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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) ¢ um transtorno do neurodesenvolvimento caracterizado por
déficits persistentes na comunicagdo social e na interagao social, bem como por padrdes restritos e
repetitivos de comportamento. Evidéncias experimentais e clinicas indicam que o TEA esta associado
a alteragdes cognitivas, processos neuroinflamatorios e desequilibrio do sistema redox cerebral. O
acido valproico (VPA) é amplamente utilizado como modelo experimental por mimetizar alteragdes
comportamentais e neurobiologicas observadas no TEA. Nesse contexto, o trans-resveratrol, um
polifenol natural com reconhecida atividade antioxidante e anti-inflamatoéria, tem sido investigado
pelo seu potencial efeito neuroprotetor e preventivo durante periodos criticos do
neurodesenvolvimento. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos preventivos do trans-resveratrol
sobre a memoria e o estresse oxidativo cerebral em camundongos no modelo de indug¢ao de TEA com
VPA. Fémeas prenhes receberam VPA (450 mg/kg, via intraperitoneal, no 12,5° dia de gestacdo) para
inducdo do fenotipo semelhante ao TEA e foram tratadas concomitantemente com trans-resveratrol
(30 mg/kg/dia, via intraperitoneal) durante o periodo gestacional. A prole foi submetida ao teste do
labirinto em Y para avaliacdo da memoria operacional e, posteriormente, foram quantificados os
niveis de glutationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA) e proteinas totais no cortex pré-frontal
e no hipocampo. Os resultados demonstraram que machos expostos ao VPA e oriundos de fémeas
tratadas com trans-resveratrol apresentaram melhora no desempenho de memoria (N = 4), efeito ndo
observado nas fémeas (N = 6). Além disso, foi observado aumento nos niveis de GSH em ambos os
sexos e nas duas regides cerebrais analisadas, indicando fortalecimento das defesas antioxidantes. Os
niveis de MDA apresentaram aumento no cortex pré-frontal de machos expostos ao VPA em relagao
ao grupo controle (controle machos, N = 11; VPA machos, N = 8), enquanto o tratamento com trans-
resveratrol promoveu redugdo desses niveis no cortex pré-frontal e no hipocampo. Nas fémeas, os
niveis de MDA foram mais elevados no grupo VPA quando comparados ao controle (controle fémeas,
N = 10; VPA fémeas, N = 16), sendo observada redugdo apenas no cortex pré-frontal apos o
tratamento com trans-resveratrol. Nao foram observadas diferencas na quantificacdo de proteinas
totais entre os grupos experimentais.Em conjunto, os achados sugerem que o trans-resveratrol exerce
efeito neuroprotetor por meio da modulagdo do estresse oxidativo, contribuindo para a melhora da

memoria em machos e refor¢cando seu potencial como estratégia preventiva no contexto do TEA.



Palavras-chave: trans-resveratrol; acido valproico; estresse oxidativo, memoria; Transtorno do

Espectro Autista.



ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by persistent
deficits in social communication and social interaction, as well as restricted and repetitive patterns of
behavior. Experimental and clinical evidence indicates that ASD is associated with cognitive
impairments, neuroinflammatory processes, and imbalance of the cerebral redox system. Valproic
acid (VPA) is widely used as an experimental model because it mimics behavioral and
neurobiological alterations observed in ASD. In this context, trans-resveratrol, a natural polyphenol
with well-established antioxidant and anti-inflammatory properties, has been investigated for its
potential neuroprotective and preventive effects during critical periods of neurodevelopment. The aim
of this study was to evaluate the preventive effects of trans-resveratrol on memory and cerebral
oxidative stress in mice using the VPA-induced ASD model. Pregnant females received VPA (450
mg/kg, intraperitoneally, on gestational day 12.5) to induce an ASD-like phenotype and were
concomitantly treated with trans-resveratrol (30 mg/kg/day, intraperitoneally) throughout the
gestational period. Offspring were subjected to the Y-maze test to assess working memory, and
subsequently, levels of reduced glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), and total proteins were
quantified in the prefrontal cortex and hippocampus. The results demonstrated that male offspring
exposed to VPA and born to females treated with trans-resveratrol showed improved memory
performance (N = 4), an effect not observed in females (N = 6). In addition, increased GSH levels
were observed in both sexes and in both brain regions analyzed, indicating enhancement of
antioxidant defenses. MDA levels were increased in the prefrontal cortex of VPA-exposed males
compared to the control group (control males, N = 11; VPA males, N = 8), whereas trans-resveratrol
treatment reduced these levels in both the prefrontal cortex and hippocampus. In females, MDA levels
were higher in the VPA group compared to controls (control females, N = 10; VPA females, N = 16),
with a reduction observed only in the prefrontal cortex following trans-resveratrol treatment. No
differences were observed in total protein quantification among the experimental groups. Taken
together, these findings suggest that trans-resveratrol exerts a neuroprotective effect through
modulation of oxidative stress, contributing to improved memory performance in males and

reinforcing its potential as a preventive strategy in the context of ASD.

Keywords: trans-resveratrol; oxidative stress; valproic acid model; autism; neuroprotection
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1. INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) representa um dos desafios mais complexos da
neuropsiquiatria moderna. Conceitualmente, ¢ definido como wum transtorno do
neurodesenvolvimento caracterizado por déficits persistentes na comunicagao € na interacao social,
associados a padrdes restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou atividades (American
Psychiatric Association, 2013). A prevaléncia do TEA tem apresentado aumento significativo nas
ultimas décadas, atingindo atualmente cerca de 1 em cada 31 criangas nos Estados Unidos (CDC,
2025). No Brasil, estudos baseados em dados do Censo Demografico de 2022 indicam uma
prevaléncia estimada entre 1,12% e 1,20% da populagdo, evidenciando que o TEA constitui um
relevante problema de satde publica também no contexto nacional (Melo; Sousa, 2025). Trata-se
de uma condicdo altamente heterogénea, com ampla variabilidade de manifestacdes clinicas e
diferentes graus de comprometimento funcional, cuja etiologia ¢ compreendida a partir de um
modelo multifatorial que integra fatores genéticos e ambientais atuando em periodos criticos do

desenvolvimento cerebral (Genovese; Butler, 2020).

Entre os mecanismos fisiopatoldgicos investigados, o estresse oxidativo tem emergido como
um componente central na neurobiologia do TEA. Caracterizado por um desequilibrio entre a
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade dos sistemas antioxidantes de
neutraliza-las, o estresse oxidativo no contexto do TEA manifesta-se através de alteragdes
bioquimicas consistentes como: elevacgdo significativa dos niveis de malondialdeido (MDA), um
marcador de peroxidacao lipidica, e deplecao da glutationa reduzida (GSH), o principal antioxidante
intracelular (Frustaci et al., 2012; Sisti et al., 2021). Estas alteracdes ndo sao a causa principal, mas
podem contribuir ativamente para o dano neuronal, interferindo em processos fundamentais como
a sinaptogénese, neurogénese e plasticidade sinaptica (Machado et al., 2022). A investigacao desses
mecanismos em humanos apresenta limitagdes éticas e metodoldgicas o que torna os modelos

animais ferramentas necessarias no contexto da pesquisa translacional.

Dentre os modelos experimentais, 0 modelo por acido valproico (VPA) destaca-se por sua

aplicabilidade e reprodutibilidade, além de apresentar validade de construto, de face e preditiva



15

(Mabunga DF et al., 2015). Desenvolvido a partir de evidéncias clinicas que associam a exposi¢ao
pré-natal a este anticonvulsivante com aumento do risco de TEA, o modelo consiste na
administracao do farmaco em roedoras prenhes entre 11° ao 13° dia gestacional, mimetizando a
janela de neurodesenvolvimento correspondente ao primeiro trimestre gestacional humano
(Bambini- Junior et al., 2011; Nicolini; Fahnestock, 2018). A prole resultante exibe um fendtipo

caracteristico de TEA.

No dominio social, observam-se prejuizos significativos na interagdo € na comunicagao,
caracteristicas centrais do TEA (Tartaglione et al., 2019). No dominio cognitivo € comportamental,
destacam-se déficits na memoria e no processamento de informagoes, fungdes fortemente associadas
ao cortex pré-frontal e ao hipocampo, regioes cerebrais essenciais para a cogni¢ao, a plasticidade
sinaptica e a regulacdo comportamental (Li et al., 2010). Além disso, alteracdes emocionais, como
aumento de comportamentos do tipo ansioso, t€ém sido amplamente descritas e relacionadas a
disfuncao desses circuitos corticolimbicos. Paralelamente aos fenotipos comportamentais, o modelo
de indugdo por acido valproico reproduz alteracdes neurobiologicas consistentes com o TEA,
incluindo aumento do estresse oxidativo cerebral, neuroinflamagao e prejuizos na neuroplasticidade,
especialmente no cortex pré-frontal e no hipocampo, reforcando a relevancia dessas regides na

fisiopatologia do transtorno (Chaliha et al., 2020).

