PPG

Programa de Pés-Graduacao em

Ciéncias da Saude
Mestrado e Doutorado - UNISUL

ANDRESSA MANFREDINI SOLIZ ENCINAS

AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO SISTEMA MELATONERGICO SOBRE
PARAMETROS COMPORTAMENTAIS E BIOQUIMICOS EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE AUTISMO

TUBARAO
2015



ANDRESSA MANFREDINI SOLIZ ENCINAS

AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO SISTEMA MELATONERGICO SOBRE
PARAMETROS COMPORTAMENTAIS E BIOQUIMICOS EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE AUTISMO

Dissertacao de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduagé&o em Ciéncias
da Saude para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof? . Jucélia Jeremias Fortunato, Dra.

TUBARAO
2015



E46

Encinas, Andressa Manfredini Soliz, 1976-

Avaliacdo da influéncia do sistema melatonérgico sobre
parametros comportamentais € bioquimicos em um modelo
experimental de autismo/ Andressa Manfredini Soliz Encinas;
--2015.

87 f.1l. ; 30 cm

Orientadora : Jucélia Jeremias Fortunato.

Dissertagcdo (mestrado)-Universidade do Sul de Santa
Catarina, Tubarao, 2015.

Inclui bibliografias.

1. Autismo. 2. Sistema nervoso - Doencas. 3. Estresse
Oxidativo. 4. Ansiedade. I. Fortunato, Jucélia Jeremias. II.
Universidade do Sul de Santa Catarina - Mestrado em Ciéncias
da Saude. III. Titulo.

CDD (21. ed.) 616.8982

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Universitaria da Unisul




e
72

UNISUL

UNIVERZIDADE DO SUL OE SANTA CATARINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAQ EM CIENCIAS DA SAUDE - MESTRADO

{
Titlo da Dissertacio

“Influéncia do sistema J&a.lonérgico sobre parimetros
comportamentais ¢ biog em um modclo experimental de

Wsm”

Aprovada pela Banca Avahadora de Defesa da Dissertacio em 21 de maso de 2015,

g
Doutora Jucéha Jeremias Fommatom) ‘é&(‘ :

Doutora Fna Cardoso (avaliador externo — IFSC)

Doutora Fabricia Cardoso P«mmuw nterno)

e Tabarne - Samer Ay Joew Semew Bhwwen TET L Cu Peste 300 . o T brdn . BC . Pure 8|82 000
tenpun Arwrerone Moo e Sos Josge Laoersa 1081 - dorers o M0EE 200 Asorerp - BT - Torw COW 27T XCK
[anpus Crerss Findenigatn - M B oter Seno Sem 7 - b 18 VR . Paserde Peds Bave - B8 Q000 Petuge < AT - Pase (88 TR 000

Q-f.ch-oﬂ'uw—l » r .---uw'-'q- BC - Pese SN 0D
levpun riovba: Tas Sovams TIF - Pornd oo e - Ve Rovs 85 Faw nl
;ma‘prﬁw"vq'n - s P A0 B -rmu\lv\-\n

Pl

LAyl 44 — R e ™



Dedico esse trabalho a toda minha
familia, em especial ao meu pai, meu
maior incentivador, que proporcionou
meios para realizagdo de todos meus
sonhos. Com todo amor e carinho!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo dom a mim conferido, pelas oportunidades, por dar-
me forga, coragem e paciéncia para jamais desistir dos desafios langados.

A minha familia, meu alicerce, minha base e incentivo em muitos momentos.
Em especial a meu pai Enedir (in memorian) que me deixou no meio desta
caminhada e minha maravilhosa mée, Haydé, exemplo de mulher.

Ao meu marido Leonardo pela paciéncia, apoio e por toda ajuda na
execucdo desse trabalho. A minha filha Maria Fernanda que mesmo tdo pequena
tentou entender e respeitar o trabalho da mamae. A vocés dois o meu obrigado
coletivo pelas longas horas de auséncia dentro e fora de casa.

Agradeco a minha professora, orientadora Prof?. Dra. Jucélia Jeremias
Fortunato pela paciéncia, compreensdo, apoio nos momentos delicados que passei
durante estes dois anos.

Aos professores que atuaram como membros das bancas em que o projeto
de pesquisa foi apresentado e qualificado, pelas boas arguicdes.

As amizades que fiz durante o mestrado, & Monique, minha colega, amiga e
companheira de idas e vindas a Tubardo, pelo apoio e companheirismo. A minha
colega Andriele pelo seu alto astral e pela ajuda nas analises bioquimicas. A Drielly
minha amiga, também companheira de estrada e de ajuda nas analises bioquimicas
e testes comportamentais. A Dra.Marta Gava, Médica Veterinaria, na execugao das
eutanasias e amizade.

Aos integrantes do FICEXP — Transtorno do Espectro do Autismo que me
ajudaram no tratamento. Alunos de iniciagao cientifica, meu muito obrigada por toda
ajuda e disponibilidade. Meu obrigada em especial para Ana Olivia, Tamires, Tain4,
Lais e Camila Orige. Vocés fizeram toda diferenga! Aos que chegaram depois, mas
também contribuiram no tratamento com os animais, Camila Michalak, Diego e
Marina, muito obrigada.

As queridas colaboradoras Silvane e Franciéli pelo profissionalismo e
gentileza durante todo mestrado.

Agradeco o apoio financeiro do projeto a Coordenacgéao de Aperfeigoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



A todas as pessoas ndo mencionadas, mas que, direta ou indiretamente,

contribuiram para a realizagao deste trabalho.



“A paciéncia € amarga, mas seu fruto é doce."(Jean Jacques Rousseau)



RESUMO

O transtorno do espectro do autismo (TEA) € uma doenga do neurodesenvolvimento
com prejuizos na interagdo social e comportamentos repetitivos e estereotipados.
Normalmente, os sintomas aparecem durante os trés primeiros anos de vida, com
multiplas etiologias, alta prevaléncia e gravidade variavel. Entre as manifestagbes
clinicas, alteracbes na qualidade do sono tém sido relatadas com frequéncia. O
sistema melatonérgico que tem como responsavel o horménio melatonina tem como
principal fung&o regular o ciclo circadiano. A melatonina e seus analagos tem sido
bem sucedidos na regulagdo do ciclo bioldgico, sincronizando o ritmo circadiano.
Uma analise do potencial farmacolégico do sistema melatonérgico através do
analago da melatonina, a agomelatina na dose de (2,5, 10 e 40) mg/kg foi realizada
em tratamento crénico por 14 dias consecutivos em animais jovens e adultos
utilizando um modelo experimental de autismo. A indugdo do modelo foi feita em
fémeas prenhes que receberam lipopolissacarideo (LPS) por via intraperitoneal na
dose de 100 pg/kg aos 9,5 dias gestacionais. O objetivo desse estudo foi avaliar o
efeito do tratamento crénico com agomelatina em parametros interagdo social,
estereotipia e parametros de estresse oxidativo no cértex pré-frontal, cortex
posterior, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos jovens e adultos. Os resultados
mostraram que o LPS foi capaz induzir o comportamento autista na prole e a
agomelatina foi capaz de reverter a estereotipia e aumentar um parametro de
interagdo social nos animais jovens e adultos. Além disso, o tratamento com
agomelatina aumentou os niveis de superoxido dismutase em todas as doses
testadas. O conjunto desses resultados sugerem que um insulto pré-natal & capaz
de interferir no desenvolvimento da prole ao longo prazo e, as alteragdes
comportamentais e a alteragcdo bioquimica sejam amenizadas apos tratamento

crénico com agomelatina sobre alguns parametros.

Descritores: Agomelatina. Ansiedade. Ativacdo imume materna. Autismo. Estresse

oxidativo. Neuroinflamag&o. Receptores metalonérgicos.



ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD ) is a disease with neurodevelopmental impairments
in social interaction and repetitive and stereotyped behaviors. The symptoms usually
appear during the first three years of life, with multiple etiologies, a high prevalence
and varying severity. Clinical manifestations, changes in sleep quality have been
reported frequently. The melatonergic system whose responsibility the hormone
melatonin's main regular function the circadian cycle. Melatonin and its analagos has
been successful in regulating the biological cycle, synchronizing circadian rhythm. An
analysis of the pharmacological potential of the melatonergic system through analago
melatonin, agomelatine in dose (2.5, 10 and 40) mg / kg in the chronic treatment was
performed for 14 consecutive days in young and adult animals using an experimental
model of autism. The induction of the model was done in pregnant females who
received lipopolysaccharide (LPS) by intraperitoneal injection at 100 mg / kg to 9.5
days of gestation. The aim of this study was to evaluate the effect of chronic
treatment with agomelatine in social interaction parameters, stereotyping and
oxidative stress parameters in the prefrontal cortex, posterior cortex, striatum,
hippocampus and cerebellum of young and adult rats. The results showed that the
LPS was able to induce autistic behavior in offspring and agomelatine was able to
reverse the stereotype and increase a parameter of social interaction in young and
adult animals. In addition, treatment with agomelatine increased levels of superoxide
dismutase in all tested doses. All these results suggest that prenatal insult can affect
the development of offspring over time and, behavioral changes and the biochemical
change are ameliorated after chronic treatment with agomelatine on some parameter

settings.

Keywords: Agomelatine. Anxiety. Maternal imume activation. Autism. Oxidative

stress. Neuroinflammation. Metalonérgics receivers.
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1. INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) tem sido descrito como um
importante transtorno neurolégico, cujas manifestagbes variam em grau de
severidade ™. O diagnéstico é clinico, baseado em instrumentos padronizados
seguindo os critérios propostos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ° e
revistos na quinta edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-V), da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA)?.

Estudos tém apontado para alta prevaléncia devido a um maior
reconhecimento sobre o transtorno e uma ampliagdo nos critérios diagnosticos 68
No Brasil, a Defensoria Publica do Estado de Sao Paulo relatou haver cerca de 250
pedidos de atendimento integrado a Saude da pessoa portadora do TEA °,
Atualmente, segundo o Centro de Controle e Prevengcdo de Doengas (CDC), a
prevaléncia aponta 1 em 68 criangas com diagnostico de TEA nos Estados Unidos
' Somado ao fato de ser um disturbio de alta prevaléncia, até hoje ndo existe um
tratamento eficaz para o TEA .

Varias linhas de investigagcado tém demonstrado que fatores genéticos como
alteracbes em cromossomos, fatores ambientais como neuroinflamacgao, presenca
de estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial, desordens bioquimicas e infec¢bes
pré-natais foram apontados como capazes de prejudicar o cérebro em

desenvolvimento, levando a desordens neuropsiquiatricas '*7*

que tendem a
influenciar o curso de alteragdes nos circuitos neurais, que podem desencadear o
TEA15-17.

Devido a diversificagdo no diagndstico clinico e nenhum dos aspectos serem
exclusivos desse transtorno, seu diagndstico além da observagao clinica, requerem
minuciosas avaliagdes neuropsicologicas e exames complementares (como estudos

de cromossomos e neuroimagem)'®

. As caracteristicas neurologicas do TEA podem
abranger mudangas estruturais do encéfalo, incluindo anormalidades nos lobos
cerebrais frontal e temporal e cerebelo (relacionado a disfungdo das células de

Purkinje)'®%. 21,22

Anormalidades inflamatdrias, neuroquimicas e bioquimicas,
também tém sido apontadas como tentativas para esclarecer os mecanismos e 0s
fatores de risco associados com TEA? . Além disso, alguns estudos também tém

discutido a influéncia dos disturbios do sono nas fungdes. 2#%° Os disturbios do sono
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aparecem em 44 a 83% dos casos de TEA **' e, sdo importantes na medida em
que se associam a outras comorbidades clinicas como: hiperatividade, epilepsia,
alteracdes de humor, ansiedade *? e, ainda interesses restritos e comportamentos
repetitivos 3**.

Normalmente, criangas autistas apresentam padrdao imaturo de sono,
alteragdo da estrutura do sono ndo compativel com idade cronoldgica, insbnia e
despertar precoce ***°. O sistema melatonérgico é o responsavel por regular o
processo do ritmo circadiano, incluindo a regulagéo fisioldgica do ciclo sono/vigilia e
do humor *°. A melatonina, principal horménio desse sistema, exerce suas acgoes
através dos receptores MT1/MT2 que pertencem a familia de receptores acoplados
a proteina G *'*?. Uma vez que regula muitas acdes cronobioldgicas e &, em
particular, responsavel pela mudanca de fase circadiana, a melatonina possui
funcdes bioldgicas relevantes como modulagdo do sistema imune (incluindo
propriedades anti-inflamataérias) 3 A expressdo de ambos os receptores MT1 e
MT2, também tem sido relatada em neurbnios e células gliais do cértex, talamo,
cortex cerebelar e também sdo expressos na glandula pineal 445 No entanto, os
mecanismos que envolvem as alteragdes da melatonina como marcador de
susceptibilidade de TEA ainda parecem incertos “°.

Estudos tém demostrado que um potente analago da melatonina tem sido
capaz de restaurar os padrbes de sono/vigilia. A agomelatina é o unico entre os

antidepressivos na modulacdo ritmos circadianos *’.

