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RESUMO

FERREIRA, E.O. ARIPIPRAZOL PROTEGE CAMUNDONGOS JOVENS DO
COMPORTAMENTO AUTISTA-SIMILE E DEFICITS DE MEMORIA INDUZIDOS
POR TRATAMENTO MATERNO COM ACIDO VALPROICO.

O transtorno do espectro autista (TEA) é um transtorno do neurodesenvolvimento
caracterizado por déficits na comunicacdo social e comportamentos repetitivos. O
aripiprazol (APZ) é um antipsicético atipico que diminui 0 comportamento autista-
simile induzido pelo acido valpréico-VPA em camundongos. No presente estudo foi
examinado os efeitos do tratamento materno com APZ (10 mg/kg, i.p.) em
camundongos jovens expostos no periodo pré-natal ao VPA. Para isso, camundongos
Swiss fémeas (n=8) foram acasaladas com machos (n=8) em gaiolas separadas (1 casal
por gaiola = 8 casais) durante o periodo reprodutivo (6-8 semanas de idade) e
distribuidos na seguinte ordem de tratamentos: Veiculo (V); V + APZ; VPA e VPA +
APZ. Lavados vaginais foram coletados todas as manhds para andlise citologica, e a
presenca de espermatozoides foi considerada o primeiro dia de gestagdo (DG). No 11,5°
e no 12° dias gestacionais, as fémeas prenhes do grupo V receberam solugédo salina
0,9%, (i.p.) e as do grupo V+APZ, receberam soro fisiolégico 0,9% + APZ (10 mg/kg),
(i.p.). As fémeas gestantes dos grupos VPA e VPA+APZ receberam VPA (500 mg/kg,
I.p.) no 12,5° dia para a indugdo do modelo animal de autismo e o grupo VPA+APZ,
duas doses preventivas de Aripiprazol (10 mg/kg, i.p.); a primeira dose no 11,5° diae a
segunda dose no 12° dia. Nesse mesmo grupo, foi administrado VPA (500 mg/kg, i.p.)
no 12,5°dia. As proles provenientes dessas parturicdes foram analisadas em testes
comportamentais  relacionados ao  neurodesenvolvimento, interacdo  social,
comunicacdo, estereotipias, memoria e ansiedade. No cortex pré-frontal medial (CPFm)
e hipocampo, foram avaliados a viabilidade neuronal, os niveis de dopamina, as
expresses de Sinaptofisina (Syp), da Proteina Associada ao Sinaptossoma de 25kDa
(SNAP-25) e da Proteina Associada ao Microtdbulo 2 (MAP-2). Além disso, foi
avaliada uma possivel interferéncia do APZ no efeito anticonvulsivante do VPA,
usando o modelo de convulséo induzidas por pentilenotetrazol (PTZ). O tratamento
materno com APZ preveniu significativamente a perda de peso corporal, o atraso no
auto-endireitamento postural e a abertura dos olhos. O APZ também evitou os déficits
de interagcBes e comunicacOes sociais avaliados no juvenile play test, no aparato de trés
camaras e no teste que envolve odores (teste olfatério em paradigma discriminativo e
teste do cheiro materno). Em relacdo a estereotipia, 0 APZ preveniu significativamente
0s animais dos comportamento repetitivo, obsessivo e ansiogénico induzidos pelo VPA.
No que se refere a memdria, 0 APZ preveniu os camundongos expostos ao VPA, dos
deéficits de memoria de trabalho (teste do labirinto em Y) e de memdria aversiva (teste
da esquiva passiva). O APZ preveniu significativamente a morte neuronal e a
diminuigdo dos niveis de dopamina no CPFm, e preveniu a redugdo da viabilidade
celular e da imunorreatividade para Sinaptofisina, SNAP-25 e MAP-2 no CPFm e no
hipocampo. Além disso, o APZ (10 mg/kg) ndo interferiu com o efeito
anticonvulsivante do VPA (15 mg/kg) em animais com convulsdes induzidas por PTZ.
Concluimos que o tratamento com APZ em camundongos prenhes expostos ao VPA
protege a prole da inducédo do fenotipo comportamental semelhante ao TEA e este efeito
pode estar relacionado, pelo menos em parte, ao aumento da fungdo dopaminérgica, a
protecdo neuronal e plasticidade sindptica no CPFm e hipocampo. O APZ pode servir



como um alvo terapéutico eficaz na prevencdo do comportamento autista induzido pelo
tratamento com VPA durante a gravidez.

Palavras-chave: Acido valprdico (VPA). Transtorno do Espectro Autista (TEA).
Avripiprazol. Neuroprotecdo. Memoria. Plasticidade sinaptica.



ABSTRACT

FERREIRA, E.O. ARIPIPRAZOLE PROTECTS JUVENILE MICE FROM
AUTISTIC-SIMILAR BEHAVIOR AND MEMORY DEFICITS INDUCED BY
MATERNAL TREATMENT WITH VALPROIC ACID.

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by
deficits in social communication and repetitive behaviors. Aripiprazole (APZ) is an
atypical antipsychotic that decreases the autistic-like behavior induced by valproic acid-
VPA in mice. In the present study, the effects of maternal APZ treatment (10 mg / kg,
I.p.) on young mice exposed in the prenatal period to VPA were examined. For this,
female Swiss mice (n = 8) were mated with males (n = 8) in separate cages (1 couple
per cage = 8 couples) during the reproductive period (6-8 weeks of age) and distributed
to Vehicle (V); V + APZ; VPA and VPA + APZ. Vaginal lavages were collected every
morning for cytological analysis, and the presence of sperm was considered the first day
of pregnancy “gestational day” (GD). On the 11.5th and 12th gestational days, pregnant
females of V group received 0.9% saline (ip) and V + APZ group received 0.9% saline
+ APZ (10 mg/kg), (ip). The pregnant females of the VPA and VPA + APZ groups
received VPA (500 mg/kg, ip) on the 12th day for the induction of the animal model of
autism and the VPA + APZ group, two preventive doses of Aripiprazole (10 mg/kg, ip);
the first dose on the 11.5th day and the second dose on the 12th day. In this same group,
VPA (500 mg/kg, i.p.) was administered on the 12,5th day. The offspring from these
parturitions were analyzed in behavioral tests related to neurodevelopment, social
interaction, communication, stereotypes, memory and anxiety. In the medial prefrontal
cortex (mMPFC) and hippocampus, neuronal viability, dopamine levels, expressions of
Synaptophysin (Syp), 25kDa Synaptosome Associated Protein (SNAP-25) and
Microtubule-Associated Protein 2 were evaluated (MAP-2). In addition, a possible
interference of APZ in the anticonvulsant effect of VPA was evaluated, using the
pentylenetetrazole-induced seizure model (PTZ). Maternal treatment with APZ
significantly prevented body weight loss, delayed postural self-straightening and eye
opening. APZ also avoided the deficits in interactions and social communications
assessed in the juvenile play test, in the three-chamber apparatus and in the test
involving odors (olfactory test in discriminative paradigm and maternal smell test).
Regarding stereotypy, APZ significantly prevented animals from repetitive, obsessive
and anxiogenic behavior induced by VPA. With regard to memory, APZ prevented
mice exposed to VPA, from deficits in working memory (Y-labyrinth test) and aversive
memory (passive avoidance test). APZ significantly prevented neuronal death and
decreased dopamine levels in mCFP, and prevented reduced cell viability and
immunoreactivity for synaptophysin, SNAP-25 and MAP-2 in mCFP and the
hippocampus. In addition, APZ (10 mg / kg) did not interfere with the anticonvulsant
effect of VPA (15 mg / kg) in animals with PTZ-induced seizures. We conclude that
treatment with APZ in pregnant mice exposed to VPA protects the offspring from
inducing the behavioral phenotype similar to TEA and this effect may be related, at
least in part, to increased dopaminergic function, neuronal protection and synaptic
plasticity in CPFm and hippocampus. APZ can serve as an effective therapeutic target
in preventing autistic behavior induced by treatment with VPA during pregnancy.

Keywords: Autism spectrum disorder (ASD); valproic acid; aripiprazole;
pentylenetetrazole; neuroprotection, synaptic plasticity, prefrontal cortex; hippocampus.
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5.12 Efeito do tratamento materno com APZ (10 mg/kg) sobre a 79
imunorreatividade para a SNAP-25 no cortex pré-frontal medial e
no hipocampo de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo
pré-natal.
5.13 Efeito do tratamento materno com APZ (10 mg/kg) sobre a 86
imunorreatividade de MAP-2 no CPFm de camundongos jovens
expostos ao acido valproico (VPA) no periodo pré-natal e tratados
com aripiprazol (APZ).

6. DISCUSSAO 88

7. CONCLUSAO 100
REFERENCIAS 101
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1. INTRODUCAO

1.1 Visdo historica

Em 1943, o psiquiatra infantil Leo Kanner descreveu a respeito do
comportamento inusitado de oito meninos e trés meninas, incluindo Donald de 5 anos
que aparentemente mostrava-se confortavel e satisfeito quando deixado sozinho, nédo
manifestava interesses afetivos com os pais e tratamento indiferente com os demais
membros da familia que os visitavam. As vezes, vagava-se sorrindo gratuitamente,
fazendo movimentos estereotipados com os dedos ou girando com grande prazer
repetidamente qualquer coisa que pudesse agarrar (KANNER, 1943).

No ano de 1944, o pediatra Hans Asperger descreveu sobre quatro meninos que
manifestavam falta de interesse ou interesse restrito as pessoas e objetos. No entanto,
um comportamento peculiar do observado no garoto Fritz, de seis anos, que aprendeu a
falar e a expressar-se muito cedo. Esse, falava “como um adulto”, desdenhava as
brincadeiras em grupos de criancas e interagia destemidamente com os adultos, até com
estranhos. Porém, os héabitos estereotipados também o acompanhavam (ASPERGER,
1991).

Esses achados retratam vividamente o que € agora chamado de Transtorno do
Espectro Autista (TEA). O espectro é amplo, abrangendo a classica sindrome de Kanner
(originalmente intitulada distdrbios autisticos de contato afetivo) e a sindrome de
Asperger (originalmente chamada de psicopatia autista da infancia). A compreenséo do
autismo evoluiu substancialmente nos altimos 70 anos, com um crescimento
exponencial da pesquisa desde meados da década de 1990, como mostra a figura 1
(LAI, LOMBARDO e BARON-COHEN, 2014).

1.2 Transtorno do Espectro Autista (TEA)
1.2.1 Definigéo e caracterizagdo

A primeira defini¢do operacional do TEA apareceu na terceira edi¢gdo do Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-III), e foi fortemente

influenciada pela conceituagdo de Michael Rutter, que caracterizou esse disturbio

inicialmente como um transtorno infantil de desenvolvimento social e comunicativo
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prejudicado, insisténcia na mesmice, com inicio antes dos 30 meses de idade (RUTTER,
1978).

Anos mais tarde, a quarta edicdo do DSM (DSM-1V) e a décima revisdo da
Classificagdo Internacional de Doencas (CID-10) referiu ao autismo como um
Transtorno Invasivo do Desenvolvimento (TID) ou PDD, do inglés Pervasive
Developmental Disorders (PDD), dando énfase ao inicio precoce de uma triade de
caracteristicas: (I) deficiéncias na interacdo social, (1) deficiéncias na comunicacgéo; e
(I11) comportamento restrito, repetitivo, como atividades estereotipadas. Porém, o DSM
em sua ultima revisdo (DSM-V), publicado em maio de 2013, adotou um termo mais
abrangente para o autismo, classificando-o como TEA, do inglés Autism Spectrum
Disorder (ASD), definindo-o como um grupo de distarbios do neurodesenvolvimento,
sem definicdo de subtipos e ndo mais com uma triade de caracteristicas, mas
reorganizado com uma diade, que consiste em (I) dificuldades na comunicacdo e
interacdo social; e (I1) comportamento restrito e repetitivo a interesses ou atividades
(APA, 2013; LAI, LOMBARDO e BARON-COHEN, 2014).

Embora esses sinais facam parte do TEA, ndo constroem um fenotipo genuino
para o transtorno. Existe uma variancia espectral do distarbio. Por exemplo, existem
individuos na condicdo TEA com deficiéncia intelectual (DI) grave, até autistas com
quociente de inteligéncia (QI) normal, que apresentam habilidades independentes.
Ainda, interesses obsessivos, gastroenterites, hiperatividade, alteracbes no sono e

epilepsia, podem ser morbidades presentes no autismo (ZAFEIRIOU et al., 2007).
1.2.2 Etiologia

Estudos baseados em gémeos, familias e populages mostraram que o TEA é um
dos mais hereditarios de todos os transtornos psiquiatricos, com herdabilidade estimada
em ~ 50%. No entanto, o conhecimento da causa genética identificada € limitado. Até o
momento, 0s achados mais promissores reportam rearranjos cromossémicos, ou
mutacgdes pontuais (Apud VARGHESE et al., 2017).

O TEA apresenta-se como uma desordem multifatorial, com fatores de riscos
genéticos e ambientais. Os fatores genéticos desempenham cerca de 80% de
herdabilidade para o autismo (LICHTENSTEIN et al., 2010; RONALD e HOEKSTRA,

2011). Sindromes monogenéticas como a Phelan-McDermid (PMS), sindrome do X
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fragil (FXS) e esclerose tuberosa, incluem o TEA como parte de seu fendtipo
comportamental (GHOSH et al., 2013). Estas, constituem cerca de 10-15% de todos
casos de TEA. Na maioria dos casos, 0 risco genético para o autismo € poligénico,
envolvendo multiplos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single
nucleotide polymorphisms). Além de distdrbios monogénicos e SNPs, uma série de
microdele¢des ou microduplicacbes abrangendo vérios genes foram relatados para
aumentar o risco de TEA (HOWES et al., 2018), como por exemplo, delegbes em
SHANKS3, 1921, 3929, 7911.23, dentre outras (VORSTMAN et al., 2006).

Uma série de fatores pré-natais, perinatais e neonatais, denotam que fatores
ambientais também sdo responsaveis pelo o desenvolvimento do TEA. Dentre 0s mais
relatados, destacam-se prematuridade significativa, hipoxia perinatal, infeccdes
maternas pré/perinatal, deficiéncia materna de vitamina D, idade paterna mais elevada,
obesidade materna e exposicdo gestacional a substancias teratogénicas como ao &cido
valpréico (EYLES et al., 2013; MANDY e LAI, 2016; HOWES et al., 2018).

1.2.3 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 1 a cada 88 nativivos
apresenta TEA (BARBOSA, FERNANDES, 2009), algo em torno de 0,76% criancas
autistas no mundo em 2010 (BAXTER, 2015), sendo o sexo masculino o mais
acometido.

Uma prevaléncia elevada pode ser observada quando rastreada em determinados
pontos geogréaficos, como foi o caso da Coréia do Sul, onde as estimativas apontaram
2,64% de criangas com o TEA entre os anos de 2005 e 2009 (KIM et al., 2011). Em
contrapartida, em 2011, a prevaléncia de TEA em criangas foi menor na Finlandia e
Suécia (1%) e na Dinamarca (1,5%) em comparacdo com os dados apresentados pela a
Coréia do Sul (ATLADOTTIR et al., 2015).

Nos EUA, os Centros de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) estimaram
que aproximadamente 0,66% das criancas com 8 anos de idade em 2002 tinham TEA
(BAIO, 2012). Em 2010 e 2012 a estimativa mostrou um aumento da prevaléncia de
autismo para 1,5% em criangas até os 10 anos de idade (CHRISTENSEN et al., 2016).
Em 2014, esse percentual elevou-se para 2,2% em uma pesquisa envolvendo criancas
com idades entre 3 e 17 anos (ZABLOTSKY et al., 2015).
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No Brasil, os estudos que abordam a epidemiologia do TEA sdo escassos. O
primeiro estudo de prevaléncia na América Latina foi realizado em 2007, constatando
uma prevaléncia de 0,88% de casos de TEA a partir de uma populagéo de 1.470
criancas. Em 2008, um estudo brasileiro mostrou a prevaléncia de 1,31 de autistas a
cada 10.000 pessoas no estado de Santa Catarina, a partir das bases de dados de
instituicOes especiais: Associagdes de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE),
Associacdo de Amigos dos Autistas (AMA) e da Fundacdo Catarinense de Educacéo
Especial (FCEE). As limitacdes das pesquisas no Brasil sobre o TEA demonstram a
caréncia de dados epidemioldgicos desta condicdo, por conseguinte, dados sobre esta
questdo contribuiriam para a elaboracdo de politicas publicas que contemplem essa
populagéo (Apud GUEDES e TADA, 2015).

1.2.4 Sinais, sintomas e diagnostico.

Embora os individuos com TEA sejam muito diferentes uns dos outros, o
transtorno é caracterizado hoje, como ja mencionado, por uma diade de caracteristicas,
que consiste em (I) prejuizos de interacdo e comunicacdo social e (1) comportamentos
sensoriais-motores  repetitivos e restritos a interesses efou a atividades,
independentemente de raca, cultura, etnia ou grupo socioeconémico. Uma vez que, nao
existem biomarcadores confiaveis para deteccdo de tracos do TEA, o seu diagnostico
deve ser feito com base no comportamento do individuo, a luz dos critérios do DSM-V
(KHAN et al., 2012).

Os critérios de diagnostico do DSM-V (APA, 2013) lista prejuizos sociais e

comprometimento funcional em uma ordem continua de gravidade (Tabela 01 e 02).
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Tabela 01. Critérios de diagndstico para Transtorno do Espectro Autista.

Critérios de diagnostico para Transtorno do Espectro Autista

A. Déficits persistentes na comunicacao e interacdo social em varios contextos, conforme
manifestado atualmente ou pela andlise do histérico do individuo.

1. Déficits de reciprocidade
socioemocional,  variando,
por exemplo, de abordagem
social anormal e falha na
conversa normal, ao
reduzido compartilhamento
de interesses, emoc¢fes ou
afeto; ao fracasso em iniciar
ou responder as interacOes
sociais.

2. Déficits em
comportamentos

comunicativos ndo verbais
usados para interacdo social,
variando, por exemplo, de

comunicacdo verbal e néo
verbal mal integrada;
anormalidades no contato

visual e linguagem corporal
ou déficits na compreensdo e
uso de gestos; a uma total
falta de expressdes faciais e
comunicacao ndo verbal.

3. Déficits no
desenvolvimento,

manutencdo e compreensdao
de relacionamentos,
variando, por exemplo, de
dificuldades para ajustar o
comportamento  para  se
adequar a varios contextos
sociais; as dificuldades em
compartilhar  brincadeiras
imaginativas ou em fazer
amigos; a auséncia de
interesse nos pares.

B. Padrdes restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou atividades, conforme
manifestado por pelo menos dois dos seguintes, atualmente ou pela historia.

1. Movimentos | 2.  Insisténcia na | 3. Interesses | 4. Hiper ou
motores mesmice, adesdo | altamente restritos e | hiporreatividade a
estereotipados ou | inflexivel a rotinas | fixos que séo | entrada sensorial ou
repetitivos, uso de | ou padrdes | anormais em | interesse  incomum
objetos ou fala (por | ritualizados de | intensidade ou foco | em aspectos
exemplo, comportamento (por exemplo, forte | sensoriais do
estereotipias motoras | verbal ou ndo verbal | apego ou | ambiente (por
simples, brinquedos | (por exemplo, | preocupacao com | exemplo, indiferenca
alinhados ou | angUstia extrema em | objetos  incomuns, | aparente a dor /
lancando objetos, | pequenas mudancas, | interesses temperatura, resposta
ecolalia e frases | dificuldades com | excessivamente adversa a sons ou
idiossincraticas). transi¢cbes, padrfes | circunscritos ou | texturas especificos,
de pensamento | perseverativos). cheiro  ou toque
rigidos, necessidade excessivo de objetos,
de seguir o mesmo fascinacao visual por
caminho ou comer a luzes ou movimento).
mesma comida todos
os dias).

Fonte: Adaptado de APA (2013).
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Tabela 02. Niveis de gravidade para Transtorno do Espectro Autista.

Niveis de gravidade para Transtorno do Espectro Autista

Nivel de severidade

Comunicacéo social

Comportamentos
restritos e repetitivos

Nivel 3

“Requer suporte

muito substancial”

Graves déficits nas habilidades de
comunicacdo social verbal e n&o
verbal causam graves prejuizos no
funcionamento, iniciacdo muito
limitada de interagcbes sociais e
resposta minima as aberturas sociais
de outros. Por exemplo, uma pessoa
com poucas palavras de fala inteligivel
que raramente inicia uma interacao e,
guando o faz, faz abordagens
incomuns apenas para atender as
necessidades e responde apenas a
abordagens sociais muito diretas.

