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RESUMO
O transtorno do espectro autista (TEA) é um transtorno evolutivo comportamental caracterizado
por déficits na comunicacdo, interacdo e reciprocidade social, associado a interesses restritos,
repetitivos e estereotipados. No Brasil, a risperidona (RISP) é uma das poucas medica¢des com
indicagdo formal e aprovada para o tratamento de alguns sintomas associados ao TEA. No
entanto, diversos agentes farmacoldgicos, como a N-acetilcisteina (NAC), séo frequentemente
empregadas off label para auxiliar nos comportamentos de agressividade, agitacdo e
impulsividade. Estudos anteriores mostram efeitos promissores da NAC, com melhora no
estresse oxidativo e inflamacao, sendo visto como uma terapia promissora para o tratamento de
doengas psiquidtricas, inclusive o TEA. O objetivo deste estudo foi analisar o efeito neurologico
da NAC associado a RISP sob parametros bioquimicos de estresse oxidativo em modelo animal
de TEA. Para isto, ratas Wistar gravidas foram expostas a uma dose Unica de 600 mg/kg de
acido valproico (VPA) via intraperitoneal (i.p) no 12° dia gestacional (VPA-expostos) ou salina
(SAL-expostos). Apo6s o nascimento, no dia pos-natal (DPN) 9, 17 e 21-35 foi verificado o peso
das proles. No DPN 10 foi realizado o teste busca pelo ninho e DPN 15 o teste de geotaxia
negativa. Apos o desmame, no 21° DPN, as proles foram divididas em 4 grupos (n=10) e foram
tratadas do 21° ao 35° DPN: I) animais expostos @ SAL na gestagdo, SAL-gavagem (gav.) e
SAL-subcutaneo (s.c.) no poés-natal; 1) animais expostos a SAL na gestagdo, 0,1 mg/Kg de
RISP (gav.) e 150 mg/Kg de NAC (s.c.) no pos-natal; I1I) animais exposto ao VPA na gestagdo,
SAL (gav.) e SAL (s.c.) no pds-natal; IV) animais expostos ao VPA na gestagdo, 0,1 mg/Kg de
RISP (gav.) e 150 mg/Kg de NAC (s.c.) no pds-natal. No DPN 36, foram verificados parametros
comportamentais: teste das trés cAdmaras e campo aberto. Posteriormente, os animais foram
eutanasiados e os cérebros foram dissecados em coértex posterior, cerebelo, hipocampo, e
estriado para a avaliagdo de parametros de estresse oxidativo. Os resultados mostram que ndo
houve alteragdo significativa no peso da prole. Além disso, os animais VPA-expostos
apresentaram maior déficit no teste de busca pelo ninho e levaram tempo significativamente
maior para virar em torno do seu proprio eixo no teste de geotaxia negativa. No teste das trés
camaras, os animais do grupo VPA apresentaram prejuizo na interacdo social e o tratamento
com RISP+NAC foi capaz de melhorar esse pardmetro. Os grupos VPA-expostos e
VPA+RISP+NAC apresentaram maior atividade exploratoria em relagdo ao grupo CT. Além
disso, os animais VPA-expostos apresentaram um aumento nos niveis das enzimas
antioxidantes catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) e o tratamento com RISP+NAC
foi capaz de reverter esse parametro no hipocampo e no cortex pré-frontal dos animais. Ainda,

verificou-se aumento de nitrito/nitrato no hipocampo dos ratos. Por fim, os animais VPA-



expostos tratados com RISP+NAC tiveram conteudo de sulfidrilas diminuido em relagdo ao
grupo VPA. Conclui-se que o modelo animal de TEA induzido por VPA apresenta alteracdes
nos parametros comportamentais ¢ bioquimicos semelhantes ao fen6tipo autista e o tratamento

com RISP+NAC parece promissor em tratar essa sintomatologia.

Palavras-chave: NAC; TEA; Acido valprdico; Risperidona.



ABSTRACT
Autism Spectrum Disorder (ASD) is a developmental behavioral disorder characterized by
deficits in communication, interaction, and social reciprocity, associated with restricted,
repetitive, and stereotyped interests. In Brazil, risperidone (RISP) is one of the few medications
formally approved and indicated for the treatment of some symptoms associated with ASD.
However, various pharmacological agents, such as N-acetylcysteine (NAC), are frequently
used off-label to assist with behaviors of aggression, agitation, and impulsivity. Previous studies
show promising effects of NAC, with improvements in oxidative stress and inflammation,
being seen as a promising therapy for the treatment of psychiatric diseases, including ASD. The
aim of this study was to analyze the neurological effect of NAC in combination with RISP on
biochemical parameters of oxidative stress in an animal model of ASD. For this, pregnant
Wistar rats were exposed to a single dose of 600 mg/kg of valproic acid (VPA) via
intraperitoneal (i.p.) on the 12th day of gestation (VPA-exposed) or saline (SAL-exposed).
After birth, on postnatal day (PND) 9, 17, and 21-35, the weight of the offspring was verified.
On PND 10, the nest-seeking test was conducted, and on PND 15, the negative geotaxis test
was performed. After weaning, on the 21st PND, the offspring were divided into 4 groups
(n=10) and were treated from the 21st to the 35th PND: I) animals exposed to SAL during
gestation, SAL-gavage (gav.) and SAL-subcutaneous (s.c.) postnatally; 11) animals exposed to
SAL during gestation, 0.1 mg/Kg of RISP (gav.) and 150 mg/Kg of NAC (s.c.) postnatally; 111)
animals exposed to VPA during gestation, SAL (gav.) and SAL (s.c.) postnatally; IV) animals
exposed to VPA during gestation, 0.1 mg/Kg of RISP (gav.) and 150 mg/Kg of NAC (s.c.)
postnatally. On PND 36, behavioral parameters were verified: the three-chamber test and the
open field test. Subsequently, the animals were euthanized, and their brains were dissected into
the posterior cortex, cerebellum, hippocampus, prefrontal, and striatum for the evaluation of
oxidative stress parameters. The results show that there was no significant change in the weight
of the offspring. Furthermore, VPA-exposed animals showed a greater deficit in the nest-
seeking test and took significantly longer to turn around their own axis in the negative geotaxis
test. In the three-chamber test, VPA group animals showed impairment in social interaction,
and treatment with RISP+NAC was able to improve this parameter. The VPA-exposed and
VPA+RISP+NAC groups showed greater exploratory activity compared to the control group.
In addition, VPA-exposed animals showed an increase in the levels of the antioxidant enzymes
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD), and treatment with RISP+NAC was able to
reverse this parameter in the hippocampus and prefrontal cortex of the animals. Also, an

increase in nitrite/nitrate was observed in the hippocampus of the rats. Finally, VPA-exposed



animals treated with RISP+NAC had decreased thiol content compared to the VPA group. It is
concluded that the VPA-induced animal model of ASD presents changes in behavioral and
biochemical parameters like the autistic phenotype, and treatment with RISP+NAC appears

promising in treating this symptomatology.

Keywords: NAC; ASD; Valproic Acid; Risperidone
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1. INTRODUCAO

1.1TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

1.1.1 Historico

Em 1802, na Franga, Jean Itard realizou um estudo com um menino que vivia
isolado do contato humano. Esse foi um dos primeiros diagndsticos documentados de
transtorno do espectro autista (TEA) que se desenvolveu a margem do campo médico-
psiquiatrico (Banks-Leite e Galvao, 2000). Souza et al., (2004) fala em seu artigo que
Plouller psiquiatra suico, introduziu o adjetivo autista na literatura psiquiatrica em 1906,
para descrever pacientes que buscavam isolamento frequente e com dificuldade em se
conectar. Em 1911 Eugen Bleuler, renomado psiquiatra suico, utilizou o termo, embora
o tenha inicialmente associado a esquizofrenia.

Os pioneiros no estudo do TEA foram Aspeger (1944) e Kanner (1943), Kanner
psiquiatra austriaco que atuava na Universidade Johns Hopkins, nos Estados Unidos da
América (EUA) e Hans Asperger, pediatra austriaco na Austria. Em 1943, Kanner
publicou um estudo descrevendo 11 criancas com comportamentos atipicos, incluindo
dificuldades de comunicacao, interacdes sociais limitadas e padrdes de comportamento
repetitivos (Kanner, 1943). Ele observou que essas criangas apresentavam um isolamento
extremo e dificuldade de se relacionar com o mundo, marcando o inicio do entendimento
moderno do TEA (Kanner, 1943). Na década de 1940, Asperger identificou criancas com
padroes semelhantes ao de Kanner quanto a interacdo social e comportamentos
repetitivos, mas que também podiam exibir habilidades notaveis em areas especificas,
como matematica ou musica (Asperger, 1944). Asperger descreveu essas criangas como
tendo "psicopatia autista”, enfatizando sua diversidade e habilidades Unicas, suas
observacdes contribuiram para a compreensao inicial do TEA e influenciaram a inclusao
da Sindrome de Asperger no manual de diagnostico e estatistica de transtornos mentais
(DSM)-IV (Asperger, 1944). Posteriormente, esta sindrome foi incorporada ao TEA no
DSM-5 pela American Psychiatric Association (APA) (American Psychiatric
Association, 2013). Os estudos pioneiros de Kanner e Asperger sdo fundamentais para o
entendimento contemporaneo do TEA, destacando a complexidade e variabilidade deste
transtorno (Kanner, 1943; Associacdo Americana de Psiquiatria, 1994; Asperger, 1968;

American Psychiatric Association, 2013).
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Kanner (1943) e Bettelheim (1967) sugeriram que o TEA poderia ser causado por
maes que eram emocionalmente frias e distantes, consequentemente o ambiente familiar
ndo era adequado para o desenvolvimento sauddvel da crianga, as chamadas "mae
geladeira". Esses psiquiatras defendiam a separagdo das criangas de seus pais.
Posteriormente essa teoria foi amplamente desacreditada e considerada prejudicial, pois
ndo haviam evidéncias cientificas que a sustentassem (Yule e Rutter, 1988; Rutter, 1972)

Wing (1976) trouxe a tona o trabalho de Asperger (1944) atraves de um artigo que
resumia suas descobertas. A psiquiatra inglesa associou 0 TEA de Kanner (1943) e
Asperger (1944), apontando que ambas as condi¢Ges eram variagdes da mesma
anormalidade (Wing, 1981). Além disso, um achado relevante da pesquisa de Wing
(1981) relacionado a epidemiologia do TEA no trabalho de Asperger (1944), foi a
observag¢do de uma prevaléncia significativamente maior em meninos. Em seu trabalho
revolucionario, Wing (1979) propds uma conceitualizacdo inovadora do TEA,
caracterizando-o através de uma triade de déficits primarios que compreendem
dificuldades na comunicagdo, na interagdo social, e a presenca de comportamentos,
interesses ou atividades repetitivos e restritos. Esta visdo do TEA como um espectro
sugere uma variedade de manifestagdes e intensidades desses déficits entre individuos,
desafiando assim concepgdes anteriores que viam o autismo como uma condi¢ao
homogénea. O reconhecimento da heterogeneidade inerente ao TEA ¢ fundamental para
o diagnéstico e a elaboracdo de intervengdes individualizadas, permitindo uma
abordagem mais precisa e adaptada as necessidades especificas de cada pessoa com
autismo. Esta perspectiva proposta por Wing contribuiu significativamente para a
evolucdo das praticas diagndsticas e terapéuticas no campo do autismo, destacando a
importancia de considerar a ampla gama de variagdes na expressdo dos sintomas ao
avaliar e planejar o tratamento para individuos com TEA. Rutter (1979), primeiro
psiquiatra nomeado como professor de psiquiatria infantil no Reino Unido, estabeleceu
critérios distintos para o TEA, baseados em atrasos sociais, dificuldades na comunicagao,
comportamentos incomuns e inicio antes dos 30 meses. Realizou também anélises de
DNA e exames de imagem (Rutter, 1983).

O TEA foi definido por uma triade de caracteristicas: deficiéncias na comunicagao
social, dificuldades na interagdo social e comportamentos repetitivos e interesses restritos
(Associagdo Americana de Psiquiatria, 1994). Dezenove anos depois o TEA foi
considerado um espectro, englobando varias condigdes, incluindo a Sindrome de

Asperger, sob o termo TEA (American Psychiatric Association, 2013). O diagndstico ¢
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realizado baseado em indicadores comportamentais, com foco em comunicagao social, e
¢ individualizado devido a diversidade no espectro. A APA trouxe alguns critérios
especificos para diagnostico, abordando sintomas sensoriais € ampliando a defini¢ao para
incluir adultos que estao sendo diagnosticados pela primeira vez (American Psychiatric

Association, 2022).

1.1.2 Sinais, sintomas e diagnostico

O TEA ¢ um transtorno do neurodesenvolvimento que se caracteriza por prejuizos
na comunicagdo e interagdo social, comportamentos restritos e repetitivos, interesse
intenso em um assunto ou atividade especifica, e hiper ou hiporreatividade a estimulos
sensoriais (Frye, 2018). Os prejuizos na comunicacdo social podem incluir dificuldade
em iniciar ou manter conversas, dificuldade em entender e responder a pistas sociais, e
dificuldade em compartilhar interesses ou brincar com outras pessoas (American
Psychiatric Association, 2013).