Seu mecanismo de acao
destaca-se por ser diferenciado em propriedades antidepressivas e ansioliticas
resultante do sinergismo dos receptores melatonérgicos e serotonérgicos, em
particular o receptor 5-HT oc *®. Em estudos experimentais e clinicos demonstrou-se

que esta acdo traduz-se em beneficios farmacoldgicos ***') incluindo efeito

antidepressivo %',

Isso deve-se ao fato de que a agomelatina possui
exclusivamente propriedades antagonistas do receptor 5-HT ,¢, conferindo uma
vantagem terapéutica sobre a melatonina, que nao € eficaz em pacientes deprimidos
%8 Ja sua acdo ansiolitica mostrou um efeito revertendo a ansiedade em teste do
labirinto de cruz elevado através da ativagdo dos receptores melatonérgicos MT4/
MT 2 em sinergia com bloqueio de 5-HTac °%%° Assim, quando se liga fortemente a
esses receptores, estimula e melhora as propriedades cognitivas demostrada em

estudos pré-clinicos "2,
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A agomelatina também reverteu as alteragbes neuroplasticas e
comportamentais associadas a alteracbes do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) em um estudo experimental com ratos transgénicos.63 Em tratamento crénico
reverteu a redugcdo da neurogénese induzida no hipocampo ventral de ratos em

59

modelo de estresse °°, assim como aumentou a proliferacdo de células do

hipocampo em ratos expostos ao mesmo modelo de tratamento crénico 4. Sua

% & de fator

administragdo crbnica elevou a expressdo de RNA mensageiro
neurotrépico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo, ocupando papel-chave nos
efeitos comportamentais em tratamento de transtornos do humor °®. A agomelatina
também reduziu citocinas pro-inflamatorias em tratamento crénico induzido por
estresse pré-natal °°.

Sabe-se que ha uma crescente evidéncia da relacdo do estresse oxidativo

com o autismo'®'623

, heste caso, partimos da premissa que a neuroinflamagao
possa estar envolvida na etiologia do transtorno. O estresse oxidativo seria o
mecanismo sugerido resultante da interagdo de todos os fatores de risco associados
ao TEA como fatores genéticos, ambientais, comportamentais, imunolégicos. A
agomelatina também apresentou agdes antioxidantes em alguns estudos como no
modelo experimental de convulsdo por pilocarpina, sugerindo a agomelatina a
condicdo de possuir alguma atividade antioxidante®”. Em outro estudo de modelo
experimental a agomelatina atenuou significativamente a locomogéo prejudicada,
coordenagao motora e aprendizagem de memoria e na estrutura do estriado, houve
uma deficiéncia bioquimica com diminuigdo do estresse oxidativo pela diminuicdo da
peroxidacao lipididica e aumento das enzimas SOD e CAT 2.

Considerando que evidéncias apontam para relagdo entre uma condi¢cao
imune materna alterada e o desenvolvimento do TEA, é possivel que a agomelatina
através de suas acgdes psicotropicas sobre o humor e estados ansiosos possa
exercer efeitos farmacologicos benéficos a sintomatologia autista. Uma vez que uma
variedade de modelos experimentais que baseiam-se na interagcdo sinérgica do
receptor melatolérgico MT 1 e MT que, confere a restauragédo do ciclo circadiano e,
seu antagonismo de receptor serotonérgico 5-HT, que a coloca sobre vantagens a
outros farmacos como a melatonina e o ramelteon. Essa agdo antagonista exclusiva
da agomelatina que ndo interage com os alvos classicos de farmacos
antidepressivos, ou seja, Monoanina oxidadese (MAQO) e os transportadores da
recaptagcdo da 5-HT, noradrenalina (NA) ou dopamina (DA). Por essa razdo nao
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possui afinidade com receptores monoaminicos, adrenérgicos, muscarinicos. A
agomelatina traz um diferencial por possuir menos efeitos adversos gastrointestinais
e menos alteragdes do sono, efeitos comuns em individuos com TEA. Esses
achados comprovados em estudos experimentais somados a sua eficacia
comprovada em estudos clinicos randomizados e controlados com placebo, alia
nossa hipotese de que a agomelatina possa trazer resultados positivos nos testes
comportamentais de estereotipia e interagcdo social em animais com comportamento

autista.
1.1 TRANTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

A denominacao “autismo” foi utilizada pela primeira vez pelo psiquiatra suico
Eugen Bleuler, em 1911, para caracterizar pacientes com perda do contato com a
realidade, prejudicando ou até mesmo impossibilitando sua comunicacdo'®®®. A
Sindrome do Autismo foi conceituada pela primeira vez por Leo Kanner, em 1943, a
partir da observagdo de um grupo de criangas que apresentavam caracteristicas
como movimentos repetitivos e estereotipado antes dos trés anos de idade’®. Em
1944, Hans Asperger descreveu um grupo de criangas com alteragdes na interagao

social similares aos do autismo ’

' Mesmo com diversos estudos feitos apos as
definicbes de Kanner, somente em 1980 com a publicagdo da terceira edicdo do
Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-IIl), da Associagao
Americana de Psiquiatria (APA) que o autismo foi classificado como um Transtorno
Invasivo do Desenvolvimento (TID), distinguindo-se entdo da esquizofrenia '?, pois
criangas com autismo ndo desenvolviam alucinagdes, caracteristica comum na
esquizofrenia "

Por décadas, os pesquisadores tentaram classificar a heterogeneidade do
TEA "®. O Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, em sua 42
edicdo (DSM-IV), utilizou um sistema multi-categérico do diagnostico de TID, que
incluia o transtorno autista, transtorno de Asperger, transtorno invasivo do
desenvolvimento sem outra especificagdo, transtorno desintegrativo da infancia e
transtorno de Rett "®’’. Em maio de 2013, a quinta edicdo do DSM (DSM-V) veio
substituir o sistema de multi-categérico com uma unica dimensao de diagndstico:

Transtorno do Espectro Autista (TEA) 2.
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Com o advento dessa ultima edicdo do DSM, o TEA passou a ser
reconhecido como um disturbio neurobiolégico e com o diagndstico realizado
através de avaliacao clinica e observagdo comportamental a partir de dois critérios:
déficits da comunicagao-social e comportamentos e interesses restritos e repetitivos,
sem exigéncia de inicio de idade "**° .

Segundo estudo de Huerta e colaboradores (2012), mais de 90% das
criangcas com TIDs definidos no DSM-IV foram identificados pelos critérios
estabelecidos no DSM-V e ainda, a especificidade utilizando os novos critérios de
diagndstico foi melhorado substancialmente em comparagdo & edicdo anterior .
Portanto, a entdo conhecida “triade de prejuizos mentais”, sugerida por Gould e
Wing em 1982, na qual englobava os critérios para diagndstico como desafios de
linguagem, déficits sociais e comportamentos esteriotipados ficou em desuso com a
exclusdo do atraso de linguagem 2. O DSM-V concorda que um individuo deve
apresentar sintomas desde o inicio da infancia, mesmo que esses sintomas nao
sejam reconhecidos mais tarde. Esta mudanga de critérios incentiva o diagnostico
precoce de TEA 8",

Em termos comportamentais, o TEA manifesta-se durante os primeiros anos
de vida %, mas o diagnéstico clinico ndo é normalmente alcangado antes dos 3 anos
de idade ®%. Dificuldades de aprendizagem também s&o observadas em individuos
autistas. Essas dificuldades podem ser graves, presentes na interagdo social
(auséncia de reciprocidade afetiva e pobreza de comportamentos e formas de
comunicagao ndo verbais como linguagem gestual, contato visual, expressao facial,
entre outros), padrdes de comportamentos e interesses restritos (movimentos
repetitivos ou estereotipados, preocupagao excessiva com partes ou caracteristicas
nao funcionais de objetos ou rotinas, preocupagao exclusiva por um tema restrito) e
ainda pobreza do pensamento abstrato de tipo simbélico e imaginativo .

Conforme pesquisa recente do governo do Estados Unidos, os casos de
autismo subiram para 1 em cada 68 criangas com idade em média de 8 anos, o
equivalente a 1,47%. Esse numero foi aferido pelo Centro de Controle e Prevengao
de doencas e os dados s&o referentes a 2010 e foram divulgados em marco de 2014
8788 No Brasil, a taxa de prevaléncia da doenca é de 27,2 para cada 10 mil
habitantes com idade entre 5 e 18 anos °. Os trabalhos voltados para o campo
cientifico sobre o TEA indica uma necessidade cada vez maior de pesquisas com

desenhos metodologicos mais complexos que permitam resultados mais ousados,
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para o estabelecimento de taxas de prevaléncia na populagao brasileira. Segundo
base de dados das Associagbes de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE), da
Associagdo de Amigos dos Autistas (AMA) e da Fundagao Catarinense de Educagéao
Especial (FCEE) a prevaléncia encontrada no Estado de Santa Catarina é de 1,31
para cada 10.000 habitantes .

Algumas preocupagbes sobre o aparente aumento na frequéncia de
diagnodstico de TEA avaliado na década passada levou pesquisadores a cogitarem a

possibilidade da "Epidemia de Autismo" *'

. De modo geral, o numero de pessoas
diagnosticadas mundialmente com transtorno € crescente, o que n&o indica,
necessariamente, o aumento da sua prevaléncia. Esse fato pode ser explicado pela
maior sensibilizacdo da populacdo para o transtorno, desencadeando maior
frequéncia de encaminhamentos de criangas com comportamento anormal,
expansdo dos critérios diagndsticos, pelo incremento dos servicos de saude
relacionados ao transtorno e pela mudanga na idade do diagndstico, averiguagao
mais completa de casos em estudos epidemiolégicos dentre outros fatores %92,

A etiologia do TEA e sua base molecular ainda n&o estdo bem
compreendidas. E consensual que a interacdo entre fatores genéticos e ambientais
seja apontada como condicdo merecedora de atencdo'®®. As regides encefalicas
que podem estar envolvidas no comprometimento do transtorno autista sdo as
estruturas do sistema limbico * e o cerebelo *. Estudos envolvendo animais com
lesGes nas amigdalas e no hipocampo apontaram alteragbes na interagdo social,
sugerindo um comportamento autista % Alteragdes encontradas no cortex pré-
frontal e no lobo temporal medial em outro estudo animal, afetaram a cognigao
social, mais especificamente a habilidade de manter atengao *.

E possivel que a ativagdo microglial presente no cérebro de individuos com
TEA possa alterar o desenvolvimento das vias fetais em resposta a fatores genéticos
ou ambientais, como injurias no periodo pré-natal porém, ndo se sabe se um
desequilibrio de uma citocina embrionaria desencadearia tais desregulagdes imunes
no cérebro ja adulto e como esse estado imune alterado é estabelecido 2.

O eixo HPA também mostrou-se modificado em individuos com TEA %1%
Foi encontrado maior concentragdo de cortisol na saliva de algumas criangas

1

autistas "' e niveis elevados de horménio adrenocorticotrépico em adultos com a

sindrome de Asperger.'® Além disso, estudos clinicos mostraram anormalidades
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imunes periféricas ' na ativacdo de neuroglia '® e no liquor de pacientes autistas
entre 4 e 45 de idade "%,

Entendemos que processos infecciosos pré-natais como possiveis indutores
do TEA, sem ignorar a influéncia que os fatores genéticos que ocorrem em muitos
casos, pode contribuir a entender a razdo da alta incidéncia de casos
diagnosticados, ja que qualquer individuo pode estar susceptivel a infec¢gées ao
longo da vida, especialmente gestantes, que temporariamente apresentam seus
sistemas imunoldgicos modificados. A possibilidade dos processos infecciosos pré-
natais poderem ser responsaveis por doencas do neurodesenvolvimento como o
TEA é um assunto que vem ganhando cada vez mais espago em publicagdes por

meios de estudos pré-clinicos e clinicos "¢

1.2 NEUROINFLAMAGAO E O AUTISMO

Evidéncias crescentes nos ultimos anos tém apontado que a inflamacéo do
Sistema Nervoso Central (SNC) possa estar envolvida na patogénese de doencgas
neuropsiquiatricas ''"""2. Sabe-se que o sistema imunolégico desempenha um papel
importante nos primeiros passos na fisiologia da neuroinflamagdo de doencas
psiquiatricas ''3. Essas evidéncias direcionam para uma disfuncdo imunolégica com
marcadores de inflamagao identificados no encéfalo des pacientes com TEA como
TNF, 1I-6, IL-1B""" . A resposta imune desregulada, acompanhada pelo aumento do
estresse oxidativo, o metabolismo mitocondrial anormal e metabolismo lipidico
prejudicado, aparentemente representa a base molecular comum de certos
transtornos do desenvolvimento neuroldgico entre os quais esta o TEA "%,

Estudos nos ultimos cinco anos demostraram alteragées imunologicas em
individuos com TEA e uma série deles tém relatado anormalidades nas citocinas no

sangue periférico desses individuos '¢°.

