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RESUMO

Introducdo: o Transtorno do Espectro Autista é um distarbio do
neurodesenvolvimento com graus variaveis de comprometimento nos individuos.
Os déficits na comunicacdo social e a presenca de padrdes comportamentais
restritos e repetitivos sdo essenciais para o diagndstico. Fatores etiologicos
como neuroinflamagéo e estresse oxidativo no Sistema Nervoso Central podem
estar envolvidos na sua fisiopatogénse. O crescente aumento da prevaléncia
preocupa a comunidade cientifica e impulsiona a realizacao de estudos, inclusive
nas possibilidades terapéuticas para melhora comportamental.

Objetivo: avaliar os efeitos do uso de risperidona e aripiprazol sobre os
parametros comportamentais e estresse oxidativo em um modelo experimental
de autismo.

Métodos: Para indugdo do modelo animal de autismo foi realizada ativagao
imune materna usando LPS. As fémeas da prole foram separadas em dois
grupos: tipo-autista e ndo-autista. Em seguida, foram divididas em grupos
conforme o tratamento que receberam: risperidona ou aripiprazol ou salina,
durante 21 dias. A partir do PND 43 os animais foram submetidos aos testes
comportamentais. Apos, foram encaminhados para eutanasia e as estruturas
encefalicas (hipocampo e cortex pré-frontal) dissecadas e o material enviado
para analise bioquimica de TBARS, Carbonilacdo protéica, SOD e CAT.

Resultados: A ativacdo imune materna na prole foi confirmada através do
parametro de cheirar do teste de interacédo social. O tratamento com aripiprazol
e risperidona foi capaz de melhorar alguns padrbes comportamentais de
interacdo social e memdéria de curto prazo, com tendéncia a melhores resultados
com aripiprazol. Em relacdo aos dados avaliados referentes ao estresse
oxidativo, os resultados néo foram significativos.

Palavras-chave: Transtorno do Espectro Autista, aripiprazol, risperidona,
lipopolissacarideos, estresse oxidativo



ABSTRACT

Introduction: Autistic Spectrum Disorder is a neurodevelopmental disorder with
varying degrees of impairment in individuals. Social comununication deficits and
the presence of restricted and repetitive behavioral patterns are essential for the
diagnosis. Etiological factors such as neuroinflammation and oxidative stress in
the Central Nervous System may be involved in its pathophysiology. The rising
prevalence increases concern for the scientific community and drives studies,
including the therapeutic possibilities for behavioral improvement.

Objective: To evaluate the effects of risperidone and aripiprazole use on
behavioral parameters and oxidative stress in an experimental autism model.

Methods: To induce the animal model of autism, maternal immune activation was
performed using LPS. The offspring females were separated into two groups:
autistic type and non-autistic type. Then, they were divided into groups according
to the treatment they received: risperidone or aripiprazole or saline for 21 days.
From PND 43 the animals were submitted to behavioral tests. Afterwards, they
were referred for euthanasia and the brain structures (hippocampus and
prefrontal cortex) dissected and the material sent for biochemical analysis of
TBARS, protein carbonylation, SOD and CAT.

Results: Maternal immune activation in offspring was confirmed by the smelling
parameter of the social interaction test. Treatment with aripiprazole and
risperidone was able to improve some behavioral patterns of social interaction
and short-term memory, with a tendency for better outcomes with aripiprazole.
Regarding the oxidative stress evaluated data, the results were not significant.

Keywords:  Autistic  Spectrum  Disorder, aripiprazole, risperidone,
lipopolysaccharides, oxidative stress
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1.INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma doenca do
neurodesenvolvimento, que pode se manifestar com diferentes niveis de
comprometimento?!. Segundo o Centro de Controle de Doencas (do inglés, CDC
— Control Disease Center), nos Estados Unidos no ano de 2012 havia uma
prevaléncia de 1:68 em criancas com 8 anos de idade?. Novo estudo do ano de
2014 relatou prevaléncia nos Estados Unidos de 1:50° e outro mais recente
publicado em 2018 de 1:40%, também no Estados Unidos e com criangas de 3 a
17 anos. O TEA é cerca de 4,5 vezes mais comum nas crian¢gas do sexo
masculino®®

Conforme dltima revisdo do Manual Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais (do inglés, DSM — Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders), de 2013, a classificacdo diagndstica de TEA é realizada
guando ha presenca de déficits persistentes na comunicacdo verbal e ndo-
verbal, e na interacédo social, em multiplos contextos, além de padrdes restritos
e repetitivos, seja em comportamentos, interesses e/ou atividades?. Estes podem
ser motores como estereotipias, vocais e realizacdo de atividades de maneira
inflexivel e ritualizadas!. Os sintomas devem estar presentes precocemente, no
periodo do desenvolvimento e gerar prejuizos na vida destes pacientes. Ainda,
0s sintomas podem ser classificados quanto a gravidade e se ha presenca de
deficiéncia intelectual associada ou outras condicdes médicas ou genéticas®’.

Diversos mecanismos sdo estudados em busca de respostas quanto a
etiologia do TEA. Pesquisas a respeito de ativacdo imune materna, estresse
oxidativo no sistema nervoso central (SNC) e neuro-inflamacédo ja evidenciam
possiveis fatores causais®1°.

O tratamento dos pacientes com TEA tem como objetivos melhorar a
interacdo social e diminuir comportamentos de padrdes repetitivosttt?,
Preferencialmente deve ser multidisciplinar, com auxilio de fonoaudidlogo,
psicélogo e pedagogo. Nos casos em que as manifestacdes clinicas séo
exacerbadas, causam algum tipo de prejuizo, dificultam o acompanhamento ou
evolucao dos pacientes existe indicacao de tratamento medicamentoso. O FDA
(do inglés, Food and Drugs Administration), departamento de administracdo de

drogas e alimentos dos Estados Unidos, aprovou duas medicagdes para o
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tratamento do TEA, sendo que o primeiro foi a risperidona'®'* e o segundo o
aripiprazol*®®>, De maneira habitual, tais substancias sdo prescritas para
tratamento de transtornos psiquiatricos, como esquizofrenia e transtorno do
humor bipolar. No caso dos pacientes com TEA, h& evidéncia de eficacia positiva
especialmente  na irritabilidade, bem como, outros parametros
comportamentais.®17,

A risperidona, medicagdo lancada em 1994, é um antagonista seletivo
monoaminérgico com alta afinidade pelo receptores serotoninérgicos 5-HT2 e
baixa afinidade pelos dopaminérgicos D28, E amplamente utilizada para
pacientes com esquizofrenia e transtorno do humor bipolar (especialmente nos
episédios de mania), seu uso foi aprovado em 2006 para pacientes
diagnosticados com TEA. Tem indicacdo para criancas com idade superior a 5
anos, com o objetivo de melhorar comportamento agressivo, interagdo social e
irritabilidade. Os efeitos colaterais mais comuns sdo aumento da prolactina
sérical418, ganho excessivo de peso 131819 e sonoléncial®417:18,

O aripiprazol € um medicamento agonista parcial D2 e 5HT1A e
antagonista 5Ht2A. Foi langcada posteriormente a risperidona'#, apresenta
grande afinidade pelos receptores dopaminérgicos D2 e D3 e serotoninérgicos
5-HT1A e 5-HT2A!>16, Aprovada para criangas a partir dos 6 anos, com grandes
perspectivas para tratamento de criancas com TEA, especialmente na melhora
do comportamento agressivo, irritabilidade e socializacéo!®. Tem a vantagem de
apresentar menos efeitos colaterais quando comparado a outros antipsicoticos
atipicos, especialmente em relagdo ao aumento de peso e dos niveis séricos de
prolactinal41517,

Entre as diferentes formas de estudar a fisiopatologia do TEA estdo os
modelos animais e, entre eles, os que fazem uso de lipopolissacarideos (LPS),
mimetizando infec¢ao viral durante a gestacao e resultando em uma prole com
caracteristicas tipo-autista. Objetiva-se, com este estudo, comparar diferentes
respostas terapéuticas, tanto comportamentais quanto sob parametros de
estresse oxidativo, apdés uso de duas possibilidades medicamentosas para o
tratamento do TEA.

O TEA é uma doencga que pode ser altamente incapacitante, com graves
repercussdes ao longo do desenvolvimento!4. O diagndstico precoce, somado

ao acompanhamento com equipe multidisciplinar e uso de medicagfes, esta
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associado a um melhor prognéstico destes pacientes!'??, Dentre as mais novas
possibilidades, é possivel que o aripiprazol, através de sua via de acdo,
apresente maior beneficio em relacdo ao dano oxidativo e aspectos
comportamentais nos pacientes com TEA.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Histdrico do autismo

Ao longo dos anos, o TEA passou a ser conceitualizado como doenca
comportamental e, sequencialmente, como doenca do neurodesenvolvimento3”.
E uma doenca neurolégica complexa, com comprometimento precoce no
desenvolvimento do SNC. Assim como os demais transtornos psiquiatricos, o
TEA é heterogéneo, tanto do ponto de vista biolégico quanto fenotipico’?1.

Leo Kanner, psiquiatra austriaco que trabalhava no Hospital John Hopkins
nos Estados Unidos, na década de 1940, estudou 11 criancas que apresentavam
isolamento social, comportamentos obsessivos, ecolalia, demominando tal
apresentagdo clinica de “disturbios autistas do contato afetivo””??. Kanner
publicou este trabalho em 1943, intitulado “Disturbios Autisticos do contato
afetivo” e foi considerado como pioneiro nesta area®?.

Na mesma década, em 1944, o também austriaco e psiquiatra Hans
Asperger descreveu uma “psicopatia autista”, em seu artigo “A psicopatia autista
na infancia”’, que caracterizava pacientes com desenvolvimento normal da
linguagem, mas com marcada dificuldade de socializacdo, padrdes restritos e
alta inteligéncia, posteriormente chamada de sindrome de Asperger’23,

Em 1952, a Associacdo Americana de Psiquiatria (do inglés, APA —
American Association of Psychiatric) publicou a primeira edicdo do DSM. Nesta
publicacado, o autismo nao foi classificado como transtorno separadamente, mas
considerado como parte do capitulo de esquizofrenia (as criancas com
caracteristicas compativeis com autismo eram classificadas como portadoras de
uma forma infantil de esquizofrenia). Em 1968, no DSM-2, apesar da maior
énfase as doencas da infancia, a classificacdo de autismo ainda fazia parte dos

transtornos psicéticos.
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Em 1978, Michael Rutter classificou o autismo e o definiu com base em
quatro critérios: atraso do desenvolvimento, problemas de comunicacdo nao
relacionados a deficiéncia intelectual, presen¢ca de comportamentos incomuns,
gue poderiam ser estereotipias e maneirismos, e inicio dos sinais e sintomas
antes do 30meses de idade?.