Inflexibilidade de
comportamento, extrema
dificuldade em lidar com a
mudanga ou outros
comportamentos restritos/
repetitivos interferem
marcadamente no
funcionamento em todas as
esferas. Grande angustia/

dificuldade em mudar o foco
0uU a agéo.

Nivel 2

“Requer suporte

substancial”

Déficits marcados nas habilidades de
comunicagdo social verbal e ndo
verbal; deficiéncias sociais aparentes
mesmo com apoios no local; iniciagdo
limitada de interagbes sociais; e
respostas reduzidas ou anormais as
aberturas sociais de outros. Por
exemplo, uma pessoa que fala frases
simples, cuja interacdo é limitada a
interesses especiais estreitos e que tem
uma comunicacdo ndo  verbal
notavelmente estranha.

A inflexibilidade de
comportamento, a dificuldade
de lidar com a mudanca ou
outros comportamentos
restritos/ repetitivos aparece
com frequéncia suficiente
para serem Obvios para o
observador casual e
interferem no funcionamento
em uma Vvariedade de
contextos. Angustia e/ ou
dificuldade em mudar o foco
ou acéo.

Nivel 1

“Requer suporte”

Sem suportes, o0s déficits na
comunicagdo social causam prejuizos
perceptiveis. Dificuldade em iniciar
interagdes sociais e exemplos claros de
respostas atipicas ou malsucedidas a
aberturas sociais de outras pessoas.
Pode parecer ter diminuido o interesse
nas interagcBes sociais. Por exemplo,
uma pessoa que é capaz de falar frases
completas e se comunicar, mas cuja
conversa de um lado para outro com 0s
outros falha e cujas tentativas de fazer
amigos sdo estranhas e normalmente
malsucedidas.

A inflexibilidade de
comportamento causa
interferéncia significativa no
funcionamento em um ou
mais contextos. Dificuldade
em alternar entre atividades.
Problemas de organizacdo e
planejamento dificultam a
independéncia.

Fonte: Adaptado de APA (2013).
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1.2.5 Intervencao terapéutica

A farmacologia baseada em evidéncias no TEA esta atualmente limitada ao
tratamento de sinais e sintomas inespecificos, como alteracbes de comportamento e
diagnosticos concomitantes. E por essa razao que os especialistas reportam essa terapia
como uma ferramenta complementar, restrita, e ndo propria para o transtorno. Porém,
tem mostrado resultados benéficos, como aos do Aripiprazol (Abilify) (OWEN et al.,
2009) e Risperidona (Risperdal), (KENT et al., 2013), que melhoraram a irritabilidade
ou agitacdo em criancas e adolescentes com TEA em ensaios clinicos randomizados
(Tabela 03).

O aripiprazol e a risperidona sdo antipsicoticos atipicos, e sdo 0s Unicos
medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration dos EUA para o
tratamento de TEA. Além de minimizar a irritabilidade, esses farmacos diminuiram a
ocorréncias de automutilagdo, comportamentos agressivos e outros comportamentos
perturbadores (JESNER et al.,, 2007; CHING e PRINGSHEIM, 2012). A
psicofarmacoterapia também pode aliviar sintomas decorrentes de co-morbidades
associadas ao TEA, como transtorno de déficit de atencdo/ hiperatividade (TDAH),

transtornos de ansiedade, e disturbios do sono (DOVE et al., 2012).

Alguns medicamentos normalmente usados para tratar o TDAH, incluindo
metilfenidato, atomoxetina e guanfacina, sdo exemplos de psicotropicos independentes
que atenuam os sintomas de TDAH no TEA, que ocorrem em mais de um quarto das
criancas. Embora esses medicamentos possam fornecer alguns beneficios, eles devem
ser utilizados com cautela perante os efeitos adversos de potenciais graves, incluindo
tremor, sedagdo, ganho de peso, e sintomas extrapiramidais. Em geral, instiga-se zelo
dos profissionais especialistas e dos cuidadores de individuos com TEA e que fazem

uma farmacoterapia associadas (Apud LORD et al., 2018).
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Tabela 03. Evidéncias para 0 uso de medicamentos no Transtorno do Espectro Autista.

Farmaco Idade (anos) Sintomas alvo Efeitos adversos comuns
para uso
conforme
indicado pelo
FDA dos EUA
Agitacéo ou Aumento do apetite, sedacéo
Risperidona 5-16 irritabilidade no e ganho de peso.
TEA
Agitagéo ou Nauseas e ganho de peso
Aripiprazol 6-17 irritabilidade no
TEA
Sintomas de Diminuicdo do apetite,
Atomoxetine 6-15 TDAH nauseas e irritabilidade.
Sintomas de Disturbio do sono e
Metilfenidado >6 TDAH diminuicdo do apetite.
Sintomas de Fadiga, sedacdo, diminuicdo
Guanfacin 6-12 TDAH do pulso e da pressdo arterial

Fonte: Adaptado de Lord et al. (2018).

1.3 Modelos animais de TEA.

Os modelos animais de TEA tém contribuido para o conhecimento de
determinados fatores e mecanismos causadores do disturbio, com achados a respeito do
comportamento, da cogni¢do, da neuroanatomopatologia, da funcdo sinaptica e
plasticidade. Para os fins desta dessa revisao, esse estudo concentra-se em modelos de
mamiferos in vivo de TEA, com base em etiologias genéticas, fenotipicas (VARGHESE
et al., 2017) e/ou denominadas "idiopaticas", para o qual ndo ha causa genética
conhecida e que séo provavelmente influenciadas por fatores ambientais (SANDIN et
al., 2014) incluindo toxinas, pesticidas, infeccdo e exposicdo pré-natal a determinadas
drogas, como ao VPA. Dos modelos de TEA geneticamente modificados, destacam-se
NLGN3/4, NRXN1/3, CNTNAP2, SHANK3, MECP2, duplicacbes em MECP2, FMR1,
Delecdes em 15911-g13 e microdeleces em 15q13.3. Desses, alcanca-se um fendtipo
autista-simile com um espectro de comportamento que sofrem variagdes pra mais ou pra
menos de interacdo social reciproca reduzida em diades, falta de preferéncia por
novidades sociais, vocalizagbes ultrassonicas juvenis e adultas prejudicadas e

construcdo reduzida de ninho, aumento de auto-limpeza, enterramento compulsivo de
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objetos e circulacao repetitiva. J& os modelos animais de TEA idiopéatico, de um modo

geral, estdo descritos resumidamente na tabela 04.

Tabela 04. Subtipos de modelo animais e idiopaticos de TEA com 0s seus respectivos
fenotipos comportamentais.

Modelos animais de TEA idiopatica

BTBR-T+ tfl/J

Baixa sociabilidade, reducdo das interacbes sociais reciprocas em diades,
vocalizagOes aberrantes e deficiéncias em varios ambientes sociais, como
marcacdo de cheiros e transmissao social da preferéncia alimentar;

Alto nivel de estereotipias ou comportamentos repetitivos, incluindo pular,
cavar, cuidar de si, enterrar objetos e explorar buracos incomuns;
Co-morbidades: rigidez cognitiva em tarefas de aprendizagem reversa,
hiperatividade em campo aberto, desempenho motor prejudicado no rota-rod
e desempenho inconsistente em testes de ansiedade.

BALB/cByJ

Déficits sociais, incluindo interagfes sociais juvenis.

Exposicao pré-
natal ao VPA

Déficits sociais, com exploracdo social reduzida e baixo numero de
vocalizagOes ultrassdnicas; baixos niveis de brincadeira juvenil em ratos;
Aumento da frequéncia de estereotipias motoras e enterramento repetitivo de
bolas de gude, diminuicao da sensibilidade & dor, aumento da ansiedade;
Divergéncia sexual no comportamento, com 0s homens sendo mais afetados
do que as mulheres.

Autoanticorpos
maternos

Déficits no desenvolvimento, aumento das vocalizagBes ultrassonicas e
aumento dos comportamentos estereotipados em camundongos.

Ativacéo
imune materna

Reducdo das vocalizagGes ultrassbnicas, diminuicdo da interacdo social e
comportamentos repetitivos em ratos.

Fonte: Adaptado de Varghese et al. (2017).

1.3.1 Modelos animais de TEA por VPA.

O 4cido valproico (VPA), ou acido 2-propilpentandico, sintetizado ha mais de

um século a partir do &cido valérico (LOPEZ-MUNOZ et al., 2012), é um &acido graxo

de cadeia curta, amplamente utilizado como uma droga antiepiléptica de amplo espectro
(PERUCCA, 2002) e estabilizador de humor (LAMBERT et al., 1975). Atua regulando
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a expressao génica por meio da remodelacdo da cromatina (epigenética) por inibicdo da
atividade da histona desacetilase (HDAC) (PHIEL et al., 2001).

VPA é um potente teratogénico. Os primeiros relatos de anomalias congénitas,
nos neonatos de maes expostas a0 VPA durante a gravidez remonta ao inicio 1980,
incluindo defeitos do tubo neural (ROBERT e GUIBAUD, 1982), espinha bifida,
craniossinostose, fenda palatina, hipospadia, defeito do septo atrial, e polidactilia e
defeitos cardiacos congénitos (JENTINK et al., 2010; JACKSON et al., 2015). O VPA
também prejudicou o neurodesenvolvimento em um grupo de bebés e criancas de 9 a 60
meses, cujas maes tinha se inscrito no Registro de Epilepsia e Gravidez do Reino
Unido. Dos 47 participantes, 23 tiveram atraso de desenvolvimento (Cummings et al.,
2011). Além disso, a exposi¢do no Utero ao VPA estd associado a risco de prejuizos
cognitivos. Adab et al. (2004) relatou que criancas em idade escolar, cujas maes
receberam VPA durante o pré-natal tiveram scores resultados significativamente
inferior de quociente de inteligéncia (QI) verbal de comparado a criancas expostas a

carbamazepina ou fenitoina.

Além dos eventos teratogénicos citados acima, percebeu-se também que o VPA
é um fator de risco para o desenvolvimento de TEA. A exposicdo ao VPA durante o
primeiro trimestre de gravidez foi originalmente associada ao autismo com base em
estudos que mostraram uma alta incidéncia de sintomas de TEA em criangas com
sindrome do valproato fetal (FVS), uma embriofetopatia induzida por VPA
(DILIBERTI et al., 1984; CLAYTON-SMITH e DONNAI, 1995). Com base nisso,
Rodier et al. (1996), expds embrides de rato ao VPA e foi o primeiro a propor um
modelo animal de autismo, com validade de face (semelhanga com sintomas humanos)
e validade de construcdo (semelhanca nas causas subjacentes). Desde entdo, roedores
expostos ao VPA no periodo pré-natal tém sido usados extensivamente para investigar
as vias moleculares ligadas ao comportamento de TEA e, mais recentemente, para testar
potenciais terapéuticos para o referido transtorno (ZAKI et al., 2010; YANG et al.,
2016; AL-ASKAR et al., 2017; NICOLINI e FAHNESTOCK, 2018).

A partir do primeiro modelo animal de autismo-simile (Rodier et al, 1996),
pequenas variagdes no protocolo de administragdo de VPA tem sido observadas (dia
exposicdo in utero ao VPA, bem como, doses e vias de administragdo distintas),

entretanto, a validade clinica do modelo de VVPA em ratos e camundongos vem sendo



28

alcancada. Na verdade, a exposicao in utero ao VPA entre 350-800 mg/kg por volta do
11°-12,5° dia gestacional, parece ser a janela de tempo critica para a indugdo da maioria
das anormalidades anatdbmicas e comportamentais do tipo autista-simile em ratos e
camundongos. No entanto, um limite preciso de dose para a inducdo de caracteristicas
especificas e inespecificas de TEA, com simultanea reducéo das fragilidades criticas do
modelo, como ampla toxicidade e conseguinte mortalidade das proles, tem sido motivo
de preocupacdo para os pesquisadores. Nesse contexto, uma pesquisa recente relatou
que o VPA administrado na dose de 500 mg/ kg por v.i. no 12.5° gestacional é menos
toxico do que a dose de 600 mg/kg em termos de sobrevivéncia fetal e, além de reduzir
altas taxas de mortalidade fetal durante os experimentos, consegue favorecer um robusto
modelo comportamental de TEA-simile em comparacdo com 0s animais controles
(Apud Frave et al., 2013).

Recentes ensaios pré-clinicos de autismo tem dado énfase a importancia de
estudar o comportamento de TEA em animais, com protocolos que simulem a primeira
infancia, uma vez que, este € um periodo critico para o estabelecimento de
comportamentos sociais (SPEAR, 2000; CAMPOLONGO et al., 2018), com
abordagens relacionadas ao neurodesenvolvimento, como analise do peso corporal, da
coordenacao postural e da maturacdo ocular (YANG et al., 2016). Em adi¢do, Crawley
(2007) sugeriu uma bateria de testes comportamentais relevantes para a construcao de
um desenho experimental mais robusto para estudar o fenétipo do TEA em modelos
animais, com abordagens de interagdo e comunica¢do social, incluindo testes de
brincadeiras juvenis, abordagem social em aparato de trés camaras, testes com pistas
sociais olfativas, analises de comportamento repetitivo, ritualistico e atividades restritas.
Outros estudos, somam ainda com anélises de ansiedade (WANG et al., 2018; MIRZA e
SHARMA et al., 2019) e testes de memoria (GONZALES et al., 2016; CHOI et al.
2019), visto que podem ser consideradas como elementos inespecificos, mas
frequentemente observados no autismo (GVOZDJAKOVA et al., 2014; LAI et al.,
2014).

1.4 Neuropatologia do TEA

Estudos de neuropatologia do TEA em humanos identificaram anormalidades de
desenvolvimento cerebral em nivel cortical, hipocampal e subcortical, incluindo o

cerebelo e o tronco cerebral, com manifestacfes de aumento de volume, desorganizagéo
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citoarquitetural, bem como, alteracdes na morfologia, na diferenciacdo, na migracao e
na distribuicdo espacial das células do sistema nervoso central (SNC) (WEGIEL et al.,
2010; 2014; 2015).

1.4.1 Cortex pré-frontal e TEA
1.4.1.1 Anatomia

O CPF é conhecido por seu papel no controle cognitivo, uma vez que coordena o
planejamento, a memoria e a atividade executiva de outras areas cerebrais individuais
para os resultados comportamentais (MILLER e COHEN, 2001). A sua anatomia
organiza-se seguindo o esquema cortical de Brodmann, com seus respectivos nimeros
citoarquiteténicos (Fig. 01). As areas de Brodmann (BASs) tradicionalmente definidas
para 0 CPF em humanos sdo as de BA8 a 14 e de BA44 a 47 (Fig. 2).

Figura 01. Tradicionais areas funcionais descritas em 1909 por Korbinian Brodmann,
43 na espécie humana.

O pontilhado preto representa o cortex motor primario ou AB 4, e o pontilhado branco, a area pré-motora
e motora suplementar, em conjunto denominadas AB 6 (Adaptado de Damiani et al., 2017).
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Figura 02. Representacdo do cérebro humano e ilustracdo esquematica das areas de
Brodmann (BAs) no CPF.

(A e B) Visdo frontal inclinada da representacdo do cérebro humano e ilustragdo esquematica das areas de
Brodmann (BAs) no cortex pré-frontal. (B) llustracdo esquematica de BAs mediais e ventrais no cortex
pré-frontal. A linha preta tracejada indica a linha média sagital (Adaptado de CARLEN, 2017).

O CPF possui divisdes funcionais comuns, incluindo, o cortex pré-frontal
dorsomedial: CPFdm; o cortex pré-frontal ventromedial: CPFvm; o cortex pré-frontal
dorsolateral: CPFdl; cortex pré-frontal ventrolateral: CPFvl e o cdrtex frontal orbital:
CFO (CARLEN, 2017) (Fig. 03).

Figura 03. Representacdo do cérebro humano com as ilustracdes de divisdes funcionais
comuns do CPF.

(A e B) Visdo frontal inclinada da representacdo do cérebro humano com as ilustracfes de divisGes
funcionais comuns do cértex pré-frontal (dmPFC, cortex pré-frontal dorsomedial; vmPFC, cortex pré-
frontal ventromedial; dIPFC, cortex pré-frontal dorsolateral; vIPFC, cdrtex pré-frontal ventrolateral; OFC,
cortex frontal oribital. A linha preta tracejada indica a linha média sagital). (Adaptado de CARLEN,
2017).
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Em animais, especificamente em camundongos Mus Musculos, o CPF é
subdividido em area motora secundaria (AMS); area cingulada anterior (ACA); area
pré-limbica (APL); &rea infralimbica (AIL), area orbital (AORB); &rea insular agranular
(AlA). Nas porc¢oes adjacentes a linha média que cruza os hemisférios, encontram-se as
regibes mediais (Cortex pre-frontal medial — CPFm), e nas por¢6es continuas e opostas,
encontram-se as regides laterais (Cortex pré-frontal lateral — CPFI) (LEIN et al., 2007)
(Fig. 04).

Figura 04. Representacdo do cérebro de camundongo com ilustragdo esquematica das
subdivisdes do CPF.

(A a C) Vista frontal inclinada da representacdo do cérebro de camundongo com ilustragdo esquematica
das subdivisdes do CPF. (A) Todas as areas, (B) com auséncia da area motora secundaria (AMS) (azul
escuro) e da area insular agranular (AlA) (roxo), (C) com auséncia da AMS, da AlA e da area orbital
(AORB) (azul claro). Em amarelo, area cingulada anterior (ACA); Em vermelho: &rea pré-limbica (APL);
Em marrom: area infralimbica (AIL). A linha preta tracejada indica a regido medial (linha média sagital),
(Adaptado de CARLEN, 2017).
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1.4.1.2 Reducéo da atividade dopaminérgica no CPF em casos de TEA.

Estudos anteriores sugerem que uma hipofuncdo do sistema dopaminérgico no
CPF esta envolvida na etiologia do TEA induzido por VPA em animais. O estudo de
Hara et al. (2015) demonstraram que a exposicdo pré-natal ao VPA diminuiu 0s
aumentos dos niveis extracelulares de DA induzidos por metanfetamina no CPF dos
respectivos filhotes estudados e que essa hipofuncdo dopaminérgica esta associada a
anormalidades comportamentais, semelhante ao fenétipo autista em camundongos
tratados com VPA no periodo pré-natal. No ano seguinte, Hara et al. (2016)
comprovaram essa hipofuncdo dopaminérgica no CPF de animais VPA ao descobriram
que o0s medicamentos utilizados para tratar o transtorno de déficit de
atencdo/hiperatividade, como o metilfenidato e a atomoxetina (que aumentam a
liberagcdo de dopamina no cortex pré-frontal) aliviaram os déficits de interacdo social e
prejuizos de memaria no respectivo modelo. Esses achados sugerem que a hipofuncao
dopaminérgica no CPF esta envolvida na etiologia do TEA-VPA e que essa via pode se

tornar alvo de uma promissora estratégia terapéutica.

Em 2017, Hara e colaboradores, os mesmos autores relataram que a elevagéo
extracelular repetida de DA no CPF promovida pelos os antipsicoticos risperidona e
aripiprazol garantiu um melhor desempenho social e cognitivo em animais VPA (Hara
et al., 2017). No entanto, os autores buscaram investigar a prole com o TEA ja
estabelecido, realizando um tratamento poés-natal, em animais adultos (8 semanas de
idade), ndo estudando o autismo desde a primeira infancia. Em relacdo a cognicdo, o
mesmo estudo objetivou uma abordagem comportamental que ndo envolvia todos os

aspectos comportamentais envolvidos na doenca.
1.4.1.3 Padrdes de anormalidades neuroanatémicas de TEA no CPF.

Padrdes de anormalidades neuroanatdmicas no CPF tém sido evidenciados em
humanos com TEA e vem contribuindo para o entendimento neuropatoldgico do
transtorno. Como mostra alguns estudos, o CPF demonstrou um crescimento (ou
alargamento) significativo maior em criangas com TEA com cerca de 2 a 5 anos de
idade (CARPER et al., 2002; SCHUMANN et al., 2010; HAZLETT et al., 2011). Por
outro lado, uma importante reducdo no nimero de neurénios tém sido reportado no CPF

de autistas, como mostrado por Hashemi et al. (2017) e Ariza et al. (2018).
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Hashemi et al. (2017), classificaram e quantificaram interneurdnios a partir de
trés subpopulagdes com base na expressdo de determinadas proteinas de ligagdo do
calcio, a parvalbumina (PV), a calbindina ou a calretinina, em tecido neocortical post
mortem de 11 casos autistas e 10 casos controle. Os achados mostraram que 0 himero
de interneurbnios-PV na area pré-frontocortical (BA) BA46, BA47 e BA9 estava
significativamente reduzido nos tecidos-TEA em comparagdo com os controles. Ariza et
al. (2018) confirmaram esses achados ao estudar de forma mais detalhada a reducéo de
células-lustre (de chandelier (Ch)), um subtipo de interneurénios-PV no CPF em
tecidos-TEA. Esses autores sugerem que essa mudanca no numero, funcdo ou
morfologia neuronal no CPF gere um desequilibrio de excita¢do-inibi¢do, produzindo
oscilagdes das ondas gama no cortex cerebral, favorecendo ao fendtipo cognitivo

observado nos individuos autistas.