Embora seu importante papel na
regulagcédo da resposta imune inflamatéria, ha evidéncias, a partir de estudos in vitro,
que as citocinas modulam processos normais de desenvolvimento, tais proliferagcao,
diferenciagdo, sobrevivéncia, crescimento de neurdnios e sinaptogénese .
Amostras de estruturas encefalicas de individuos com TEA exibiram sinais de
neuroinflamacéo, incluindo a ativagao de microéglia, astrécitos e aumento dos niveis
sanguineos de citocinas pré-inflamatérias '°. Dada a capacidade de citocinas em

afetar os processos de desenvolvimento do SNC, a presenca de moléculas
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inflamatorias no encéfalo fetal pode afetar adversamente a sobrevivéncia neuronal
121.

As infecgbes maternas, tanto de origem viral como bacteriana, tém sido

associadas com o desenvolvimento comprometido na prole em modelos
experimentais de TEA "?"'?2_ Evidéncias em torno do envolvimento do ambiente pré-
natal mostraram que injurias para o feto durante a fase inicial do desenvolvimento
podem comprometer a estrutura encefalica alterando suas fung¢des e podendo agir
como um dos fatores de risco para transtornos ao longo da vida 123 A ativagado
imune materna em modelo animal tem sido bastante usada para estudar doencas do
neurodesenvolvimento que envolvam mudangas comportamentais, especialmente
dentro dos dominios de fungdo sensoriomotor, de exploragdo e em comportamentos
sociais '1"124,
Dentre os modelos animais de autismo ha o modelo de infeccdo pré-natal
que propde mimetizar uma infecgdo bacteriana a partir da administracéo
intraperitoneal, intravenosa ou subcutanea de lipopolissacarideo (LPS) em roedores
10125 o LPS utilizado origina-se de um complexo de lipidio-polissacarideio liberado
a partir da parede celular externa de bactérias gram-negativas que se liga ao
receptor semelhante a Toll 4 '2°>%7

Os receptores do tipo Toll ou (TLR: toll-like receptor) sdo uma familia de
proteinas transmembranicas de tipo | que formam uma parte do sistema imunologico
inato. Ficam localizados na membrana celular que possuem a capacidade de
identicar os PAMPs (Pathogen-associated Molecular Patterns) que sao moléculas
existentes em bactérias e virus que estimulam a resposta inflamatéria apos serem
identificadas pelos receptores TLR. Os PAMPs estdo associados a patdogenos cujo
principal exemplo é o LPS '%'2° A interacdo entre os receptores Toll-like e um dos
PAMPs da inicio a resposta inflamatdria expressa na superficie de certos tipos de
células "*°. Os TLRs intercedem o reconhecimento de microrganismos, regulam a
ativacdo da resposta imune inata e influenciam a formagdo da imunidade
adaptativa. Também podem ativar a via de NF-kB (Fator nuclear kappa), que
regulam a expressdo de citocinas. O NF-kB é um fator de transcrigdo que foi
identificado como um fator nuclear necessario para a transcricdo da cadeia leve de
imunoglobulinas nas células B. Por seguinte, verificou-se que o NF-kB & expresso
em uma grande variabilidade de tipos celulares, regulando a produgédo de varias
citocinas.”®''* Cada membro da familia NF-kB desempenha um papel importante
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na resposta mediada pelo LPS. NF-kB conduz a iniciagdo da resposta adaptativa
imune pela produgéo de citocinas inflamatorias tais como a IL-1, IL-6, IL-12, TFN-a
134,135.

O TLR4 pode se ligar a duas proteinas adaptadoras distintas: o MyD88, que
é recrutado pelo “Toll-/IL-1 receptor (TIR)-domain containing adapter protein” (TIRAP
— também chamado de Mal) e leva a producao de citocinas pro-inflamatorias; e “TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-B (TRIF), que € recrutado pelo
adaptador “TRIF-like receptor adaptor motecule” (TRAM) e ativa a producédo de
interferons tipo |, bem como de citocinas pro-inflamatérias '*°. O TLR4 é expresso
principalmente em monadcitos, neutréfilos, macrofagos e células dendriticas. Apds a
ativacdo do TLR4 pelo seu ligante, os macréfagos podem se tornar células efetoras
que liberam citocinas pré-inflamatérias e espécies reativas do oxigénio (EROS) para
eliminar os antigenos estranhos "*"%,

Sabe-se que as células imunitarias tém o potencial de afetar a resposta
imune e o desenvolvimento neuropsicomotor, provocando alteracbes nos
mondcitos/macréfagos e células NK em individuos com TEA'?’. Alguns grupos de
criangas autistas tém demostrado aumento do numero de mondcitos. Esses
monaocitos foram capazes de produzir significativamente mais IL-113 em resposta a
estimulagdo de outro receptor do tipo Toll-like, o0 TLR-2. Os mondécitos de individuos
com TEA também foram exibidos para expressar produgcdo aumentada de IL-13 em
resposta a estimulagéo do receptor TLR4 pelo LPS, sugerindo aumento na produgao
de citocinas pro-inflamatéria, de células da linhagem mondcito.”*® Em um estudo
experimental ", o LPS foi administrado em vacas prenhes para mimetizar as agées
imuno-estimulantes de infecgdes bacterianas ou virais in vivo. A ativagao resultante
do fator de transcricdo NF-kB induziu a expressao de citocinas pré-inflamatoérias. O
LPS materno n&o foi detectado no feto. Em vez disso, o LPS aumentou a expressao
do RNAm da citocina pro-inflamatoria no soro materno, fluido amniético e placenta
40 Esses efeitos causados pelo LPS provocaram alteracdes genéticas no cérebro
fetal. E, além das alteragbes citadas anteriormente, demostrou-se mudancas
estruturais e desenvolvimento neural alterado no cortex cerebral de ratos no 18° GD

(dia de gestacao)'"®

ja quando foi administrado no 15° e 16° GD observou-se que a
inflamag&o provocou danos a placenta, morte fetal e comprometimento neurologico

da prole que sobreviveu "',
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Considerando que doencgas neuroinflamatérias cronicas e alteragbes no
sistema imunoldgico tém sido encontradas em criangas e adultos com TEA™ e que
0S mecanismos exatos pelos quais a resposta imune interrompe o desenvolvimento
neurologico do feto, resultando em alteragbes de comportamento permanecem
obscuros, acredita-se que a infecgdo pré-natal induzida pelo LPS e a acdo da
cascata inflamatéria possam ser responsaveis pelo desenvolvimento alterado

encefalico fetal.
1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E O AUTISMO

O estresse oxidativo permanece como um dos principais fatores associados
a fisiologia de muitas doengas neuropsiquiatricas, sugerindo desempenhar papel-
chave no desencadeamento do TEA '*® . O estresse oxidativo é causado quando ha
producdo exacerbada de EROs, ou seja, quando o equilibrio € quebrado devido a
deplecdo de antioxidantes e/ou aumento da formagédo de agentes pro-oxidantes
além da capacidade das defesas antioxidantes '*.

Uma das principais fontes celulares de EROs é a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial representada pelo seus principais componentes o superéxido
(O, ) que sofre dismutagdo que forma o peroxido de hidrogénio (H,O) que
proporciona como fonte geradora desses agentes téxicos'*°. Em condigdes normais,
sistemas de defesa antioxidante podem atuar antes que ocorra a lesdo causada pela
acao dos radicais livres ou espécies nao radicais, por meio da agao da glutationa
reduzida (GSH), superéxido-dismutase(SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase
(GSH-Px). A SOD, presente em quase todas as células, é considerada a primeira
linha de defesa contra as espécies reativas de oxigénio e catalisa a conversdo do
O, em H;0; e oxigénio '*°. Ja em presenca a uma infeccdo o encéfalo é capaz de
“preparar” uma resposta inflamatdria baseada em ativagdo microglial, invaséo local
de células imunoldgicas circulantes e producdo de EROs ''.

Neste contexto, surgem os biomarcadores, utilizados a fim de avaliar o
balanco redox para analise dos danos causados pelo estresse oxidativo em uma
infeccdo e com a finalidade de avaliar a deficiéncia das defesas antioxidantes. Os
principais biomarcadores de estresse oxidativo sdo: espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (avaliam os danos em componentes celulares e estruturas

lipidicas), compostos carbonilicos e sulfidrilicos (mensuram o dano nas proteinas),
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atividade das enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), medida de glutationa reduzida
(GSH) e métodos fluorescentes como o diclorodihidrofluoresceinadiacetato (DCFH-
DA) 148

O encéfalo € um orgao sensivel ao estresse oxidativo, uma vez que o SNC
apresenta um elevado consumo de oxigénio em consequéncia do alto consumo de
trifosfato de adenosina (ATP), podendo resultar em um aumento na producdo de
radicais O,", além da presenca de neurotransmissores auto oxidaveis, membrana
neuronal rica em 4acidos graxos poliinsaturados, alto conteudo de ferro e uma
modesta defesa antioxidante. A geragao exacerbada de EROs durante um processo
inflamatorio compromete as fungdes celulares bem como a sua sobrevivéncia '*°.

Neste sentido, existem evidéncias sugerindo o envolvimento do estresse
oxidativo na patogénese de varias doengas psiquiatricas e neuroldgicas, %8 incluindo
o TEA. Estudos post-mortem revelaram que areas encefalicas afetadas por
individuos diagnosticados com TEA apresentaram morte celular acelerada em

condigdes de estresse oxidativo '°°.

Um estudo descreveu que as regides
encefalicas com os mais altos niveis do marcador de estresse oxidativo foram: o
cortex orbito frontal, a area de Wernicke e o hemisfério cerebelar (areas do encéfalo
associadas com o processamento da fala, coordenacdo motora e sensorial,
comportamento emocional e social e memoria, respectivamente) em individuos
diagnosticados com TEA ' O malondialdeido (MDA) é o produto final da
peroxidagdo, sendo utilizado como um marcador para a peroxidagao lipidica,
encontrado em nivel elevado, quando verificado por reacdo ao acido tiobarbiturico
em individuos com TEA °. Diversas enzimas antioxidantes como a CAT, SOD e a
GPx catalisam reagbes para neutralizar EROs formando os mecanismos de defesa
endogena, entretanto, estudos tém demonstrado a diminui¢gdo dos niveis de enzimas
antioxidantes no plasma de criangas autistas '>2.

Desta forma, alteragbes nas atividades de enzimas antioxidantes como a
SOD, CAT, aliada a uma interacdo entre fatores genéticos, ambientais, e fatores
imunoldgicos poderiam estar envolvidas no TEA, sendo o estresse oxidativo o
mecanismo de ligac&o entre tais fatores. O mecanismo de a¢do exato de como uma
infeccdo pré-natal que poderia resultar em alteragbes em longo prazo no SNC
relacionadas ao TEA ainda n&o é completamente preciso, porém evidéncias

demonstram que a peroxidacdo lipidica e o dano em proteinas resultante de um
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processo de estresse oxidativo em células neuronais possam representar um

marcador de susceptibilidade deste transtorno.
1.4 SISTEMA MELATONERGICO E O AUTISMO

A melatonina (N-acetil-metoxitriptamina) — um metabdlito do triptofano é um
horménio sintetizado normalmente pela glandula pineal que se localiza no nucleo
supraquiasmatico do hipotalamo e atua no controle do sistema oscilatério enddcrino

de mamiferos %3

A melatonina também regula processos inflamatorios e
imunolégicos que atuam tanto como um ativador ou como um inibidor destas
respostas e ainda é considerada uma molécula pleiotropica (pode atuar sobre tipos
celulares diferentes) que pode agir em diferentes etapas do processo inflamatorio.
Na fase inicial ela exerce um papel pré-inflamatério ativando mediadores como
fosfolipase (PLAZ2), lipoxigenase (LOX) e citocinas. Quando o processo inflamatério
evolui para fase cronica, apresenta um efeito contrario, modulando negativamente
os mediadores PLA2, LOX e citocinas, induzindo nos leucécitos uma via de

sobrevivéncia e atuando como antioxidante ** (Figura 1).
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Figura 1 - Efeito pleotréfico da melatonina.
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A sintese de melatonina em mamiferos, que é deflagrada na fase de escuro,
depende de uma ativacéo do sistema nervoso autbnomo na sua divisdo simpatica e
a consequente liberagdo de noradrenalina pelos terminais que inervam a glandula
193 A noradrenalina, interagindo com os receptores pos-sinapticos dos tipos 1 e a1-
adrenérgicos presentes nos pinealécitos, desencadeia uma série de eventos
bioquimicos intracelulares que levam a sintese de melatonina, através de uma via
bioquimica que comeca com o triptofano passando por 5-hidroxitriptofano,
serotonina, N-acetilserotonina e, finalmente, melatonina’*. Nos mamiferos, a
melatonina interage central e perifericamente através de receptores do tipo 1 e tipo 2
denominados MT1 e MT2 **!, Estes receptores estdo presentes em muito tecidos e
células, incluindo o NSQ e podem induzir efeitos bioldgicos quando acoplados a

proteina G %47,
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A melatonina participa da regulagédo de diversos eixos neuroendocrinos que
tem importantes fungdes fisiologicas. Na periferia, a melatonina € um captador de
radicais livres e um antioxidante eficaz,?®'*® desempenha um papel essencial em
ritmos de reproducéo de animais sazonais, agindo na adenohipéfise onde o receptor

de melatonina é altamente expresso '*°.