Em 1980, na terceira edicdo do DSM, o autismo foi classificado como
Transtorno Invasivo do Desenvolvimento (TID) e, na versédo seguinte, em 1994,
0 agora DSM-4 incluiu novos critérios para a classificacao do autismo, com trés
manifestacbes caracteristicas principais: prejuizo comunicativo e padrdes de
comportamento repetitivos e estereotipias®. Ainda, novas categorias foram
adicionas aos Transtornos Invasivos do Desenvolvimento, entre elas a Sindrome
de Asperger”®,

A ultima atualizacao realizada pela APA foi em 2013. O DSM-5 apresenta
mudancas na classificacdo do autismo, agora entdo chamado de Transtorno do
Espectro Autista. Passou a ser considerado uma doenca do
neurodesenvolvimento. A nova classificacdo baseia-se em dois pontos chave,
comunicagéo social e comportamentos restritivos e repetitivos®’. Ainda, o DSM-
5 descreve a existéncia de diferencas entre individuos diagnosticados, com
variabilidade de graus nos sintomas e habilidades intelectuais , além de padrdes
de evolucdo clinica divergentes e da possibilidade de associagcdo com
comorbidades!’. A mudanca dos critérios diagnésticos pode estar relacionada
ao maior numero de casos diagnosticados e também ao aumento significativo da

incidéncia nos ultimos anos®13:25,

1.1.2 Dados epidemiolégicos

Nas ultimas décadas houve um aumento significativo do nimero de casos
diagnosticados com TEA>2¢, Um trabalho publicado por Graf e colaboradores,
sugere que 25% do aumento do diagndstico deste transtorno esta relacionado
com a diminuigdo do diagnéstico de deficiéncia mental?l. Estudos conduzidos no
final da década de 1990 sugerem que a prevaléncia de TEA varia de 30 a 60 por
10.000°.

O CDC publicou um estudo que verificou um aumento significativo do

diagndstico nos Ultimos anos: 0.9% em 2006 e 1,47% 2012, nos Estado Unidos?’.
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No México, um estudo publicado em 2016 reportou uma prevaléncia anual de
0,87%, sendo 80% do sexo masculino?®. No Brasil, foi descrita uma prevaléncia
anual de 0,3% em um estudo de 20112?°. Recentemente, em 2018, foi publicado
um estudo americano realizado pela National Survey of Children’s Health,
baseado na resposta dos pais a um questionario, que avaliou 50.212 criancas,
de 3-17anos, e verificou a prevaléncia de 2,5% ou seja, 1 em cada 40 criancas
tem diagnodstico de TEA®.

Em um estudo de coorte na Dinamarca, avaliou 667.915 criancas
nascidas entre 1980 e 1991 e acompanhadas até o ano de 2011. Foram
diagnosticadas 3.956 criancas com autismo com base nos critérios da CID —
Classificacdo Internacional de Doencas. Desses, 192 pacientes foram
diagnosticados antes do ano de 1994, 100 pacientes entre 1994 e 1995 e 3.664
pacientes apds 0 ano del995. Este estudo revelou um aumento de mais de 60%
na prevaléncia do TEA nas criangcas que nasceram entre os anos de 1980 e
1991, além do predominio do diagndstico no sexo masculino?s,

A prevaléncia do TEA pode variar conforme a populacédo estudada, da
regido geografica e grupo étnico®?!, o que sugere que diferentes culturas,
padrdes socioecondmicos e de estilo de vida podem ter um papel influenciador
na etiologia®®2126, O aumento do nimero de casos de TEA pode estar associada
ao aumento de pacientes diagnoésticados, devido reclassificacdo pelo DSM-5, e
pelo maior nimero de exclusdo de outras doencas de diagnéstico diferencial,
como por exemplo, retardo mental'?®. Além disso, o efeito de vincular
determinados programas especializados ao atendimento dessas criancas que
obtém diagnéstico de TEA, também propicia maior numero de casos

confirmados®?2t,

1.1.3 Fatores etioldgicos

A definicdo de espectro para os casos de TEA se deve a grande
heterogeneidade, diferencas entre graus de gravidade e de padrbes
fenotipicos?!. Nas ultimas décadas, pesquisadores vém investigando as bases
biolégicas do TEA>%20, Estudos sobre neurofisiologia, genética, exames

laboratoriais, testes neuropsicolégicos e exames de neuroimagem, cada vez
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mais contribuem para corroborar e esclarecer a biologia do transtorno, além de
caracterizar os diferentes perfis clinicos dos pacientes’.

Ha uma grande discussao se a origem etioldgica seria genética, ambiental
ou resultado de uma interacdo entre as duas, o que seria mais provavel?,
Além de fatores ambientais, como uso de medicac¢fes, agrotdxicos ou agentes
infecciosos, fatores genéticos e , idade gestacional e idade parental podem
contribuir para o aumento do risco de TEA2:2631 Alguns desses fatores séo
estudados e comprovados através de ensaios pré-clinicos com uso de modelo

animal de autismo19:32,

1.1.3.1 TEA e modelo animal

Infeccbes maternas durante a gestacdo estdo associadas a um maior
risco de desenvolvimento de TEA nos descendentes333*. Ensaios pré-clinicos
sdo capazes de provocar alteragcbes comportamentais em prole cuja mae foi
exposta a determinados produtos durante a gestacdo, incluindo agrotoxicos®®,
anti-epilépticos como o valproato de sédio® e outras substancias, como LPS3236
e Poly C (acido policitidilico)®’, os quais mimetizam quadros infecciosos, como
aqueles resultantes de infeccdo por bactérias gram negativas e infeccéo viral,
respectivamente®. Tais alteracdes seriam explicadas pela ativacéo do sistema
imune materno, que causaria uma desregulacdo e ativacdo de fatores
inflamatorios e de estresse oxidativo, especialmente quando esta agressao
ocorre no inicio da embriogénese®0:3234  Clinicamente sdo percebidos efeitos
comportamentais como déficits na interagédo social e aprendizagem e alteracdes
na atividade explorat6ria33,

Estudos epidemiolégicos associam a ativacdo imune materna a danos
neurolégicos e doencas do neurodesenvolvimento como TEA, além de
esquizofrenia e outras doencas neuropsiquiatricas®%4°. H4 um padrdo muito
bem estabelecido de inducdo de comportamentos do tipo autismo apés
aplicacdo de substancias como LPS e Poly C em modelos animais®°. Tais
substancias sao capazes de provocar um processo inflamatério sistémico
materno e atravessam a barreira hematoencefdlica (BHE), provocando
inflamacéo local® através de citocinas pré-inflamatérias como a interleucina IL-6,

ativacdo de células Th17 e aumentando a IL-17.



21

O LPS pode gerar aumento da proteina &cida fibrilar glial, diminuir a
proteina basica de mielina e alterar a coloracdo microglial®®. A desregulacéo dos
autoanticorpos maternos sao cada vez mais associados aos déficits
comportamentais e cognitivos encontrados no TEA e os modelos animais tém

sido utilizados para reforgar estes achados. Figura 1.
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Figura 1. Ativacdo Imune Materna, por Estes e colaboradores 8.

1.1.3.2 Neuroinflamacéo no TEA

A imunidade apresenta um papel fundamental no desenvolvimento
neurolégico do SNC e sistema nervoso periférico®. O sistema imune participa de
diversas atividades neurologicas, regula a proliferacdo neuronal, a formacéao de
sinapses e a plasticidade cerebral, tudo isso em conjunto com a remocéao de
neurdnios apoptdticos®. Existem gatilhos ambientais que, quando associados a
susceptibilidade genética, podem ativar o sistema imune®4'. As citocinas pro-
inflamatorias, como TNF (fator de necrose tumoral) e interleucinas (IL-6), sé&o
capazes de atravessar a barreira hemato-encefalica e, assim, proliferar
mastdcitos e microglia®94L.

As microglias sao celulas neuronais gliais muito pequenas, assemelham-
se aos macrofagos periféricos e sédo as principais células imunes do SNC, cuja
principal funcéo é a vigilancia e ativacdo ambiental durante insultos, como danos,
infeccdo ou doenca*?. Umas de suas principais funcdes é realizar a fagocitose
de dentritos celulares e neurdnios mortos no SNC*44,  Acredita-se que os

progenitores microgliais chegam e ocupam o cérebro fetal em desenvolvimento,
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precedendo a concluséo da BHE. A ativagdo da microglia € um dos principais
indicadores de neuroinflamacédo no TEA*. A microglia ativada produz citocinas
inflamatorias, que contribuem para o funcionamento dopaminérgico prejudicado
nas regides mesencéfalica e corticoestriatal*>. Assim, além do papel inflamatério
da microglia implicada na ativagcdo microglial disfuncional e na patogénese do
TEA, a disfuncéo no processo de poda sinaptica mediado pela microglia durante
o desenvolvimento neural na prole tem sido associada a distirbios do
neurodesenvolvimento, como o proprio TEA®42:46,

Jé foram identificados marcadores inflamatérios no cérebro e liquor em
pacientes com distarbios neuropsiquiatricos, como TEA. Entre eles estdo TNF e
interleucinas (IL-6, IL-1a e IL-1B), sendo que essas interleucina, por sua vez, sdo
quimiotaxicas para os mastécitos®4142, Citocinas pré-inflamatérias como IL-6 e
TNF-alfa estdo aumentadas na inflamacéo cerebral e podem estar associadas a
dano cerebral em areas especificas como o hipocampo*', com consequentes
efeitos sobre comportamento e linguagem. Outra regido afetada € o cerebelo,
onde sdo encontradas alteracfes histolégicas, como dimuicdo do numero das
células de Purkinje e de células granulares, além de ativagdo microglial no TEA®.

A neuroinflamacéo no TEA esta relacionada a reacdes gliais que podem
causar danos ao SNC através do aumento da liberacdo de citocinas proé-
inflamatdrias. E possivel que, neste contexto, o estresse oxidativo seja o fator de

maior influéncia e a principal causa de lesdes no cérebro*4’,

1.1.3.3 Estresse oxidativo e TEA

O estresse oxidativo € uma condicao biologica resultante do desequilibrio
entre 0s compostos oxidantes. Ou seja, entre a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e a atuacao dos sistemas de defesa antioxidante, que agem
através de desintoxicacdo*®4°. O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo
de inibir e/ou reduzir os prejuizos causados pela acao deletéria dos radicais livres
e/ou das espécies reativas ndo-radicais ao nosso organismo?-°0.51,

O sistema de defesa antioxidante é dividido em enzimatico e néo-
enzimatico*®. O primeiro é composto por superdxido dismutase (SOD), catalase

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Ja o segundo, inclui a glutationa (GSH),
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vitaminas lipossoluveis (vitamina A, E, beta-caroteno), hidrossolUveis (vitamina
C, vitaminas do complexo B) e oligoelementos (zinco, cobre, selénio,
magnésio)*®52. As enzimas SOD, CAT e GPx agem contra 0s agentes pro-
oxidantes e estdo diretamente envolvidas na eliminacdo das EROs, também
evitam a producéo excessiva de radicais livres**4°. Com isso ha dimuigédo do EO,
inclusive no SNC*°.