Na area da comunicagao, as criangas com TEA frequentemente apresentam atrasos
no desenvolvimento da linguagem e tém dificuldade em compreender e responder a
comunicacgdo verbal e ndo verbal. Ecolalia, que € a repeticdo mecanica de palavras ou
frases, também ¢ uma caracteristica observada em alguns casos de TEA (American
Psychiatric Association, 2022). Além disso, individuos com TEA podem apresentar
comportamentos repetitivos como movimentos estereotipados, balangar ou bater as maos,
bem como manifestar interesses intensos em atividades especificas ou objetos, como
observado pelo DSM-5-TR (American Psychiatric Association, 2022). Esses
comportamentos podem interferir no funcionamento diario e causar estresse ou ansiedade
para o individuo, lembrando que se trata de um espectro as caracteristicas do TEA podem
variar de pessoa para pessoa, onde algumas pessoas com podem apresentar apenas alguns
dos sintomas, enquanto outras podem apresentar todos eles (Frye et al., 2018). Essas
manifestagdes complexas ilustram a diversidade clinica do TEA e destacam a necessidade
de avaliagdes detalhadas para um diagnéstico preciso, conforme definido pelos critérios
estabelecidos pela APA (Howlin et al., 2014; Frye et al., 2018; American Psychiatric
Association, 2022)

As habilidades sensoriais € motoras em criangas neurotipicas ocorrem em duas
fases. Na primeira fase, os bebés processam estimulos sensoriais, como visdo, audi¢do e
tato. Na segunda fase, os bebés desenvolvem habilidades motoras avangadas. Estudos tém

mostrado que essas habilidades formam a base para interagdes sociais saudaveis e
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adaptacao ao ambiente (Uehara et al., 2016; Dawson, 2008; Chawarska et al., 2013). Os
sinais do TEA comecam a se manifestar nos primeiros doze meses de vida e podem ser
identificados por profissionais entre os 6 ¢ 18 meses de idade, conforme observado por
Tanner e Dounavi (2021). No entanto, a média de idade para o diagndstico ¢ de 4 anos ou
mais na América do Norte, destacando a necessidade de uma detec¢ao mais precoce e
precisa (Chakrabarti e Fombonne, 2005; Chakrabarti, 2001)

Os déficits na comunicagdo social no TEA podem incluir dificuldade em manter
contato visual, dificuldade em compreender e usar a linguagem, ou dificuldade em formar
relacionamentos sociais (Silva e Mulick, 2009; Associagdo Americana de Psiquiatria,
1994). Os padroes de comportamento repetitivos e restritos podem incluir interesse
obsessivo por certos objetos ou temas, comportamentos motores repetitivos, ou rotinas
rigidas. A severidade dos sintomas do TEA no DSM-5-TR 2022 ¢ estratificada em trés
niveis de suporte: 1) Nivel 1: caracteriza-se por déficits substanciais na comunicagao
social, exigindo suporte. Individuos neste nivel demonstram dificuldades consideraveis
nas interagdes sociais, frequentemente exibindo respostas atipicas ou ineficazes. ii) Nivel
2: refere-se a individuos com desafios mais acentuados em comunicagao social que
necessitam de suporte substancial. Este nivel ¢ marcado por dificuldades mais
pronunciadas em habilidades de comunicagdo e interagdes sociais limitadas ou atipicas.
111) Nivel 3: reservado para individuos com deficiéncias severas em comunicagdo social,
que demandam um nivel de suporte altamente substancial. Estes individuos enfrentam
desafios consideraveis que impactam significativamente o funcionamento em diversos

contextos (American Psychiatric Association, 2022).

1.1.3 Epidemiologia

As pesquisas sobre a prevaléncia do TEA remontam as décadas de 1960 e 1970,
antes da classificacdo oficial do TEA em diagnoésticos internacionais (Wing, 1979; Lotter,
1966). Uma meta-analise significativa, analisando estudos de 1994 a 2019 em 29 paises,
revelou variacdes na prevaléncia do TEA. Nos EUA, a prevaléncia foi a mais alta
(1,12%), enquanto em Taiwan, foi a mais baixa (0,11%) Esses dados indicam uma
prevaléncia maior do TEA na América do Norte (1,01%) em comparagdo com a Europa
(0,73%) e Asia (0,41%) (Talantseva et al., 2023)

Estudos mostram que paises de alta renda apresentam indices mais elevados de
TEA. Esse fenbmeno pode estar ligado ao melhor acesso a diagndsticos e maior

conscientizacdo. Contudo, a maioria dos estudos provém de paises de alta renda,
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especialmente dos EUA, e foram limitados a artigos publicados em inglés. 1sso sugere
que os dados podem ser influenciados por esses fatores geograficos e socioeconémicos
(Talantseva et al., 2023).

A prevaléncia mundial do TEA aumentou significativamente ao longo do tempo,
passando de 0,25% em 1994-1999 para 0,99% em 2015-2019. Isso significa que a
quantidade de pessoas com TEA no mundo quadruplicou em um periodo de 20 anos. A
faixa etaria compreendida entre 6 e 12 anos demonstrou as mais elevadas taxas de
prevaléncia, um fendmeno que pode ser atribuido a uma combinacéo de fatores, incluindo
uma maior capacidade de deteccdo de sintomas de TEA nesta faixa etéria especifica, o
aprimoramento do acesso aos servigos de diagndstico e acompanhamento, além de um
incremento na sensibilizagdo acerca do TEA tanto pela populacdo geral quanto pelos
profissionais da salde (Talantseva et al., 2023; Maenner et al., 2023; Li et al., 2019;
Fombonne, 2023).

A heterogeneidade nas estimativas de prevaléncia se deve existéncia de variagdes
significativas nas taxas de prevaléncia do TEA entre diferentes nacOes, regides
geogréficas e populagdes. Tal variabilidade pode ser justificada por diversos elementos,
que abarcam desde as discrepancias nos critérios diagnésticos empregados até as
diferencas nas metodologias de pesquisa, na percepcao publica e na acessibilidade aos
servicos de saude (Talantseva et al., 2023; Maenner et al., 2023, 2021; Li et al., 2022;
Fombonne, 2023).

A mengdo especifica a faixa etaria de 6 a 12 anos indica que, dentro das
estimativas de prevaléncia do TEA mencionadas, essa faixa etaria em particular mostrou
as taxas mais altas de prevaléncia. No entanto, a afirmacdo sobre a "heterogeneidade
substancial nas estimativas" ndo se limita apenas a essa faixa etaria, mas sim ao conceito
de prevaléncia do TEA de maneira mais ampla, abrangendo diferentes faixas etarias e
contextos estudados (Talantseva et al., 2023; Maenner et al., 2023; Li et al., 2019;
Fombonne, 2023).

Outro artigo chama atencéo para o impacto do aumento da prevaléncia como um
problema de saide publica e enfatiza a necessidade de criacdo de politicas de saude
publica para deteccdo precoce do TEA para reduzir os disturbios durante o
desenvolvimento (Zeidan et al., 2022; Solmi et al., 2022). Esse estudo analisou dados de
2951 registros que incluiam 71 estudos com mais de 30 milhGes de participantes. A

pesquisa revelou uma prevaléncia mundial de TEA de 0,6%, com variacdes regionais:
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0,4% na Asia, 1% na América, 0,5% na Europa, 1% na Africa e 1,7% na Austrélia (Zeidan
etal., 2022)

O TEA ocorre em todos 0s grupos raciais, étnicos e socioecondmicos, embora
existam grupos sub-representados nos dados de diagnéstico de TEA (Lord et al., 2018;
Hodges et al., 2020). De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Satde, uma em cada 160
criancas no mundo tem diagndstico de TEA. No entanto, a prevaléncia do TEA em paises
de baixa e média renda ainda é desconhecida (Maenner et al., 2023; Elsabbagh et al.,
2012).

Nos EUA, aproximadamente uma em cada 44 criancas é diagnosticada com TEA,
de acordo com a Rede de Monitoramento de Autismo e Deficiéncias do Desenvolvimento
(ADDM) dos Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) (Maenner et al., 2023).
O TEA ¢ mais comum em individuos do sexo masculino, observacdo inicialmente feita
por Asperger em 1944 (Wing, 1981), com uma proporc¢do estimada de trés homens para
cada mulher (Loomes et al., 2017; Hodges et al., 2020). A percepgéo equivocada do TEA
como uma condi¢do majoritariamente masculina ndo apenas perpetua estere6tipos, mas
também contribui diretamente para as dificuldades enfrentadas por mulheres no contexto
diagnostico, aumentando a probabilidade de diagndsticos tardios ou incorretos (Hodges
etal., 2020; Bargiela et al., 2016). Esta realidade é particularmente problematica a luz das
disparidades de género existentes, as quais intensificam os obstaculos no diagndstico de
mulheres com TEA, resultando em atrasos e desafios diagndsticos adicionais que
comprometem o acesso oportuno a intervengdes e suportes adequados (Lai et al., 2022).

No Relatério de Vigilancia da Rede de Monitoramento de Deficiéncias no
Desenvolvimento e Autismo (ADDM) em 2020, a estimativa de prevaléncia de TEA em
criancas de 8 anos foi de 27,6 por 1.000, variando de 23,1 em Maryland a 44,9 na
Califérnia, superior as estimativas anteriores da Rede ADDM (Maenner et al., 2021). O
relatério também mostra que, pela primeira vez, a prevaléncia geral de TEA para meninas
foi maior do que 1%. A prevaléncia entre meninos ja havia sido observada como mais
alta no primeiro relatério da Rede ADDM em 2002 (Autism and Developmental
Disabilities Monitoring Network Surveillance Year 2006 Principal Investigators e Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), 2009; Autism and Developmental Disabilities
Monitoring Network Surveillance Year 2002 Principal Investigators e Centers for Disease
Control and Prevention, 2007).

Embora o Brasil esteja entre 0s paises que realizam pesquisas sobre a prevaléncia

de TEA, um estudo piloto em Atibaia mostrou uma prevaléncia de 0,3% (Paula et al.,
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2011a; 2011b) e outro nas regides metropolitanas com 1% de prevaléncia (Portolese et
al., 2017), ainda ha uma escassez de dados epidemioldgicos. Este cenério reforca a
importancia de politicas publicas efetivas para promover um diagndstico preciso e
intervencdes adequadas para pessoas com TEA, considerando as particularidades

sociodemogréficas e as necessidades especificas dessa populagéo.

1.2 ETIOLOGIA

A patologia e a etiologia do TEA ainda permanecem indefinidas, embora uma
interagdo entre fatores genéticos, neuroldgicos e ambientais seja amplamente aceita como
mecanismos plausiveis de patogénese (Sauer et al., 2021).0 TEA ¢ caracterizado por uma
gama de alteracdes no neurodesenvolvimento, manifestando-se de maneiras diversas e
afetam principalmente a comunicac¢ao, a interagao social, e resultam em comportamentos,
interesses ¢ atividades restritivos e repetitivos. Individuos com TEA podem experimentar
atrasos significativos ou auséncia completa da fala, além de enfrentar dificuldades para
iniciar conversas € compreender o uso ndo literal da linguagem, incluindo ironias e
expressoes idiomaticas (Uehara et al., 2016; Dawson, 2008; Chawarska et al., 2013).

A interacdo social também ¢é profundamente impactada, evidenciada por desafios
em estabelecer relacionamentos, dificuldades em compartilhar interesses ou responder a
sinais sociais, como expressdes faciais e contato visual (Silva e Mulick, 2009.
Caracteristicamente, o TEA apresenta comportamentos estereotipados, como balangar ou
girar, uma adesdo inflexivel a rotinas, interesses intensamente focados e uma resposta
atipica a estimulos sensoriais, o que pode incluir tanto a hiperatividade quanto a
hiporreatividade (Wing, 1979). Além disso, o desenvolvimento atipico ¢ um aspecto
central do TEA, com alguns individuos exibindo habilidades excepcionais em areas
especificas, contrastando com atrasos em outras, e enfrentando desafios em habilidades
motoras.

A natureza diversificada dessas manifestagdes reflete a complexidade do TEA e
enfatiza a necessidade de abordagens diagndsticas e terapéuticas personalizadas que
considerem a singularidade de cada individuo afetado pelo transtorno (American
Psychiatric Association, 2022). As variantes podem se manifestar nas disfungdes
precoces, seja na interagdo social ou comportamentos sensOrio-motores restritos,
repetitivos ou estereotipados (Lai et al., 2014). Podem apresentar condig¢des

concomitantes, incluindo epilepsia, depressao, ansiedade e Transtorno de Déficit de
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Atengdao e Hiperatividade (TDAH), além de comportamentos desafiadores como
problemas de sono e automutilacdo (Yang et al., 2023). Individuos autistas apresentam
déficits cognitivos atipicos na percep¢do social, cognicdo prejudicada, disfuncdo
executiva e processamento atipico de percepgao e informagao (Weir et al., 2022).

Fatores genéticos sdo essenciais na compreensdo do TEA, pesquisas envolvendo
irmaos demonstram que o diagndstico de TEA em um irmao eleva consideravelmente a
probabilidade de o outro irmao apresentar TEA, em relagdo a prevaléncia observada na
populacdo em geral (Sandin et al., 2014). Além disso, observa-se uma concordancia
consideravelmente maior, embora nao seja absoluta, no diagndstico de TEA em gémeos
monozigoticos (Kim et al., 2019). A literatura sugere que 35% a 40% dos casos de TEA
tém origem em fatores genéticos (Hallmayer, 2011), enquanto os outros 60% a 65% sao
oriundos de fatores ambientais (Posar e Visconti, 2023; Gardener et al., 2011).

Embora nenhum fator ambiental por si sé seja suficiente para causar o TEA, a
exposi¢do a vdarios fatores ambientais em conjunto pode desempenhar um papel
importante na incidéncia dessa condi¢do (Salehi et al., 2017). Os fatores ambientais
podem ser divididos em pré-natais, natais e pds-natais. Neste sentido, estudos tém
examinado a possivel relagdo entre o TEA e complica¢des durante a gravidez e o parto,
infecgdes durante a gestagdo ¢ o uso de certos medicamentos (Posar e Visconti, 2018;
Posar e Visconti, 2023; Gardener et al., 2011). Outro fator de risco est4 relacionado a
idade avancada dos pais (Wang et al., 2017).

Estudos sugerem que a autoimunidade materna pode ter um papel relevante, com
uma prevaléncia maior de autoanticorpos especificos em maes de criangas com TEA
durante a gravidez (McLellan et al., 2022; Libbey e Fujinami, 2010). Paralelamente,
anormalidades nas respostas inflamatorias, como alteracdes nos niveis de citocinas,
também foram observadas em individuos com TEA, indicando que desregulagdes nas vias
inflamatérias podem influenciar o desenvolvimento cerebral (Hallmayer, 2011). Além
disso, as interagdes entre genes ligados ao sistema imunologico e ao TEA estdo sendo
investigadas, com pesquisas apontando para uma compreensao mais profunda de como
variagdes genéticas podem influenciar o sistema imunoldgico e, consequentemente, o
desenvolvimento do TEA (Suri e El-Baz, 2022; Pardo et al., 2005; McLellan et al., 2022;
Hallmayer, 2011).
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1.2.1 Fatores genéticos

De modo geral, os transtornos do neurodesenvolvimento tém uma alta
herdabilidade devido a fatores genéticos envolvidos (lakoucheva et al., 2019). No TEA o
aumento do risco relacionado a genética desempenha um papel importante; estudos
mostram maior incidéncia em segundos filhos de pais que ja tenham com um filho com
TEA (10-20%), em irmaos gémeos monozigoticos (70-90%) e dizigdticos (10-20%)
(Sandin et al., 2014). Sabe-se que o TEA ¢ poligénico, estes genes, embora contribuam
com pequenos riscos, estao ligados a diferentes variantes genéticas e os genes susceptiveis
respondem coletivamente por 10-20% dos casos (Geschwind, 2011). Cada gene
individualmente tem uma contribui¢do pequena, ¢ nenhum deles possui especificidade
completa, visto que alguns desempenham papéis em uma variedade de transtornos do
neurodesenvolvimento (Rutter, 2005). Além disso, interagdes ambientais em individuos
geneticamente predispostos, pode desencadear o TEA através de mecanismos
epigenéticos (Nardone e Elliott, 2016; Kubota e Mochizuki, 2016).