Centralmente, a melatonina age
diretamente sobre o NSQ no hipocampo através do receptor MT1 e modula a fungao
de relégio '*°. Ja o receptor MT2 foi encontrado principalmente no hipocampo e

1 A expressdo de ambos os receptores MT1 e MT2, também tem sido

retina
relatada em neurénios, células da glia, células do cortex, talamo, cortex cerebelar e
na glandula pineal %7 A sinalizagdo melatonérgica no receptor MT2 no hipocampo
tem sido descrita por afetar substancialmente o comportamento cognitivo em
estudos pré-clinicos. Em um desses estudos, camundongos para o gene MT2 foram
encontrados com um pior desempenho no teste de investigacdo de habilidades de
aprendizagem e memoéria, podendo implicar em um prejuizo no hipocampo
mediando a plasticidade sinaptica. Isso relata que a sinalizagdo melatonérgica no
receptor MT2 do hipocampo pode afetar substancialmente o comportamento
cognitivo "%,

Disturbios do sono aparecem em aproximadamente 44% a 83% dos casos
de TEA, sendo a insonia o distlrbio primario *>*'. A etiologia dos problemas de sono
em criangas com TEA parece ser multifatorial, incluindo a interrupgdo dos ritmos
circadianos '*°. Essas alteracdes no ciclo circadiano em criancas com TEA também

160,161

tém sido associadas a niveis de melatonina insuficientes ou anormais . Além

disso, um dos marcadores fisiolégicos do estresse, o cortisol salivar, apds a
apresentagdo dos estimulos sensoriais, foi relacionado a problemas de sono. ',
Isso pode ser demostrado em estudo recente que apresenta evidéncias de que a
ansiedade pode estar associada a problemas de sono em individuos com TEA'® |
Em outros estudos associou-se as citocinas como biomarcadores de TEA em
procedimentos de pesquisa com pacientes '®.

Estas alteracbes do sono revelam-se importantes na medida em que se
associam a outras comorbidades clinicas como a hiperatividade, a epilepsia e ainda
a comportamentos restritos e repetitivos '®°. O tratamento aplicado para esses
casos, passam por terapia comportamental e terapia farmacolégica com melatonina
e outros analagos melatonérgicos, demonstrando eficacia na melhoria do sono '®°.

Em se tratando especificamente da melatonina exdégena, mesmo possuindo agdes
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farmacolégicas como, auséncias de ressaca no dia seguinte, de sintomas de
abstinéncia e de vicio, ela possui uma meia vida curta na agdo como hipnético leve.
Sendo assim, tem perdido vantagens na indu¢do do sono para seus analagos, como
a agomelatina N- (2 - (7-metoxi-1-naftalenil) etil) acetamida, e o ramelteon ((S) - N -
[2 (2-1,6,7,8-tetra-hidro H indeno [5,4 b] furano-8-il) etil] propionamida). Ambos
possuem alta afinidade para receptores de melatonina MT1 e MT2 **. No entanto, os
mecanismos das alteracbes da melatonina e seus analagos como marcador de

suscetibilidade de TEA ainda permanecem incertos.
1.5 AGOMELATINA

A agomelatina (Valdoxan ®/ Thymanax ®) foi relatada pela primeira vez em
1992, entre uma série de analogos sintéticos de melatonina, atua como um potente
analago melatonina que exibe um agonismo nao seletivo de alta afinidade com
receptores MT1/MT2 e um antagonismo do receptor serotonérgico 5-HT2¢ ##°0169.
Tem como uma das propriedades farmacolégicas mais importantes seu efeito
cronobiolégico *'.

Nos seres humanos, dentre as caracteristicas farmacocinéticas, a
agomelatina tem uma ligagdo plasmatica alta (> 95%) e € metabolizada no figado,
para formar metabdlitos inativos que s&o principalmente excretados na urina (80%) e
uma curta semi-vida plasmatica (1-2 horas). Em niveis terapéuticos sua
concentragdo sanguinea aumenta proporcionalmente com a dose. Cerca de 90% é
melabolizado pelo citocromo P450 e 10% por suas isoformas Recebeu autorizagéo
de comercializagdo na Unido Europeia em 2009, para o tratamento da depressao .

Estudos em modelos animais de mudangas abruptas e desorganizagao do
ciclo claro-escuro, de condigdes em modo exploratério, bem como de sindrome da
fase atrasada do sono tém mostrado que a agomelatina acelera a ressincronizagao
dos ritmos circadianos de atividade locomotora e paradmetros bioldgicos relevantes

88 pandi-Perumala e

(temperatura do corpo, secre¢oes de hormdnios)
colaboradores, em 2009, também descreveram a agomelatina com um perfil
sinérgico Unico sem influenciar a libertacdo de serotonina °° . A ligacdo existente
entre disturbios do sono e doengas psiquiatricas e neuroldgicas pode ser explicada a
partir do momento que alteragdes no ritmo circadiano podem resultar em disfungéo

neurobioldgica que por sua vez, podem se manifestar como sintomas de transtornos
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do humor e ansiedade. Por outro lado, a diminuicdo do humor pode afetar o ciclo
circadiano e causar insénia >° .

Muitos antidepressivos tém efeitos adversos indesejaveis sobre sono,
particularmente podem causar ou piorar a insdnia, sonoléncia diurna ou sedacéo *° .
A eficacia da agomelatina em reduzir queixas de sono de pacientes com transtorno
de humor foi avaliada em um estudo clinico na dosagem (25mg/dia por 6 semanas)
contribuindo para restaurar a arquitetura do sono em pacientes deprimidos,
melhorando sua qualidade e continuidade do sono de ondas de duragao lenta (SWS)
e ondas de duragdo aumentada (REM) '®°. Além disso, a agomelatina reduziu o
disturbio na atividade de sonol/vigilia em outro grupo de pacientes deprimidos,
sugerindo uma melhora da qualidade do sono e seu funcionamento '°. A
agomelatina também influencia a arquitetura do ciclo sono / vigilia em animais de
controle, como foi demostrado durante a duracdo aumentada de REM e sono de
ondas lentas (SWS), durante 3 horas apos a administragdo oral do medicamento nas
doses (10 e 40) mg/kg), pouco antes a fase escura do ciclo em ratos *"".

Diferentemente, a melatonina e o ramelteon, outro agonista da melatonina,
exerceram efeitos diferentes sobre os mesmos parametros mencionados nos
estudos anteriores, possivelmente, refletindo a auséncia de agdo antagbnica dos
receptores 5-HT, exercida unicamente pela agomelatina. Entende-se entdo a
importancia para o bloqueio de 5-HT que antagonizando sua ag¢ao serotonérgica ja
na dose (10 mg kg), administrada intraperitoneal (i.p) no inicio da fase de escuro """ .
No estudo com animais de Mairesse e colaboradores, o tratamento crénico com
agomelatina corrigiram anomalias do ritmo circadiano em atividades motora e
sono/vigilia, induzido pelo estresse pré-natal 72 Estes efeitos foram bloqueados
pelo agonistas de receptor MT {/MT ;, de melatonina e antagonista do receptor
serotonérgico 5 TH2c %253 Dada a relacgdo bidirecional entre doengas psiquiatricas e
neurologicas e os disturbios do sono, um medicamento que melhora a qualidade do
sono pode ser uma abordagem racional para a melhoria do estado de saude dos
pacientes psiquiatricos e, em especial, os com TEA, melhorando a qualidade de vida
desses individuos.

Sua acao antidepressiva e efeito ansiolitico podem determinar uma interagao
sinérgica melatonérgica-serotonérgica separadamente, o que é util para a
estabilizacdo de anormalidades associadas com disturbios do humor, da ansiedade

e consequentemente, do ciclo circadiano, com destaque para o envolvimento do
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receptor MT1 no SNC °"'3. O antagonismo do receptor de serotonina 5-HT2c
promove o disparo dopaminérgico (DA) na area tegmental ventral, cortex frontal, no
hipotalamo, hipocampo, medula e ponte, além da retina '’®. Nenhuma atividade
significante para receptores monoaminicos, muscarinicos, adreneérgicos,
noradrenérgicos, dopaminérgicos tem sido relatada >*. As propriedades ansioliticas
da agomelatina também podem estar associada a essa sua agdo antagonista do
receptor 5-HT2c, demostrada em estudo com camundongos que carecem
geneticamente desses receptores que houve redugdo no nivel de ansiedade. Além
disso, esse efeito também pode ser devido a ativacdo dos receptores
melatonérgicos em resposta a estados de ansiedade '*°.

Em 2011, Calabrese e colaboradores descobriram a modulagédo da
plasticidade molecular no tratamento de longo prazo com agomelatina, o que
demonstrou um aumento da expressdo dos fatores neurotréficos derivados do

cérebro (BDNF) no cortex pré-frontal de ratos ©°

. Além disso, a agomelatina
demonstrou a capacidade para aumentar a neurogénese no hipocampo em adultos
e cortex pré-frontal, aumentando a expressdo do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) *,

Estudos tém demostrado que a agomelatina através de sua potente
atividade dos receptores MT1 e MT2 estimula propriedades que melhoram fungdes
cognitivas em estudos pré-clinicos '"*'"* Laudurelle e colaboradores, em 2012,
mostrou que, em ratos machos adultos que receberam agomelatina (40 mg / kg ip)
uma vez por dia durante 22 dias tiveram um efeito pré-cognitivo ',

Outros resultados advindos do pré-tratamento crénico com agomelatina
demostraram a reducdo das citocinas pro-inflamatorias mediadas por LPS.
Especificamente, o efeito da agomelatina em IL-13 e IL-6 foram observados tanto a
nivel periférico, onde a substancia bloqueou completamente o efeito de LPS, assim
como em diferentes regides do SNC (hipocampo ventral e dorsal e cortex pré-
frontal). Dada a administragao intraperitoneal de LPS que levou a uma inflamagéao
aguda periférica, diferentes mecanismos contribuiram para a agdo da agomelatina
que reduzisse significativamente a indugéo do LPS *°.

A Figura-2 segue abaixo um diagrama relacionando da acdo do LPS como
mecanismo injuriante e a agdo da agomelatina em seu combate ao danos possiveis

causados a prole.
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Figura 2 - Acao da agomelatina frente injuria com LPS pré-natal.
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Efeitos terapéuticos em outros transtornos do desenvolvimento, com
sintomas primarios semelhantes pode, talvez, orientar o desenvolvimento de
tratamentos em criangas autistas.

Devido as suas propriedades ansioliticas, antioxidantes e anticonvulsivantes,
a agomelatina também tem sido utilizada para tratar disturbios psiquiatricos, embora
0 seu mecanismo de ag¢ao requeira uma investigagdo mais aprofundada. Entende-se
que uma remodelac¢do na etiologia do TEA, seja por fatores ambientais ou genéticos
com estratégicas terapéuticas inovadoras abre-se perspectivas para compreensao e
intervencao farmacologica precoce para a sintomatologia das associadas ao autismo
com suas possiveis comorbidades.

A Figura 3 abaixo, resume as propriedades terapéuticas do farmaco
agomelatina.

Figura 3 - Mecanismo de agao e propriedade terapéutica da agomelatina.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da administragdo crénica da agomelatina sobre parametros
comportamentais e bioquimicos de ratos Wistar submetidos a um modelo

experimental de autismo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar os parametros de interacdo social e estereotipia em ratos jovens e

adultos, apds administragao cronica de agomelatina;

. Avaliar os efeitos da administragdo crbénica de agomelatina sobre a
peroxidagao lipidica e a carbonilacdo de proteinas no cértex pré-frontal,
cortex posterior, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos jovens e adultos;

. Avaliar os efeitos da administragdo cronica de agomelatina a atividade das
enzimas superoxido dismutase e catalase no coértex pré-frontal, cértex

posterior, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos jovens e adultos.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo preé-clinico utilizando modelo animal de doenga.

3.2 APECTOS ETICOS

A utilizagdo de animais neste estudo seguiu as normas da Diretriz Brasileira
para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
(CONCEA, 2013) e aprovado pela Comissdo de Etica em Utilizagdo de Animais
(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL, sob o protocélo n.
13.024.2.01.1V (Anexo A).

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em
temperatura controlada (22+1°C) e ciclos de luz artificial, entre 7-19 horas (12 horas
claro/escuro), recebendo ragdo comercial padronizada para ratos de laboratorio e
agua ad libitum.

3.3 MODELO ANIMAL DE AUTISMO

Foram utilizados 80 casais de ratos Wistar adultos (60 dias), 40 para
tratamento jovem, 40 para tratamento adulto, pesando entre 250 a 300g,
provenientes do biotério da Universidade do Vale do Itajai - UNIVALI. Os animais
foram acasalados ao fim do dia, em caixas individuais na propor¢ao 2 fémeas/1
macho, e as fémeas (matrizes) foram monitoradas durante todo o periodo da
prenhez. O diagnostico da prenhez foi feito nas primeiras horas da manha seguinte,
pela analise microscopica do esfregagco vaginal. A presenga de espermatozoides
caracterizou o primeiro dia da prenhez.