Estudos em animais também comprovam que alteracbes no CPF implicam no
desenvolvimento de um considerado fenotipo autista, especialmente com anormalidades
na sua subarea medial (cértex pré-frontal medial — CPFm) (CODAGNONE et al., 2015;
BRUMBACK et al., 2018) (Fig. 05a). Por meio de analises de imagem funcional e
expressao génica em neurdnios da camada profunda do CPFm, detectou-se consistente
reducdo em disparos do potencial de acdo e alteracdes na exploracdo social em um
modelo animal de TEA pela exposicao pré-natal ao VPA (BRUMBACK et al., 2018).

Codagnone et al. (2015) mostraram que caracteristicas comportamentais de TEA
observadas em camundongos expostos ao VPA estavam relacionadas a mudancas
estruturais e moleculares no CPFm desses animais. Dentre as caracteristicas
comportamentais, 0s autores documentaram atraso no neurodesenvolvimento e na
maturacdo, dentre eles, peso corporal significativamente menor, atraso de dois dias na
abertura dos olhos e pontuagdes inferiores em testes de natacdo. Quando avaliados em
testes de sociabilidade, esses animais demonstram déficits sociais e exploratérios,
incluindo, prejuizos na interagdo social em jogos e em ambientes e eventos que
necessitariam de planejamentos e tomadas de decisdo. N&o surpreendentemente, devido
a funcdo integrativa bem conhecida do CPF, os autores associaram essas anormalidades
comportamentais aos achados histopatologicos das amostras cerebrais desses animais.
Por exemplo, minicolunas ou desorganizacdo colunar, com células significativamente

menores e arranjos intracolunares menos compactos, mais esparsos, gerando assim um
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espaco interneuronal mais amplo, caracterizando uma significativa alteragdo na

citoarquitetura do CPFm em roedores-VPA.

Figura 05. Representacdo do cérebro de camundongo com ilustragdo esquematica das
subdivisbes do CPF e do hipocampo.

(a) (b) GD

=)
_CPFm
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(a) Cortex pré-frontal medial destacado em vermelho. (b) Areas hipocampais CA1, CA3 e Giro denteado
(GD) do cérebro de camundongo (Adaptado de CODAGNONE et al., 2015).

1.4.2 Hipocampo e TEA
1.4.2.1 Anatomia

O hipocampo (Fig. 06) é uma estrutura cerebral considerada como a sede da
memoria e componente fundamental do sistema limbico, unidade responsavel pela
formagdo das emocgBes. A sua estrutura consiste em camadas de células dispostas em
uma forma caracteristica, que lhe garante curvas e dobras. Essa morfologia curvada,
semelhante a um cavalo-marinho, inspirou o seu nome (do grego hippo, “cavalo”, ¢
kampos, “monstro marinho”). Em humanos, segundo a sua classificagdo filogenética
(Fig. 07), o hipocampo estd localizado bem abaixo do neocdrtex, precisamente no

arquicortex, uma por¢do medial do lobo temporal (KESNER et al., 2004).
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Figura 06. Representacdo da formacéo e circuito hipocampal.
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Representacdo das subdivisdes e circuitos basicos do hipocampo. o cértex entorrinal (CE) fornece a
principal entrada cortical para o hipocampo, com suas proje¢des consideravelmente estabelecidas por
meio do caminho perfurante para a regido o GD (Sinapse 1). Por sua vez, o DG projeta-se para a CA3
através da via da fibra musgosa (Sinapse 2). Em seguida, CA3 projeta-se para CALl através da via
Schaffer Collateral (SC) (Sinapse 3). Finalmente, CA1 projeta-se de volta para o CE, completando a alca
(Adaptado de LENT, 2010; KNIERIM, 2015).

Figura 07. Representacdo da classificacao filogenética cortical do cérebro.

NEOCORTEX

~—— ARQUICORTEX

PALEOCORTEX

Representacdo das subdivisdes filogenéticas do cortex: Neoccortex (cinza); Arquicortex (azul) e
Paleocortex (verde) (Adaptado de SALATINO, 2014).
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O sistema hipocampal é constituido por sub-regides: o giro denteado (GD) e o
Corno Ammonis (CA), o qual se subdivide em CA1, CA2, CA3 e CA4, e uma série de
estruturas relacionadas, tais como: cortex entorrinal, subiculo e as éareas pré e
parassubiculares. O GD é constituido principalmente de uma camada de ceélulas
granulares. As regides de CA sdo formadas basicamente por células piramidais. As
regides CAl e CA2 se distendem linearmente, enquanto a regido CA3 forma uma curva
que, em seu retorno, origina CA4, o hilo, que ¢ circundado pelo o GD, onde esse, esta
separado de CA1-CA3 pelo sulco hipocampal. Ainda, GD possui subdivisdes: a camada
dendritica, conhecida também como molecular, no estrato granuloso e no hilo ou estrato
polimorfo, local onde podem ser encontrados inimeros neur6nios polimdrficos
(ANDERSEN et al., 2007).

Em roedores, 0 hipocampo apresenta dimenséo e localizacdo distintas (Fig. 08),
partindo dos ndcleos septais até o cortex temporal. Embora a dimensdo e localizacao
anatdmica da formacdo hipocampal sejam diferentes entre humanos e roedores, 0s
circuitos neuronais entre as regides hipocampais sdo semelhantes (HILLER-
STURMHOFEL e SWARTZWELDER, 2004). Esses circuitos hipocampais (Fig. 06)
funcionam por um mecanismo classico conhecido como "alca trissinaptica™.
Resumidamente, o cortex entorrinal (CE) fornece a principal entrada cortical para o
hipocampo, com suas projecdes consideravelmente estabelecidas por meio do caminho
perfurante para a regido o GD (Sinapse 1). Por sua vez, o0 DG projeta-se para a CA3
através da via da fibra musgosa (Sinapse 2). Em seguida, CA3 projeta-se para CAl
através da via Schaffer Collateral (SC) (Sinapse 3). Finalmente, CA1 projeta-se de volta
para o CE, completando a alca (KNIERIM, 2015).
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Figura 08. Representacdo do hipocampo em humanos e roedores.

Hipocampo Hipocampo

Hipocampo Hipocampo

Diferencas de dimensGes e localizages do hipocampo entre humanos e roedores (Adaptado de HILLER-
STURMHOFEL e SWARTZWELDER, 2004).

1.4.2.2 Padrdes de anormalidades neuroanatémicas de TEA no hipocampo.

Apesar de um conhecimento profundo do papel do hipocampo na formacédo da
emocado, motivacdo e das habilidades sociais, esta regido tem sido pouco explorada em
pacientes autistas e o0s resultados sdo contraditorios (CODAGNONE, 2015). Por
exemplo, enquanto algumas evidéncias mostram aumento de volume hipocampal em
individuos com TEA (SCHUMANN et al., 2004; NICOLSON et al., 2006), outra, relata
a sua diminuicdo (AYLWARD et al., 1999).

Schumann et al. (2004) relataram que criancas com TEA, com e sem retardo
mental, manifestaram aumento de volume do hipocampo direito em comparacdo com
criangas controles em desenvolvimento tipico, mesmo depois de controlar o volume
cerebral total. Criangas com autismo, mas sem retardo mental, também apresentaram
um maior volume do hipocampo, porém, do esquerdo, em relacdo aos controles. Em
contrapartida, Aylward et al. (1999) relataram volume hipocampal significativamente

reduzido, quando corrigido para o volume total do cérebro nos individuos com TEA.

Em relacdo a achados histopatoldgicos de hipocampo humano com TEA,
Raymond et al. (1996) detectaram anormalidade na morfologia neuronal das
subunidades hipocampais CAl e CA4, em dois casos de autismo infantil. Os neurdnios
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da subunidade CA4 estavam menores, e em ambos, CA4 e CAl, apresentaram-se com
ramificagdo dendritica reduzida em comparagdo aos controles. Kemper e Bauman
(1993), identificaram aumento do empacotamento de células e reducdo de densidade e
tamanho das células no hipocampo, subiculo, e, embora em menor grau, no cortex

entorrinal de cérebros de seis casos autistas.

Em modelos animais de TEA por exposicdo pré-natal ao VPA, as evidéncias de
lesdo hipocampal s&o semelhantes. Codagnone et al. (2015) mostraram evidéncias de
desorganizacdo celular em todas as sub-regides hipocampais estudadas, caracterizada
por um arranjo espacial atipico de neurdnios, com reducdo de células Nissl+. Esses
resultados s@o semelhantes aos recentemente publicados por Elnahas et al. (2020), onde
0s autores atribuem a essas alteracdes histopatoldgicas, o fen6tipo comportamental de
TEA em roedores.

1.4.3 Sinaptopatias, cognicdo e TEA

As sinaptopatias e disfunc¢bes neuroplésticas desempenham um papel importante
nos disturbios do desenvolvimento do cérebro, como o TEA, com a participacdo de
alteracdes em proteinas sinapticas, incluindo Sinaptofisina (Syp) (SUNDBERG et al.,
2018), SNAP-25 (do inglés Synaptosomal-associated protein of 25kD) (GUERINI et al.,
2011) e MAP-2 (do inglés microtubule-associated protein-2), sendo essa Ultima,
considerada como um possivel advindo biomarcador soroldgico para a triagem de
criancas com autismo (ABOU-DONIA et al., 2019).

A Syp, também conhecida como p38, é a proteina integral mais abundante das
membranas de pequenas vesiculas sindpticas, atuantes nos mecanismos neuronais, gliais
e neuroendocrinos. Esta proteina é considerada um marcador sindptico, por conseguinte,
evidencia a densidade sindptica (THIEL, 1993), que por sua acdo, estimula a
neurogénese, a plasticidade e o desenvolvimento neural (KOLOS et al., 2015),
resultando em propriedades significativas sobre 0s processos cognitivos de
aprendizagem e memoria (HONG, 1995). Ainda, uma significativa reducdo da sua
expressdo, tem sido encontrada em modelos de células humanas PC-TSC (do inglés
Purkinje cerebelar - Tuberous Sclerosis Complex), uma anormalidade frequentemente
presente no TEA (SUNDBERG et al., 2018). No que diz respeito as areas cerebrais
envolvidas, estudos com animais tem mostrado alteracdo nos niveis de Syp. Enquanto

no CPFm a sua expressdo estava elevada, no hipocampo, os niveis de Syp estavam
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significativamente reduzidos em cérebros de ratos expostos ao VPA no periodo pre-
natal. Em adicdo, foram atribuidos a esse déficit sindptico, os atrasos de
neurodesenvolvimento, de atividade exploratdria e de interacdo social observados no
referido estudo (CODAGNONE et al., 2015).

A plasticidade sinaptica também sofre influéncia de outras proteinas, dentre elas,
a SNAP-25, que atua na fusdo vesicular sinaptica e na consequente liberacdo de
neurotransmissores para a fenda sinaptica (GEDDES et al., 1990) Por causa dos papéis
bioldgicos variados e cruciais da SNAP-25 para as sinapses, mudancas significativas
nos niveis desta proteina podem trazer severas consequéncias para o sistema nervoso, e
conseguinte desordens do neurodesenvolvimento, como o TEA (NAJERA et al., 2019).
Por exemplo, polimorfismos do gene SNAP-25 foi associado ao comportamento
hiperativo de 67 criangas com autismo (GUERINI et al., 2011). Em animais, uma
reducdo em torno de 35% na expressdo de SNAP-25 no cértex frontal e no hipocampo
tem sido relacionado ao fendtipo autista em um modelo animal de TEA por VPA
(LENART et al., 2020).

Como mencionado, a MAP-2 tem sido considerada recentemente como um
possivel biomarcador soroldgico para a triagem de TEA (ABOU-DONIA et al., 2019).
Antigamente, a proteina MAP-2 era conhecida unicamente como uma biomolécula
estrutural estatica, com propriedade apenas estrutural para o citoesqueleto. Porém, as
pesquisas nas ultimas décadas revelaram fungdes dinamicas para a MAP-2, incluindo,
inducdo do crescimento, diferenciacdo e plasticidade dos neurbnios, com papéis
importantes nas respostas neuronais a fatores de crescimento, neurotransmissores,
atividade sinaptica e neurotoxinas (JOHNSON e JOPE, 1992). Com o intuito de
descobrirem biomarcadores para o TEA, Abou-donia et al. (2019) mostraram que,
dentre uma variedade consideravel de autoanticorpos, os niveis de MAP-2 foram o0s
mais altos no soro de individuos com TEA. Isso pode ser uma indicacdo de perda da
proteina MAP-2 a nivel cerebral, consistente com os niveis baixos dessa proteina nas
alteracOes neurodegenerativas (BALLOUGH et al., 1995) e semelhante aos relatorios de
Kawada et al. (2016) que mostram a densidade reduzida de MAP-2 em um modelo de
estresse neuronal predisponente ao TEA.
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Considerando a sinaptopatologia com as presentes alteracbes das proteinas
sinapticas, Syp, SNAP-25 e MAP-2, é plausivel especular que a modulagdo desses
processos pode resultar em novas estratégias terapéuticas (ABOU-DONIA et al., 2019).

1.4.3.1 TEA e déficits de memoria

A memoéria pode ser considerada como um processo cognitivo onde
armazenamos, codificamos e recuperamos informacGes de experiéncias, eventos, fatos e
habilidades particulares. Assim, a memoria fundamenta o ser humano, pois o que
lembramos determina em grande parte quem somos. Sem memaria, SOmos capazes de
realizar apenas reflexos simples e comportamentos estereotipados (ROBERTSON,
2002). O SNC adquire informagfes constantemente através do aprendizado e demais
acontecimentos da vida, no qual o organismo e seus sentidos sdo expostos. Entretanto,
apenas uma pequena parte dessas informacdes é retida de forma duradoura. Existe um
processo de selecdo para o armazenamento da informacdo na memoria e a sua duragdo e
determinada pelo impacto emocional, grau de atengdo e importancia dessa informagéo
no processo de sua aquisicdo. A memdria é estudada num processo constituido de fases,
respeitando a uma sequencia de eventos que corresponde a aquisicao, consolidacdo e
evocacdo da informacdo (IZQUIERDO, 2002).

A aquisicdo é a primeira fase do processamento da memoria, onde toda a
informacdo é adquirida através dos sistemas sensoriais. ApOs a aquisi¢do, se da o
processo de consolidacdo, a informagdo é consolidada “armazenada”. A tltima fase do
processo de memdria é a evocacdo, onde toda a informacdo armazenada pode ser
acessada “evocada”, constituindo o ato de lembrar (ABEL e LATTAL, 2001).

A memoria é divida em dois tipos, memdria declarativa e ndo-declarativa. A
memoria declarativa é uma memoria explicita. E uma memoria usada para recordagao
de fatos e eventos, como, datas importantes, fatos histéricos marcantes, nomes de
pessoas e lugares. A memdria declarativa € ainda dividida em episddica e semantica. A
episddica esta relacionada com o tempo. A semantica envolve o significado de palavras.
A memoria declarativa é armazenada no diencéfalo e no lobo temporal. A memdéria nao-
declarativa € uma memoria implicita ou de procedimento. Estd relacionada com a
memoria para o desenvolvimento de habilidades, como o ato de escrever, de mastigar,
de amarrar o cadarco, de dirigir e ainda a habilidade de identificar um estimulo como

um resultado de uma exposicdo previa (LENT, 2005). As regides envolvidas nesse tipo
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de memodria incluem amigdala, o cerebelo e os nucleos da base (SQUIRE e KANDEL,
2003; IZQUIERDO, 2002).

A memoria declarativa pode ser classificada ainda como memoria recente (curto
prazo) e memoria de longo prazo ou remota. A memoria recente esta relacionada a
lembrancas de eventos que ocorrem minutos e horas antes da evocacdo. A memoria de
longo prazo se refere a eventos do passado distante. Um aspecto da memdria de curto
prazo € a memoria operacional (working memory), um arquivamento temporario de
informacdo utilizado para planejar uma agdo futura (SQUIRE e ZOLA-MORGAN,
1996). A memoria de curta duracdo pode ser perdida ou convertida em longa duracao
(GOLDMAN-RAKIC, 1992). As areas cerebrais responsaveis pela memoria de trabalho
sdo o cortex pré-frontal, cortex orbitofrontal e suas conexdes com o cortex temporal e
parietal, hipocampo e amigdala (IZQUIERDO et al., 1998).

Argumenta-se que o perfil de memoéria no TEA envolve danos seletivos a
memoria episddica, que é formada pelo o CPF e hipocampo (SHALOM, 2003). Alguns
trabalhos tém demonstrado déficits na aquisicdo e retencdo da memdria em modelos
animais de TEA, avaliados nos testes de esquiva passiva e no teste de Y-maze, com forte
relagdo entre esses déficits de memoria e lesGes pré-frontocorticais e hipocampais
(HOU et al., 2018; ZAMBERLETTI et al., 2019; ISHOLA et al., 2020; SOLMAZ et al.,
2020).

Por meio de uma resposta potencializada de medo no teste de esquiva passiva
inibitoria, pode-se mensurar a meméria de curta e longa duracdo de animais. E uma
tarefa que investiga a memdria a partir de respostas de alerta e ansiedade associada a um
estimulo aversivo, e que essas, dependem parcialmente da amigdala, do hipocampo e do
septo medial (IZQUIERDO et al., 1992, 1993a). O Y-maze € uma tarefa
comportamental utilizada para analisar a memdria de trabalho em roedores por meio da
avaliacdo de alternagdes espontaneas em um labirinto formado de trés bracos, dispondo
aos animais nele testados a escolherem o “novo”. Geralmente, os animais preferem
explorar um novo brago do labirinto em vez de permanecer ou visitar 0 brago
anteriormente explorado. As areas cerebrais envolvidas nessa tarefa incluem, o cortex
frontal, occipital e parietal (SQUIRE e ZOLA-MORGAN, 1996).

A morte celular no cértex, e hipocampo pode levar a severos déficits de

memoria (GU et al., 2010). Um estudo de Codagnone et al. (2015), mostrou que animais
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submetidos ao modelo de TEA por VPA apresentaram graves deficits de memoria de
curta e longa duracdo e estes déficits estavam parcialmente relacionados com a morte
celular e uma citoarquitetura colunar atipica no CPFm e no hipocampo, particularmente

em CA3 e na camada granular do giro dentado.
1.5 Antipsicoticos atipicos e neuroprotecdo no TEA.

Os antipsicoticos sdo classificados em tipicos e atipicos. De modo geral, o
principal alvo cerebral de todos os antipsicoticos € o receptor D2 de DA, porém, com
comportamento molecular e efeitos distintos. Os antipsicoticos tradicionais ou tipicos,
ao se ligarem fortemente ao receptor D2, induzem sinais e sintomas extrapiramidais
(SEP), além de elevarem a prolactina sérica, efeitos colaterais que reduzem a adeséo
terapéutica. Em contrapartida, os antipsicoticos atipicos quando administrados em
dosagens dentro da faixa clinicamente eficaz, ttm mostrado neuroprotecdo ao ocupar
temporariamente os receptores D2 e entdo se dissociar rapidamente para permitir a
neurotransmissdo normal da DA. Isso mantém os niveis de prolactina normais, poupa a
cognicdo e elimina o SEP. Dessa forma, por ndo causarem os efeitos clinicos adversos
tipicos, sdo bem mais tolerados (SEEMAN, 2002).

Os antipsicoticos atipicos fazem parte atualmente do protocolo terapéutico
farmacoldgico para o TEA, principalmente nas interven¢des em criangas e adolescentes
com autismo (SHARMA et al., 2018). Os comumente prescritos para pacientes com
TEA sdo aripiprazol (APZ), risperidona, ziprasidona, quetiapina, e, em menor ocasiao,
olanzapina. Dentre esses, 0 APZ tem mostrado resultados altamente promissores na
terapia do autismo (POSEY, 2008).

