto, de longe, as proje¢des mais densas existem entre a amigdala e o cortex pré-frontal
medial e o cortex orbitofrontal (Meisner et al., 2022), chamado "cérebro social” (Zahedi et
al., 2023).

Estudos mais recentes investigaram os circuitos neuronais sociais, principalmente os
circuitos pré-frontais-amigdala que foram implicados em uma variedade de comportamentos
sociais, incluindo percepc¢ao social, aprendizagem e tomada de decisdao (Gangopadhyay et al.,
2021), e as projegdes amigdala-hipocampal que foram associadas a memoria social e
comportamentos de interagdo (Ortiz et al, 2019). Estudos em bebés com autismo
encontraram um volume maior e nimeros neuronais maiores na amigdala em comparacao aos
CT com desenvolvimento neurotipico (Schumann et al., 2004). Outros estudos da amigdala
no TEA relataram diminui¢do do tamanho e aumento da densidade de neurdnios nos nucleos
medial, central e cortical, embora quantificagdes mais recentes tenham mostrado uma redugao
significativa nos nimeros neuronais na amigdala como um todo ou no nucleo lateral da
amigdala em individuos com TEA (Meisner ef al., 2022).

Dado que a amigdala em individuos neurotipicos continua a crescer em tamanho
durante a adolescéncia e na idade adulta, o aumento inicial no tamanho da amigdala seguido
pela reducao subsequente observada no TEA indicaria que a trajetoria do desenvolvimento da

amigdala pode ser criticamente afetada no TEA (Schumann et al., 2011).
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Estudos em modelos animais de VPA evidenciam que a exposicdo ao VPA leva a
diminui¢do da espessura do cortex frontal cortical e da amigdala basolateral em idades
precoces, € do CA1 hipocampal em todas as idades. Outras areas cerebrais afetadas incluem o
cerebelo, que diminui de tamanho, e a amigdala, que aumenta (Varghese et al., 2017).

No modelo animal de autismo por inducdo pré-natal com VPA foi evidenciado que
existe um desequilibrio entre a excitacdo e a inibi¢dao na regido da amigdala, especialmente
em seu nucleo lateral. Os animais do modelo apresentaram reducdo da interacdo social,
aumento da ansiedade e aumento do aprendizado condicionado ao medo e prejuizos na
extingdo desse tipo de memoria (Lin ef al., 2013). A eletrofisiologia da regido da amigdala
mostrou um aumento dos potenciais de longa duragdo enquanto se estimulava a via talamica-
amigdala, uma via importante de retransmissao de estimulos sensoriais no encéfalo (Lin et al.,
2013) o que significa, possivelmente, uma hiperreatividade aos estimulos sensoriais.

Considerando a relevancia da amigdala na fisiopatologia do TEA, o presente estudo
avaliou os parametros de dano oxidativo na referida regido pela quantificagao da oxidacdo do
DCFH-DA e do conteudo de SH. Foi observado um aumento significativo na oxidacao de
DCFH-DA no grupo VPA+SAL, quando comparado ao grupo SAL+SAL. Este resultado
indica que o tratamento com VPA ocasionou danos oxidativos na amigdala, validando o
modelo animal VPA induzido utilizado no presente estudo. Em concordancia com 0s nossos
resultados, Zahedi et al. (2023) em um estudo recente no qual avaliava a disfungdo dos
interneurdnios da parvalbumina da amigdala em modelo de TEA murino induzido por VPA
também indicou um aumento relevante deste marcador de dano oxidativo na amigdala de
ratos expostos ao VPA em comparagdo aos animais de CT.

O tratamento com ARIP evidencia que houve uma tendéncia a diminui¢ao da oxidacao
do DCFH-DA entre os grupos VPA+SAL e VPA+ARIP. Este resultado indica que o
tratamento com o antipsicético, apesar de ndo estatisticamente relevante, apresentou uma
reducdo no dano oxidativo na amigdala. Este resultado corrobora com a literatura na qual ja
foi descrito a melhora de pardmetros oxidativos com a administracdo de ARIP. Jayaprakash et
al. (2024) comparou o efeito do tratamento com ARIP e o com flavonoide apigenina nos
comportamentos repetitivos estereotipados semelhantes aos autistas ¢ no estresse oxidativo
cerebral em um modelo animal de TEA geneticamente modificado, o camundongo BTBR.