O resveratrol ¢ um polifenol natural que possui um perfil farmacologico multidimensional,
com propriedades antioxidantes (Szekeres et al., 2010; Stivala ef al., 2001), anti-inflamatorias (Gao
et al., 2001; Fuggetta et al., 2016; Tirkmen et al., 2022) e neuroprotetoras (Grifidn-Ferré et al.,
2021; Ahmed et al., 2018; Marchezan ef al., 2022). Evidéncias pré-clinicas demonstraram que ele
¢ capaz de modular o sistema redox, além de reduzir os niveis de MDA e elevar os niveis de GSH
em modelos de injuria neuronal. Adicionalmente, ocasionando melhora de parametros cognitivos e
de ansiedade (Ahmed ef al., 2018). Além disso, o resveratrol passou a encontrar respaldo em
estudos clinicos, como em um ensaio piloto que demonstrou melhora em sintomas comportamentais
de individuos com TEA, incluindo redugdo da irritabilidade, da hiperatividade, dos comportamentos

repetitivos e dos déficits de interacao social (Marchezan et al., 2022).

Neste cenario, o trans-resveratrol (3,5,4'-tri-hidroxi-estilbeno) pode apresentar
caracteristicas relevantes para o campo de pesquisa. Estudos anteriores demonstram que o grupo
hidroxila localizado na posi¢do 4' ndo € o tnico determinante de sua atividade antioxidante, mas que

os grupos 3-OH e 5-OH também desempenham papel fundamental nesse efeito (Szekeres et al.,
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2010; Stivala et al., 2001). O trans-resveratrol apresenta propriedades quimicas que favorecem sua
interagdo com espécies reativas e alvos bioldgicos relevantes, visto que sua estrutura molecular é
caracterizada por dois anéis benzénicos ligados por uma ponte etilénica, contendo grupos hidroxila
nas posicoes 3, 5 e 4'. Essa configuracao estrutural contribui diretamente para seu potencial
antioxidante e anti-inflamatorio, refor¢ando seu carater promissor como composto de interesse em

pesquisas biomédicas.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos preventivos do trans-resveratrol sobre alteragdes
comportamentais e bioquimicas associadas ao TEA na prole de camundongos expostos ao acido

valproico no periodo pré-natal.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transtorno do Espectro Autista

O TEA ¢ uma condi¢do do neurodesenvolvimento que afeta a forma como uma pessoa se
comunica e interage socialmente, sendo caracterizado pela presenga de comportamentos, interesses
e/ou atividades repetitivas e restritas (American Psychiatric Association, 2013). Essa defini¢dao
representa um entendimento mais amplo e continuo da condicdo, que abrange desde pessoas que
possuem uma independéncia funcional e caracteristicas sociais distintas, até aquelas que apresentam
comprometimentos significativos na cognicao, na linguagem, e em sua adaptagdo no dia a dia (Qin

etal, 2024)

A prevaléncia do TEA tem crescido nas ultimas décadas, tornando-o uma das condigdes mais
comuns na infancia. Nos Estados Unidos, por exemplo, um recente levantamento dos Centros de
Controle de Doengas (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) estimou, em 2022, que a
prevaléncia de TEA foi de aproximadamente 1 a cada 31 criangas de 8 anos de idade (CDC, 2025).
Esse niimero representa um aumento expressivo do que foi registrado no ano 2000, quando a
prevaléncia estimada era de 1 a cada 150 criancas (CDC, 2000), enquanto dados do Censo
Demografico de 2022 indicam uma prevaléncia estimada entre 1,12% e 1,20% da populacao

brasileira.
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Esse crescimento pode ser explicado por varios fatores, incluindo critérios diagnosticos mais
abrangentes, maior conhecimento dos profissionais de saude e a existéncia de mais programas de
deteccao precoce. Ainda assim, estudos indicam que componentes relacionados a origem da

condi¢do também contribuem para esse cenario (Lyall et al., 2017; Zwaigenbaum et al., 2018).

2.2 Complexidade Fisiopatologicas e Mecanismos Neurobiolégicos

A compreensdo contemporanea da etiologia do TEA consolida-se em um paradigma
multifatorial, que supera modelos monocausais ao reconhecer a complexa interacdo entre
susceptibilidade genética e exposi¢cdes ambientais durante janelas criticas do desenvolvimento
neural (Qin et al., 2024). Avancos em gendmica t€ém mapeado centenas de variantes de risco, cujas
vias bioldgicas convergem para processos como sinaptogénese, regulacdo génica e sinalizagdo

intracelular (Schafer et al., 2024; Gevezova et al., 2020).

Paralelamente, fatores ambientais pré e perinatais tém sido consistentemente associados ao
risco modificavel de TEA. Entre estes destacam-se exposicdes a agentes teratogénicos especificos
(como o acido valproico), infecgdes maternas, poluigdo atmosférica, desregulacao do sistema imune
materno e complicacdes obstétricas (Genovese; Butler, 2013). Esta convergéncia entre
predisposicdo genética e insultos ambientais parece atuar sobre sistemas biologicos comuns,
particularmente através da inducdo de neuroinflamacdo e estresse oxidativo, mecanismos que

emergiram como centrais na fisiopatologia do TEA (Chaliha et al., 2020).

2.3 Acido Valproico

O (VPA), um acido graxo de cadeia curta, com formula quimica CsHi60> (Figura 01), ¢ um
farmaco antiepiléptico e estabilizador de humor (Nicolini; Fahnestock, 2018). Sua relevancia para
a pesquisa do TEA advém de evidéncias clinicas que associam a exposi¢do pré-natal ao
medicamento com um risco aumentado do TEA na prole, constituindo-se, portanto, como um fator

de risco ambiental bem estabelecido (Zarate-Lopez et al., 2023; Kim; Hong; Ahn, 2022).

Figura 1 — Estrutura molecular em 3D do acido valproico.
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Fonte: DrugBank.

Com base nessa correlagdo, a administracio de acido valproico (VPA) em roedoras prenhes
foi estabelecida como um modelo animal translacional amplamente utilizado para o estudo do
Transtorno do Espectro Autista (TEA). O modelo foi originalmente descrito por Schneider e
Przewtocki (2005), que demonstraram que a exposi¢do pré-natal ao VPA durante um periodo critico
do desenvolvimento embriondrio € capaz de reproduzir alteragdes comportamentais e
neurobioldgicas analogas as observadas no TEA. Em roedores, a indug@o ocorre tipicamente no
12,5° dia de gestagdo, periodo equivalente ao final do primeiro trimestre da gestacdo humana, etapa
crucial da neurogénese e organizagdo cortical (Kim et al., 2011; Kataoka et al., 2013). A prole
exposta apresenta alteragdes comportamentais que mimetizam os critérios diagndsticos do TEA,
incluindo prejuizos na interagao social, aumento de comportamentos repetitivos e maior ansiedade
(Bambini-Junior ef al., 2014). Além de ratos, esse modelo tem sido reproduzido com sucesso em
camundongos, incluindo a linhagem de camundongos Swiss, nos quais foram observadas alteragdes
comportamentais persistentes e alteracdes histopatologicas cerebrais, bem como resposta a
intervengdes farmacoldgicas, o que reforca sua robustez e relevancia translacional para a

investigacao dos mecanismos fisiopatoldgicos do TEA (Neelotpol et al., 2024).

Os mecanismos subjacentes aos efeitos teratogénicos do VPA sdo multifacetados. Além de

suas agoes anticonvulsivantes classicas, mediadas pela modulag@o de canais i0nicos dependentes de
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voltagem e pelo aumento da neurotransmissdo GABAérgica, o acido valproico (VPA) atua como
potente inibidor de histonas desacetilases (HDACs), especialmente dos subtipos da classe I, como
HDACI, HDAC2 e HDAC3, promovendo alteracdes epigenéticas que modulam a expressao génica
durante periodos criticos do neurodesenvolvimento (Chen et al., 2020; Liu, Huan et al., 2022). Esta
acdo epigenética promove a hiperacetilacdo de histonas, alterando a expressdo de genes cruciais
para o desenvolvimento neural, como aqueles envolvidos na sinaptogénese e plasticidade neuronal
(Kataoka et al., 2013; Kuo; Liu, 2018). Paralelamente, o modelo ¢ caracterizado por induzir um
estado de estresse oxidativo e neuroinflamagao, marcado pela deplecdao de antioxidantes como a
glutationa reduzida, aumento de marcadores de peroxidacao lipidica e elevacdo de citocinas pro-

inflamatoérias no cérebro (Mirza; Sharma, 2019; Mehra et al., 2022).