O cérebro € uma das estruturas do corpo humano mais vulneraveis ao
EO, isso acontece principalmente devido alto consumo de oxigénio**. A funcéo
neuronal é quase inteiramente dependente do metabolismo do oxigénio®. O
cérebro tem uma capacidade limitada de eliminar fatores pré-oxidantes, dessa
maneira 0s neurdnios geralmente sdo as primeiras células a serem afetadas pelo
estresse oxidativo*®. Os agentes oxidantes estdo relacionados as doencas
associadas ao SNC e podem desempenhar um papel importante nos disturbios
neuropsiquiatricos®. E provavel que a interacdo entre fatores ambientais,
genéticos e também fatores imunoldgicos estejam envolvidas na fisiopatologia
do TEA, e o0 EO seria 0 mecanismo de ligacdo entre tais fatores*%5,

Estudos demostram relacéo entre EO e doencas neuropsiquiatricas, entre
elas, ansiedade®, depressdo®*°¢, doenca de Alzheimer®33, esquizofrenia 8% e
TEA*444858 (s agentes antioxidantes estdo alterados no sangue e no cérebro
de individuos com TEA, como por exempo a glutationa e a vitamina E, que estéo
depletados*®°8, A avaliacdo da SOD, CAT e GPx como marcadores de acéo
antioxidante no TEA, estad relacionada com a reducdo do nivel dessas
substancias*4°,

O EO também pode desencadear ou aumentar a ativacdo de mastacitos,
0 que induz a secrecdo de numerosas moléculas vasoativas,
neurosensibilizantes e pro-inflamatérias (bradicinina, histamina, IL-6, nitréxido,
triptase, fator de crescimento vascular endotelial) que sdo relevantes para o
mecanismo fisiopatolégico do TEA®. Estas moléculas sdo capazes de
atravessar a BHE e, como consequéncia, gerar neuroinflamacéo®t-°2,

Areas como hipocampo e cortex pré-frontal, sdo regides que podem
sofrer danos pelo EO 485961 Tais regiGes encefalicas estdo correlacionadas a
alteracdes comportamentais existentes nos pacientes com TEA, bem como com

a funcdo de memoria que também pode estar prejudicada®?-54,
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1.1.4 Memodria e TEA

A formacdo da memdria envolve indmeros processos, que Sao
caracterizados pela aquisicdo, formacdo, conservacdo e recrutacdo de
informacdes. O somatoério desses fatores resulta em lembrancas conscientes e
inconscientes, fazendo assim que cada individuo seja Unico, considerando suas
experiéncias pregressas®°’.

As principais regifes anatdomicas associadas a memoria e as redes
neurais subjacentes foram bem estabelecidas e investigadas ha décadas, e
incluem estruturas como lobo temporal, amigdala, coOrtex pré-frontal e
hipocampo®8. Estas estruturas cerebrais sdo criticas para a memoria se sobrepor
com redes importantes para o processamento emocional e resposta corporal ao
estresse®®.

O hipocampo € uma estrutura cerebral complexa, bilateral, que ocupa a
porcdo medial do assoalho do corno temporal, formando um arco ao redor do
mesencéfalo. Esta localizado na base do lobo temporal. Denomina-se formacao
hipocampal o subiculo, o hipocampo (cornu ammonis) e o giro dentado®®.

O hipocampo — Cornu Ammonis (CA) é dividido em trés subcampos, com
base na morfologia celular e nas entradas sinapticas, sao eles CAl, CA2 e
CA37%, Cada parte tem caracteristicas funcionais particulares, sendo que cada
area difere na forma como a informacéo é representada em relacdo ao conjunto
neural. Esses subcampos estao ligados por conexdes excitatorias através da via
trisinaptica, que durante décadas foi considerada a principal via de transmissao
de informacdes no hipocampo™. A area CA1 representa uma série de outras
caracteristicas do ambiente, como textura do chado, odores, cor ou formas de
configuracbes experimentais, passagem de tempo ou estados motivacionais.
Nos ratos a regido CAL é grande, abrange aproximadatmente 3,2 mm x 3,5 mm
do plano antero-positerior e lateral-medial e cerca de 6,0 mm do eixo dorso-
ventral™®. Pode ser subdividia em CA1 proximal (perto de CA3) e do CA1 distal
(perto do subiculo), alguns autores sugerem que o CA1 proximal tem um papel
mais importante do que o CA1l distal em distinguir ambientes espaciais e manter

tais distingdes na memoéria’®’. Figura 3.
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Figura 2. Anatomia do hipocampo em rato’?.

Um papel fundamental é desempenhado pelo hipocampo na aquisi¢ao de
memorias de curto e longo prazo’®. No entanto, diferentes areas corticais
aferentes e eferentes interagem com esta estrutura para regular a aquisicao e o
armazenamento de novas informacdes, entre elas os cortex ento, perirrinal e pré-
frontal’*. A formacdo hipocampal esta intimamente relacionada a memoria
explicita, também chamada de memoéria declarativa. Pacientes com danos
especificos na regido hipocampal sdo capazes de relembrar procedimentos e
acOes ndo complexas, preservando a memoaria implicita ou ndo-declarativa, o
gue permite uma forma simples de aprendizado e memorizacao®®.

A memoria pode ser dividida quanto o ao seu conteddo em memadria
declarativa (explicita), que é aquela adquirida com intervengdo da consciéncia,
gue armazena fatos ou eventos que podem ser relatados pelos individuos®®.

Esse tipo de memdéria pode ser subdividido em episddica ou seméantica, sendo
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as episddicas aquelas que foram vivenciadas pelos individuos e as semanticas
aquelas informagdes de conhecimento geral da populacdo. Ainda em relagcéo ao
conteudo, a memodria pode ser ndo-declarativa (implicita) que e refere-se as
capacidades especialmente motoras, ou seja, aquela que sdo dificeis de serem
relatadas® .

O hipocampo pode armazenar a memoria de longo prazo durante horas
ou dias, transferindo-a gradativamente para regifes especificas do cortex
cerebral. Qualquer leséo parcial, desde que bilateral, no hipocampo, é capaz de
produzir amnésia. Porém, memdrias mais antigas permanecem inalteradas,
corroborando com a hipétese que o local final de armazenamento das memorias
se desloca do hipocampo para outras estruturas. As lesdes no hipocampo ou de
suas conexodes extrinsecas podem repercutir em prejuizo em tarefas de memdéria
espacial %76,

O cortex pré-frontal esta localizado na porcéo anterior do encéfalo, no lobo
frontal. Recebe fibras aferentes de estruturas de diencéfalo, mesencéfalo e
sistema limbico, assim como, de aferéncias corticais de origem visual, auditivas
e somaticas’’. Comunica-se com o hipocampo, tdlamo e com o cértex parietal
posterior’®. Anatomicamente e funcionalmente o papel do hipocampo e cértex
pré-frontal esta bem estabelecido quando relacionado ao TEA®S.

O cortéx pré-frontal é responsavel pela funcado executiva, caracterizada
pelo controle de planejamento, capacidade em tomar decisdes e memoria
operacional. A presenca de comportamentos anti-sociais pode estar associado
a alteracdes estruturais pré-frontais e relacionadas com mau funcionamento das
funcdes executivas, principalmente das capacidades de organizacdo temporal,
comportamento e flexibilidade cognitiva®37®, Desta maneira podemos observar
0S prejuizos encontrados nos pacientes com TEA®.

Desempenho inferior nas tarefas de memaria, especialmente em relagéo
a memoria episodica® e memoria de trabalho® podem ser observadas nos
pacientes com TEA. No entanto, areas preservadas de processamento de
memoria também foram encontradas, incluindo memodria de habilidades
especiais®, as quais podem estar correlacionadas a capacidade intelectual nas
criancas com TEA e inteligéncia superior8. As alteracdes ocorridas no SNC dos

pacientes de TEA, podem ser responsaveis por determinados comportamentos
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gue compdem o quadro clinico e sdo necessarios para o diagnostico do

transtorno.

1.1.5 Diagndstico

O diagnéstico de TEA até o presente momento é feito com base em
critérios clinicos, visto que ndo existem marcadores biolégicos. De acordo com
o DSM-5, o diagnéstico é habitualmente feito entre 12 e 36 meses, mas pode
variar conforme o grau de comprometimento®2°. Dentre os critérios diagndsticos,
dois sdo os mais importantes. Sao estes:

(i) O critério A, o qual se refere a déficits persistentes na comunicacao
social e na interacdo social em mdltiplos contextos, como déficits da
reciprocidade socio-emocional, compartilhamento reduzido de interesses, afeto
ou emocdes, além de dificuldade para iniciar ou responder a interacdes sociais?.
Ou ainda, déficits nos comportamentos comunicativos nao-verbais usados para
interacdo social, como por exemplo auséncia de expressdes faciais,
anormalidades na linguagem corporal ou déficits de compreensédo de uso de
gestos. E também déficits para desenvolver, manter e compreender
relacionamentos, por exemplo dificuldade em manter amizades e auséncia de
interesse por pares?.

(i) O critério B, que inclui os padrbes restritos e repetitivos de
comportamentos, interesses ou atividades, em que pelo menos dois dos
seguintes critérios devem estar presentes?:

o Presenca de movimentos motores, uso de objetos ou fala
estereotipada ou repetitiva como, por exemplo, alinhar brinquedos, ecolalia e
estereotipias manuais?.

o Insisténcia nas mesmas coisas, adesao inflexivel as rotinas ou
padrdes ritualizados de comportamento verbal e nao-verbal, exemplificados
pelos padrdes rigidos de pensamento, rituais de saudacgao, necessidade de fazer
0 mesmo caminho ou mesma alimentacgéo?.

o Interesses fixos e altamente restritos que s&o anormais em

intensidade e foco.
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o Hipo ou hiperrreatividade a estimulos sensoriais ou interesse
incomum por aspectos sensoriais do ambiente, como por exemplo indiferenca a
dor e cheirar ou tocar objetos de forma excessiva®.