1.5.1 Aripiprazol

O APZ é um antipsicético atipico e primeiramente foi considerado apenas como
um simples agonista parcial do receptor dopaminérgico D2. No entanto, dados atuais
mostram que isso é controverso. Na verdade, o0 APZ pode se comportar como um
agonista, agonista parcial ou antagonista da via dopaminérgica, e essa variagdo depende
de varios fatores (SHAPIRO et al., 2003; TADORI et al., 2009; KOENER et al., 2012;
ANZALONE et al., 2012 ), como varia¢es de densidade do receptor, dos niveis de
reserva do receptor (TADORI et al., 2009), do ambiente circundante de DA, que difere

nas varias regides do cérebro (KOENER et al., 2012) e do ténus dopaminérgico local.
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Por exemplo, em baixa concentracdo de DA, o APZ pode se comportar como um
agonista. Ao contrario, em elevada concentracdo dopaminérgica, 0 APZ pode se
comportar como um antagonista em autoreceptores do tipo D2 em terminais
dopaminérgicos pré-sinapticos. O APZ é eficaz na estimulacdo dos receptores D2 pré-
sinapticos, desde que 0s niveis de dopamina permanecam baixos. No entanto, como o
APZ ¢é um agonista parcial, ele estimula os autoreceptores D2 com baixa atividade em
comparagdo com a DA (MA et al., 2014). Em contrapartida, quando ocorrem altas taxas
de exocitose dopaminérgica, 0 APZ passa a se comportar como um antagonista devido a
sua menor eficacia em desempenhar o papel ativo dos receptores D2 em comparagdo
com a DA (ANZALONE et al., 2012).

Figura 09. Estrutura molecular do aripiprazol.
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Hara et al. (2017), mostraram que a elevacdo repetida de DA extracelular no
CPF de animais VPA pode ser responsavel por melhorar o comprometimento da
interacdo social e déficits de memoria de reconhecimento em animais tratados com
APZ. Porém, os autores buscaram investigar a prole com TEA ja estabelecido,
realizando um tratamento p6s-natal em animais com 8 semanas de idade. Em relagdo a

cognicdo, 0 mesmo estudo limitou-se a interacdo social e analise de memoria.

Dois ensaios clinicos randomizados duplo-cegos avaliaram a eficacia e
seguran¢a do APZ em criangas com TEA. O primeiro estudo incluiu 218 criancas e
adolescentes autistas. Esses pacientes foram randomizados para receber uma das trés
doses diferentes de aripiprazol (5, 10 ou 15 mg/d) ou placebo por oito semanas. Todas
as trés doses reduziram significativamente a irritabilidade desses individuos em
comparagdo com o placebo. O segundo estudo envolveu 98 criangas e adolescentes

(com idades entre 6-17 anos) com diagnostico de TEA que também exibiram



44

comportamentos agressivos ou autolesivos. Os pacientes receberam uma dose flexivel
de aripiprazol (dose média de 8,6 mg/d) ou placebo. O aripiprazol foi eficaz na redugédo
da irritabilidade j& na primeira semana e manteve seu efeito até o final do ensaio
(OWEN et al., 2009). Esses ensaios levaram a aprovacdo do APZ pelo o FDA como o
segundo medicamento antipsicotico para tratar irritabilidade em criancas e adolescentes
com transtorno autista de 6 a 17 anos (BLANKENSHIP et al., 2010), porém, os
mecanismos envolvidos para esses efeitos neuroprotetores no TEA n&o séo totalmente

conhecidos.
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Estudos baseados em gémeos, familias e popula¢fes mostraram que o TEA é um
dos mais hereditarios de todos os transtornos psiquiatricos, com herdabilidade estimada
em ~ 50%. O dano sinaptico e plastico desempenha um papel importante na patogénese
do TEA, constituindo-se um alvo significativo para a prevengéo e tratamento. Terapias
com moduladores sindpticos tém mostrado serem eficazes na reducéo de danos sobre o
neurodesenvolvimento, atrasos de interacdo social e déficits de memdria, no entanto, 0s
estudos que abordam a essa intervencdo em modelos de TEA experimental sdo escassos.

Assim se faz necessaria a busca por substancias com as respectivas
propriedades. Apesar de muitos estudos buscarem drogas neuroprotetoras para o
autismo, poucos tém mostrado realmente efetivos. O presente estudo visa investigar se o
APZ, por suas acBes sinaptoplasticas possa vir a ser uma estratégia terapéutica no
tratamento do TEA.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
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Estudar o efeito do aripiprazol sobre o desenvolvimento do fenotipo autista,
déficits de memdria e dano sinaptoplastico em camundongos submetidos ao modelo de

TEA induzido por &cido valproico.

3.2 Objetivos especificos

Estudar o efeito do aripiprazol sobre o desenvolvimento do fenétipo autista,
déficits de memoria e dano sinaptoplastico em camundongos submetidos ao modelo de

TEA induzido por &cido valproico, avaliando os seguintes aspectos:

i.  AlteracGes sensorio-motoras, comunicacao, interacdo social, ansiedade e déficits
de memoria;
ii.  Viabilidade neuronal através da coloracdo de cresil violeta no CPFm e
hipocampo dos animais VPA.
iii.  Sinaptoplasticidade por meio das expressdes de Syp, SNAP-25 e MAP-2 no
CPFm e hipocampo dos animais VPA.

iv. Influéncia do APZ sobre o efeito anticonvulsivante do VPA.

4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento experimental
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4.1.1 Local do estudo

O presente estudo foi realizado nas salas de experimentacdo do Biotério Setorial
Prof. Eduardo Torres, do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF), Faculdade
de Medicina (FAMED) da Universidade Federal do Ceara (UFC) e no Laboratério de
Neurociéncias e Comportamento (LNC), do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM), FAMED, UFC.

4.1.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos e fémeas, adultos jovens, com
idade reprodutiva (6-8 semanas), pesando entre 30 e 40 g, oriundos do Biotério Central
do Campus do Pici da UFC e transferidos para o Biotério Setorial Prof. Eduardo Torres
do DFF, da FAMED, UFC. Os animais foram alojados em gaiolas para roedores,
forradas com maravalha e mantidos a temperatura de 25 ° C, sob um ciclo de 12 h de
claro/escuro e com livre acesso a dgua e comida. Todos os procedimentos do presente
estudo seguiram as normas expedidas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFC sob o n° 2830290719.

4.1.3 Drogas
Aripiprazol, 10 mg (Sandoz®, Brasil); &cido valpréico, 100 mg (Tocris
Bioscience, EUA); pentilenotetrazole 100 g (Sigma-Aldrich, EUA); cetamina 5%

(Vetanarcol®, Konig, Argentina) e xilazina 2% (Kensol®, Kdnig, Argentina). Todos 0s

outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.1.4 Protocolo experimental

4.1.4.1 Acasalamento e distribui¢céo dos animais.
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Camundongos Swiss fémeas (n=8) foram acasaladas com machos (n=8) em
gaiolas separadas (1 casal por gaiola = 8 casais) durante o periodo reprodutivo (6-8
semanas de idade), distribuidos na seguinte ordem de tratamentos, como mostra a tabela
05.

Tabela 05. Distribuicdo e protocolo de tratamentos dos animais

Casal Grupo Tratamento

01e02 Veiculo (V) Soro fisiol6gico 0,9%

03 e 04 V + APZ Soro fisiolégico 0,9% + Aripiprazol (10 mg/kg, i.p.)

05 e 06 VPA Acido valpréico (500 mg/kg, i.p.)

07e08 | VPA+APZ | Acido valprdico (500 mg/kg, i.p.) + Aripiprazol (10 mg/kg, i.p.)

4.1.4.2 Deteccao do 1° dia de gestacao.

O esfregaco vaginal foi coletado todas as manhas para analise citoldgica, e a
presenca de espermatozoides foi considerada o primeiro dia de gestacéo (DG).

4.1.4.3 Modelo de autismo induzido por VPA em camundongos e tratamento com APZ
(FAVRE et al., 2013).

No 11,5° e no 12° dias gestacionais, as fémeas prenhes do grupo V receberam
solucdo salina 0,9% por via intraperitoneal (i.p.) e as do grupo V+APZ, receberam soro
fisiologico 0,9% + APZ (10 mg/kg), (i.p.). As fémeas gestantes dos grupos VPA e
VPA+APZ receberam VPA (500 mg/kg, i.p.) no 12,5° dia para a indu¢do do modelo
animal de autismo e o grupo VPA+APZ, duas doses preventivas de Aripiprazol (10
mg/kg, i.p.); a primeira dose no 11,5° dia e a segunda dose no 12° dia. Nesse mesmo
grupo, foi administrado VPA (500 mg/kg, i.p.) no 12,5%°ia. Todas as doses foram
administradas no volume de 10 mL/kg. A dose do APZ (10 mg/kg) foi estabelecida com
base nos seus efeitos protetores em modelo de convulséo induzida por PTZ (MOEZI et
al., 2015). A escolha da dose para VPA de 500 mg/kg para esse estudo foi estabelecida

com base nas indicag0es de Favre et al. (2013), que ao compararem doses de
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administracdes de VPA para inducdo de TEA-simile em modelo animal, constataram
que o VPA administrado na dose de 500 mg/ kg por v.i. no 12.5° gestacional € menos
toxico em comparacdo a dose de 600 mg/kg. Essa toxicidade apresentou-se
principalmente por altas taxas de mortalidade fetal durante 0s experimentos.
Contrariamente, 0 VPA administrado na dose de 500 mg/kg, além de prevenir a morte
neonatal, consegue favorecer um robusto modelo comportamental de TEA-simile (Apud
Frave et al., 2013).

4.1.4.4 Parturicdes e distribuicdo das proles.

Visando obter um “n” significativo a partir das proles, foram asseguradas duas
parturicbes uniformes em relacdo ao tempo dos animais. Os camundongos machos e
fémeas genitores foram separados apds o primeiro dia de gestacdo (com a obtencéo
respectiva das proles de 12 gestacdo) e induzidos a cruzarem novamente 50 dias ap6s o
primeiro cruzamento (obtencgéo das proles de 22 gestacéo).

O dia do parto foi considerado o dia 0 po6s-natal (PNO). No PN21, os filhotes
foram desmamados e alojados em gaiolas separadas segundo a origem de cada prole (V,
V+APZ, VPA e VPA+APZ).

As proles foram estudadas da seguinte forma:

Proles da 12 gestacéo:

Protocolo 1: Durante PN1-PN12, uma primeira corte de filhotes (n = 8) foram pesados
diariamente e submetidos ao (1) Teste de auto-endireitamento postural e verificacdo da
(1) Abertura dos olhos (PN1-PN16); Em PN21, foram testados em uma primeira tarefa
de interacdo social: (Il1) Teste de brincadeiras juvenis. Ao final do protocolo, os
animais foram eutanasiados (decapitacdo) e seus cérebros foram dissecados. O cortex
pré-frontal dessas amostras foram processados para a determina¢do de monoaminas por
HPLC (Fig. 10A).

Protocolo 2: Uma segunda corte de filhotes (n=8) foram testados numa segunda tarefa
de interacdo social: (I) Teste em aparato de trés camaras, em PN28 e em PN29 e PN30,

foram avaliados no teste de (I1) Esquiva passiva e no (I11) Paradigma discriminativo de
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teste olfatério. Logo apds os animais foram eutanasiados e seus respectivos cerebros

foram dissecados e submetidos para anélises histoldgicas (Fig. 10B).

Proles da 22 gestacao

Protocolo 3: Uma terceira corte de filhotes (n=8) foram avaliados no () teste de
preferéncia ao cheiro materno em PN14 no (1) Y-maze em PN21. Ainda, PN28, esses
animais foram submetidos aos testes de atividade locomotora e ansiedade no (1)
Labirinto em cruz elevado. Em seguida, os animais foram eutanasiados e seus
respectivos cérebros foram dissecados e submetidos para analises de imunohistoquimica
(Syp, SNAP-25 e MAP-2) (Fig. 10C).

Figura 10. Desenho experimental.
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A: Protocolo 1; B: Protocolo 2; C: Protocolo 3; DG — Dia Gestacional e PN — Dia Pés-Natal; n=8.

4.2 Testes comportamentais
4.2.1 Teste de auto-endireitamento postural

Como descrito por Yang et al. (2016), os animais foram pesados diariamente e
submetidos ao teste de auto-endireitamento postural entre PNO1-PN12. Cada animal foi
suavemente imobilizado em decubito dorsal com as quatro patas estendidas para fora e
em sequida, liberadas. O tempo de auto-endireitamento postural foi registrado pela
laténcia referente a0 momento em que o0 animal teve as patas livres até colocar suas
quatro patas na superficie. Uma pontuacdo maxima de 30 s foi estabelecida para os
animais que falharam na tarefa e todo o experimento foi realizado por um

experimentador cego aos grupos experimentais.

4.2.2 Teste de abertura dos olhos
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Os camundongos foram observados diariamente para determinar se seus olhos
estavam abertos (ROULLET et. 2010; YANG et al. 2016). Para cada olho aberto, 1
ponto foi marcado. As pontuacOes variaram de O a 2 para cada animal e os registros

foram realizados de forma cega para 0s grupos.
4.2.3 Teste de abordagem social com brincadeiras juvenis

Com base em Campolongo et al., (2018) avaliamos a sociabilidade de
camundongos no periodo de desmame (PN21) no teste de brincadeiras juvenis (Fig. 11).
Os camundongos foram marcados e organizados em pares de filhotes ndo irmaos, do
mesmo tratamento e com pesos equivalentes ou com diferengas de até 1g no PN20. No
PN21 os animais foram transferidos das prateleiras climatizadas para a sala de analise
comportamental 30 minutos antes do inicio dos testes. Para o experimento, (1)
Habituacdo: Cada animal foi colocado na arena de teste (piso: 30 cm x 30 cm de PVC
preto; paredes: formica preta de 30 cm de altura) por 10 minutos e removido por 30
segundos. Depois, (2) Teste: Os dois filhotes foram colocados de volta na arena e
deixados livres para interagir socialmente por 30 minutos. Foram avaliadas as
solicitagcbes ludicas (numero de eventos de rastreamento); 0s comportamentos
investigativos (nimero de eventos de cheirar na regido anogenital e nariz a nariz); 0s
comportamentos afiliativos (tempo que cada animal ficou sentado lado a lado); e os
comportamentos ndo sociais (tempo que cada animal passou sentado sozinho). O teste

foi realizado por um experimentador cego aos grupos experimentais.

Figura 11. Arena de campo aberto para a testagem de abordagem social juvenil.

Fonte: Laboratdrio de Neurociéncias e Comportamento — LNC.

4.2.4 Tarefa de abordagem social no aparato de trés camaras
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Tarefas de abordagem social foram realizadas de acordo com Crawley (2007).
Este teste foi realizado em um aparelho de trés camaras (Fig. 12), projetado para medir
a tendéncia dos ratos de se aproximar de outro animal e realizar interagGes sociais.
Inicialmente, os animais foram submetidos a uma sessdo de habituacdo: cada
camundongo foi colocado no aparelhno da camara central (gaiola de policarbonato
transparente, 60 x 30 x 25 cm) por 10 min. Em seguida, o animal era contido no centro
do aparelho, enquanto um copo vazio para lapis de arame invertido era colocado em
uma das camaras laterais (objeto novo). Simultaneamente, um camundongo de idade
semelhante, que ndo teve contato prévio com o animal de teste, foi colocado dentro de
um copo de léapis de arame invertido vazio na outra cAmara lateral (novo estranho). A
partir dai as portas transparentes entre as camaras foram abertas, iniciando o teste de
interacdo social que duraria 10 min. Os seguintes dados foram registrados: (a) entradas
dos camundongos sujeitos em cada camara, (b) o tempo que o animal de teste passou
em cada camara e (c) o tempo que o animal de teste passou cheirando dentro de 1 cm do
copo de lapis de arame invertido com o animal estranho dentro e o tempo gasto
farejando o objeto novo. Como o estranho esta preso dentro de uma pequena gaiola de
malha, uma abordagem social foi iniciada apenas pelo animal em questdo. A pequena
gaiola de malha permite contato visual, auditivo, olfativo e algum contato tatil entre o
animal em questdo e o animal estranho. A tarefa de abordagem social mede a
sociabilidade, a tendéncia do animal em questdo de passar o tempo com um estranho da
mesma espécie, em comparacao com o tempo gasto nas outras duas camaras, o sniffing
mede a natureza social da abordagem, semelhante a ansiedade e 0 nimero de entradas

em cada cdmara mede comportamentos de atividade exploratéria

Figura 12. Aparato de trés camaras para o teste de abordagem social.

Fonte: Laboratdrio de Neurociéncias e Comportamento — LNC.

4.2.5. Comunicacéo social: Paradigma discriminativo em teste olfativo.
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Adaptado de Ryan et al. (2010), avaliamos a comunicacdo social de
camundongos no periodo da adolescéncia (PD30) no olfato por meio de um teste de
paradigma discriminativo de sensibilidade (Fig. 13). No PD30 os animais foram
transferidos para a sala de analise comportamental 30 minutos antes do inicio dos testes.
Cada animal foi colocado na arena de teste (30 x 60 x 15 cm) com maravalha limpas por
30 minutos (habituagdo). Em seguida, iniciou-se o teste olfativo: Quatro cotonetes de 15
cm (Cotonets®-Johnson & Johnson) foram embebidos em (1) estimulos ndo sociais de
agua; (Il) estimulos ndo sociais de esséncia de morango (Arcolor®-Brasil); (I1I)
estimulos sociais de um animal estranho (0 cotonete foi passado em “ziguezague"
profundamente em uma gaiola suja de um animal estranho do mesmo sexo e espécie e
(1V) estimulos sociais de um animal familiar (o cotonete foi passado em "ziguezague"
profundamente em sua propria gaiola suja com animais familiares do mesmo sexo e
espécie; cada cotonete foi fixado verticalmente com uma distancia de 5 cm entre eles,
em uma haste fixada horizontalmente no topo da arena. Foram registrados em 2
minutos, o tempo que o camundongo passou realizando qualquer investigacdo olfativa
com cotonete (com o nariz aproximadamente 2 cm da ponta do cotonete) e o nimero de
eventos, como saltos, contrabando e arranhdes verticais. O teste foi realizado por um

experimentador cego aos grupos experimentais.

Figura 13. Camara para o teste olfativo com um paradigma discriminativo.

Fonte: Laboratério de Neurociéncias e Comportamento — LNC.

4.2.6 Comunicacao social: Teste de preferéncia pelo o cheiro materno.
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O teste de preferéncia pelo o cheiro materno (Fig. 14) foi realizado de acordo
com Kane et al. (2012). Os animais foram testados em um aparato de policarbonato
transparente (20 x 30 x 15 cm), dividido espacialmente em trés cdmaras e preenchido na
seguinte ordem: (I) o terco direito da camara conteve material (maravalha suja) de uma
gaiola de um animal estranho, (1) o ter¢o central com maravalha limpa e o (111) terco
esquerdo da gaiola com material (maravalha suja) da gaiola da mé&e do animal teste.
Para evitar possiveis interferéncias, a posi¢do das raspas (estranho e mée) foi alternada
entre os intervalos. Os filhotes foram submetidos a trés sessdes de teste de 1 min cada,
com intervalos de 10 s. Na primeira sessdo, os animais foram colocados no centro das
raspas limpas e voltados para a parede posterior do aparato; na segunda, os filhotes
foram colocados no centro das raspas limpas e voltados para as raspas da gaiola da mae;
e na terceira sessdo, 0s animais foram colocados no centro das raspas limpas, voltados
para as raspas da gaiola do animal estranho. O tempo gasto em cada secao foi registrado
e o resultado foi expresso pela média dos trés testes. O animal foi considerado dentro de
uma secdo quando todas as quatro patas tocavam a camara inteira. Os testes foram

avaliados por um investigador cego para 0s grupos.

Figura 14. Arena de teste de preferéncia pelo o cheiro materno.

Fonte: Laboratdrio de Neurociéncias e Comportamento — LNC.

4.2.7 Comportamentos repetitivos
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A analise do comportamento repetitivo foi feita de acordo com Ryan et al.
(2010). Foi avaliado o comportamento estereotipado em ratos adolescentes (PN21)
registrados durante “Testes de brincadeira juvenil” e (PN30) “Teste olfativo”. Os
parametros registrados foram o nimero de saltos, 0 nimero de lancamentos para tras e o
numero de ataques de rastejar na vertical. Os saltos foram definidos como os ratos
empinando nas patas traseiras em angulos ou ao longo das paredes da arena, com quatro
patas fora do chdo, quicando repetidamente, muitas vezes como uma “britadeira”.
Langcamento para tras foi definido como uma cambalhota rapida para tras. O arranhar na
vertical foi representado pelo comportamento do animal em raspar a parede
verticalmente, como "correr na parede”. Os resultados foram expressos a partir do
namero de saltos e inversdes, enquanto o scrabbling ereto foi registrado por ataques
(mais de um segundo). O teste foi realizado por um experimentador cego aos grupos

experimentais.
4.2.8 Avaliacdo da Memoria Aversiva — Teste da Esquiva Passiva.

O teste de esquiva passiva (Gold, 1986) foi realizado em PN29 e PN30. Esse, €
baseado na tendéncia natural do animal de explorar além da plataforma e envolve o
aprendizado de evitar o chogue, um componente aversivo que constitui uma resposta

condicionada.

