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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) € um disturbio do neurodesenvolvimento,
caracterizado por deficiéncias na comunicagcdo social, interesses restritos e
comportamentos repetitivos. Estudos destacam a influéncia de fatores genéticos e
ambientais na etiologia do TEA, bem como a possivel ligagdo com exposigao pré-natal
a substancias agrotéxicas. O Acido Valproico (AVP) é um farmaco anticonvulsivante
e estabilizador de humor que tem ligagdo com o TEA, demonstrada na exposi¢ao pré-
natal em modelo animal. Além disso, a deficiéncia nutricional devido a seletividade
alimentar € comum em pacientes com TEA, o que propde o uso de suplementos
vitaminicos. Compostos polifendlicos, encontrados em frutos de Vitis labrusca, como,
por exemplo, em uvas e vinho tinto, tem potencial neuroprotetor. Objetivos: Verificar
os efeitos protetores do extrato hidroalcoodlico (EHA) de uvas roxas orgéanicas e n&o
organicas sobre a modulagdo do comportamento e sobre parametros de estresse
oxidativo em sangue, cortex cerebral e cerebelo de ratos machos Wistar (35 dias) com
comportamento autista. Metodologia: O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
UNIVILLE (CEUA 02/2022). As fémeas gestoras receberam 800mg/kg de AVP atraves
de administragao intraperitoneal, em uma unica vez no 12 dia gestacional. A prole foi
submetida a testes comportamentais e de comportamento repetitivo para verificar a
resposta motora e psicoterapica dos roedores ao autismo. Apods os testes, foi realizado
o tratamento com EHA preparado a partir de frutos de Vitis labrusca roxa organica e
nao organica. O estudo envolveu grupos de animais que receberam as concentragdes
Vitis labrusca Vitis labrusca diarias de EHA de uva orgénica e nao orgéanica (EHA-I)
de 30mg/kg (EHA ou EHA-I 30), 100mg/kg (EHA ou EHA-I 100) e 150mg/kg (EHA ou
EHA-I 150) e controle com salina por 15 dias. Os animais foram posteriormente
sacrificados por decapitagcéo para analise do estado redox em sangue, cortex cerebral
e cerebelo através dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-
RS), do conteudo total de sulfidrilas e de carbonilas, e da atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-Px). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguido do teste post
hoc de Duncan e teste de Kruscal Wallis, quando indicado (p<0,05). Em relag&o aos
resultados, os testes comportamentais mostraram estereotipia no grupo autista no
teste de auto limpeza, e o EHA e o EHA-I 150mg/kg diminuiu o tempo de
movimentagao, reduzindo o comportamento repetitivo. No teste de interagao social, o



tempo de interagdo com o animal foi menor no grupo autista. Na avaliacdo do tempo
de interacdo com o objeto, o grupo autista apresentou um maior tempo com o objeto
do que o grupo controle. O EHA e o EHA-I em todas as concentragdes (30 - 150mg/kg)
conseguiram reverter esse tempo quando comparado ao grupo controle. No teste do
campo aberto, o tempo de locomocgéo total durante o periodo analisado foi menor no
grupo autista, sendo a baixa atividade locomotora um indicador de ansiedade no
autismo. Na administracdo tanto do EHA quanto do EHA-I, na concentragcdo de
150mg/kg, houve uma tendéncia a um tempo sem locomogao menor que no grupo
autista. No teste de escavacgdo, o grupo autista permaneceu com menor tempo de
locomogéo e de escavacéo e, o EHA 150mg/kg demonstrou uma reversao total e o
EHA-I em todas as concentracdes reverteu parcialmente esse parametro. No teste de
olfato, a substancia ndo social (extrato de baunilha) obteve um desinteresse maior
pelo grupo autista e o EHA 150mg/kg aumentou o tempo de interesse por esse mesmo
extrato. Em relagdo ao estresse oxidativo, o modelo animal de autismo aumentou
TBA-RS e a atividade da SOD e diminuiu a atividade da CAT e da GSH-Px em sangue
e aumentou TBA-RS e carbonilas e diminuiu a atividade da SOD em cértex cerebral,
e em cerebelo diminuiu a atividade da GSH-Px. O EHA e o EHA-I foram capazes de
reverter as alteragbes do TEA nos parametros de estresse oxidativo em cérebro e
sangue de ratos. Diante disso, esse estudo mostrou que ocorreram alteragées no
comportamento de animais induzidos ao TEA, mostrando que tanto o EHA quanto o
EHA-I foram capazes de prevenir a estereotipia observada e que o TEA gerou
estresse oxidativo sanguineo e cerebral e o EHA e EHA-I de uvas roxas organicas e

nao organicas reverteram esse quadro devido a capacidade antioxidante apresentada.

Palavras Chave: TEA, Modelo animal, Vitis labrusca, Testes comportamentais,
Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by
deficiencies in social communication, restricted interests and repetitive behaviors.
Studies highlight the influence of genetic and environmental factors on the etiology of
ASD, as well as the possible link with prenatal exposure to pesticides. Valproic acid
(AVP) is an anticonvulsant and mood stabilizing drug that has a link with ASD,
demonstrated in prenatal exposure in an animal model. Furthermore, nutritional
deficiency due to food selectivity is common in patients with ASD, which suggests the
use of vitamin supplements. Polyphenolic compounds, found in Vitis labrusca fruits,
such as grapes and red wine, have neuroprotective potential. Objectives: To verify the
protective effects of hydroalcoholic extract (EHA) of organic and non-organic purple
grapes on the modulation of behavior and oxidative stress parameters in blood,
cerebral cortex and cerebellum of male Wistar rats (35 days) with autistic behavior.
Methodology: The project was approved by the UNIVILLE Ethics Committee (CEUA
02/2022). The pregnant females received 800mg/kg of AVP through intraperitoneal
administration, in a single dose on the 12th gestational day. The offspring were
subjected to behavioral and repetitive behavior tests to verify the rodents' motor and
psychotherapeutic response to autism. After the tests, treatment was carried out with
EHA prepared from organic and non-organic purple Vitis labrusca fruits. The study
involved groups of animals that received daily concentrations of organic and non-
organic grape EHA (EHA-I) of 30mg/kg (EHA or EHA-I 30), 100mg/kg (EHA or EHA-I
100) and 150mg /kg (EHA or EHA-I 150) and control with saline for 15 days. The
animals were subsequently sacrificed by decapitation to analyze the redox state in
blood, cerebral cortex and cerebellum through the levels of substances reactive to
thiobarbituric acid (TBA-RS), the total content of sulfhydryls and carbonyls, and the
activity of superoxide antioxidant enzymes. dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GSH-Px). Data were analyzed by one-way ANOVA, followed
by Duncan's post hoc test and Kruscal Wallis test, when indicated (p<0.05). Regarding
the results, behavioral tests showed stereotypy in the autistic group in the self-
grooming test, and EHA and EHA-I 150mg/kg decreased movement time, reducing
repetitive behavior. In the social interaction test, the interaction time with the animal
was shorter in the autistic group. When evaluating interaction time with the object, the
autistic group spent more time with the object than the control group. EHA and EHA-I



at all concentrations (30 - 150mg/kg) managed to reverse this time when compared to
the control group. In the open field test, the total locomotion time during the analyzed
period was shorter in the autistic group, with low locomotor activity being an indicator
of anxiety in autism. When administering both EHA and EHA-I, at a concentration of
150mg/kg, there was a tendency for a time without locomotion to be shorter than in the
autistic group. In the digging test, the autistic group remained with shorter locomotion
and digging time and EHA 150mg/kg demonstrated a complete reversal and EHA-I at
all concentrations partially reversed this parameter. In the smell test, the non-social
substance (vanilla extract) resulted in greater disinterest in the autistic group and EHA
150mg/kg increased the time of interest in this same extract. Regarding oxidative
stress, the animal model of autism increased TBA-RS and SOD activity and decreased
CAT and GSH-Px activity in blood and increased TBA-RS and carbonyls and
decreased SOD activity in cerebral cortex, and in the cerebellum, GSH-Px activity
decreased. EHA and EHA-I were able to reverse TEA changes in oxidative stress
parameters in the brain and blood of rats. Therefore, this study showed that there were
changes in the behavior of animals induced by ASD, showing that both EHA and EHA-
| were able to prevent the observed stereotypy and that ASD generated blood and
brain oxidative stress and EHA and EHA- | of organic and non-organic purple grapes

reversed this situation due to the antioxidant capacity presented.

Keywords: ASD, Animal model, Vitis labrusca, Behavioral tests, Oxidative stress



ABSTRACTO

El trastorno del espectro autista (TEA) es un trastorno del neurodesarrollo
caracterizado por deficiencias en la comunicacion social, intereses restringidos y
comportamientos repetitivos. Estudios destacan la influencia de factores genéticos y
ambientales en la etiologia del TEA, asi como el posible vinculo con la exposicion
prenatal a pesticidas. El acido valproico (AVP) es un farmaco anticonvulsivo y
estabilizador del estado de animo que tiene un vinculo con el TEA, demostrado en la
exposicidon prenatal en un modelo animal. Ademas, la deficiencia nutricional debido a
la selectividad alimentaria es comun en pacientes con TEA, lo que sugiere el uso de
suplementos vitaminicos. Los compuestos polifendlicos, que se encuentran en los
frutos de Vitis labrusca, como las uvas y el vino tinto, tienen potencial neuroprotector.
Objetivos: Verificar los efectos protectores del extracto hidroalcohdlico (EHA) de uvas
moradas organicas y no organicas sobre la modulacién del comportamiento y
parametros de estrés oxidativo en sangre, corteza cerebral y cerebelo de ratas Wistar
macho (35 dias) con conducta autista. Metodologia: El proyecto fue aprobado por el
Comité de Etica de UNIVILLE (CEUA 02/2022). Las hembras prefiadas recibieron 800
mg/kg de AVP mediante administracion intraperitoneal, en una dosis unica el dia 12
de gestacion. Las crias fueron sometidas a pruebas de comportamiento y conducta
repetitiva para verificar la respuesta motora y psicoterapéutica de los roedores al
autismo. Tras las pruebas se realizé un tratamiento con EHA elaborado a partir de
frutos organicos y no organicos de Vitis labrusca morada. El estudio incluy6 grupos de
animales que recibieron concentraciones diarias de EHA de uva organica y no
organica (EHA-I) de 30 mg/kg (EHA o EHA-I 30), 100 mg/kg (EHA o EHA-1 100) y 150
mg/kg (EHA o EHA-1 150) y control con solucion salina durante 15 dias. Los animales
fueron posteriormente sacrificados por decapitacién para analizar el estado redox en
sangre, corteza cerebral y cerebelo a través de los niveles de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBA-RS), el contenido total de sulfhidrilos y carbonilos y la
actividad de las enzimas antioxidantes superoxido. dismutasa (SOD), catalasa (CAT)
y glutation peroxidasa (GSH-Px). Los datos se analizaron mediante ANOVA de una
via, seguido de la prueba post hoc de Duncan y la prueba de Kruscal Wallis, cuando
estuvo indicado (p < 0,05). Respecto a los resultados, las pruebas de comportamiento
mostraron estereotipia en el grupo autista en el test de autoacicalamiento, y EHA y

EHA-I 150mg/kg disminuyeron el tiempo de movimiento, reduciendo la conducta



repetitiva. En la prueba de interaccion social, el tiempo de interaccion con el animal
fue mas corto en el grupo autista. Al evaluar el tiempo de interaccion con el objeto, el
grupo autista pasé mas tiempo con el objeto que el grupo de control. EHA y EHA-I en
todas las concentraciones (30 - 150 mg/kg) lograron revertir este tiempo en
comparacion con el grupo de control. En la prueba de campo abierto, el tiempo total
de locomocién durante el periodo analizado fue menor en el grupo autista, siendo la
baja actividad locomotora un indicador de ansiedad en el autismo. Al administrar tanto
EHA como EHA-I, a una concentracion de 150 mg/kg, hubo una tendencia a que el
tiempo sin locomocion fuera mas corto que en el grupo autista. En la prueba de
excavacion, el grupo autista permanecié con una locomocion y un tiempo de
excavacion mas cortos y EHA 150 mg/kg demostro una reversion completa y EHA-
en todas las concentraciones revirtio parcialmente este parametro. En la prueba del
olfato, la sustancia no social (extracto de vainilla) resulté en mayor desinterés en el
grupo autista y EHA 150mg/kg aumento el tiempo de interés en este mismo extracto.
Respecto al estrés oxidativo, el modelo animal de autismo aumentd la actividad de
TBA-RS y SOD y disminuy® la actividad de CAT y GSH-Px en sangre y aumento la
actividad de TBA-RS y carbonilos y disminuy6 la actividad de SOD en la corteza
cerebral, y en el cerebelo disminuy¢ la actividad de GSH-Px. EHA y EHA-| pudieron
revertir los cambios de TEA en los parametros de estrés oxidativo en el cerebro y la
sangre de ratas. Por tanto, este estudio demostré6 que existieron cambios en el
comportamiento de los animales inducidos por el TEA, demostrando que tanto el EHA
como el EHA-I fueron capaces de prevenir la estereotipia observada y que el TEA
genero estrés oxidativo sanguineo y cerebral y el EHA y EHA-I de uvas moradas
organicas y no organicas revirtieron esta situacion debido a la capacidad antioxidante
presentada.

Palabras clave: TEA, Modelo animal, Vitis labrusca, Pruebas de comportamiento,
Estrés oxidative
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1. INTRODUGCAO

O transtorno do espectro autista (TEA) € um transtorno complexo do
neurodesenvolvimento caracterizado por deficiéncias na comunicagcdo social,
interesses restritos e comportamentos repetitivos. Os individuos portadores de TEA
frequentemente apresentam comorbidades associadas, principalmente em relagéo ao
prejuizo em respostas emocionais e na empatia (Newschaffer et al., 2007).

Estudos recentes apontam papel fundamental de fatores genéticos e
ambientais na etiologia do TEA, e no neurodesenvolvimento de maneira mais ampla
(Antonelli et al., 2016; Hallmayer et al., 2011). Outros trabalhos relatam, por exemplo,
a agao de substancias agrotoxicas que podem, direta ou indiretamente, alterar o
neurodesenvolvimento durante periodos criticos de gestacdo e por isso estarem
correlacionadas a etiologia do TEA (Braun et al., 2014).

O Acido Valpréico (AVP) é um farmaco anticonvulsivante e estabilizador do
humor com utilizagbes em diversos transtornos neuropsicolégicos, como, por
exemplo, a epilepsia e o transtorno bipolar (Moore et al., 2000; Dietert et al., 2011;
Roullet et al., 2013). A ligagdo entre o AVP e o TEA foi demonstrada em estudos
epidemioldgicos, inclusive na exposigao pré-natal em modelo animal com ratos (Shah
et al., 2016).

Em relacdo ao tratamento farmacologico do TEA, para a agressividade e
irritabilidade, os unicos medicamentos aprovados pelo FDA nos Estados Unidos séo
os antipsicoticos atipicos risperidona e aripiprazol, mostrando-se eficazes em ensaios
clinicos randomizados controlados por placebo em sintomas especificos do TEA
(Marcus et al., 2009).

A deficiéncia nutricional nos pacientes com TEA é vista em decorréncia da
seletividade alimentar e consequentemente restricdo de nutrientes essenciais para o
desenvolvimento neurologico. Algumas revisbes sistematicas de 2017 a 2019
sugerem o uso de suplementos vitaminicos ou minerais e remogdo de certos
alimentos da dieta de uma crianga com TEA. Niveis reduzidos de marcadores
nutricionais, como, por exemplo, a metionina, homocisteina, cisteina e a glutationa
total, devido a seletividade alimentar no TEA, que contribuem para uma adequada

fungdo celular e imunologica tém sido observadas em individuos com TEA (Main et
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al., 2010). Ha alguns relatos de que essas dietas trazem diferenca na maneira como

pacientes com TEA interagem ou em como se sentem.

Os compostos polifendlicos presentes em uvas, amendoim e também no vinho
tinto ja foram relatados tendo um papel protetor e terapéutico em diversas patologias
neurologicas, principalmente devido ao efeito neuroprotetor, antioxidante e anti-
inflamatorio (Berman et al., 2017). Estudos envolvendo o resveratrol, assim como
outros polifendis presentes em muitas espécies de vegetais, demonstraram aumento
da atividade antioxidante a nivel cerebral em modelo animal, quando bebido em forma
de vinho tinto, ao impulsionar as enzimas do metabolismo da glutationa (Mokni et al.,
2007; Martinez-Huélamo et al., 2017). Também, o resveratrol possui atividade
neuroprotetora sobre a regulagdo de enzimas antioxidantes (Tang, 2010; Andrade et
al., 2018). Além disso, o tratamento com resveratrol em modelos de animais com TEA
demonstrou-se preventivo em relacao a sociabilidade e déficits sensoriais (Deckmann
et al., 2021).

Numerosos estudos indicam a presencga de estresse oxidativo em individuos
com TEA. A presenca de radicais livres (RL) ja foi encontrada na circulagao sanguinea
de pacientes autistas, podendo provocar desequilibrio no processo fisiolégico do
organismo (Rose et al., 2012).

A investigac&do de novos paradigmas em relagdo ao comportamento pré-social
em modelos animais de TEA aumentou na ultima década. Essa investigagdo da
expressao de comportamentos promove agdes preventivas em relagao as deficiéncias
sociais dos pacientes. A implementacéo de diferentes nutrientes como, por exemplo,
os frutos da videira e o resveratrol no cardapio alimentar do autista pode contribuir
como estratégia na sua rotina alimentar, a fim de diminuir as caréncias nutricionais, e
assim agir como suplemento nutricional na alimentacéo, e, ainda, contribuir para
diminuicdo do estresse oxidativo, levando a prevencdo de danos neurologicos e

comportamentais de pacientes com TEA (Tang, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os efeitos antioxidantes e moduladores do comportamento do extrato
hidroalcodlico (EHA) de uvas roxas organicas e nao organicas em ratos submetidos a
indugao do TEA por acido valproico e sua possivel melhora na deficiéncia nutricional
e na sintomatologia comportamental advinda do TEA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Padronizar um protocolo experimental que simule a sintomatologia autista em
roedores;

2) Obter o EHA de uvas roxas orgéanicas e ndo organicas;

3) Verificar no EHA de uvas organicas e ndo organicas o teor de compostos fendlicos
totais, conteudo de flavonois totais e analisar esses compostos;

4) Reproduzir o comportamento tipo autista induzido pelo acido valproico atraves de
testes comportamentais;

5) Mensurar parametros de estresse oxidativo através da formac&o de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS), conteudo total de sulfidrilas, conteudo total
de carbonilas e da atividade de enzimas antioxidantes: catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GSH-Px) e superoxido dismutase (SOD) em sangue total, cortex cerebral
e cerebelo de ratos que apresentam um comportamento tipo autista induzido por acido
valproico;

6) Verificar a possivel redugdo do comportamento tipo autista em ratos tratados com
o extrato hidroalcodlico de uva roxa organica (30, 100 e 150 mg/kg) e ndo orgéanica
(30, 100 e 150 mg/kg);

7) Verificar a influéncia da administracdo do EHA de uvas roxas organicas e nao
organicas (30, 100 e 150 mg/kg) sobre os efeitos causados pelo acido valproico sobre
os niveis de TBA-RS, conteudo total de sulfidrilas, conteudo total de carbonilas e
atividade das enzimas antioxidantes (CAT, GSH-Px e SOD) em sangue total, cortex
cerebral e cerebelo de ratos.
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3. REVISAO

3.1 Defini¢ao e diagnostico do TEA

O transtorno do espectro autista (TEA) € uma condigado estabelecida pela
dificuldade de desenvolvimento neurolégico. Definida, segundo a Associagéo
Americana de Psiquiatria (APA), principalmente pela presenga de comportamentos
restritos e repetitivos, concomitantes a déficits na comunicagéo e interagdo social
(APA, 2014).