As estereotipias sdo um padrao repetitivo de comportamento motor sem
funcionalidade®, habitualmente ritmicos, bilaterais, com padrdo fixo e que
cessam com distracdo®. Estes movimentos podem interferir na qualidade da
interacdo social, académica e outras atividades. Sado alguns exemplos, agitar
maos e bracos, acenar, rotagcdo de maos e balancar de dedos e/ou tronco,
rotacdo em torno de si, pulos no mesmo local e correr na ponta dos pés. Por
vezes, estdo associados a vocalizagbes. Podem aparecer em qualquer horario
e sua duracdo é variavel de segundos, minutos e até horas. Podem ser
desencadeados ou piorar com estresse, emocao e ansiedade. Também estéo
presentes em outras doencas como a Sindrome de Rett e nos casos de
deficiéncia intelectual grave. Os pacientes mais comprometidos e com graus
maiores de retardo mental podem apresentar estereotipias de intensidade
elevada®.

Para completar os critérios diagnosticos, os sintomas devem estar
presentes precocemente no periodo de desenvolvimento, causar prejuizo
clinicamente significativo no funcionamento social, profissional ou em outras
areas importantes da vida do individuo?!. Além disso, essas perturbaces néo
podem ser melhor explicadas por deficiéncia intelectual ou atraso global do
desenvolvimento?.

E preciso especificar se ha ou ndo comprometimento intelectual e
comprometimento da linguagem concomitante®. Pode-se definir o grau como
nivel 1, no qual ha exigéncia de apoio; nivel 2, com exigéncia de apoio
substancial e nivel 3, com exigéncia de muito apoio substancial, sempre em
relacdo a comunicacdo social e padrbes restritivos e repetitivos!. Testes
neuropsicolégicos podem classificar de maneira mais adequada os diferentes
graus de deficiéncia intelectual e seus prejuizos adaptativos sociais e de
comunicacdo. Os diferentes graus de deficiéncia tém impacto direto em
problemas comportamentais’. O conjunto de sintomas, o grau de
comprometimento e prejuizos pessoais e sociais causados pelo TEA séo

indicativos da necessidade de terapia medicamentosa.
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1.1.6 Tratamento

Para o tratamento do TEA, sempre individualizado, é importante
estabelecer um diagndstico correto e preciso, ap6s ampla investigagao clinica,
visando um tratamento especifico e com objetivo de causar 0 menor numero
possivel de efeitos colaterais. Além disso, a abordagem terapéutica deve ser
multiprofissional,  incluindo  interven¢gdes  medicamentosas e  néo
medicamentosas, tanto das alteracdes comportamentais associadas ao TEA
guanto a possiveis comorbidades 1720,

O tratamento ndo medicamentoso pode resultar em melhora significativa
dos prejuizos apresentados pela criangca, com resultados comparaveis ou
mesmo de eficacia superior ao tratamento medicamentoso’!!. O tratamento
medicamentoso pode ajudar a manejar alteracdes comportamentais, como a
irritabilidade e outros sintomas psiquatricos3'4. A irritabilidade é um sintoma
frequente e muitas vezes dificulda a participacdo do paciente em atividades
escolares e centros de reabilitacdo, além de estar associada a alto indice de
estresse nos cuidadores®*.

O uso de psicofarmacos em individuos com TEA, associado a terapias
complementares, pode apresentar boa resposta, principalmente no manejo de
sintomas de hetero ou auto-agressividade e irritabilidade!®46, O cuidado deve
também ser direcionado aos familiares, principalmente dos cuidadores, muitas
vezes submetidos a altos graus de estresse, mas que com 0O tratamento
adequado pode apresentar uma melhora na qualidade de vida, também refletida
nos pacientes com TEA:12,

Mais de um terco dos pacientes com TEA sdo medicados e, dentre os
medicamentos mais utilizados, estéo os antipsicéticos e os antidepressivos®. No
caso dos antipsicoticos, a risperidona e o aripiprazol sdo os que tém indicacéo
mais efetiva para tratamento dos sintomas comportamentais nos pacientes com
TEA*16 Além do mais, sdo as Unicas medicacdes liberadas pelo FDA, sendo
as que apresentam maior eficacia estabelecida, especialmente para problemas
comportamentais, irritabilidade, padrdes repetitivos e dificuldade de interacéo
social't131685 Em 2006, o FDA aprovou a risperidona para tratamento de

irritabilidade, agressao e autoagressao para criancas com TEA entre 5-16
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anos!385, Enquanto o aripiprazol teve sua liberacdo em 2009, com semelhante
eficacia para mesma indicacdo, com idade entre 6-17anos>6.

Os efeitos colaterais mais comuns aos antipsicéticos sdo sonoléncia,
lentiddo psicomotora, nauseas, ganho de peso, aumento de niveis séricos de
prolactina, além de diabetes melito e distdrbios do movimento, como movimentos
involuntarios e discinesia, que também sdo descritos com bastante
frequéncial416:18.30,

Variacdes de farmacogenética podem ser responsaveis por diferentes
respostas, com diferentes doses das medicacdes®®. O ganho de peso é o efeito
adverso mais comum, secundario aos antipsicéticos, especialmente o0s
tipicos®®. O aumento da prolactina sérica é um efeito colateral bem
estabelecido, principalmente consequente ao uso da risperidona que, muitas
vezes, impede a continuidade do tratamento'®. Em meninas, os achados comuns
associados ao aumento da prolactina sao galactorreia e amenorreia, enquanto
em meninos principalmente ginecomastia®°.

Um estudo de coorte realizado no Reino Unido, no periodo de 1992-2008,
demonstrou que menos de um terco dos pacientes com TEA ja recebeu
tratamento medicamentoso com pelo menos uma droga psicotropica, variando
entre estimulantes, anti-epilépticos, estabilizadores do humor e antipsicoticos. E
destes, um quinto foi tratado com risperidona e pelo menos um terco recebeu
mais de uma medicacéo!.

Ao longo dos anos, outras possibilidade terapéuticas foram estudadas e
técnicas complementares estdo sendo aplicadas com objetivo de propor um
tratamento com menos efeitos adversos!'t’:8’. Algumas das novas pesquisas
sugerem resultados positivos com uso de N-acetilcisteinal”888° vitaminas B6,
B12 e C>5, zinco® e dmega-38°1, provavelmente pela sua atuagéo como fatores
antioxidantes!149.87.91,

Em modelos animais, verificou-se que os tratamentos com risperidona e
aripirpazol sdo capazes de melhorar comportamentos semelhantes aos
apresentados pelos pacientes portadores de TEA 4492 Também ocorreu em
estudos com roedores frente a sintomas de esquizofrenia®’ %3, ansiedade*°* e
depressdo**. Em alguns trabalhos também ficou evidenciado a associacéo entre

medicacbes e potencial antioxidantes e consequente efeito sobre o0 EQ%457:93.95,
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1.1.6.1 Antipsicoticos atipicos e estresse oxidativo

Existem evidéncias que os EROS exercem um papel importante na
patogénese de doencas neuroldgicas e psiquiatricas, especialmente, pela
vulnerabilidade do SNC®%. Os antipsicoticos atipicos, como aripiprazol e
risperidona, podem alterar niveis de radicais livres. Um estudo publicado em
2005 por Kropp e colaboradores, verificou que estas medicagbes podem
aumentar os niveis plasmaticos de produtos da peroxidacao lipidica e, assim,
causar dano celular neuronal®°.

O aripiprazol € um inibidor duplo da recaptacdo da serotonina e da
noradrenalina com fraco efeito na recaptacao da dopamina, assim teria um efeito
protetor sobre o EO, inibindo a recaptacéo da serotonina e 0s mecanismos da
noradrenalina®®. Conforme estudo publicado por Eren e colaboradores em 2007,
em modelo animal de depressao houve efeito benéfico do aripiprazol sobre a
glutationa e sistemas antioxidantes ndo enzimaticos, ainda elevacdo das
atividades da enzima GPx, e niveis de vitamina C no cortex do cérebro dos
ratos®®. Outro estudo, em modelo animal de esquizofrenia, demonstrou que o
aripiprazol ndo induziu a peroxidacao lipidica e a formacdo da carbonilacéo
proteica no cérebro dos ratos e ainda houve aumento da producédo de SOD no
cortex pré-frontal e no estriado®.

A risperidona também pode apresentar um papel modulador no estresse
oxidativo, diminuindo niveis de peroxidacédo lipidica e aumentando niveis de
substancias antioxidantes com paraoxonase 1. Um estudo realizado em 2012,
usando modelo animal de esquizofrenia, apds uso crénico de risperidona foi
observado que houve normalizacéo dos niveis de glutationa, e de outras enzimas
evolvidas no seu metabolismo, assim como diminuicdo dos niveis de
peroxidacéo lipidica no cortex e de SOD no cortex, hipocampo, talamo e nucleo
caudado®’. Entretanto, um artigo publicado em 2016 por Eftekhari e
colaboradores, demostrou que a risperidona pode causar dano hepatico e com
isso aumentar peroxidacao lipidica, reduzir niveis de glutationa e produzir danos
a membrana lisossomal, resultando em estresse oxidativo®®. No entanto, este
ultimo autor, realizou a pesquisa em hepatdcitos, e ndo em células do SNC, o

gue pode justificar resultados divergentes.
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O EO pode prejudicar regides especificas no SNC®%78.97-100 enyolvidas no
processamento de memarias e respostas comportamentais, entre elas, cortex
pré-frontal, hipocampo e cerebelo. Pacientes com TEA e outros transtornos
neuropsiquiatricos podem apresentar alteracdes nessas regides encefélicas e
consequente prejuizo funcional. O tratamento com psicofarmacos, como
antipsicoticos, pode modicar niveis de susbtancias antioxidantes e como
resultado melhora da sintomatologia*®4°,

Ao longo das ultimas décadas muitas mudancas ocorreram em relagédo a
epidemiologia, diagnéstico e tratamento dos sintomas no TEA. Suas
consequéncias clinicas e impacto a sociedade despertaram interesse de varios
grupos de pesquisa com intuito de avaliar os mecanismos neurais envolvidos na
etiologia do transtorno. Da mesma forma, novas perspectivas de tratamentos
tém sido propostas com o objetivo de estabelecer a melhor possibilidade
terapéutica.