Confirmada a prenhez, as matrizes (ratas prenhas) foram separadas de
acordo com o protocolo experimental. O Grupo 1 (G1) foi constituido por matrizes
que receberam administragdo intraperitoneal (ip) de uma unica injecdo de

lipopolissacarideo (LPS) obtido por extragdo fendlica a partir de Escherichia coli,
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sorotipo 0127: B8 (Sigma®), na dose de 100 pg/kg no GD (dia de gestagao)
9,5,">1"5 diluida em 50 pg/ml de NaCl 0,9%.

O Grupo 2 (G2) foi constituido matrizes que receberam administragcéo
intraperitoneal de NaCl 0,9%, no volume equivalente aos animais do grupo autista
(GA). Em ambos os grupos, as administracdes ocorreram no DG 9,5 *"'®* sempre

no periodo vespertino (15h — 17h).
3.4 MEDICAMENTOS E SOLUCOES

Os seguintes medicamentos e solugbes foram utilizados ao longo do
trabalho:
* Agomelatina [2,5 / 10 / 40 mg/kg]: - farmaco que atua no sistema

melatonérgico e utilizado como substancia de estudo.

* Lipopolissacarideo (LPS) [100 pg/kg]: substéncia utilizada para
mimetizar uma infec¢gdo bacteriana em fémeas matrizes e induzir o

modelo experimental de autismo.

* Solugao salina [NaCl 0,9%]: substancia utilizada como diluente para

os medicamentos e injetado i.p nos grupos controle.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No décimo dia apds o parto, foi realizada a sexagem e as ninhadas foram
divididas nos grupos, caracterizados como grupo ndo autista (GnA) e grupo autista
(GA), conforme segue:

a) GnA: composto por ratos machos, originarios de mées que receberam

solucao salina.

b) GA: composto por ratos machos, originarios de maes que receberam
LPS.

Descricdo dos grupos experimentais: Grupo n&o Autista (GnA) e Grupo
Autista (GA) (Quadro1).
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Quadro 1 - Descrigdo dos grupos experimentais: Grupo n&o Autista (GnA) e Grupo
Autista (GA).

Grupo Niao Autista (GnA) Grupo Autista (GA)
Dose Dose
Conjunto | Agomelatina | Sigla | Conjunto| Agomelatina | Sigla
[mg/Kg] [mg/Kg]

I 0 SAL-SAL 5 0 LPS-SAL
g § 2 2,5 SAL-2,5 6 2.5 LPS-2,5
32 3 10 SAL-10,0 7 10 LPS-10,0

4 40 SAL-40,0 8 40 LPS-40,0

I 0 SAL-SAL 5 0 LPS-SAL
82 2 2,5 SAL-2,5 6 2,5 LPS-2,5
3= 3 10 SAL-10,0| 7 10 LPS-10,0

4 40 SAL-40,0 8 40 LPS-40,0

Para analisar as diferengas entre ratos jovens e adultos, os testes
comportamentais e as analises bioquimicas foram realizados em 30-35 e 60-65 dias
de idade, considerando ratos jovens e adultos, respectivamente. Na tentativa de
reverter os possiveis déficits cognitivos e danos bioquimicos causados pela
administragdo pré-natal de LPS, os animais receberam tratamento cronico de
agomelatina, em diferentes doses, conforme a descri¢ao abaixo:

a) GnA + veiculo: Ratos machos, originarios de mées que receberam
administragcdo de solug&o salina no periodo gestacional. Os animais
deste grupo receberam administragdo de salina NaCl 0,9%, usado
como veiculo, em “pos-nascimento com 30 dias” [PN30] (n = 10) ou em
“p6s-nascimento com 60 dias” [PN 60] (n = 10), conforme grupo
experimental.

b) GnA + Agomelatina: Ratos machos, originarios de maes que
receberam administragdo de solugao salina no periodo gestacional. Os
animais deste grupo receberam administracdo de agomelatina (2,5, 10
e 40) mg/kg em PN30 (n = 30) ou em PN 60 (n = 30), conforme grupo
experimental.

c) GA + veiculo: Ratos machos, originarios de maes que receberam
administragcado de LPS no periodo gestacional. Os animais deste grupo
receberam administragdo de salina NaCl 0,9%, usado como veiculo,

em PN30 (n = 10) ou em PN 60 (n = 10), conforme grupo experimental.
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d) GA + Agomelatina: Ratos machos, originarios de maes que receberam
administragcado de LPS no periodo gestacional. Os animais deste grupo
receberam administragdo de agomelatina (2,5, 10 e 40) mg/kg em
PN30 (n = 30) ou em PN 60 (n = 30), conforme grupo experimental.

A agomelatina (2,5; 10 e 40) mg/kg foram escolhidas a partir de estudos

53,173 6 em ratos

que demonstraram alteragdes comportamentais e bioquimicas'"’
expostos a este farmaco.

Os machos acasalados, as matrizes e os filhotes fémeas que foram
provenientes desses acasalamentos nao foram submetidos a nenhum teste
comportamental ou analise bioquimica, sendo mortos pelo procedimento de morte
indolor assistida (MIA) pelo médico veterinario responsavel pelo biotério central da
UNISUL, campus Tubardo, apdés a conclusdo de todos os procedimentos

experimentais.
3.6 TRATAMENTO CRONICO

O tratamento crénico consistuiu da administragdo diaria de uma injecéo
intraperitoneal de agomelatina, nas diferentes doses de estudo, durante 14 dias
consecutivos, as 17 horas (2 horas antes da fase escura) *°. Para as andlises em
animais jovens o tratamento foi iniciado no periodo entre 17-30 dias de idade e para
0s animais adultos, o inicio do tratamento foi entre 45-60 dias de idade.

Um diagrama esquematico das etapas descritas para o tratamento crénico é
apresentado nas Figuras 4, para animais jovens e Figura 5, para animais adultos. O
total de animais envolvidos nas analises comportamentais e bioquimicas foram de

160 machos.
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Figura 4 - Diagrama esquematico com as etapas do delineamento experimental

referente ao tratamento crénico com agomelatina em animais jovens.
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5 - Diagrama esquematico com as etapas do delineamento experimental

referente ao tratamento crénico com agomelatina em animais adultos.
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3.7 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados 2 horas apds a ultima injegc&o
dos animais submetidos ao tratamento crénico.

Antes de se iniciarem os experimentos, os animais foram ambientalizados as
condi¢cbes experimentais em uma sala reservada do laboratério por um periodo de,
no minimo, 1 h. As sessdes dos experimentos foram realizadas em ambiente com
temperatura controlada (22 + 1° C) e foram monitoradas e registradas por uma
camera de video com resolugao 1280 x 720 e taxa de aquisicdo de 10 imagens por
segundo, conectada por uma interface USB a um computador do tipo PC e
controlada por um software desenvolvido para auxiliar a aquisicdo de video dos
testes.

3.7.1 Testes de interagao social e estereotipia

O teste de interacio social € baseado na tendéncia natural dos roedores em
investigar com maior dedicagdo um individuo intruso que Ihe for apresentado pela
primeira vez. Foi realizado de acordo com Schneider e Prezewlocki (2005) '””. Neste
experimento os animais foram submetidos individualmente a interagir com outro
animal desconhecido do mesmo sexo em uma caixa denominada Open Field por 10
minutos. A analise realizada para quantificar o tempo de interacdo do modelo
experimental abrangeu os episddios de cheirar, seguir, montar ou permitir a monta
(numero para cada episodio).

O comportamento estereotipado € bem definido pela permanéncia do animal
em posicado estacionaria exibindo movimentos rapidos, repetidos da cabeca e

membros dianteiros'’®.
3.7.2 Teste do Campo Aberto (Open Field)

Os animais foram individualmente submetidos a uma analise de sua
capacidade locomotora / exploratéria e avaliados através de diferentes parametros.

Avaliagdo dos seus componentes tém sido amplamente utilizada para
mensuragdo de emogao exploragado atividade geral ou locomotora, medo e

ansiedade '"°. Neste experimento os animais foram submetidos individualmente a
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analise de sua capacidade locomotora/exploratéria e avaliados através de diferentes
parametros. Este teste é considerado um modelo sensivel a farmacos/atividade
ansiolitica '®. O ensaio experimental foi realizado em uma sala escura com luz
branda apenas na caixa, onde os ratos foram individualmente inseridos em uma
caixa de madeira na parte traseira e nas laterais e, vidro na parte da frente com
dimensdes (80 x 80 x 30 cm) dividida igualmente em 12 quadrantes. Durante 5
minutos eles puderam livremente explorar os quadrantes, onde foram avaliados os
seguintes parametros comportamentais: crossing (deambulagdo), grooming
(movimentos de autolimpeza) tempo gasto e episddios, rearing: movimentos de
elevacdo da pata dianteira, sem tocar as paredes do campo aberto (numero),
atividade vertical. A deambulagdo foi avaliada quantificando o numero de
quadrantes periféricos, médios e central explorados pelos animais. Os animais foram
individualmente submetidos a uma analise de sua capacidade locomotora /
exploratoria e avaliados através de diferentes parametros. Houve uma sesséo de
treino, em que os animais foram cuidadosamente colocados no quadrado do canto
posterior esquerdo da caixa a partir do qual foi explorado livremente o ambiente por
5 minutos. Imediatamente apds, os animais voltaram para a caixa moradia. A sesséo

de teste foi 24 horas apos o treino, na qual se repetiu o procedimento do treino 8.

3.8 ANALISES BIOQUIMICAS

Imediatamente apds os testes comportamentais, os animais foram
submetidos a MIA e as estruturas encefalicas de interesse (cértex pré-frontal, cortex
posterior, estriado, hipocampo, cerebelo) foram isoladas, homogeneizadas e

armazenadas em freezer.

3.8.1 Medida de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Como indicio de peroxidacao lipidica nas diferentes areas encefalicas dos
animais experimentais foi medida a concentragdo de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS) conforme descrito por Draper e Hadley (1990) '#2.

Os acidos graxos presentes na membrana lipidica, apds sofrerem dano
oxidativo, geram o malondealdeido (MDA) que reage com duas moléculas de

TBARS com eliminacdo de duas moléculas de agua, formando um complexo rosa
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com absorcdo maxima a 532 nm. Para a deteccdo do dano causado pela
lipoperoxidagao, 400 pl do homogeinizado foram misturados a 400 ul da solugéo (1%
TBA/ 50 mM NaOH/ 0,1 mM BHT) e 200 pl de acido fosférico 7%. Posteriormente, a
amostra foi incubada a 100 °C por 15 min e apds descanso de 5 mim em banho de
gelo para estabelecer o término da reagao, foram adicionados 1,5 ml de butanol.

Os tubos foram agitados vigorosamente e centrifugados a 3.000 rotagdes
por minutos (r.p.m) durante 10 min. A fase orgénica foi removida e medida
espectrofotometricamente em 532 e 600 nm em cubetas de quartzo para volume
igual a 1 ml. Para o branco foi substituida a solu¢do de TBA por HCI 3,0 mM. A
concentracdo de TBAS (nmol/g) foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo de
156 mM TBARBS (nmol.g"- e fervidos por 15 minutos. Os resultados foram

expressos em nmol/g.
3.8.2 Medida do dano oxidativo em proteinas

O dano oxidativo em proteinas foi determinado pela medida de grupos
carbonil conforme descrito por por Levine et al (1990) '8 . As amostras foram foram
homogeneizadas (na diluigdo de 1:10) em 5% de acido sulfossalicilico gelado. Uma
aliquota de 200 pL de homogenato foi adicionada a 800 pyL de 24-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). As amostras foram mantidas a temperatura ambiente
por 1 hora, ao abrigo da luz, sendo vigorosamente agitadas a cada 15 min. Foram
adicionados 800 yL de TCA 20% e os tubos foram agitados e centrifugados por 5
min a 5000g.

Os sobrenadantes foram descartados e o excesso de DNPH removido,
lavando-se os precipitados inicialmente com 800 yL de TCA 10%, agitados e
centrifugados por 5 min a 5000rpm e depois, lavados por trés vezes, com 800 pL de
uma solugdo de etanol: acetato de etila (1:1), sempre seguidos de agitagdo e
centrifugag&o por 5 min a 14.000rpm. Apos secagem das paredes dos tubos com o
auxilio de um bastonete de algodao, os precipitados foram dissolvidos em 600 pL de
guanidina 6 M, submetidos a agitagdo e incubados por 10 min a 37 °C, para
dissolugéo.