Neste estudo foi observado que o ARIP (1 mg/Kg) aumentou significativamente os niveis de
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SOD e CAT no hipocampo e cerebelo quando comparado aos camundongos BTBR CT,
demonstrando o efeito antioxidante do antipsicotico.

A quantificacdo conteudo de SH na amigdala expressou uma diminui¢do do parametro
no grupo VPA+SAL quando comparado com o grupo SAL+SAL (p < 0,05). Este resultado
também indica dano oxidativo na amigdala. Este resultado coaduna com estudos prévios que
evidenciam uma reducdo do contetdo SH em animais expostos ao VPA. Campos et al.
(2025), em seu recente estudo que avalia os parametros oxidativos e inflamatorios e os efeitos
especificos do sexo em um modelo animal de autismo induzido por VPA combinado com
privacao materna, evidenciou uma reducao no contetido SH no cortex pré frontal nos animais
VPA-expostos, indicando aumento do estresse oxidativo no modelo. No presente estudo, o
tratamento com o ARIP promoveu um aumento significativo no conteutdo de SH no grupo
VPA+ARIP quando comparado ao grupo VPA+SAL. Este resultado sugere que o tratamento
com o antipsicotico reverteu de forma significativa o dano oxidativo relacionado a este
parametro, em concordancia com a literatura.

Zargar et al. (2018) em seu estudo avaliou o efeito das alteragdes no conteudo de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos no soro de um grupo de camundongos tratado
com H>O; e outro grupo tratado com H>O» + ARIP. Os pardmetros avaliados foram as
enzimas alanina aminotransferase e creatinoquinase, nitrogénio ureico no sangue, proteinas e
creatinina. O grupo H20O2> + ARIP apresentou uma melhora estatisticamente relevante em
todos os pardmetros, indicando que o tratamento com ARIP reverteu as alteragdes oxidativas
presentes nos ratos tratados com H>Oo.

Um estudo atual analisou o malondialdeido (MDA), um composto quimico que resulta
da peroxidagdo de 4cidos graxos poli-insaturados, em animais tratados pré-natal com VPA e
animais tratados pré-natal com VPA e pos natal com ARIP. O ARIP foi administrado i.p., na
dose de 3mg/kg por 29 dias. Observou-se uma reducao estatisticamente significativa do MDA
no hipocampo, cortex pré-frontal e cerebelo. Este resultado é congruente com os nossos
resultados indicando que o ARIP levou a uma reducdo significativa deste biomarcador de
estresse oxidativo (Nakhal et al., 2023).

A atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT na amigdala, em nossos resultados,
ndo evidenciou diferencas estatisticas significativas em nenhum dos quatro grupos tratados, o

que diverge da literatura recente. Yenkoyan ef al. (2018) observou uma diminuigao
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significativa da SOD, aumento da CAT e um aumento no conteiido de carbonila foram no
plasma de pacientes com TEA em comparacdo com CT pareados. Este resultado sugere o
estresse oxidativo implicado na patologia do TEA estd intimamente relacionado ou ¢ o
resultado da diminuicdo da atividade da SOD e/ou desequilibrio da SOD/CAT. Um estudo
utilizando modelo animal de TEA induzido por VPA analisou a atividade das enzimas CAT
em amostras de tecido hepatico, SOD e GSH-Px em amostras de tecido cerebral. Os
resultaram evidenciaram uma diminui¢do significativa nas atividades enzimaticas da SOD,
GSH-Px e CAT no grupo tratado com VPA, corroborando com estudos anteriores que
postulavam que o VPA induz a geragcdo de ROS e apoptose (Hamzawy et al., 2018).

Sandhya et al. (2012) avaliaram parametros oxidativos em modelo de autismo
induzido por VPA e constataram que os niveis totais de nitrito tiveram um aumento
significativo e que os niveis de GSH e CAT em tecido cerebral total tiveram uma reducao
também significativa em comparagdo ao grupo de CT. A auséncia de mudangas significativas
na atividade da CAT e da SOD refor¢a a necessidade de uma compreensdo mais aprofundada
dos mecanismos bioquimicos especificos afetados no TEA e de como diferentes tratamentos
podem modular essas vias (Sweeten et al., 2004).