Em consideracéo aos dados expostos, € relevante a avaliacao dos efeitos
dos medicamentos antipsicéticos, como a risperidona e especialmente o
aripiprazol, por ser uma medicacdo mais nova, em relacéo aos seus efeitos sobre
as alteragcbes comportamentais e de memoria, além de suas possiveis
consequencias sobre o estresse oxidativo no SNC, em um modelo animal de

autismo.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da risperidona e do aripiprazol sobre o comportamento

tipo-autista e parametros oxidativos em ratos jovens.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos, foram avaliados os efeitos do tratamento com
risperidona e aripiprazol em animais jovens expostos ao LPS em periodo pré-
natal, sob os seguintes parametros:

e Prejuizo cognitivo no teste de reconhecimento de objetos;

e Comportamento estereotipado e interacao social reciproca;

e Ganho de peso;

e Dano oxidativo em hipocampo e cortex pré-frontal através da
avaliacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico e
carbonilacao proteica;

e Atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e

catalase em hipocampo e cortex pré-frontal.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental utilizando modelo animal de TEA a

partir da ativagdo imune materna com uso de LPS.

3.2. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Lipopolissacarideo (LPS) obtido por extracdo fendlica a partir de
Escherichia coli, sorotipo 0127:B8 (Sigma®).

Risperidona solugdo 1mg/ml (Laboratorio Supera®).

Aripiprazol 10mg diluido em solucéo salina 0,9% (Laboratorio Ache®)

Aparato de campo aberto (caixa de 60 x 60 x 30 cm).

Webcam 2.0 megapixels, tripé e notebook.

Microscopio panfocal (objetiva 60x).

Tivemos como parceiros o Laboratorio de Neurobiologia de Processos
Inflamatorios e Metabdlicos (NEUROIMet, Unisul) — Nucleo Sepse, para auxilio

nas analises bioguimicas de EO.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizadas 16 fémeas de ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultas
(60 dias), virgens, pesando entre 250 e 300g, provenientes do biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina, que foram acasaladas com 8 machos
da mesma linhagem. Durante todo o periodo experimental, os animais foram
mantidos em temperatura controlada (22°C +/-1) e ciclos de luz artificial (12 horas
claro/escuro), receberam racdo comercial padronizada para ratos de laboratoério

e agua ad libitum.
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3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

L ——- | ACASALAMENTO | ©+J

------ APOS 24 HORAS < DIAGNOSTICO DE PRENHEZ (DG1 GESTACIONAL)

--------- DG 9.5 > INDUGAO DO MODELO ANIMAL DE TEA COM LES

_________ DG21 > | NASCIMENTO

/I h.1.A dos machos
--------------- 3* DIADE VIDA - SEXAGEM

v SAL +SAL

. SAL +FIS
DIVISAQ DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS SAL + ARI
(12 ANIMATS POR GRUPQ) LP5 + SAL

LPS + RIS

LPS + ARI

---------------- 20°. DIA DE VIDA 2 DESMAME

_______________ 21° DIA DE VIDA 2 PESAGEM E INICIO DO TRATAMENTO

AFRIPIPFAZOL
RISPERIDONA
SALINA

-------------- 28°, 35°E 42° 5 PESAGEM
______________ 42° DIA DE VIDA > FIM DO TRATAMENTO

.............. 43°. DIA DE VIDA < INICIO DOS TESTES COMPORTAMENTAIS

Interacio Social

Ezteraotipia
Eeconhecimento de objetos

-------------- 45° DIA DE VIDA 2 MIA | COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO &

ANALISES BIOQUINMICAS Hip o
Crtes pré-fromtal
i L CATESOD ot e
TEARS i _
CARBONILACAD PROTEICA

Figura 3. Diagrama esquematico das etapas do delineamento experimental

realizado no estudo.

3.4.1 Acasalamento

Para o acasalamento, este estudo seguiu o proposto por Held e

colaboradores?®!, onde as fémeas sdo colocadas, ao final do periodo de luz

(19h), nas gaiolas dos machos, sempre utilizando duas fémeas para cada

macho. As 7 horas da manha do dia posterior, a prenhez foi constatada por meio
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do lavado vaginal, que incide na introducédo de cloreto de sédio (NaCl) através
de uma pipeta plastica na vagina da fémea, obtendo secrecdo para analise em
microscépio Optico a procura de espermatozoides junto ao material biolégico do
animal. Ao se verificar a presenca de espermatozdides, considerou-se entao dia
gestacional zero (DG 0) daquela fémea'®2. As fémeas prenhes foram alocadas
individualmente em sua gaiola moradia, ficando na mesma durante toda a

gestacéao.

3.4.2 Exposicdo pré-natal ao LPS

As fémeas prenhes foram consideradas matrizes e divididas
aleatoriamente em dois grupos experimentais: (1) Grupo LPS-tratadas e (2)
Grupo Salina-tratadas. As matrizes do grupo LPS-tratadas receberam a
administracao intraperitoneal (ip) de uma unica injecédo de LPS, na dose de 100
pg/kg no dia gestacional 9,5 (nove dias mais doze horas), no periodo vespertino
(15h — 17h), diluida em 50 pug/mL de solucédo aquosa de NaCl 0,9% estéril03.104,
As matrizes do grupo Salina-tratadas receberam somente solucdo aquosa de

NaCl 0,9% estéril no volume equivalente ao grupo LPS-tratadas.

3.4.3 Padronizacao da ninhada

Os partos ocorreram de forma natural e nos dias pds-natal (PND) 1 ao
PND3 a prole nao foi manipulada para evitar a possibilidade de rejeicdo materna.
No PND 4 as ninhadas foram ajustadas em 4 fémeas e 4 machos, totalizando 8
animais por ninhada. A distincdo entre os géneros foi realizada através da
identificacdo da diferenca visual relacionada a distancia ano-genital, sendo maior
em machos. Em PND 8-15 foi confirmada a distingdo entre os géneros a partir
da presenca de testiculos nos machos e de mamas nas machos'®. Em PND 20
foi realizado o desmame e foram selecionadas pare este estudo as fémeas. Os

machos foram submetidos a MIA.
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3.4.4 Tratamento com risperidona e aripiprazol

No PND20 os animais foram divididos em seis grupos experimentais (n=
10 — 12 por grupo), de acordo com a exposicdo pré-natal ao LPS e os
tratamentos:

1) Grupo nao-autista + Salina

2) Grupo ndo-autista + Risperidona

3) Grupo néo-autista + Aripiprazol

4) Grupo autista + Salina

5) Grupo autista + Risperidona

6) Grupo autista + Aripiprazol

Foi realizado o tratamento com as substancias de estudo por 21 dias
consecutivos, administradas 1 vez ao dia, ip, nas doses 1mg/kg de risperidona'®®
e 2mg/kg de aripiprazol® e solugdo salina no mesmo volume no grupo controle.
Apobs 24hs da ultima administracéo foram realizados os testes comportamentais.
Os animais foram pesados no inicio do tratamento e semanalmente para ajustes
de dose e avaliacao de ganho de peso.

Imediatamente ap0s o0s testes comportamentais 0s animais foram
submetidos ao protocolo de morte indolor assitida (MIA), realizada com tiopental
e lidocaina, por profissional responsavel para tal funcdo. Para a realizacdo das
analises bioquimicas foram retiradas as estruturas cerebrais cortex pré-frontal e

hipocampo.

3.4.5 Protocolo de testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados em PND43, com o objetivo

de avaliar o efeito das substancias de estudo.
3.4.5.1 Teste de Estereotipia
O teste de estereotipia seguiu as descricobes de Battisti e

colaboradores'?’, sendo este definido pela permanéncia do animal em posicéo

estacionaria exibindo movimentos répidos, repetidos da cabeca e membros
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dianteiros, sendo esta uma caracteristica bem definida de estereotipia. Foi
observado o comportamento de subidas e/ou descidas da gaiola durante 5
minutos conforme os varios graus de estereotipia.

A estereotipia pode ser medida em modelos animais de TEA ao marcar a
repeticdo de procedimentos espontaneos, isto €, com o comportamento de
grooming que persistem por um longo periodo de tempo e numero. Usando
sessbes gravadas de videos, os investigadores analisaram 0 tempo em
segundos e 0 numero de movimentos repetitivos de grooming, durante 5
minutos'®®, Estes episddios prolongados parecem ser particularmente
dependentes de contextos sociais, destacando semelhancas ao comportamento

social prejudicado no TEA.

3.4.5.2 Teste de Interacéo Social

No teste de interacdo social os animais foram submetidos a interagir,
individualmente, por 10 minutos, com um outro animal desconhecido do mesmo
sexo e da mesma faixa etaria. O aparato utilizado foi uma caixa de madeira (60
x 60 x 30cm) com 3 paredes laterais de madeira e uma parede de vidro
transparente que permitiu a visualizacdo do comportamento do animal. A analise
realizada no teste de interacdo social reciproca seguiu as descricoes de
Schneider e Przewlocki®® e compreende a quantificacdo do tempos de cheirar,

seguir, chutar, socar, montar ou permitir a monta do animal intruso.

3.4.5.3 Reconhecimento de objetos

Os testes de reconhecimento de objetos foram realizados na mesma
arena que o campo aberto, utilizando o protocolo proposto por Barichleo et al'®.
A tarefa ocorrereu em um campo aberto de 40 x 50 cm, cercado por paredes de
50 cm de altura, feitas de madeira compensada com uma parede de vidro frontal.
O piso do campo aberto é dividido em 12 retangulos iguais por linhas pretas.
Todos os animais foram submetidos a uma sessao de habituacéo onde estavam
autorizados a explorar livremente o campo aberto por 5 min. Nenhum objeto foi
colocado na caixa durante a habituacdo. Os cruzamentos das linhas negras e

criacOes realizadas nesta sesséo foram avaliados como atividade locomotora e
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exploratoria, respectivamente. Vinte e quatro horas apds a habituacéo, o teste
foi realizado colocando ratos individuais por 5 minutos no campo, em que dois
objetos idénticos (objetos Al e A2, ambos sendo cubos) foram posicionados em
dois cantos adjacentes, a 10 cm das paredes.

Em um teste de memdria de reconhecimento de curto prazo, dado 90
minutos apos o treino, os ratos explorararam o campo aberto durante 5 minutos
na presenca de um objeto familiar (A) e um desconhecido (B, uma piramide com
base quadrada). Todos os objetos apresentaram texturas semelhantes (lisas),
cores (azul) e tamanhos (peso 150-200 g), mas formas distintas. Para analise
dos resultados, foram comparados os tempos exploratério referentes a
somatoria dos dois objetos Al e A2, e do tempo total de exploracao do objeto B,
considerando assim treino e teste. Entre os ensaios, os objetos foram lavados
com solucao de etanol a 10%.