Os brancos foram preparados substituindo-se DNPH por HCI 2M. As
absorbancias maximas em 360 nm foram determinadas e os valores finais das

proteinas carboniladas foram calculados utilizando o coeficiente de extingdo molar, a
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concentracao de proteinas totais previamente determinada e o conteudo de proteina
carbonilada foi calculado conforme equacgéao abaixo:
Proteina Carbonilada (nmol/mg) = (Abs360 x 45,45) / [Proteinas Totais]

3.8.3 Atividade de superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

A atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) foi determinada conforme
descrito por Abebi (1984)%,

O principio deste meétodo baseia-se no decaimento da absorbéancia
ocasionado pela reducédo de H;O, a agua, pela CAT presente na amostra, medido
espectrofotometricamente a 240 nm, durante tempo predeterminado. Para esse
ensaio, foi utilizada a solugéao de peroxido de hidrogénio (10 mM) em tampé&o fosfato
de potassio 50 mM (pH 7,0) preparada e titulada no dia da analise.

Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2 mL da solugdo de H202 e 20
ML de amostra. Apés homogeneizagéo, a velocidade de decomposi¢do do H202 foi
medida durante 20 segundos. As amostras foram analisadas em ftriplicata, e os
valores foram expressos em mmol de H202 consumido por minuto e por grama
(mmol.min-1.g-1).

A atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) sera
determinada conforme descrito por Bannister et al (1987) '®.

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 480 nm
mediante a oxidagdo da epinefrina (mudanga de pH 2,0 para pH 10,0) que gera o
anion superoxido e um cromoforo réseo, o adrenocromo, cuja formagao foi retardada
pela enzima presente na amostra. Em uma cubeta contendo 1,95 mL de glicina 50
mM, pH 10,0 foram adicionados 50 pL de epinefrina 60 mM (mantida em gelo, frasco
ambar e pH em torno de 2,0 para evitar a oxidagao).

A velocidade de formacao do adrenocromo foi acompanhada durante cerca
de 90 segundos antes do inicio da reacdo, para entdo ser adicionada a aliquota da
amostra (em torno de 20 a 70 yL, dependendo da concentragdo e atividade da
enzima presente na amostra). O tempo total de monitoramento da reagao foi de trés
minutos. Curvas de quatro a sete pontos permitiram avaliar indiretamente a atividade
enzimatica da SOD em tais condigdes.

Os valores da SOD foram expressos em U SOD g-1, ou seja, em termos de
atividade da enzima, em uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de
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enzima necessaria para diminuir a metade a velocidade espontanea de formacgao do

adrenocromo.
3.8.4 Dosagem de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry,
Rosebrough e Randal (1951),'® que utiliza como padrao uma solugdo de albumina

bovina na concentragdo de 1 mg.mL-1. Os resultados foram expressos em mg/ml.
3.9 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatistica foram realizadas dentro do programa estatistico
Statistical Package for the Sciences (SPSS), versédo 22.0, e os dados foram
apresentados na forma de média e erro padrdo. As variaveis continuas foram
submetidas primeiramente a uma analise de outliers com significancia de 95%.
Posteriormente, nos conjuntos GnA e GA foi aplicado o teste de analise das
variancias (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste Post Hoc de Tukey. Os dados
referentes aos conjuntos comparados entre doses de agomelatina foram analisados
pelo teste t de Student. A significancia estatistica foi considerada para valores de
p<0,05.
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4. RESULTADOS

Os Resultados deste estudo s&o apresentados seguindo a sequéncia de
divisdo dos experimentos, em dois momentos:

(1) Avaliagbes comportamentais, subdivididas em quatro testes: (a) teste
de habituagdo ao campo aberto (PN 17-260); (b) teste de habituagdo ao campo
aberto (PN 45-60); (c) teste de interagdo social (PN 17-20); (d) teste de interag&o
social (PN 45-60);

(2) Analises bioquimicas, subdivididas em quatro provas: (a) medida de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS); (b) medida do dano oxidativo
em proteinas; (c) SOD; (d) CAT.

4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.1.1 Efeito da administracao pré-natal de LPS em numero de episédios e
tempo de grooming

Atividade de auto-limpeza tém sido amplamente utilizada como um relevante
indice de comportamento repetitivo para um dos principais dominios dos sintomas
em varios estudos pré-clinicos do TEA ', Para confirmar a relagdo entre a
exposicao pré-natal de LPS e o desenvolvimento do comportamento autista, os
animais jovens (PN 17-20) que receberam LPS (GA) em periodo pré-natal
demonstraram um aumento significativo no numero de episodios de groomings em
quantidade [(F=1,162 e p=0,003)] e em tempo (F=1,002 e p=0,004) quando
avaliados na arena de campo aberto e comparados aos animais n&o expostos (GnA)

(Figura 6) em quantidade (Figura 7) em tempo.
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Figura 6 - Quantidade de ocorréncias de movimentos estereotipados (grooming).

Grooming Quantidade

T T

Valores em:
média+erro padrdo

7 +0.003 I

Ocorréncias em 5 minutos [qtd]

N
T

0

SAL LPS

Legenda: Quantidade de ocorréncias de movimentos estereotipados (grooming). Os dados foram
expressos em média + erro padrdo, n= 10 para cada grupo. +Diferenca significativa entre o GnA (SAL)
e GA (LPS) p< 0,05 (T. Student).

Figura 7- Tempo de ocorréncias de movimentos estereotipados (grooming).
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Legenda: Tempo de ocorréncias de movimentos estereotipados (grooming). Os dados foram
expressos em média + erro padrdo, n= 10 para cada grupo. +Diferencga significativa entre o GnA (SAL)
e GA (LPS) p< 0,05 (T. Student).

4.1.2 Avaliacao da atividade locomotora e movimentos de auto-limpeza em
Campo Aberto

O Teste de Habituacdo ao Campo Aberto foi utilizado para avaliar a
atividade locomotora dos animais (crossings, rearing e visitas ao centro) e
comportamento de auto-limpeza, apdés o tratamento crénico com agomelatina. A
Figura 8, mostra que o tratamento com agomelatina por 14 dias consecutivos, na
dose de 2,5mg/kg, foi capaz de provocar aumento significativo [(F=2,562: e
p=0,029)] no numero de crossing de animais jovens (PN17-20) expostos ao LPS em
periodo pré-natal quando comparados aos animais que receberam salina também
em periodo pré-natal e o mesmo tratamento. Resultados semelhantes s&o
encontrados quando os mesmos parametros foram avaliados em animais adultos
(PN 45-60) (F=5,719 e p=0,036) (Figura 9). Além disso, a agomelatina (40mg/kg)
administrada em animais ndo expostos ao LPS diminuiu o numero de crossings
[(F=5,719 e p=0,01)].
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Figura 8 — Efeito da agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg em ratos jovens sobre o

numero de crossing.
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SAL-SAL SAL-25 SAL-10,0 SAL-40,0 LPS-SAL LPS-25 LPS-10,0 LPS-40,0
GnA(n=37); SAL-SAL(n=10); SAL-2,5(n=10); SAL-10(n=10); SAL-40(n=7"
GA(n=39); LPS-SAL(n=10); LPS-2,5(n=10); LPS-10(n=9); LPS-40(n=10).
Legenda: Efeito da agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) sobre o niumero de episddios de crossing em
ratos jovens. Com *GnA - grupo ndo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05 (Tukey);
#GA- grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS)
com p<0,05 (T. Student).
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Figura 9 - Efeito da agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg em ratos adultos sobre o

numero de episodios de crossing.

Crossing
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SAL-SAL SAL-25 SAL-10,0 SAL-40,0 LPS-SAL LPS-25 LPS-10,0 LPS-40,0

GnA(n=34); SAL-SAL(n=6); SAL-2,5(n=8); SAL-10(n=9); SAL-40(n=10
GA(n=30); LPS-SAL(n=8); LPS-2,5(n=6); LPS-10(n=8); LPS-40(n=8)
Legenda: Efeito da agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) sobre o niumero de episddios de crossing em
ratos adultos. Com *GnA - grupo ndo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05 (Tukey);
#GA- grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS)
com p<0,05 (T. Student).

A atividade exploratéria foi avaliada a partir do numero de episédios de
rearing. A Figura 10 mostra que a agomelatina ndo teve efeito significativo na
atividade exploratoria em animais jovens, no entanto, os animais adultos expostos
ao LPS em periodo pré-natal tiveram um aumento significativo (F=1,67 e p=0,35)
neste mesmo parametro apos tratamento crénico de agomelatina, na dose de

40mg/kg (Figura 11) quando comparados aos animais n&o expostos.
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Figura 10 - Efeito da agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg em ratos jovens sobre o

numero de episodios de rearing.
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GA(n=38); LPS-SAL(n=10); LPS-2,5(n=10); LPS-10(n=8); LPS-40(n=10)

Legenda: Efeito da agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) sobre o nimero de episédios de rearing em ratos
jovens. Com *GnA - grupo néo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05(Tukey); #GA-
grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com
p<0,05 (T. Student).
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Figura 11 - Efeito da agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg em ratos adultos sobre o

numero de episodios de rearing.
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GnA(n=37); SAL-SAL(n=9); SAL-2,5(n=10); SAL-10(n=9); SAL-40(n=3

GA(n=30); LPS-SAL(n=7); LPS-2,5(n=8); LPS-10(n=8); LPS-40(n=7)
Legenda: Efeito da agomelatina (2,5, 10 e 40 mg/kg) sobre o numero de episddios de rearing em ratos
adultos.Com *GnA - grupo ndo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05(Tukey); #GA-
grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com
p<0,05 (T. Student).

Visita ao centro tem sido utilizado como parametro para medir a ansiedade
ou comportamento de risco.’”®® O transtorno da ansiedade tem sido uma das
comorbidades mais comuns encontradas nos pacientes com TEA'®® . A Figura 12
mostra que o0s animais jovens expostos ao LPS entraram com mais frequéncia no
centro da arena de campo aberto apos tratamento com agomelatina, na dose de
2,5mg/kg e 10 mg/kg (F=2,983 e p=0,023; F=4,592 e p=0,022 respectivamente),
quando comparados aos animais ndo expostos ao LPS e que tiveram o mesmo
tratamento. Quando adultos, os animais tratados com LPS em periodo pré-natal
mostraram diminuicdo no numero de entradas no centro da arena apos tratamento
com agomelatina na dose de 40mg/kg (F=4,592 e p=0,06) quando comparados aos

animais sem tratamento, como apresentado na Figura 13.
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Figura 12 - Efeito da administragdo de agomelatina (2,5,10 e 40) mg/kg em ratos
jovens sobre o numero de visitas ao centro.
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GA(n=40); LPS-SAL(n=10): LPS-2,5(h=10); LPS-10(n=10); LPS-40(n=10)

Legenda: Efeito da administragcdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) sobre o niumero de visitas ao
centro. Com *GnA - grupo néo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05 (Tukey); #GA-

grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com
p<0,05 (T. Student).
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Figura 13 - Efeito da administragcdo de agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg em ratos

adultos sobre o numero de visitas ao centro.
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GnA(n=38); SAL-SAL(n=10); SAL-2,5(n=10); SAL-10(n=9); SAL-40(n=9;
GA(n=33); LPS-SAL(n=10); LPS-2,5(n=8); LPS-10(n=7); LPS-40(n=8)
Legenda: Efeito da administragcdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) sobre o niumero de visitas ao
centro. Com *GnA - grupo ndo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05 (Tukey); #GA-
grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com
p<0,05 (T. Student).

As atividades de auto-limpeza nos animais jovens expostos ao LPS pré-natal
pode ser demostrada apos o tratamento crénico de agomelatina com significancia
para os episddios de quantidade de grooming na analise de variancia de T. de
student com [(T=0,796 e p=0,003)] quando comparados ao grupo nao exposto, com
significancia também para a dose de 10mg/kg de agomelatina [(F=1,162 e p=0,042)].
ApOs analise de post-hoc de Tukey, a agomelatina demostrou reverter os episddios
de grooming em todas as doses 2,5,10 e 40mg/kg [(F=1,162 e p=0,002; F=1,162 e
p=0,031; F=1,162 e p= 0,003)] respectivamente (Figura 14). O tempo de grooming
nos ratos jovens também mostrou significancia para o grupo exposto ao LPS [(T=
4,811 e p=0,004)] e aumento significativo da dose de 40mg/kg de agomelatina nos
animais ndo expostos (Figura 15).
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Nos animais adultos expostos ao LPS pré-natal apds o tratamento crénico
com agomelatina também apresentou significaAncia para os episodios de quantidade
de grooming na analise de variancia de T. de Student com [(T=13,041 e p=0,006)],
quando comparados com o nao exposto, com significancia também para a dose de
10mg/kg de agomelatina de [(T=0 e p= 0,042)]. Apds analise de post-hoc de Tukey,
a agomelatina demostrou reverter os episédios de grooming em todas as doses
2,5,10 e 40mg/kg [(F= 3,835 e p=0,002; F=3,835 e p=0,031; F=3,836 e p= 0,003)]
respectivamente (Figura 16). O tempo de grooming nos ratos adultos também
mostrou significAncia para o grupo exposto ao LPS [(T= 3,544 e p=0,002)] e
aumento significativo da dose de 40mg/kg de agomelatina nos animais n&o expostos
[(F=3,544 p=0,002)] (Figura 17).