A heterogeneidade fenotipica do TEA e as diferentes variacdes genéticas podem
afetar diferentes aspectos do desenvolvimento neuroldgico e provocar uma variedade de
sintomas e caracteristicas associadas ao TEA (Hu, 2013). A pesquisa genética atual sobre
o TEA esté utilizando técnicas avancadas de analise de genoma, foram identificados mais
de 100 loci mutados associados ao TEA, que resultam em alteracdes na codificacdo de
proteinas. Adicionalmente, estudos de gendomica ampla revelaram a expansdo de
repeticdes de DNA em tandem em pessoas com TEA. Estas repeti¢des sdo frequentemente
expressas em estagios precoces do desenvolvimento de neurdénios e suas células
precursoras (Schaaf et al., 2020).

Um estudo recente em camundongos mostrou que a dele¢do genética 16p11.2
reduz a comunicagdo pré-frontal com as regides temporal-parietais, isso significa que a
comunicagdo entre a regido pré-frontal do cérebro, que desempenha um papel crucial no
planejamento, tomada de decisdes, modulagdo de emocdes, € as regides parietais
temporais, envolvidas em processamento sensorial e atengdo, ¢ menos eficaz em pessoas
com a delecdo 16p11.2. A delecdo afeta também a fungdo cerebral e aumenta o risco de
disturbios neuroldgicos como o autismo (Bertero et al., 2018). O mesmo experimento
com a mesma delecdo genética em camundongos apresentou impactos similares,
sugerindo uma relagdo direta entre a variagdo genética e alteracdes na conectividade
cerebral que podem levar a comprometimentos sociocognitivos. Este entendimento ajuda

a direcionar possiveis intervencdes terapéuticas (Bertero et al., 2018). Foram
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estabelecidos correlatos genéticos e hereditariedade com diagnosticos de TEA. De fato,
alteragdes cromossdmicas foram encontradas apenas em aproximadamente 25% das

criangas estudadas, sem predominio de nenhuma variancia tunica (Miles, 2011).

1.2.2 Fatores ambientais

Embora a genética desempenhe um papel significativo no TEA, estudos mostram
que fatores ambientais também tem possiveis riscos para o TEA. Dos fatores relacionados
a gestante, pode-se ter fatores positivos e negativos que podem estar ligados ao TEA,
entre esses encontra-se a desnutri¢ao e a obesidade que podem ser fatores negativos (Li
et al., 2016). Entretanto, a exposi¢do materna ao dacido fdlico e suplementos
multivitaminicos antes e durante a gravidez estd associada a um risco reduzido de TEA
na prole em comparagdo com a prole de maes sem tal exposicao (Levine et al., 2018). A
parte neuroldgica persiste por toda a vida, e fatores ambientais, incluindo substancias
toxicas, inseticidas, infec¢cdes e medicamentos, sdo conhecidos por contribuir para a
suscetibilidade ao TEA (Wang et al., 2023).

O estudo de Mintal et al. (2022) buscou esclarecer os fatores ambientais
associados ao diagnoéstico de TEA, entre eles uso de medicamentos, uso de cigarro, idade
gestacional mais tardia e utiliza¢do das vitaminas pré-natais por membro da familia foram
correlacionados com o diagndstico de TEA. Os componentes ambientais podem
contribuir para o desenvolvimento do TEA nas exposi¢des pré-natais as substancias
quimicas ou a radiagdo, causando a interrupcdo das redes genéticas dos neurdnios,
afetando o ciclo celular, o dobramento de proteinas, o reparo de danos ao DNA e a
apoptose celular (Miles, 2011). O estudo de Harding e colaboradores (2021) avaliou os
efeitos da exposi¢do pré-natal ao acido valpréico (VPA), um medicamento antiepiléptico
comumente prescrito para mulheres gravidas com epilepsia. Os resultados mostraram que
a exposicao ao VPA esta associada a um risco aumentado de caracteristicas semelhantes
as do TEA em humanos e animais.

Os modelos animais utilizados atualmente para estudar o TEA englobam uma
variedade de abordagens, cada uma com suas proprias vantagens e limitagdes na
replicacdo dos aspectos do TEA. Estes incluem modelos animais genéticos, modelos
animais de TEA com sindrome induzida por variagdes no nimero de copias (CNVs),
modelos animais idiopaticos e modelos induzidos ambientalmente (Wang et al., 2023; Li

et al., 2021).



20

E importante notar que a pesquisa sobre os fatores ambientais do TEA esta em
constante evolucdo e novos estudos continuam a explorar essas associacdes. Esses
estudos fornecem evidéncias adicionais de que os fatores ambientais podem desempenhar
um papel no desenvolvimento do TEA. No entanto, ¢ importante ressaltar que esses
fatores nao sdo causas diretas do TEA. Acredita-se que eles podem aumentar o risco de
TEA, mas ndo causar o transtorno (Van Meter et al., 2010; Petruzzi et al., 1995;
Kalkbrenner et al., 2012; Hallmayer, 2011; Durkin et al., 2010; Chen et al., 2010;
Calderon-Garciduetias et al., 2008; Beckerman et al., 2008).

1.3 FISIOPATOLOGIA

A inflamacao cronica do sistema nervoso central (SNC), ou neuroinflamacao, tem
sido associada a fisiopatologia de varios disturbios do neurodesenvolvimento, incluindo
o TEA. Pesquisas demonstram que a neuroinflamacdo pode ter um efeito no
desenvolvimento do cérebro e nos déficits cognitivos sociais observados no TEA (Thom
et al., 2019; Nakagawa e Chiba, 2016; Carlezon et al., 2019)

Estudos apontam que a ativagdo das células gliais, que s3o componentes
fundamentais do sistema imunoldgico do cérebro, estd relacionado ao TEA (Gesundheit
et al., 2013; Estes e McAllister, 2015). A microglia e a astroglia, em condi¢des normais,
desempenham papéis cruciais no desenvolvimento € manuten¢do do sistema nervoso,
como na neurogénese € na plasticidade sinaptica (McDougle et al., 2015). Os
desequilibrios das citocinas e quimiocinas, que sdo moléculas sinalizadoras que medeiam
a resposta inflamatoria, podem influenciar a fun¢do neuronal e a interagdo neuronal-glial
que estdo associados ao TEA (Rodriguez e Kern, 2011). O estudo de Liao et al., (2020)
sugere que devido a ativacdo excessiva da microglia em varias regioes do cérebro, com
possivel secre¢do de citocinas e citotoxinas, ocorre disfuncdo neuronal ou danos
provocando o TEA (Zimmerman et al., 2005; Rodriguez e Kern, 2011; Morgan et al.,
2010)

Este enfoque na neuroinflamagdo como um fator importante na fisiopatologia do
TEA ¢ um passo significativo na compreensdao desta condi¢do complexa. Ele abre
caminho para novas abordagens terapéuticas que tratam os processos inflamatdérios no
cérebro, oferecendo novas maneiras de tratar ou mitigar os sintomas do TEA (Kern et al.,
2016; Gonzalez-Toro et al., 2013). A nivel molecular, a fisiopatologia do TEA parece

envolver modificagdes nos sistemas de neurotransmissdo, como glutamatérgico,



21

GABA¢érgico e serotonérgico em individuos com TEA (Provengal et al., 2020; Marotta et
al., 2020). Essas alteracdes se manifestam em niveis de atividade sindptica, incluindo
reducdo e hiperconectividade regional especifica no TEA, indicando mudangas
anatomicas, de conectividade e funcionais (Matta et al., 2019). Além disso, relata-se
desregulagao imunolédgica (Bauman e Kemper, 2005); estresse oxidativo (Usui et al.,
2023) e desequilibrio na excitagdo-inibicdo neural (Rubenstein e Merzenich, 2003;
Gogolla et al., 2009). A desregulagdo do sistema imunolégico, incluindo citocinas pro-
inflamatérias como a interleucina (IL)-6, tem sido associada a varios déficits neuroldgicos
relacionados ao TEA (Ashwood et al., 2008).

Estudos de neuroimagem em humanos e animais com TEA tém mostrado
alteragdes semelhantes em varias regides do cérebro, incluindo diminui¢do do volume de
substancia cinzenta ¢ aumento do volume de substancia branca em areas associadas a
comunicag¢do social, ao processamento sensorial e a cogni¢do. Foi verificado também a
diminui¢ao do tamanho do corpo caloso, hipertrofia do cerebelo afetando a conectividade
entre diferentes regides cerebrais. Esses achados fornecem indicios importantes sobre as
bases neurobioldgicas do TEA (Pierce, 2001).

Para Smith e Jones (2018) as semelhancas entre humanos e animais indicam que
as mudangas estruturais no cérebro que afetam o TEA s3o uma caracteristica transversal
entre as espécies. No entanto, ¢ crucial considerar as diferencas entre os achados em
humanos e modelos animais. Eles observam que, nos modelos animais, as alteracdes no
cérebro associadas ao TEA sdo geralmente mais pronunciadas do que em humanos. Além
disso, a natureza das altera¢des pode variar dependendo do modelo de animal especifico
utilizado. Essas diferencas sublinham a complexidade do TEA e a necessidade de
abordagens de pesquisa diversificada, conforme indicado por Green et al. (2018).

O estudo de Alexander e colegas (2017) revela alteracdes apresentadas na
substancia branca em casos de TEA, tanto em humanos quanto em modelos animais.
Como observado, essas alteragdes sugerem uma organizacdo diminuida das fibras
nervosas, resultando em uma comunicagdo cerebral menos eficiente e destacam que a
desorganizacdo das fibras nervosas compromete a conectividade neural, essencial para o
funcionamento cerebral otimizado (Alexander et al., 2017).

Apesar destas variagoes, os resultados de estudos de neuroimagem em humanos e
animais com TEA fornecem insights valiosos sobre as bases bioldgicas do distarbio.
Como (Ellegood et al., 2015) apresentou em sua analise de vinte e seis modelos de TEA

em camundongos, alteragdes frequentes foram observadas em areas como o lobo parietal
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temporal, cortex cerebelar, lobo frontal, hipotdlamo e corpo estriado. Este estudo fornece
uma base importante para a compreensao das alteragdes especificas do TEA. Da mesma
forma, o estudo de (Lai et al., 2014), que examinaram imagens de ressonancia magnética
de 546 criangas com TEA e 546 sem o transtorno, corroboraram a importancia das
alteragoes especificas no TEA, apontando que estas sdao especificas, um aspecto crucial

do distarbio.

1.3.1. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo, um desequilibrio entre a producao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante do organismo, ¢ subproduto natural do
metabolismo celular, mas niveis excessivos podem levar a danos e disfungdes celulares.
Um estudo de 2023, que analisou amostras de tecido cerebral de pessoas com TEA,
descobriu que os niveis de ERO estavam elevados no hipocampo (Bjerklund et al., 2020).
Niveis elevados de indicadores como 6xido nitrico (ON) e malondialdeido (MDA) foram
observados no cérebro de pacientes com TEA, indicando danos celulares associados
(Kartawy et al., 2020; Amal et al., 2020).

Estudos em modelos de TEA em camundongos evidenciam um aumento
significativo nos niveis de ON, tanto no SNC quanto no periférico. Nesse estudo, os
autores investigaram os mecanismos moleculares do estresse oxidativo no TEA e
analisaram camundongos com uma mutagao no gene SHANK3, que ¢ associada ao TEA,
e verificaram niveis elevados de ON, tanto no cérebro quanto no sangue e no figado,
concluindo que a mutagdo pode levar ao aumento dos niveis de ERO através de varios
mecanismos moleculares, incluindo a redu¢do da expressdao de enzimas antioxidantes e o
aumento da producdo de ERO (Chen et al., 2023). Entretanto, a regulacao delicada do
ON ¢ essencial, pois concentragdes excessivas podem levar a sinalizagdo celular anormal.
O ON pode se ligar a proteinas de sinalizacdo, alterando sua funcdo (Nakamura et al.,
2015), podendo levar a problemas de crescimento, desenvolvimento e funcdo celular ou
o danificar o DNA, levando a morte celular programada. O ON pode, ainda, estimular a
producdo de moléculas inflamatorias, que podem causar danos as células e tecidos (Wang
et al., 2017; Nakamura et al., 2015; Chen et al., 2023).

O estresse oxidativo esta intrinsicamente ligado a inflamagdo, uma caracteristica
frequente em pacientes com TEA (Golomb et al., 2014). A persisténcia da inflamagao
pode desencadear vias de sinalizacdo inflamatoria, liberando citocinas pro-inflamatdrias

e afetando a neurotransmissdo (Golomb et al., 2014). Além disso, o desequilibrio entre a
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producao de ERO e as defesas antioxidantes pode interferir no desenvolvimento neural,
impactando a formagdo de neurdnios, sinapses e outras etapas criticas (Chang et al.,
2012).

Genes associados ao TEA desempenham papéis cruciais na resposta antioxidante.
Mutagdes nesses genes podem aumentar a suscetibilidade ao estresse oxidativo,
influenciando a expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento do TEA. A
homeostase do glutamato e GABA, neurotransmissores essenciais, ¢ afetada pelo estresse
oxidativo, contribuindo para desequilibrios na atividade neural em pessoas com TEA
(Chang et al., 2012). Além disso, a peroxidacdo lipidica, um produto do estresse
oxidativo, contribui para danos celulares e pode ser medida através do ensaio Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS).

Tratamentos promissores, incluindo antioxidantes como N-acetilcisteina (NAC) e
melatonina, tém demonstrado melhorar sintomas comportamentais em pacientes com
TEA (Rossignol, 2009). Estudos fornecem evidéncias de que o estresse oxidativo pode
desempenhar um papel importante na patogénese do TEA e que a modulagéo do estresse
oxidativo pode ser uma estratégia promissora para o desenvolvimento de tratamentos para
o transtorno (Usui et al., 2023; Uddin et al., 2023; Manivasagam et al., 2020).