O aparelho (Fig. 15) consiste de uma caixa de acrilico (48x22x22), com 0 piso
constituido por uma plataforma e uma grade eletrificada (Figura 12). O animal foi
colocado na plataforma e deixado para ambientacdo no aparelho durante um 1 minuto, e
depois retirado. Apds 30 segundos, o animal foi colocado novamente na plataforma. O
animal ao descer da plataforma recebeu um choque de 0,5 mA, durante 1 segundo, com
0 tempo de laténcia para entrar sendo registrado, até um maximo de 5 minutos (treino).
Retirou-se o animal e apds 15 minutos este foi colocado novamente na plataforma e
registrou-se a laténcia de descida (avaliagdo da memdria recente). A retencdo do
aprendizado (avaliacdo da memoria tardia) foi testada apos 24 h, quando o animal foi
colocado na plataforma e o tempo de laténcia para a descida da plataforma foi

registrada, nessa etapa o animal ndo recebeu o choque.

Figura 15. Aparelho de esquiva passiva.
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—

Fonte: Aparelho de Esquiva Passiva (Fonte: Insight LTDA).

4.2.9 Teste de Y-maze.

Em PN21, a memoria de trabalho foi avaliada registrando o comportamento de
alternancia espontanea no labirinto em Y (Kraeuter et al. 2018). O labirinto (Fig. 16) foi
construido em policarbonato transparente com trés bragos idénticos (40 x 15 x 4,5 cm)
posicionados em angulos iguais. Os animais foram colocados na extremidade de um
braco e autorizados a se moverem livremente pelo labirinto durante uma sessdo de 8
minutos. A série de entradas do braco foi registrada visualmente e as entradas em cada
braco foram consideradas completas quando as patas traseiras dos animais foram
completamente colocadas dentro do braco. A capacidade de alternar exige que os ratos
lembrem quais bracos ja foram visitados. Cada experiéncia foi pontuada; a porcentagem
de alternancia espontéanea foi calculada usando a seguinte formula:

Alternagdes Numero de acertos

espontaneas (%) Nidmero total de entradas - 2

X100

O comportamento de alternancia é definido como o nimero de entradas
consecutivas em cada um dos trés bragos sem repeticéo, e as alternancias maximas séo o

namero total de entradas de braco menos dois.

Figura 16. Aparato de Y-maze.
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Fonte: Laboratdrio de Neurociéncias e Comportamento — LNC.

4.2.10 Ansiedade e atividade locomotora analisadas pelo teste do labirinto em cruz

elevado

O teste foi baseado no modelo descrito por Eissa et al. (2018), no teste do
labirinto em cruz elevado (Fig. 17), com os animais no PN28. O teste foi realizado em
um aparelho de acrilico composto por quatro bracos elevados a 40 cm do chédo. Dois
bracos abertos e opostos (40cmx5cm), ligados centralmente (5cmx5cm) por dois outros
bracos fechados do mesmo tamanho, fechados com paredes de acrilico fechadas com
material preto (20cm). Cada animal foi colocado no centro do aparelho de frente para
um brago aberto e observado por 5 minutos. Registramos (1) O tempo que o animal
passou nos bracos abertos e fechados e (2) O namero de entradas em cada brago. O
animal era considerado como estando no braco quando colocava a cabega e as patas
dianteiras naquele local. O labirinto foi limpo ap6s cada teste com alcool 20% para
evitar interferéncias como o odor de outros animais. Além disso, as entradas totais em
cada braco foram usadas para medir a atividade locomotora. O teste foi realizado por

um experimentador cego aos grupos experimentais.

Figura 17. Labirinto em cruz elevado.
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Fonte: Laboratério de Neurociéncias e Comportamento — LNC.

4.3 Analise dos niveis de dopamina por HPLC

Os niveis de dopamina (DA) no coértex pré-frontal (CPF) foi determinado por
HPLC. Os tecidos foram homogeneizados em HCIO4 a 10% e centrifugados a 4 °C
(20.817 x g, 15 min). O sobrenadante foi filtrado (0,2 pm, Millipore) e as amostras (20
uL) foram injetadas em uma coluna de HPLC (C18, 5 um, 250 x 4,6 mm). A fase movel
foi constituida de acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo EDTA 0,02 mM, com &cido
octanossulfénico de sddio 0,69 mM (SOS) como o reagente de emparelhamento idnico,
4% v/v de acetonitrila e 1,7% v/v tetra-hidrofurano. As concentraces de DA foram
determinadas por comparacdo com o padrdo de DA e os resultados foram expressos

como ng/g de tecido.
4.4 Analise de viabilidade celular

Os cérebros dos camundongos foram dissecados e fixados por imersdao em
fixador por 48 horas. Os cérebros de quatro ratos por grupo foram submersos no plano
coronal em parafina de acordo com técnicas padrao. Trés campos (5 um) de cada secdo
foram selecionados aleatoriamente ao longo de cada um dos niveis coronais: cortex pré-
frontal (comecando em Bregma 1,94 mm) e hipocampo dorsal (comegando em Bregma
-1,70 mm) de acordo com o atlas de Paxinos e Watson. Para a andlise de viabilidade
celular, foi realizada a coloracdo de Nissl: secbes do cérebro foram montadas em

laminas com gelatina a 5%, deixadas para secar e, em seguida, incubadas em solucao
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tamponada com acetato de violeta de cresil 0,5% por 10 min. Em seguida, as laminas
foram desidratadas em alcool etilico (50%, 70% e 100%), imersas em Xxilol e montadas
com meio de montagem Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha). As laminas foram
observadas em microscopio (Nikon E200 Ellipse) com aumento de 40x. O numero de
células Nissl+ foi contado seguindo alguns parametros: As células foram consideradas
Nissl+ quando o citoplasma foi corado com violeta cresil, associado a padrdes de
normalidade morfoldgica celular, como formato celular redondo ou oval e ndcleo
centralizado. Para uma andlise qualitativa, padrdes de anormalidades foram
considerados, incluindo arranjo espacial dos neurbnios (espago intercelular) e a
presenca de células Nissl- (células com auséncia de coloragdo violeta no citoplasma,
associada a alteragdes morfologicas graves, como nucleos celulares encolhidos

acompanhados de nucleos picnoticos.
4.5 Imunohistoquimica para Syp, SNAP-25 e MAP-2

Os cérebros dos camundongos foram dissecados e fixados por imersdo em
fixador por 48 horas. Os cérebros de quatro ratos por grupo foram submersos no plano
coronal em parafina de acordo com técnicas padrdo. Trés campos (5 um) de cada secao
foram selecionados aleatoriamente ao longo de cada um dos niveis coronais: cortex pré-
frontal (comecando em Bregma 1,94 mm) e hipocampo dorsal (come¢ando em Bregma
-1,70 mm) de acordo com o atlas de Paxinos e Watson. As se¢bes do CPFm e
hipocampo foram lavadas trés vezes com tampao fosfato (PBS, pH 7,4) por 5 min. Em
seguida, as se¢des foram incubadas com PBS suplementado com 10% de metanol e
1,05% de peroxido de hidrogénio por 40 min em temperatura ambiente (TA) para
bloquear a atividade semelhante a peroxidase endogena. As secBGes foram lavadas 3
vezes por 10 min com PBS e incubadas em solucdo de blogqueio (soro de cabra 10%
normal em PBS suplementado com Triton X-100) por 2 h em temperatura ambiente. As
secBes foram entdo incubadas com os anticorpos primarios (anti-Syp - rato, 1:500
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA), anti-SNAP-25 - coelho, 1:500 ou MAP-2,
1:200 (Sigma -Aldrich , Missouri, EUA) diluida em uma solugdo de bloqueio durante a
noite a 4 ° C. As secOes foram entdo lavadas trés vezes por 10 min em PBS e
subsequentemente incubadas com conjugado de avidina-biotina-peroxidase de rabano
(ABC Staining System, Santa Cruz Biotechnology) por 30 min Apo6s a lavagem, as
laminas foram incubadas com anticorpo secundario anti-coelho de cabra biotinilado,

diluido 1: 500 em solucdo blogueadora e a cor foi revelada utilizando DAB (3,3'-
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diaminobenzidina) como cromogeno. Os cortes foram visualizados em um microscopio
optico (Nikon Eclipse E200, 40x, Nikon, Melville, EUA). Trés campos de cada secao
foram selecionados aleatoriamente ao longo das areas e a densidade Optica foi medida.
As células foram consideradas marcadas positivamente quando uma cor marrom foi

observada.
4.6 Teste de convulséo induzida por pentilenotetrazol (PTZ)

Para descartar possivel interferéncia do APZ sobre o efeito anticonvulsivante do
VPA, investigamos a associacdo do APZ com o VPA em animais com convulsfes
induzidas por PTZ em camundongos de acordo com o protocolo de Keshavarz et al.
(2016). Um grupo independente de animais foi dividido em quatro subgrupos (n = 8): V
(veiculo-solucdo salina 0,9%, i.p.); VPA (acido valproico 15 mg/kg, i.p.; menor dose
recomendada, geralmente usada para tratar epilepsia em criancas (15 mg/kg/dia), (Apud
PERUCCA, 2002)); APZ (aripiprazol 10 mg / kg, i.p.) e VPA + APZ (&cido valproico
15 mg / kg + aripiprazol 10 mg / kg), administrados 30 min antes da inducdo de
convulsdo por PTZ. Para a inducgdo das crises convulsivas, todos os animais receberam
uma injecédo (i.p.) de PTZ (80 mg/kg) e foram observados por 30 min (Todas as doses
foram administradas num volume de 10 mg/mL). Os parametros registrados foram (1)
laténcia para o primeiro evento de convulsdo, (2) scores de comportamentais de
convulsdo e (3) % de morte. Os scores comportamentais foram categorizados de acordo
com uma escala de Racing modificada (Mao et al. 2019) da seguinte forma: (0)
nenhuma resposta, (1) comportamento imdvel, (2) rigidez, (3) cabeca com movimentos
circulatorios, (4) elevacdo periddica e queda (5) elevagdo e queda ininterruptas e (6)
convulsdes e solavancos ténico-clénicos. O teste foi realizado por um experimentador

Cego aos grupos experimentais.
4.7 Anédlise estatistica

Utilizando o software GraphPad Prism 6.01 software (GraphPad Software, San
Diego, California, USA), todos os resultados foram submetidos a analise estatistica.
Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade D’Agostino e Pearson para a
verificacdo de distribuicdo dos dados. Para os dados de distribuicdo normal, foram
realizados os testes paramétricos: Andlise de variancia (ANOVA) de duas vias e de
medidas repetidas seguida de teste de Bonferroni como post-hoc (peso corporal, auto-

endireitamento postural e o teste de abertura dos olhos); ANOVA de uma ou duas vias
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seguida de teste Bonferroni como post-hoc para as analises dos testes sociais, olfatorios,
de estereotipias, e de ansiedade.

Testes ndo paramétricos também foram associados ao estudo a partir da
identificacdo de dados com distribuicdo ndo normal, como, Kruskal-Wallis seguido de
teste post-hoc de Dunn para os testes de convulsdo e dos niveis de DA. Ainda, foram
realizadas ANOVA de uma ou duas vias, seguida de teste Bonferroni como post-hoc
para as analises de memoria, histoldgicas e de imunohistoquimica.

Os dados foram expressos como média £ e 0 S.E.M (erro padrdo da media), com
excecdo dos testes de abertura dos olhos e dos escores de convulsdo, que foram
apresentados como mediana. Em todas as analises, o critério de significAncia adotado
foi de p<0,05.

5. RESULTADOS
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51 O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne anormalidades no
neurodesenvolvimento em camundongos recém-nascidos expostos ao VPA no periodo
pré-natal.

5.1.1 Peso corporal

O peso corporal de todos os animais foi observado diariamente, de PN1 a PN12.
Os animais expostos ao VPA no periodo pré-natal mostraram uma diminuicédo
significativa no peso corporal em comparacdo com o grupo veiculo (V) em PN1 (p
<0,01) e PN2-PN12 (p <0,001), e o tratamento com APZ evitou significativamente essa

diminuigéo de peso em todos os dias de observacdo (Fig. 18).

Figura 18. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne a diminuicdo de peso
em camundongos recém-nascidos expostos a0 VPA no periodo pré-natal.
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com acido
valproéico (VPA-500mg/kg, i.p.). Ap6s o nascimento das proles, os filhotes foram avaliados no presente
teste a partir do dia 1 p6s-natal (PN1). Os dados estdo expressos como média + S.E.M. p< 0,01, a vs
veiculo (PN1), p<0.001, a vs veiculo (PN2-PN12); p< 0,01, b vs VPA (PN1), p< 0.001, b vs VPA (PN2-
12), ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida de teste post-hoc de Bonferroni),(n=8).

5.1.2 Auto-endireitamento postural

A capacidade de auto-endireitamento postural de todos os animais foi observada
diariamente, de PN1 a PN12. Um atraso significativo do ato de auto endireitar-se foi
observado na prole de VPA em comparagdo com o grupo V em PN1 (p <0,001), PN3 (p
<0,05), PN4-PN6 (p <0,001), PN7 (p <0,01) e PN8 (p <0,05) (Fig. 19). Esses resultados
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indicam atraso de neurodesenvolvimento. O tratamento com APZ durante a gravidez
preveniu contra o referido atraso na prole de VPA em comparagdo com 0s animais
tratados apenas com veiculo em PN1 (p <0,001), PN2, PN4 (p <0,05) e PN5 (p <0,01).

Figura 19. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne atraso no
comportamento de auto-endireitamento postural em camundongos jovens expostos ao
VPA no periodo pre-natal.
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com &cido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apds o nascimento das proles, os filhotes foram avaliados no presente
teste a partir do dia 1 pds-natal (PN1). Os dados expressam a média + S.E.M. p < 0.01 (n=8), PN1,
p<0.05, PN3, p<0.001, PN4 - PN6, p<0.01, PN7 e p<0.05, PN8, ®/PA vs veiculo; p<0.001, PN1, p<0.05
PN2 e PN4, p<0.01, PN5; ®VPA+APZ vs VPA (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida de
teste post-hoc de Bonferroni).

5.1.3 Abertura dos olhos

O teste de abertura dos olhos foi realizado de PN1 a PN16. Os animais tratados
com VPA abriram os olhos com um atraso significativo em compara¢do com o tempo
levados pelos os animais do grupo V (p <0,001), indicando também prejuizos sobre o
neurodesenvolvimento. O tratamento com APZ preveniu significativamente 0s prejuizos

observados em comparagéo ao grupo tratado apenas com VPA (p <0,001) (Fig. 20).

Figura 20. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne atraso na abertura dos
olhos em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com acido
valproéico (VPA-500mg/kg, i.p.). Ap6s o nascimento das proles, os filhotes foram avaliados no presente
teste a partir do dia 10 pés-natal (PN10). Os dados expressam a mediana, p<0.001 (n=8), PN12-PN15,
A/PA vs V; p<0.001, PD13-PD15, ® VPA+APZ vs VPA (ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
seguida de teste post-hoc de Bonferroni).

5.2 O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) evita prejuizos na interacéo social em
camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.

5.2.1 Brincadeiras juvenis (Juvenile play test)

O teste de brincadeiras juvenis foi realizado em PN21. Os filhotes VPA
mostraram uma reducdo significativa no nimero de rastreamento (N° de eventos, V:
52.50 £ 1.57; V+APZ: 53.63 + 1.71; VPA: 43.25 + 2.31, p<0.05), no numero de
sniffing anogenital (N° de eventos, V: 40.75 + 2.51; V+APZ: 41.13 + 2.37; VPA: 25.75
+ 2.96, p<0.01) (Fig. 21A), no tempo que cada animal passou sentado um ao lado do
outro (Tempo (s), V: 475.3 = 37.41; V+APZ: 399.4 + 54.72; VPA: 370.8 + 38.70,
p<0.05) e um aumento significativo no tempo isolamento ou realizando self-grooming
(Tempo (s), V: 263.5 + 34.63; V+APZ: 356.0 £ 30.91; VPA: 567.0 + 55.53, p<0.001)
(Fig. 21B) comparado ao animais V. Esses resultados sugerem prejuizos na interacdo
social. O tratamento com APZ preveniu 0s animais desses prejuizos, uma vez que 0s
animais desse grupo tiveram um maior numero de rastreamento (N° de eventos,
VPA+APZ: 52.00 + 1.77, p<0.05) (Fig. 2a) e um maior namero de sniffing anogenital
(N° de eventos, VPA+APZ: 37.25 = 2.38, p<0.05), (Fig. 21A). Ainda, os animais
VPA+APZ mostraram um aumento significativo no tempo que esses passaram sentado
lado a lado (Tempo (s), VPA+APZ: 480.0 + 37.26, p<0.05) e uma reducdo significativa
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no tempo que esses passaram isolados ou realizando self-grooming comparado ao
animais VPA (Tempo (s), VPA+APZ: 370.4 = 54.45, p<0.05) (Fig. 21B). Esses dados
sugerem uma possivel neuroprotecdo do aripiprazol sobre os déficits de interacdo social

em animais VPA.

Figura 21. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne os déficits sociais no
juvenile play test em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com &cido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Ap6s o nascimento das proles, os filhotes foram estudados no presente
teste em PN21.0s dados expressam a média + S.E.M., (n=8), A= N° de eventos: 2VPA vs V, p<0.01; ®
VPA+APZ vs VPA, p<0.05; B= Tempo em segundos: *VPA vs V, p<0.001; ® VPA+APZ vs VPA,
p<0.01; (ANOVA de duas vias, seguida de teste post-hoc de Bonferroni).

5.2.2 Aparato de trés camaras
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No teste de interagdo social no aparato de trés camaras, realizado no PN28, néo
foram observadas diferencas significativas no nimero de entradas em cada cémara
(atividade locomotora) entre os grupos (V: 40.38 = 2.47; V + APZ: 42.50 £ 2.81; VPA:
40.13 + 1.30; VPA + APZ : 43.63 + 2.87) (Fig. 22A).

Os animais tratados com VPA passaram um tempo significativamente menor na
camara com o animal estranho (tempo (s), V: 283.5 + 6.15 s; V + APZ: 288.5 £ 5.31;
VPA: 120.6 + 18.61, p <0.001) e um tempo mais longo na cdmara com o copo de arame
vazio e invertido (tempo (s), V: 210.6 + 14.80; V + APZ: 221.8 £ 11.17; VPA: 389.0 +
21.18, p <0.001) em comparacdo com os animais V (Fig. 22B), indicando déficits de
interacdo social. O tratamento com APZ protegeu os animais desses déficits, estes,
passaram mais tempo na camara com o animal estranho (tempo (s), VPA + APZ: 259.5
+ 16.81, p <0.001) e um menor tempo na camara com 0 COPO vazio em comparagao com
os animais VPA (tempo (s), VPA + APZ: 250.4 + 16.60, p <0.001) (Fig. 22B)
mostrando os possiveis efeitos benéficos do APZ sobre a sociabilidade de camundongos
VPA.

Ainda, os animais VPA mostraram um tempo de sniffing significativamente
reduzido em comparagdo com os animais V (tempo (s), V: 84.38 + 6.19; V + APZ:
89.38 £ 5.79; VPA: 52.75 + 6.77, p <0.001). Diferentemente, os animais do grupo VPA
+ APZ demonstraram um tempo de sniffing significativamente maior em comparagéo
com o grupo VPA (tempo (s), VPA + APZ: 72.50 + 4.66, p <0.05) (Fig. 22C). Esses
dados contribuem para mostrar o efeito neuroprotetor do APZ sobre a interacdo social
de animais VPA. Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos no
sniffing time realizados na camara apenas com o copo vazio (V: 39.88 + 2.28; V + APZ:
44.38 + 2.20; VPA: 41.75 + 4.51; VPA + APZ: 52.00 £ 3.98 ) (Fig. 22C).

Figura 22. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne os déficits sociais no
aparato de trés camaras em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.



68

A
50
Cawq —F
g o
©
© g 30
2 8 204
o ®
= (@]
£ 10
()]
0 T
V V+APZ VPA  VPA+APZ
B
500+
> a —Ja v
@
@ z 400- Bl V+APZ
%— © mm VPA
£ & 3001 B \VPA+APZ
c o
© o
o
© o 200-
> @©
o O
é S 1004
(]
|_
0
Estranho Meio Copo vazio
C
150
v
@ B V+APZ
(o))
= 100 b Em \VPA
= EE VPA+APZ
%) a
[}
©
g 50+
IS
()]
|_
0_
Estranho Copo vazio

As mées foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) € no dia 12,5 com &cido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apos o nascimento das proles, os filhotes foram estudados no presente
teste em PN28. Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), A = N° de entradas em cada camara; B =
Tempo que o animal passou em cada camara (s): *VPA vs V, p<0.001; ® VPA+APZ vs VPA, p<0.001; C
= Tempo de sniffing (s): ®VPA vs V, p<0.001; ® VPA+APZ vs VPA, p<0.001 (ANOVA de duas vias
seguida de teste post-hoc de Bonferroni).