Figura 14 — Efeito da administracdo de agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg em ratos

jovens sobre a quantidade de grooming.
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GA(n=40); LPS-SAL(n=10); LPS-2,5(n=10); LPS-10(n=10); LPS-40(n=10)
Legenda: Efeito da administracdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) sobre a quantidade de
ocorréncias grooming. Com *GnA - grupo ndo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com
p<0,05(Tukey); #GA- grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA
(SAL x LPS) com p<0,05 (T. Student).
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Figura 15 - Efeito da administragdo de agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg em ratos

jovens sobre o tempo de ocorréncias de grooming.
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GA(n=40); LPS-SAL(n=10); LPS-2,5(n=10); LPS-10(n=10); LPS-40(n=10)
Legenda: Efeito da administracdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) sobre o tempo de ocorréncias
de grooming. Com *GnA - grupo nao exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05 (Tukey);
#GA- grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS)
com p<0,05 (T. Student).
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Figura 16 - Efeito da administragdo de agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg em ratos

adultos sobre a quantidade de grooming.
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GnA(n=40); SAL-SAL(n=10); SAL-2,5(n=10); SAL-10(n=10); SAL-40(n=10’
GA(n=40); LPS-SAL(n=10): LPS-2,5(h=10); LPS-10(h=10); LPS-40(n=10)

Legenda: Efeito da administracdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) sobre a quantidade de
grooming.Com *GnA - grupo ndo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05 (Tukey); #GA-
grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com
p<0,05 (T. Student).
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Figura 17 - Efeito da administragcdo de agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg em ratos

adultos sobre tempo de ocorréncias de grooming.

Grooming Tempo

25 T T T T
* GNA(SAL X SAL) p < 0,05 (Tukey)

# GA(LPS X SAL) p < 0,05 (Tukey) et s adro
+GNA X GA (SAL X LPS) p <0,05 (Student)
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GnA(n=40); SAL-SAL(n=10); SAL-2,5(n=10); SAL-10(n=10); SAL-40(n=10
GA(n=40); LPS-SAL(n=10): LPS-2,5(h=10); LPS-10(h=10); LPS-40(n=10)

Legenda: Efeito da administracdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) sobre tempo de ocorréncias de
grooming. Com *GnA - grupo ndo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05 (Tukey); #GA-
grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com
p<0,05 (T. Student).

4.1.3 Avaliagcao de parametros de interagdo social apés o tratamento com

agomelatina

Uma das caracteristicas mais relevantes do TEA é a diminuic&do na interagao
social, manifestando de diferentes formas como por exemplo: isolamento ou
comportamento social improprio, dificuldade em participar de atividades em grupo,
indiferenca afetiva ou demonstragdes inapropriadas de afeto e falta de empatia
social.’® O Quadro 2, apresenta os parametros avaliados no Teste de Interagdo
Social em animais jovens e adultos. Os resultados mostraram que animais jovens
expostos ao LPS em periodo pré-natal tiveram diminuicdo nos parametros cheirar
[(F=8,171 e p=0,027)] e permitir a monta [(F=4,395 e p=0,545)] quando comparados
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aos animais ndo expostos. A agomelatina teve efeito negativo nos parametros
permitir a monta nas doses de 10 e 40mg/kg [(F=4,395 e p=0,030 F=4,395 e
p=0,006 respectivamente)] e cheirar, na dose de 2,5mg/kg (F e P) quando
comparados 0s animais expostos e ndo expostos ao LPS. Por outro lado, o tempo
de seguir o animal intruso foi significativamente maior [(F=5,766 e p=0,017)] em
animais expostos ao LPS em periodo pré- natal e tratados cronicamente com
agomelatina na dose de 10mg/kg, quando comparados aos animais ndo expostos e
gue receberam o mesmo tratamento.

A exposicdo ao LPS em animais adultos ndo mostrou nenhum resultado
significativo quando comparados os animais expostos e ndo expostos em periodo
pré-natal no parametro cheirar e permitir a monta. Porém, o tratamento com
agomelatina, na dose de 40mg/kg, mostrou efeito positivo no parametro seguir
quando comparados o0s animais expostos e ndo expostos ao LPS que receberam o
mesmo tratamento [(F=2,945 e p=0,017)].

Quadro 2 - Resultados da Interacdo social apds administracido cronica de
agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg com média*erro padrao para GnA X GA (SAL x
LPS) com p<0,05 (T. Student).

2,5mg 10,0 mg 40,0 mg
JOVENS Média Média Média
P "Gnal ea | P [enal Ga | P |Gna| ca
0.02 | 2350 | 18.40 | 056 | 23.50 | 22.22 | 0.48 | 16.20 | 15.00
Cheirar 7 | o o | 8 | o o | o | o 0
1,00 0.01 18.80 | 0,08
S, o | 8500 | 6,500 | O | e670 | 1% | O2° | 2,380 | 7,300
Permitir 0.54 0.03 | 12.00 0.00 [ 11.80
o o | 5,100 | 5,100 | 0% | 1420 | 4,000 | 262 | 10 1 4,400
2,5mg 10,0 mg 40,0 mg
ADULTOS Média Média Média
P 'ena| 6A | P [Gna | 6a | P [Gna | GA
0.10 | 58,70 | 41.00 | 0.72 | 51,50 | 47,00 | 0.65 | 27.70 | 58.00
Cheirar 8 | o o | 3| o o | 3| o 0
. 0141 4 250 | 2.600 | @11 | 2.560 | 8.430 | 221 | 0,600 | 2,500
Seguir 1 9 7
Permitir 0371 0.140 | 0,000 | 297 | 1,000 | 3,830 | 2:98 | 0.000 | 5,380
Monta 7 6 2
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4.1.4 Descricao geral dos parametros comportamentais avaliados a partir do

tratamento crénico com agomelatina.

Sumarizando, o Quadro 3 apresenta a descricdo geral das alteracdes
comportamentais encontradas apdés o tratamento crénico com agomelatina nas

diferentes doses de estudos.

Quadro 3 - Efeito da administracdo de agomelatina (2,5,10 e 40) mg/kg sobre os
parametros comportamentais com +GnA X GA (SAL x LPS) com p<0,05 (T.
Student).

JOVENS 2,5 mg 10,0 mg 40,0 mg
p |Médial| p |Meédial p |Média
Crossing 0,029 A [0,062] A |0814] ¥
Centro 0,023 A (0,022 A 0,439 A
Rearing 0,061 A (0,105 A (0,832 #A
Quantidade
Grooming 0,590 A 10,042 A 10,240
Tempo Grooming |0,097| ¥ [0,192| A |0628) ¥
Cheirar 0,027 ¥ (0,568 A |0480] WV
Seguir 1,000 = [0,017] A4 [0,083] W
Permitir Monta 0,545 = 0,030 ¥ |0,006| W
ADULTOS 2,5 mg 10,0 mg 40,0 mg
p |Média| p |Média| p |Media
Crossing 0,036 A |0527] ¥ 0529 A
Centro 0,327 A 10,699 A 0,142, A
Rearing 0913| A |0643| ¥ (0,035
guantidade 0693 ¥ |0042] 4 |0563 W
rooming
Tempo Grooming [0,548| ¥ [0,845| ¥ (0240 ¥
Cheirar 0,108 ¥ 0,723 ¥ |0,653| A
Seguir 0,141 4 |o0,119] 4 [0,017| A
Permitir Monta 0,377 = 10,076 A [0,082| A
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4.2 ANALISES BIOQUIMICAS

4.2.1 Medida de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A medida de dano oxidativo em lipidios foi avaliada a partir da concentragao
de malondialdeido (MDA) em cerebelo, cértex posterior, estriado, hipocampo e
cortex pré-frontal de animais expostos ao LPS em periodo pré-natal e que
receberam tratamento crénico com diferentes doses de agomelatina e seus
respectivos grupos controle. Os resultados mostraram que o LPS foi capaz de
aumentar a concentragdo de MDA nas estruturas encefalicas estudadas, com
valores significativos em cerebelo (F=1,954 e p= 0,008), cortex posterior (F=2,933 e
p=0,0015) e hipocampo (F=5,060 e p=0,0025) de ratos jovens. No entanto, o
tratamento com agomelatina n&o foi capaz de reverter o dano, conforme

apresentado na Figura 18.

Figura 18 - Medida de substancias reativas ao TBARS no tecido nervoso de animais
jovens (A) e adultos (B) e efeito da administragdo de agomelatina (2,5/10 e 40)

mg/kg.
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Legenda: Medida de substancias reativas ao TBARS no tecido nervoso de animais jovens (A) e
adultos (B) e efeito da administracdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) Com *GnA - grupo nao
exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05(Tukey); #GA- grupo exposto ao LPS pré-natal
(LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com p<0,05 (T. Student).

4.2.2 Medida do dano oxidativo em proteinas do grupo carbonil

A Figura 19 mostra que a exposigéo pré-natal com LPS n&o revelou dano
oxidativo em proteinas do grupamento carbonil em nenhuma das doses e idades
estudadas. A agomelatina, por sua vez, diminuiu o dano oxidativo em hipocampo de
ratos adultos quando comparados ao grupo LPS x SAL [(F=3,815 e p=0,033; F=-
3,815 e p=0,006; F=3,815 e p=0,013; nas doses 2,5, 10 e 40 mg/kg

respectivamente.

Figura 19 - Medida de dano oxidativo em proteinas do grupo carbonil no tecido
nervoso de animais jovens (A) e adultos (B) e efeito da administragdo de
agomelatina (2,5/10 e 40) mg/kg.
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Legenda: Medida de dano oxidativo em proteinas do grupo carbonil no tecido nervoso de animais
jovens (A) e adultos (B) e efeito da administragdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) Com *GnA -
grupo ndo exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05(Tukey); #GA- grupo exposto ao LPS
pré-natal (LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com p<0,05 (T. Student).
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4.2.3 Atividade da Catalase (CAT)

A Figura 20 mostra que a exposigcao pré-natal ao LPS causou diminui¢cao
significativa na atividade da enzima antioxidante catalase em hipocampo de ratos
jovens [(T=0,313; p=0,0020] e em cortex posterior [(T=4,721 e p= 0,018)] e cortex
pré-frontal [(T=2,97 e p= 0,018)] de ratos adultos. No entanto, o tratamento crénico

com agomelatina n&do mostrou efeito protetor a este parametro avaliado.

Figura 20 - Medida de atividade da catalase (CAT) no tecido nervoso de animais

jovens (A) e adultos (B) e efeito da administragdo de agomelatina (2,5/10 e 40)
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Legenda: Medida de atividade da catalase (CAT) no tecido nervoso de animais jovens (A) e adultos
(B) e efeito da administragdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) com *GnA - grupo nao exposto ao
LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05(Tukey); #GA- grupo exposto ao LPS pré-natal (LPS X SAL)
com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com p<0,05 (T. Student).
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4.2.4 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase, demonstrou significativamente
diminuida em todas as estruturas encefalicas analisadas de animais jovens expostos
ao LPS em periodo pré-natal, representadas pelo cerebelo [(T=6,316; p= 0,001)];
cortex posterior [(T=10,103 e p= 0,004)]; estriado [(T=8,223 e p= 0,001)]; hipocampo
[(T= 4,239 e p= 0,001)] e cortex pré-frontal [(T=9,081 ; p= 0,001)]. O tratamento com
agomelatina reverteu essa condigdo, aumentando a atividade antioxidante da SOD
em cerebelo, nas doses 2,5,10 e 40 mg/kg [( F=12,881 e p= 0,031; F=12,881 e
p=0,008; F= 12,881e p=0,001)], respectivamente; em coértex posterior e estriado, na
dose de 2,5mg/k com [(F=12,75 ; p= 0,04; F=27,072 e p= 0,003)], respectivamente e
em hipocampo, a dose de 10mg/kg [(F=8,78 e p= 0,029)].

No entanto, quando analisados os niveis de SOD em animais adultos, a
agomelatina ndo apresentou efeito protetor.

Figura 21 - Medida da atividade superéxido dismutase (SOD).
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Legenda: Medida da atividade superéxido dismutase (SOD) no tecido nervoso de animais jovens (A) e
adultos (B) e efeito da administracdo de agomelatina (2,5,10 e 40 mg/kg) Com *GnA - grupo nao
exposto ao LPS pré-natal (SAL X SAL) com p<0,05(Tukey); #GA- grupo exposto ao LPS pré-natal
(LPS X SAL) com p<0,05 (Tukey) e +GnA X GA (SAL x LPS) com p<0,05 (T. Student).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou a acdo da agomelatina sobre parametros
comportamentais e bioquimicos no encéfalo de ratos Wistar expostos ao LPS (100
Mg/kg no GD 9,5) em periodo pré-natal. Apos 14 dias consecutivos, os animais foram
submetidos ao tratamento crénico com agomelatina nas doses (2,5,10 e 40) mg/kg
onde, comportamento social foi comprometido com aumento nas ocorréncias de
movimentos estereotipados, validando o modelo ja reproduzido em outros estudos 53,
125 Os resultados desse estudo mostraram que a exposigdo pré-natal ao LPS em
animais jovens nos testes realizados em arena de campo aberto foi capaz de
promover modificagdes de carater comportamental e bioquimico.