H4 um interesse crescente em compreender as contribuicdes cerebelares na
fisiopatologia do TEA, dada a crescente evidéncia de anomalias estruturais e funcionais
presentes no transtorno (Bloomer et al., 2022). A visdo tradicional sobre o cerebelo € que ele
controla o comportamento motor (Bruchhage et al., 2018). Embora trabalhos recentes tenham
revelado que o cerebelo também esteja envolvido em fun¢des ndo motoras, como cogni¢do e
afeto (Van Overwalle et al.,, 2020). O chamado cerebelo cognitivo localizado
predominantemente no lobo posterior, esta envolvido em fungdes cognitivas e executivas,
bem como processos de pensamento de ordem superior, como planejamento, formagdo de
estratégias, aprendizado e linguagem (Wang et al., 2014). A hipdtese mais dominante € que o
cerebelo auxilia no aprendizado e na compreensao de sequéncias de ag¢des sociais e, portanto,
facilita a cognicdo social ao apoiar previsdes Otimas sobre interagdo e cooperagdo social
iminentes ou futuras (Samson e Claassen, 2017).

Observa-se que criangas com TEA apresentam déficits em habilidades motoras finas e
grossas, falta de coordenagdo e baixo desempenho na estabilidade postural. At¢ 80% das

criancas com TEA apresentam déficits de coordenagdo motora e estes déficits estdo
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correlacionados com a gravidade do transtorno e o quociente de inteligéncia (Becker e
Stoodley, 2013). Assim, as deficiéncias motoras estdo entre as primeiras alteracdes clinicas
identificaveis no TEA sendo incluidas como caracteristicas principais do TEA (Mosconi e
Sweeney, 2015).

Alteracdes histopatoldgicas no cerebelo foram frequentemente observadas em estudos
post-mortem de cérebros com TEA. Em particular, a perda de células de Purkinje (CP)
cerebelares foi consistentemente descrita em cérebros com TEA em comparagdo com CT bem
como alteragdes no GABA (Fetit ef al., 2021). A densidade de CP foi mais afetada em Crus I e
II, uma area fortemente interconectada com o cortex pré- frontal em homens e mulheres,
enquanto a densidade de CP foi reduzida no l6bulo X apenas em homens afetados, uma regido
associada a regula¢do vestibular e coordenacdo do olhar. De fato, descobriu-se que a
densidade de CP no lobulo X se correlaciona com o uso do contato visual social pelo paciente
(Beckinghausen et al., 2019). Anormalidades estruturais cerebelares também foram
associadas aos principais sintomas do TEA, como a diminui¢do do comportamento
exploratorio e comportamento repetitivo e estereotipado e a redu¢ao do volume do vermis
cerebelar (Varghese et al., 2017).

Em alguns estudos pré-clinicos tem sido usado modelos de camundongos de TEA que
envolvem dele¢des especificas ou mutagdes de genes candidatos que demonstraram ser
influentes no desenvolvimento do transtorno, como CADPS2 ¢ GABRB3. (Bloomer et
al.,2022). GABRB3 foi identificado como um gene de interesse, pois a expressdo do gene
GABRB3 foi reduzida no cerebelo de individuos autistas (DeLorey et al., 2008).
Camundongos GABRB3-KO mostram tanto anormalidades estruturais cerebelares de
hipoplasia cerebelar, mas também hiperatividade, habilidades motoras precarias e
comportamento social diminuido consistente com o que ¢ frequentemente encontrado em
TEA (Bloomer et al.,2022). Um estudo mostra que o cerebelo dos animais que receberam
uma unica dose de VPA (600 mg/Kg) no E15, em comparagdo com os CT, foram observados
um aumento na densidade numérica de células granulares no cerebelo e uma reducdo
relevante na densidade numérica de discos sindpticos € no seu didmetro médio na camada
granular cerebelar. Porém a proporcdo sinapse-neurdnios, um parametro que indica
conectividade interneural, foi a mesma. Consequentemente, a administragdo de VPA em

filhotes em dias pré-natais ou poOs-natais iniciais causa alteracdes no nimero de neuronios e
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sinapses no cerebelo de ratos que ¢ compativel com as alteragdes encontradas no TEA (Alpay
etal., 2022).