1.4. N-ACETILCISTEINA

A NAC ¢ um derivado da L-cisteina que ¢ produzido naturalmente no corpo
humano. A L-cisteina ¢ um aminoacido essencial que ¢ encontrado em proteinas e outros
compostos biologicos (Lushchak, 2012). Dentro da célula, a cistina pode ser reduzida a
L-cisteina que rapidamente ¢ oxidada no cérebro, que ¢ o componente limitante da
molécula antioxidante endogena glutationa (GSH) (Rushworth e Megson, 2014). A
capacidade da NAC de regular a cisteina e as atividades antitransportadoras do glutamato,
bem como a biossintese do GSH, sdo a chave para sua eficacia terapéutica. A L-cisteina
¢ um precursor da GSH, um importante antioxidante que protege as células dos danos
causados pelos radicais livres. A NAC ¢ produzida pela adicdo de um grupo acetilo a
molécula de L-cisteina (Pfaff et al., 2020), essa adi¢do do grupo acetilo protege a L-
cisteina da oxidacao, o que pode aumentar sua biodisponibilidade e eficacia. Kau (2008)
mostrou que a L-cisteina ¢ rapidamente oxidada em cistina no cérebro.

A NAC pode ser encontrada em diferentes formas farmacéuticas, como

comprimidos, xaropes e solugdes injetaveis, e ¢ usada no tratamento de condi¢des
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respiratorias, como bronquite, bronquiectasia, fibrose cistica e outras doencas pulmonares
em que o muco espesso ¢ um problema. Também € usado em situagdes de intoxicagao por
paracetamol, onde sua administragdo rdpida pode ser crucial para prevenir danos
hepaticos graves (Frezza et al., 2019; Barnes et al., 2017). Além de suas propriedades
mucoliticas e antioxidantes (por meio da doacao de grupos sulfidrila para neutralizar os
radicais livres), a NAC tem sido objeto de estudos e pesquisas em varias outras areas de
saude, incluindo o tratamento de doencas psiquiatricas, como transtorno obsessivo-
compulsivo (TOC) e dependéncia de cocaina. Embora essas aplicagdes ainda estejam em
fase de investigagdo, alguns mecanismos de agdo da NAC nessas condigdes ja foram
identificados (Wink et al., 2016; Frezza et al., 2019; Dean et al., 2011; Bradlow et al.,
2022). Por exemplo, a NAC pode modular a atividade de neurotransmissores como a
dopamina e a serotonina, reduzir o estresse oxidativo ¢ a inflamagao, que sao fatores que
contribuem para o desenvolvimento de doengas psiquiatricas ¢ o TEA (Frezza et al.,
2019; Bradlow et al., 2022). No entanto, s3o necessarios mais estudos para confirmar
esses resultados e determinar a dose e a duracao ideal do tratamento (Muller et al., 2022;
Hardan et al., 2015).

Além de aumentar os niveis de GSH, a NAC também tem efeitos benéficos sobre
aviamTOR e o sistema GABA. O estresse oxidativo esta relacionado a disfuncdo da via
mTOR, uma das vias bioldgicas envolvidas no TEA. A via mTOR regula a sintese de
proteinas e o crescimento celular e disfungdes nessa via podem estar relacionadas aos
sintomas do TEA. A NAC, como antioxidante, pode atuar reduzindo o estresse oxidativo
e, indiretamente, influenciar na via mTOR (Gupta, 2016).

A NAC também pode ter efeitos no sistema GABAEérgico, que € outra via
bioldgica envolvida no TEA. O GABA é um neurotransmissor inibitério que regula a
atividade cerebral e disfuncGes nessa via tém sido implicadas em problemas de
conectividade neural e hiperexcitabilidade em pessoas com TEA. A NAC pode atuar
indiretamente nessa via na reducgéo da inflamacao e atuando no estresse oxidativo que
podem afetar o funcionamento do sistema GABAérgico (Wink et al., 2016).

As evidéncias clinicas encontradas em um estudo de 2015 sugerem que a NAC
pode ser um possivel tratamento para o TEA. O estudo foi realizado com 40 criangas com
TEA e demonstrou uma redugdo significativa nos escores de irritabilidade e
hiperatividade/abandono (Hardan et al., 2015) Dois estudos clinicos mais recentes,
realizados em 2022 e 2023, também sugeriram que a NAC pode ser eficaz no tratamento

de sintomas especificos do TEA, como irritabilidade e hiperatividade. No entanto, a
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maioria dos estudos sobre a NAC para o tratamento do TEA foi realizada em amostras
pequenas. Assim, mais pesquisas sao necessarias para avaliar a eficacia e seguranca da
NAC em populagdes maiores (Tincani et al., 2023; Muller et al., 2022).

O estudo de Dean et al., (2017) envolvendo 102 criangas, testou o efeito do
antioxidante NAC em doses de 500 mg/dia ou placebo, administrados por 6 meses, além
do tratamento convencional. Embora ndo tenham sido encontradas diferengas
significativas entre os grupos de NAC e placebo em relagdo aos estagios comportamentais
avaliados, outros estudos sugerem que doses mais altas de NAC podem ser possiveis para
obter beneficios (Ghanizadeh e Moghimi-Sarani, 2013).

Em um estudo de (Hardan et al., 2015) realizado por 12 semanas, duplo-cego,
randomizado e controlado por placebo, os participantes receberam inicialmente 900 mg
de NAC por dia, aumentando gradualmente para 2.700 mg por dia. Com essa dose mais
alta foram observadas melhorias na subescala de irritabilidade da Aberrant Behavior
Checklist, na escala de estereotipias revisadas da Escala de Comportamento Repetitivo e
nos escores de maneirismos da Escala de Responsividade Social (Zhang et al., 2019; Wink
et al., 2016; Gupta, 2016). Liu e colaboradores (2022) realizaram uma meta-analise de
ensaios clinicos controlados por placebo para avaliar a eficdcia das intervengdes
antioxidantes no tratamento do TEA. A meta-analise incluiu 14 estudos com um total de
1.175 participantes. Os resultados indicaram que as intervengdes antioxidantes, incluindo
a NAC, foram mais eficazes do que o placebo na melhoria dos sintomas de irritabilidade,
distarbios de comunicacdo e comportamentos estereotipados. No entanto, o tamanho do
efeito foi pequeno. Considerar a NAC como uma terapia adjuvante para O TEA (Wink et
al., 2016) parece ser bastante razoavel em relacdo aos seus efeitos benéficos e perfil de

seguranca revelados neste estudo e em anteriores (Zhang et al., 2019).

1.5 RISPERIDONA

A risperidona (RISP) é um medicamento antipsicético atipico muito utilizado no
tratamento de diversos distdrbios mentais. Foi desenvolvido pela Janssen
Pharmaceuticals, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, em
1993, para o tratamento da esquizofrenia em adultos. Em 2006, a FDA aprovou a RISP
para o tratamento da irritabilidade associada TEA em criancas e adolescentes (Farmer et
al., 2013)
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Acredita-se que a RISP seja eficaz no tratamento da irritabilidade do TEA porque
reduz os niveis de dopamina no cérebro. A dopamina estd envolvida na regulacdo de
comportamentos agressivos e impulsivos (Aman et al., 2005). A RISP também pode ser
eficaz no tratamento de outros sintomas do TEA porque aumenta os niveis de serotonina
no cérebro, que estd envolvida no controle de comportamentos repetitivos e
estereotipados (Posey e McDougle, 2001).

A eficacia da RISP em outros sintomas do TEA ndo esta bem clara. No entanto
uma revisdo sistematica e meta-analise de 14 estudos randomizados controlados por
placebo (RCTs) de Scherbanu e sua equipe, (2023) mostrou que a RISP foi associada a
uma redugdo meédia de 40% da frequéncia e da gravidade dos comportamentos agressivos,
auto lesivos e desafiadores em criangas com TEA (Scherbanu et al., 2023).

1.6 MODELO ANIMAL DE TEA POR ADMINISTRACAO DE ACIDO VALPROICO
(VPA)

Em ratos, a exposicdo ao VPA durante a gravidez ¢ um modelo que produz
resultados neurais e comportamentais que se assemelham aos encontrados em pacientes
autistas (Nicolini e Fahnestock, 2018; Mabunga et al., 2015; Ingram et al., 2000a;
Bauman e Kemper, 2005). O modelo animal do TEA tem sido usado para estudar mais
detalhadamente os potenciais efeitos comportamentais, fisioldgicos, neuroanatomicos e
moleculares subjacentes ao TEA (Roullet et al., 2013; Mabunga et al., 2015; Kim e
Pessah, 2011; Kataoka et al., 2013; Juliandi et al., 2015). A exposi¢do pré-natal ao VPA
em ratos pode levar a comportamentos semelhantes ao TEA, como déficits sociais,
repeticdes comportamentais, deficiéncias cognitivas, além de alteracdes de
comportamentos sociossexuais (Dorantes-Barrios et al., 2024).

Os modelos animais de TEA sdo uma ferramenta valiosa para a pesquisa sobre o
TEA , permitem que os pesquisadores estudem os mecanismos biologicos do disturbio e
desenvolvam novas abordagens terapéuticas. As alteracdes bioldgicas que sdo
semelhantes as observadas em humanos incluem i) Alteragdes nos circuitos neurais, Como
alteracdes na conectividade entre diferentes regides do cérebro ii) Alteragcdes na funcao
de neurotransmissores, como alteragdes na produgdo ou na atividade de
neurotransmissores 1ii) Alteracdes no desenvolvimento cerebral, como alteragdes no

tamanho ou no nimero de células nervosas (Nguyen e Jones, 2022).
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Os modelos animais de TEA sao criados por meio de uma variedade de métodos,
entre eles 1) Indugdo de mutagdes genéticas em animais ii) Exposi¢do de animais a toxinas
ou infeccdes iii) Manipulagdo da dieta ou do ambiente de animais. Os modelos animais
do TEA também tém sido usados para testar a eficacia de novas abordagens terapéuticas.
Essas abordagens incluem 1) Terapia genética, que visa corrigir as mutagdes genéticas que
estdo associadas ao TEA ii) Terapia farmacologica, que visa modular a fungdo de
neurotransmissores ou neuromoduladores iii) Terapia comportamental, que visa ensinar
habilidades sociais ¢ de comunica¢do (Nguyen e Jones, 2022). Estes modelos
demonstram muitas das caracteristicas estruturais e comportamentais que podem ser
observadas em individuos com TEA, permitindo assim a definigdo de vias relevantes de
desregulacéo do desenvolvimento resultante da manipulagdo ambiental (Mabunga et al.,
2015). Assim o modelo animal de TEA por administracdo de VPA, se torna uma
ferramenta util para avaliar a seguranca, tolerabilidade e possivel eficacia de novas
drogas, estudar o mecanismo de agdo de psicofarmacos e auxiliar na elucidacdo dos
mecanismos neurobioldgicos subjacentes ao TEA.

A NAC surge como um agente promissor no TEA, dada a sua potencialidade em
modular aspectos neuroquimicos e inflamatorios implicados na condi¢do. Esta substancia
demonstra capacidade de elevar os niveis cerebrais de GSH, um antioxidante crucial que,
ao ser potencializado, pode atenuar as disfunc¢des oxidativas frequentemente observadas
em individuos com TEA. Paralelamente, as propriedades anti-inflamatérias da NAC
oferecem um meio de intervir nos processos inflamatorios que sdo sugeridos como
contribuintes para a patogénese do TEA. Com base nessas evidéncias, este estudo visa
investigar a eficacia e a seguranca do uso adjuvante de NAC em combinacdo com a RISP,

um tratamento farmacoldgico comumente prescrito para TEA.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito neurolégico da NAC associado a RISP sob parametros

comportamentais e bioquimicos de estresse oxidativo em modelo animal de TEA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a.

Verificar o peso da prole como indicador de desenvolvimento e crescimento
em ratos machos submetidos ao modelo animal de TEA e tratados com NAC
associada a RISP;

Avaliar o neurodesenvolvimento através do teste de geotaxia negativa e busca
pelo ninho em ratos machos submetidos ao modelo animal de TEA,;
Verificar o comportamento locomotor e social em ratos machos submetidos
ao modelo animal de TEA e tratados com NAC associada a RISP;

Avaliar parametros de dano oxidativo, como concentragao de nitrato/nitrito no
cortex posterior e cerebelo e conteddo de sulfidrilas em cortex posterior,
cerebelo, hipocampo, cortex pré-frontal e estriado de ratos machos submetidos
ao modelo animal de TEA e tratados com NAC associada a RISP;

Avaliar parametros de defesa antioxidante, como atividade da enzima CAT e
SOD no cortex posterior, cerebelo, hipocampo, cortex pré-frontal e estriado
de ratos machos submetidos ao modelo animal de TEA e tratados com NAC

associada a RISP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 PRINCIPIOS ETICOS

Este estudo seguiu todas as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) para pesquisas utilizando animais.
Além isso, o projeto passou pela avaliagio e aprovagdo do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) com o
protocolo niumero 62/2022 (ANEXO A). Os animais foram procedentes do Biotério
Central da UNESC e todos os cuidados foram adotados para evitar ou minimizar o

sofrimento dos animais durante o experimento.