Em resumo, o modelo de autismo induzido por VPA ¢ validado por sua capacidade de
reproduzir as caracteristicas comportamentais nucleares do TEA em associagdo com alteracdes
neurobioldgicas relevantes, como desregulacdo epigenética, estresse oxidativo e inflamagao. Esta
convergéncia entre fenotipos e mecanismos o torna uma ferramenta experimental robusta para a
investigacao fisiopatologica e o screening de potenciais intervengoes terapéuticas (Neelotpol et al.,

2024).

2.4 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo definido como um desequilibrio sistémico entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade dos sistemas antioxidantes de neutraliza- las tem sido
identificado como um componente fundamental na neurobiologia do TEA (KuZniar-Patka, 2025).
O cérebro em desenvolvimento ¢ particularmente vulnerdvel ao dano oxidativo devido ao seu
elevado consumo de oxigénio, alta concentracdo de 4acidos graxos poli- insaturados e atividade
mitocondrial intensa. Evidéncias robustas documentam altera¢des nos sistemas redox em individuos
com TEA, incluindo niveis elevados de marcadores de peroxidagdo lipidica como o MDA e
deple¢do significativa do principal antioxidante intracelular, a GSH (Frustaci et al., 2012; Sisti et

al., 2021).

Esse estado pré-oxidante ndo € apenas uma consequéncia secundaria, mas sim um

mecanismo ativo que pode contribuir para diversas alteragdes neuropatologicas observadas no TEA,
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como: disfuncdo mitocondrial, ativagdo microglial, alteragdes na neurotransmissdo e
comprometimento da neurogénese e sinaptogénese (Machado ef al., 2022). Particularmente
relevante ¢ a interacao bidirecional entre estresse oxidativo e neuroinflamacao, um ciclo vicioso no
qual EROs ativam vias pro-inflamatorias (como NF-kB), enquanto citocinas inflamatorias como as
Interleucinas (IL), (IL-1pB, IL-6, TNF-a) estimulam a producao adicional de radicais livres (Usui;

Kobayashi; Shimada, 2023).

2.5 Intervencdes Atuais e Novas Abordagens

O tratamento atual do TEA se beneficia da combinagao de diferentes estratégias, desde as
comportamentais e educacionais até as farmacoldgicas. No ambito farmacoterapéutico, as opgoes
disponiveis revelam limitagdes significativas que sublinham a necessidade de novos paradigmas
terapéuticos. Os antipsicoticos atipicos como risperidona e aripiprazol, constituem as tinicas classes
farmacologicas com aprovagdo regulatoria especifica para sintomas do TEA (irritabilidade e
agressividade), mas atuam predominantemente como agentes sintomaticos sem modificar os

mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes do transtorno (Davico et al., 2023).

Além desta limitagdo fundamental, estes farmacos estao associados a um perfil consideravel
de efeitos adversos, incluindo ganho de peso significativo, disturbios metabolicos (dislipidemia,
resisténcia a insulina) e sintomas extrapiramidais, o que frequentemente compromete a adesao
terapéutica a longo prazo (Hermans et al., 2023). Outras classes medicamentosas como os inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) sdo utilizados para comportamentos repetitivos ou
estimulantes para comorbidades com TDAH, apresentam eficécia varidvel e respostas heterogéneas,

frequentemente exigindo abordagens de tentativa e erro (Zhou et al., 2021).

Esta lacuna terapéutica de intervengdes que atuem sobre os mecanismos centrais do TEA,
particularmente o estresse oxidativo e a neuroinflamacao, motivou uma reorientacao nas estratégias
de pesquisa pré-clinica. Neste contexto, os modelos animais emergem como ferramentas
indispensaveis para a investigacdo mecanicista ¢ o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. Entre os diversos modelos disponiveis, o induzido pela exposi¢ao gestacional ao VPA
destaca-se por sua robustez, reprodutibilidade e validade translacional (Nicolini; Chaliha et al.,

2020).
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2.6 Cortex Pré-frontal e o TEA

O cortex pré-frontal (CPF) constitui uma regido cerebral fundamental para a integracdo e
regulacao de fungdes cognitivas complexas, incluindo tomada de decisdo, controle emocional,
funcdo executiva e comportamento social (Mediane ef al., 2024; Mohapatra 2023). Sua organizagao

funcional ¢ subdividida, com o cortex pré-frontal dorsolateral (dIPFC) associado ao controle

executivo, o cortex pré-frontal ventromedial (vmPFC) vinculado a processos cognitivo- afetivos, e
o cortex orbitofrontal envolvido na modulagdo de respostas sociais como mostra a Figura 2 (Liss ef

al., 2025). Disfuncdes nesta regido estdo consistentemente implicadas na fisiopatologia do TEA.

Figura 2 — Divisoes do cortex pré-frontal.

Fonte: Imagem gerada no aplicativo BioRender.
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Uma das hipdteses mecanisticas centrais do TEA envolve o desequilibrio excitatdrio-
inibitorio (E/I) no CPF. Evidéncias apontam para uma reducdo no tonus inibitério mediado por
GABA e um aumento relativo na excitabilidade glutamatérgica nesta regido, um padrdo observado
tanto em estudos post-mortem de individuos com o transtorno quanto em modelos animais
genéticos, como aqueles com duplicagdo da regido cromossomica 15q11-13 (Harada et al., 2011;
Sacai et al., 2020; Kurahashi et al., 2025). Este desbalango pode contribuir diretamente para as
dificuldades no processamento de informag¢des sociais € no controle executivo (Nelson e Valakh,

2024).

Além das alteragdes neuroinflamatérias, o CPF em individuos com TEA apresenta
desregulagdo significativa do estresse oxidativo, caracterizada pelo aumento de espécies reativas de
oxigénio e pela reducdo de defesas antioxidantes. Esses desequilibrios redox comprometem a
integridade celular e podem contribuir para déficits cognitivos relacionados a essa regido cortical

(Pal et al., 2025).

2.7 Hipocampo e TEA

O hipocampo, uma estrutura bilateral do lobo temporal medial (Figura 3), ¢ essencial para a
formacdo da memoria episddica, navegagao espacial e aspectos da cognigao social (Liu et al., 2023;
Arutiunian ef al., 2023). Sua disfuncdo ¢ uma caracteristica bem documentada no TEA, estando
associada aos déficits de memoria e as dificuldades de interagcdo social que marcam o transtorno

(Desaunay et al., 2020).

Figura 3 — Hipocampo humano.
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Fonte: Imagem gerada no aplicativo BioRender.

Alteragdes na integridade estrutural e na conectividade funcional do hipocampo tém sido
correlacionadas com as manifestagdes clinicas do TEA. A redugdo na conectividade hipocampal
pode levar a um comprometimento da fungdo neuronal, resultando em defeitos especificos de
memoria (Chen ef al., 2024). Estudos em modelos animais de TEA frequentemente revelam atrofia
ou alteragdes volumétricas nesta regido, que podem refletir uma redugao adaptativa no processamento

de informagdes espaciais e sociais (Nees et al., 2022; Sussman ef al., 2015).

No nivel celular e molecular, o hipocampo em modelos de TEA exibe um perfil pronunciado
de neuroinflamacao e reducdo da plasticidade sinaptica. Camundongos com fenotipos similares ao
autismo apresentam inflamacao hipocampal, alteragdes no circuito trissinaptico e comprometimento
da plasticidade, correlacionando-se com déficits cognitivos e comportamentais (Bonetti et al.,

2024).

Em estudos com modelos de autismo que utilizam o Valproico VPA, ha forte reacdo do
sistema imune no hipocampo, com um aumento consideravel de citocinas inflamatorias como IL-
1B, TNF-a, IL-6, IFN-y (Interferon-gama), IL-17 e TGF-B (Transforming Growth Factor Beta), ao
mesmo tempo em que diminui a citocina anti-inflamatoéria IL-10. Essa mudanga no perfil
inflamatoério prejudica o equilibrio das células nervosas, afetando as conexdes entre elas,

dificultando o aprendizado e a memoria, e tornando as células nervosas mais sensiveis a lesdes

(Long et al., 2024).
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Além dessa inflamagdo intensa, o hipocampo de animais que receberam VPA também
mostra um descontrole grande no estresse oxidativo. Esse desequilibrio causa um aumento
importante na producao de radicais livres e uma queda nas defesas antioxidantes do corpo, como a
glutationa reduzida e enzimas protetoras (superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase)

(Long et al., 2024).