Estudos anteriores indicaram que o desenvolvimento cerebelar aberrante esta
associado ao TEA, em particular, alteragdes nos lobulos VI e VII com uma diminui¢do no
nimero de CP (Guerra et al., 2023). Em um estudo em modelo de TEA de camundongo com
VPA, foi utilizada a coloracdo imuno-histoquimica para o marcador de CP calbindina e
realizadas andlises estereologicas de seg¢des cerebelares. Os resultados mostraram uma
diminuicdo significativa de CP especificamente nos ldébulos VI e VIII de camundongos
tratados com VPA em comparagdo com os CT, enquanto nenhuma diferenca foi observada no
16bulo VII (Guerra et al., 2023).

No presente estudo foi observado um aumento significativo na oxidacdo de DCFH-DA
no cerebelo do grupo VPA+SAL quando comparado ao grupo SAL+SAL, o que estd em
acordo com a literatura atual. Um recente estudo que avaliou o pardmetro DCFH-DA no
cerebelo de modelo animal VPA exposto apresentou um resultado curioso. Os animais do sexo
masculino VPA exposto nao apresentaram diferenca quando comparados aos CT no
parametro, porém as do sexo feminino VPA expostos apresentaram um aumento significativo
do DCF em relag¢do ao grupo CT (Campos et al., 2025). Morakotsriwan et al. (2016) e Mirza
et al. (2019) também observaram indices de dano oxidativo alterados, como o aumento de
peroxidagdo lipidica no cerebelo em um animal VPA.

Em contrapartida, no grupo SAL+ARIP foi verificada a presenca de uma tendéncia ao
aumento, na oxidacdo de DCFH-DA, quando comparado ao grupo SAL/SAL, sugerindo um
potencial pré-oxidativo do ARIP no cerebelo que ¢ corroborado por estudos prévios. Doblado
et al. (2021) em seu artigo relata que estudos pré-clinicos, in vitro e clinicos demonstraram
que o ARIP pode gerar ou reduzir o estresse oxidativo. Foi observado que tanto em
mitocondrias do figado de camundongo isoladas quanto em células sanguineas isoladas de
pacientes saudaveis, a respiragdo mitocondrial foi interrompida pela administragdo de ARIP.
Este medicamento levou a inducao da producdo de EROS e peroxidagdo lipidica, (Doblado et
al., 2021).

Além disso, o grupo VPA+ARIP apresentou uma reducao significativa na oxidagao do
DCFH-DA quando comparado ao grupo SAL+ARIP e ao grupo VPA+SAL. O efeito

neuroprotetivo do antipsicotico foi observado em um estudo cuja administracdo de ARIP a
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ratos por 30 dias em doses de 1 e 2 mg/Kg resultou em niveis reduzidos do marcador de
estresse oxidativo MDA e do marcador inflamatério COX-2 para ambas as concentragdes do
medicamento. Além disso, as atividades antioxidantes de GSH e CAT aumentaram (Mani et
al., 2023). O efeito antioxidante do ARIP foi mostrado em outro estudo realizado com modelo
animal de TEA VPA exposto no qual, os niveis de MDA no cerebelo do animal VPA exposto e
tratado com ARIP (3mg/Kg) por 29 dias, apresentou uma reducdo relevante quando
comparado com animal VPA exposto (Nakhal et al.,2023).

Quanto a atividade da enzima SOD foi evidenciada sua redugdo no grupo VPA+SAL
quando comparado com o grupo SAL+SAL. A diminui¢do na enzima antioxidante induzidas
pelo VPA, no cerebelo pode contribuir para um aumento nos niveis de anions Oz, os
oxidantes mais potentes do sistema biologico, H>O. além de produzir radicais hidroxila na
presenca de ions de metais de transi¢do, o que favorece a neuroinflamacdo na fisiopatologia
(Mattos et al., 2020). Este resultado ¢ validado por estudos prévios. Morakotsriwan et al.
(2016) avaliando o efeito antioxidante de um composto vegetal em modelo de TEA VPA
exposto evidenciou uma diminui¢do significativa da SOD no grupo VPA exposto em
comparagdo ao CT. Uma analise semelhante em modelo animal genético de TEA, indicou
também aumento no estresse oxidativo no cerebelo do animal TEA em comparagdo com o CT.
A atividade da SOD apresentou redugao significativa tanto no cerebelo quanto no hipocampo
em relagdo ao grupo CT (Jayaprakash et al., 2024). Shekhar et al. (2024) em seu estudo que
avaliou o efeito acido céprico em um modelo de TEA VPA exposto, mostrou uma redugdo
significativa da atividade da SOD no cerebelo do modelo VPA exposto quando comparado ao
grupo salina, corroborando com os nossos resultados. Este resultado também ¢ apresentado
em um modelo animal genético de TEA, o rato BTBR, no qual houve uma redugdo
significativa da atividade enzimatica da SOD no cerebelo do animal (Jayaprakash et al.,
2024).