5.3 O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) evita prejuizos na comunicagéo social
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inadequada em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.

5.3.1 Teste olfatorio em paradigma discriminativo

O teste olfatério em paradigma discriminativo foi realizado em PN30. Né&o
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos durante as analises dos
odores sociais (agua e esséncia de morango). Em contraste, o grupo VPA mostrou uma
reducdo significativa no tempo de sniffing nos odores sociais (familiar e estranho)
(Tempo (s), estranho: V: 29.00 + 2.57; V+APZ: 30.25 = 3.72; VPA: 18.00 + 2.25,
p<0.01; Tempo (s), familiar: V: 50.25 + 3.48; V+APZ: 50.50 = 4.71; VPA: 19.25 +
2.52, p<0.001) comparado ao grupo controle (Fig. 23). Esses resultados sugerem
prejuizos na comunicacdo olfativa social desses animais. O tratamento durante a
gravidez com APZ preveniu significativamente a reducdo no tempo de sniffing (Tempo
(s), estranho: VPA+APZ: 29.25 + 2.32, p<0.01; Tempo (s), familiar: VPA+APZ: 45.13
+ 3.23, p<0.001), indicando que possivelmente o APZ melhorou a comunicagdo olfativa
social de animais VPA.

Figura 23. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne os déficits de
comunicagdo social no teste olfatério em paradigma discriminativo de camundongos
jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As mées foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) € no dia 12,5 com &cido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Ap6s o nascimento das proles, os filhotes foram estudados no presente
teste em PN30. Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8); ®VPA vs V, Estranho: p<0.01; Familiar:
p<0.001; ® VPA+APZ vs VPA, Estranho: p<0.01; Familiar: p<0.001 (ANOVA de duas vias seguida de
teste post-hoc de Bonferroni).
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5.3.2 Cheiro materno

Em PN14 foi realizado o teste da preferéncia pelo o cheiro materno. O grupo V
explorou o ambiente familiar em um tempo significativamente maior em relagdo ao
ambiente de odor estranho (Tempo (s); Familiar: V: 30.89 £ 2.83; Estranho: V: 9.11 +
1.48, p<0.001). Em contraste, no grupo VPA, os animais ndo apresentaram diferenca no
tempo passado entre esses respectivos ambientes (Tempo (s); Familiar: VPA: 28.60 +
2.91; Estranho: VPA: 23.20 £+ 2.03). Esses resultados também indicam prejuizos na
comunicacdo olfativa social desses animais. Geralmente, animais VPA ndo mostram
interesse ou ndo conseguem distinguir entre odores familiares e estranhos. O tratamento
materno com APZ fez com que 0s animais passassem um tempo significativamente
maior no ambiente familiar, quase similar ao grupo controle (Time (s), Familiar:
VPA+APZ: 24.25 + 4.02; Estranho: VPA+APZ: 7.77 + 3.16, p<0.001) (Fig. 24). Mais

uma vez, o APZ melhorou a comunicacao olfativa social de animais VPA.

Figura 24. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne os déficits de
comunicacdo social no teste da preferéncia pelo o cheiro materno em camundongos
jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As mées foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) € no dia 12,5 com &cido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apos o nascimento das proles, os filhotes foram estudados no presente
teste em PN14. Os dados expressam a média = S.E.M., (n=8); *** p<0.001 (ANOVA de duas vias
seguida de teste de post-hoc de Bonferroni).
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5.4 O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne o comportamento repetitivo
em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.

A anélise de comportamento repetitivo foi realizada em PN21 e PN30. No grupo
VPA, os animais apresentaram um aumento significativo no nimero de saltos (N° de
eventos, V: 5,37 £ 0,75; V + APZ: 4,62 £ 0,77; VPA: 19,38 + 1,60, p <0,001) (Fig. 25),
e subidas verticais (N° de eventos, V: 2,25 + 0,45; V + APZ: 1,87 + 0,35; VPA: 10,25 +
1,08, p <0,001) em comparagdo com o grupo tratado com V. Esses dados elucidam
comportamentos estereotipados, repetitivos e restritos. Nenhuma diferenca significativa
foi encontrada no nimero de inversGes entre 0s grupos. Em relacdo ao tratamento
materno com APZ, a prole repetiu em menor quantidade os saltos (N° de eventos, VPA
+ APZ: 10,50 £ 1,65, p <0,001) e as subidas verticais (N° de eventos, VPA + APZ: 4,12
+ 0,63, p <0,001) indicando que o APZ preveniu os animais VPA do comportamento
repetitivo.

Figura 25. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne o comportamento
repetitivo em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com acido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apos o nascimento das proles, os filhotes foram estudados no presente
teste em PN21 e PN30. Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), */PA vs V Saltos e subidas:
p<0.001; °* VPA+APZ vs VPA Saltos e subidas: p<0.001 (ANOVA de duas vias seguida de teste post-hoc
de Bonferroni).
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5.5 O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne o deficit de memoria aversiva
em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.

Os animais VPA apresentaram deéficits significativos de memoria aversiva
recente e tardia, em PN29 e PN30, comparados aos animais do grupo V (Laténcia -
Memoria Recente: V: 264.0 £ 19.27; V + APZ: 242.8 + 23.37; VPA: 42.13 + 25.99, p
<0,001). Laténcia - Memoria tardia: V: 269.4 £ 16.13; V + APZ: 276.9 + 10.06; VPA:
57.50 + 34.90, p <0,001). O tratamento materno com o APZ ndo impediu os déficits na
memoria recente, porém, preveniu os déficits na memoria tardia (VPA + APZ: 176.4 +
43.84, p <0,001), (Fig. 26).

Figura 26. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne o déficit de memoria
aversiva em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As mées foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com &cido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apos o nascimento das proles, os filhotes foram estudados no presente
teste em PN29 e PN30. Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), 2VPA vs V: p<0.001; * VPA+APZ
vs VPA: p<0.001 (ANOVA de duas vias seguida de teste post-hoc de Bonferroni).

5.6 O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne o déficit de memoria de
trabalho em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.

Em PN21, os filhotes foram submetidos ao teste de Y-Maze, e os resultados
mostraram uma significativa reducdo das alternaces espontaneas nos filhotes VPA,
indicando déficit na memoria de trabalho. O tratamento maternal com APZ preveniu
significativamente o déficit observado (% de alternacdes espontaneas, V: 76.13 £ 2.47;
V + APZ: 72.88 + 4.73; VPA: 55.25 + 3.89; VPA + APZ: 76.20 £ 2.07, p<0.01) (Fig.
27).
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Figura 27. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne o déficit de memdria de
trabalho em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As mées foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com &acido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apos o nascimento das proles, os filhotes foram estudados no presente
teste em PN21. Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), ®VPA vs V: p<0.01; ® VPA+APZ vs VPA:
p<0.01 (ANOVA de duas vias seguida de teste post-hoc de Bonferroni).

5.7 O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) diminui o comportamento ansioso-
simile em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.

Em PN28, os filhotes foram submetidos aos testes de ansiedade e atividade
locomotora. Os animais expostos ao VPA passaram um tempo significativamente menor
nos bragos abertos (Tempo (s), V: 54.71 £ 7.39; V+APZ: 64.88 + 4.88; VPA: 26.00 =
6.79, p<0.05) e um tempo significativamente maior nos bragos fechados (Tempo (s), V:
45.29 + 7.39; V+APZ: 35.13 * 4.88; VPA: 76.00 + 7.49, p<0.05) (Fig. 28A). Ainda,
apresentaram um numero significativamente reduzido de entradas nos bracos abertos
(N° de entradas, V: 11.50 + 1.54; V+APZ: 11.38 + 1.33; VPA: 3.50 £ 0.42, p<0.001)
comparado aos animais V (Fig. 28B). Esses achados sustentam uma cléssica elucidacéo
de um comportamento ansioso-simile. Os animais tratados com APZ mostraram uma
diminuicdo desse comportamento comparado aos animais VPA, passando um tempo de
permanéncia significativamente maior nos bracos abertos (Tempo (s), VPA+APZ: 57.38
* 6.96, p<0.05), um tempo significativamente menor nos bracos fechados (Time (s),
VPA+APZ: 42.63 £ 6.96, p<0.01) (Fig. 28A) e um aumento no nimero de entradas nos
bracos abertos (NUmero de eventos, VPA+APZ: 9.50 £ 1.01, p<0.01) (Fig. 28B). Essas

informagdes indicam um efeito neuroprotetor ansiolitico do APZ em animais VPA.
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Figura 28. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) diminui o comportamento
ansioso-simile em camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com &cido
valproéico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apds o nascimento das proles, os filhotes foram estudados no presente
teste em PN28. Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), *VPA vs V: p<0.05; ® VPA+APZ vs VPA:
p<0.01 (ANOVA de duas vias seguida de teste post-hoc de Bonferroni).

5.8 O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne a reducdo de dopamina (DA)
no cortex pré-frontal (CPF) de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo preé-

natal.

Os animais tratados com VPA mostraram uma diminuicdo significativa nos
niveis extracelulares de DA no CPF em compara¢do com o grupo V (DA (ng/mg de
tecido), V: 5,2 £ 1,10; V + APZ: 3,7 + 1,05; VPA: 1,72 £ 0,64 , p <0,05). O tratamento
com APZ preveniu significativamente a diminui¢cdo nos niveis de DA no CPF (DA
(ng/mg de tecido), VPA+APZ: 3,7 £ 0,74, p <0,05), (Fig. 29).
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Figura 29. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne a reducdo de dopamina
(DA) no cortex pré-frontal (CPF) de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo
pré-natal.
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com acido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apds o nascimento das proles e dos respectivos testes comportamentais,
os filhotes foram eutanasiados e seus cérebros dissecados para analises de DA no CPF. Os dados
expressam a média + S.E.M., (n=8), 3VPA vs V: p<0.05; * VPA+APZ vs VPA: p<0.01 (ANOVA de uma
via, Kruskal-Wallis seguida de teste post-hoc de Dunn).

5.9 O tratamento materno com aripiprazol (APZ) 10 mg/kg néo interferiu no efeito
anticonvulsivante do é&cido valproico (VPA) 15 mg/kg no modelo de convulséo
induzida por pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos.

Os animais PTZ exibiram uma reducéo significativa na laténcia para a primeira
convulsdo, o tratamento com acido valpréico (VPA) aumentou significativamente essa
laténcia (Laténcia (), PTZ: 34.44 + 3.17; PTZ+APZ: 39.44 £ 2.65; PTZ+VPA: 323.0 £
45.44, p < 0.001). Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
PTZ+VPA e PTZ+VPA+APZ na laténcia para a primeira convulsdo (Laténcia (s),
PTZ+VPA+APZ: 277.3 + 21.76, p < 0.001), (Tabela 06). O percentual de morte dos
animais injetados com PTZ foi de 100, nenhum animal tratado com VPA ou VPA +
APZ morreu quando foram induzidos a convulsdo com PTZ (Tabela 06). Em relacdo
aos scores de convulsdo, os animais PTZ+VPA e PTZ+VPA+APZ apresentaram uma
mediana significativamente menor comparada aos animais PTZ (escores de convulsao
— mediana (min-max), PTZ: 6.00 (3.00-6.00); PTZ+APZ: 5.50 (5.00-6.00); PTZ+VPA:
2.00 (0.00-4.00); PTZ+VPA+APZ: 2.00 (0.00-4.00), p<0.01 (Fig. 30). Os dados

demonstram que o APZ né&o interfere no efeito anticonvulsivante do VPA.
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Tabela 06. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) ndo influenciou sobre o efeito
anticonvulsivante do VPA (15 mg/kg) no modelo de convulsdo induzida por PTZ em
animais.

Grupos de tratamentos Média da laténcia para 12 % de morte
convulsao (s)
PTZ 34 100
PTZ + APZ 39 100
PTZ+VPA 815% 0?
PTZ + VPA + APZ 7842 0

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=8): PTZ (veiculo-solucdo salina 0,9% + petilenotetrazol
(80 mg/kg, i.p.); PTZ+APZ (petilenotetrazol (80 mg/kg, i.p. + aripiprazol 10 mg / kg, i.p.); PTZ + VPA
(petilenotetrazol (80 mg/kg, i.p. + &cido valproéico 15 mg /kg, i.p.) e PTZ + VPA + APZ (petilenotetrazol
(80 mg/kg, i.p. + acido valpréico 15 mg /kg, i.p. + aripiprazol 10 mg / kg, i.p.). Ap6s a injecdo de PTZ,
todos os animais foram observados por 30 min. Os dados expressam a média = S.E.M., (n=8), ®VPA vs V:
p<0.001; (ANOVA de uma via, Kruskal-Wallis seguida de teste post-hoc de Dunn).

Figura 30. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) ndo influenciou sobre o efeito
anticonvulsivante do VPA (15 mg/kg) no modelo de convulsdo induzida por PTZ em
animais.
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Os animais foram divididos em quatro grupos (n=8): PTZ (veiculo-solugdo salina 0,9% + petilenotetrazol
(80 mg/kg, i.p.); PTZ+APZ (petilenotetrazol (80 mg/kg, i.p. + aripiprazol 10 mg / kg, i.p.); PTZ + VPA
(petilenotetrazol (80 mg/kg, i.p. + &cido valpréico 15 mg /kg, i.p.) e PTZ + VPA + APZ (petilenotetrazol
(80 mg/kg, i.p. + &cido valproéico 15 mg /kg, i.p. + aripiprazol 10 mg / kg, i.p.). Ap6s a inje¢do de PTZ,
todos os animais foram observados por 30 min. Os dados expressam a mediana, (n=8), *VPA vs V:
p<0.001; (ANOVA de uma via, Kruskal-Wallis seguida de teste post-hoc de Dunn).
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5.10 O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) previne a morte celular no CPFm e
no hipocampo de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.

Células Nissl+ foram observadas no CPFm e nas regides hipocampais CA1L,
CA3 e GD do grupo V (% de células Nissl+ - mPFC: 88.75 + 0.94; CAL: 96.00 + 1.41;
CA3: 92.75 + 2.21; DG: 97.25 £ 0.85). Nos animais VPA foram encontrados um arranjo
espacial atipico dos neurdnios, heterogeneidade nas caracteristicas morfoldgicas, como
formas e tamanhos irregulares, largo espaco intercelular, seguido por uma significante
diminuicdo de células Nissl+ (reducéo da viabilidade celular) no CPFm e na regido CAl
(% Nissl+ - mPFC: 63.50 £ 2.17, p<0.001; CAL: 59.33 * 4.80, p<0.001), mas ndo em
CA3 e DG (% of Nissl+ cells - CA3: 84.75 + 3.35; DG: 90.25 + 1.43) comparado com
0s animais controle. Nos animais que receberam o tratamento materno com APZ, a
morfologia e a % viabilidade celular foram preservadas significativamente em ambas as
areas, CPFm (VPA+APZ: 85.50 + 3.63, p<0.001) e em CAL (VPA+APZ: 85.50 + 1.04,
p<0.001) (Fig. 30, 31 e 32).

Figura 31. O tratamento materno com APZ (10 mg / kg) previne a morte celular no
CPFm e no hipocampo de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As mées foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com 4cido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apds o nascimento das proles e dos respectivos testes comportamentais,
os filhotes foram eutanasiados e seus cérebros dissecados para andlise da viabilidade celular no CPFm e
no hipocampo. Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), 2VPA vs V: p<0.001; "VPA+APZ vs VPA:
p<0.001 (ANOVA de duas vias seguida de teste post-hoc de Bonferroni).
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Figura 32. Fotomicrografia representativa da coloracdo de Nissl em secc¢Bes coronais

do CPFm de camundongos jovens expostos no periodo pré-natal ao &cido valproico
(VPA) e tratados com aripiprazol (APZ)
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VPA VPA + APZ

Aumento de 400x representando o efeito do APZ sobre a viabilidade celular evidenciada pela coloracdo
de Nissl no CPFm de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal. Pode-se perceber a
escassez de células Nissl+ (seta vazada) com conseguinte desorganizacdo na citoarquitetura e picnose
(setas vermelhas) no grupo VPA. No grupo APZ + VVPA, pode-se observar a acdo protetora (setas brancas
indicando a integridade da coloragdo de Nissl nas células neurais) do APZ 10 mg/kg , (n=4/grupo).
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Figura 33. Fotomicrografia representativa da coloragdo de Nissl em sec¢bes coronais
do hipocampo de camundongos jovens expostos no periodo pré-natal ao &cido valproico
(VPA) e tratados com aripiprazol (APZ).
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Aumento de 400x representando o efeito do APZ sobre a viabilidade celular evidenciada pela coloracdo
de Nissl no hipocampo de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal. Pode-se perceber
a escassez de células Nissl+ (seta vazada) com conseguinte desorganizacdo citoarquitetural e picnose
(setas vermelhas) na regido CAl do grupo VPA. No grupo APZ + VPA, pode-se observar a agdo
protetora (setas brancas indicando a integridade da coloracdo de Nissl nas células neurais) do APZ 10
mg/kg, (n=4/grupo).
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5.11 Efeito do tratamento materno com APZ (10 mg/kg) sobre a imunorreatividade
para a sinaptofisina (Syp) no cértex pré-frontal medial (CPFm) e no hipocampo de
camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.

Foi observada uma diminuicédo significativa na imunorreatividade para a Syp no
CPFm e na regido CAL hipocampal dos camundongos jovens expostos ao VPA no
periodo pré-natal, comparada aos animais veiculo (D.O.; % da média dos controles:
CPFm, V: 100.0 + 0.00; V + APZ: 88.2 + 0.47; VPA: 4550; p <0.001; CAl
hipocampal, V: 100.0 £ 0.00; V + APZ: 92.0 £ 1.47; VPA: 50.75 + 8.10; p <0.001). O
tratamento materno com APZ preveniu significativamente essa reducdo (D.O.; % da
média dos controles: CPFm, VPA + APZ: 59.50 + 3.88; CA1 hipocampal, VPA + APZ:
64.50 + 3.42. Nao foram observadas diferencas significativas nas regides CA3 e GD
(Fig. 33, 34, 35 e 36).

5.12 Efeito do tratamento materno com APZ (10 mg/kg) sobre a imunorreatividade
para a SNAP-25 no cortex pré-frontal medial e no hipocampo de camundongos
jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.

Os animais expostos ao VPA no periodo pré-natal apresentaram uma reducéo
significativa na expressdo de SNAP-25 no CPFm e nas areas hipocampais CAl e GD
comparada aos animais V (D.O.; % da média dos controles: CPFm, V: 100.0 £ 0.00; V
+ APZ: 83.0 £ 1.91; VPA: 37.0 £ 4.12; p <0.001; CA1, V: 100.0 £ 0.00; V + APZ: 92.0
+ 1.20; VPA: 45,50 + 1.84; p <0.001); GD V: 100.0 £ 0.00; V + APZ: 91.25 + 1.93;
VPA: 50.75 = 4.93; p <0.001). O tratamento materno com APZ preveniu
significativamente essa reducgdo (D.O.; % da média dos controles: CPFm, VPA + APZ:
60.50 % 6.66; CAl, VPA + APZ: 62.00 = 3.02; GD, VPA + APZ: 56.75 £ 1.03. Néo
foram observadas diferencas significativas na regido CA3 (Fig. 37, 38, 39 e 40).
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Figura 34. Fotomicrografia representativa da imunomarcacéo para sinaptofisina (SYP)
em seccOes coronais do CPFm de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo
pré-natal e tratados com aripiprazol (APZ).

V + APZ

VPA VPA + APZ

Aumento de 200x representando o efeito do APZ sobre a expressao de Syp evidenciada pela a densidade
Otica da coloracdo marrom no CPFm de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
Pode-se perceber a diminuicdo dessa densidade no grupo VPA (seta vazada). No grupo APZ + VPA,
pode-se observar a acdo protetora (setas brancas) do APZ 10 mg/kg, (n=4/grupo).
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Figura 35. Fotomicrografia representativa da imunomarcacdo para sinaptofisina (SYP)
em seccdes coronais do hipocampo de camundongos jovens expostos ao VPA no
periodo pré-natal e tratados com aripiprazol (APZ).