A combinagdo de inflamagao constante e excesso de radicais livres prejudica gorduras,
proteinas e DNA, afetando a capacidade das conexdes nervosas de se adaptarem e aumentando os
problemas de cogni¢do observados nesse modelo. Em resumo, as mudangas inflamatodrias e
oxidativas no hipocampo destacam a importancia dessa regido nas caracteristicas comportamentais

associadas ao quadro semelhante ao TEA provocado pelo VPA (Bouargane et al., 2025).

2.8 Comprometimento da memoria no TEA

Clinicamente, observa-se que pessoas dentro do espectro frequentemente apresentam dificuldades
em dominios especificos da memoria, tais como a memoria operacional, responsavel pelo
armazenamento e manipulagdo temporaria de informagdes para a execu¢do de tarefas cognitivas
complexas, e a memoria episodica, vinculada a recorda¢do contextual de eventos pessoais

(Desaunay et al. 2020).

Tais alteracdes s@o teoricamente atribuidas a anomalias no neurodesenvolvimento que afetam a
organizagdo e a conectividade funcional de redes neurais, especialmente aquelas envolvendo o
hipocampo, o cortex pré-frontal e suas projecdes, estruturas fundamentais para a consolidacao da
memoéria e o processamento executivo (Desaunay et al., 2020). Para investigar esses

comprometimentos a pesquisa translacional recorre a modelos animais validados.

Na avaliagdo comportamental pré-clinica, teste como o do labirinto em Y, torna-se
instrumento metodoldgico eficaz, este € especificamente desenhado para avaliar a memoria
operacional espacial e os processos de aprendizado, exigindo que o animal forme, retenha e atualize
uma representacdo mental de seu ambiente recente. A valida¢do deste modelo e de sua ferramenta
de avaliagdo reside justamente na demonstracao de que os déficits observados nos animais expostos

ao VPA apresentam paralelo com os perfis de dificuldade de memoria reportados na condig¢ao
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humana, refor¢ando sua pertinéncia para o estudo e para a avaliacdo de possiveis intervengdes

terapéuticas (Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019).

2.9 Trans-Resveratrol

Dentre os compostos naturais com potencial terapéutico, o trans-resveratrol (3,5,4'-tri-
hidroxi-estilbeno) apresenta propriedades fitofarmacologias promissoras. Este polifenol da classe
dos estilbenos, isolado inicialmente de Polygonum cuspidatum, e abundantemente presente em uvas,
vinho tinto, amendoim e frutas vermelhas, possui um perfil farmacolégico multidimensional que o

posiciona como candidato ideal para intervencdes no TEA (Galiniak ef al., 2019; Burns ef al., 2002).

Quimicamente, o resveratrol existe em duas formas isoméricas (trans e cis), sendo a
configuragdo trans a mais estavel e biologicamente ativa (Figura 4). Sua estrutura molecular
caracterizada por dois anéis benzénicos ligados por uma ponte etilica com grupos hidroxila nas
posigoes 3, 5 e 4', confere propriedades antioxidantes notaveis, permitindo tanto a neutralizagao
direta de radicais livres quanto a modulacao de sistemas antioxidantes endogenos (Gambini et al.,

2015; Keylor et al., 2015).

Figura 4 — Estruturas isoméricas do resveratrol (formas trans e cis)
HoO
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Fonte: Sautter et al. (2005)
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1. Mecanismos de A¢cdo Neuroprotetoras do Resveratrol

O perfil neuroprotetor do trans-resveratrol ¢ sustentado por multiplos mecanismos de acao

que convergem para a modulagdo dos sistemas redox e inflamatoérios:

1) Acao Antioxidante Direta e Indireta: O resveratrol atua como sequestrador de radicais livres
(especialmente radicais hidroxila e peroxila) através da doagao de dtomos de hidrogénio dos seus
grupos fenodlicos (Galiniak et al., 2019). Paralelamente, modula positivamente o sistema
antioxidante end6geno, aumentando a expressao e atividade de enzimas como superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), e elevando os niveis de glutationa reduzida
(GSH) (Tirkmen et al., 2023). Estudos em modelos de toxicidade neuronal demonstram sua

capacidade em reduzir significativamente os niveis de MDA, um marcador-chave de peroxidagdo

lipidica (Ahmed et al., 2018).

2) Modulagdo Anti-inflamatdria: O resveratrol exerce efeitos pleiotropicos sobre a cascata
inflamatoria, inibindo a ativagao do fator nuclear NF-kB (responsavel pela transcri¢cao de genes pro-
inflamatorios), suprimindo a producdo de citocinas como TNF-q, IL-1B e IL-6, ¢ modulando a
ativagdao microglial (Fuggetta et al., 2016). Esta agdo ¢ particularmente relevante no contexto do

TEA, considerando o papel estabelecido da neuroinflamag¢do na sua fisiopatologia.

3) Ativacdo de Vias de Neuroprote¢do: O resveratrol ¢ um ativador potente da sirtuina 1
(SIRT1), uma desacetilase de histonas e proteinas ndo-histona envolvida na regulagdo do
metabolismo energético, resposta ao estresse e longevidade celular (Grewal et a/,2019). A ativag¢ao
de SIRT1 promove a biogénese mitocondrial, reduz o estresse do reticulo endoplasmatico e estimula

mecanismos de autofagia, conferindo resiliéncia neuronal (Baur; Sinclair, 2006).

4) Melhora de Pardmetros Comportamentais: Estudos pré-clinicos demonstram
consistentemente que o resveratrol melhora o desempenho em testes comportamentais relevantes
para o TEA. Em modelos animais, o tratamento com resveratrol aumentou o desempenho em tarefas
exploratdrias e reduziu comportamentos associados a ansiedade e alteragdes cognitivas, sugerindo
potencial efeito benéfico em testes como Y-Maze e Labirinto em Cruz Elevada, que sdo usados para
avaliar memoria espacial de trabalho e niveis de ansiedade, respectivamente (Malaguarnera & Cauli,

2020).
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3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Apesar do solido embasamento tedrico que conecta estresse oxidativo ao TEA, dos robustos
efeitos antioxidantes e neuroprotetores do trans-resveratrol, e da validade estabelecida do modelo
VPA, uma lacuna critica persiste na literatura cientifica: a investigagdo integrada e sistematica dos
efeitos do trans-resveratrol sobre parametros comportamentais e biomarcadores de estresse oxidativo

especificamente no modelo VPA de autismo.

A maioria dos estudos com resveratrol em modelos neuroldgicos focou em condigdes
neurodegenerativas do envelhecimento (Alzheimer, Parkinson), com escassa investigagdo em
modelos de transtornos do neurodesenvolvimento (Tellone et al., 2025). Os poucos estudos que
avaliaram resveratrol em contextos relacionados ao TEA frequentemente utilizaram modelos
genéticos distintos ou abordagens ndo integradas (avaliagdo comportamental isolada ou bioquimica

isolada).

A correlagdo entre modulagdo do estresse oxidativo (especificamente MDA e GSH) e
melhora em dominios comportamentais especificos (ansiedade no LCE, memoria no Y-Maze)
permanece pouco explorada no modelo VPA. Além disso, a janela temporal ideal de intervencao

com resveratrol no contexto do neurodesenvolvimento alterado pelo VPA nio esté estabelecida.

Esta lacuna ndo apenas limita a compreensao do potencial terapéutico do trans-resveratrol
no TEA, mas também restringe o desenvolvimento de estratégias de intervengdo baseadas em

mecanismos que possam atuar sobre vias fisiopatologicas centrais do transtorno.

3.1 Relevancia e Potencial Impacto

Este estudo possui relevancia multidimensional que transcende o ambito estritamente académico.
Preenche uma lacuna significativa na literatura ao investigar de forma integrada os efeitos de um
composto natural com mecanismo de acdo promissor (trans-resveratrol) em um modelo animal
validado de TEA (VPA). A correlacdo entre marcadores bioquimicos especificos (MDA, GSH) e

dominios comportamentais definidos (ansiedade, memoria) pode contribuir para a identificagdo de
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biomarcadores translacionais ¢ o entendimento de relacdes causais entre estresse oxidativo ¢

manifestagdes comportamentais no TEA.

Os achados podem fundamentar futuros ensaios pré-clinicos avangados e, potencialmente,
estudos clinicos com resveratrol ou andlogos com melhor perfil farmacocinético (como o
pterostilbeno) no TEA. Considerando o excelente perfil de seguranga do resveratrol em humanos,
contrastando com os efeitos adversos dos antipsicoticos atipicos, esta linha de investigagdo pode

abrir caminho para intervencdes adjuvantes ou alternativas no manejo do TEA.