3.2 ANIMAIS

Para conduzir esta pesquisa, utilizou-se um total de 65 ratos Wistar, 15 machos
e 15 fémeas adultos, com peso médio de aproximadamente 300 g, que foram utilizados
para acasalamento, para gerar 40 filhotes machos, com um peso médio de
aproximadamente 10 gramas. As fémeas sdo utilizadas somente como matriz. Esses
animais foram alojados em gaiolas plasticas de dimensdes 41 x 34 x17 cm, com 4 animais
cada, dois machos e duas fémeas. As condigdes de alojamento incluiram controle de
temperatura a 22 £ 1 °C, umidade de + 55% e um ciclo de iluminagdo de 12 horas, com
luz disponivel das 06:00 as 18:00. Além disso, os ratos tiveram livre acesso ao alimento
padrdo para roedores da Nuvilab (NUVITAL) e 4gua do sistema publico de fornecimento
que foi filtrada, colocado em bebedouros para os animais em gaiolas de tamanho padrao
do biotério. A maravalha que forra as caixas dos animais foi trocada a cada 2 dias e a sala
apresentava o sistema de exaustor, de modo a manté-los com o maximo de conforto

possivel.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Para induzir a fase de estro em ratas, adotou-se uma metodologia baseada na
exposicdo das fémeas a estimulos olfativos provenientes de machos. Inicialmente, uma
amostra do substrato (maravalha) utilizado na habitagdo dos machos ¢ transferida para a
caixa das fémeas. Esse substrato, impregnado com o odor dos machos, serve como
estimulo olfativo. A transferéncia ocorre no término ciclo claro, a exposicao ao estimulo
olfativo se estenda por todo ciclo escuro. A maravalha ¢ removida ao inicio do

subsequente ciclo claro. Este protocolo visa simular a presenca de um macho no ambiente,
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promovendo um estimulo natural para a induc¢ao do estro nas fémeas, facilitando assim a
sincronizagdo dos periodos férteis para procedimentos experimentais subsequentes. Nos
7 dias seguintes foi coletado secrecdo vaginal das ratas para verificar em qual periodo do
ciclo fértil ela se encontrava. A secre¢ao foi coletada com pipeta, sendo que foi feito um
lavado com 80 uL de salina (SAL) no orificio vaginal da rata e avaliado em microscopio
(40 x) para averiguar o padrao de células encontradas. Quando encontrado o padrdo de
células que correspondem a fase estro, a rata foi acasalada com um rato em uma caixa
isolada e na manha seguinte ao acasalamento foi realizado um outro lavado vaginal com
80 uL de SAL para verificar a presenga de espermatozoide. Quando encontrado
espermatozoide foi considerado o dia 0,5 embrionario e a rata foi isolada e denominada
matriz.

No 12° dia de gestacdo (DQG), as matrizes foram separadas em dois grupos, um
grupo com 5 e outro grupo com 10 ratas. O grupo com 10 fémeas recebeu uma dose de
600 mg/kg de VPA , o volume injetado em cada rata ¢ calculado de acordo com o peso do
animal (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) dissolvido em solugdo SAL estéril a 0,9%, com
pH 7,4 (grupo VPA-expostos) via inje¢ao intraperitoneal (i.p.), com o objetivo de induzir
o modelo animal de TEA. O outro grupo, com 5 ratas, recebeu apenas solucao SAL estéril
a 0,9%, com pH 7,4 (grupo SAL-expostos) no mesmo protocolo, o volume injetado em
cada rata ¢ calculado de acordo com o peso do animal. A partir da injecao as fémeas nao
foram manuseadas at¢ o DG 18, quando foram isoladas uma por caixa para poderem
iniciar com comportamento de ninho livremente.

Ap6s o nascimento dos filhotes, foram verificados alguns parametros de
neurodesenvolvimento nos machos. O primeiro a ser realizado, foi o peso da prole, que
foi registrado no 9°, 17° e 25° dia pds-natal (DPN). Durante o periodo de intervencao, que
ocorreu entre 0 21° e 0 35° DPN, a coleta de dados sobre o peso continuo sendo efetuada.
O segundo a ser verificado foi a busca pelo ninho, no 10° DPN. Por fim, o teste de
geotaxia negativa, no 15° DPN. Os filhotes machos foram desmamados e separados das
matrizes no 21° DPN e as fémeas foram encaminhadas para descarte. O modelo animal
prevé a utilizacdo somente de machos, uma vez que as fémeas nao reproduzem bem o
comportamento tipo-autista (Anshu et al., 2017).

Ap6s o desmame, as proles VPA-expostos e SAL-expostos foram submetidas a
um protocolo de tratamento com NAC via subcutanea (s.c.) € RISP via gavagem (gav.),
uma vez ao dia, do 21° ao 35° DPN. O tratamento foi formado por 4 grupos: 1) animais

expostos a SAL na gestagdo, SAL (gav.) e SAL (s.c.) no pds-natal; II) animais expostos a
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SAL na gestagdo, 0,1 mg/Kg de RISP (gav.) e 150 mg/Kg de NAC (s.c.) no pos-natal; I1I)
animais exposto ao VPA na gestacdo, SAL (gav.) e SAL (s.c.) no pos-natal; IV) animais
expostos a0 VPA na gestagdo, 0,1 mg/Kg de RISP (gav.) e 150 mg/Kg de NAC (s.c.) no
pOs-natal.

Sendo assim, os filhotes machos foram divididos em quatro grupos para
receberem o tratamento com SAL ou RISP 0,1 mg/mL via gav. e SAL ou NAC 150 mg/mL

via s.c., com 10 animais cada grupo:

1. Grupo I — Controle (CT): SAL-expostos + SAL (gav.) + SAL (s.c.);

2. Grupo II (SAL + RISP + NAC): SAL-expostos + RISP 0,1 mg/kg (gav.) +
NAC (s.c.);

3. Grupo III (VPA): VPA-expostos + SAL (gav.) + SAL (s.c.);

4. Grupo IV (VPA + RISP + NAC): VPA-expostos + RISP 0,1 mg/kg (gav.) +
NAC (s.c.).

Todos os animais foram pesados nos dias de tratamento, ou seja, do 21° DPN ao
35° DPN. Apos a conclusdo do periodo de administra¢do do tratamento com SAL, RISP
0,1 mg/kg e/ou NAC 150 mg/kg, no DPN 36° os ratos foram submetidos aos testes
comportamentais (teste das trés cdmaras e campo aberto) e eutanasiados apos o ultimo
teste comportamental através do uso de guilhotina. Seus cérebros foram removidos para
a dissec¢d@o do cortex posterior, cerebelo, hipocampo, cortex pré-frontal e estriado sendo
homogeneizados e utilizados para as analises bioquimicas. A figura 1 representa o

delineamento experimental.
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DG 12 Dia 10 PN Dia21-35 PN
Modelo Experimental de Teste de busca pelo ninho Tratamento
TEA com VPA

Fase de
Acasalamento

Ratos Wistar do DGOS
B g <
Biotério Central da o rmacio da Gestaio Dia 9-35PN
UNESC Isolamento das Matrizes Monitoramento do Dia 15PN Dia 21 PN

peso da prole Geotaxia negativa Desmame

Dia 36 PN
Eutanasia
Testes comportamentais

Figura 1 - Linha do tempo do experimento.

3.4 AVALIACAO DO NEURODESENVOLVIMENTO

Para verificar o neurodesenvolvimento dos animais utilizados nestes
experimentos, foram analisados alguns parametros, como avaliacdo do peso, teste de

busca pelo ninho e teste de geotaxia negativa.

3.4.1. Avaliacéo do peso

Antes do desmame, nos dias 9° DPN, 17° DPN, 25° DPN, foi verificado o peso da
prole. Para a realizacdo desse parametro, a matriz foi retirada da caixa dos animais ainda
filhotes e 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. Apds o desmame no DPN 21, os animais foram pesados de forma individual
entre os DPN 21 e 35. Apds cada procedimento, todos os animais eram recolocados na
caixa original e devolvidos ao biotério. O recipiente de pesagem era higienizado com
alcool 70%, seguido de alcool 10%, assim como a luva do pesquisador era trocada para
nao haver risco de transferir odor de uma ninhada para outra e a matriz abandonar ou

matar os filhotes.
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3.4.2 Teste da busca pelo ninho

No 10° DPN todos os animais foram avaliados. O aparato utilizado foi um recipiente
plastico (30 x 20 x 13 cm) que foi dividido em trés partes e teve as partes laterais cobertas
com maravalha, mas deixando um centro claro descoberto. Um lado foi preenchido com
a cama da gaiola (aparas do ninho) e o outro lado com aparas esterilizadas. O filhote foi
colocado no centro do aparato e a laténcia para alcancar as maravalhas do ninho e o tempo
para fazer qualquer escolha foram registrados. O tempo total do teste foi limitado a 60
segundos. Para manter o cheiro da ninhada/mae, ndo foi trocada a maravalha da gaiola-
casa nos 2 dias anteriores ao teste (Schneider e Przewlocki, 2005). Ap6s o teste
comportamental, o aparato foi limpo com alcool 70% seguindo de alcool 10%, o animal

voltou para sua caixa de origem e foi devolvido ao biotério.

3.4.3 Teste de geotaxia negativa

No 15° DPN os animais foram colocados em uma rampa com 45 graus de inclinagdo,
com a cabeca direcionada para baixo. Foi registrado o tempo que cada animal leva para
virar para a posi¢ao oposta, ou seja, com a cabega voltada para cima. Os animais que nao
apresentaram reflexo na primeira tentativa foram testados mais duas vezes. A ocorréncia
de reflexo na primeira, segunda ou terceira tentativa também foram registrados (Ruhela

etal., 2019)

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os animais foram submetidos a testes comportamentais para verificar a
sociabilidade e preferéncia social por meio do teste das trés camaras e a locomogao e

comportamento exploratorio por meio do teste de campo aberto.

3.5.1 Teste das trés camaras

No DPN 35, os ratos foram submetidos ao teste de interacdo social. O teste, ¢
adaptado de (Kaidanovich-Beilin e Woodgett, 2011) e baseia na tendéncia natural que os
roedores tém de investigar animais considerados desconhecidos e intrusos. Os animais
foram inseridos em um aparato composto por 3 camaras (120 x 40 x 40) de acrilico
conectadas com divisorias removiveis. Primeiramente, o rato foi colocado na camara

central para habituacdo por 5 min. Apos a habituagdo, um rato desconhecido pelo rato
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teste (rato 1) foi colocado em uma gaiola pequena na camara esquerda, enquanto a camara
direita permanece apenas com a gaiola vazia, e as divisorias foram removidas para que o
rato teste pudesse explorar livremente as trés camaras por 10 minutos. Depois deste
tempo, o rato teste foi colocado na camara central, fechada pelas divisorias e um segundo
rato desconhecido (rato 2) foi inserido na camara direita. Apos isso, as divisorias foram
removidas para que o animal teste explorasse o aparato por mais 10 minutos. Apds o fim
do teste, o aparato era limpo com alcool 70% seguido de alcool 10%, o animal voltava
para sua caixa de origem e era devolvido ao biotério. Foram registrados os seguintes
parametros: laténcia para o primeiro encontro com o rato 1 e rato 2, o nimero de encontro

com rato 1.

3.5.2 Teste de campo aberto

No DPN 36 os ratos foram submetidos a avaliagdo do comportamento da atividade
exploratoria e locomotora, que foi realizada no teste de campo aberto. O teste ¢é realizado
em uma arena quadrada (60 x 60 x 48cm) com piso dividido em 9 quadrados iguais. O
animal foi colocado em um quadrante do vértice e deixado explorar por 5 minutos. Dentro
deste tempo, foram contabilizados o nimero de vezes que o animal cruzou os quadrantes
com as quatro patas (indicador de atividade locomotora) e nimero de vezes que ele se
levantou sobre as patas traseiras (indicador de atividade exploratdria). Apos o teste
comportamental, o aparato foi limpo com dlcool 70% seguido de 4lcool 10%, o animal

voltou para sua caixa de origem e foi devolvido ao biotério (Crawley, 2008, 2007, 1985).

3.6 ANALISE DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Para a realizacdo das técnicas bioquimicas, 0 cortex posterior, cerebelo,
hipocampo, cortex pré-frontal e estriado foram previamente homogeneizados em tampéo
PBS (PH 7,4) para atividade da enzima catalase, atividade da enzima superdxido
dismutase, para os conteudos de sulfidrilas e para a determinacdo da concentracdo de
nitrato e nitrito de modo que a quantidade de tecido utilizado ¢ padronizada em 100 mg e
a quantidade de tampé&o ¢ padronizada para 10 vezes, em pL/peso da amostra (100 mg
amostra— 1000 pL tampé&o PBS). Apds esse processo, as amostras homogeneizadas foram

centrifugadas, e 0 sobrenadante armazenado para a realizacdo das analises bioquimicas.
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3.6.1 Catalase (CAT)

O seguinte procedimento foi adapado de (Aebi, 1984) Este método ¢ baseado na
diminui¢ao da absorbancia a 240 nm devido a degradagdo do peroxido de hidrogénio
(H202) em oxigénio e dgua. Apo6s a determinagdo de cada concentragdo de proteina, as
amostras foram colocadas em contato com o (H20z), ou com o tampao para ter-se um
controle branco. Apds o contato a absorbancia foi imediatamente medida
espectrofotometricamente a 240 nm em 3 intervalos entre 1 segundo e 60 segundos. As

medicoes foram expressas como pumols de HoO>/mg de proteina degradada.

3.6.2 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da
adrenalina segundo (Bannister e Calabrese, 1987) Em placa de 96 pocos, foi utilizado 5,
10 e 15 pL da amostra (homogeneizadas em tampao glicina), adicionado 5 uL de CAT,
pipetado 185 pL, 180 puL e 175 pL (respectivamente) de tampdo glicina e 5 pL de
adrenalina. A leitura foi realizada em 180 segundos com intervalo de 10 segundos medida
espectrofotometricamente a 480nm e os valores foram expressos em unidade de SOD por

mg de proteina (U/mg proteina).

3.6.3 Contendos de Sulfidrila

Residuos de aminoacidos — as cisteinas — que contém sulfidrila (SH) nas proteinas,
sao alvos suscetiveis a uma variedade de pro-oxidantes. Em diferentes tecidos, as células,
incluindo o cérebro, possuem um sistema que regula o status redox dos tiois celulares e
protegem as proteinas que contém SH contra oxidagao excessiva. Os radicais sulfidrilas
(SH) representam todos 0s grupos tiois, portanto, conforme descrito por (Aksenov e
Markesbery, 2001) para a analise do teor de tiol total e ligado as proteinas, as amostras
foram processadas e suspensas em tampao fosfato (PBS, pH, 7,5). O conteudo total de
tiol de cada amostra foi determinado usando acido ditionitrobenzoéico (DTNB) que reduz
0s grupos tiois e forma um derivado de cor amarela (TNB) e quantificado de acordo com
a absorbancia a 412 nm usando um espectrofotometro. Os dados foram expressos como

nmol de TNB por mg de proteina.