Segundo Rapin (2002), suas caracteristicas clinicas e fenotipicas mais
importantes, diretamente atreladas ao seu quadro fisiopatolégico, sdo importantes
déficits comportamentais e de comunicagao social, comprometimento da linguagem
ou incapacidade de falar, e forte tendéncia a padroes de comportamento
estereotipados e repetitivos.

Comumente correlata ao TEA, a incapacidade intelectual é definida pela APA
como deficiéncia nas habilidades mentais gerais e no funcionamento adaptativo. Além
disso, portadores do TEA, costumeiramente apresentam outras caracteristicas
diretamente relacionadas ao quadro de deficiéncia do neurodesenvolvimento, como
disturbios gastrointestinais, epilepsia, disturbios imunologicos e disturbios do sono
(insénia) (Almandil et al., 2019).

Sinais e sintomas iniciais geralmente sdo manifestos na primeira infancia, ou
seja, no primeiro periodo do neurodesenvolvimento cognitivo; no entanto, déficits
sociais e padrbes comportamentais podem se tornar perceptiveis apenas quando as
demandas sociais, educacionais e ocupacionais forem exigidas em fases mais
avangadas do desenvolvimento neurocognitivo (APA, 2014).

Vale ressaltar que os sinais clinicos alterados, referentes ao
neurodesenvolvimento, podem ser manifestos em diferentes graus de dificuldade,
incluindo obstaculos presentes na interagdo social, comunicagao verbal e ndo verbal,
e comportamentos repetitivos. Em concordancia a variacdo de esteredtipos clinicos,
tal diferencga prejudica ainda mais o diagnostico e estadiamento dessa condig¢ao clinica
(Pieretti et al., 1991).

Devido a heterogeneidade fenotipica e genotipica apresentada pelo TEA, sua

abrangente diversidade entre severidade de sintomas e sinais, e seu
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compartiihamento de manifestagbes com outras doengas neuroldgicas, o0s
profissionais responsaveis por seu diagndstico enfrentam diversas dificuldades ao
longo do processo de analise dessa condicdo (Hayes et al., 2018). E, embora a
devastadora maioria de profissionais da saude reconhega que o diagnéstico do TEA
é permeado por diversos entraves e dificuldades, é possivel a utilizagdo de
ferramentas que auxiliem nesse processo.

De maneira primaria, o diagndstico de autismo deve ser desenvolvido a partir
de uma entrevista com o0s pais ou responsaveis pela crianga, visando a coleta de
informacdes que descrevam o comportamento perante a comunidade da qual a
crianga faz parte (Lai et al., 2013) e sua capacidade cognitiva. Estudos como o de Lai
et al., (2013), salientam a importdncia do uso de ferramentas que permitam a
padronizacdo de ambas as entrevistas e conversas, como o Manual Diagndstico de
Transtornos Mentais (DSM-V), o manual de critérios diagndsticos mais utilizado na
analise de um quadro suspeito de autismo. Da mesma forma, € possivel a utilizagao
de outro instrumento chamado Modified Checklist for Autism in Toddlers (MCAT), cujo
principal objetivo € o rastreamento.

N&o menos importante do que as ferramentas auxiliadoras do diagnostico, mas
de forma menos imediata, € de extrema necessidade a realizagcdo de um exame fisico
ministrado pelo médico, principalmente pela coexisténcia entre o autismo e sindromes
especificas. Isso torna a realizagdo do exame fisico geral e neuroldgico tao relevante
quanto a analise genética, como defendem os autores Almandil et al., (2019) e Lai et
al., (2013).

Diante desse processo extenso e especifico, 0 maior obstaculo é o tempo.
Inclusive, segundo o estudo realizado por Matson et al., (2014), diante da dificuldade
enfrentada pelos profissionais de saude para diagnosticar o autismo de maneira
evidente e rapida, a grande maioria dos pais de criangas diagnosticadas com autismo
demonstram completa insatisfacdo com o tempo levado para estabelecer o
diagnodstico. Além disso, ao se tornarem, de forma inesperada, pais de um filho
portador do TEA, alguns responsaveis se dizem ansiosos, desamparados e confusos.
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3.2 Epidemiologia

A incidéncia do TEA é de 4 a 5 vezes maior em meninos do que em meninas
(Lyall et al., 2017; APA, 2014). A historia familiar positiva € um fator preponderante
nas analises, visto que estudos apontam uma maior recorréncia desse transtorno em
familiares de criancas portadoras do espectro autista quando comparados com a
populagao geral (Persico et al., 2013).

Quanto aos dados brasileiros, estima-se que entre criancas de 0 e 4 anos,
aproximadamente 115 mil poderiam ser diagnosticadas com TEA, de um total préximo
de 16,5 milhdes de criangas. Em 2010, por exemplo, a estimativa de casos de TEA
girava em torno de 500 mil (Gomes et al., 2015). Segundo a WHO, os dados
estatisticos comprovaram que uma em cada 100 criangas tém TEA (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2023).

Em vista de sua apresentacgao clinica estar associada a outras comorbidades,
o estudo realizado por Souza et al., (2021), destacou a deficiéncia intelectual (entre
30 a 50% da populagao autista) e o transtorno mental (em cerca de 70% da populagéo
autista) como preponderantes na populagdo com TEA. Quanto a epilepsia, uma
comorbidade previamente conhecida por sua coexisténcia com o TEA, Jeste et al.
(2015) ressaltam que sua prevaléncia € maior entre aqueles com deficiéncia
intelectual.

Outras doengas, ainda ndo citadas, como transtorno de déficit de atencéo e
hiperatividade (TDAH), transtorno de ansiedade, depressao e transtorno bipolar, estao

associados ao TEA em cerca de 79% dos casos (Howes et al., 2017).

3.3 Fatores causais

Muito se discute sobre as possiveis causas do TEA. Durante as ultimas
décadas, novos fatores causais foram descobertos, e com a ajuda da neurociéncia,
mostra-se como agentes ambientais intervém sobre o neurodesenvolvimento

embrionario.
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3.3.1 Genética/Hereditariedade:

Sabe-se que estudos recentes tiveram éxito ao confirmar a influéncia genética
do autismo, sem a qual torna-se impossivel o desenvolvimento da doenga (Gialloreti
etal., 2019). Sua coexisténcia entre gémeos homozigoéticos é de 80% (Lai et al., 2013),
ja em gémeos heterozigoticos € de 0-24% (Almandil et al., 2019).

Embora ndo exista um gene especifico a ser relacionado como causa genética
primaria do autismo (Besag et al., 2014), Taylor et al., (2014) afirmam que existe uma
recorréncia de 7-20% em criangas que nasceram apdés um filho primogénito
apresentar o TEA. Esse risco aumenta se o filho primogénito for do sexo masculino.

Porém, o fator genético por vezes pode ser insuficiente na evolugdo da doenga.
Surgem entdo questionamentos a respeito de quais seriam os fatores ambientais
responsaveis por determinar multifatorialmente o desenvolver do TEA (Modabbernia
et al., 2017).

3.3.2 Fatores ambientais

3.3.2.1 Idade parental avangada

Mais do que documentado e difundido, e assim como visto em outras
sindromes de origem genética, a idade avangada dos pais € um fator de risco
independente e significativo.

Durante o periodo de concepgédo, estudos como o de Taylor et al., (2014),
demonstram que a idade materna maior que 40 anos e paterna maior que 50 estdo
associados a maior incidéncia do TEA, assim como sdo maiores as chances de
desenvolvimento quando ambos os pais apresentam idade avangada, em
comparagao a apenas um conjuge com idade superior a 35 anos (SANDIN et al.,
2015). E confirmado também, um crescimento n&o-linear de casos de autismo em
maes com mais de 29 anos (Idring et al., 2014), apresentando um risco de 175 vezes
a mais para maes entre 40-45 anos quando comparadas a maes de 29 anos ou
menos. Por fim, um estudo de coorte, realizado por Sandin et al., (2015) demonstrou

que a ocorréncia de autismo ndo esta somente relacionada a idade avancada dos
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pais, mas também aos mais jovens e de idades extremamente distintas entre si.

3.3.2.2 Uso do acido valproico durante a gravidez

O uso de farmacoterapéutica durante o periodo de concepgéao tem sido foco de
novos estudos sobre as causas ambientais que podem promover o desenvolvimento
de TEA. O AVP é um antiepiléptico utilizado amplamente no tratamento de transtornos
neurolégicos como, por exemplo, a epilepsia. No entanto, na gestagao, o AVP quando
utilizado no primeiro trimestre, possui agdo teratogénica e ja foi claramente
demonstrado que pode estar associado a malformag¢des neuroldgicas, aumentando
também o fator de risco para o autismo de forma grave (Varghese et al., 2017).
Também, o AVP é um inibidor da histona deacetilase, podendo interromper a
modulagado da transcrigdo de genes, podendo, por essa via, induzir o TEA.

Atualmente, modelos de roedores baseados na exposigao pré-natal sao
amplamente utilizados para estudar os mecanismos de causa, etiologia e danos
neurologicos do TEA (Tabela 1). Desde 1996, estudos em animais, como ratos e
camundongos, demonstraram que a exposicdo pré-natal ao AVP induz o
comportamento do tipo autista (Rodier et al., 1996). Também alteragbes anatdbmicas
comuns em enceéfalo foram encontradas, além dos animais do modelo desenvolverem
padrbes eletroencefalograficos anormais em resposta a estimulos auditivos (Nunes,
2015). Esse fator, assim como o estudo das estruturas cerebrais nos modelos
animais, permite caracterizar as disfungdes celulares e moleculares da patologia do

autismo, sugerindo possiveis tratamentos (Cristensen et al., 2013).

Tabela 1. Administragdo de AVP para caracterizacdo de modelos experimentais de
autismo. Descricdes baseadas em trabalhos publicados entre os anos 2008 e 2012.

Dose de Principal efeito do AVP Referéncia
administracao
do AVP

Aumento de células apoptéticas hipocampais e | Yochum et al
400 mg/kg cerebelares (2010)

Padrées comportamentais anormais, especialmente | Kim et al. (2011)
quando expostos ao VPA no 12° dia gestacional
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Padrdes comportamentais anormais que foram revertidos | Kim et al. (2012)

pela administragéo cronica de ginseng vermelho coreano

Diminuicdo da excitabilidade intrinseca de neurdnios | Rinaldi et al. (2008)
500 mg/kg piramidais

Hiper-reatividade da amigdala associada ao seu | Markram et al.

envolvimento na consolidagdo da memoria do medo (2008)

Redugado do numero de células no coértex pré-frontal, mas | Hara et al. (2012)

nao no cortex somatossensorial de fémeas

Aumento da atividade locomotora e do numero de células | Yochum et al
600 mg/kg cerebelares e hipocampais (2008)

Aquisicdo precoce e maior magnitude de resposta | Murawski et al

condicionada (2009)

Padrdes comportamentais anormais, formagdo de | Sandhya et al.

marcadores de estresse oxidativo e histoarquitetura | (2012)

cerebelar alterada

Hiperatividade da transmissao dopaminérgica associada a | Nakasato et al.
800 mg/kg tarefa de natacéo forgada (2008)

Atraso no desenvolvimento fisico. Padrdes | Roullet et al. (2010)

comportamentais anormais

Desenvolvimento anormal e imunorreatividade reduzida | Tashiro et  al.

de nervos cranianos (2011).

Fonte: Adaptado do Jornal Brasileiro de Psiquiatria, 2013.

3.3.2.3 Estado nutricional materno

O estado nutricional materno e o indice de massa corporal (IMC) tém sido
apresentados como grandes moduladores do neurodesenvolvimento embrionario.
Tais relagbes foram comprovadas pelo caso-controle apresentado por Getz et al.
(2018), no qual maes obesas e também com baixo indice de massa corporal (IMC)
foram associadas com um aumento da incidéncia do TEA.

Além disso, o estudo de Taylor et al., (2014), aponta que maes diagnosticadas
antes das 26 semanas de gestagdo com Diabetes Mellitus Gestacional, assim como
maes diabéticas, hipertensas e portadoras de sindrome metabdlica podem apresentar
um risco aumentado para a ocorréncia de autismo em sua prole (Karimi et al., 2017).
Outro aspecto nutricional das maes, também relacionado a micronutrientes, € a falta
de ferro. Sua auséncia desde o periodo da pré-concepgao esta associada com a

dificuldade na produgédo de neurotransmissores, mielinizagdo e fungdo imunoldgica,
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promovendo dificuldade cognitiva no aprendizado da fala e coordenag&o motora, além

de dificuldades de interag&o social (Gialloreti et al., 2019).

3.3.24 Exposi¢ao a agentes ambientais

Durante o periodo pré-natal, diversos outros fatores podem estar associados
ao desenvolvimento do TEA, inclusive os agentes ambientais quimico-téxicos que nos
ultimos anos vém sendo relacionados com o aumento da incidéncia de TEA. Estao
inclusos nesse grupo metais pesados, pesticidas, materiais utilizados para a produg¢ao
de plasticos e até mesmo o ar poluido (Kim et al., 2019; Goodrich et al., 2019).

A acdo do ar poluido como fator de risco para o desenvolvimento de TEA
possivelmente seja o aspecto mais bem consolidado ja demonstrado pela
neurociéncia (LAM et al., 2016). Sua maior acdo a nivel cerebral ocorre no terceiro
trimestre (LAM et al., 2016), mediada por multiplas variaveis como extensdo da
exposicao e tipo de poluigao.

Ao contrario dos fatores genéticos que sao irreversiveis, os fatores ambientais
sdo modificaveis e ja foram identificados como fatores de risco para o
desenvolvimento do TEA. A exposicdo precoce as toxinas ambientais ja foi
identificada no aumento da ocorréncia de autismo. Estudos com animais ja
comprovaram a existéncia de alteragdes comportamentais semelhantes ao TEA em
filhotes de ratos apds a exposi¢cdo materna a altos niveis de glifosato, um componente
pesticida (PU et al. 2021). Uma reviséo sistematica realizada em 2015, identificou a
influéncia da exposi¢cao prematura, desde o periodo pré-concepcional até o primeiro
ano de vida da crianga, especialmente aos agrotdxicos agricolas e sua possivel
relagdo com o TEA. Os resultados dessa revisdo mostraram altas taxas de associagao
entre a exposicdo precoce a pesticidas agricolas e o TEA, incluindo o risco de
desenvolver o TEA com a comorbidade de deficiéncia intelectual devido a interferéncia
no neurodesenvolvimento. Embora os pesticidas controlem a retencdo de pragas
agricolas, ha substancias que podem ter impacto negativo na saude humana a longo
prazo (FELICE et al. 2015).

A acgdo de agentes ambientais sobre a incidéncia do TEA ndo somente se
justifica por suas modificagdes genéticas e epigenéticas, mas também ao seu papel

como gatilho na neuroinflamagdo e estresse oxidativo, capazes de tornar a
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neurotransmissé@o e neurobiologia anormal. E interessante ressaltar que estudos
realizados em diferentes continentes possuem diferentes resultados, até mesmo

controversos (Gialloreti et al., 2019).

3.4 Fatores protetivos

Diferentemente dos fatores causais, os fatores protetivos do autismo sdo pouco
elucidados pela ciéncia, e pouco estudados, portanto, demonstram pouco valor
cientifico. Porém, estudos como o de Karimi et al., (2017), demonstraram que 0 uso
de acidos graxos insaturados, como acido linoleico, dmega-3, 6mega-6 sao de
extrema importancia para o neurodesenvolvimento intrauterino, promovendo uma boa
transducao e expressao genética, assim como um bom desenvolvimento da retina,
principalmente nos primeiros 2 meses de gestagdo. Igualmente, o uso de acido félico
no primeiro trimestre também age de forma protetiva, contra o risco de autismo.

Um outro suplemento utilizado com grandes chances de causar reducgdo de
risco é a melatonina, que frequentemente esta diminuida na mae e no bebé autista.
Seu uso pode ser visto como um neuroprotetor em potencial (Gialloreti et al., 2019).

Por fim, € indiscutivel a importancia do aleitamento materno em diversos
aspectos do desenvolvimento neuropsicomotor da crianga. Com relagao a protecao e
reducdo do risco para a ocorréncia do TEA, nao é diferente. A amamentacgao é fator
protetivo crucial (Gialloreti et al., 2019).

3.5 Tratamento

3.5.1 Terapias comportamentais

Para determinar a intervengao apropriada para o desenvolvimento da crianca

com TEA, trabalha-se o clinico comportamental com a familia e o paciente. O

programa ABA (em portugués: Analise do Comportamento Aplicada) busca

abordagens estruturadas, assim como treinamentos e instrugées aos responsaveis

para a melhoria do desenvolvimento neurocognitivo e social da crianga (Lock et al.,
2015).

A terapia ABA envolve o ensino intensivo e individualizado das habilidades

26



necessarias para que a crianga autista possa adquirir independéncia e a melhor
qualidade de vida possivel. Sua utilizagao precoce tem demonstrado bons resultados
no desenvolvimento da crianga (Roane et al., 2016).

Outra forma de terapia é a tecnologia de forma assistida. A comunicagéo e a
interacao das criangas com TEA pode ser complementada por meio de dispositivos e
tablets eletronicos. O PECS (Picture Exchange Communication System), por exempilo,
€ um programa que usa simbolos de figuras para ensinar habilidades de comunicagéo
ou geragao de fala (Smith et al., 2015).

3.5.2 Tratamentos dietéticos e Resveratrol

Os alimentos e seus fitoquimicos ativos sdo utilizados na prevencao, cura e/ou
manejo de varios disturbios neurolégicos, sejam de seu desenvolvimento ou de
doengas neurodegenerativas e outras disfungbes neuronais. Algumas revisdes
sistematicas de 2017 a 2019 sugerem o uso de suplementos vitaminicos ou minerais
e remocao de certos alimentos da dieta de uma crianga com TEA. Essa terapia baseia-
se no fato de que alguns sintomas do TEA podem estar relacionados a alergias
alimentares ou falta de vitaminas (Main et al., 2010). Niveis aberrantes de varios
marcadores nutricionais, como por exemplo, a metionina, homocisteina, cisteina e a
glutationa total, que contribuem para uma adequada fungéo celular e imunolégica, tém
sido observados em individuos com TEA (Main et al., 2010). Ha alguns relatos de que
essas dietas trazem diferenga na maneira como pacientes com TEA interagem ou em
como se sentem.

O dmega-3 possui propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes, tornando-o
alvo devido a sua importédncia no neurodesenvolvimento. Ja foi observado que
criangas e prematuros com TEA quando tratados com édmega-3 obtiveram reducgéo
dos sintomas e aumento de utilizagdo de gestos em comparagdo com placebo
(Sheppard et al., 2017). Em estudos com adolescentes, os resultados sao
inconsistentes ou negativos, sugerindo que ensaios clinicos randomizados maiores
podem levar a resultados mais significativos (Ooi ef al., 2015).