Os mesmos ratos foram autorizados a explorar o campo durante 5 minutos
na presenca do objeto familiar A e um novo objeto C (uma esfera com uma base
guadrada), em um teste de memodria de reconhecimento de longo prazo
administrado 24 h apds o treinamento. A memoria de reconhecimento foi
avaliada atraves do somatorio do tempo exploratério dos objetos A1+A2 em
comparacdo ao tempo gasto explorando o novo objeto C. A exploracdo foi
definida como cheirar (explorar o objeto a 3 a 5 cm de distancia) ou tocar o objeto

com o nariz e / ou as patas dianteiras.
3.4.6 Procedimento de eutanasia e coleta de tecidos

Imediatamente apOs os testes comportamentais realizados em PND43 —
45, os animais foram encaminhados para eutasia (MIA com tiopental e lidocaina),
o encéfalo dissecado e as estruturas de interesse (hipocampo e cortex pré-
frontal) foram isoladas e armazenadas a —80°C para as analises bioquimicas.

3.4.7 Analises bioquimicas

3.4.7.1 Medida de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
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Como indicio de peroxidacao lipidica nas diferentes areas encefalicas dos
animais experimentais foi mensurada a concentragdo de TBARS conforme
descrito por Draper e Hadley!'®. Os &cidos graxos presentes na membrana
lipidica, apds sofrerem dano oxidativo, geram o MDA que reage com duas
moléculas de TBAR com eliminacdo de duas moléculas de 4gua, formando um
complexo rosa com absorcdo maxima a 532 nm. Para a detec¢do do dano
causado pela lipoperoxidagéo, 400 pl do homogeinizado foram misturados a 400
pl da solugéo (1% TBA/ 50 mM NaOH/ 0,1 mM BHT) e 200 pul de &cido fosférico
7%. Posteriormente, a amostra foi incubada a 100 °C por 15 min e, ap6és
descanso de 5 mim em banho de gelo para estabelecer o término da reacéo,
foram adicionados 1,5 ml de butanol. Os tubos foram agitados vigorosamente e
centrifugados a 3.000 rpm durante 10 min. A fase organica 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¢céo de TBA por HCI 3,0 mM. A
concentracdo de TBARS (nmol/g) foi calculada utilizando o coeficiente de
extingdo de 156 mM TBARBS (nmol.g1l) e fervidos por 15 minutos. Os resultados

foram expressos em nmol/mg de proteina.

3.4.7.2 Medida do dano oxidativo em proteinas

O dano oxidativo em proteinas foi determinado pela medida de grupos
carbonil conforme descrito por Levine e colaboradores!!t., As amostras foram
homogeneizadas (na diluicdo de 1:10) em 5% de acido sulfossalicilico gelado.
Uma aliquota de 200 puL de homogenato foi adicionada a 800 pyL de 2,4-
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 pL 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
uL de TCA 10%, agitados e centrifugados por 5 min a 5000rpm e depois, lavados
por trés vezes, com 800 puL de uma solucdo de etanol: acetato de etila (1:1),
sempre seguidos de agitacdo e centrifugacdo por 5 min a 14.000rpm. Apds

secagem das paredes dos tubos com o auxilio de um bastonete de algodéo, os
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precipitados foram dissolvidos em 600 pyL de guanidina 6M, submetidos a
agitacdo e incubados por 10 min a 37°C, para dissolucdo. 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 concentracdo de
proteinas totais previamente determinada e o contetdo de proteina carbonilada
foi calculado conforme equagdo abaixo: Proteina Carbonilada (nmol/mg) =
(Abs360 x 45,45) / [Proteinas Totais].

3.4.7.3 Atividade de superdéxido dismutase e catalase

A atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada pela inibicéo da
autooxidacao da adrenalina, conforme previamente descrito por Bannister e
Calabrese (1987)'*2. A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente
em 480 nm mediante a oxidacao da epinefrina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0)
gue gera 0 anion superoxido e um cromoéforo réseo, o adrenocromo, cuja
formacdo 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 oxidacédo). A velocidade de formacé&o 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 uL, dependendo da
concentracdo e atividade da enzima presente na amostra). O tempo total de
monitoramento da reacao foi de trés minutos. Curvas de quatro a sete pontos
permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimatica da SOD em tais
condi¢cBes. Os valores da SOD foram expressos em USOD/md de proteina, ou
seja, em termos de atividade da enzima, em uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para diminuir a metade a velocidade
espontanea de formacéo do adrenocromo.

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Abebi'!3. O
principio deste método baseia-se no decaimento da absorbancia ocasionado
pela reducdo de H>O, a &agua, pela CAT presente na amostra, medido
espectrofotometricamente a 240 nm, durante tempo predeterminado. Para esse

ensaio, foi utilizada a solugdo de peroxido de hidrogénio (10 mM) em tampao
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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 solugéo de H>0O> e 20 pL de
amostra. Apés homogeneizacgéo, a velocidade de decomposi¢cdo do H2O- foi
medida durante 20 segundos. As amostras foram analisadas em triplicata, e os
valores foram expressos em mmol de H2O2 consumido por minuto e por grama
(UCAT/mg proteina).

3.4.7.4 Dosagem de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry,
Rosebrough e Randal!4, que utiliza como padrdo uma solucédo de albumina
bovina na concentracdo de 1 mg.mL-1. Os resultados foram expressos em

mg/ml.

3.5 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram expressos como média = desvio padrdo da média. As
comparacdes estatisticas foram realizadas por anélise de variancia (ANOVA) de
uma via e os grupos foram comparados entre si com pos-hoc de Tukey ou
Duncan quando apropriado. Os dados ndo paramétricos foram analisados por
meio do teste de Kruskai-Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney para
multiplas comparacdes. A significancia estatistica foi considerada para valores
de p<0,05. O nimero de animais em cada grupo foi baseado em estudos preévios,
para uma diferenca de até 20% nos parametros a serem analisados entre 0s
grupos, com uma variancia de no maximo 10% entre as médias calculou-se um

tamanho de amostra, para um erro alfa de 0,05 e um poder de 80%.

3.6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

A utilizacdo de animais neste estudo seguiu os Principios de Cuidados de
Animais de Laboratério (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional
de Saude dos Estados Unidos da América, NHI, publicacdo numero 80-23,
revisada em 1996), bem como a Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizag&o

de animais para fins cientificos e didaticos, elaborado pelo CONCEA!?®,
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O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica em Utilizagdo de Animais
(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina, em 13/09/2017, sob o
protocolo de niumero 17.017 .4.01.1V. Anexo 1.



4. RESULTADOS

4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.1.1Teste de Estereotipia

44

Os comportamentos estereotipados foram avaliados através dos

movimentos de grooming (auto-limpeza), tanto em tempo (quantificados em

segundos) quando em frequéncia, ou seja, 0 numero que ocorreram. Este

trabalho verificou que nenhum dos grupos experimentais apresentou alteracdes

significativas para este parametro, tanto na fase de treino quanto no teste (Figura

4).
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Figura 4. Namero (4A) e frequéncia (4B) de episodios de grooming realizados
pelos grupos experimentais (n:10-12). Os resultados estao expressos em média
+ desvio padréo. Nao houve diferenca significativa pelo post-hoc no Teste de Tukey’s.
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4.1.2 Teste de Interagéo Social

A interacdo social faz parte dos critérios diagnésticos para o TEA, € uma
das caracteristicas mais significativas deste transtorno. Este teste
comportamental € dividido em quatro diferentes parametros avaliativos: cheirar,
seguir, montar e permitir a monta. Este estudo obteve resultados com diferencas
significativas nos parametros de cheirar, de montar e permitir a monta.

No comportamento de cheirar foi possivel observar com significancia
estatistica (p<0,05) a ativagcdo imune materna. Além disso, os resultados
mostraram que no grupo nao-autista o tratamento com aripiprazol foi capaz de
aumentar significativamente este parametro quando comparado ao grupo salina
gue nao recebeu nenhum tipo de tratamento (p<0,0001). Os animais com
comportamento tipo-autista e tratados com aripiprazol foram capazes de cheirar
mais vezes o animal intruso quando comparados aos tratados com risperidona
(p<0,01) e aos néo tratados (p<0,0001). Neste mesmo grupo observou-se que o
tratamento com risperidona aumentou 0 numero desse comportamento em
relacéo ao uso de salina, com significancia estatistica(p<0,01) (Figura 5A).

Foi possivel observar uma tendéncia a menor tempo de interacdo social
reciproca, no parametro seguir, entre 0os animais expostos ao LPS quando
comparados aos animais do grupo salina, e as medicacdes apresentaram uma
tendéncia a melhorar este comportamento, embora os valores nao se
apresentaram significativos (Figura 5B).

Em relacdo ao comportamento de montar, os animais ndo-autistas que
receberam tratamento com aripiprazol montaram mais vezes no animal intruso
gue aqueles tratados com risperidona (p<0,05). O mesmo comportamento foi
observado nos animais do grupo tipo-autista, tratados com aripiprazol e
comprados com os tratados com risperidona (p<0,0001) ou salina (p<0,0001)
(Figura 5C).

Quando avaliado o parametro de permitir a monta, os resultados
mostraram que 0s animais do grupo nao-autista tratados com aripiprazol tiveram
um aumento significativo deste comportamento quando comparados aos animais

tratados com risperidona (p<0,01) ou salina (p<0,5) (Figura 5D).
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Figura 5. Parametros avaliados no teste de Interacdo Social: cheirar (5A), seguir
(Figura 5B), montar (Figura 5C) e permitir a monta (Figura 5D) realizados pelos
grupos experimentais (n:10-12). @Diferenca significativa entre os grupos SAL+SAL
e LPs+SAL. *Diferenca significativa entre os grupos LPS+ARI e LPS+RIS. **Diferenca
significativa entre os grupos LPS+SAL e LPS+ARI. **Diferenca significativa entre os
grupos LPS+SAL e LPS+RIS. #Diferenca significativa entre os grupos SAL+SAL e
SAL+ARI. $Diferenca significativa entre os grupos SAL+ARI e SAL+RIS. Os resultados
estdo expressos em média + desvio padrdo. Houve diferenca significativa (p< 0,05 —
p<0,0001) pelo post-hoc no Teste de Tukey’s.