O desenvolvimento de intervengdes baseadas em compostos naturais com mecanismos de
acdo dirigidos as vias fisiopatologicas centrais do TEA, poderia oferecer opgdes terapéuticas mais
seguras, mais bem toleradas e potencialmente mais acessiveis, impactando positivamente a

qualidade de vida desses individuos e suas familias.

A abordagem integrada combinando avaliagdo comportamental padronizada, quantificacdo
de biomarcadores oxidativos especificos e analise de correlagao entre estes dominios, estabelece um
paradigma metodoldgico robusto que pode ser aplicado a avaliagdo de outras intervengdes

potenciais no TEA.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos preventivos do TRESV (trans-resveratrol) sobre parametros
antioxidante e memoria das proles de camundongos machos e fémeas induzidos ao TEA pela

exposicao pré-natal ao acido valproico.

4.2 Objetivos especificos
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i.  Avaliar os niveis de memoria espacial, por meio do teste comportamental Y-Maze, na prole
de camundongos machos e fémeas induzidos ao TEA, oriundos de matrizes tratadas com
TRESV;

ii.  Analisar os marcadores de estresse oxidativo e peroxidagao lipida. no cortex pré-frontal e
hipocampo da prole de camundongos machos e fémeas induzidos ao TEA e tratados com
TRESV;

1ii.  Analisar os marcadores de quantificagdo de proteinas totais no cortex pré-frontal e
hipocampo da prole de camundongos machos e fémeas induzidos ao TEA e tratados com

TRESV;

5. METODOLOGIA

5.1 Estudo in vivo

5.1.1 Delineamento experimental

A avaliacao do efeito antioxidante do trans-resveratrol foi realizada através de métodos in
vivo e post mortem. Nas analises in vivo as caracteristicas do TEA foram mimetizadas em
camundongos induzidos com 4cido valproico (VPA). O tratamento foi feito com trans-resveratrol
ou solugdao de NaCl 0,9% (salina) para os grupos controle. Foram observados os parametros de
memoria e ansiedade. Nas andlises post-mortem, o cortex pré-frontal e o hipocampo foram retirados
apoOs a realizagdo dos testes comportamentais e eutanasia, sendo realizadas as dosagens de

marcadores de estresse oxidativo (malonaldeido e glutationa redutase) e proteina totais.

5.1.2 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram seguidos pelo Guia de Cuidados e Usos de Animais de
Laboratorio do Departamento de Satide e Servigos Humanos dos Estados Unidos da América
(2010). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais

(CEUA) do Ntcleo de Pesquisa e Desenvolvimentos de Medicamentos da Universidade Federal do
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Ceara (NPDM/UFC), NUP: 65080523-0 (Anexo A). As normas do ARRIVE 2.0 (Animal Research:

Reporting of In Vivo Experiments) foram seguidas.

5.1.3 Caracteristicas e manutencdo dos animais utilizados como matrizes

Para este protocolo foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas nuliparas como matrizes,
com peso corporal entre 25 - 30 g, e com oito semanas de idade. Os animais foram obtidos no
biotério do NPDM/UFC e foram mantidos, nesse mesmo biotério, com temperatura de 26 £ 2°C,
com um ciclo 12/12h de luz/escuro, recebendo agua e racdo ad libitum. Os camundongos machos
foram mantidos separados, em gaiolas, das fémeas, para evitar o acasalamento antes do periodo

desejado e para a aclimatagdo.

5.1.3.1 Acasalamento

O ciclo estral dos camundongos fémeas para acasalamento foi acompanhado diariamente,
desde 21° dia do nascimento, analisando-se a proporc¢do dos tipos celulares da secrecdo vaginal,

monitorado por esfregaco vaginal (Marcondes; Bianchi; Tanno, 2002).

Para o acasalamento, os camundongos machos foram colocados em contato com as fémeas
nuliparas por um periodo de 24:00h (das 19:00h as 7:00h), na proporcao de 1 fémea:1 macho por
caixa, sendo o macho somente introduzido na gaiola no final do periodo de anestro (Marcondes;
Bianchi; Tanno, 2002). A prenhez foi diagnosticada por meio da presenca do plug vaginal, a fim de
confirmar se ocorreu o acasalamento (Marcondes; Bianchi; Tanno, 2002), sendo denominado o dia

da concepgdo (GO).

a) Distribuicido dos animais matrizes e formacao dos grupos
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As matrizes fémeas foram divididas aleatoriamente em quatro grupos, cada grupo com um
niamero de 3 animais de acordo com o seu esquema de tratamento. A denominacgdo dos grupos

matrizes foi a mesma utilizada para identificar os grupos dos filhotes.

e Grupo I - Controle (solugdo de dimetilsulféxido - DMSO) = 3 matrizes fémeas

e Grupo II - VPA (acido valproico 450 mg/dose tnica) = 3 matrizes fémeas (aplicado no 12,5°
dia da gestagdo)

e Grupo III - TRESYV (trans resveratrol 30 mg/kg/dia) = 3 matrizes fémeas

e Grupo VI- VPA+TRESV (4cido valproico (450mg/dose Uinica + trans resveratrol 30 mg/kg/dia

+) = 2 matrizes fémeas

b) Tratamento das matrizes fémeas

1. Dose do trans resveratrol

Artigos publicados com o uso do resveratrol em modelo animal de neurodensenvolvimento
foram utilizados como parametro para determinar a dose de TRESV que foi utilizada neste projeto.
Nos estudos de Ahmad et al. (2018) e Bakheet et al. (2017), o resveratrol foi administrado em
modelos murinos de TEA nas doses de 20 mg/kg e 40 mg/kg, via intraperitoneal, demonstrando
efeitos anti-inflamatérios € imunomoduladores em pardmetros moleculares e comportamentais
associados ao transtorno. A pesquisa de Xie et al. (2018) também evidenciou melhora de
comportamentos autisticos por meio de administragdo de resveratrol em modelo de exposi¢ao pré-
natal. Considerando que doses nessa faixa mostraram eficacia sem efeitos adversos marcantes, a
dose foi determinada neste projeto por estar dentro de um intervalo ja experimentalmente validado
na literatura pré-clinica. Visto que o TRESV ¢ uma das formas isoméricas do resveratrol, a dose

escolhida para a execugdo deste trabalho foi 30 mg/kg/dia.

A diluicao do TRESV foi realizada utilizando-se dimetilsulféxido (DMSO), um solvente
conhecido por atravessar membranas celulares e estruturas intracelulares sem provocar danos
estruturais significativos. Esse composto apresenta elevada permeabilidade e age como facilitador
do transporte de moléculas bioativas para o meio intracelular, caracteristica j& demonstrada em

estudos sobre sua interagdo com bicamadas lipidicas (Notman ef al., 2006). A escolha do DMSO se
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justifica pela baixa biodisponibilidade do trans-resveratrol, decorrente de sua reduzida solubilidade
em agua e de sua rapida metabolizagdo de primeira passagem, fatores que limitam a presencga da
forma ativa do composto na circulacao (Walle et al., 2004; De Vries; Strydom; Steenkamp, 2021).
Assim, seu uso contribuiu para aumentar a solubilizag¢ao e a disponibilidade biologica do TRESV,

favorecendo sua absorgao e o alcance de niveis eficazes nos tecidos-alvo.

ii. Inducdo do TEA e tratamento das matrizes

A inducdo do TEA foi por meio da administragio de VPA no 12,5° dia da gestacao
(fertilizagdo constatado pelo plug vaginal ou pelo lavado vaginal), as 12:00h (G12,5 dias), que
corresponde ao final do fechamento do tubo neural nestes animais. As fémeas prenhes dos grupos
[T e IV, foi administrado o VPA 450 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) diluido em solu¢ao (NaCl 0,9%)
(Kataoka et al., 2013).

A apresentacdo do TRESV utilizada foi em cépsulas na concentracio de 30 mg obtida
comercialmente em farmacia de manipulag¢do (grau de pureza 99%). O conteudo da capsula foi
diluido em DMSO (30 mg de TRESV solubilizado em 0,5% de DMSO), e administrado aos
camundongos fémeas prenhes na dose de 30 mg/kg, via oral (gavagem), durante 10 dias. No 20° dia
de gestacdo (G20), as fémeas foram realocadas individualmente em caixas moradia para o
nascimento da prole, os quais permaneceram com as progenitoras até o desmame. O dia do
nascimento foi denominado como o dia pos-natal 1 (PND1). Apds o periodo do acasalamento os
camundongos machos foram eutanasiados por overdose de anestésicos, ketamina 300 mg/kg e

xilazina 30 mg/kg. A Figura 5 mostra o delinhamento experimental, em modelo de linha temporal.