Uma avaliagdo da ansiedade em roedores pode ser medida analisando a

disposicdo do animal em explorar um ambiente novo '°'.

Nas avaliacbes
comportamentais desse estudo, o teste exploratério “Open Field” para o parametro
‘visita ao centro”, em animais em idade jovem, mostrou-se aumentado apds a
administragdo crénica de agomelatina nas doses 2,5 e 10mg/kg. Isso significa que
0s animais jovens com comportamento autista, expostos ao LPS pré-natal,
diminuiram o comportamento de ansiedade e risco ao receberem essas dosagens.
Esse parametro tem sido muito utilizado em estudos pré-clinicos em modelos de

8 O transtorno da ansiedade tem sido uma das

A 40,189.

transtorno de ansiedade
comorbidades mais comuns encontradas nos pacientes com TE

Estudos tém demonstrado as propriedades ansioliticas de agomelatina em
modelos animais °%'%*'%2. Tem sido sugerido que o efeito ansiolitico pode estar
relacionado com propriedade antagonista 5-HT,c do farmaco. Em estudo com

animais que carecem geneticamente desses receptores mostrou-se uma redugao no

169,192 53,54 A

niveis de ansiedade , especialmente em hipocampo e amigdala
atividade do tipo ansiolitica € compativel com o clorazepato de benzodiazepina no
teste do labirinto em cruz elevado, onde a dose a partir de 40mg/kg conseguiu
aumentar a entrada nos bragos abertos do labirinto durante o periodo do ciclo de luz
diurno. Sua acéo ansiolitica no labirinto de cruz depende do mecanismo de bloqueio
sinérgico dos receptores de 5-HT,c e de receptores MT 4/ MT ,. Esta concluséo
baseia-se nas observacdes de que essa agao ndo depende do momento de sua
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administragdo do (isto é, de manha ou a noite) °° , isso é confirmado a partir dos
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resultados de nosso estudo que demonstrou um efeito semelhante quando
administrado duas horas antes do anoitecer.

Estudos que corroboram com nossos resultados na acgdo ansiolitica da
agomelatina foram demostrados na administragdo crénica com doses de (40-50
mg/kg, ip) por 21 dias consecutivas, revertendo o aumento da ansiedade em
modelos de depress&o, tais como modelo de estresse pré-natal.”®®® Em outro
estudo experimental os ratos que receberam a dose de 50 mg/kg por 3 dias,
exibiram significativamente comportamento menos ansioso. Nesse modelo, o efeito
ansiolitico da agomelatina foi acompanhada por uma normalizagdo da expressao de
genes relacionados com ciclo circadiano '%°.

Evidéncias crescentes demostraram associagdao entre a comorbidade
ansiedade e disturbio do sono ja na populagdo em geral, com uma acentuada
prevaléncia de insOnia entre os individuos com o transtorno de ansiedade (70-90%)
42 Além disso, tem-se encontrado altas taxas de ansiedade também em criancas e
adolescéncias com diagndstico de TEA, onde fobias sociais, transtorno obsessivo-
compulsivo e disturbios do sono sdo mais prevalentes *>. Em amostras clinicas,
aproximadamente 55% das criangas com TEA foram encontradas dentro dos
critérios de diagndstico para pelo menos um transtorno de ansiedade %0 que
ainda nao esta claro é se os sintomas da ansiedade constituem uma condigao
separada ou alinhada estreitamente com os sintomas do TEA '®*. O isolamento
social do TEA pode parecer muito semelhante com a evitagdo social do transtorno
da ansiedade o que confunde os profissionais na hora de fazer o diagnéstico '**. A
ansiedade em pacientes autistas podem amplificar os sintomas da sindrome e
desencadear maiores dificuldades comportamentais.

Parametros comportamentais de ansiedade e interacédo social avaliados em
animais com comportamento autista apresentaram efeitos positivos apdés o
tratamento crénico com agomelatina.

Sabe-se que uma das caracteristicas mais relevantes do TEA é a diminuig&o
na interacdo social, manifestada por caracteristicas como: isolamento ou
comportamento social improprio, dificuldade em participar de atividades em grupo,
indiferenca afetiva ou demonstragdes inapropriadas de afeto e falta de empatia
social '®°. Um estudo realizado por Karen e colaboradoes (2010) '*°, mostrou que o
estresse pré-natal aumentou o nivel de ansiedade em animais experimentais a partir

da diminuicdo da interacdo social. Neste mesmo estudo, os autores levantam a
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hipétese que a mudanga nas condicbes do ambiente intrauterino e niveis de
ansiedade podem estar associados. Os achados de nosso estudo corroboraram com
estudos prévios ' | demonstrando que uma condigdo pré-natal alterada, neste caso
a partir da mimetizacdo de uma infeccdo bacteriana, foi capaz de comprometer o
desenvolvimento neuroldgico a ponto de induzir um comportamento autista na prole.
Com o objetivo de reverter o comprometimento comportamental da prole, a
agomelatina foi administrada cronicamente e o mostrou-se eficaz no parametro
“seguir’ avaliado no teste de interagdo social tanto em animais jovens quanto
adultos. Esse mesmo tratamento amenizou os sintomas de comportamento ansioso
avaliados pelo nimero de visitas ao centro. E possivel que a agdo ansiolitica da
agomelatina encontrada neste modelo experimental possa estar relacionada
primeiramente ao seu mecanismo de agdo que antagoniza os receptores
serotonérgicos 5-HT,c altamente expressos em regides do sistema limbico, além de
estar relacionada a tentativa de resincronizar o ciclo circadiano, também alterado no
TEA.

Embora nenhum estudo até o presente tenha demonstrado a relagao direta
de alteracdo em niveis de um biomarcador especifico para o TEA, algumas linhas
sugerem que alteragdes no sistema serotoninérgico possa representar um alvo
importante para a compreenséo da fisiopatologia desta sindrome. A serotonina (5-
HT) tem fung¢des especificas no SNC e na periferia, regulando muitas atividades
fisiolégicas '°°. Em estudos com seres humanos, o 5-HT tem sido demonstrado ser
importante para o desenvolvimento do cérebro tanto pré como pds-natal, regulando
em ambos o crescimento e a maturagdo de neurdnios '*’. Problemas na sinalizagdo
serotoninérgica tém sido implicados em comorbidades manifestadas no TEA™® | e
alguns dados sugerem uma associagdo entre a hiperserotonemia (encontrada em
25-35% de individuos autistas '®® com comportamento estereotipado ou auto-
agressivo 2%°.

A relacdo proxima entre estresse oxidativo e desenvolvimento do TEA tém
sido suportada extensamente pela literatura cientifica. A alteragcdo de condigdes
ambientais, como manipulacdo do ambiente intra-uterino, pode contribuir para o
desenvolvimento de doengas neuroldgicas, indicando que o sistema nervoso é um
alvo particularmente susceptivel & essas alteragdes.'* A interferéncia no ambiente
intra-uterino influencia no estado redox celular, promovendo estresse oxidativo e

iniciando respostas adaptativas que incluem a redugao da atividade de metilagégo '
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A metilagdo tem um papel importante na sintese e compactagcdo da mielina e
representa um passo importante no desenvolvimento do SNC 2% e qualquer
alteracado neste processo conduz a um atraso na sincronizacdo neuronal que é uma
caracteristica tipica do TEA 2%,

O estresse oxidativo resultante da producgao e liberacdo de radicais livres
tem sido implicado ao desenvolvimento do TEA. Evidéncias apontam para aumento
dos niveis de estresse oxidativo em regides encefalicas de individuos autistas
especialmente em lobo temporal, frontal, hipocampo e cerebelo.?*?% Estudos pos-
mortem com avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo em criangas autistas
apresentaram niveis elevados de hidroperoxidos de lipidos no cerebelo e cortex
temporal ?®. Considerando esses achados, entre os objetivos deste estudo estava
avaliar parametros de estresse oxidativo em estruturas encefalicas a partir da
ativacdo imunologica materna. Os resultados mostraram a diminuigdo da atividade
da enzima antioxidante superoxido dismutase no tecido nervoso dos animais
experimentais em animais expostos ao LPS em periodo pré-natal, que foi revertida
pelo tratamento com agomelatina. Os resultados mais expressivos em animais
jovens quando comparados aos animais adultos podem estar relacionados com o
nivel de desenvolvimento encefalico. O cérebro em desenvolvimento, ou jovem, é
mais excitavel que o cérebro maduro, o que o torna mais vulneravel. Esta maior
excitabilidade se deve a combinagdo de inumeros fatores, tais como: o rapido
crescimento e desenvolvimento que torna o cérebro imaturo mais vulneravel a

7

insultos exdgenos 207 neurotransmissores como o GABA e glicina que enquanto

exercem atividade inibitéria no cérebro maduro, realizam atividade excitatéria no
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imaturo o predominio de sistema de sinalizagdo excitatério em relacédo ao

inibitério  facilitando a instalagdo e a propagagdo da atividade elétrica

sincronizada.?®®

e a manifest¢gdo da sintomatologia autista.

A melatonina é citada por seu efeito antioxidante e por exercer efeito protetor
contra dano oxidativo em células do sistema nervoso. Considerando a agao agonista
de melatonina exercida pela agomelatina, € possivel que esta substancia possa
representar um alvo terapéutico para o tratamento dos sintomas do TEA, atenuando
os efeitos do estresse oxidativo e protegendo o tecido nervoso contra o processo de
apoptose referidos na fisiopatologia desta sindrome. 21 Em nossos achados, o
tratamento crénico com agomelatina foi capaz de aumentar os niveis da enzima

superoxido dismutase no cortex posterior, estriado, hipocampo e cerebelo dos ratos
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jovens. O efeito protetor da agomelatina, nesta condi¢do, pode estar associado ao
mecanismo de acao na interacdo dos sistemas melatonérgicos e serotonérgicos. Em
um estudo utilizando um modelo animal de estresse agudo, a agomelatina reduziu o
efluxo de GABA nas regides do hipocampo e amigdala aumentando a variedade de
medidas de neuroplasticidade através do sinergismo metatonina/serotonina %'".

No geral, a base neurobiolégica do TEA permanece pouco compreendida,
em grande parte devido a dificuldades na obtengdo de amostras post mortem de
qualidade e a falta de informacdes sobre o desenvolvimento inicial do cérebro. No
entanto, uma série de estudos neuroanatdémicos mostram conectividade neuronal
anormal no cerebelo de pacientes autistas, com redugcdo das células de Purkinje20 .
O suposto papel do cerebelo na fisiopatologia do TEA deixou de ser restrito a
disfungbes sensoriais € motoras e passou a ganhar mais espago a partir do
momento em que foi relacionado com areas associativas do sistema nervoso e com
fungdes cognitivas. Além do cerebelo, outras regides associadas com a cognigao
como o cortex pré-frontal e coértex anterior, também apresentam conectividade
alterada comprometendo fungdes de linguagem, memodria e cognicdo social "%,
todas relacionadas com o TEA.

Embora haja uma crescente evidéncia de que a ativagdo imune materna
possa alterar aspectos comportamentais e bioquimicos de animais com
comportamento autista, os mecanismos exatos que envolvem essas alteracoes,
provocando o comprometimento encefalico na prole ainda permanecem incertos. Os
resultados obtidos nesse estudo sugerem que a agomelatina possa apresentar
efeitos positivos para o TEA. Estudos mais especificos envolvendo melhoria
terapéutica do TEA podem representar perspectivas futuras a novos pesquisadores
uma vez que, a agomelatina ja comprovou eficacia em outras doengas com

sintomatologia semelhante.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que a exposicao pré-
natal ao LPS causou comportamentos caracteristicos do espectro autista a partir do
aumento do numero de movimentos repetitivos e estereotipados em ratos Wistar,
confirmando a hipotese de que a interferéncia imune materna esta relacionada ao
desenvolvimento da sindrome.

O tratamento crénico com agomelatina foi capaz de reverter sintomas de
ansiedade e estereotipia, além de melhorar os parametros de interacdo social. Nas
analises bioquimicas, o tratamento com agomelatina aumentou a atividade da
superoxido dismutase, mostrando efeito protetor, neste aspecto, contra o estresse
oxidativo causado pela administracao pré-natal de LPS.

Um dos frutos que podem ser colhidos com esse estudo é a aplicagao desse
modelo experimental de autismo na intervengdo farmacologica para buscar um
possivel tratamento para o TEA, uma doenga grave, crénica e de alta prevaléncia.
Nossos resultados mostraram a acdo de um agonista metalonérgico em sinergirmo
com antagonista serotonérgico que trouxe, em partes, resultados positivos para
manifestacdes clinicas associadas ao TEA.

Como perpectiva, nossos resultados abrem caminhos para novos estudos
sobre o efeito da agomelatina no disturbio do sono e ansiedade no TEA. Outros
estudos com o farmaco ja mostraram sua eficacia em transtornos da ansiedade e
humor e na ressincronizagdo do ciclo do sono, o que confere a agomelatina um
provavel contribuinte na melhoria da qualidade de vida do autista e de seus
cuidadores.
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