O Resveratrol (3,5,4 ' trihidroxiestilbeno) € um polifenol presente em inumeras
especies de plantas, especialmente na pele e nas sementes das uvas da espécie Vitis

labrusca. Estudos enfatizam os papéis protetores e terapéuticos do resveratrol em
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diversas patologias, destacando o anti-inflamatorio, antioxidante e neuroprotetor do
resveratrol (Berman et al., 2017). Modelos animais com TEA ja relataram o efeito
preventivo do tratamento pré-natal com resveratrol, possuindo eficacia na prevencao
de danos cerebrais como antioxidante, melhorando resultados clinicos na irritabilidade

e outros sintomas associados ao TEA (Deckmann et al., 2021).

3.5.3 Tratamento medicamentoso

Em relagdo aos déficits sociais centrais do TEA, o desenvolvimento de
medicamentos no autismo € dificultado pela auséncia de biomarcadores estabelecidos
na doenga e mecanismos fisiopatologicos subjacentes ainda ndo unificados. Teorias
das diferentes vias neurobioldgicas geradoras do fendétipo do TEA sao citadas para
uma melhor compreensdo no desenvolvimento do tratamento farmacolégico (Posey
et al., 2008).

O fendtipo do autismo €, na maioria das vezes, predisposto a irritabilidade e
agressividade, os quais recebem tratamento com antipsicoticos, principalmente os
atipicos, risperidona e aripiprazol, aprovados pelo FDA. O haloperidol também ja foi
discutido em alguns estudos como alternativa farmacolégica para redugdo dos
sintomas comportamentais e de impulsividade, mostrando-se eficaz em melhorar
habilidades de comunicag¢ao. No entanto, a seguranga da medicagéao foi questionada,
retirando-o da escolha principal para o tratamento do TEA. Varios estudos ja
demonstraram que a risperidona € eficaz no tratamento dos sintomas de TEA, sendo
o beneficio abrangente nas fases de curto e longo prazo e abstinéncia. No entanto,
ha o cuidado com os efeitos colaterais incidentes que envolvem o uso dessa
medicagéo, como, por exemplo, o0 aumento de peso (Maneeton et al., 2018).

Comportamentos repetitivos e estereotipados tém sido dificeis de manejar
farmacologicamente, sendo os inibidores da recaptura de serotonina, especificamente
a fluvoxamina e fluoxetina, ja citados como eficazes na redugcdo desses
comportamentos, mas sem respaldo em evidéncias (Wink et al., 2010).

Os imunologicos também podem ser considerados como terapia
medicamentosa no TEA, tendo como objetivo reduzir a atividade inflamatéria e
aumentar os mecanismos de regeneragao neuronal (Parque et al., 2009). A terapia

celular com células tronco é capaz de amortecer mecanismos pro-inflamatérios e
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aumentar a perfusédo de areas danificadas no sistema nervoso, pois podem promover
a angiogénese (Burns et al, 2009). Um estudo aberto comparando células
mononucleares do sangue do corddao umbilical e de sangue humano com placebo
revelou melhora na sintomatologia de criangas com TEA apds 24 semanas de
tratamento, no que diz respeito ao isolamento social, hiperatividade e comportamento
estereotipado (Lv et al., 2013). A suramina, um antiparasitario utilizado ha mais de 100
anos, no que diz respeito a atividade imunoldgica, ja foi avaliada como eficaz no alivio
de sintomas do autismo em estudos com ratos, e também em baixas doses em
ensaios clinicos, mostrando bons resultados na melhora do comportamento repetitivo

e interacdo social de criangas com TEA (Naviaux et al., 2017).

3.6 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

3.6.1 Radicais Livres

Radicais livres (RL) s&o particulas instaveis geradas por processos fisiologicos
que atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varios processos
bioquimicos (Barbosa et al., 2010). Tal propriedade os torna altamente reativos a
outras moléculas como proteinas, carboidratos, lipidios e DNA (Halliwell et al., 2006).

Dentre os mecanismos de formag&o de Espécies Reativas ao Oxigénio (ERO)
fisiologicos, a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, a NADPH oxidase e a
xantina oxidase sdo citadas como relacionadas a fontes primarias de particulas nos
cardiomiocitos, enquanto a NADPH oxidase, a xantina oxidase, as lipoxigenases e as
cicloxigenases s&o fontes primarias de particulas nas células vasculares (Kayama et
al., 2015). Os RL mais comumente relatados sdo o superoxido (Oze-), hidroxila (OHe),
oxido nitrico (NOe), diéxido de nitrogénio (NO2), peroxil (ROO-) e peroxil-lipideo (LOO-
) (Luschak, 2015).

Seu beneficio pode ocorrer em concentragdes baixas a moderadas, enquanto
os efeitos deletérios ocorrem em altas concentragdes, onde a producao de radicais
livres supera a capacidade antioxidante. O efeito deletério causado por EROs que
resulta em danos bioldgicos é denominado estresse oxidativo. O excesso de EROs
pode causar danos aos lipidios, proteinas ou DNA celulares, interrompendo sua

fungdo normal (Delwing et al., 2006). Também pode danificar a membrana celular,
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gerando peroxidagao lipidica e alterando o transporte transmembrana (Obeagu,
2018).

3.6.2 Peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacao

A peroxidacéo lipidica ocorre na célula ao sofrer danos consequentes dos
radicais livres, podendo alterar a estrutura da membrana plasmatica, reduzindo o
transporte celular e consequentemente, morte celular por ndo haver liberacédo de
enzimas hidroliticas dos lisossomas e formagao de produtos citotoxicos (Ferrari,
2011).

A Figura 1 mostra as etapas da lipoperoxidagao:

Figura 1: Reagdes de Lipoperoxidagao

> Iniciacdo
N .

le ——=___ 5 LOOe

LOOe ~ Propagacdo

LH A.L) Le + LOOH_
H

S

LOOe ——=—> |OOH

2 LOOe —>[LOO-OO0L] } Terminacio

Produtos ndo
radicalar

Fonte: Halliwell et al., 2007.

[LOO-00L] —>

Na primeira etapa da reacio de iniciagao ocorre a abstragcao de um atomo de
hidrogénio bisalilico da cadeia de lipidio (LH) do PUFA por um radical livre reativo (R¢),
gerando um radical lipidico (L¢) centrado de carbono. O radical lipidico (L¢) formado
reage rapidamente com o Oz formando um radical peroxila (LOO¢). Esse radical pode
reagir com outro LH gerando outro L« e o hidroperoxido de lipidio (LOOH), provocando

a lipoperoxidagcdo. No término da reagdo, dois radicais peroxila reagem entre si
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formando um produto ndo radicalar ou o radical peroxila reage com outro radical livre
formando uma ligagéo covalente.

Podem também participar do processo de peroxidacao lipidica ions de Fe?* ou
Fe3*, uma vez que catalisam reagdes do hidroperdxido de lipidio (LOOH) formando
radicais RO+ e ROO-* que podem reagir com outra cadeia lipidica (LH) continuando a

propagacéo, como demonstrado no esquema abaixo (Ferreira et al., 1997).

e LOOH + Fe* —» LO-* + OH- + Fe*

e LOOH + Fe* - LOO- + H+ + Fe?

3.6.3 Danos as proteinas

As proteinas sdo compostas por cadeias de aminoacidos ligados entre si por
ligacbes peptidicas (NELSON; COX, 2014) e s&o essenciais para o correto
funcionamento do organismo e desempenham inumeras fung¢des bioldgicas.

O estresse oxidativo provoca mudancgas fisicas e biologicas das proteinas,
aumentando sua fragmentagdo, agregacdo e suscetibilidade a degradagédo por
proteossomos (Andrade et al., 2005; Ferrari, 2011).

3.6.4 Danos ao DNA

Todas as moléculas organicas, incluindo o DNA, sdo suscetiveis a danos
oxidativos de uma ampla variedade de espécies reativas a base de oxigénio ou
nitrogénio. Células, 6érgaos e organismos utilizam uma ampla variedade de compostos
antioxidantes, como vitaminas E e C, e uma infinidade de polifendis; enzimas
antioxidantes tais como superéxido dismutase, glutationa peroxidase,
peroxirredoxinas e glutaredoxinas; e cofatores enzimaticos redutores, como glutationa
e tiorredoxina, para tentar minimizar a quantidade de danos gerados por oxidagédo que
ocorrem no DNA, nas proteinas e nos lipidios; no entanto, ocorrem danos substanciais
diariamente (LEWIN et al., 2011; MARTINEZ et al., 2006).

Os danos oxidativos ao DNA sao ocasionados principalmente pela acdo do
radical OH-, através de uma série de reac¢des que consistem na formacgao de ligagbes
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cruzadas de DNA e suas proteinas, oxidagao da desoxirribose e quebra das duplas
hélices (Nelson & Cox, 2014). A ag&o dos radicais livres sobre o DNA, principalmente
do radical OH-, leva a alteragbes na expressao génica do mesmo, propiciando o
desenvolvimento de inumeros processos patoldgicos cronicos, como cancer e
doengas neurodegenerativas (Ferrari, 2011). Assim, encontramos enzimas
proteoliticas (como o Proteassoma e a protease Lon mitocondrial) que podem
reconhecer e degradar polipeptideos danificados oxidativamente e remové-los das
células antes que se agreguem e se reticulem e enzimas lipoliticas, como a fosfolipase
A2 que pode reconhecer e remover seletivamente fosfolipidios oxidados das
membranas biologicas. Além disso, proteinas e lipidios fortemente oxidados (muitas
vezes em agregados reticulados de forma mista) que escaparam das enzimas
proteoliticas e lipoliticas podem ser engolidos pelas células fagociticas e degradados
por um processo chamado autofagia (Davies, 2005).

Por mais impressionantes que possam ser estes sistemas de remocao de
danos para proteinas e lipidios, eles simplesmente empalidecem em comparagéo com
a vasta gama de enzimas que reconhecem e reparam, ou substituem, o DNA

danificado por oxidagdo (Davies, 2005).

3.3.5 Antioxidantes e estresse oxidativo

O sistema de defesa antioxidante tem como funcao evitar ou reduzir os danos
causados pelas EROs. Podem atuar na prevencao da formagao das espécies reativas,
impedindo a agcado danosa das particulas existentes ou entdo reparando os danos ja
causados (Barbosa et al., 2010). Esse sistema é dividido em enzimatico e n&o
enzimatico.

O sistema ndo enzimatico € composto por substancias enddgenas ou
adquiridas na dieta que possuem efeito antioxidante, como por exemplo o acido
ascorbico, vitamina E e C, resveratrol e componentes fendlicos (BARBOSA et al.,
2010), enquanto o sistema enzimatico compreende os recursos antioxidantes
existentes no organismo formados por enzimas altamente eficazes: superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e por numerosas
moléculas endogenas antioxidantes como glutationa (GSH) e cisteina (Godic et al.,
2014).
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Devido ao alto consumo de O: e a capacidade antioxidante limitada, o cérebro
€ vulneravel a danos oxidativos, inclusive pode ocorrer a lipoperoxidacéo, devido a

alta disponibilidade de substrato, por ser rico em lipidios (NG et al., 2008).

3.3.6 Autismo e estresse oxidativo

Numerosos estudos indicam a presenga de estresse oxidativo em individuos
com TEA (Rose et al., 2012). A presencga de RL produzidos por citocinas e xantina
oxidase ja foi encontrada na circulagdo sanguinea de pacientes autistas, podendo
indicar um desequilibrio no processo fisioldgico do organismo. O aumento em especial
de nitrito (NO+) em pacientes com TEA pode estar relacionado a lesao cerebral.
Marcadores diretos de peroxidacao lipidica e marcadores indiretos como fosfolipase
A2 e perda de lipoproteina de membrana ja foram relatados como presentes em
maiores quantidades em portadores do autismo (Sogut et al., 2003). Os sinais
muscarinicos protegem os neurdnios do estresse oxidativo e da apoptose, podendo
estar comprometidos em pacientes autistas e agravando o estresse oxidativo. Niveis
de toxinas organicas, incluindo percloroetileno, hexano e pentano e metais pesados
como mercurio, chumbo e arsénico se mostraram acumulados nos pacientes com TEA
(Sweeten et al., 2003).

Os niveis de GSH e a atividade da GSH-Px, mostraram-se diminuidos nos
lobos parietal e frontal e no cerebelo de pacientes autistas. A atividade da SOD
demonstrou estar diminuida, aumentada ou inalterada no plasma e eritrécitos de
autistas. Verificou-se que a atividade da SOD eritrocitaria € maior em criangas com
TEA do que no grupo controle do estudo em quest&o. A atividade da CAT mostrou-se
reduzida nos eritrocitos, quando comparada aos grupos controles (Yenkoyan et al.,
2018). Tal alteracdo revela que a presenca desses biomarcadores de estresse
oxidativo em criangas com autismo, a capacidade antioxidante enddégena se encontra
reduzida. Em geral, metabdlitos relacionados ao estresse oxidativo também podem
ter uso potencial como biomarcadores para diagndstico e ajudar a determinar futuras
intervengdes e tratamentos como demonstrado na Figura 2 (Gonzalez-Fraguela,
2013).
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Figura 2. Interagédo entre o Extrato Hidroalcodlico de Vitis labrusca (EHA), Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) e algumas enzimas antioxidantes: Superoxido
dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GSH-Px) em uma
mitocdndria exposta a acéo exdgena de Acido Valpréico (AVP).

EHA EHA

AVP — Acido Valpréico

EHA — Extrato Hidroalcodlico de Vitis Vinifera
GSH — Glutationa Reduzida
GSSG — Glutationa Dissulfeto

H,0 + GSSG

EHA

Fonte: Autoria Propria (2023).

3.3.7 Autismo e antioxidantes

O uso potencial de antioxidantes contra a toxicidade por RL tem sido um campo
emergente no gerenciamento de muitas condigbes de desenvolvimento neuroldgico,
incluindo o autismo. O papel de apoio dos antioxidantes e agentes anti-inflamatérios
para reduzir a gravidade do autismo baseia-se na promog¢ao da neurogénese funcional
e neuroprotec&o no cérebro patolégico da crianga com TEA (Scandalios et al., 2005).

Os compostos fenodlicos provenientes do fruto da videira do género Vitis tem
potenciais antioxidantes consideraveis para neutralizar radicais livres, atuando como
potentes antioxidantes. O efeito do resveratrol, componente da semente da Vitis
vinifera e labrusca, sobre a atividade de enzimas antioxidantes a nivel cerebral ja foi
demonstrado em estudos com modelos animais, diminuindo lipoperoxidacdo e
aumentando atividade das enzimas SOD, CAT e GSH-Px, atuando como
potencializador das propriedades neuroprotetoras ao regular as enzimas
antioxidantes. O resveratrol demonstra também atividades antiplaquetaria,
vasodilatadora, anti-inflamatdria e anticancerigena (Mokni et al., 2007). Bhandari e
Kuhad, em 2016, conseguiram demonstrar o aumento da GSH-Px e CAT pelo

resveratrol na dose de 15mg/kg em um estudo experimental em ratos apds serem
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submetidos ao TEA.

Outros antioxidantes como a vitamina C, carnosina, zinco, GSH, dleo de peixe,
melatonina e vitamina B6, em combinagdo com magnésio, ja foram empregados em
varios ensaios clinicos terapéuticos. A melatonina foi relatada como util no tratamento
de disturbios do sono no autismo. Além disso, o tratamento com altas doses de
vitamina C ou carnosina ou combinada com vitamina B6 e magnésio melhorou o
comportamento de individuos com autismo (Rossignol, 2011).

Antioxidantes preventivos levam a protecdo neuronal contra muitos danos
oxidativos, podendo ser usados para tratar sintomas comportamentais e cognitivos do
TEA. A acado desses fatores no TEA e o entendimento das alteragdes do estresse
oxidativo e mecanismos no autismo podem levar a novos testes de diagndstico e

estratégias de intervengao terapéutica nos pacientes.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados cerca de 200 ratos machos Wistar expostos ainda no periodo
pré-natal com acido valproico. As fémeas gestoras, no total de 7, foram induzidas uma
unica vez de forma intraperitoneal com 800 mg/kg do medicamento diluido em solugao
salina 0,9% no 12° dia de gestagdo conforme protocolo ja utilizado por Nakasato et
al., 2008. (NAKASATO et al., 2008). Antes do processo de experimentagdo, os
animais foram para o biotério com 20 dias e foram mantidos em numero maximo de
quatro por gaiola contendo maravalha e aclimatados por 7 dias para adaptagdo em
um novo meio. Foram mantidos em um ciclo de 12h claro/escuro a temperatura
constante de 22°C com livre acesso a comida e agua. Os cuidados com 0s animais
seguiram as diretrizes governamentais oficiais sugeridas pela Federagdo das
Sociedades Brasileiras para Biologia Experimental aprovadas pelo Comité de Etica da
Universidade da Regido de Joinville.

As condigdes de ambiente, iluminagdo, acomodacédo e nutricgdo seguiram as
recomendagdes exigidas pelo “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
1996”.

4.2 Obtencao dos extratos
4.2.1 Obtengdo do material vegetal

Frutos de Vitis labrusca organicas e n&o organicas roxas foram adquiridos no
comeércio local e imediatamente separados dos pedunculos. Os gréos foram pesados,
congelados e liofilizados para remogéao da agua.

4.2.2 Preparagéao e obtencdo do extrato bruto etandlico

Apos liofilizado, o material foi mecanicamente reduzido e extraido

separadamente por variedade, através de maceragao em alcool durante sete dias.
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Este processo foi repetido duas vezes. Os extratos foram filtrados com auxilio de funil
de Buchner acoplado com bomba a vacuo e concentrado em evaporador rotatorio sob
pressao reduzida aproximadamente em temperatura inferior a 60°C, e completando o

procedimento até obter o material seco do extrato bruto

4.2.3 Avaliagdo quantitativa dos metabdlitos secundarios

4.2.3.1 Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado através do reativo de
Folin-Ciocalteau, da marca dinamica, proposto por Anagnostopoulou et al., (2006). As
solugdes do extrato foram testadas na concentracdo de 1000 pg mL-1 em metanol. A
uma aliquota de 250 pL do extrato foram adicionados 2,5 mL de agua destilada, 125
ML do reativo de Folin-Ciocalteau 2M e 0,5 mL da solugao saturada de carbonato de
sédio 15% (Na2CO3). Apdés uma hora de repouso, as absorbancias foram
determinadas em espectrofotometro Shimadzu UV-visivel em comprimento de onda
de 725 nm. Uma solugdo em branco foi utilizada sem a presenca da amostra,
preparada conforme descrito acima. A concentragao de fendis totais foi estimada por
interpolagdo por uma curva de calibragdo construida com solugdes padréo de acido
galico nas concentragdes de 15,62 até 250 ug mL-1, diluidas em metanol. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata. O ajuste linear foi confirmado pelo
coeficiente de determinagao da equacéo da reta (y = 0,007x + 0,0445, r2 = 0,9989). O
teor de compostos fendlicos totais foi expresso em mg de acido galico por g de extrato
(mg AG g-1 do extrato).