3.6.4 Concentrac¢ao de nitrato/nitrito
Uma solugéo padrédo de nitrato de sédio (100 mL) foi diluida seriadamente (200

UM a 1,6 mM) em duplicata, em placa de 96 pocos. Apos o preparo da curva, 100 pL das



36

amostras homogeneizadas foram pipetadas em cada po¢o; em seguida, 100 pL solugéo
de cloreto de vanadio foram adicionados aos pogos, rapidamente seguido da adicdo de
reativo de Griess (50 puL de SULF + 50 pL de NEED). Apds trinta minutos foi realizada
a leitura em 540 nm (Kvietys e Granger, 2012).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas e os graficos foram realizados e construidos no programa
Graphpad versao 9.0. Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao da
média (DPM), o teste de Grubbs e de Shapiro-Wilk foram aplicados para avaliar os
outliers ¢ a normalidade dos dados, respectivamente. As diferencas estatisticas entre os
grupos experimentais foram avaliadas por meio do teste Kruskal-Wallis. O teste t foi
usado para avaliar as diferengas entre as fases e nos testes de desenvolvimento. Para a
avaliagdo das diferencas entre os grupos, foi realizado o teste ANOVA de duas vias. Os
critérios de significancia utilizados foram de p <0,05. Os asteriscos (*p <0,5; **p <0,01;

*#% p <0,001) caracterizam o grau de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO NEURODESENVOLVIMENTO

4.1.1 Peso Corporal

Os animais foram monitorados quanto ao ganho de peso antes de receberem o
tratamento (DPN 9 e 17) e ao longo dos 15 dias de tratamento (DPN 21 ao 35). A Figura
2 apresenta o ganho de peso nos dias experimentais DPN 9, 17, 21, 23, 26, 29, 32 e 35.
Todos os grupos tiveram o ganho de peso normal como o esperado, sem diferengas

significativas entre os grupos.
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Figura 2 - Peso dos animais. Acompanhamento do peso (g) dos animais (n= 15-18) submetidos ao modelo
experimental de TEA induzido por VPA, pré (9 e 17 DPN) e pds-tratamento com RISP+NAC (21, 23, 26,
29,32 ¢ 35 DPN) (n=11-31).

4.1.2 Avaliacao da busca pelo ninho

A Figura 3A representa o tempo de laténcia e a Figura 3B, o tempo de chegada ao
ninho em segundos durante o teste comportamental de busca pelo ninho. As analises
estatisticas, realizadas por meio do teste T, revelaram uma diferenca significativa (p <
0,001) entre o grupo CT e o grupo VPA nas duas situagdes, nas quais o grupo CT concluiu

a atividade com maior rapidez em comparagao com o grupo VPA.

ISAL: SAL-expostos + SAL (gav.) + SAL (s.c.)
VPA: VPA-expostos + SAL + SAL (gav.) + SAL (s.c.)
RISP + NAC: SAL-expostos + RISP 0,1 mg/kg (gav.) + NAC (s.c.)
VPA+RISP+NAC: VPA-expostos + RISP 0,1 mg/kg (gav.) + NAC (s.c.).
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Figura 3 - Teste comportamental de busca pelo ninho. A) Tempo de laténcia. B) Tempo de chegada ao
ninho (n=11-31). No teste realizado o tempo est4d medido em segundos. Os dados séo representados como
média £ desvio padrdo da média. As analises estatisticas foram realizadas por meio do teste T, com post-
hoc de Mann-Whitney e foram consideradas significativas quando ***p< 0,001.

4.1.3 Avaliacio da geotaxia negativa

Um outro parametro utilizado para analisar o neurodesenvolvimento, foi a
geotaxia negativa. A analise da Figura 4 revela que os animais expostos ao VPA utilizaram
um tempo significativamente maior (p < 0,05) para girar 180° no seu proprio eixo

corporal sobre o aparato, em compara¢do com os animais do grupo CT.
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Figura 4 - Teste de geotaxia (tempo em segundos) (n-= 16-26). Os dados séo representados como média
* desvio padrdo da média. As analises estatisticas foram conduzidas usando o teste T, com post-hoc de
Mann-Whitney e 0s valores foram considerados significativos quando *p<0,05.

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Ao fim do tratamento de 15 dias com NAC isolada ou em associagdao com a RISP,
foram realizados testes comportamentais para verificar o comportamento social e
locomotor dos animais com o objetivo de verificar os efeitos destes compostos nos

diferentes grupos.

4.2.1 Teste das trés camaras

A Figura 5 mostra o comportamento social dos animais. Na Figura 5A e 5B ¢
mostrado que houve um aumento significativo (p < 0,05) na laténcia do primeiro encontro
com o rato 1 e uma diminui¢ao (p< 0,05) no numero de encontros com o rato 1, no grupo
VPA + SAL em relacdo com grupo CT. Isto significa que os animais do modelo animal
de TEA levaram mais tempo para interagir a primeira vez com o rato desconhecido e
buscaram encontra-lo menos vezes do que os animais CT. Conforme esperado, quando os
animais expostos ao VPA foram tratados com RISP + NAC, o tempo de laténcia para o
primeiro encontro foi atenuado em relagdo aos que nao receberam o tratamento (VPA +
SAL).

A andlise de ANOVA de duas vias, revelou a presenca de interacdo (p < 0,01) entre

a exposicdo pré-natal ao VPA e a exposi¢do pds-natal a RISP + NAC no parametro de
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laténcia para o primeiro encontro com o animal desconhecido. Ja o efeito principal foi

exercido pelo tratamento RISP + NAC (p <0,001).
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Figura 5 - Teste das trés camaras. A) Laténcia encontro com rato 1 (tempo em segundos). B) Nimero de
encontros com rato 1 (tempo em segundos) (n= 8-20). Os dados sdo representados como média + desvio
padrdo da média (DPM). As anélises estatisticas foram realizadas através da andlise de variancia two-way
ANOVA, seguido do teste de post-hoc de Tukey, *p<0,05 e ***p<0,001, quando comparado ao grupo
controle (CT).

4.2.2 Teste de campo aberto

No teste de campo aberto (Figura 6), que avalia a atividade locomotora dos
animais, foram registrados os dados referentes ao numero de cruzamentos (Figura 6A) e
de levantamentos (Figura 6B).

Os dados coletados e analisados demonstraram aumento do numero de

cruzamentos nos grupos VPA tratados com SAL (p <0,001) e com RISP + NAC (p <
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0,01), quando comparados ao grupo CT (Fig 6A). Na Figura 6B, foi observado o numero
de levantamentos, onde o grupo VPA + SAL e o grupo VPA + RISP + NAC apresentaram
um aumento neste parametro (p < 0,01) em rela¢do ao grupo CT.

Nestes parametros, ndo foi encontrado interagdo entre a exposi¢ao pré-natal ao
VPA e a exposi¢ao pds-natal a RISP + NAC apo6s a analise de ANOVA de duas vias.
Porém, foi verificado que houve um efeito principal pela exposi¢do ao VPA, nos
resultados dos cruzamentos (p < 0,001) e dos levantamentos (p < 0,001), efetuados pelos

animais.
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Figura 6 - Teste do campo aberto. A) Numero de cruzamentos. B) Numero de levantadas (n=8-15). Dados
expressos como média + desvio padrao da média. As andlises estatisticas foram realizadas através da analise
de varidancia ANOVA de uma via seguido do post hoc de Tukey. Os resultados foram considerados
significativos quando *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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4.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Para avaliar os efeitos da NAC associado com a RISP, foram avaliados parametros
bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo no cérebro de ratos submetidos ao modelo
animal de TEA induzido por VPA no periodo pré-natal e que foram tratados com NAC
associada a RISP no periodo poés-natal. Para isso, técnicas como atividade da enzima CAT,
atividade da enzima SOD e conteudo de sulfidrilas foram realizadas nas regides do cortex
posterior, cerebelo, hipocampo, cortex pré-frontal e estriado. Ademais, as regides de

cortex e cerebelo ainda foram analisadas quando a concentracao de nitrato/nitrito.

4.3.1 Cortex posterior

Quando avaliado os parametros bioquimicos do cortex posterior, foi observado
que enzimas antioxidantes de animais expostos ao VPA estavam com atividade
enzimatica diminuida (Figura 7). Isto porque a atividade da enzima CAT (Figura 7A) e a
atividade da enzima SOD (Figura 7B) foi menor no grupo VPA + SAL (p <0,05), quando
comparadas com a ag¢do antioxidante destas enzimas no grupo CT. Além disso, a regido
do coértex posterior mostrou que o grupo SAL + RISP + NAC também apresentou menor
atividade da enzima CAT (p > 0,01) quando comparada com o grupo CT (Figura 6A).

A analise de ANOVA de duas vias, revelou a presenca de interacdo entre a
exposi¢ao pré-natal ao VPA e a exposi¢ao pos-natal a RISP + NAC, tanto em CAT (p <
0,01) quanto em SOD (p < 0,05). A exposi¢do que exerceu efeito principal nos resultados
da atividade da enzima CAT, foi a RISP + NAC (p < 0,05), ja na atividade da enzima
SOD, foi o VPA (p <0,05).

J& nos parametros de dano oxidativo verificados através da quantificacdo de
conteudo de sulfidrilas (Figura 7C) e concentracdo de nitrato/nitrito (Figura 7D), ndo
foram encontradas diferencas estatisticas significativas. Nestes indicadores, nao houve

interacao entre as exposicoes.
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Figura 7 - Efeito do tratamento pés-natal com NAC+RISP sobre parametros bioquimicos na regiao
do cortex posterior de animais submetidos a0 modelo animal de TEA. Atividade da enzima catalase
(A), Atividade da enzima SOD (B), Conteudo de sulfidrilas (C) e Concentragdo de nitrato/nitrito (n=3-8
animais/grupo). Dados expressos como média + desvio padrio da média (DPM). As analises estatisticas
foram realizadas através da analise de variancia two-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Tukey,
*p<0,05 e **p<0,01, quando comparado ao grupo controle (CT).

4.3.2 Cerebelo

Na regido cerebelar, foi observado que as enzimas antioxidantes CAT e SOD nao
apresentam alteragdes estatisticas significativas (Figura 8A e Figura 8B), assim como os
conteudos de sulfidrilas (Figura 8C) também ndo demostraram mudancas. Nesta mesma
linha, também nao foi encontrado interagdo entre as exposicoes.

Em relacdo a concentracdo de nitrato/nitrito (Figura 8D), houve um aumento
significativo (p < 0,05) nos animais expostos ao VPA + SAL quando comparado com os
animais do grupo CT. Nao houve interagdo entre as exposi¢cdes, mas houve efeito

principal da exposi¢do ao VPA (p < 0,05) sobre os resultados encontrados.
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Figura 8 - Efeito do tratamento pés-natal com NAC+RISP sobre pariametros bioquimicos na regiio
do cerebelo de animais submetidos a0 modelo animal de TEA. Atividade da enzima catalase (A),
Atividade da enzima SOD (B), Contetido de sulfidrilas (C) ¢ Concentragdo de nitrato/nitrito (n=3-8
animais/grupo). Dados expressos como média + desvio padrio da média (DPM). As analises estatisticas
foram realizadas através da analise de variancia two-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Tukey,
*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (CT).

4.3.3 Hipocampo

No hipocampo (Figura 9), foi possivel verificar diminuigdo (p <0,01) na atividade
da enzima SOD no grupo VPA + SAL (Figura 9B), em compara¢do com o grupo CT.
Interessantemente, a atividade desta enzima nos animais expostos ao VPA, aumentou (p
< 0,001) quando foram submetidos ao tratamento com RISP + NAC. Nesta andlise, foi
observado interacdo entre as exposi¢des pré e pos-natal (p < 0,001), mas ndo houve uma
exposi¢do que exerceu efeito principal sobre os resultados.

Nos demais parametros, atividade da enzima catalase (Figura 9A) e conteudo de
sulfidrilas (Figura 9C), ndo foi observado alteragdes estatisticas significativas. Em

nenhum dos parametros foi encontrado interacdo entre as exposi¢des pré e pos-natal.
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Figura 9 - Efeito do tratamento pés-natal com NAC+RISP sobre parimetros bioquimicos na regiiao
do hipocampo de animais submetidos ao modelo animal de TEA. Atividade da enzima catalase (A),
Atividade da enzima SOD (B), Contetido de sulfidrilas (C) e Concentracdo de nitrato/nitrito (n=3-8
animais/grupo). Dados expressos como média + desvio padrao da média (DPM). As andlises estatisticas
foram realizadas através da andlise de variancia two-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Tukey,
*p<0,05 ;**p<0,01 e ***p<0,001, quando comparado ao grupo controle (CT).

4.3.4 Cortex pré-frontal

Em relacdo aos parametros bioquimicos na regido do cortex pré-frontal (Figura
10), foram observadas algumas alteragdes. A atividade da enzima CAT (Figura 10A) se
mostrou aumentada (p < 0,01) no grupo VPA + SAL, quando comparada com o grupo
CT. J4 quando os animais expostos ao VPA foram tratados com RISP+NAC, a atividade
diminuiu (p <0,01) em relagdao ao grupo VPA + SAL.

Nesta andlise, foi verificado que houve interagdo (p < 0,05) entre a exposi¢ao ao
VPA no periodo pré-natal e RISP + NAC no periodo pos-natal, respectivamente. Nesta
estrutura, analisando a atividade da enzima CAT, ambas as exposi¢des exerceram efeito
principal (p <0,01).

Quanto a atividade da enzima SOD (Figura 10B), houve aumento na atividade no
grupo VPA + RISP + NAC em relagdo ao grupo VPA + SAL. Neste pardmetro, também

houve interacdo entre as exposigdes (p < 0,05), sendo que a RISP + NAC, exerceu efeito
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principal sobre os resultados (p < 0,01). Nao houve alteracao estatistica entre grupos e

exposic¢des no conteudo de sulfidrilas (Figura 10C) nesta regido encefélica.
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Figura 10 - Efeito do tratamento pés-natal com NAC+RISP sobre parimetros bioquimicos na regiao
do cértex pré-frontal animais submetidos ao modelo animal de TEA. Atividade da enzima catalase (A),
Atividade da enzima SOD (B), Contetido de sulfidrilas (C) e Concentragdo de nitrato/nitrito (n=3-8
animais/grupo). Dados expressos como média + desvio padrio da média (DPM). As analises estatisticas
foram realizadas através da analise de variancia two-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Tukey,
*p<0,05 ;**p<0,01 quando comparado ao grupo controle (CT).

4.3.5 Estriado

Por fim, na estrutura do estriado (Figura 11), foi verificado a presenca de uma
tendéncia (p = 0,06), na atividade da enzima SOD (Figura 11B), no grupo VPA + RISP +
NAC, em comparacao com o grupo VPA + SAL. Neste parametro, houve interagdo entre
as exposicoes ao VPA e a RISP + NAC (p < 0,05).