Quanto ao efeito do tratamento do ARIP, o grupo VPA+ARIP apresentou um aumento
relevante da atividade da SOD quando comparado com o SAL+ARIP e o grupo SAL+VPA.
Este resultado sugere o efeito antioxidante do ARIP. Resultado semelhante foi mostrado em
outro estudo no qual o animal VPA exposto tratado com ARIP apresentou um aumento
relevante na atividade da enzima SOD no cerebelo quando comparado com o animal VPA

exposto (Nakhal et al., 2023).
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Por fim, com relagdo a atividade da CAT houve uma diminuicdo relevante no grupo
VPA+SAL em relagdo ao grupo SAL+SAL indicando o efeito pro oxidante do VPA que ¢
corroborado por estudos prévios como o do Sandhya et al. (2012). Neste estudo, que avaliou
marcadores oxidativos no autismo induzido por VPA em ratos, foi apresentado uma redugao
na atividade enzimatica da CAT no cerebelo dos animais VPA expostos em relagdo aos CT.
No nosso estudo, ndo houve mudanga na acdo da CAT com o tratamento com ARIP, porém, o
estudo de Nakhal et al. (2023) mostra uma recuperacao significativa da agdo enzimatica no
cerebelo apos o tratamento.

Os resultados apresentados neste estudo indicam que o SG no modelo animal de TEA
exposto ao VPA apresentou um comprometimento significativo expresso pela retengdo do
EBA no cérebro, com uma consequente demora para atingir a corrente sanguinea. Em relagao
ao tratamento com ARIP pode-se concluir que os efeitos benéficos deste antipsicotico sobre a
irritabilidade e hiperatividade constatados em pessoas com TEA pode ser devido aos efeitos
neuroprotetores decorrentes de sua acdo antioxidante. Porém ndo se pode ignorar os outros
mecanismos de acdo do ARIP nao documentados neste trabalho, como os efeitos anti-

inflamatorios (Yoo et al., 2018), antiapoptoticos (Zhao et al., 2019) entre outros.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou uma disfun¢do no SG em um modelo animal de TEA
induzido por exposi¢do pré-natal ao VPA. Diversos estudos foram realizados mostrando a
correlagdo do SG com doengas neuropsiquidtricas. Porém, apenas dois estudos foram
publicados correlacionando o SG ao TEA e ambos foram estudos radioldgicos, sendo o
primeiro estudo questionado quanto a capacidade da técnica utilizada para identificar
adequadamente o SG.

Assim, o nosso estudo é pioneiro na caracterizacdo de alteragdes glinfaticas em
modelo animal de TEA induzido por VPA. Destacamos também a necessidade de
implementagao de pesquisa sobre este topico, tanto para definicdo de marcadores quanto para
adaptacdo de ferramentas especificas de diagndstico radiologico. O presente estudo também
corroborou para a validade do construto do modelo animal VPA exposto quanto os danos
oxidativos apresentados, refor¢ando o estresse oxidativo como um dos mecanismos
fisiopatologicos do TEA.

Por fim, o tratamento com o ARIP atenuou alguns os parametros de estresse
oxidativos com a reversao da redugdo da atividade enzimatica da SOD. Este resultado
associado a avaliacdo do SG apds o tratamento com ARIP nos animais VPA expostos,
auxiliaria no entendimento do mecanismo de a¢do do medicamento e sua repercussiao no SG.
No entanto, uma limitagdo do estudo foi o tamanho amostral que acarretou na

impossibilidade de avaliacdo do SG apo6s o tratamento com o ARIP.
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