42.3.2 Determinacéo do teor de flavonoides totais

Para a identificacdo de flavonoides, foi utilizada a metodologia proposta por
Woisky e Salatino (1998). A uma aliquota de 0,5 mL de uma solugéo dos extratos
brutos na concentragido de 1000 ug mL-" diluido em metanol, foram adicionados 2,5
mL de metanol e 0,5 mL de uma soluc&o de cloreto de aluminio (AICI3 2%). Apds uma
hora, as absorbancias das solu¢des foram determinadas em espectrofotdmetro em

comprimento de onda de 415 nm, utilizando metanol como branco. Para o calculo do
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teor de flavonoides nos extratos, foi construida uma curva de calibragao utilizando
quercetina como padrdo nas concentragdes de 15,62 até 250 ug mL-'. O ajuste linear
foi confirmado pelo coeficiente de determinagdo da equagao da reta (y = 0,0067x +
0,0618, r2 = 0,9975). O teor de flavonoides foi expresso em mg de quercetina por g
de extrato (mg QUE g do extrato).

4233 Determinac&o do conteudo de flavonoides totais

O conteudo de flavonoides totais foi determinado colorimétricamente pelo
meétodo da vanilina usando catequina como padréo, proposto por Jayaprakasha et al.,
(2001). O reagente de vanilina foi preparado misturando quantidades iguais da
solucao de acido cloridrico 8% em metanol com a solu¢éo de vanilina 1% em metanol
(obtendo-se a mistura de 4% de HCI e 0,5% de vanilina). As amostras foram diluidas
em metanol na concentragdo de 1000 ug mL™". Todas as amostras e reagentes foram
incubadas em banho-maria na temperatura 30°C durante 15 minutos antes de iniciar
a reagao. Num tubo de ensaio contendo 0,5 mL da amostra, foi adicionado 2,5 mL do
reagente de vanilina. Uma solugéo branco foi preparada para cada amostra, utilizando
uma solugéo de HCI 4% em metanol no lugar do reagente de vanilina para descontar
a interferéncia da cor do extrato. Apods, os tubos foram incubados no banho na
temperatura de 30°C durante 20 minutos. As absorbancias das amostras e branco
foram medidas no comprimento de onda de 500 nm. A concentragao de flavonoides
totais foi estimada por interpolacdo por uma curva de calibracdo construida com
solugdes padrio de catequina nas concentragdes de 31,2 até 1000 ug mL™", diluidas
em metanol. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O ajuste linear foi
confirmado pelo coeficiente de determinagdo da equagao da reta (y = 0,0005x +
0,0089, r? = 0,9983). O contetdo de flavonoides totais no extrato foi expresso como

mg de catequina equivalente por g do extrato (mg CAT g™').

4234 Analise de compostos fendlicos nos extratos por HPLC-ESI-MS/MS

A analise utilizando HPLC-ESI-MS/MS foi conduzida seguindo os parametros de
pré-tratamento da amostra, cromatograficos e do espectrometro de massa conforme

previamente descritos por Borges ef al. (2023). O eluente consistiu em uma mistura
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dos solventes A (MeOH/H20 numa proporgao de 95:5, v/v) e B (H2O/acido férmico
0,1%) de acordo com o seguinte gradiente: 12 etapa - 10% de solvente A e 90% de B
(modo isocratico) por 5 minutos; 22 etapa - gradiente linear dos solventes A e B (de 10
a 90% de A) por 2 minutos; 32 etapa - 90% de solvente A e 10% de B (modo isocratico)
por 3 minutos; 42 etapa - gradiente linear dos solventes A e B (de 90 a 10% de A) por
7 minutos com uma taxa de fluxo de 250 yL min-' de fase mével. Em todas as analises,
o volume injetado foi de 5 L.

As amostras dos extratos foram preparadas individualmente dissolvendo 50 mg
do material liofilizado em uma solugdo de 5 mL de acido cloridrico a pH 2. Essas
solucdes foram submetidas a trés extragdes com 2 mL de éter etilico cada, e o extrato
etéreo resultante de trés extracbes de cada amostra foi combinado, seco e
armazenado em um recipiente selado a -20°C. Antes da analise, o material seco foi
dissolvido em 1 mL de MeOH, centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos e ent&o
dissolvido em 10 partes de agua ultrapura.

Para identificacdo e quantificacdo, 39 compostos fendlicos padréo foram analisados
sob as mesmas condi¢gdes mencionadas anteriormente. Esses compostos incluiam
acido abscisico, acido 4-aminobenzdico, acido 4-hidroximetilbenzoico, apigenina,
acido cafeico, catequina, acido clorogénico, crisina, acido cindmico, coniferaldeido,
eriodictiol, acido ferulico, fustina, acido galico, hispidulina, isoorientina, isoquercetina,
acido mandélico, acido metoxifenilacético, naringenina, acido p-anisico, acido p-
cumarico, pinocembrina, acido protocatecuico, resveratrol, acido rosmarinico, rutina,
acido salicilico, escopoletina, sinapaldeido, acido sinapico, sinapaldeido, acido
siringico, acido taxifolinico, umbeliferona, 4-metilumbeliferona, acido vanilico, vanilina

e vitexina dissolvidos em metanol (variando de 0,02 a 6 mg L") (Borges et al., 2023).

4.3 Protocolo Experimental

Primeiramente, as fémeas gestoras receberam uma unica administragdo de 800
mg/kg de AVP por via intraperitoneal diluido em solugéo salina 0,9%, no periodo pré-
natal, no 12° dia de gestagdo, conforme protocolo ja utilizado por Nakasato et al., 2008
(NAKASATO et al., 2008). Apds o nascimento dos animais e quando estes alcangcaram
idade de desenvolvimento de 27 dias, foram submetidos a testes comportamentais de

interacdo social e testes comportamentais de comportamento repetitivo. Os animais
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que apresentaram comportamento tipo autista nessa etapa foram separados e
utilizados para tratamento. Os animais receberam o tratamento com o EHA de uvas
roxas organicas e ndo organicas por 15 dias consecutivos, via oral (gavagem),
obedecendo a um intervalo de 24 horas entre um tratamento e outro Tabelas 1 e 2) .

Os animais foram divididos em grupos, como segue abaixo:

Grupo Controle salina (CONTROLE): Animais que n&o sofreram indugao
durante periodo pré-natal de acido valproico que receberam salina via intraperitoneal
(IP), e tratados por 15 dias com salina via oral.

Grupo Autismo controle (AUT controle): Animais nascidos de maes induzidas
por acido valproico via IP com resultado compativel para o comportamento autista nos

testes comportamentais, que foram tratados por 15 dias com salina via oral.

Grupo C + EHA 30: Animais que nao sofreram indugao durante periodo pré-
natal de acido valproico, tratados por 15 dias com EHA 30mg/kg da uva roxa orgéanica

via oral.

Grupo AUT + EHA 30: Animais nascidos de maes induzidas por acido valproico
com resultado compativel para o comportamento autista nos testes comportamentais,

tratados por 15 dias com EHA 30mg/kg da uva roxa orgéanica via oral.

Grupo C + EHA 100: Animais que nao sofreram inducédo durante periodo pré-
natal de acido valproico, tratados por 15 dias com EHA 100 mg/kg da uva roxa orgénica

via oral.

Grupo AUT + EHA 100: Animais nascidos de maes induzidas por acido
valproico com resultado compativel para o comportamento autista nos testes
comportamentais, tratados por 15 dias com EHA 100 mg/kg da uva roxa organica vira

oral.

Grupo C + EHA 150: Animais que ndo sofreram indu¢ao durante periodo pré-
natal de acido valproico, tratados por 15 dias com EHA 150 mg/kg da uva roxa orgénica
via oral.

Grupo AUT + EHA 150: Animais nascidos de maes induzidas por acido
valproico com resultado compativel para o comportamento autista nos testes
comportamentais, tratados por 15 dias com EHA 150 mg/kg da uva roxa organica via

oral.
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Tabela 2: Divisao dos grupos para indugao do autismo e tratamento com EHA de

uvas organicas.

GRUPO (N=10) INDUCAO TRATAMENTO DURACAO
CONTROLE Solugdo Salina Solugdo Salina

AUT CONTROLE AVP Solugdo Salina 15 dias
C+EHA30 Solugdo Salina EHA 30mg/kg

AUT + EHA 30 AVP EHA 30mg/kg

C+EHA 100 Solugdo Salina EHA 100mg/kg

AUT + EHA 100 AVP EHA 100mg/kg

C+EHA 150 Solugdo Salina EHA 150mg/kg

AUT + EHA 150 AVP EHA 150mg/kg

Grupo Controle (CONTROLE): Animais que ndo sofreram indugdo durante
periodo pré-natal de acido valproico que receberam salina via intraperitoneal (IP), e
tratados por 15 dias com salina via oral.

Grupo Autismo controle (AUT controle): Animais nascidos de maes induzidas
por acido valproico via IP com resultado compativel para o comportamento autista nos

testes comportamentais, que foram tratados por 15 dias com salina via oral.

Grupo AUT + EHA-I 30: Animais que n&o sofreram indug¢ao durante periodo pré-
natal de acido valproico, tratados por 15 dias com EHA 30 mg/kg da uva roxa n&o

organica via oral.

Grupo AUT + EHA-l 30: Animais nascidos de mées induzidas por acido
valproico com resultado compativel para o comportamento autista nos testes
comportamentais, tratados por 15 dias com EHA 30 mg/kg da uva roxa nao organica

via oral.

Grupo C + EHA-I 100: Animais que nao sofreram indug¢ao durante periodo pré-
natal de acido valproico, tratados por 15 dias com EHA 100 mg/kg da uva roxa n&o

organica via oral.

Grupo AUT + EHA-l 100: Animais nascidos de maes induzidas por acido

valproico com resultado compativel para o comportamento autista nos testes
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comportamentais, tratados por 15 dias com EHA 100 mg/kg da uva roxa n&o organica

via oral.

Grupo C + EHA-l 150: Animais que nao sofreram indug¢ao durante periodo pré-
natal de acido valproico, tratados por 15 dias com EHA 150 mg/kg da uva roxa n&o

organica via oral.

Grupo AUT + EHA-l 150: Animais nascidos de maes induzidas por acido
valproico com resultado compativel para o comportamento autista nos testes
comportamentais, tratados por 15 dias com EHA 150 mg/kg da uva roxa n&o organica

via oral.

Tabela 3: Divisao dos grupos para indugdo do autismo e tratamento com EHA de

uvas nao organicas.

GRUPO (N=10) INDUCAO TRATAMENTO DURACAO
CONTROLE Solugdo Salina Solugdo Salina

AUT CONTROLE AVP Solugdo Salina 15 dias
C+EHA-130 Solugdo Salina EHA-1 30mg/kg

AUT + EHA-130 AVP EHA-1 30mg/kg

C+ EHA-1100 Solugdo Salina EHA-I1 100mg/kg

AUT + EHA-1 100

AVP

EHA-I 100mg/kg

C+EHA-1150

Solugdo Salina

EHA-I 150mg/kg

AUT + EHA-1 150

AVP

EHA-I 150mg/kg

A variedade de compostos fendlicos e a implicagdo em separa-los em
organicos e nao organicos foi preconizada no estudo por diversas pesquisas ja
referirem a diferenga biolégica dessas composic¢des (Iglesias-Carres et al., 2019).

Ap06s 12 horas do ultimo tratamento, os animais foram submetidos a novos testes
comportamentais de interagao social, comportamento repetitivo e olfatério para verificar
a resposta motora e psicoterapica dos roedores ao tratamento estabelecido. Os animais
foram sacrificados por decapitagdo na auséncia de anestesia e em seguida foi coletado
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o tecido nervoso (encéfalo) e o sangue para avaliagdo dos parametros de estresse
oxidativo (Figura 3).
Figura 3: Demonstragéo do protocolo experimental para posterior analise.
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= DO TRATAMENTO:
RATAS FEMEAS RATOS FILHOTES i
TESTES TEA & -
COMPORTAMENTAIS » -
oo EHA UVAS ROXAS ORGANICAS Ny
> ) S > E NAO ORGANICAS
b - *  (30MG/KG - 150MG/KG)
ACIDO VALPROICO T — ! _s| 15DIAS
800mg/kg via IP no 12 dia de gestagio
27 DIAS l

TESTES
COMPORTAMENTAIS

A
._mi

- 80°C
Fonte: Autoria Propria (2023).
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4.4 Testes comportamentais

4.4.1 Teste de campo aberto (TCA)

Trata-se de um teste para avaliacdo do comportamento exploratério e de
locomogédo dos animais estudados. O TCA, desenvolvido por Hall em 1934, é
realizado em um aparato que consiste em uma arena quadrangular em acrilico
transparente, medindo 45 cm x 45 cm, cercada por paredes de, aproximadamente, 22
cm de altura, de modo que o animal em teste ndo consiga fugir. Para facilitar a
quantificacado da atividade locomotora dos animais, o piso do campo aberto € dividido
em nove quadrados idénticos, por entre os quais 0 animal ira circular primeiramente
por 5 minutos para a adaptacdo. Apos esse periodo, durante 10 minutos, séo
avaliados o numero de cruzamentos realizados pelos animais entre os quadrados, a
guantidade de vezes em que se apoiam somente em duas patas e o numero de auto-
limpezas, assim como o tempo total foi quantificado. O aumento no numero de auto-
limpezas foi considerado um indicativo de movimentos estereotipados, caracteristica

que é encontrada em individuos com TEA, os quais, comumente, realizam
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movimentos repetitivos. As observagdes foram verificadas e contabilizadas de forma

manual por um avaliador perante o tempo analisado de 10 minutos (Figura 4).

Figura 4: Teste de campo aberto utilizado e adaptado conforme Hall em 1934.

Fonte: Autoria Propria (2023).

4.4.2 Teste de trés camaras para preferéncia e novidade social

Para o ensaio de sociabilidade, foi realizada uma adaptagao do teste descrito
por Karvat e Kimchi, 2012. Consiste em uma caixa retangular de trés camaras
fabricada em policarbonato, com 70 cm x 24 cm x 29 cm. As camaras laterais tém
medidas de 25 cm x 24 cm x 29 cm e a camara central foi de 15 x 24 x 29 cm. As
paredes divisorias tem portas retrateis que permitem o acesso a cada camara através
de uma abertura de 6,5 cm x 6,5 cm. Para o ensaio de sociabilidade, foram utilizadas
gaiolas de arame de fabricagdo propria com 14 cm de altura, com diametro de fundo
de 13 cm e barras espagadas de 1 cm. O teste consiste em 3 etapas consecutivas, de
5 minutos cada: habituacao, preferéncia social e preferéncia por novidade social. No
teste de habituagao, o sujeito € colocado na camera do meio, as portas foram abertas
e o rato teste € autorizado a explorar a caixa. Depois disso, o rato teste é colocado no
compartimento central e um objeto (novelo de 1a) é colocado em outra gaiola em uma
das camaras laterais. Em seguida, o rato teste € novamente colocado no
compartimento central e um animal desconhecido & colocado no mesmo ambiente do

rato teste em uma das gaiolas laterais e deixado o objeto na outra cadmera lateral,
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sendo este o teste para novidade social, ou seja, observar a preferéncia do rato teste
ao objeto ja conhecido conforme adaptagdo ou a novidade social pelo rato
desconhecido (Karvat e Kimchi, 2012) (Figura 5).

Figura 5: Teste de 3 cameras realizado e adaptado conforme Karvat e Kimchi, 2012.

Fonte: Autoria Propria (2023).

4.4.3 Teste de auto limpeza repetitivo

Teste de auto limpeza repetitivo € um teste para comportamento repetitivo ou
comportamento estereotipado. Os ratos mostram estereotipias motoras espontaneas,
incluindo movimentos de auto limpeza. A auto limpeza repetitiva foi observada em
ratos induzidos por TEA quando borrifando um pouco de agua (spray com produto
branco) em sua area traseira. O tempo total gasto na limpeza da cabega ou do resto
do corpo durante 10 minutos foi registrado (Moretti et al., 2013) (Figura 6).

Figura 6: Movimentagédo do animal no teste auto limpeza adaptado e seguindo
Moretti et al., 2013.

4 g)
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Fonte: Retirado e adaptado de Berridge, Aldridge, Houchard, & Zhuang, 2005.
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4.4 .4 Teste de escavagao

Utilizado para testar o comportamento repetitivo em ratos, observando a
capacidade aumentada de escavagao. A caixa de plexiglass foi preenchida com uma
camada de serragem de 5 cm, seguida de 15 bolinhas de vidro coloridas (15 mm
didmetro) equidistantes em um arranjo 3x5. O teste durou um periodo de exploragao
de 3 minutos. O numero de bolinhas desenterradas (> 50% de material de
revestimento de marmore) foi entdo contado (Thomas et al., 2009) (Figura 7).

Figura 7: Teste de escavacao realizado e seguindo Thomas et al., 2009.
S ST
A NPT

Fonte: Autoria Propria (2023).

4.4 5 Teste olfatorio

O teste do olfato foi utilizado para avaliar a comunicagao olfativa através de
pistas sociais e nao sociais. Foi realizada uma adaptagao do Teste de Stack et al.,
2008, em que o animal € colocado em uma caixa limpa e habituado, por um periodo
de 5 minutos com um algoddo sem nenhum odor. Apds esse periodo, o roedor recebe
odores sociais e ndo sociais por cerca de 3 minutos cada um, observando-se o numero

de farejadas e a duragao que o roedor fareja.
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* Odor nao social: algoddo com extrato de baunilha

* Odor social: maravalha suja de sua gaiola correspondente

4.5 Estudos bioquimicos

4.5.1 Preparacao dos tecidos

Para a analise dos parametros de estresse oxidativo, os ratos foram
sacrificados por decapitagdo, sem anestesia, devido a interferéncia desta nos
parédmetros de estresse oxidativo analisados (LEARY et al., 2013), o cérebro foi
rapidamente removido e o cortex cerebral e cerebelo foram dissecados e mantidos
em gelo com tampé&o fosfato de sédio. O homogeneizado foi preparado em tampao
adequado usando homogeneizador Potter-Elvehejem (5 pulsos). O homogeneizado
foi centrifugado a 3.000 rpm, a 4°C por 15 minutos para remogao de residuos celulares
e 0 sobrenadante foi estocado em aliquotas e armazenado a -80°C para posterior
determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes, conteudo total de sulfidrilas,
conteudo total de carbonilas e TBA-RS.

4.5.2 Preparacao dos eritrocitos e do plasma

Os eritrocitos e o plasma foram preparados a partir de amostras de sangue total
obtidas de ratos (Lima et al., 2017).

O sangue total foi centrifugado a 1,000 x g, o plasma foi separado e congelado
para posterior determinagao. Os eritrocitos foram lavados trés vezes com solugéo
salina gelada (0,153 mol/L de cloreto de so6dio). Os lisados foram preparados pela
adicdo de 1 mL de agua destilada para 100 pL de eritrécitos lavados e congelados
para posterior determinagdo da atividade das enzimas antioxidantes (Lima et al.,
2017).

Para determinacao da atividade das enzimas antioxidantes, os eritrécitos foram
congelados e descongelados trés vezes e centrifugados a 13.500 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi diluido para conter aproximadamente 0,5 mg/mL de proteina (Lima
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et al., 2017).