CA1 CA3 GD

V+ APZ

VPA

VPA + APZ

Aumento de 400x representando o efeito do APZ sobre a expressdo de Syp evidenciada pela a densidade
Gtica da coloragdo marrom no hipocampo de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
Pode-se perceber a diminuicdo dessa densidade na regido CALl (seta vazada) do grupo VPA. No grupo
APZ + VPA, pode-se observar a acdo protetora (setas pretas na regido CAl) do APZ 10 mg/kg ,
(n=4/grupo).
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Figura 36. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) preveniu a reducdo na
imunorreatividade para sinaptofisina (Syp) no CPFm de camundongos jovens expostos
ao VPA no periodo pré-natal.
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com acido
valproéico (VPA-500mg/Kkg, i.p.). Ap6s o nascimento das proles e dos respectivos testes comportamentais,
os filhotes foram eutanasiados e seus cérebros dissecados para analise da imunorreatividade para
sinaptofisina (Syp) no CPFm de animais VPA. A linha pontilhada expressa 100% da densidade ética dos
controles (V). Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), ®VPA vs V: p<0.001; "VPA+APZ vs VPA:
p<0.001 (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Bonferroni).

Figura 37. O tratamento materno com APZ (10 mg / kg) preveniu a reducdo da
imunorreatividade para sinaptofisina (SYP) na regido CA1 hipocampal de camundongos
jovens expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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As mées foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) € no dia 12,5 com &cido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apds o nascimento das proles e dos respectivos testes comportamentais,
os filhotes foram eutanasiados e seus cérebros dissecados para andlise da imunorreatividade para
sinaptofisina (Syp) no hipocampo de animais VPA. A linha pontilhada expressa 100% da densidade 6tica
dos controles (V). Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), *VPA vs V: p<0.001; "VPA+APZ vs
VPA: p<0.001 (ANOVA de duas vias seguida de teste post-hoc de Bonferroni).



84

Figura 38. Fotomicrografia representativa da imunomarcacdo para SNAP-25 em
seccOes coronais do CPFm de camundongos jovens expostos ao acido valpréico (VPA)

no periodo pré-natal e tratados com aripiprazol (APZ).

VPA

V+APZ

Aumento de 200x representando o efeito do APZ sobre a expressdo de SNAP-25 evidenciada pela a
densidade 6tica da coloracdo marrom no CPFm de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-
natal. Pode-se perceber a diminui¢do na densidade no grupo VPA (seta vazada). No grupo APZ + VPA,
pode-se observar a acdo protetora (setas brancas) do APZ 10 mg/kg, (n=4/grupo).
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Figura 39. Fotomicrografia representativa da imunomarcacdo para SNAP-25 em
secgOes coronais do hipocampo de camundongos jovens expostos ao acido valproico
(VPA) no periodo pré-natal e tratados com aripiprazol (APZ).
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Aumento de 400x representando o efeito do APZ sobre a expressdo de SNAP-25 evidenciada pela a
densidade 6tica da colora¢do marrom no hipocampo de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo
pré-natal. Pode-se perceber uma diminuicdo dessa densidade na regido CAl e no GD (setas vazadas) no
grupo VPA. No grupo APZ + VPA, pode-se observar a acdo protetora (setas pretas) do APZ 10 mg/kg,
(n=4/grupo).
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Figura 40. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) preveniu a reducdo da
expressdo de SNAP-25 no CPFm de camundongos jovens expostos ao acido valproico
(VPA) no periodo pré-natal e tratados com aripiprazol (APZ).
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com acido
valproéico (VPA-500mg/Kkg, i.p.). Ap6s o0 nascimento das proles e dos respectivos testes comportamentais,
os filhotes foram eutanasiados e seus cérebros dissecados para andlise da imunorreatividade para SNAP-
25 no CPFm de animais VPA. A linha pontilhada expressa 100% da densidade dtica dos controles (V).
Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), 2VPA vs V: p<0.001; "VPA+APZ vs VPA: p<0.001
(ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Bonferroni).

Figura 41. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) preveniu a reducdo da
expressdo de SNAP-25 na regido CAL1 e GD do hipocampo de camundongos jovens
expostos ao acido valpréico (VPA) no periodo pré-natal e tratados com aripiprazol
(APZ).
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com &cido
valpréico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apds o nascimento das proles e dos respectivos testes comportamentais,
os filhotes foram eutanasiados e seus cérebros dissecados para andlise da imunorreatividade para SNAP-
25 no hipocampo de animais VPA. A linha pontilhada expressa 100% da densidade 6tica dos controles
(V). Os dados expressam a média + S.E.M., (n=8), 2VPA vs V: p<0.001; "VPA+APZ vs VPA: p<0.001
(ANOVA de duas vias seguida de teste post-hoc de Bonferroni).
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5.13 Efeito do tratamento materno com APZ (10 mg/kg) sobre a imunorreatividade de
MAP-2 no CPFm de camundongos jovens expostos ao &cido valproico (VPA) no
periodo pré-natal e tratados com aripiprazol (APZ).

Os animais expostos ao VPA no periodo pré-natal apresentaram uma reducgao
significativa na expressdo de MAP-2 no CPFm, comparada aos animais V (D.O.; % da
média dos controles: CPFm, V: 100.0 £ 0.00; V + APZ: 94.2 + 2.13; VPA: 40.5 + 7.08;
p <0.001. O tratamento materno com APZ preveniu significativamente essa reducao
(D.O.; % da média dos controles: CPFm, VPA + APZ: 77.6 £ 4.91; p <0.001) (Fig. 41 e
42).

Figura 42. O tratamento materno com APZ (10 mg/kg) preveniu a reducdo da
expressdo de MAP-2 no CPFm de camundongos jovens expostos ao acido valpréico
(VPA) no periodo pré-natal e tratados com aripiprazol (APZ).
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As maes foram tratadas nos dias 11,5 e 12 com aripiprazol (APZ-10mk/kg, i.p.) e no dia 12,5 com acido
valproéico (VPA-500mg/kg, i.p.). Apo6s o0 nascimento das proles e dos respectivos testes comportamentais,
os filhotes foram eutanasiados e seus cérebros dissecados para andlise da imunorreatividade para MAP-2
no CPFm de animais VPA. A linha pontilhada expressa 100% da densidade 6tica dos controles (V). Os
dados expressam a média = S.E.M., (n=8), *VPA vs V: p<0.001; "VPA+APZ vs VPA: p<0.001 (ANOVA
de uma via seguida de teste post-hoc de Bonferroni).
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Figura 43. Fotomicrografia representativa da imunomarcacdo para MAP-2 em seccdes
coronais do CPFm de camundongos jovens expostos ao acido valproico (VPA) no
periodo pré-natal e tratados com aripiprazol (APZ).
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Aumento de 200x representando o efeito do APZ sobre a expressdo de MAP-2 evidenciada pela a
densidade 6tica da coloragcdo marrom no CPFm de camundongos jovens expostos ao VPA no periodo pré-
natal. Pode-se perceber a diminuicdo dessa densidade no grupo VPA (seta vazada). No lado direito
inferior, pode-se ver a acéo protetora do APZ (setas brancas) no tratado com APZ na dose de 10 mg/kg
(VPA+APZ 10), (n=4/grupo).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo mostra que o tratamento materno com aripiprazol (APZ) na
dose de 10 mg/kg em camundongos expostos ao acido valpréico (VPA) no periodo pré-
natal, um modelo experimental de TEA, previne anormalidades de desenvolvimento
precoce e prejuizos nas interacdes sociais em camundongos jovens. Além disso, 0 APZ
também previne estereotipias, aumenta os niveis extracelulares de DA, previne a morte
celular, eleva as expressdes de Syp e SNAP-25 no cdrtex pré-frontal medial (CPFm) e
no hipocampo e previne a reducdo de MAP-2 no CPFm. Ainda, o0 APZ ndo interferiu no

efeito anticonvulsivante do VPA.

Hara et al. (2017) demonstraram que o tratamento crénico com APZ melhorou o
comprometimento na interacdo social e os déficits de memodria de reconhecimento e
ainda, restaurou os niveis de DA no CPF em animais submetidos ao modelo de
transtorno do espetro autista induzido por acido valpréico (TEA-VPA). No entanto,
neste estudo, os autores investigaram a acdo do APZ a partir de um tratamento pos-
natal, na fase adulta das proles (8 semanas), quando o comportamento autista-simile nos
animais ja se encontra estabelecido. No nosso estudo, investigamos o efeito do APZ na
prevencdo do aparecimento dos sintomas do TEA, fazendo um tratamento com APZ
antes da injecdo do VPA nas fémeas gravidas. E importante relatar que, apesar das
indicacBes de possiveis efeitos teratogénicos do APZ em animais, em nosso estudo o
APZ foi administrado apenas duas vezes em camundongos prenhes, e nenhuma
toxicidade foi observada, enquanto o desenvolvimento de efeitos de toxicidade do APZ
foi demonstrado por Igbal et al., (2005) apenas em altas doses (10-30 mg/dia) e durante
tratamentos maternos crénicos, vale ressaltar que em 2008 o Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA aprovou o aripiprazol (Abilify®) para o tratamento da
irritabilidade no TEA (FDA, 2008).

Criangas autistas apresentam atrasos no desenvolvimento neurolégico nos
primeiros estagios da vida. Teitelbaum et al. (1998) mostraram disturbios relacionados
ao movimento em dezessete criangas autistas, recém-nascidos ou na idade 4-6 meses.
Os disturbios foram revelados em alguns ou todos os marcos do desenvolvimento,
incluindo endireitar, sentar, engatinhar e andar. Os autores concluiram que os distdrbios

do movimento desempenham um papel intrinseco no fenbmeno do TEA, que estdo
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presentes no nascimento e ajudam no diagndstico logo nos primeiros meses de vida das

criancas com TEA.

Os disturbios do neurodesenvolvimento estdo frequentemente presentes no TEA,
e esses efeitos também podem ser reproduzidos em animais tratados com VPA (YANG
et al. 2016; AL-ASKAR et al. 2017). No presente estudo os filhotes tratados com VPA
apresentaram peso corporal significativamente menor, tiveram laténcia elevada para o
reflexo de auto-endireitamento e exibiram abertura ocular tardia em compara¢do com 0s
filhotes do grupo controle. Esses resultados estdo em concordancia com outros estudos,
Schneider e Przewlocki (2005) mostraram que ratos VPA apresentam atraso de
maturacdo neuroldgica, menor peso corporal, retardo de desenvolvimento motor e
integracdo atenuada de uma série coordenada de reflexos. Resultados semelhantes
foram encontrados por Yang et al. (2016), que mostraram que os filhotes VPA
apresentaram peso corporal significativamente reduzido, atraso na abertura dos olhos e
aumento na laténcia de auto-endireitamento. Este ultimo achado pode ser explicado por
achados que demonstram perda neuronal severa em neurdnios somatossensoriais e
motores, bem como no tronco cerebral e cerebelo de animais tratados com VPA
(INGRAM et al.1996). Mostramos que o tratamento materno com APZ preveniu 0
atraso do neurodesenvolvimento causado pela exposicdo pré-natal ao VPA e
especulamos que esse efeito neuroprotetor pode estar relacionado a acdo do APZ na
ativacdo do sistema dopaminérgico no CPF como mostrado por Hara et al. (2017), e a
outros mecanismos neuronais. Por exemplo, apesar dos achados de Hernandez-
Herndndez et al. (2018) ndo estarem relacionados com o APZ, eles revelam que a
regulacdo positiva da plasticidade sindptica no CPF estdo associadas a melhora de
anormalidades cognitivas e comportamentais em animais, e essa regulacdo sinaptica
positiva foi alcancada significativamente pelo o APZ como mostrado por Seo et al.

(2015) no cortex frontal de rato em um modelo animal de estresse por imobilizagéo.

Os transtornos de interacdo social estdo frequentemente presentes no TEA e
esses efeitos também podem ser reproduzidos em animais VPA (YANG et al., 2016;
AL-ASKAR et al., 2017). Neste estudo, investigamos a interagdo social por meio de
dois testes: (1) Brincadeiras (Juvenile play) e (2) Abordagem social com camundongo
estranho. O teste de Brincadeiras, quando realizado na fase infanto-juvenil, permite
avaliar a interagdo social camundongos a partir de sinais reciprocos em um periodo

critico para o estabelecimento de comportamentos sociais, que geralmente comeca no
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PN21 (CAMPOLONGO et al.,, 2018) e dura toda a adolescéncia (PN21 a PN42)
(SPEAR, 2000). O teste de abordagem social com um camundongo estranho permite
estudar a sensibilidade e interacdo do animal-sujeito a partir de uma tarefa néo
reciproca, uma vez que o animal-estranho esta preso em uma gaiola e impossibilitado de
corresponder as brincadeiras (NADLER et al. 2004), e esse teste tem sido amplamente
utilizado para elucidar deficiéncias sociais induzidas pelo VPA (BAMBINI-JUNIOR et
al. 2011; MELANCIA et al. 2018). Corroborando com os achados de Gonzales et al.
(2016) e Campolongo et al. (2018), nossos resultados mostraram falhas semelhantes na
interacdo social adequada nos animais VPA em comparacdo com animais controle
ambos os testes acima mencionados. O tratamento materno com APZ protegeu destes
comprometimentos de sociabilidade, e esse resultado estdo de acordo com Hara et al.
(2017), que usaram o APZ, porém, com um tratamento pos-natal. Esses beneficios
foram possivelmente alcancados, pelo menos em parte, pelas propriedades do APZ em
aumentar a DA no CPF de animais VPA como observado nesse trabalho, uma vez que a
reducdo da atividade da DA nessa &rea foi relacionada ao comprometimento cognitivo
em um modelo animal de autismo-simile por VPA (HARA et al, 2017), e em pacientes
com TEA (ERNST et al., 1997).

O TEA causa atraso de linguagem e das habilidades de comunicacéo
(DOUSSARD-ROOSEVELT et al. 2003). Embora os roedores ndo usem a fala para se
comunicar, eles podem fornecer pistas sociais e afetivas por meio de sinais olfativos,
permitindo ao pesquisador analisar o comportamento social a partir do interesse dos
animais pelos odores (YANG et al. 2016). Observamos déficits de odor social no grupo
VPA em ambos os testes olfativos, e esses resultados estdo de acordo com relatorios
anteriores, mostrando que os animais tratados com VPA ndo distinguem um cheiro
familiar de um cheiro estranho. O desinteresse pelo o cheiro materno, ou pelo o odor de
sua propria gaiola, pode ser considerado um atraso na comunicacao social (ROULLET
et al. 2010; YANG et al. 2016). Somos os primeiros a mostrar que o tratamento materno
com APZ impediu que animais jovens nascidos de mées expostas ao VPA durante a
gravidez apresentassem comunicacdo social cognitiva prejudicada. Faure et al. (2019)
relataram que o APZ ndo interfere na comunicagéo social de camundongos expostos ao
MK-801, antagonista do receptor NMDA, um modelo de esquizofrenia. Neste caso, é
importante considerar a diferenca entre os modelos. Faure et al. (2019) avaliaram a

comunicacdo social pelo teste de vocalizagdo ultrassdnica, enquanto nés a avaliamos
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por testes olfativos sociais. Os testes de vocalizacdo tém limitacOes, pois podem nao
levar em conta o reconhecimento de odores familiares e estranhos (YANG et al. 2016).
Os sintomas de TEA que refletem déficits emocionais e/ou comportamentais, como
retraimento social e déficits de comunicacdo, tém sido um desafio para o tratamento

farmacoldgico.

Além dos déficits de sociais e de comunicacdo, os individuos com TEA
manifestam estereotipias ou comportamento repetitivo. Incluindo, movimentos
persistentes, obsessivos e fixos, e sdo cruciais para o diagnéstico adicional do autismo.
Eles estdo classicamente associados a co-morbidades, como ansiedade e tiques que
comecam antes dos 3 anos de idade e progridem até a idade adulta (KATHERINE,
2018). Ryan et al. (2010) observaram esse comportamento repetitivo em animais VPA,
assim como observado no nosso estudo. O tratamento materno com APZ diminuiu
significativamente as estereotipias observadas nos animais VPA, corroborando com os
estudos de Rizzo et al. (2018), que mostraram que o APZ reduziu a frequéncia e a
laténcia de tiques motores, como, estereotipias composta de lamber a pata, esfregar a
pata sobre a cabeca, lamber e esfregar o lado do corpo, a regido ano-genital e a cauda,
locomocdo vertical para cima ou para baixo em uma superficie vertical usando apenas
as patas dianteiras e o comportamento de escalada, neste caso, em um modelo animal
jovem de sindrome de Tourette e de transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade
comorbido. Kitanaka et al. (2015) também mostraram que APZ aliviou
significativamente a estereotipia induzida por metanfetamina em camundongos e ambos
os estudos os autores especulam que a inibicdo do sistema dopaminérgico na via
corticoestriatal pode ser, pelo menos em parte, a via responsavel por esse beneficio, uma
vez que APZ bloqueia receptores dopaminérgicos D2 nesta via (HARA et al., 2017).
Em humanos, as evidéncias sugerem que o APZ pode ser eficaz como uma intervencao
de tratamento de curto prazo contra irritabilidade, hiperatividade e estereotipias em
criancas e adolescentes com TEA (HIRSCH e PRINGSHEIM, 2016).

Individuos com autismo apresentam condicGes clinicas concomitantes ao TEA,
como ansiedade e déficits de meméria (GVOZDIJAKOVA et al., 2014; LAI et al.,
2014). Semelhante aos achados de Mirza e Sharma el al. (2019), mostramos que 0s
animais VPA apresentaram um comportamento ansioso e 0 APZ foi capaz de promover
um efeito ansiolitico, o que corrobora com Biojone et al. (2011), que utilizando um

modelo de medo condicionado, observaram propriedades ansiolitica e antipanico do
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APZ. Segundo os autores, uma explicacdo potencial para essas propriedades anti-
aversivas € a propriedade agonistica parcial nos receptores D2 da dopamina. Por
exemplo, enquanto os antagonistas do receptor D2 induzem estados aversivos, a
ativacdo deste receptor com um agonista D2 na Area Tegmental Ventral (ATV) é capaz
de diminuir a expressdo do susto potencializado pelo medo. Embora ndo seja um
agonista completo, o aripiprazol pode manter um "ténus dopaminérgico" nesta estrutura
quando os niveis de DA estdo baixos (ver adiante). Além disso, dado que a ATV projeta
vias dopaminérgicas também para o complexo amigdaloide, onde a liberacdo de
dopamina esté envolvida na expressao de reacbes emocionais condicionadas, a ativacdo
de receptores D2 nessa area pelo aripiprazol podem reduzir os niveis de dopamina na
amigdala e ser responsavel pelos efeitos ansioliticos observados (Apud BIOJONE et al.,
2011). Além da participacdo do sistema dopaminérgico, mecanismos relacionados a
serotonina também pode explicar os efeitos anti-aversivos do APZ. Graeff et al., 1996
mostrou que 0 APZ pode bloquear diretamente receptores 5HT2 na amigdala ou realizar
agonismo parcial em receptores SHT1A de serotonina localizados no nucleo dorsal da
rafe. O blogueio desses receptores resulta em efeitos ansioliticos, possivelmente, pelo o
aumento na producdo de serotonina nessas referidas areas. Em consonancia com esta
visdo, € razoavel especular que 0s nossos resultados de anti-ansiedade-simile em
animais VPA podem acontecer por via mesolimbica-dependente a partir de uma
conseguinte atenuacdo da mesma, bem como, mediada por via serotoninérgica via
blogqueio dos receptores 5SHT2 e SHT1A.

Campbell e colaboradores mostraram que criancas e adolescentes com autismo
idiopatico tém um déficit na memdria de trabalho (CAMPBELL et al. 2010). Nosso
trabalno mostrou uma diminuicdo significativa na memoéria de trabalho em
camundongos jovens expostos ao VPA durante o periodo pré-natal, corroborando com
os resultados mostrados por Gonzales et al. (2016). Além disso, mostramos que 0
tratamento com APZ protegeu os animais contra estes déficits de memoria de trabalho.
Choi et al. (2019) mostraram que o tratamento com APZ durante a adolescéncia
melhora a funcdo cognitiva em camundongos normais no inicio da idade adulta,
particularmente a memdria operacional espacial. A esses resultados, os autores
associaram a participacdo dos diferentes mecanismos de acdo do APZ. Eles perceberam
que o APZ propiciou niveis de receptores D2 significativamente mais baixos no CPFm

e no hipocampo em comparagdo com ratos controles, e atribuiram a esse evento o fato
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do APZ aumentar a liberacdo de dopamina nessas respectivas areas e causar por
conseguinte a ocupacgéo e supressdo desses receptores. Hipoteticamente, essas alteragdes
dos niveis de D2 no CPFm e no hipocampo fomentam a hipoGtese de que essas vias
podem se relacionar ao maior desempenho cognitivo dos ratos tratados com APZ, uma
vez que, a atividade dopaminérgica nessas areas cerebrais € conhecida por contribuir
conjuntamente para a integridade da memoria operacional espacial (SPELLMAN et a.,
2015). Ainda, um estudo PET recente relacionou um agonismo parcial de receptores do
tipo D2 e D3 no estriado pelo o APZ ao aumento do desempenho em tarefas de

memoria operacional em pacientes com esquizofrenia (SHIN et al., 2018).