Figura S - Protocolo experimental nas matrizes
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Legenda: G: Gestacional; PND: dia pds-natal; VPA: 4cido valproico; TRESV: trans resveratrol; Controle:

Dimetilsulféxido- DMSO. Exposicdo materna ao TRESV nos grupos: I e IV, no periodo gestacional G11 ao G21.

¢) Formacao dos Grupos Experimentais (Filhotes)

Os animais de cada grupo foram utilizados da seguinte forma: Os testes comportamentais

foram realizados com 35 animais machos e 47 fémeas (Tabela 01). Estes animais foram utilizados

para analises de estresse oxidativo.

Tabela 1 — Delineamento dos grupos experimentais (filhotes utilizados)

Grupos Machos (n) Fémeas (n)
Grupo Controle 11 10

Grupo VPA 8 16

Grupo TRESV 12 15

Grupo VPA+ TRESV 4 6

Fonte: Autoria propria (2025).

d) Teste Comportamental

Os filhotes permaneceram com suas respectivas maes at¢ o PND 21, quando foi realizado o
desmame. Apos o desmame as matrizes fémeas foram eutanasiadas por overdose de anestésicos,
ketamina 300 mg/kg e xilazina 30 mg/kg. As proles do sexo masculino e feminino foram separadas
e agrupadas de acordo com seus respectivos grupos de nascimento. No PND 30, foi realizado teste

para avaliar comprometimento na memoria na prole uma vez que esse periodo corresponde a uma
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fase de transicdo entre a infancia e a adolescéncia em camundongos, caracterizada por intensa
maturacao de circuitos cortico-hipocampais envolvidos em processos cognitivos, como memoria e
fungdes executivas. A avaliagdo comportamental nesse estdgio permite identificar alteragdes
funcionais precoces decorrentes de perturbacdes no neurodesenvolvimento, antes que mecanismos
compensatorios associados a maturidade neural possam mascarar os déficits observados. (Cezar,

2017).

i Avaliacdo de memoria — Teste do labirinto em Y (Y-maze)

A memoria de reconhecimento espacial dos camudongos foi avaliada usando o teste do labirinto em
Y, que consiste em um aparato com trés bragos fechados interconectados (40 x 12 x 30 por braco)
em um angulo de 120°, que foram marcados para A, B e C, respectivamente (Figura 06). Os animais
foram na 4rea central do labirinto em Y e permitiram a exploracdo livre por 8min, seguido pelo
registro da sequéncia em que o camudongo entrou nos bragos do labirinto. Uma sequéncia correta
foi definida como trés letras desiguais em uma linha. A taxa de precisdo foi calculada como o

namero de vezes de sequéncia correta dividido pelo numero total de vezes (Sarter ef al., 1988).

Figura 6 — Representa¢io esquematica do Labirinto em Y

Fonte: Imagem gerada no aplicativo BioRender.



35

5.2. Eutanasia e remoc¢ao das areas cerebrais

ApOs a realizagdo dos testes comportamentais, todos os animais foram eutanasiados por meio de
decapitacao por guilhotina, utilizando um equipamento afiado e esterilizado para garantir um corte
rapido e humanitario, seguindo diretrizes éticas. A eutanasia por guilhotina foi escolhida para
preservar a integridade do cérebro, evitando altera¢des que anestésicos poderiam causar, uma vez que
a analise de estresse oxidativo e permeabilidade vascular exigia tecido cerebral integro.
Imediatamente apo6s a decapitagdo, o cranio foi exposto, € uma incisdo foi feita ao longo da linha
média com um bisturi n® 15. A calota craniana foi cuidadosamente removida para expor o cérebro,
que foi entdo delicadamente extraido com o auxilio de uma espatula ou pinga, comegando pela regido
frontal e deslocando-o para tras para liberar as conexdes nervosas ¢ a medula espinhal. As areas
cerebrais de interesse, o cortex pré-frontal (identificado na regido rostral dorsal) e o hipocampo
(localizado nas areas laterais dos ventriculos laterais, com formato caracteristico de "C"), foram
dissecadas com instrumentos finos e precisos, como pingas ¢ tesouras de microdissec¢do, para

posterior analise (Paxinos;Franklin, 2019).

5.3. ESTUDOS POS-MORTEM

1. Analise de marcadores do estresse oxidativo

Para avaliagdo dos marcadores de estresse oxidativo, o cortex pré-frontal e hipocampo foram
dissecados e homogeneizados em tampao de fosfato de sddio. Esses homogenatos foram usados

para quantificar os teores de malondialdeido (MDA), glutationa reduzida (GSH) e proteinas totais.

A determinagdo da producdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi realizada
para avaliar o produto final MDA formado durante a peroxida¢do lipidica da membrana. As
amostras (n=9/grupo) foram homogeneizadas em tampao fosfato 150 mM, centrifugadas (4500 x
g/15 min a 4 °C) e o sobrenadante coletado. Em seguida, 63 pL. de sobrenadante foram adicionados
a 100uL de acido perclorico a 35% em tubos Eppendorf. Apds centrifugagao (5000 x g por 10 min
a 40C), 150 puL do sobrenadante foram adicionados a 50 pL de &cido tiobarbitarico (1,2%) e
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aquecidos em banho-maria a 950C por 30 min. As amostras (150uL) foram lidas com absorbancia
de 535 nm em um leitor de placas, sendo os resultados expressos como unidades de uM MDA/mg

de tecido (Cighetti et al.,1999).

Para a determina¢ao de GSH, as amostras foram homogeneizadas em tampao fosfato e centrifugadas
a 500 rpm por 15 min a 4 °C. Em seguida foram adicionadas, agua destilada e 4cido tricloroacético
(TCA) a 50, agitados e centrifugados a 5.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Posteriormente, foi
adicionado tampao Tris-HCI 0,4M com pH alcalino (8,9) e DTNB 0,01M imediatamente antes da
leitura. A leitura foi realizada em um leitor de placas a 412 nm em até 5 minutos apos a reacao, € a
concentracdo de GSH foi expressa em nanograma (ng) de GSH/g, com base em uma curva padro

(Sedlak; Lindsay, 1968).

2. Analise dos dados e testes estatisticos

As andlises estatisticas foram realizadas inicialmente utilizando o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Os dados paramétricos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), seguido de teste
post hoc de Bonferroni. Para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis

seguido do teste post hoc de Dunn.

6. RESULTADOS

6.1 O trans-resveratrol melhora a memoria em camundongos machos

Os machos do grupo VPA+TRESV apresentaram uma taxa de 24% a alternancia entre
bracos em comparacao ao grupo VPA (67,2 + 2,5 vs 54 £ 2,5 VPA) (Grafico 01A), entretanto nao
houve significancia estatistica na porcentagem de acerto dentre machos e fémeas. Em rela¢do aos

animais fémeas nao houve diferenca estatistica do nimero de acertos (Grafico 01B).

Grafico 1 — Porcentagem de alternancias espontineas no teste de Y Maze
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Avaliagdo da memoria espacial por meio do teste Y-Maze em camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) aos 30 dias
de vida (PND 30). Os animais pertencem a linhagem Swiss e sdo oriundos de matrizes submetidas a tratamento durante
o periodo intrauterino. Os grupos experimentais foram: Controle (salina),TRESV (trans-resveratrol), VPA (4cido
valproico), e VPA + TRESV (associagdo de acido valproico e trans-resveratrol). Os dados sdo apresentados como média
+ erro padrdo da média (EPM) (n = 3 por grupo). A andlise estatistica foi realizada por one-way ANOVA, seguida do

pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05 em relagdo ao grupo VPA; #p < 0,05 em relacdo ao grupo Controle.

6.2 O trans-resveratrol aumenta niveis de GSH

O grupo de animais machos VPA+TRESV aumentou o teor de GSH em 68% no cortex pré-
frontal (637,6 + 98,6 vs 378,98 + 24,43 VPA) (Grafico 02A), o mesmo efeito foi constatado quando
observado os animais fémeas VPA+TRESV que teve um aumento de 90,6% (686,48 + 119,77 vs
360,12 £ 19,65 VPA) do GSH na mesma area cerebral (Grafico 02B).