453 TBA-RS

TBA-RS foi determinado de acordo com o método descrito por Ohkawa et al.,
1979. A metodologia de TBA-RS, mensura o Malondialdeido (MDA), um produto da
lipoperoxidagao, causado principalmente por radicais livres hidroxila. As amostras sao
misturadas com acido tricloroacético a 20% e 0,8% de acido tiobarbiturico e aquecidas
num banho de agua fervente durante 60 min. TBA-RS é determinado pela absorbancia
de 535 nm. Uma curva de calibrag&o foi obtida utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano
como o precursor de MDA e cada ponto da curva foi submetido ao mesmo tratamento
que o dos sobrenadantes. Os resultados foram expressos em nmol de MDA por mg
de proteina.

454 Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi a determinada pelo método de Aebi (1984) usando um
espectrofotometro Shimadzu UV-visivel. O método utilizado baseia-se no
desaparecimento de H2O2 a 240 nm num meio de reacido contendo 25 uL de amostra
e 600 uL de tampao de fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, H2O2 20 mM. A absorbancia
foi lida a cada 10 segundos por 1 minuto e 40 segundos em espectrofotdmetro. Uma
unidade foi definida como 1 pmol de H202 consumido por minuto e a atividade
especifica & calculada como unidades de CAT/mg de proteina.

4.5.5 Glutationa peroxidase (GSH-Px)

A atividade de GSH-Px foi mensurada pelo método de Wendel (1981),
utilizando tert-butilhidroperoxido como substrato. A decomposicdo do NADPH foi
monitorada em espectrofotdbmetro a 340 nm por 3 minutos e 30 segundos
(espectrofotbmetro Shimadzu UV-visivel). 90 yL de cada amostra (eritrécitos ou
homogenato de cortex e cerebelo) foi adicionado ao meio contendo 800 uL de tampao,
20 pyL de GSH 2,0 mM, 30 pL de GSH redutase 0,15 U/mL, 10 uL de azida 0,4 mM e

48



10 yL de NADPH 0,1 mM. A absorbancia foi lida a cada 10 segundos por 1 minuto e
30 segundos. Posteriormente, 50 uL de tert-butilhidroperdxido 0,5 mM foi adicionado
e a absorbancia foi lida por mais 2 minutos. Uma unidade de GSH-Px foi definida como
1 umol de NADPH consumido por minuto e a atividade especifica foi apresentada
como unidades de GSH-Px/mg de proteina.

4.5.6 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pelo método de auto-oxidagao do pirogalol,
como descrito por Marklund (1985), um processo altamente dependente de
superoxido (O2e-), que € um substrato para a SOD. Resumidamente, 15 uL de cada
amostra, 215 yL de uma mistura contendo 50 pM de tampéao Tris, pH 8,2 foram
adicionados a 1 yM de EDTA e 30 uM de CAT. Subsequentemente, foi adicionado 20
ML de pirogalol e a absorbancia foi registada imediatamente a cada 30 segundos
durante 3 minutos a 420 nm usando um espectrofotdometro Shimadzu UV-visivel. A
inibicdo da auto-oxidagdo do pirogalol ocorre na presenga de SOD, cuja atividade
pode ser indiretamente testada espectrofotometricamente. Uma curva de calibragéo
foi realizada com SOD purificada como referéncia, para calcular a atividade da SOD
presente nas amostras. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de SOD
necessaria para inibir 50% da auto-oxidagéo de pirogalol e a atividade especifica foi
relatada como unidades de SOD / mg de proteina.

457 Conteudo Total de Sulfidrilas

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método descrito
por Aksenov e Markesbery (2001), o qual se baseia na redugdo do acido
ditionitrobenzoico (DTNB) por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que foi
mensurado espectrofotometricamente em 412 nm. Resumidamente, 50 uyL de
homogeneizado foi adicionado a 1 mL de tampéo PBS pH 7,4 contendo EDTA 1 mM.
A reacéo foi iniciada pela adicdo de 30 uyL de DTNB 10 mM e incubada durante 30
minutos a temperatura ambiente em local escuro. Os resultados foram expressos em

nmol TNB/mg de proteina.
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458 Conteudo Total de Carbonilas

O teor de carbonilas foi verificado através do método descrito por Reznick e
Packer (1994), com base na reagdo de carbonilagdo de proteinas com
dinitrofenilhidrazina formando dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo, medido
espectrofotometricamente a 370 nm. Resumidamente, 200 pL de homogeneizado foi
adicionado a tubos de plastico contendo 400 uL de dinitrofenilhidrazina 10 mM
(preparado em HCI 2 M). As amostras foram mantidas no escuro durante 1 h e
agitadas em vortex a cada 15 min. Subsequentemente, 500 uL de acido tricloroacético
a 20% foi adicionado a cada tubo. A mistura foi submetida ao vértex e centrifugada a
14.000 x g durante 3 min e o sobrenadante obtido foi descartado. O sedimento foi
lavado com 1 mL de etanol / acetato de etila (1: 1 v/ v), agitado e centrifugado a 14000
x g durante 3 min. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspenso em 600
ML de guanidina 6 M (preparado numa solugéo de fosfato de potassio 20 mM, pH 2,3),
antes de agitacdo em vortex e incubacéo a 60°C durante 15 min. As amostras foram
em seguida centrifugadas a 14.000 x g durante 3 min e o sobrenadante usado para
medir a absorbancia a 370 nm (UV) numa cubeta de quartzo. Os resultados foram
relatados como conteudo total de carbonilas (nmol / mg de proteina).

4.5.9 Dosagem de proteinas

A determinacdo das proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951),

utilizando-se albumina sérica bovina como padrao.

4510 Analise Estatistica

Os resultados para os diferentes grupos in vivo foram representados como
meédia £ desvio padrao, analisados no SPSS for Windows, verséo 12 (SPSS, Chicago,
IL, EUA), por meio de analise de variancia (ANOVA), seguida do teste post-hoc de
Duncan ou Teste de Kruskal Wallis, quando indicado, para comparacao das médias
dos grupos, sendo considerados significativos valores de p<0,05.
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5. INTERDISCIPLINARIDADE

A estimativa do aumento da prevaléncia do TEA corrobora com a necessidade
da identificacdo precoce de sintomas para um possivel tratamento especializado,
visando melhores resultados. A equipe multidisciplinar no tratamento, formada por
profissionais de diversas areas faz parte de um desenvolvimento psicossocial melhor
ao paciente, tanto na inclusédo a nivel escolar quanto na necessidade do diagnostico
correto e tratamento preventivo.

Uma terapia cognitivo-comportamental no TEA e o conhecimento sobre a
alteragdo nos comportamentos desses individuos exige o ensino individualizado e
uma equipe interdisciplinar com Pedagogia, Psicologia, Terapia Comportamental,
Fonoaudiologia, Terapia Ocupacional, Integragdo Sensorial, Psicomotricidade e
Arteterapia visando o envolvimento de varias areas e profissionais tanto de ciéncias
humanas quanto de saude para uma abordagem do paciente com TEA a fim de
melhorar o progndstico do transtorno.

O entendimento das alteragdes clinicas e dos mecanismos envolvidos na
patogénese do TEA, possibilita o conhecimento sobre os aspectos fisioldgicos,
comportamentais e também a patologia desse transtorno. O estudo sobre a influéncia
dos extratos da Videira sobre o comportamento autista possibilita uma alternativa ao
tratamento uma vez que, atuando como um potente antioxidante da familia dos
flavonoides pode melhorar o estresse oxidativo e trazer progressos no tratamento do
TEA, reduzindo indices de morbidade e melhorando os aspectos sintomaticos da
doenca, além de possibilitar menos efeitos colaterais por ser um produto natural.

Além disso, a pesquisa com extratos da Videira pode auxiliar no
desenvolvimento de novos farmacos/suplementos, impulsionando a industria
farmacéutica, e, ainda, ser uma op¢ao ao paciente com uma interface econdmica mais
acessivel, ndo s6 visando a questdao comercial, mas refletir em menor despesa

publica, e levar a uma integragéo entre saude e meio ambiente.
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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos do extrato hidroalcodlico (EHA) de uvas
roxas, organicas e inorgénias (I) da espécie Vitis labrusca, em ratos com
comportamento tipo- autista apds exposicdo ao Acido Valpréico. Os roedores
passaram por testes comportamentais (comportamento repetitivo, interagado social e
olfatério) para verificar a resposta motora e psicoterapica ao autismo. Seguidamente
receberam a administracdo de EHA (30mg/kg, 100mg/kg e 150mg/kg) ou EHA-I
(30mg/kg, 100mg/kg e 150mg/kg) ou salina, via gavagem, por 15 dias e passaram
novamente pelos testes comportamentais, sendo eutanasiados por decapitagdo para
remog&do de sangue total, cortex cerebral e cerebelo para analise de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS), conteudo total de sulfidrilas e de carbonilas,
e da atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GSH-Px). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via,
seguido do teste post hoc de Duncan ou Kruskal-Wallis, quando indicado (p<0,05). O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da UNIVILLE (CEUA 02/2022). Como
resultados, o grupo autista exibiu estereotipias no teste de autolimpeza; o EHA e o
EHA-I 150mg/kg reduziram comportamentos repetitivos. No teste de interagéo social,
0 grupo autista interagiu menos tempo com o animal e mais com o objeto. No campo
aberto, houve menor atividade locomotora no grupo autista, indicando ansiedade,
reduzida por EHA e EHA-l 150mg/kg. No teste de escavagédo, o grupo autista teve
menor tempo de locomogao e escavagéo, revertido pelo EHA 100mg/kg. No teste de
olfato, o grupo autista mostrou desinteresse na substéncia ndo social; e o EHA
150mg/kg aumentou o interesse. O modelo animal de autismo alterou os parametros
de estresse oxidativo em sangue, cortex cerebral e cerebelo e o EHA de uvas roxas
organicas e EHA-I de uvas roxas inorganicas reverteram as mudangas no cérebro e

sangue, indicando sua capacidade antioxidante.

Palavras-chaves: TEA, Modelo animal, Vitis labrusca, Testes comportamentais,

Estresse oxidativo.
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1. INTRODUGAO

O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) evoluiu de uma condig&o rara para
uma realidade notavelmente heterogénea. A compreensao da sua definigdo como um
espectro que varia de grau leve a grave destaca a necessidade de apoio aquele
diagnosticado ao longo da vida (Lord et al, 2018). Apesar dos individuos
diagnosticados com TEA serem muito distintos entre suas culturas, ragas, etnias e
grupos econdmicos, o transtorno tem por caracteristica padrées comuns de
comunicagao social e comportamentos sensoério-motores restritos e repetitivos de
inicio precoce, desenvolvimento cerebral alterado e reorganizagao neural (Lord et al.,
2018).

Seu diagndstico baseia-se nos critérios do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais da Sociedade Americana de Psiquiatria (APA). Com o objetivo
de facilitar o diagnostico, agora existe um espectro unico de TEA baseado em dois
dominios: o da comunicagdo social e o dos comportamentos sensoério-motores
restritos, repetitivos ou incomuns (APA, 2014).

Segundo Rapin (2002), suas caracteristicas clinicas e fenotipicas mais
importantes, diretamente atreladas ao seu quadro fisiopatolégico, sdo importantes
déficits comportamentais e de comunicagao social, comprometimento da linguagem
ou incapacidade de falar, e forte tendéncia a padroes de comportamento
estereotipados e repetitivos (Rapin, 2002).

Os disturbios do desenvolvimento tém sido foco de estudos da neurociéncia
por muitos anos (Bernardi et al., 2011). Entretanto, nas ultimas trés décadas tem-se
observado um aumento das pesquisas em torno do TEA (Matson et al., 2014),
principalmente com relagdo a seus fatores causais e manejo, justifica-se o acréscimo
no numero e intensidade de pesquisas com 0 aumento da incidéncia desse transtorno.
Entre 2001 e 2011, como descreve Gialloreti et al. (2019), houve um incremento de
3.5 pontos percentuais na prevaléncia de autismo em criancas entre 2 e 17 anos.

Em estudos, o acido valproico (AVP) aumentou significativamente a incidéncia
de autismo em filhos de maes que fizeram uso deste medicamento durante o primeiro
trimestre de gestagcédo (Harden, 2013). Dados clinicos ja demonstraram a exposi¢céo
pré-natal de roedores ao AVP como modelo de autismo. Tendo como base esses

estudos, um modelo animal induzido por administragao de AVP tem por caracteristica
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a geragao de proles com muitas caracteristicas semelhantes a de individuos com TEA,
como o comportamento repetitivo e esteriotipado e o prejuizo na sociabilidade e na
comunicacado (Nunes, 2015).

Numerosos estudos mostram a presenca de estresse oxidativo em individuos
com TEA. A geracao excessiva de radicais livres ocorre na circulagdo sanguinea de
pacientes autistas, podendo provocar desequilibrio no processo fisioloégico do
organismo (Rose et al., 2012). Os antioxidantes causam protecdo neuronal contra
muitos danos oxidativos, podendo ser usados para tratar sintomas comportamentais
e cognitivos do TEA.

Os compostos polifendlicos presentes em uvas, amendoim e no vinho tinto ja
foram relatados tendo um papel protetor e terapéutico em diversas patologias
neurologicas, principalmente devido ao efeito neuroprotetor, antioxidante e anti-
inflamatorio (Berman et al., 2017).

Estudos envolvendo o resveratrol, assim como outros polifenois presentes em
muitas espécies de vegetais, demonstraram aumento da atividade antioxidante
cerebral em modelo animal, e quando ingerido em forma de vinho tinto, aumento na
atividade de enzimas do metabolismo da glutationa (Mokni et al., 2007; Martinez-
Huélamo et al., 2017). Estudos mostram que o resveratrol possui atividade
neuroprotetora sobre as enzimas antioxidantes (Tang, 2010; Andrade et al., 2018).
Além disso, o tratamento com resveratrol em modelos de animais com TEA,
demonstrou-se preventivo em relagéo a sociabilidade e déficits sensoriais (Deckmann
et al., 2021).

A busca de novos métodos para o entendimento da fisiopatologia do TEA e o
estudo dos fatores sociais e medicamentosos preventivos sao ferramentas auxiliares
das rotas bioldégicas da etiologia da doenga. Nesse contexto, este estudo tem como
objetivos reproduzir o comportamento tipo autista induzido pelo acido valproico
através de testes comportamentais e também mensurar os parametros de estresse
oxidativo, podendo assim verificar efeitos protetores do extrato hidroalcoodlico (EHA)
nas concentragdes de 30, 100 e 150 mg/kg de uvas roxas organicas e nao organicas
em cérebro e sangue de ratos machos Wistar.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados 200 ratos machos Wistar expostos no periodo pré-natal ao
acido valproico. As fémeas gestoras foram induzidas, cerca de 7, uma unica vez de
forma intraperitoneal com 800 mg/kg do medicamento diluido em solugéo salina 0,9%
no 12° dia de gestagdo, conforme protocolo descrito por Nakasato et al., 2008
(NAKASATO et al., 2008).

Antes do processo de experimentagdo, os animais foram para o biotério com
20 dias e foram mantidos em numero maximo de quatro por gaiola contendo
maravalha e aclimatados por 7 dias para adaptacdo em um novo meio. Foram
mantidos em um ciclo de 12h claro/escuro a temperatura constante de 22°C com livre
acesso a comida e agua. Os cuidados com o0s animais seguiram as diretrizes
governamentais oficiais sugeridas pela Federagdo das Sociedades Brasileiras para
Biologia Experimental.

As condi¢cdes de ambiente, iluminagdo, acomodagéo e nutricdo seguiram as
recomendacgdes exigidas pelo “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
1996”.

2.2 Obtencao dos extratos

Frutos de Vitis labrusca organicas e nao organicas tintas foram adquiridos no
comeércio local provenientes da empresa Coopexvale e imediatamente separados dos
pedunculos. Os graos foram pesados, congelados e liofilizados para remogao da
agua. ApoOs liofilizado, o material foi mecanicamente reduzido e extraido
separadamente por variedade, através de maceragao em alcool durante sete dias.
Este processo foi repetido duas vezes. Os extratos foram filtrados com auxilio de funil
de Buchner acoplado com bomba a vacuo e concentrado em evaporador rotatorio sob
pressao reduzida aproximadamente em temperatura inferior a 60°C, e completando o

procedimento até obter o material seco do extrato bruto.
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2.3 Avaliacao quantitativa dos metabdlitos secundarios

2.3.1 Determinagao do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado através do reativo de
Folin-Ciocalteau, proposto por Anagnostopoulou et al. (2006). A concentragcdo de
fenois totais foi estimada por interpolagado por uma curva de calibragédo construida com
solugdes padrio de acido galico nas concentragbes de 15,62 até 250 ug mL*, diluidas
em metanol. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O ajuste linear foi
confirmado pelo coeficiente de determinagéo da equagéao da reta (y = 0,007x + 0,0445,
r? = 0,9989). O teor de compostos fendlicos totais foi expresso em mg de acido galico
por g de extrato (mg AG g™ do extrato).

2.3.2 Determinagao do teor de flavonoides totais

Para a identificacdo de flavonoides, foi utilizada a metodologia proposta por
Woisky e Salatino (1998). A uma aliquota de 0,5 mL de uma solugéo dos extratos
brutos na concentragido de 1000 ug mL-" diluido em metanol, foram adicionados 2,5
mL de metanol e 0,5 mL de uma solugéo de cloreto de aluminio (AICIz 2%). Apds uma
hora, as absorbancias das solu¢des foram determinadas em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 415 nm, utilizando metanol como branco. Para o calculo do
teor de flavonoides nos extratos, foi construida uma curva de calibragao utilizando
quercetina como padrdo nas concentragdes de 15,62 até 250 ug mL-'. O ajuste linear
foi confirmado pelo coeficiente de determinagdo da equagao da reta (y = 0,0067x +
0,0618, r2 = 0,9975). O teor de flavonoides foi expresso em mg de quercetina por g de
extrato (mg QUE g' do extrato).

2.3.3 Determinagdo do conteudo de flavanoides totais

O conteudo de flavanoides totais foi determinado colorimetricamente por
meétodo da vanilina usando catequina como padréo, foi proposto por Jayaprakasha et
al. (2001). A concentragao de flavanoides totais foi estimada por interpolagao por uma
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curva de calibragéo construida com solug¢des padrao de catequina nas concentragcoes
de 31,2 até 1000 ug mL", diluidas em metanol. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. O ajuste linear foi confirmado pelo coeficiente de
determinagdo da equacao da reta (y = 0,0005x + 0,0089, r? = 0,9983). O contetido de
flavanois totais no extrato foi expresso como mg de catequina equivalente por g do
extrato (mg CAT g™).

2.3.3 Analise de compostos fendlicos nos extratos por HPLC-ESI-MS/MS

A analise utilizando HPLC-ESI-MS/MS foi conduzida seguindo os parametros de
pré-tratamento da amostra, cromatograficos e do espectrometro de massa conforme
previamente descritos por Borges et al. (2023). O eluente consistiu em uma mistura
dos solventes A (MeOH/H20 numa proporgao de 95:5, v/v) e B (H20O/acido férmico
0,1%) de acordo com o seguinte gradiente: 12 etapa - 10% de solvente A e 90% de B
(modo isocratico) por 5 minutos; 22 etapa - gradiente linear dos solventes A e B (de 10
a 90% de A) por 2 minutos; 32 etapa - 90% de solvente A e 10% de B (modo isocratico)
por 3 minutos; 42 etapa - gradiente linear dos solventes A e B (de 90 a 10% de A) por
7 minutos com uma taxa de fluxo de 250 yL min-' de fase mével. Em todas as analises,
o volume injetado foi de 5 pL.