Além dos déficits na memoria de trabalho, mostramos também que
camundongos jovens expostos ao VPA durante o periodo pré-natal apresentam
prejuizos na memdria aversiva na tarefa de esquiva inibitoria, e esses dados s&o
semelhantes aos de Melancia et al. (2018). A tarefa de esquiva inibitéria € fortemente
dependente do hipocampo e do ndcleo basolateral da amigdala (ROSSATO et al.,
2006). Embora Picada et al. (2011) ter mostrado anteriormente que o APZ melhora o
desempenho cognitivo na memoria aversiva de animais, 0 nosso estudo é pioneiro ao
mostrar o0 mesmo efeito do APZ, porém, em animais expostos ao VPA no periodo pré-
natal. Picada et al. (2011) sugeriram que os efeitos benéficos do APZ sobre a memoria
aversiva podem estar relacionados a capacidade do APZ de modular os receptores 5-
HT1A e 5-HT2A da serotonina, que desempenhem papéis importantes nas funcdes de
memodria aversiva (MISHRA e GOEL, 2019).

A exposicdo pré-natal ao VPA causa hipofuncdo do sistema dopaminérgico no
CPF de animais e isso pode resultar em danos cognitivos severos (HARA et al., 2015;
2016; 2017). Nossos resultados sdo similares ao tratamento pds-natal com APZ
mostrado por Hara et al. (2017), bem como outras publicacdes que reportam o aumento
de DA ap6s o tratamento com APZ em modelos animais distintos (ZOCCHI et al.,
2005; BORTOLOZZI et al., 2007). Embora exista essa similaridade, o nosso trabalho
inova ao mostrar que o efeito benéfico do APZ (elevando a DA) sobre a hipofuncgéo
dopaminérgica no CPF causada pela a exposi¢do ao VPA tambem & observado durante

um tratamento pré-natal.

Para discutirmos o possivel mecanismo de acdo do APZ no aumento dos niveis

de DA no CPF, é necessario considerar as suas acdes sobre o sistema dopaminérgico. O
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APZ tem sido considerado um simples agonista parcial do receptor D2, porém, isso é
controverso. A acdo funcional do APZ nos receptores D2 pode se comportar de maneira
diferente, variando entre agonista, agonista parcial ou antagonista. Essas variagoes
parecem depender da densidade do receptor, dos niveis de reserva do receptor
(TADORI et al., 2009), do ambiente circundante de DA, que difere nas varias regides
do cérebro (KOENER et al., 2012) e do ténus dopaminérgico local. Por exemplo, em
baixa concentra¢do de DA, o APZ pode se comportar como um agonista. Ao contrario,
em elevada concentracdo dopaminérgica, o0 APZ pode se comportar como um
antagonista em autoreceptores do tipo D2 em terminais dopaminérgicos pré-sinapticos.
O APZ ¢ eficaz na estimulacéo dos receptores D2 pré-sinapticos, desde que os niveis de
dopamina permanecam baixos. No entanto, como o APZ é um agonista parcial, ele
estimula os autoreceptores D2 com baixa atividade em comparacdo com a DA (MA et
al., 2014). Em contrapartida, quando ocorrem altas taxas de exocitose dopaminérgica, o
APZ passa a se comportar como um antagonista devido a sua menor eficacia em
desempenhar o papel ativo dos receptores D2 em comparacdo com a DA (ANZALONE
et al., 2012). Diante disso, é razoavel construir uma hipGtese sobre como o APZ
aumenta a DA no CPF de animais VPA. O APZ chega em um ambiente basal (baixa
concentracdo dopaminérgica) promovido por VPA no CPF e livremente faz agonismo
parcial de D2 pré-sinaptico e receptores de reserva, o que resulta no bloqueio da sintese
de DA. No entanto, como o agonismo € parcial, a sintese de DA ndo é blogueada
inteiramente. Nesse ambiente, a DA recém sintetizada ndo consegue realizar agonismo
completo porque D2 pré-sinaptico e receptores de reserva estdo ocupados por APZ. Por
sua vez, 0 APZ se comporta como um antagonista D2 pré-sinaptico na presenca de DA
elevada, tendo como produto uma sintese continua de DA e sua conseguinte elevacdo no
meio extracelular. Porém, novos estudos sdo necessarios para a real compreensdo desse

mecanismo e do seu resultado.

Além das variagdes nas propriedades do APZ como agonista, agonista parcial e
antagonista do receptor D2, o APZ também é conhecido por ter alta afinidade para
muitos receptores da proteina G, como os receptores de serotonina (SHAPIRO et al.,
2003). Por exemplo, 5- HT1A, 5-HT2C e 5-HT2A (BORTOLOZZI et al., 2007).
Estudos anteriores sugerem que o0 sistema serotonérgico, especialmente a ativagdo do
receptor 5-HT1A, esta envolvida no aumento dos niveis extracelulares de DA no CPF
mediado pela acdo de antipsicoéticos atipicos (ICHIKAWA et al., 2001; 2002; 2005).
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Esses achados sugerem que os niveis dopaminérgicos no CPF podem ser influenciados
pelas propriedades agonistas e antagonistas da APZ via autoreceptores D2 e sistema
serotoninérgico, principalmente pela ativacdo de 5-HT1A.

Para descartar possivel interferéncia do APZ nas propriedades
anticonvulsivantes do VPA, visto que este € usado como terapia em alguns casos de
epilepsia (SHAIKH et al., 2018) investigamos o tratamento associado do APZ e VPA
em um modelo de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos.
Nossos resultados mostraram que o tratamento com VPA reduziu o inicio da primeira
convulséo e a laténcia de morte e diminuiu os escores de convulsdo em animais tratados
com PTZ, enquanto o APZ ndo interferiu nestas acdes do VPA. Estes resultados
mostram que o APZ ndo interfere nas propriedades anticonvulsivantes do VPA. Alguns
estudos relataram beneficios com a terapia combinada APZ-VPA, por exemplo, para o
tratamento de episddios maniacos agudos (JEONG et al. 2012; YATHAM et al. 2013).

Mudangas morfofuncionais e perda da integridade celular tém sido implicadas
no fenGtipo comportamental e cognitivo do TEA. E evidente que, devido & sua acao
integrativa bem conhecida, anormalidades no CPF tém sido intimamente relacionadas a
déficits na interagdo e comunicacao social, estere6tipos, distdrbios motores e ansiedade
(COURCHESNE e PIERCE, 2005), bem como alteragdes no hipocampo predispde ao
comprometimento grave da memdria (RING et al. 2019). No presente estudo,
mostramos mudancas morfoldgicas significativas e morte celular no CPFm e em CAl
do hipocampo de camundongos jovens expostos durante o periodo pré-natal ao VPA.
Codagnone et al. (2015) evidenciaram uma citoarquitetura colunar alterada atipica no
hipocampo, em diferentes regides, particularmente no CA3 e na camada granular do
giro dentado, ambas as regides apresentaram um arranjo espacial desorganizado em
animais VPA e essas alteragfes foram acompanhadas de microgliose e astrogliose tanto
no CPFm, quanto no hipocampo. Mostramos que o tratamento materno com APZ
preveniu significativamente a perda celular observada em animais VPA, particularmente
nas regides do CPFm e CAL hipocampal. Esse achado pode explicar, pelo menos em
parte, a protecio do APZ sobre os prejuizos de neurodesenvolvimento e
comportamentais encontrados nesse trabalho. Outros autores ja demonstraram um efeito
neuroprotetor do APZ usando outros modelos, Cosi et al. (2005) mostraram que o APZ
(10 mg/kg) diminuiu o dano cerebral na lesdo induzida pelo acido cainico em

camundongos, possivelmente pela ativacdo do receptor 5-HT (1A).
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Foi sugerido que as alteragfes sinapticas em varias areas do cérebro contribuem
para a fisiopatologia do TEA, porém, esses relatos sdo escassos e 0s resultados
controversos (CODAGNONE et al., 2015; GASSOWSKA-DOBROWOLSKA et al.,
2020). Codagnone et al. (2015), buscaram no CPFm e no hipocampo de ratos expostos
ao modelo de TEA por VPA mudancas sinapticas precoce de Syn, coincidentes no
tempo com as alteragdes comportamentais. Depois de confirmar o atraso do crescimento
e da maturacdo em ratos VPA, descobriram uma elevada expressédo de Syn no CPFm,
no entanto, uma significativa reducdo de sua expressdao em todos os subcampos do
hipocampo dos referidos animais. Resultados similares foram encontrados também para
a expressao de SNAP-25, como reportado por Gassowska-dobrowolska et al. (2020).
Eles encontraram uma diminuicéo significativa de cerca de 20% no nivel de SNAP-25
no hipocampo da prole de VPA, apesar da sua expressao ter se mostrado inalterada na
regido cortical. Essas anormalidades sinapticas indicam que, sob condicGes de
exposicdo pré-natal ao VPA, podem ocorrer danos a fungdo sinaptica, resultando no
comprometimento da plasticidade sinaptica e da neurotransmissdo. Estes achados
podem indicar que um dano primario na sinaptogénese seja o responsavel pelo
comprometimento no neurodesenvolvimento, da funcdo social e cognitiva observada
nos animais VPA, e pode ser um dos mecanismos subjacentes a patologia de TEA e a
muitos outros transtornos neuropsiquiatricos e disfunc@es cognitivas (ZHAN e KONG,
2011). Os nossos resultados em nivel sinaptico diverge dos achados acima. Enquanto
Codagnone et al., 2015 e Gassowska-dobrowolska et al., 2020 mostraram aumento nas
expressOes de Syp e SNAP-25 no CPFm de animais VPA, nds encontramos uma
significativa reducdo. Diante disso, é importante relevar a diferenca entre as espécies
animais estudadas e as metodologias empregadas nas respectivas pesquisas. Enquanto
trabalhamos com camundongos Swiss machos, administramos o VPA no 12,5° dia de
gestacdo e trabalhamos com anticorpos anti-Syn da Santa Cruz Biotechnology na
diluicdo 1:500, Codagnone et al., 2015 utilizaram ratos machos Wistar, administraram o
VPA no 11,5° dia gestacional, e trabalharam com anticorpos anti-Syn da Chemicom Inc
na diluicdo 1:1000. Em relacdo aos achados do hipocampo, existe concordancia dos
nossos resultados no que se refere as redugdes nas expressdes de Syp e SNAP-25
hipocampais para com os dados hipocampais de Codagnone et al. (2015) e Gassowska-
dobrowolska et al. (2020). Porém, faz-se necesséria a realizacdo de mais estudos, pois,

sobre o tema, a literatura encontra-se escassa.
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No nosso estudo o APZ protegeu os animais VPA do dano sinaptico e somos 0s
primeiros a mostrar esses resultados. Seo et al. (2015) mostraram que o tratamento com
APZ atenuou significativamente a diminuicdo dos niveis de Syp no cértex frontal de
ratos submetidos ao estresse de imobilizacdo. Park et al. (2013) evidenciaram que 0
APZ promove a regulacdo positiva de Syp nas culturas neuronais do hipocampo
privadas do suplemento B27 (este suplemento melhora a sobrevivéncia neuronal de
longo prazo, a funcionalidade e a maturagdo dos neurdnios primarios de roedores).
Esses autores também demonstraram que o0 APZ aumentou os niveis de PSD-95, uma
proteina de densidade pds-sinaptica que desempenha um papel critico na regulacdo do
tamanho e forma da coluna dendritica, maturacdo sinéptica, fortalecimento, plasticidade
e estabilizacdo de sinapses impulsionada pela atividade (EHRLICH et al., 2007; HAN e
KIM, 2008). Polimorfismos de SNAP-25 sdo responsaveis pela hiperatividade e por
baixos escores cognitivos em humanos com TEA. Esses achados também podem ser
observados em animais, associados com déficits sociais (BRAIDA et al., 2015). Em
nosso estudo, o tratamento com APZ preveniu a redugdo do SNAP-25 no CPFm de
animais tratados com VPA e essas propriedades sinaptogénicas do APZ ja foram
reportadas em modelos animais de mania (ABRIAL et al., 2014). Assim, propomos que
0 APZ pode atuar como um regulador chave das proteinas sinépticas, particularmente
Syp e SNAP-25, e esses achados podem contribuir para explicar a neuroprotecdo do

APZ nos déficits de comportamento e memaria observados em nosso estudo.

A MAP-2 é uma proteina envolvida na montagem de microtibulos, ramificacdo
de dendritos e sinaptogénese (CACERES et al.,, 1992). Mukaetova-Ladinska et al.
(2004) relataram uma reducdo generalizada da expressdo de MAP2 em neurénios e
dendritos no cortex pré-frontal dorsolateral de dois pacientes adultos com diagnéstico
clinico de TEA. Mostramos que camundongos expostos durante o periodo pré-natal ao
VPA tém a proteina MAP-2 diminuida, nossos achados corroboram com os de Baro6n-
Mendonza et al (2018) que demonstraram que o nivel da proteina MAP2 estava
reduzida no cortex pré-frontal em camundongos autistic-like-C58/J. O tratamento com
APZ protegeu contra a diminuicdo da MAP-2 induzida pelo VPA, mostrando que o
APZ é eficaz em prevenir alteracGes na neuroplasticidade induzidas pelo VPA. N&o ha
relatos na literatura que mostrem o efeito de APZ na expressédo de MAP2, no entanto,
outros antipsicoticos atipicos, como risperidona e olanzapina, aumentam a expressao de

MRNA de MAP2 nas subareas do hipocampo, como, no giro dentado e no cértex
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retroesplenial de ratos (LAW et al., 2004). Portanto, é possivel que além da acdo sobre o
sistema dopaminérgico, outro mecanismo envolvido na protecdo do APZ contra 0s
danos comportamentais e cognitivos induzidos pelo VPA envolva uma melhora na

sinaptogénese.

Quase todos os antipsicoticos foram associados a um risco de inducdo de
convulsdo e crise epiléptica (UMBRICHT e KANE, 1996). Com o intuito de descartar
uma possivel interferéncia do APZ sobre o efeito anticonvulsivante do VPA, estudamos
0 comportamento da associacdo dessas respectivas drogas em animais induzidos ao
modelo de convulsdo por PTZ e constatamos que o efeito anticonvulsivante do VPA
permaneceu inalterado. Coincidentemente, 0 APZ € um antipsicoético atipico e o risco de
convulsbes com a sua administragdo € relatado como o mais baixo entre os agentes
atipicos, assim relata Moezi et al. (2015) que mostraram os efeitos anticonvulsivantes
do APZ em modelos animais de convulsdo por PTZ e ECT (de Electroconvulsive
therapy). Apesar de ndo termos visualizado os mesmos efeitos anticonvulsivantes do
APZ quando administrado isoladamente, vimos que ele n&o interferiu no efeito
anticonvulsivante do VPA. Essa divergéncia de resultados pode se dar pela diferenca de
metodologia. Enquanto o nosso trabalho realizou um tratamento agudo (uma Unica dose
de APZ 30 min antes da injecdo de PTZ), Moezi et al. (2015) realizaram um tratamento
subcrénico (os camundongos receberam o APZ por 6 dias e, em seguida, no sétimo dia
0 APZ foi injetado 60 min antes do PTZ (i.p.)). Foi indicado que os niveis de 6xido
nitrico (ON) aumentam significativamente em todas as regides do cérebro apos a
ocorréncia de crises convulsivas agudas induzidas por PTZ. Considerando que existe
interacdo entre a producdo de ON com a partir da ativacdo das vias dopaminérgicas e
serotoninérgicas, e ambas podem ser estimuladas pelo o APZ, os mesmos autores,
Moezi et al. (2015), ao estudarem a interacdo do APZ com o ON, especulam que a sua
acdo anticonvulsivante possa ser dar por via semelhante a dos inibidores de 6xido
nitrico sintase (NOS), (L-NAME - um inibidor ndo seletivo de NOS, cloridrato de
aminoguanidina — um inibidor seletivo de iNOS e nitronidazol - inibidor seletivo de
nNOS) que, no mesmo estudo, mostraram também reduzir significativamente os

quadros convulsivos em animais-PTZ.

Neste trabalho, foi demonstrado um modelo animal de TEA-simile induzido pela
administracdo de VPA. A partir desse, camundongos recém-nascidos expostos ao VPA

durante o periodo pre-natal (12,5° dia embrionario), apresentaram déficits ao longo do
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neurodesenvolvimento, caracterizados por perda de peso corporal, problemas de auto-
endireitamento postural e atrasos na abertura dos olhos. Durante a juventude, animais na
mesma condi¢do, demonstraram comportamentos caracteristicos de intera¢do social
prejudicada em testes sociais reciprocos e ndo-reciprocos. Além disso, revelaram
deficiéncia de comunicacéo olfativa em testes de comunicacao social-simile a partir de
odores coespecificos. Em adicdo, foi observado nesses animais um comportamento
estereotipado e ansioso associado a danos sobre a memdria. Todos esses danos
comportamentais, aconteceram, provavelmente, devido a lesdes sinapticas e de
viabilidade celular no CPFm e no hipocampo, alcancados pelos efeitos teratogénicos do
VPA. Os nossos resultados em conjunto demonstram a capacidade neuroprotetora do
tratamento materno sub-cronico com APZ frente ao presente modelo animal. O
tratamento com o APZ reduziu a lesdo neuronal, e protegeu animais-VPA contra
alteracbes comportamentais, cognitivas e de ansiedade. As investigacGes sobre os
possiveis mecanismos protetores do APZ no presente trabalho lancam uma luz sobre
uma atividade dopaminérgica restaurada, associada a efeitos sinaptogénicos e

sinaptoplasticos.

Com uma otica diferente, esse trabalho também inova por demonstrar que o0 APZ
ndo interfere nas propriedades anticonvulsivantes do VPA, o que seria benéfico em
condicdes de uma necessaria terapia associada. Porém, ndo investigamos 0s possiveis
mecanismos de acdo para esse efeito. Considerando dados anteriores, trazemos como
hipo6tese que esse pode ser resultado de um sinergismo do APZ sobre o VVPA por reduzir
ON via estimulacdo dos receptores dopaminérgicas e serotoninérgicos como mostrado

por Moezi et al. (2015). No entanto, mais estudos sdo necessarios.

Com estes resultados, pode-se concluir que os efeitos benéficos do APZ sobre a
irritabilidade e hiperatividade ja observados em humanos com TEA pode se da por via
dopaminérgica e que, na ocasido de efeitos benéficos desse composto sobre os demais
sinais e sintomas do fenotipo autista em humanos, 0 mecanismo se da, pelo menos em
partes, por vias neuro e sinaptotroficas. Porém, ndo podemos descartar outras vias,
como as da inflamacdo, apoptose e estresse oxidativo, uma vez que, apesar ndo termos
estudado esses mecanismos no nosso trabalho, o APZ tem mostrado efeitos
neuroprotetores também por agdes anti-inflamatorias (YOO et al., 2018),

antiapoptéticas e antioxidantes (ZHAO et al., 2019).
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Figura 44. Modelo hipotético proposto para sitio de acdo do APZ no modelo de
autismo-simile em camundongos expostos ao VPA no periodo pré-natal.
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O modelo de autismo-simile em camundongos expostos ao VPA no periodo pré-natal promove a reducdo
dos niveis extracelulares de DA, da imunorreatividade de Sinaptofisina, SNAP-25 e MAP-2, que
consequentemente levam a perturbagdes da viabilidade celular no cortex pré-frontal medial e nas regides
CAL e giro denteado dos respectivos animais (setas vermelhas), 0 que promove danos comportamentais e
cognitivos. Esses déficits de comportamento mostram-se prevenidos nos animais oriundos das mées que
receberam o tratamento materno com APZ, ap0s esse tratamento impedir as alteragdes sinaptogénicas e
sinaptoplésticas (setas azuis).
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo mostrou que o tratamento materno com APZ
atenuou anormalidades de desenvolvimento precoce, interacfes sociais inadequadas,
comunicacdo social e comprometimento cognitivo. Ainda, restaurou o0s niveis
dopaminérgicos, impediu a morte celular e preveniu os danos sinaptoplasticos sobre as
expressdes de Syp, SNAP-25 e MAP-2 no CPFm e hipocampo de animais submetidos
ao modelo animal de TEA por VPA. Ainda, o APZ nao interferiu no efeito
anticonvulsivante do VPA.

E razoavel considerar que estes efeitos neuroprotetores do APZ podem estar
relacionados, pelo menos em parte, a funcdo dopaminérgica restaurada e aos efeitos
sinaptogénicos e neuroplasticos nas determinadas areas cerebrais. No entanto, sdo
necessarios mais experimentos para elucidar os mecanismos moleculares subjacentes ao

efeito protetor do aripiprazol.
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