4.1.3 Reconhecimento de Objetos

Os animais foram avaliados quanto a memaria declarativa, tanto de curta
guanto longa duracao, sendo realizado o primeiro teste 90 minutos apos o treino
e, 0 segundo, apo6s 24 horas. Para avaliacdo dos resultados foram somados o0s
tempos exploratérios dos objetos A + Al na fase de treino, e posteriormente
comparados ao tempo exploratorio do objeto B (MCD) e objeto C (MLD). Os
animais do grupo LPS, quando tratados com aripiprazol e risperidona,
exploraram mais 0 novo objeto, na fase de teste, na avaliacdo de memdria de

curta duragao, quando comparados ao grupo que recebeu salina (p<0,01).
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Quando avaliada memoéria de longa duragdo, os resultados ndo mostraram

diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura 6).
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Figura 6 — Avaliacdo da MCD (6A) e MLD (6B) na fase de treino e teste nos
grupos experimentais (n:10-12). *Diferenca significativa entre os grupos LPS+SAL e
LPS+ARI e **o0s grupos LPS+SAL e LPS+RISP guando avaliada MCD na fase de teste.
Os resultados esté@o expressos em média £ desvio padréo. Houve diferenca significativa
(p<0,01) pelo post-hoc no Teste de Tukey’s.
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4.2 Ganho de Peso

Todos os animais foram pesados nos dias 0, 7, 14 e 21 do tratamento. Os
resultados mostraram que 0s animais tiveram aumento de peso de maneira
homogénea, portanto sem diferenca estatistica, independentemente do
tratamento ao qual foram submetidos (Figura 7).
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Figura 7. Avaliacdo da média de ganho de peso, entre o inicio e o fim do
tratamento, observados nos grupos experimentais (n:10-12). Os resultados
estdo expressos em média + desvio padrédo. Nao houve diferenca significativa pelo
post-hoc no Teste de Tukey's.

4.3 ANALISES BIOQUIMICAS

4.3.1 Medida de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Na avaliacdo do dano lipidico, no cortex pré-frontal, foi observado uma
diminuicdo dessa condi¢do nos animais ndo-autistas que receberam risperidona
guando comparados ao grupo que nao recebeu nenhum tipo de tratamento,
(P<0,05). No hipocampo, a dosagem dessa substancia néao foi significativa para

este marcador de dano neuronal. (Figura 8).
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Figura 8. Medida de substancias reativas ao TBARS no cortex pré-frontal (Figura
8A) e hipocampo (Figura 8B) realizadas nos grupos experimentais (n=6).
*Diferenca significativa entre o grupo SAL-RIS e SAL-SAL. Os dados foram expressos
em média + desvio padrdo. Houve diferenca significativa (p< 0,05) pelo post-hoc no
Teste de Tukey’s.

4.3.2 Medida do dano oxidativo em proteinas do grupo carbonil

No cortéx pré-frontal, observou-se que os tratamentos realizados ndo foram
capazes de alterar o dano oxidativo em proteinas. Enquanto, no hipocampo, o
grupo de animais nao-autistas que receberam tratamento com aripiprazol
tiveram menor dano em comparacdo aos ndo-autistas que nao receberam

tratamento (p<0,01) (Figura 9).
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Figura 9. Medida do dano oxidativo em proteinas do grupo carbonil no cértex
pré-frontal (Figura 9A) e hipocampo (Figura 9B) realizadas nos grupos
experimentais (n=6). **Diferenca significativa entre o grupo SAL+ARI e SAL+SAL. Os
dados foram expressos em média + desvio padrdo. Houve diferenca significativa (p<
0,01) pelo post-hoc no Teste de Tukey's.
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4.3.3 Atividade da Catalase e Superoxido Dismutase

A avaliacéo do estresse oxidativo através das enzimas antioxidantes catalase
e SOD evidenciou resultados homogéneos entre 0s grupos. Tanto no cortex preé-
frontal quanto no hipocampo as medica¢gfes ndo foram capazes de alterar os

niveis dessas subtancias de maneira significativa (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacao da atividade da CAT e SOD no cortex pré-frontal (A-CAT e
A-SOD) e hipocampo (B-CAT e B-SOD) realizadas nos grupos experimentais
(n=6). Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. N&o houve diferenca
significativa pelo post-hoc no Teste de Tukey’s.
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5.DISCUSSAO

Este trabalho teve como principal hipétese a existéncia de uma medicagéo
antipsicética mais nova, o aripiprazol, que quando comparada a outra mais
antiga, a risperidona, bem como ao uso de salina, que fosse capaz de melhorar
alteracbes comportamentais e de memdria em animais em um modelo de
autismo. Além de modificar fatores envolvidos no estresse oxidativo no SNC
desses roedores. Para este proposito foi realizado o modelo experimental de
inducdo de TEA, através da AIM com LPS no DG9,5, tratamento com aripiprazol,
risperidona e salina, testes comportamentais, bem como analises bioquimicas
gue envolveram TBARSs, carbonilacdo protéica, CAT e SOD. Os resultados
obtidos a partir destas abordagens reafirmam os achados da literatura
compativeis com AIM, mas nao verificaram alteragbes em relagdo ao EO. Foi
possivel observar as medicacdes foram capazes de melhorar alguns
comportamentos, mesmo quando ndo houve significancia entre o grupo autista
e ndo autista. Estes achados, que serdo discutidos a seguir, foram evidenciados
tanto pelos resultados oriundos dos procedimentos comportamentais como
também pelos resultados obtidos através das analises bioquimicas.

Nesse estudo, as manifestacbes comportamentais referentes as
estereotipias foram avaliadas através de movimentos de grooming, onde foram
observados o tempo e 0 numero desse evento. Quando comparados todos os
grupos, apés serem submetidos ao tratamento medicamentoso, verificou-se que
nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados e nao-tratados. Na
prética clinica, sabe-se que 0s movimentos de estereotipia sdo encontrados em
grande parte dos pacientes com TEA, no entanto, ndo é critério obrigatério para
o diagnéstico. Alguns pacientes apresentam estereotipias mais precocemente
no desenvolvimento, enquanto outros mais tardiamente2:83,

Estudos semelhantes, também realizados em roedores, avaliaram a
presenca de movimentos de grooming em animais com PND60 e submetidos a
ativacdo imune materna por exposicdo ao LPS%:116, Este estudo avaliou os
movimentos de auto-limpeza dos animais em PNDA45, sendo possivel que a
diferenca na resposta comportamental esteja relacionada com o periodo de
avaliacdo, considerando que os animais jovens nao tenham completado o

desenvolvimento neuronal®!. Xuan et al., em um estudo para avaliar alteracdes
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comportamentais em um modelo animal de autismo, sobre a diferenga entre
géneros, também ndo observaram diferenca nesse parametro
comportamental®4.

Em comparacéo ao que ja foi estudado em seres humanos, Ghanizadeh
e colaboradores, em 2013, compararam uso de risperidona e aripiprazol em
criangas e adolescentes com TEA e néo observaram alteragdes significativas no
comportamento de estereotipia apés tratamento por 2 meses®. Outro estudo de
2017, publicado por Nikvarz, em criangas com TEA, ndo evidenciou melhora das
estereotipias ap6s uso de risperidona por 8 semanas??'’.

Outro fator importante envolvido no diagndstico e presente nos pacientes
com TEA sdo as deficiéncias sociais e de comunicacdo?!, que também séo
caracteristicas comuns dos transtornos psiquiatricos''8. Podemos citar entre elas
a pobreza de interacdo social e de relacionamentos interpessoais, dificuldade
em compartilhar e atraso no desenvolvimento da linguagem verball. Neste
estudo, os prejuizos de interacdo social reciproca foram avaliados através de
testes comportamentais e confirmado especialmente nos parametros de cheirar.

Observou-se melhora em alguns desses comportamentos quando
realizados tratamentos tanto com aripiprazol quanto com risperidona. O
aripiprazol melhorou, especialmente, os comportamentos de cheirar e montar
nos animais tipo-autista, em relacéo ao grupo tratado com risperidona e ao grupo
gue recebeu salina. No grupo nao-autista o aripiprazol também foi capaz de
melhorar esses parametros de interacdo social. Enquanto a risperidona
melhorou apenas o comportamento de cheirar no grupo de comportamento tipo-
autista.

Um estudo também pré-clinico em modelo animal, mas de esquizofrenia,
no qual os animais foram tratados com aripiprazol, apresentou resultados nos
guais esta medicacao pode ser eficaz no tratamento dos sintomas da doenca e
pode melhorar as funcbes de memdria, que também estdo prejudicadas no
TEA!®. Hara e colaboradores, em um estudo com modelo animal de TEA,
induzido por valproato de sédio, observaram que houve melhora da interacao
social ap6s uso de risperidona por duas semanas!?®. Em 2011 Chadman e
colaboradores®?!, em um estudo com modelo animal de autismo, descreveram
que a risperidona néo foi capaz de melhorar a sociabilidade dos animais, sendo

que tal fato foi justificado pela dose baixa desta medicacao (0,3mg/kg). A
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variabilidade nas respostas comportamentais encontradas nos estudos
utilizando modelo animal de TEA podem estar relacionadas com a
heterogeneidade do transtorno?2,

O aripiprazol e a risperidona sdo medicagOes aprovadas e seguras para
uso em criangas com sintomas exacerbados do TEA, especialmente irritabilidade
e alteragdo comportamental®. Um estudo feito por 12 semanas com criancas
com TEA, entre 6 e 17anos, teve como resultado melhora comportamental,
socializacdo e irritabilidade nos pacientes que receberam aripiprazol'?3.
Resultado semelhante foi descrito por Valicenti et al'** em um estudo com
criancas de 5 a 19 anos que receberam aripiprazol por 15 meses.

E comprovado que a memdria executiva, bem como a no aversiva, estdo
prejudicadas nos pacientes com TEA®3125126 Qutro teste comportamental
realizado para avaliar memoria de curto e longo prazo foi de reconhecimento de
objetos. Neste estudo, observou-se ao avaliar a memoéria de curta duragéao, onde
tanto o aripiprazol quanto a risperidona melhoraram o comprometimento de
memoaria de curta duracao destes animais, quando avaliados na fase de teste, e
em relacdo ao grupo tipo-autista que recebeu salina. As medicacdes nao foram
capazes de alterar a memoria de longa duracéo.

Resultado semelhante também foi descrito por Hara et al., em estudo com
animais, em modelo de autismo, onde a administracdo cronica de risperidona e
aripiprazol aliviaram o comprometimento da memoaria de reconhecimento, nos
camundongos®?®. Outro estudo que realizou uma comparacdo entre uso de
aripiprazol isolado ou associado a antidepressivo, também em modelo animal,
verificou que apds tratamento cronico (21 dias) os animais que receberam
aripiprazol apresentaram melhores resultados em testes de memoérial?’.
Ratajczak e colaboradores, descreveram em um modelo animal de
esquizofrenia, realizado com animais jovens, que o uso de aripiprazol e
olanzapina podem melhorar as funcées de memoria que estdo afetadas nessa
doencal®.