J& no conteudo de sulfidrilas (Figura 11C), o grupo VPA + RISP + NAC mostrou
diminuic¢ao (p < 0,05) deste parametro quando comparado ao grupo VPA + SAL. Além
disso, nao foi verificado interagdo entre as exposi¢des, mas a exposi¢ao a RISP + NAC
exerceu efeito principal (p < 0,05) sobre os resultados obtidos.

Por fim, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos na atividade da enzima

CAT (Figura 10A).
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Figura 11 - Efeito do tratamento pés-natal com NAC+RISP sobre parimetros bioquimicos na regiao
do estriado de animais submetidos ao modelo animal de TEA. Atividade da enzima catalase (A),
Atividade da enzima SOD (B) e Conteudo de sulfidrilas (C) (n=3-8 animais/grupo). Dados expressos como
média + desvio padrdo da média (DPM). As andlises estatisticas foram realizadas através da analise de
variancia two-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Tukey, *p<0,05 quando comparado ao grupo
controle (CT).
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5. DISCUSSAO

Compreender o TEA tem sido um desafio cada vez maior para os pesquisadores
devido ao aumento de sua prevaléncia e a complexidade da neurobiologia do cérebro
humano (Mabunga et al., 2015) Esses fatores dificultam o desenvolvimento de
tratamentos eficazes. O presente estudo investigou os efeitos terapéuticos da
administragdo combinada de NAC e RISP em um modelo animal de TEA, induzido por
VPA, durante o periodo pré-natal. Os resultados mostraram que o tratamento com NAC
+ RISP parece reduzir parcialmente os efeitos neurotoxicos do VPA.

A escolha de utilizar a RISP e a NAC como tratamentos se baseia em diferentes
premissas: A RISP é um medicamento antipsicotico que tem sido usado para tratar
sintomas comportamentais, como agressao e irritabilidade, em individuos com TEA. A
RISP é o Unico medicamento especificamente aprovado pela FDA para tratar a
irritabilidade e os comportamentos repetitivos associados ao TEA (Scahill et al., 2007)A
NAC é um antioxidante que tem sido estudado devido aos seus efeitos neuroprotetores e
a capacidade de reduzir a inflamacao no cérebro. Acredita-se que esse medicamento possa
ter beneficios na modulacdo dos mecanismos subjacentes ao TEA, como 0 estresse
oxidativo (Zhang et al., 2017; Nikoo et al., 2015; Farokhnia et al., 2013).

A utilizagdo da exposicdo pre-natal ao VPA em roedores, conforme adotado neste
estudo, é de um modelo amplamente reconhecido para investigar o TEA, conforme
estabelecido inicialmente por (Rodier et al., 1996). Este modelo é notavel por sua validade
de constructo, pois existe a hipdtese de que a exposicdo pré-natal a certos agentes
terapéuticos, nesse caso o VPA, pode aumentar o risco de TEA em humanos, além de
apresentar fenotipos comportamentais e bioldgicos nos animais semelhantes aos
observados no TEA humano. Embora os modelos de roedores expostos ao VPA néo
reproduzam integralmente a complexidade do TEA humano, eles tém se mostrado
ferramentas valiosas para aprofundar o entendimento da etiologia e biologia do TEA.
Esses modelos permitem investigacdes detalhadas sobre influéncias maternas, fatores
ambientais e o desenvolvimento de abordagens terapéuticas potenciais visando 0s
principais sintomas do transtorno (Roullet et al., 2013; Markram et al., 2008)(Tartaglione
etal., 2019; Silverman et al., 2010). A interpretacdo dos resultados obtidos a partir desses
modelos requer cautela e deve ser considerada no contexto de um conjunto mais amplo
de evidéncias e abordagens experimentais (Wagner et al., 2006; Schneider e Przewtocki,
2005; Roullet et al., 2013).
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Um aspecto importante nos estudos com modelo animal de VPA é a avalia¢ao do
ganho de peso dos animais, um indicador do desenvolvimento fisico geral. Nesta
pesquisa, foi monitorado o ganho de peso dos animais antes do inicio do tratamento (DPN
9 e 17) e ao longo dos 15 dias de tratamento. Como observado, ndo houve diferenca
significativa no ganho de peso entre os diferentes grupos. Este padréo nos grupos sugere
que o modelo animal experimental ndo afetou o crescimento basico dos animais. Isso €
importante, pois garante que quaisquer diferengas observadas em parametros
comportamentais ou bioquimicos estdo relacionadas ao tratamento recebido pelos
animais e ndo a um estado geral de saude prejudicado, que alteraria os parametros
monitorados (Schneider et al., 2008; Roullet et al., 2013; Bambini-Junior et al., 2011).

No presente estudo, as analises comportamentais foram conduzidas em quatro
grupos distintos de ratos: o grupo CT, ndo exposto ao VPA; o grupo CT + NAC + RISP,
submetido a um regime pds-natal de RISP+NAC; o grupo VPA + SAL, exposto ao VPA
e tratado no po6s-natal com solugdo SAL e o grupo VPA+NAC+RISP, igualmente exposto
ao VPA e submetido a um regime pds-natal de RISP+NAC. Embora 0 mecanismo exato
das alteracdes no neurodesenvolvimento induzidas pelo VPA em animais com fenoétipo
de TEA ainda néo seja totalmente compreendido, pesquisas revelam comprometimento
significativo na atividade motora e na orientacdo espacial desses animais (Morrison-Levy
et al., 2018; Bi et al., 2018; Altman e Sudarshan, 1975).

Os testes comportamentais de busca pelo ninho e o geotaxia negativa sao
utilizados para avaliar diferentes aspectos do desenvolvimento e comportamento em
modelos animais de TEA (Schneider e Przewlocki, 2005). Esses testes apresentam dados
sobre como o VPA pode influenciar o neurodesenvolvimento e comportamento
relacionado ao TEA. Alguns artigos sugerem que o tempo de laténcia em tarefas de busca
e interacdo social pode ser um reflexo da acuidade olfativa e da capacidade cognitiva na
percepcao espacial em roedores (Ruhelaet al., 2019. A acuidade olfativa € uma habilidade
importante para os roedores, pois eles usam o olfato para se orientar, encontrar comida e
evitar predadores. Além disso, muitos estudos relataram que o teste de geotaxia negativa
€ um componente importante na avaliacdo de diferentes distarbios neuroldgicos (Santos
etal., 2007) e do neurodesenvolvimento (Schneider et al., 2006; Wagner et al., 2006). Os
estudos apresentados sugerem que os roedores com melhor acuidade olfativa (busca pelo
ninho) e capacidade cognitiva (geotaxia) sdo mais rapidos em tarefas de busca e interacao
social. De fato, estudos como os de Tartaglione e colaboradores (2019) e Schneider e

colaboradores (2008) fornecem evidéncias que sugerem que o VPA pode causar
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alteracdes no neurodesenvolvimento que levam a déficits comportamentais relacionados
ao TEA. Esses déficits podem incluir problemas de orientagdo, locomogéo, exploracdo
do ambiente e interesse por novos estimulos (Tartaglione et al., 2019; Schneider et al.,
2008).

Nesse estudo, o teste de busca pelo ninho mostrou diferencas marcantes entre 0s
grupos CT e VPA. Tais alteragdes séo vistas como potenciais indicadores de problemas
no desenvolvimento neurolégico, importantes no contexto de estudos sobre o TEA,
especialmente em situacfes sem pistas visuais (Schneider e Przewtocki, 2005; Ruhela et
al., 2019; Altman e Sudarshan, 1975). Para a compreensdo da patogénese do TEA e para
0 desenvolvimento de novas terapias os animais submetidos ao modelo animal VPA
fornecem evidéncias que sugerem que o VPA pode causar alteragdes no
neurodesenvolvimento, comportamento social e comportamento repetitivo que
contribuem para o desenvolvimento de comportamentos autistas (Servadio et al., 2018;
Schneider et al., 2008; Ruhela et al., 2019; Roullet et al., 2013). Estudos mostraram que
0 tempo de laténcia em tarefas como a busca pelo ninho pode ser um reflexo da
capacidade olfativa e cognitiva em roedores, sendo que 0s ratos expostos ao VPA
apresentaram um tempo de laténcia mais longo, sugerindo que eles podem apresentar
déficits no olfato e/ou na capacidade cognitiva (Tartaglione et al., 2019; Schneider et al.,
2008; Ruhela et al., 2019).

Essas caracteristicas de atraso do neurodesenvolvimento foram encontradas
também em outros estudos, que indicam que 0s ratos expostos ao VPA exibem padrdes
atipicos no desenvolvimento de habilidades motoras, como virar-se e subir em planos
inclinados indicando atrasos ou deficiéncias no desenvolvimento motor e cognitivo
(Ruhela et al., 2019). Déficits semelhantes foram encontrados no teste da geotaxia, no
qual os resultados mostraram que o grupo CT completou a atividade em um tempo mais
curto em comparacgdo com o grupo VPA. Tais alteracOes na geotaxia negativa séo vistas
como potenciais indicadores de problemas no desenvolvimento neurologico, importantes
no contexto de estudos sobre 0 TEA (Schneider e Przewtocki, 2005a; Ruhela et al., 2019;
Altman e Sudarshan, 1975).

Outra analise comportamental realizada foi o teste das trés camaras, o qual permite
a avaliacdo de comportamentos sociais e preferéncias em animais, sendo particularmente
util para estudar o TEA, visto que este transtorno frequentemente envolve alteracdes no
comportamento social. No teste das trés camaras, o comportamento do animal ¢

observado enquanto ele tem a opg¢do de interagir com um outro animal (geralmente
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colocado em uma das camaras laterais) ou permanecer sozinho. Isso ¢ especialmente
relevante para o estudo do TEA, pois uma das caracteristicas do transtorno ¢ a dificuldade
em interagdes sociais (Frye, 2018). Este teste ¢ fundamental para entender como certas
condig¢des ou tratamentos podem afetar o comportamento social de modelos animais e,
por extensdo, oferece uma base para o entendimento do TEA em humanos. Através dele,
¢ possivel avaliar ndo apenas a preferéncia social, mas também comportamentos
repetitivos e anormais, que sdo aspectos chave no diagnostico do TEA (Bambini-Junior
et al., 2011). No presente estudo, ficou evidente o prejuizo social nos animais VPA-
expostos (aumento no tempo de laténcia para o primeiro encontro € menor niumero de
encontros com o rato novo).

Em 2005, Schneider e Przewlocki foram os primeiros a avaliar de forma detalhada
o comportamento de ratos que receberam uma unica injecdo de VPA no dia 12,5 de
gestacdo. Seu estudo demonstrou que os ratos machos expostos ao VPA apresentavam
alteracdo no padrao comportamental semelhantes as dos pacientes autistas, sendo esse
uma diminui¢do no nuimero de exploragdes sociais € um aumento da laténcia para
comportamentos sociais, sugerindo déficits sociais (Schneider e Przewlocki, 2005). Esses
achados corroboram com de Moldrich e colaboradores (2013), o qual observou que ratos
submetidos a uma dose de 600 mg/kg de VPA no periodo pré-natal apresentam prejuizos
no comportamento social. De modo interessante, a combinacao RISP + NAC melhorou
significativamente o parametro de laténcia ao primeiro encontro. Quando avaliados
separadamente, a RISP e a NAC apresentam resultados diferentes em relagdo ao
comportamento social (Schiavi et al., 2022). O NAC, quando ofertado em dose de 150
mg/kg parece atenuar os efeitos deletérios causados pela administragdo de VPA na
interacao social de animais submetidos ao teste das trés camaras (Schiavi et al., 2022).
Por outro lado, o tratamento com RISP apresenta resultados contraditdrios. Apesar de a
RISP demonstrar eficacia na diminuicdo de comportamentos repetitivos em modelos
animais de TEA, alguns estudos indicam que a sua administragdo ndo ¢ eficaz em
diminuir deficiéncias de abordagem social em camundongos BTBR (Silverman et al.,
2010; Chadman, 2011; Gould et al., 2011). Em contraste, um estudo de Atia ¢
colaboradores (2023), mostra que animais cujas maes receberam uma inje¢do de VPA (500
mg/kg) durante a gestacdo expressaram déficits comportamentais, visto que quando
apresentados a um novo objeto ou novo rato, 0s animais passaram mais tempo interagindo

com 0 novo objeto. No entanto, os animais que receberam o tratamento com RISP
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resgataram o déficit de sociabilidade observado nos roedores VPA expostos no periodo
pré-natal.

O teste de campo aberto, ¢ empregado para avaliar locomogdo e comportamento
ansioso em roedores (Seibenhener ¢ Wooten, 2015). O niimero de cruzamentos ¢ um
parametro usado como um indicador de atividade locomotora e exploracdo do ambiente,
onde o maior numero de cruzamentos pode sugerir maior atividade e mobilidade do
animal no espago de teste. A analise desse pardmetro pode ajudar a avaliar o
comportamento geral do animal, incluindo seu nivel de ansiedade, hiperatividade ou
interesse pelo ambiente. Ja o nimero de levantamentos ¢ um parametro utilizado como
indicador de comportamento exploratdrio e vigilancia. Os animais levantam-se para obter
uma visdo mais ampla do ambiente. A analise desse parametro pode fornecer informagdes
sobre a atencdo do animal ao ambiente, seu nivel de ansiedade e sua disposi¢dao para
explorar ou reagir a estimulos (Cheng et al., 2020).