As amostras dos extratos foram preparadas individualmente dissolvendo 50 mg
do material liofilizado em uma solugdo de 5 mL de acido cloridrico a pH 2. Essas
solucdes foram submetidas a trés extragcdes com 2 mL de éter etilico cada, e o extrato
etéreo resultante de trés extracbes de cada amostra foi combinado, seco e
armazenado em um recipiente selado a -20°C. Antes da analise, o material seco foi
dissolvido em 1 mL de MeOH, centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos e ent&o
dissolvido em 10 partes de agua ultrapura.

Para identificacdo e quantificacdo, 39 compostos fendlicos padréo foram analisados
sob as mesmas condigbes mencionadas anteriormente. Esses compostos foram o
acido abscisico, acido 4-aminobenzdico, acido 4-hidroximetilbenzoico, apigenina,
acido cafeico, catequina, acido clorogénico, crisina, acido cindmico, coniferaldeido,
eriodictiol, acido ferulico, fustina, acido galico, hispidulina, isoorientina, isoquercetina,
acido mandélico, acido metoxifenilacético, naringenina, acido p-anisico, acido p-
cumarico, pinocembrina, acido protocatecuico, resveratrol, acido rosmarinico, rutina,

acido salicilico, escopoletina, sinapaldeido, acido sinapico, sinapaldeido, acido
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siringico, acido taxifolinico, umbeliferona, 4-metilumbeliferona, acido vanilico, vanilina

e vitexina dissolvidos em metanol (variando de 0,02 a 6 mg L") (Borges et al., 2023).

2.4 Protocolo Experimental

Primeiramente, as fémeas gestoras receberam 800 mg/kg de AVP diluido em
solucao salina 0,9%, por via intraperitoneal, uma unica administracdo no periodo pré-
natal (12° dia de gestacéo). A prole (27 dias) foi submetida a testes comportamentais e
de comportamento repetitivo para verificar a resposta motora e psicoterapica dos
roedores ao autismo. Os animais que apresentaram comportamento tipo autista nessa
etapa foram separados e utilizados para tratamento. Os animais receberam o
tratamento com o EHA de uvas roxas organicas e n&o organicas por 15 dias
consecutivos, via oral (gavagem), obedecendo a um intervalo de 24 horas entre um

tratamento e outro.

2.4.1 Administracao do extrato

Os animais foram divididos em grupos com 10 animais por grupo, como segue

abaixo:

As Tabelas 1 e 2 descrevem o protocolo experimental.

Tabela 1: Divisao dos grupos para indugao do autismo e tratamento com
EHA de uvas roxas organicas

GRUPO (N=10) INDUCAO TRATAMENTO (GAVAGEM) | DURACAO
CONTROLE SALINA (C) Solugdo Salina Solugdo Salina

AUT CONTROLE AVP Solugdo Salina 15 dias
C+EHA30 Solugdo Salina EHA 30mg/kg

AUT + EHA 30 AVP EHA 30mg/kg

C+EHA 100 Solugdo Salina EHA 100mg/kg

AUT + EHA 100 AVP EHA 100mg/kg

C+EHA 150 Solugdo Salina EHA 150mg/kg

AUT + EHA 150 AVP EHA 150mg/kg

Adm: administracdo. EHA: extrato hidroalcodlico de uvas roxas organicas. AVP: &acido
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valproico.

Tabela 2: Divisao dos grupos para indugao do autismo e tratamento com
EHA de uvas roxas nao organicas

60

AUT + EHA-1 100

AVP

EHA-I1 100mg/kg

C+EHA-1150

Solugdo Salina

EHA-I 150mg/kg

AUT + EHA-1 150

AVP

EHA-I 150mg/kg

GRUPO (N=10) INDUCAO TRATAMENTO DURACAO
CONTROLE SALINA (C) Solugdo Salina Solugdo Salina

AUT CONTROLE AVP Solugdo Salina 15 dias
C+EHA-130 Solugdo Salina EHA-1 30mg/kg

AUT + EHA-130 AVP EHA-1 30mg/kg

C+ EHA-1100 Solugdo Salina EHA-I1 100mg/kg

Adm: administracdo. EHA-I: extrato hidroalcodlico de

valproico.

uvas roxas nao organicas. AVP: acido

Apobs 12 horas do ultimo tratamento, os animais foram submetidos a novos testes

comportamentais de interagao social, comportamento repetitivo e olfatério para verificar

a resposta motora e psicoterapica dos roedores ao tratamento estabelecido. Os animais

foram sacrificados por decapitacdo, na auséncia de anestesia, devido a interferéncia

desta no estresse oxidativo (LEARY et al., 2013), e em seguida o cortex cerebral e o

cerebelo foram dissecados e o sangue total coletado para avaliagdo dos parametros de

estresse oxidativo.

2.5 Testes comportamentais

2.5.1 Teste de Campo Aberto (TCA)

Trata-se de um teste para avaliagdo do comportamento exploratério e

locomogéao dos animais estudados. O TCA, desenvolvido por Hall em 1934.
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2.5.2 Teste de trés camaras para preferéncia e novidade social

Para o ensaio de sociabilidade, foi realizada uma adaptagao do teste descrito
por Karvat e Kimchi, 2012.

2.5.3 Teste de auto limpeza repetitivo

Teste de auto limpeza repetitivo € um teste para comportamento repetitivo ou

comportamento estereotipado foi utilizado e adaptado de Moretti et al., 2013.

2.5.4 Teste de escavacgao

Utilizado para testar o comportamento repetitivo em ratos, observando a
capacidade aumentada de escavacgao, foi utilizado e adaptado de Thomas et al., 2009.

2.5.5 Teste olfatoério

O teste do olfato foi utilizado para avaliar a comunicagao olfativa através de
pistas sociais e ndo sociais. Foi realizada uma adaptagdo do Teste de Stack et al.,
2008.

2.6. Estudos bioquimicos

2.6.1 Preparagéao dos tecidos

Para a analise dos parametros de estresse oxidativo, os ratos foram
sacrificados por decapitacdo, na auséncia de anestesia, o cérebro foi rapidamente
removido e o cortex cerebral e o cerebelo foram dissecados e mantidos em gelo com
tampéo fosfato de soédio. O homogeneizado foi preparado em tamp&o adequado
usando homogeneizador Potter-Elvehejem (5 pulsos). O homogeneizado foi
centrifugado a 3.000 rpm, a 4°C por 15 minutos para remogao de residuos celulares
e o0 sobrenadante foi estocado em aliquotas e armazenado a -80°C para posterior
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determinacao dos parametros de estresse oxidativo.

2.6.2 Preparacao dos eritrocitos e do plasma

Os eritrocitos e o plasma foram preparados a partir de amostras de sangue total
obtidas de ratos (Lima et al., 2017). O sangue total foi centrifugado a 1,000 x g, o
plasma foi separado e congelado para posterior determinagado de TBA-RS, conteudo
total de sulfidrilas e conteudo total de carbonilas. Os eritrocitos foram lavados trés
vezes com solugado salina gelada (0,153 mol/L cloreto de sodio). Os lisados foram
preparados pela adigdo de 1 mL de agua destilada para 100 yL de eritrocitos lavados
e congelados para posterior determinagao da atividade das enzimas antioxidantes
(Lima et al., 2017). Para determinacé&o da atividade das enzimas antioxidantes, os
eritrocitos foram congelados e descongelados trés vezes e centrifugados a 13.500
rpm por 10 min. O sobrenadante foi diluido para conter aproximadamente 0,5 mg/mL
de proteina (Lima et al., 2017).

2.6.3 TBA-RS

TBA-RS foi determinado de acordo com o método descrito por Ohkawa et al.
(1979). A metodologia de TBA-RS, mensura o Malondialdeido (MDA), um produto da
lipoperoxidagdo, causado principalmente por radicais livres hidroxila. As amostras
(plasma ou homogenato de coértex ou cerebelo) sdo misturadas com acido
tricloroacético a 20% e 0,8% de acido tiobarbiturico e aquecidas num banho de agua
fervente durante 60 min. TBA-RS foi determinado por absorbancia em 535 nm. Uma
curva de calibragao foi obtida utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como o precursor
de MDA e cada ponto da curva foi submetido ao mesmo tratamento que o dos

sobrenadantes. Os resultados foram expressos em nmol de MDA por mg de proteina.

2.6.4 Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi realizada pelo método de Aebi (1984) usando um
espectrofotometro Shimadzu UV-visivel. O método utilizado baseia-se no

desaparecimento de H202 a 240 nm num meio de reacado contendo reagao contendo
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25uL de amostra (eritrécitos ou homogenato de cortex ou cerebelo) e 600 uL de
tampao de fosfato de potassio 10mM, pH 7,0, H202 20mM. A absorbéncia foi lida a
cada 10 segundos por 1 minuto e 40 segundos no espectrofotdbmetro. Uma unidade
foi definida como 1 ymol de H202 consumido por minuto e a atividade especifica foi
calculada como unidades de CAT/mg de proteina.

2.6.5 Glutationa peroxidase (GSH-Px)

A atividade de GSH-Px foi mensurada pelo método de Wendel (1981),
utilizando tert-butilhidroperoxido como substrato. A decomposigdo do NADPH foi
monitorada em espectrofotbmetro a 340 nm por 3 minutos e 30 segundos
(espectrofotbmetro Shimadzu UV-visivel). 90 yL de cada amostra (eritrécitos ou
homogenato de cortex ou cerebelo) foram adicionados ao meio contendo 800 uL de
tampéo, 20 yL de GSH 2,0 mM, 30 pL de GSH redutase 0,15 U/mL, 10 pyL de azida
0,4 mM e 10 yL de NADPH 0,1 mM. A absorbancia foi lida a cada 10 segundos por 1
minuto e 30 segundos. Posteriormente, 50 uL de tert-butilhidroperéxido 0,5 mM foram
adicionados e a absorbancia foi lida por mais 2 minutos. Uma unidade de GSH-Px foi
definida como 1 ymol de NADPH consumido por minuto e a atividade especifica foi
apresentada como unidades de GSH-Px/mg de proteina.

2.6.6 Superdéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pelo método de auto-oxidagao do pirogalol,
como descrito por Marklund (1985), um processo altamente dependente de
superoxido (027), que é um substrato para a SOD. Resumidamente, 15 yL de cada
amostra (eritrocitos ou homogenato de coértex ou cerebelo), 215 yL de uma mistura
contendo 50 uM de tampao Tris, pH 8,2, foram adicionados a 1 uM de EDTA e 30 uM
de CAT. Subsequentemente, foi adicionado 20 uL de pirogalol e a absorbéancia foi
registada imediatamente a cada 30 segundos durante 3 minutos a 420 nm usando um
espectrofotometro Shimadzu UV-visivel. A inibicdo da auto-oxidagdo do pirogalol
ocorre na presenga de SOD, cuja atividade pode ser indiretamente testada
espectrofotometricamente. Uma curva de calibragao foi realizada com SOD purificada
como referéncia, para calcular a atividade da SOD presente nas amostras. Uma
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unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de SOD necessaria para inibir 50% da
auto-oxidagao de pirogalol e a atividade especifica foi relatada como unidades de SOD

/ mg de proteina.

2.6.7 Conteudo Total de sulfidrilas

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método descrito
por Aksenov e Markesbery (2001), o qual se baseia na redugdo do acido
ditionitrobenzoico (DTNB) por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que foi
mensurado espectrofotometricamente em 412 nm. Resumidamente, 50 pyL de plasma
ou homogenato de cértex ou cerebelo foram adicionados a 1 mL de tamp&o PBS pH
7,4 contendo EDTA 1 mM. A reacao foi iniciada pela adicdo de 30 uL de DTNB 10mM
e incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente em local escuro. Os

resultados foram expressos em nmol TNB/mg de proteina.

2.6.8 Conteudo Total de Carbonilas

O conteudo total de carbonilas foi verificado pelo método descrito por Reznick
e Packer (1994), com base na reagdo de carbonilagdo de proteinas com
dinitrofenilhidrazina formando dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo, medido
espectrofotometricamente a 370 nm. Resumidamente, 200 pL de plasma ou
homogenenato de cortex ou cerebelo foram adicionados a tubos de plastico contendo
400 pL de dinitrofenilhidrazina 10 mM (preparado em HCI 2 M). As amostras foram
mantidas no escuro durante 1 h e agitadas em vértex a cada 15 min.
Subsequentemente, 500 pL de acido tricloroacético a 20% foram adicionados a cada
tubo. A mistura foi submetida a vortex e centrifugada a 14.000 x g durante 3 min e o0
sobrenadante obtido foi descartado. O sedimento foi lavado com 1 mL de etanol /
acetato de etila (1: 1 v / v), agitado e centrifugado a 14000 x g durante 3 min. O
sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspenso em 600 puL de guanidina 6M
(preparado numa solucdo de fosfato de potassio 20 mM, pH 2,3), antes de agitagao
em vortex e incubacdo a 60°C durante 15 min. As amostras foram em seguida
centrifugadas a 14.000 x g durante 3 min e o sobrenadante usado para medir a
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absorbancia a 370 nm (UV) numa cubeta de quartzo. Os resultados foram relatados
como conteudo total de carbonilas (nmol / mg de proteina).

2.6.9 Dosagem de proteinas

A determinacdo das proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951),

utilizando-se albumina sérica bovina como padrao.

2.7 Analise Estatistica

Os resultados para os diferentes grupos in vivo foram representados como
meédia £ desvio padrao, analisados no SPSS for Windows, verséo 12 (SPSS, Chicago,
IL, EUA), por meio de analise de variancia (ANOVA), seguida do teste post-hoc de
Duncan ou Teste de Kruskal Wallis, quando indicado, para comparagao das médias

dos grupos, sendo considerados significativos valores de p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Extrato hidroalcodlico de uva roxa Vitis labrusca

3.1.1 Caracterizagdo quimica dos extratos

Para a caracterizacdo quimica, foram realizados ensaios quantitativos e
qualitativos para a identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos nas amostras.
Atualmente o interesse no estudo dos compostos fendlicos tem aumentado muito,
especialmente devido a habilidade antioxidante destas substancias em sequestrar
radicais livres, os quais sao prejudiciais a saude humana (SOETHE, et al., 2016).

Observa-se que os resultados de fendis totais da uva roxa nao-organica
encontram-se maiores que os da uva roxa orgéanica, enquanto para os resultados de

flavanois (catequinas) o resultado se inverte.

Tabela 3. Valores de quantificagcao de fenois totais e flavanois totais nos extratos de

uva analisados.

Amostra Fenois totais Flavanois totais
(mgAG/g) (mgCAT/g)

Organica 6,307 £ 0,65 14,22 + 1,03

N3o organica 8,978 £ 0,61 9,286 + 0,00

Depois de utilizar as metodologias quantitativas para avaliar o teor total de
compostos fendlicos e flavanois, realizou-se uma analise por HPLC-ESI-MS/MS para
identificar e também quantificar individualmente os fenois presentes nos extratos
brutos das amostras.

Em relacdo a identificagdo dos compostos nos extratos, em comparagao aos
39 padrdes de compostos fendlicos utilizados no ensaio, puderam ser identificados 3
compostos: o resveratrol, um estilbeno; a naringenina e o eriodictiol, dois flavonoides
da classe das flavanonas.

Abaixo estdo representados os compostos fendlicos identificados nos extratos
analisados.
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Todos os trés compostos foram identificados em ambos os extratos, mostrando
que, em relacdo ao perfil de compostos analisados, ndo houve diferenca entre as
amostras. Porém, ndo foi possivel quantifica-los, pois os compostos estdo em
concentragédo abaixo do limite de quantificagdo do método (< LOQ). Os parametros

cromatograficos para os compostos identificados podem ser observados na tabela 4.

Tabela 4. Parametros cromatograficos utilizados para a identificagdo dos compostos

fendlicos nos extratos de V. vinifera analisados.

Composto LOD LoOQ Massa Massa ms/ms tR (min)
(mg/L) (mg/L) tedrica experimental
(M-H)
Resveratrol 0,14 0,43 228,25 226,9 142,9 10,87
Naringenina 0,01 0,04 272,25 270,9 151,0 11,86
Eriodictiol 0,05 0,16 288,25 286,9 151,0 11,38

LOD = Limite de detecgdo; LOQ = Limite de quantificacdo; Massa experimental (M-H), obtida em modo negativo;
ms/ms = fragmentos de massa; tR = tempo de retengdo cromatografico do composto analisado.
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3.1.2 Testes comportamentais

3.1.2.1 Testes comportamentais nos grupos controles e autistas apds administragéo
do EHA e do EHA-I de uvas roxas organicas e ndo organicas.

Em relag&o ao teste de autolimpeza, conforme pode ser visualizado no grafico 1A,
o grupo AUT obteve um tempo maior de movimentagdo quando comparado ao grupo
controle (p<0,01), demonstrando um comportamento repetitivo maior e comprovando
o modelo autista. Nao obstante, entre os grupos autistas, o EHA de uvas roxas
organicas demonstrou reversao parcial na concentragdo de 100 e 150mg/kg (p<0,01)
e no EHA-I de uvas roxas n&o organicas (1B) - reversdo total na concentragao de
150mg/kg (p<0,01) nesse parémetro analisado, mostrando beneficio do extrato na

estereotipia do TEA.
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Grafico 1A: Comparagéao do tempo de movimentagéo no teste de autolimpeza em segundos entre
0s grupos controles e autistas e efeito da administragdo do EHA de uvas roxas organicas em
diferentes concentragdes (30, 100 e 150 mg/kg). **p<0,01, comparagao entre o grupo AUT controle
com o grupo controle e **p<0,01 comparagéo entre os grupos tratamento com EHA com o grupo

AUT controle; # reversao parcial.
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Grafico 1B: Comparagéao do tempo de movimentagéo no teste de autolimpeza em segundos entre
os grupos controles e efeito da administragdo do EHA-I de uvas roxas nao organicas em diferentes
concentragdes (30, 100 e 150 mg/kg). **p<0,01, comparagéo entre o grupo AUT controle com o
grupo controle e **p<0,01, comparagao entre os grupos tratamento com EHA com o grupo AUT
controle; # reversao parcial.

Considerando o teste de interagéo social (Grafico 2 A1 e A2), na avaliagédo do
tempo de interagdo com o animal, o grupo controle mostrou uma tendéncia em ter um

maior tempo de interagcdo quando comparado com o grupo autista (p<0,05).

Interagéo social

Interagéo social

em segundos

Tempo de interagao com o animal
Tempo de interagéo com o animal

Grafico 2 A1 e A2: Comparagao do tempo de interagdo com o animal em segundos entre 0s grupos
controles e autistas e efeito da administragdo do EHA de uvas roxas organicas (A1) e EHA-I de uvas
roxa nao organicas (A2) em diferentes concentragdes (30, 100 e 150 mg/kg). *p<0,05, comparagao
entre o grupo AUT controle com o grupo controle. Linha em decaimento quando comparado ao grupo
controle e AUT + EHA 150 mg/kg, p<0,05.