Ja4 em seres-humanos, um estudo realizado com 42 criancas autistas,
com idade de 4 a l14anos, verificou que a risperidona, em comparagdo ao
placebo, foi capaz de melhorar a memoéria de curta duragéo, avaliada através de
testes, das criancas em estudo'?®, Outro estudo publicado por Riedel e

colaboaradores, evidenciou que o tratamento com aripiprazol em pacientes
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adultos com esquizofrenia foi capaz de melhorar respostas em testes de
memoria verbal, atencéo e resultado cognifivo final apés 8 semanas de uso da
medicacdo’?®.

As medicacdes anti-psicoticas, além de seus beneficios referentes ao
comportamento, podem apresentar efeitos colaterais como sonoléncia e
aumento de peso. O peso também foi objetivo de avaliacdo e neste estudo, 0s
resultados mostraram que houve aumento de peso de maneira homogénea entre
todos os animais, autistas ou ndo, bem como indiferentemente do tratamento
gue receberam. O mesmo foi observado em outros estudos publicados por
Kirsten e Xuan, que descreveram néo haver diferenca de ganho de peso entre
animais expostos ou ndo ao LPS 34103,

Uma hipotese para os resultados encontrados poderia ser justificada pelo
tempo de tratamento, pois é possivel que para ocorrer aumento significativo de
peso seja necessario fazer um tratamento por longo periodo, ou ainda, um
periodo maior que o deste estudo, como outros trabalhos que trataram animais
até PND60. Outro fato importante € que este trabalho foi realizado com animais
jovens. Sabe-se que a taxa de metabolismo basal é inversamente proporcional
a idade, ou seja, quando mais jovem o individuo for, mais rapido sera seu
metabolismo!3%131, Assim, outra hipétese seria que que animais jovens teriam
menor ganho de peso.

Em estudo realizado com criancas e adolescentes diagnosticadas com
TEA, Ghanizadeh et al., em 2013, compararam os efeitos do uso de aripiprazol
e risperidona e ndo observaram diferenca significativa para o ganho de peso
entre as duas medicacg6es®. Outro estudo realizado em 2016, comparando o uso
de antipsicéticos em pacientes com TEA, notou aumento de peso significativo
apos uso das medicacfes antipsicoticas, mas ndo observou diferenca quando
comparadas as medicacdes aripiprazol e risperidona entre si. Dentre todos o0s
antipsicoticos usados no estudo, o que apresentou maior ganho de peso foi a
olanzapina'®. Outro estudo realizado para avaliar ganho de peso nos pacientes
com TEA observou que houve aumento significativo de peso apdés uso de
risperidona e aripiprazol, mas nao houve diferenca quando comparadas as
medicacGes entre si®*. Os dois primeiros estudos citados acima apresentaram
metodologia semelhante entre si. Outro dado relevante desses estudos é o

tempo de tratamento, o trabalho realizado por Yoon e colaboradores avaliou
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pacientes com TEA entre 2 e 20 anos de idade, com tempo médio de tratamento
de lano®. Enquanto no trabalho de Wink, o tempo médio de tratamento de
risperidona foi de 2,3 anos e de aripiprazol 1,5 anos®.

A segunda etapa deste estudo teve objetivo de avaliar parametros de EO,
considerando medidas de dado oxidativo em lipidios e em proteinas e atividade
das enzimas antioxidantes SOD e CAT, em amostras encefalicas do cortex preé-
frontal e hipocampo de animais expostos ao LPS em periodo pré-natal. Em
estudos pré-clinicos, varios modelos animais de autismo mostraram o efeito do
EO no SNC#4849%8 (O EO ocorre quando os mecanismos de defesa
antioxidantes ndo sao capazes de manter um equilibrio contra as EROs. Estudos
apontam para aumento nos niveis de EO em regifes encefélicas de individuos
autistas*849.116,

Em relagédo ao dano em lipidios, avaliados através de TBARs e nas
proteinas, avaliadas atraves de carbonilacdo proteica, as medicacdes ndo foram
capazes de realizar alteracGes significativas, em relacdo ao objetivo deste
estudo. Observou-se que no cortex pré-frontal a risperidona foi capaz de reduzir
niveis de peroxidacéo lipidica, no grupo nao-autista, quando quando comparado
aqueles tratados com salina. Em relacdo ao dano oxidativo nas protéinas, no
hipocampo, o aripiprazol foi capaz de reduzir os niveis de carbonilacdo proteica
nos animais ndo-autistas, quando comparados aqueles que receberam salina

Por se tratar de estudo Unico a avaliar padrbes comportamentais e de EO
em ratos jovens, em um estudo pré-clinico de autismo, € possivel que os
resultados nas analises bioquimicas ndo se mostraram de maneira tao
significativa pelo curto tempo de tratamento, e também deve-se considerar a
idade dos animais deste estudo. E oossivel também, que a doses administradas
das medicacdes tenham sido baixas e nao suficientes para alterar tais
substancias no SNC. Outra hipétese € que aripiprazol e risperidona néo
apresentaram efeito sobre o estresse oxidativo pelo fato que neste estudo o LPS
nao pode induzir o estresse oxidativo no SNC dos animais.

Martins e colaboradores, mostraram que o tratamento com altas doses
de aripripazol (10 e 20mg/kg) foi capaz de diminuir os niveis de TBARS no cOrtex
pré-frontal, no entanto, essa resposta ndo foi observada no hipocampo®. Erem
e colaboradores, em um modelo animal de depressao, verificaram que o

aripiprazol foi capaz de reduzir niveis de peroxidacao lipidica no cortex cerebral,
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apos 4 semanas de uso da medicagdo recebida por gavagem e em animais
adultos®®. O estudo de Stojkovic et al., evidenciou reducdo nos niveis de
peroxidacdo lipidica, avaliados através de malondialdeido, no cortex e
hipocampo, em modelo animal de esquizofrenia, apo0s tratamento com
risperidona, de PND35 a PND100%. Os estudos referidos acima, reforcam a
diferenca de resultados entre o descritoneste trabalho, é importante ressaltar a
diferenca entre doses e tempo de administracao dos farmacos.

Nos seres-humanos existem algumas limitagbes quanto a mensuragcao
destas subtancias, foi realizado um estudo para avaliar o efeitos de antipsicoticos
em pacientes com transtornos psiquiatricos, com idade adulta, em amostras de
sangue periférico, como resultado os autores desceveram que a risperidona nao
foi capaz de alterar niveis de peroxidacéao lipidica, que foram avaliados atraves
de malondialdeido®.

Ainda em relacdo ao dano protéico, quando avaliaram a carbonilacédo
proteica, Martins e colaboradores descreveram nao haver diferenca apos
tratamento com aripiprazol, independente da dose, nem no hipocampo bem
como como no cortex pre-frontal®®. Outro estudo com animais jovens e uso de
aripiprazol, ndo evidenciou alteracdo dos niveis de peroxidacao lipidica, bem
como de carbonilagio proteica, independente da dose utilizada*®?.

Este estudo evidenciou que quanto a avaliagdo das substancias
antioxidantes, as medicacdes aripiprazol e risperidona nao reduziram os valores
de SOD e CAT no SNC. Ha pouca descri¢ao de resultados publicados referentes
a dosagem de catalase no SNC.

Assim como este trabalho, El-ansay e colaboradores ndo evideram
alteracées nos niveis de CAT#. Tal estudo avaliou amostras de sangue
periférico em criancas com diagndéstico de TEA e observou que quando
comparados ao grupo controle houve apresentavam aumento nos niveis de
peroxidacéo lipidica e aumento dos valores de SOD e GPX com significancia, e
para catalase os valores ndo foram significantes*®. E importante destacar que
tais avaliacbes foram realizadas em sangue periférico, amostra bastante
diferente da utilizada em nosso trabalho.

Eren et al, em um estudo ja citado anteriormente, observaram que o
aripiprazol em modelo pré-clinico de depressdo foi capaz de alterar

positivamente niveis de glutationa, glutationa peroxidase e vitamina C®¢. Foi
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observado em outro estudo, ja referido anteriormente, que o aripiprazol, mesmo
em diferentes dosagens, ndo foi capaz de modificar os niveis de superéxido
mitocondrial no hipocampo e cortex, em estudo com ratos, tratados por 4
semanas®. Em um modelo animal de esquizofrenia realizado por Stojkovic et al.,
a risperidona normalizou niveis de glutationa e elevou os niveis de SOD no
hipocampo e cortex. Diferentemente do que foi observado neste estudo, que foi
realizado em animais em PND35, que foram tratados por 9 semanas e por via
oral®’.

Os resultados encontrados neste estudo podem ter apresentado
variacOes referentes ao descrito na literatura, o que pode ser justificado pela
idade dos animais selecionados para este estudo, pelo tempo de tratamento
realizado, pela dose das medicacdes aplicadas e pela via de administracéo das
mesmas. Emrelacdo ao EO, é possivel que as medicacdes nao puderam exercer
seu potencial terapéutico pelo fato do LPS néo ter causado dano no SNC.Por
fim, n&o foi possivel observar grandes diferencas entre os resultados alcancados
apos tratamento entre as duas medicacbes. Visto o grande aumento da
prevaléncia do TEA nas ultimas décadas e o prejuizo que esta condicao clinica
causa ao paciente e seus familiares. S0 necessarios novos estudos em busca
da etiologia dessa doenca, bem como, em relagcdo as novas possibilidades

terapéuticas tanto curativas quanto para alivio dos sintomas.
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que a ativagao imune
materna gerada pela exposic¢ao pré-natal ao LPS no DG 9,5 originou na prole, a
seguinte alteracdo comportamental que é condizente com TEA, sendo ela:

- Reducdo no comportamento social reciproco, quando avaliado o
parametro de cheirar.

Além disso, nossos resultados mostram que o tratamento com aripiprazol
e risperidona, foi capaz de melhorar o0 comportamento tipo-autista,
especificamente:

- Aumento no comportamento social reciproco.

A ativacdo imune materna nao foi capaz de provocar alteragcbes nos
parametros de EO avaliados neste estudo, e desta forma, ndo foi observado os
possiveis efeitos associados ao tratamento com ariproprazol ou risperidona.

Este estudo né&o verificou discreta distingdo entre as respostas
terapéuticas ap0s os tratamentos realizados com aripiprazol e risperidona, com
tendéncia a melhores resultados com uso de aipiprazol. As duas medicacdes
demonstraram resultados positivos, especialmente em relacdo aos parametros
comportamentais. Assim, estudos adicionais sdo necessarios para verificar a
dose ideal e tempo de tratamento adequados. Desta forma, sera possivel
alcancar, com maior precisdo, os beneficios esperados com o tratamento

medicamentoso.
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