Quando analisado os teores de GSH no hipocampo, foi observado que os animais machos do
grupo VPA+TRESV aumentou os teores de GSH em 4,1X (3939,01 + 1315,27 vs 762,52 + 160,26
VPA) (Gréfico 03C), e os animais fémeas do mesmo grupo aumentou em 67% (637,29 + 77,71 vs
381,57 £ 22,53 VPA), e quando comparado os animais fémeas do grupo controle com os tratados
com trans-resveratrol foi observado um aumento de 1,5X (655,12 + 53,67 vs 262,09 + 36,36

Controle) (Grafico 3D).
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Grafico 2— Marcador de agente anti-oxidante no Cortéx Pré Frontal
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Niveis de glutationa reduzida (GSH) no cortex pré-frontal e no hipocampo de camundongos Swiss aos 35 dias de vida
(PND 35). As areas cerebrais foram coletadas de animais oriundos de matrizes submetidas a tratamento durante o periodo
intrauterino. Os grupos experimentais foram: Controle (salina), TRESV (trans-resveratrol), VPA (acido valproico), e VPA
+ TRESV (associacdo de acido valproico e trans-resveratrol). (A) Cortex pré-frontal de machos; (B) cortex pré-frontal de
fémeas. Os dados s@o apresentados como média =+ erro padrdo da média (EPM) (n = 3 por grupo). A analise estatistica foi
realizada por one-way ANOVA, seguida do pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05 em relagéo ao grupo VPA; #p < 0,05 em

relacdo ao grupo Controle.

Grafico 3— Marcador de agente anti-oxidante no Hipocampo
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Niveis de glutationa reduzida (GSH) no cortex pré-frontal e no hipocampo de camundongos Swiss aos 35 dias de vida
(PND 35). As areas cerebrais foram coletadas de animais oriundos de matrizes submetidas a tratamento durante o periodo
intrauterino. Os grupos experimentais foram: Controle (salina), TRESV (trans-resveratrol), VPA (4cido valproico), e VPA
+ TRESV (associagdo de acido valproico e trans-resveratrol). (C) hipocampo de machos; (D) hipocampo de fémeas. Os
dados sdo apresentados como média = erro padrdo da média (EPM) (n = 3 por grupo). A analise estatistica foi realizada
por one-way ANOVA, seguida do pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05 em relagdo ao grupo VPA; #p < 0,05 em relagdo ao

grupo Controle.

6.3 O trans-resveratrol reduz peroxidacao lipidica

O grupo de animais machos VPA+TRESYV reduziu o teor de MDA em 70% no cortex
pré-frontal (475,46+ 157,52 vs 1569,70 = 349,77 VPA) (Grafico 03A), e os animais fémeas
VPA+TRESV que teve uma redugao de 54% (573,29 + 175,82 vs 1242,14 + 158,53 VPA) quando
comparado ao grupo VPA, e quando comparado ao controle o TRESV reduziu em 74% (396,63 +
86,51 vs 1553,96 + 223,33 Controle) o teor de MDA na mesma area cerebral (Grafico 03B).
Quando analisado os teores de MDA no hipocampo, foi observado que os animais machos do
grupo VPA+TRESV reduziu os teores de MDA em 24% (392,17 £ 21,06 vs 518,53 = 153,21
VPA) (Gréfico 03C), e em relacdo aos animais fémeas apenas o grupo TRESV reduziu os teores
MDA em 64% (598,04 + 131,15 vs 1695,59 + 133,29 Controle) quando comparados ao controle
(Grafico 4).

Grafico 4 — Marcador de agente anti-oxidante
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As regides cerebrais, cortex pré-frontal e hipocampo, foram coletadas de camundongos Swiss aos 35 dias de vida para a
quantificacdo dos niveis de malondialdeido (MDA), marcador de estresse oxidativo. Os grupos experimentais foram:
Controle (salina), TRESV (trans-resveratrol), VPA (4cido valproico), e VPA + TRESV (associac¢do de acido valproico e
trans-resveratrol). (A) Cortex pré-frontal de machos; (B) cortex pré-frontal de fémeas; (C) hipocampo de machos; (D)
hipocampo de fémeas. Os animais sdo oriundos de matrizes submetidas a tratamento durante o periodo intrauterino. Os
dados sdo expressos como média + erro padrao da média (EPM) (n = 3 por grupo). A andlise estatistica foi realizada por
one way ANOVA, seguida do pds-teste de Bonferroni. *p < 0,05 em relagéo ao grupo VPA; #p < 0,05 em relagdo ao

grupo Controle.

Observou-se que os niveis de MDA, um indicador de peroxidagao lipidica e dano oxidativo,
foram reduzidos nos machos e fémeas tratados com VPA + trans-resveratrol. Entretanto, nas fémeas
essa reducdo ocorreu apenas no cortex pré-frontal, enquanto nos machos foi observada tanto no
cortex quanto no hipocampo. Em contraste, os niveis de GSH, um dos principais antioxidantes
celulares, aumentaram em ambos os sexos nas duas regioes analisadas, sugerindo que o trans-

resveratrol potencializou a defesa antioxidante independentemente do sexo.

6.4 O trans resveratrol nao altera os niveis de proteinas totais no cérebro

Nao houve diferenca estatistica dentre os grupos, independente do sexo e tecido avaliado

(Grafico 5).
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Grafico 5 — Dosagem proteinas totais.
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As regides cerebrais cortex pré-frontal e hipocampo foram coletadas de camundongos Swiss aos 35 dias de vida para a
dosagem de proteinas totais. Os grupos experimentais foram: Controle (salina), TRESV (trans-resveratrol), VPA (acido
valproico) e VPA + TRESV (associacao de acido valproico e trans-resveratrol). (A) Cortex pré-frontal de machos; (B)
cortex pré-frontal de fémeas; (C) hipocampo de machos; (D) hipocampo de fémeas. Os animais sdo oriundos de matrizes
submetidas a tratamento durante o periodo intrauterino. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) (n =3 por grupo). A analise estatistica foi realizada por one way ANOVA, seguida do pos-teste de Bonferroni. *p
< 0,05 em relagdo ao grupo VPA; #p < 0,05 em relacdo ao grupo Controle.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do TRESV administrado durante
a gestagao sobre alteragdes comportamentais € bioquimicas em um modelo murino de TEA induzido
por acido valproico. Considerando o papel central do estresse oxidativo na fisiopatologia do TEA e
a reconhecida acdo antioxidante do trans-resveratrol, esta pesquisa buscou avaliar seu potencial
neuroprotetor no neurodesenvolvimento. De modo geral, os resultados demonstraram que o
tratamento foi capaz de modular o estado redox cerebral e promover melhora comportamental
dependente do sexo, evidenciada principalmente pelo aprimoramento da memoéria em machos
expostos ao VPA. Esses achados reforcam a relevancia do TRESV como agente promissor na

atenuacao de alteracdes neurobiologicas associadas ao TEA.

De acordo com os resultados obtidos, os filhotes machos de matrizes tratadas com VPA
associado ao trans-resveratrol apresentaram melhora significativa da memoria quando comparados
aos animais expostos apenas ao VPA. Nas fémeas, por outro lado, ndo foi observada melhora
significativa no desempenho de memoria. Esse achado pode estar relacionado ao fato de que, nas
fémeas, o trans-resveratrol ndo exerceu efeito modulador do estresse oxidativo no hipocampo,
regido diretamente envolvida nos processos de memoria e aprendizagem. Assim, a auséncia de
reducgdo do estresse oxidativo nessa area pode explicar a falta de efeitos comportamentais relevantes

no grupo feminino.

De modo geral, o tratamento com TRESV modulou favoravelmente o estado redox cerebral,
evidenciado pela reducdo dos niveis de MDA e pelo aumento de GSH nas regides analisadas.
Embora tenham sido observadas diferencas dependentes do sexo e da regido encefélica, o padrao
global indica um fortalecimento da defesa antioxidante frente ao estresse oxidativo induzido pelo

VPA.

Por fim, ndo foram observadas diferencas significativas na quantificagcao de proteinas totais
entre os grupos experimentais ou entre machos e fémeas. Esse resultado indica que o tratamento ndo
alterou a concentragao global de proteinas, e que seus efeitos estdo mais relacionados a mecanismos

especificos de modulagdo redox do que a alteracdes generalizadas da expressao proteica.

O trans resveratrol pode exercer efeitos benéficos sobre memoria e plasticidade cerebral

através de mecanismos que envolvem neuroprotecdo, redugao do estresse oxidativo e modulagdo de
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vias de sinalizagdo sinaptica. Em outros modelos de deméncia vascular induzida por oclusdo de
artérias cardtidas em ratos, a administracdo de resveratrol resultou em melhora significativa no
aprendizado, memoria espacial e reducao nos niveis de malondialdeido (MDA) e aumento da
glutationa ¢ SOD no hipocampo e cortex (Park et al., 2012). Esses achados corroboram com a
possibilidade de que os efeitos de melhoria da memoria possam derivar da agdo antioxidante e
neuroprotetora do trans resveratrol sobre regides essenciais para a manuten¢do da memoria, como
o cortex pré-frontal e o hipocampo, restaurando o equilibrio redox e possivelmente favorecendo

plasticidade neuronal.