Na avaliagado do tempo de interagado com o objeto, como demonstrado no grafico
3, o grupo AUT apresentou um maior tempo com o objeto do que o grupo controle
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(p<0,05). O EHA de uvas roxas organicas e o EHA-I de uvas roxas n&do orgénicas em
todas as concentragbes (30-150mg/kg) conseguiram reverter esse tempo quando
comparado ao grupo controle (p<0,05). O tempo sem locomog¢do e o tempo de
autolimpeza ndo mostraram diferengas significativas no teste analisado (p>0,05).

Interacao social

*

I

Tempo de interagdao com o objeto
em segundos

Grafico 3A: Comparagéo do tempo de interagdo com o objeto em segundos entre os grupos controles
e autistas e efeito da administragdo do EHA de uvas roxas organicas em diferentes concentragdes (30,
100 e 150 mg/kg). *p<0,05, comparagao entre o grupo AUT controle com o grupo controle.
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Grafico 3B: Comparagéo do tempo de interagdo com o objeto em segundos entre os grupos controles
e autistas e efeito da administragéo do EHA-I de uvas roxas nao organicas em diferentes concentragdes

(30, 100 e 150 mg/kg). *p<0,05, comparagéo entre o grupo AUT controle com o grupo controle.
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Com relacdo ao teste de campo aberto (Grafico 4A e 4B), o grupo AUT teve um
tempo sem locomogao maior do que o grupo controle, durante o periodo analisado
nos grupos EHA (p<0,05) e EHA-I (p<0,001), comprovando mais uma vez o modelo
autista. Além disso, apds a administragdo dos extratos, tanto no EHA de uvas roxas
organicas quanto no EHA-I de uvas roxas nao orgénicas, observou-se reversao parcial

do tempo sem locomogao, quando comparado ao grupo controle.
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Grafico 4A: Comparagéo do tempo sem locomogéo durante o teste de campo aberto em segundos
entre os grupos controles e autistas e efeito da administragdo do EHA de uvas roxas organicas em
diferentes concentragdes (30, 100 e 150 mg/kg). *p<0,05, comparagéo entre o grupo AUT controle com
0 grupo controle e *p<0,05, comparagdo entre os grupos tratamento com EHA com o grupo AUT

controle; # reverséao parcial.
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Grafico 4B: Comparagéo do tempo sem locomogéo durante o teste de campo aberto em segundos
entre os grupos controles e autistas e efeito da administragdo do EHA-I de uvas roxas n&o organicas

em diferentes concentragdes (30, 100 e 150 mg/kg). ***p<0,001, comparagdo entre o grupo AUT

*k%

controle com o grupo controle e ***p<0,001, comparagéo entre os grupos tratamento com EHA-l com o

grupo AUT controle; # reversao parcial.

No teste de enterramento das esferas de vidro (escavagdo), considerando a
quantidade de esferas enterradas, pode-se observar no grafico 5 (A e B) que obteve-
se diminuigdo significativa no grupo AUT quando comparado ao grupo controle
(p<0,05 e p<0,001, A e B, respectivamente). Quando analisamos a reversado pelo
EHA-I de uvas roxas nao orgénicas, nos grupos autistas (Grafico 5B), obteve-se um
aumento da atividade de enterrar as esferas em todas as concentracdes desse extrato
(30-150mg/kg), mostrando reversao total desse parametro quando comparado ao
grupo autista controle (p<0,001), e com o EHA de uvas roxas organicas houve
revers&o parcial deste parametro (p>0,05).
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Grafico 5A: Comparagao da quantidade de esferas de vidro enterradas entre os grupos controles e
autistas e efeito da administragdo do EHA de uvas roxas organicas em diferentes concentrag¢des (30,
100 e 150 mg/kg).*p<0,05, comparagao entre o grupo AUT controle com o grupo controle e *p<0,05,

comparacgao entre os grupos tratamento com EHA com o grupo AUT controle; # reversao parcial.
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Grafico 5B: Comparagao da quantidade de esferas de vidro enterradas entre os grupos controles e
autistas e efeito da administragcdo do EHA-I de uvas roxas nédo organicas em diferentes concentragdes
(30, 100 e 150 mg/kg). ***p<0,001, comparagdo entre o grupo AUT controle com o grupo controle.
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Ainda no teste de escavagao, quando analisado outro parametro do tempo sem
locomogéo, no grafico 6 (A e B), foi possivel analisar que o grupo AUT apresentou um
aumento significativo no tempo sem locomogéo quando comparado ao grupo controle
(p<0,05 e p<0,001, A e B, respectivamente). Além disso, a administragdo do EHA de
uvas roxas organicas 150mg/kg (grafico 6A) causou reverséao total desse parédmetro,
quando comparado ao grupo AUT controle (p<0,05), enquanto a administragdo do
EHA-I de uvas roxas n&o organicas causou reversdo parcial em todas as
concentragdes (30-150mg/kg) nos grupos autistas, quando comparado ao grupo AUT
controle (p<0,001).
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Grafico 6A: Comparagao do tempo sem locomogao no teste de escavagao entre os grupos controles e
autistas e efeito da administragdo do EHA de uvas roxas organicas em diferentes concentrag¢des (30,
100 e 150 mg/kg). *p<0,05, comparagédo entre o grupo AUT controle com o grupo controle e *p<0,05,

comparacao entre os grupos tratamento com EHA com o grupo AUT controle.

74



75

Escavacao
250

*kk

200

150

100

[3)]
o
|

Tempo sem locomogao
em segundos

Grafico 6B: Comparagao do tempo sem locomogao no teste de escavagao entre os grupos controles e
autistas e efeito da administragcdo do EHA-I de uvas roxas nédo organicas em diferentes concentragdes

(30, 100 e 150 mg/kg). ***p<0,001, comparagao entre o grupo AUT controle com o grupo controle e

*k*k

p<0,001, comparagao entre os grupos tratamento com EHA-I com o grupo AUT controle; # reverséao

parcial.

Ainda no mesmo teste de escavacgao, foi analisado o tempo total de escavagao
dos animais (grafico 7 A e B), em que os grupos AUT mostraram significativamente
menor tempo [grafico 7A (p<0,01) e B (p<0,001)], quando comparado ao grupo
controle. O EHA de uvas roxas organicas (grafico 7A) em nenhuma das concentragdes
aumentou o tempo de escavagdo e o EHA-lI de uvas roxas ndo organicas na

concentracédo de 150mg/kg (grafico 7B) causou reversao parcial deste parametro.
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Grafico 7A: Comparagao do tempo de escavagao total durante o teste entre os grupos controles e
autistas e efeito da administragdo do EHA de uvas roxas organicas em diferentes concentrag¢des (30,

100 e 150 mg/kg).**p<0,01, comparagao entre o grupo AUT controle com o grupo controle.
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Grafico 7B: Comparagdo do tempo de escavagao total durante o teste entre os grupos controles e
autistas e efeito da administragcdo do EHA-I de uvas roxas nédo organicas em diferentes concentragdes
(30, 100 e 150 mg/kg). ***p<0,001, comparagao entre o grupo AUT controle com o grupo controle e

p<0,001, comparagao entre os grupos tratamento com EHA-I com o grupo AUT controle; # reverséao

parcial.
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O tempo de olfato das substancias testadas também foi analisado. O tempo de
cheirar o extrato de baunilha foi significativamente maior no grupo controle quando
comparado ao grupo AUT (p<0,05) (grafico 8B e 9B). Além disso, em relagdo ao
mesmo parametro, o EHA de uvas roxas organicas e o EHA-I de uvas roxas nao
organicas (graficos 8B e 9B) na concentragdo de 100 e 150mg/kg causaram reversao
parcial aumentando esse tempo, quando comparado ao grupo AUT (p<0,001). Quanto
a comparagao do tempo de cheirar a serragem, mesmo sendo um odor social, o grupo
controle ainda apresentou um tempo maior quando comparado ao grupo AUT (grafico
8A e 9A) (p<0,001), e os extratos tanto o EHA de uvas roxas organicas quanto o EHA-
| de uvas roxas ndo orgénicas ndo mostraram diferenga significativa nos grupos
autistas em diferentes concentra¢gdes no odor social em relagédo ao controle (p>0,05).
Ainda, quanto a comparagao entre as substancias analisadas, o grupo AUT teve um
maior tempo de cheirar a serragem (odor social) do que o extrato de baunilha (odor
nao social) (p<0,001), mostrando uma tendéncia significativa a cheirar a serragem por

um tempo maior entre os grupos autistas (graficos 8 e 9).

OLFATO - EXTRATO DE BAUNILHA

100 A OLFATO - SERRAGEM

80| °

Tempo total de duragéo
de cheirar o extrato de baunilha

Tempo total de duragéo
de cheirar a serragem

Grafico 8A e 8B: Comparagédo do tempo de cheirar total entre o extrato de baunilha (odor ndo social) e
serragem (odor social) durante o teste de olfato entre os grupos controles e autistas e a administragao
do EHA de uvas roxas organicas em diferentes concentragdes (30, 100 e 150 mg/kg). *p<0,05 e

p<0,001, comparagédo entre o grupo AUT controle com o grupo controle; # reversao parcial.
A potencializagao do EHA.
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Grafico 9A e 9B: Comparagéao do tempo de cheirar total entre o extrato de baunilha (odor n&o social) e
serragem (odor social) durante o teste de olfato entre os grupos controles e autistas e a administragao

do EHA-I de uvas roxas nao organicas em diferentes concentragdes (30, 100 e 150 mg/kg). *p<0,05 e

k%

p<0,001, comparagéao entre o grupo AUT controle com o grupo controle. # reversao parcial.

3.1.3 Efeitos do extrato hidroalcodlico (EHA) de uvas roxas organicas sobre

parametros de estresse oxidativo em sangue de ratos.

Investigamos também o efeito do EHA de uvas roxas orgénicas em diferentes
concentragdes (30, 100 e 150mg/kg) sobre os niveis de TBA-RS, conteudo total de
sulfidrilas e atividade de enzimas antioxidantes no sangue de ratos de 35 dias de
idade. O grafico 10 mostra que que o TEA aumentou os niveis de TBA-RS e o EHA
na concentragdo de 100mg/kg e de 150mg/kg reverteu parcialmente o aumento em
plasma de ratos (grafico 10A) [F(7,44)= 28.934; p<0,001]. O grafico 10B mostra que o
EHA na concentragédo de 150mg/kg por si s6 aumentou o conteudo total de sulfidrilas
no plasma de ratos [F(4,29)= 35.937; p<0,001]. O modelo animal de autismo diminuiu
a atividade da CAT e o EHA na concentracdo de 30mg/kg foi capaz de reverter
parcialmente e nas concentragbes de 100 e 150mg/kg reverteu totalmente a
diminuicdo da atividade da CAT em eritrocitos de ratos com TEA (grafico 10C)
[F(7,44)= 5.033; p<0,001]. Ainda, o grafico 10D mostra que o TEA aumentou a
atividade da SOD, enquanto o EHA na concentragdo de 100mg/kg reverteu
parcialmente e na concentracdo de 150mg/kg reverteu totalmente o aumento da SOD
nos eritrocitos [F(7,44)=9.598; p<0,001]. Também, na atividade da GSH-Px (grafico.
10E), o EHA por si s6, em todas as concentragbes, aumentou a atividade dessa
enzima. Além disso, o EHA em todas concentracdes reverteu a diminuicdo desse

parametro, quando comparado ao grupo autista, e na concentracdo de 150mg/kg
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reverteu e potencializou a atividade da GSH-Px nos eritrécitos de ratos [F(7,44)=
13.177; p<0,001].
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Gréfico 10. Influéncia do EHA de uvas roxas orgéanicas (30mg/kg-150mg/kg) sobre TBA-RS (A),
conteudo total de sulfidrilas (B), e em enzimas antioxidantes CAT (C), SOD (D) e GSH-Px (E) em

*kk

sangue de ratos induzidos com TEA. ***p<0,001 e *p<0,05 grupo autista comparado com grupo controle

(Duncan's multiple range test). # reversao parcial. A potencializagdo do EHA.
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2.8.4 Efeitos do EHA-l de uvas roxas nao organicas sobre parametros de

estresse oxidativo em sangue de ratos.

Investigamos também o efeito do EHA-I de uvas roxas n&o organicas em
diferentes concentracdes (30, 100 e 150mg/kg) sobre os niveis de TBA-RS, conteudo
total de sulfidrilas, conteudo total de carbonilas e enzimas antioxidantes no sangue de
ratos de 35 dias de idade. O grafico 11A mostra que o EHA-I na concentragdo de
100mg/kg e de 150mg/kg reverteu parcialmente o aumento de TBA-RS em plasma de
ratos (grafico 11A) [F(7,48)=60.009; p<0,001]. Com relagdo ao conteudo total de
sulfidrilas (grafico 11B) [F(4,30)=0.935; p>0,05] e conteudo total de carbonilas (grafico
11C) [F(4,30)= 1,395, p>0,05] n&o houve alteracdo significativa causada pelo TEA.
Por outro lado, em relag&o a atividade da CAT (grafico 11D) [F(7,48)=16.028; p<0,001]
e da SOD (grafico 11E) [F(7,48)=21.441; p<0,001], o EHA-I na concentragédo de
100mg/kg reverteu parcialmente e na concentracéo de 150mg/kg reverteu totalmente
a diminuicdo da atividade da CAT, e o aumento da atividade da SOD em eritrdcitos.
Na atividade da GSH-Px (grafico 11F), o EHA-I por si s6, nas concentracdes de
100mg/kg e 150mg/kg, aumentou a atividade dessa enzima. Além disso, o EHA-l em
todas concentragdes reverteu a diminuicdo desse parametro, quando comparado ao
grupo autista [F(7,48)=31.643; <0,001].
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de ratos induzidos com TEA. ***p<0.001, grupo autista comparado com grupo controle (Duncan's

multiple range test). # reversao parcial. A potencializagdo do EHA-I.

2.8.5 Efeitos do EHA de uvas roxas organicas sobre parametros de estresse

oxidativo em cérebro de ratos.

Também investigamos o efeito do EHA de uvas roxas orgéanicas (30, 100 e 150
mg/kg) sobre os parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos de 35 dias de
idade. O grafico 12A1 mostra que o TEA aumentou os niveis de TBA-RS e que o EHA
na concentracdo de 100mg/kg reverteu parcialmente e na concentragcédo de 150mg/kg
reverteu o aumento dos niveis de TBA-RS em cortex cerebral [F (7,44)= 21.082;
p<0,001], no entanto ndo alterou esse parametro no cerebelo de ratos (grafico 12A2)
[F(4,29)= 1260; p>0,05]. O grafico 12C1 mostra que o TEA aumentou o conteudo total
de carbonilas e que o EHA (100mg/kg e 150mg/kg) reverteram essa alteragdo no
cortex cerebral [F (7,44) = 4.858; p<0,001], enquanto no cerebelo (grafico 12C2)
[F(4,29)= 0.055; p>0,05] esse parametro n&o sofreu diferenga significativa. No
cerebelo, [F (4,29) = 12.366; p<0,001] o EHA na concentragdo de 150mg/kg, por si so,
aumentou o conteudo total de sulfidrilas (grafico 12B2) [F(4,29)= 12.366; p<0,001],
enquanto n&o houve diferenga significativa no cortex cerebral (grafico 12B1) [F(4,29)=
0.905; p>0,05]. Ainda, o grafico 12E1 mostra que o TEA diminuiu a atividade da SOD,
enquanto o EHA na concentragdo de 30mg/kg reverteu parcial e nas concentragdes
de 100mg/kg e de 150mg/kg reverteu total a diminuigcdo enzimatica no cortex cerebral
(fig. 3E1) [F(7,44)=11.801; p<0,001], enquanto que no cerebelo (grafico 12E2)
[F(4,29)=1.450; p>0,05] n&o houve alteragdo desse parametro. O modelo de indug¢ao

de autismo e a administracdo do EHA em diferentes concentragcbes nao alterou a
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atividade da CAT em cértex cerebral (grafico 12D1) [F(4,29)= 1.184; p>0,05] e em
cerebelo (grafico 12D2) [F(4,29)=0.770; p>0,05] e a atividade da GSH-Px em cortex
cerebral (grafico 12F1) [F(4,29)= 2.108; p>0,05]. Por outro lado, a atividade da GSH-
Px no cerebelo (grafico 12F2) [F (7,44)=6.472; p<0,001] diminuiu no grupo de animais

com TEA, e, ainda, o EHA na concentragdo de 30 mg/kg reverteu parcial e de

100mg/kg e de 150mg/kg reverteu total a diminuicdo enzimatica em ratos com TEA.
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Gréfico 12 Influéncia do EHAde uvas roxas organicas (30mg/kg-150mg/kg) sobre TBA-RS (A1 e A2),
conteudo total de sulfidrilas (B1 e B2), contetido de carbonilas (C1 e C2), e em enzimas antioxidantes
CAT (D1 e D2), SOD (E1 e E2) e GSH-Px (F1 e F2) em cortex cerebral e cerebelo de ratos induzidos
com TEA. ***p<0.001, grupo autista comparado com grupo controle (Duncan's multiple range test). #
reversao parcial. Apotencializagao do EHA.

2.8.6 Efeitos do EHA-l de uvas roxas nao organicas sobre parametros de

estresse oxidativo em cérebro de ratos.

Por fim, investigamos o efeito do EHA-I de uvas roxas nao orgéanicas (30, 100
e 150 mg/kg) sobre os parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos de 35
dias de idade. O grafico 13A1 mostra que o TEA aumentou os niveis de TBA-RS e
que o EHA-I na concentragdo de 100mg/kg reverteu parcialmente e na concentragéo
de 150mg/kg reverteu o aumento dos niveis de TBA-RS em cortex cerebral [F(7,48)=
28.098; p<0,001], no entanto ndo alterou esse parametro no cerebelo de ratos (grafico
13A2) [F(4,30)= 0.403; p>0,05]. O grafico 13B1 e B2 mostra que o ndo houve
diferenca significativa no conteudo total de sulfidrilas tanto em cortex cerebral
[F(4,30)= 5.214; p<0,001] quanto em cerebelo [F(4,30)= 2.230; p>0,05] de ratos. O
grafico 13C1 mostra que o TEA aumentou o conteudo total de carbonilas e que o EHA-
| na concentragdo de 100mg/kg reverteu parcialmente e na de 150mg/kg reverteu
totalmente essa alteragdo no cortex cerebral [F(7,48)=27.512; p<0,001], enquanto no
cerebelo (grafico 13C2) [F(4,30)=0.668; p>0,05] esse parametro ndo sofreu diferenca
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significativa. Ainda, a administracdo do EHA-I em diferentes concentra¢cdes nédo
alterou a atividade da CAT em cortex cerebral (grafico 13D1) [F(4,30)= 0,408; p>0,05]
e em cerebelo (grafico 13D2) [F(4,30)=0.360; p>0,05]. Ainda, o grafico 13E1 mostra
que o TEA diminuiu a atividade da SOD, enquanto o EHA-I na concentracéo de
100mg/kg reverteu parcialmente e na concentragdo de 150mg/kg reverteu total a
diminuicdo enzimatica no cortex cerebral (grafico 13E1) [F(7,48)=17.239; p<0,001],
enquanto que no cerebelo (grafico 13E2) [F(4,30)=0.134; p>0,05] ndo houve alteragéo
desse parametro. O modelo de indugao de autismo e a administracdo do EHA-I em
diferentes concentragdes ndo alterou a atividade da a GSH-Px em cértex cerebral
(grafico 13F1) [F(4,30)= 1,395; p>0,05]. Por outro lado, a atividade da GSH-Px no
cerebelo (grafico 13 F2) [F(7,48)= 15.736; p<0,001] diminuiu no grupo de animais
com TEA, e, ainda, o EHA-I na concentragdo de 100mg/kg reverteu parcial e de
150mg/kg reverteu total a diminui¢do enzimatica em ratos com TEA.
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Gréfico 13 Influéncia do EHA-I de uvas roxas nao organicas (30mg/kg-150mg/kg) sobre TBA-RS (A1 e
A2), conteudo total de sulfidrilas (B1 e B2), conteudo de carbonilas (C1 e C2), e em enzimas
antioxidantes CAT (D1 e D2), SOD (E1 e E2) e GSH-Px (F1 e F2) em cortex cerebral e cerebelo de
ratos induzidos com TEA. ***p<0.001, grupo autista comparado com grupo controle (Duncan's multiple
range test). # reversao parcial.
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3. DISCUSSAO

Atualmente, modelos de roedores baseados na exposigao pré-natal sao
amplamente utilizados para estudar os mecanismos de causa, etiologia e danos
neuroldgicos do TEA (Rodier et al., 1996). Em relagdo ao modelo experimental de TEA
induzido pela administragcdo do AVP, foi possivel comprovar a inducédo do TEA devido
as alteragdes observadas nos testes comportamentais e no sistema antioxidante
desses animais. Estudos anteriores de Schneider (2005), ja demonstraram a indugao
do TEA em animais através da administragcdo pré-natal de AVP, mostrando a
comprovagado do modelo autista (Schneider, T., Przewlocki, R., 2005).