Os resultados do presente estudo apontaram que o VPA promoveu um aumento no
comportamento locomotor e exploratdrio, e o tratamento com RISP+NAC nao foi capaz
de atenuar os efeitos da exposicdo pré-natal ao VPA. De maneira semelhante, a
administragdo de VPA na dose de 500 mg/kg no periodo pré-natal levou a um aumento
da atividade locomotora e diminuicao da atividade exploratdria em ratos, através do teste
de campo aberto (Fereshetyan et al., 2021). Por outro lado, Schneider e Przewlocki (2005)
mostram que a injecdo de 600 mg/kg de VPA ocasiona uma diminui¢do da atividade
exploratoria, enquanto eleva o comportamento estereotipado e compulsivo. Em
complemento, quando administrado na dose de 500 mg/kg, o VPA também apresentou, a
diminui¢do da atividade exploratdria (Kataoka et al., 2013). Este resultado refor¢a a nogao
de que a exposicdo ao VPA pode induzir alteracdes comportamentais associadas ao
fenotipo do TEA, conforme relatado em estudos anteriores (Tartaglione et al., 2019;
Silverman et al., 2010; Roullet et al., 2013; Ingram et al., 2000). Conforme mencionado
anteriormente, a RISP e a NAC s@o promissoras em tratar os sintomas comportamentais
em modelos animais de TEA quando avaliados de maneira isolada. Desse modo, estudos
demonstram que o tratamento com NAC em um modelo de TEA induzido por uma injegao
unica de VPA (600 mg/kg) durante a gestacdo, ¢ capaz de melhorar o comportamento
ansioso e estereotipado evidenciado pelo teste de campo aberto (Zhang et al., 2023). Ao
translacionar para os humanos o tratamento com NAC, um ensaio piloto randomizado e
controlado realizado com criancgas autistas que receberam NAC via oral, demonstrou que o

tratamento foi capaz de melhorar o comportamento estereotipado/repetitivo, além de
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diminuir significativamente a irritabilidade (Hardan et al., 2012). Ainda, o tratamento com
RISP em camundongos mutantes para o gene codificador da quinase 1 induzivel por sal
(SIK1) foi capaz de melhorar o comportamento repetitivo, mas ndo demonstrou nenhuma
alteracdo no comportamento social (Badawi et al., 2021). Conforme reportado acima, o
tratamento com RISP apresenta contraditoriedades no que se refere ao comportamento
autista. Sugere-se que a ndo efetividade da monoterapia com este antipsicotico nos
par@metros exploratorios e repetitivos, possa estar relacionada com a reducdo da fungéo
sinaptica inibitéria causada pelo tratamento, levando a um maior desequilibrio
excitatorio/inibitorio, o qual € observado na fisiopatologia do TEA (Badawi et al., 2021).

O presente estudo também investigou os efeitos bioquimicos da administragdo
combinada da NAC e RISP em relacdo a parametros relacionados ao estresse oxidativo
cerebral em ratos submetidos a um modelo animal de TEA. Métodos analiticos
especificos foram utilizados para quantificar as atividades das enzimas antioxidantes
catalase e SOD, além do nivel de grupos sulfidrilas e nitritos e nitratos no coértex posterior,
cerebelo, hipocampo, cortex pré-frontal e estriado de animais submetidos ao modelo
animal de TEA.

O cérebro, em particular, ¢ extremamente vulneravel ao estresse oxidativo devido
a sua limitada capacidade antioxidante e alta demanda de energia (Bjerklund et al. 2020).
O estresse oxidativo leva a lesdes em neuronios e células gliais em areas cerebrais
associadas ao TEA, resultando em alteragdes comportamentais (Menezo et al., 2015; Hu
et al., 2020). Desse modo, intervir e tratar o estresse oxidativo parece ser uma acao
promissora para melhorar individuos com TEA. Portanto, diversos antioxidantes estdo
sendo investigados para o tratamento, incluindo a NAC (Liu et al., 2022).

A NAC ¢ um medicamento precursor da cisteina, um componente importante do
sistema antioxidante, desse modo atua como um pré-farmaco, desempenhando um papel
crucial na conversao em GSH, essencial para a protecdo celular contra o estresse
oxidativo (Lushchak, 2012b; Iskusnykh et al., 2022; Gu et al., 2015; Deponte, 2017) No
presente estudo observou-se que no cortex posterior os animais expostos somente ao VPA
e aqueles tratados com NAC + RISP (grupo SAL + NAC + RISP) apresentaram uma
diminui¢do significativa na atividade da enzima CAT quando comparado ao grupo CT. A
atividade da enzima CAT ¢ um importante indicador da capacidade antioxidante celular,
pois atua no perodxido de hidrogénio, um oxidante potente que pode causar danos as

células (Uddin et al., 2023; James et al., 20006).
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Verificou-se também uma diminuigdo significativa de SOD no grupo exposto ao
VPA, evidenciando os prejuizos da exposi¢do pré-natal a este composto. De modo similar
a CAT, a SOD ¢ vital na defesa antioxidante ao converter radicais superoxidos em
oxigénio e peroxido de hidrogénio, mitigando assim o potencial de dano a componentes
celulares vitais como DNA, proteinas e lipidios. Este papel € crucial no cérebro,
particularmente devido a sua alta suscetibilidade a danos oxidativos. Estudos destacam a
importancia da SOD no contexto de doencas neurodegenerativas e inflamatorias,
evidenciando sua fun¢ao como um biomarcador significativo e potencial alvo terapéutico
(Rushworth e Megson, 2014; Lushchak, 2012; Iskusnykh et al., 2022; Deponte, 2017).
Ademais, ndo foram observadas alteracdes nos niveis de sulfidrilas e nitritos/nitratos no
cortex posterior de ratos submetidos ao modelo animal de TEA. Os grupos tiol (-SH) nas
proteinas, principalmente na cisteina, sdo importantes para a fun¢do enzimatica,
regulacdo da estrutura proteica, e sinalizac¢ao celular (Guzzi e La Porta, 2008; Brandes et
al., 2009).

O estresse nitrosativo ¢ um tipo de estresse celular que ocorre devido ao acumulo
de espécies reativas de nitrogénio (ERN), como o ON e seus derivados (Stamler et al.,
2001). O ON ¢ uma molécula de sinalizacdo importante no corpo, envolvida na regulacdo
da vasodilatagdo, neurotransmissdo e respostas imunologicas (Moreno-Lopez et al.,
2004). Ele ¢ produzido pelas células endoteliais, neurénios e macrofagos, entre outras
células, a partir do aminoéacido L-arginina, pela a¢do das enzimas 6xido nitrico sintases
(NOS) (Bjerklund et al., 2020). Quando produzido em excesso, o0 NO pode reagir com
radicais superoxidos para formar peroxinitrito, um oxidante potente e nitrante que pode
danificar uma ampla gama de moléculas biologicas, incluindo lipidios, proteinas e DNA
(Carreras et al., 1994; Giasson et al., 2002). Este processo pode contribuir para a
patogénese do TEA (Okamoto e Lipton, 2015). A medicdo dos niveis de nitrato/nitrito
fornece uma estimativa indireta da produ¢ao de NO e do estresse nitrosativo (Tripathi et
al., 2020; Manivasagam et al., 2020; Amal et al., 2020). Em condig¢des basais, nitratos e
nitritos estdo presentes em concentragdes relativamente constantes, refletindo o equilibrio
entre a produgdo de NO e sua remoc¢do ou conversao (Manivasagam et al., 2020). Um
aumento nos niveis de nitrato/nitrito pode indicar um aumento na producdo de ON e
estresse nitrosativo, que podem estar associados a inflamag¢ao, danos celulares e morte.
Por outro lado, uma reducao pode indicar uma diminui¢dao na produgdo de NO ou uma
melhora na capacidade antioxidante celular de neutralizar radicais livres antes que eles

possam reagir com o NO (Tripathi et al., 2020).
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Janos achados no cerebelo, foi observado um aumento significativo nos niveis de
nitrito/nitrato nos animais expostos ao VPA quando comparado com os animais do grupo
CT. Nao houve interacdo entre as exposi¢des, mas houve efeito principal da exposi¢do ao
VPA. O achado desse estudo esta de acordo com a literatura onde alguns autores
concluem que o estresse oxidativo e nitrosativo podem estar envolvidos na patogénese do
TEA, contribuindo para os sintomas da doenga, como déficits de comunicagao e interagdo
social, comportamentos repetitivos e restritos e hiperatividade (Zawadzka et al., 2021;
Usui et al., 2023). Nao houve alteragdes significativas na atividade de SOD, CAT e
contetido de sulfidrila no cerebelo.

Quanto ao hipocampo, foi observado uma diminuicao significativa somente na
atividade de SOD, no grupo VPA-exposto, quando comparado ao grupo CT; e o
tratamento NAC e RISP foi capaz de recuperar tal prejuizo, sugerindo um potencial
terapéutico desta combinacdo no manejo do estresse oxidativo associado ao TEA. Na
literatura cientifica, estudos como o de Napoli et al., (2013) tém demonstrado a
importancia das vias antioxidantes e do manejo do estresse oxidativo no cérebro de
individuos com TEA (Usui et al., 2023). A RISP tem sido utilizada para tratar sintomas
comportamentais associados ao TEA (Farmer et al., 2013), enquanto o NAC ¢ conhecido
por suas propriedades antioxidantes, como a promoc¢do da sintese de glutationa, um
antioxidante endogeno crucial (Rushworth e Megson, 2014; Dean et al., 2011). A
combinagdo de tratamentos que abordam tanto os sintomas comportamentais quanto o
estresse oxidativo pode oferecer uma abordagem terapéutica mais eficaz (Kong et al.,
2021; Hardan et al., 2012; Behmanesh et al., 2019). A auséncia de mudangas significativas
na atividade da CAT e no conteudo de sulfidrilas 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;
Castro-Gago et al., 2008). Além disso, foi examinada a implicag¢do do cortex pré-frontal
em modelos animais do TEA. A anélise dos dados bioquimicos revelou modificagdes
significativas nesta regido cerebral, que desempenha fungdes cruciais em processos
cognitivos, abrangendo planejamento, tomada de decisdes, controle inibitorio e
modula¢do afetiva (Mohapatra e Wagner, 2023). Observou-se um aumento significativo
na atividade CAT no grupo VPA em comparagcdo ao grupo CT. Curiosamente, este
aumento foi atenuado no grupo VPA + RISP + NAC, indicando uma possivel acdo
terapéutica destes agentes na modulagdo da atividade da CAT no contexto do TEA (Nikoo

etal., 2015). Esses resultados sugerem que tanto a exposi¢ao ao VPA quanto o tratamento
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subsequente com RISP + NAC influenciam de maneira principal a atividade da enzima
CAT no cortex pré-frontal. Quanto a atividade da enzima SOD, houve aumento no grupo
VPA + RISP + NAC em relagdo ao grupo VPA. Aqui, também houve interagdo entre as
exposicoes, sendo que a RISP + NAC, exerceu efeito principal sobre os resultados. Nao
houve alteragdo estatistica entre grupos e exposi¢des no conteudo de sulfidrilas nesta
regido encefalica. Disfungdes no cortex pré-frontal sdo consistentemente associadas ao
TEA, alteragdes em comportamentos sociais e cognitivo e na adapta¢do ambiental (Zhao
et al., 2022). As variagdes bioquimicas observadas no cortex pré-frontal podem refletir
ou influenciar o espectro comportamental e cognitivo do TEA. Deste modo, o estudo das
intervengoes farmacologicas capazes de modular essas disfungdes sdo fundamentais para
o aprimoramento das abordagens terapéuticas direcionadas a este disturbio (Leisman et
al., 2023). As disfungdes bioquimicas no cortex pré-frontal podem ser tanto reflexas
quanto contribuintes para as caracteristicas comportamentais e cognitivas do TEA (Lai,
Lombardo, Chakrabarti, et al., 2014). A pesquisa das implicagdes de intervencdes
farmacoldgicas que modulam essas alteragdes bioquimicas € de extrema importancia para
o avango de terapias efetivas para o TEA (Chauhan e Chauhan, 2006).

Por fim, as analises do estriado revelaram uma tendéncia de aumento na atividade
da SOD no grupo VPA + RISP + NAC, em comparagdo com o grupo VPA ndo tratado.
Este resultado sugere que o tratamento pos-natal com RISP + NAC pode melhorar a
atividade da SOD observado no grupo VPA, sem tratamento. De maneira interessante, um
estudo demonstrou a capacidade do NAC de restaurar a expressdao da SOD e da CAT no
soro e nas células sanguineas de trabalhadores expostos ao chumbo (Kasperczyk et al.,
2014). Além disso, outro estudo recente verificou que pacientes infectados por SARS-
CoV-2 apresentavam contetido de SOD diminuidos e o tratamento com NAC foi capaz
de elevar esse pardmetro (Soto et al., 2023). Ainda, ¢ importante ressaltar que a RISP
quando administrada em camundongos adolescentes ¢ capaz de diminuir a expressao
indutivel da NOS, além de aumentar a atividade de CAT e SOD em algumas areas do
cérebro (Casquero-Veiga et al., 2019). A analise da Figura 11C mostra que o grupo VPA
+ RISP + NAC apresentou diminui¢do no contetido de sulfidrilas, quando comparado ao
grupo VPA. Este resultado sugere que o tratamento pds-natal com RISP + NAC pode
contribuir para a diminui¢ao do contetido de sulfidrilas no estriado de ratos expostos pré-
natalmente ao VPA. Interessantemente, a RISP parece atuar de maneira antioxidante ao
elevar os niveis de GSH, melhorando a defesa antioxidante e, concomitantemente,

diminuindo os efeitos pro-oxidantes e deletérios do glutamato extracelular (Quincozes-
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Santos et al., 2010). Além disso, Zerin et al. (2018) demonstrou que o tratamento com
RISP por 3 meses foi capaz de elevar os niveis das defesas antioxidantes ndo enzimaticas,
como GSH, vitamina E e vitamina C em pacientes esquizofrénicos. Esses efeitos também
sdo visualizados in vitro, visto que a RISP inibiu a formacdo de ERO induzida por
lipopolissacarideo em células humanas U937 (Chen et al., 2013). Esses dados sugerem
que a RISP ¢ capaz de diminuir in vivo € in vitro o estresse oxidativo que caracterizou o

dano cerebral ou celular mediado pela exposi¢cdo a um insulto (Chen et al., 2013).
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6. CONCLUSAO

Esta pesquisa destacou a interface complexa entre o estresse oxidativo e
nitrosativo e o TEA e informou como esses desequilibrios bioquimicos podem influenciar
o desenvolvimento neural. A exposicao a fatores ambientais, como medicamentos durante
o desenvolvimento pré-natal, surge como um influenciador critico no surgimento de
caracteristicas autistas, ressaltando a importancia da compreensao aprofundada desses
mecanismos na identificagdo de alvos terap€uticos potenciais e estratégias de intervengao.

Embora limitado por um tamanho de amostra modesto, este estudo abriu caminhos
para futuras investigacdes sobre a eficacia do tratamento combinado RISP + NAC. Essa
abordagem promissora e holistica demonstra potencial para abordar simultaneamente os
sintomas comportamentais e os desequilibrios bioquimicos no TEA, sugerindo uma
estratégia terap€utica mais eficaz e personalizada.

Em sintese, a sinergia potencial de RISP + NAC no TEA destaca-se como uma
area de pesquisa importante, com potencial para avangar significativamente nas
abordagens terapéuticas. O desafio agora ¢ expandir essas descobertas através de
pesquisas adicionais, que poderao solidificar e expandir o entendimento e tratamento do

TEA, conduzindo a avangos significativos na area da saiide mental.
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