O aumento dos teores de GSH no cortex pré-frontal e hipocampo de animais tratados com
trans resveratrol, especialmente nos expostos ao VPA, demonstra a¢do antioxidante deste
suplemento. Essa acdo, pode estar relacionada com a ativacdo das vias endogenas de defesa

antioxidante (Dinkova-Kostova; Abramov, 2015).

O fato de o trans resveratrol aumentar o GSH em animais fémeas ndo expostas ao VPA
indica que ele estimula a producdo de agentes antioxidantes, potencializando a capacidade
antioxidante basal. E sabido que pessoas com TEA apresentam deficiéncias nos teores de GSH
(James et al., 2004). Neste estudo, demonstramos a capacidade do trans resveratrol em promover a
neuroprote¢do, isso se deve ao fato de que o aumento de agentes oxidantes estd diretamente
relacionado ao dano celular, enquanto o aumento dos teores de antioxidantes sugere uma reducao

na oxidacdo das membranas celulares.

O grupo de animais induzidos com VPA e tratados com trans resveratrol reduziu os teores
de MDA no cortex pré-frontal, reforcando a sua eficacia em neutralizar os agentes oxidantes.
Mesmo efeito foi visto no hipocampo, que em fémeas a reducao foi em comparacao ao controle, e
nos machos em relagdo ao grupo VPA. Essa atividade corrobora com o aumento da produgdo de

GSH.

A administracdo de VPA durante o periodo pré-natal tem sido relacionada a diminuigao
dos niveis de proteinas totais em regides cerebrais, indicando possiveis danos celulares, ativagao de
vias apoptdticas e comprometimento da fun¢cdo mitocondrial (Choi et al., 2016). Tais mudancas
estdo associadas aos prejuizos comportamentais frequentemente descritos em modelos animais com
TEA, como dificuldades de interacdo social, maior ansiedade e padrdes repetitivos de

comportamento. Contudo, no presente estudo, esses parametros ndo foram avaliados.
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De acordo com os resultados deste estudo, observa-se consonancia parcial com pesquisas anteriores
que empregaram o modelo de exposicdo pré-natal ao VPA. Bambini-Junior et al. (2014)
demonstraram que a administracao de resveratrol durante a gestagdo foi capaz de prevenir déficits
comportamentais centrais associados ao TEA, incluindo prejuizos na memoria. De forma semelhante,
no presente trabalho, a intervengao com trans-resveratrol promoveu melhora significativa da memoria
nos filhotes machos expostos ao VPA, indicando um efeito neuroprotetor sobre fungdes cognitivas

vulneraveis nesse modelo experimental.

Entretanto, diferentemente do estudo citado, os efeitos benéficos observados aqui nao se
estenderam as fémeas, que ndo apresentaram recuperagao significativa do desempenho mnemonico.
Essa divergéncia sugere que a resposta ao resveratrol pode ser modulada por fatores dependentes
do sexo, possivelmente relacionados a diferencas hormonais, maturacionais ou a capacidade
antioxidante intrinseca do tecido neural. Assim, embora ambos os estudos reforcem o potencial do
resveratrol como estratégia preventiva durante um periodo critico do neurodesenvolvimento, os
achados atuais ampliam essa discussdo ao indicar que seus efeitos podem ndo ser uniformes entre
os sexos, ressaltando a necessidade de abordagens mais refinadas em futuras investigacdes. Apesar
de fornecer evidéncias relevantes acerca do potencial efeito antioxidante e modulador de
comportamento do trans-resveratrol em um modelo murino de TEA induzido por acido valproico,
este estudo apresenta limitagdes que devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados. A
auséncia de andlises comportamentais relacionadas a interacdo social, ansiedade, depressdo,
comunicagdo e comportamentos estereotipados restringe uma compreensao mais abrangente do
impacto do trans-resveratrol sobre o fenotipo autistico. Ademais, a inexisténcia de analises
histologicas impede a correlagdo direta entre os achados bioquimicos e possiveis alteragdes
estruturais em regioes cerebrais-chave, como o cortex pré-frontal e o hipocampo. Essas lacunas
metodoldgicas limitam a extrapolagdo dos efeitos observados para a complexidade comportamental

e neurobiologica caracteristica do TEA.

Nesse contexto, pesquisas futuras devem priorizar a ampliagdo do painel comportamental,
incorporando testes que avaliem interacdo social, comunicagdo, ansiedade, comportamentos
repetitivos e estados afetivos. Além disso, a inclusdo de analises moleculares mais aprofundadas e
de abordagens histoldgicas permitira investigar alteracdes celulares, sinapticas e estruturais

associadas ao tratamento com trans-resveratrol. Essas estratégias poderdo elucidar com maior
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precisdo os mecanismos neurobiologicos envolvidos e fortalecer a compreensdo do potencial

terapéutico desse composto no contexto do TEA.

Em suma, o presente estudo indica que o mecanismo de agdo do trans resveratrol em
camundongos induzidos ao TEA com acido valproico (VPA) envolve a modula¢do da resposta
inflamatoéria, atenuando o estresse oxidativo e estimulando o aperfeicoamento da memoria dos

mesmeos.

8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o trans-resveratrol exerceu efeitos antioxidantes e
neuroprotetores na prole de camundongos expostos ao acido valproico durante o periodo pré-natal,
notadamente por meio do aumento dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e da redugdo dos teores
de malondialdeido (MDA) em regides cerebrais criticas para a cogni¢do, como o cortex pré-frontal
e o hipocampo. Esses efeitos foram acompanhados por melhora no desempenho de memodria,
sugerindo que a restauracdo do equilibrio redox e a possivel ativa¢do de vias endogenas de defesa,
podem contribuir para a atenuagdo de sintomas associados ao Transtorno do Espectro Autista. Tais
achados fortalecem a hipdtese de que o trans-resveratrol, possui capacidade de modular parametros

comportamentais e bioquimicos alterados em modelos experimentais de TEA.

Apesar das contribui¢des apresentadas, o estudo também evidencia a necessidade de aprofundar as
investigacdes, especialmente no que diz respeito a avaliagdo de comportamentos sociais,
estereotipias, comunicagdo e andlises histopatologicas, a fim de ampliar a compreensdo do alcance
terapéutico do composto. Ainda assim, os resultados aqui demonstrados reforcam o potencial do
trans-resveratrol como agente antioxidante e anti-inflamatorio capaz de atenuar prejuizos induzidos
pelo VPA durante o neurodesenvolvimento, apontando esse composto como uma promissora

estratégia coadjuvante na modulagdo de alteragdes neurobioldgicas associadas ao TEA.
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ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICA PARA USO
DE ANIMAIS (CEUA) DO NUCLEO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
MEDICAMENTOS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA (NPDM/UFC)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

) FACULDADE DE MEDICINA y
NUCLEO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE NPDM
MEDICAMENTOS - NPDM

[re——

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Efeito anti-inflamatério e antioxidante do trans-resveratrol na
prole de camundongos induzida ao autismo expostos ao #dcido valpréico no periodo pré-natal registrada
com o protocolo 65080523-0, sob a responsabilidade de GISLEI FROTA ARAGAO ¢ GERLLANNY
MARA DE SOUZA LOPES que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), foi
APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Niuicleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceard, na reunifio de 22/06/2023.

We hereby certify that the project entitled Anti-inflamatory and antioxidant effect of trans-resveratrol in
the offspring of autism-induced mice exposed to valproic acid in the prenatal period by the protocol
number 65080523-0, and conduced by responsability GISLEI FROTA ARAGAO and GERLLANNY
MARA DE SOUZA LOPES which involves the production, maintenance or use of animals belonging to
the filo Chordata, sub-vertebrate Fertebrata (except humans), for the purpose of scientific research - is in
accordance with the provisions of the Law number 11,794, from October 8th, 2008, of Decree number
6,899, from July 15th, 2009, and with the regulations issued by the National Council for the Control of
Animal Experimentation (CONCEA), was APPROVED by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA)
from the Center for Research and Development of Medicines (NPDM) of the Federal University of Ceard, in
the meeting of 22/06/2023.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio Inicio: 01/08/2023

Fim: 01/03/2025
Espécie Camundongo heterogénico
Linhagem Swiss
N° de animais autorizados | 48 matrizes + 192 crias
Peso 25 a 30 gramas (matrizes)
Idade 8 semanas (matrizes)
Sexo Macho (180)/Fémea (180)
Origem (fornecedor) Biotério do NPDM
Local do experimento Biotério do NPDM

Fortaleza, 6 de julho de 2023

Coordenagio da Comissio de Etica e Uso de Animais
Nicleo de Pesquisas e Desenvolvimento de Medicamentos
Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1000, Rodolfo Tedfilo - Fortaleza/CE - CEP 60430-275 - Tel: 55 (85) 3366-8338
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