Os testes de comportamento em modelos animais com variagao fenotipica do
comportamento social buscam replicar padrées comportamentais humanos em outros
animais, com o objetivo de identificar os métodos mais eficazes de estimulagdo para
melhorar a cognigédo social em humanos (Karvat e Kimchi, 2012). Em relagdo aos
testes comportamentais, nesse estudo foi realizada a comparagao entre os grupos
através de parametros comportamentais como de autolimpeza, interagdo social,
campo aberto, escavacgao e olfato.

No teste de autolimpeza, mensurou-se a quantidade de movimentos de
autolimpeza e o tempo total de movimentagao por 10 minutos. O comportamento de
autolimpeza € natural, e articulado principalmente pelo estado de ansiedade do
animal. Sua avaliagdo tem como objetivo verificar a presenga de estereotipia e sua
repetitividade, que € bastante frequente em modelos animais de TEA (Du et al., 2017).
No estudo foi possivel evidenciar que os animais autistas apresentaram tempo
significativamente maior de autolimpeza durante o periodo analisado, em relagao ao
grupo controle. Entre os grupos de animais tratados com EHA de uvas roxas organicas
e EHA-I de uvas roxas nao orgéanicas em diferentes concentragdes, o grupo autista
tratado com EHA na concentragdo de 100 e 150mg/kg e com EHA-I na concentragéo
de 150mg/kg mostraram tempo significativamente menor de movimentagdo que o
grupo autismo controle, havendo uma diminuigdo do comportamento repetitivo,
conforme o aumento da concentracdo de extrato. Esses achados tanto validam o
modelo de autismo como sugerem que o EHA e o EHA-I promoveram melhora desse
comportamento.

O comportamento repetitivo € um dos déficits dos trés dominios para o

diagnostico de autismo (Lewis et al.,, 2007). Ja houve o estabelecimento da
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importancia dos ganglios da base na mediagdo do comportamento repetitivo em ratos,
inclusive quando da injegao de agonistas da dopamina no corpo estriado. Entretanto,
ha uma grande quantidade de estudos sobre comportamento repetitivo e restricao
ambiental ou privagdo social (Lutz et al., 2003) salientando que o comportamento
repetitivo no autismo € uma forma limitada de avaliar o diagndstico, sugerindo que os
individuos com autismo podem sofrer de déficits em varios dominios de
funcionamento, incluindo social, emocional, motor e cognitivo (Pierce et al., 2001).

No teste de interagao social, na avaliacdo do tempo de interagdo com o animal,
o grupo controle mostrou uma tendéncia em ter um maior tempo de interagdo quando
comparado com o grupo autista. Na avaliagdo do tempo de interagdo com o objeto, o
grupo autista apresentou um maior tempo com o objeto do que o grupo controle e o
EHA e o0 EHA-l em todas as concentragdes (30 - 150mg/kg) conseguiram reverter esse
tempo quando comparado ao grupo controle.

Ainda, as dificuldades sociais estdo entre as caracteristicas mais notaveis
vistas em criangas com menos de trés anos de idade. Nesse aspecto, a capacidade
de realizar atengdo conjunta, que envolve coordenar a propria atengado entre uma
pessoa e um objeto distante, possui peculiaridades nas criangas com TEA. Enquanto
criangas tipicas respondem a atencgéo conjunta por volta dos 12 meses e iniciam essa
habilidade aos 14 meses, as criangas com TEA n&o o conseguem mesmo apos os 15
meses de vida, o que as leva a serem investigadas para o transtorno (Sanchack,
2016).

No teste do campo aberto foram analisados multiplos parametros: o tempo
sem locomog¢ao do animal, tempo despendido em autolimpeza, quantidade de vezes
em que se apoia apenas em duas patas e quantidade total de deslocamento durante
o periodo de 10 minutos. O grupo controle autismo apresentou um tempo
significativamente menor de locomogédo que o grupo controle, durante o periodo
analisado. Além disso, os grupos autistas tratados com EHA e EHA-I, em todas as
concentragdes, mostraram-se significativamente com um tempo menor de locomogéo
que os em todos os grupos controles analisados, comprovando mais uma vez o
modelo autista e indicando que animais autistas exploraram menos o local em relagéo
aos controles, sendo baixa atividade locomotora um indicador de ansiedade no
autismo, a semelhanca do observado em outros estudos pré-clinicos de inducao de
TEA (Kalueff e Tuohimaa, 2005).
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No teste de enterramento das esferas de vidro (escavagdo), foi analisado o
tempo sem locomogéao, o tempo que o animal permaneceu enterrado e a quantidade
de esferas enterradas em um periodo de 3 minutos. Quando analisado o tempo sem
locomogéo, o grupo controle autismo teve diminuicdo significativa do tempo de
locomogédo em relagdo ao grupo controle, ou seja, ficaram mais imoveis quando
comparados aos animais controles. Além disso, o grupo autismo que recebeu EHA na
concentracdo de 150mg/kg teve reversdo total desse parametro, enquanto o
tratamento com o EHA-l, em todas as concentragbes do extrato (30-150mg/kg),
causou reversao parcial. Considerando ainda o teste de escavagao e analisando a
quantidade de esferas enterradas, pode-se observar que esse parametro foi
significativamente menor no grupo autista quando comparado ao grupo controle, e a
administragdo do EHA-I nos grupos autistas reverteu totalmente esse parametro em
todas as concentragdes usadas do extrato (30-150mg/kg). Assim, os achados mais
importantes foram referentes aos grupos de animais autistas, que se locomoveram e
escavaram significativamente menos do que os controles, novamente validando o
modelo, por meio da reproducido da ansiedade identificada, posto que n&do houve
interacdo com o elemento novo apresentado, as esferas de vidro.

O teste do olfato também foi analisado para comparar uma substancia que
caracterizava uma novidade social em relagdo a serragem com a qual o animal ja tinha
contato antes do teste. Os resultados mostraram que o tempo despendido cheirando
o odor familiar (serragem) quando comparado ao odor n&o familiar (extrato de
baunilha) foi significativamente maior entre os animais autistas, mostrando o interesse
pelo fator social e desinteresse pela novidade no autismo. Mesmo com esse fato, o
tempo de cheirar a serragem ainda foi maior no grupo controle do que no grupo autista
controle, demonstrando ainda um isolamento social neste ultimo grupo. Além disso,
em relagdo ao mesmo parametro, apdés a administragdo do EHA de uva roxa orgéanica
na concentragdo de 150mg/kg no grupo autista, o tempo despendido em cheirar o
extrato de baunilha aumentou significativamente em relacdo ao autista controle,
evidenciando o beneficio do extrato em melhorar o comportamento em relacdo a
novidade social. Ainda, quanto a comparacao entre as substancias analisadas, o
grupo autista teve um maior tempo de cheirar a serragem (odor social) do que o extrato
de baunilha (odor ndo social), mostrando uma preferéncia do grupo autista pelo odor
social, ou seja, ao que estdo sensivelmente acostumados. A investigagao social em

roedores na atividade de cheirar € uma importante avaliagdo quando se considera a
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parte social e ndo social, de modo que outros estudos também evidenciaram que os
fatores sociais sao atraentes para os animais, havendo aumento de comportamento
de cheirar os odores sociais (Lin et al., 2017).

A idade dos animais utilizados foi preconizada como jovem para atender aos
objetivos da influéncia comportamental do TEA no cérebro. No entanto, devido a
possibilidade durante essa fase da plasticidade neuronal, esse pode ter sido, em
parte, recuperado das injurias sofridas no periodo gestacional e pds-natal, podendo
explicar por que muitos dos efeitos esperados néo terem sido evidenciados no estudo,
mas evidenciando mesmo assim as alteracbes comportamentais de interesses
restritos e repetitivos (Roullet et al., 2013). Outro ponto a ser observado nesse estudo
foi o tipo de teste utilizado, assim como proposto no estudo de Bronzuoli et al (2018),
nao possibilitou a identificacdo de alteragbes comportamentais a nivel longitudinal
desde o periodo gestacional a idade adulta, para compreender necessariamente os
efeitos do AVP a longo prazo e em diferentes fases do desenvolvimento, podendo
assim obter-se mais caracteristicas comportamentais do TEA.

O sistema enzimatico compreende os recursos antioxidantes existentes no
organismo formados por enzimas altamente eficazes: superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e por moléculas enddgenas
antioxidantes como glutationa (GSH) e cisteina (GODIC et al., 2014). A presenga de
EROs no sangue e no cérebro sugere prejuizo na atividade neurofisiolégica. No
estudo de Bu et al. (2017) ja foi observado aumento significativo de espécies reativas
intracelulares de oxigénio, ERO mitocondrial e apoptose induzida pelo estresse
oxidativo em células linfoblasticas de pacientes com TEA. Além disso, em estudos
anteriores ja foi observado o aumento do estresse oxidativo no cérebro de criangas
com TEA (Rose et al., 2012). Ghezzo et al. em 2013, mostrou que ha a formacao de
proteinas carboniladas, peroxidagao lipidica e acumulo de substancias toxicas de
radicais livres em criangas com TEA, sendo que o aumento desses marcadores esta
correlacionado a gravidade do transtorno.

A variedade de compostos fendlicos e a implicagdo em separa-los em
organicos e nao organicos foi preconizada no estudo por diversas pesquisas ja
referirem a diferenga biologica dessas composicbes. Em sistemas de produgao
organica o uso de pesticidas sintéticos, horménios de crescimento, antibioticos,
técnicas modernas de engenharia, fertilizantes quimicos e lodo de esgoto ndo séo

permitidos e o uso de insumos que nao advém da fazenda sdao minimos. Assim, séo
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permitidos apenas os materiais orgénicos provenientes de exploragdes agricolas
biolégicas, substancias naturais e os fertilizantes minerais com baixa solubilidade
(Iglesias-Carres et al., 2019).

Uvas (Vitis spp.) s&o uma das culturas frutiferas mais amplamente produzidas
em todo o mundo. Os extratos de uva sdo antioxidantes naturais potentes,
frequentemente utilizados para eliminar os radicais livres e aumentar a imunidade,
possuindo alta quantidade de antioxidantes poderosos como proantocianidinas,
catequinas, flavonoides, estilbenos, vitamina E, polifendis e taninos (MOHAMED et
al., 2024). Origens botanicas e geograficas da uva influenciam significativamente a
atividade antioxidante e a composigao fendlica dos sucos da fruta. Nesse sentido, os
sucos de uva organicos apresentam maiores teores de compostos bioativos em
comparagao aos sucos convencionais. Também, ha evidéncias dos beneficios do
consumo das uvas advindas de um sistema de cultivo organico em comparacéao as de
sistemas de produgdo convencionais. Em modelos animais de obesidade e epilepsia
foram obtidos melhores resultados para a saude desses, quando utilizadas uvas
organicas (Granato, et al., 2016).

Nesse estudo, a implicacdo da atividade antioxidante da uva deve-se
principalmente ao componente presente ja utilizado em outros estudos como o
resveratrol. O Resveratrol (3,5,4 ' trihidroxiestilbeno) € um polifenol presente em
inumeras espécies de plantas, especialmente na pele e nas sementes das uvas da
espécie Vitis vinifera e labrusca. Estudos enfatizam os papéis protetores e
terapéuticos do resveratrol em diversas patologias, destacando o anti-inflamatério,
antioxidante e neuroprotetor (Berman et al., 2017). Modelos animais com TEA ja
relataram o efeito preventivo do tratamento pré-natal com resveratrol, possuindo
eficacia na prevencgéo de danos cerebrais como antioxidante, melhorando resultados
clinicos na irritabilidade e outros sintomas associados ao TEA (Deckmann et al.,
2021).

Nesse estudo foram investigados os efeitos da administracdo do EHA (30, 100
e 150mg/kg), obtido das uvas roxas organicas e nao organicas (EHA-I) da Vitis
labrusca, sobre as alteragdes nos niveis de TBA-RS, conteudo total de sulfidrilas e de
proteinas carboniladas e sobre atividade de enzimas antioxidantes em sangue, cortex
cerebral e cerebelo de ratos. Em nosso estudo, considerando o extrato de uva roxa
organica e nao organica foi possivel analisar 39 padrbes de compostos fendlicos, e

puderam ser identificados 3 compostos: o resveratrol, um estilbeno; a naringenina e o
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eriodictiol, dois flavonoides da classe das flavanonas. Todos os trés compostos foram
identificados em ambos os extratos, mostrando que, em relagdo ao perfil de
compostos analisados, n&o houve diferenga entre as amostras. O consumo de uvas
roxas organicas pode alterar a biodisponibilidade e a metabolizag&o dos polifenois da
uva.

Em ratos, foi demonstrado que as diferengcas na composicédo fendlica e nao
fendlica de uvas cultivadas em um sistema de cultivo organico, em relagdo aquelas
cultivadas convencionalmente, resultaram em diferentes perfis cinéticos de
metabalitos fendlicos séricos de uva. Por resultado, as uvas orgéanicas tiveram seus
compostos polifendlicos mais metabolizados no intestino delgado de ratos em
comparagdo as nao organicas, indicando uma maior biodisponibilidade e
aproveitamento (lglesias-Carres et al., 2019).

Nossos resultados mostraram que o TEA aumentou de forma significativa os
niveis de TBA-RS em sangue de ratos. E que tanto o EHA quanto o EHA-I, nas
concentragdes de 100 mg/kg e de 150 mg/kg causaram reversao parcial do aumento
de TBA-RS. Niveis plasmaticos do conteudo total de carbonilas ja foram analisados
em outros estudos e nao mostraram diferenga, quando comparados grupos controles
e autistas (Ghezzo et al., 2013). No cérebro, o TEA aumentou os niveis de TBA-RS e
o conteudo total de carbonilas, e tanto o EHA quanto o EHA-I na concentragcédo de
100mg/kg reverteram parcial e na concentragdo de 150mg/kg reverteram totalmente
o aumento de TBA-RS e de carbonilas em cértex cerebral, enquanto no cerebelo
esses parametros ndo sofreram diferenga significativa. Em um estudo conduzido por
Lin, 2022, animais tratados com AVP exibiram niveis significativamente mais baixos
de TBA-RS em cortex cerebral quando comparados aos animais expostos ao AVP no
ambiente uterino (LIN, 2022).

Com relagdo as enzimas antioxidantes, em sangue de ratos, os resultados
mostraram que o modelo animal de autismo aumentou a atividade da SOD e diminuiu
da CAT e da GSH-Px em eritrécitos. O EHA e o EHA-I na concentragcédo de 100mg/kg
reverteram parcial e de 150mg/kg reverteram total o aumento da SOD e a diminui¢gao
da CAT, diferentemente de estudos anteriores relatados em eritrocitos em que a
atividade enzimatica da SOD e da CAT ndo mostraram diferenga significativa nos
grupos (Ghezzo et al., 2013). No entanto, em pesquisa recente foram verificadas
diferengas nas concentragbes das enzimas SOD, GSH-Px e CAT em amostras de
sangue de criangas com TEA, mostrando capacidade reduzida da neutralizagdo de
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radicais livres (Waligéra et al., 2019). Com relagédo a atividade da GSH-Px, o TEA
diminuiu a atividade dessa enzima, favorecendo o estresse oxidativo no meio
intracelular. Ainda, o EHA e o EHA-l, em todas as concentracdes, reverteram a
diminuicdo desse parametro, quando comparado ao grupo autista, e o EHA na
concentracdo de 150mg/kg reverteu e potencializou a atividade da GSH-Px nos
eritrocitos de ratos, mostrando-se um potente antioxidante.

Ainda em relag&o as enzimas antioxidantes, em cérebro, o modelo de autismo
diminuiu a atividade da SOD em cortex cerebral e GSH-Px no cerebelo, enquanto o
EHA na concentragdo de 30mg/kg e o EHA-I na concentragdo de 100mg/kg reverteu
parcial e o EHA nas concentracées de 100mg/kg e de 150mg/kg e o EHA-l na
concentragcédo de 150mg/kg reverteu total a diminuigdo enzimatica desses parametros.

Dados presentes na literatura mostram que a atividade da SOD nos eritrécitos
€ maior em criangas com TEA, em comparag&o com os controles (JAIME et al., 2010).
Um nivel aumentado de SOD é considerado um mecanismo compensatério para
neutralizar o dano celular causado pelo estresse oxidativo cerebral. Além disso, a
atividade da CAT é reduzida nos eritrécitos, em desacordo com a sua atividade
plasmatica, que permanece inalterada (PANGARAZZI et al., 2020). A GSH-Px tem
sido relatada como um biomarcador muito importante do estresse oxidativo no TEA.
Faber e colaboradores, em 2019, demonstraram niveis elevados de GSH-Px no
sangue de criangas com TEA quando comparados a grupos controles. Por outro lado,
alguns estudos foram comparados em uma metanalise encontrando niveis reduzidos
de GSH-Px em criangas com TEA (Chen et al., 2021), demonstrando que tanto o
aumento quanto a diminuicdo da enzima pode ser considerado fator importante na
analise do estresse oxidativo.

Concluindo, o estudo reproduziu o modelo animal de autismo através da
comprovagao dos principais sinais do TEA, no isolamento social e na atividade de
estereotipia, analisados nos testes comportamentais. Ambos os extratos, EHA e EHA-
| de uvas roxas organicas e nao organicas, apresentam propriedades antioxidantes,
principalmente na concentracdo de 150mg/kg, capazes de reverter parte das
alteragdes comportamentais. Ainda, os extratos reverteram o dano lipidico e proteico
e mostraram atividade antioxidante sanguinea e cerebral em animais autistas, sendo
a propriedade antioxidante devido principalmente a presenga de compostos fendlicos
encontrados nas uvas. Novos estudos com o EHA de uvas roxas se fazem necessario,

visando a busca por fatores preventivos e/ou auxiliares no tratamento do TEA.
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