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RESUMO

Uma grande parte das criangas com o transtorno do espectro autista (TEA) apresentam um
desequilibrio na composi¢do da microbiota intestinal que pode agravar sintomas
comportamentais. O uso da proteina do soro do leite (whey protein) estd associada a
regeneracdo da barreira intestinal e recuperagdo da microbiota, podendo influenciar no
neurodesenvolvimento. O acido valproico (VPA) ¢ uma droga teratogénica capaz de induzir
caracteristicas ‘autisticas’ e disbiose. Portanto, o presente estudo tem por finalidade avaliar a
suplementa¢do de whey protein (1,24 mg/g - 24 dias) na disbiose intestinal e padrdes
comportamentais em ratos tratados com VPA (400 mg/kg - dose Unica). Foram usados ratos
Wistar jovens com 14 dias de nascimento (42 machos e 35 fémeas) sendo divididos nos
seguintes grupos: controle, TEA, whey protein com TEA e whey protein. Ao término do
tratamento os animais foram submetidos aos testes de campo aberto, intera¢do social, Y-maze
e marble burying, posteriormente, o sangue e intestino grosso contendo as fezes foram
retirados para analises. A eutandsia foi feita por anestesia seguida de exsanguinacdo. Os
resultados demonstraram que a suplementacdo proteica ndo foi capaz de reverter a perda de
peso, diminuicdo de proteinas plasmaticas, acido urico, HDL-c, bilirrubina indireta e
alteracdes hematologicas provocadas pelo VPA (p > 0,05). Entretanto, o suplemento
aumentou a quantidade de colonias e diversidade bacteriana encontrada nos animais (p <
0,05), e também influenciou na composi¢ao da microbiota, com predominio de bactérias do
filo Firmicutes nos grupos suplementados. Além disso, melhorou a memoria dos animais, pois
aumentou a porcentagem alterndncia entre os bracos e diminuiu o retorno ao brago, macho e
fémea, respectivamente. O whey protein também foi capaz de atenuar o tempo que o animal
passou na camera sozinho, melhorando, em parte, a sociabilidade (p < 0,05). Desse modo, o
tratamento com whey protein (1,24 mg/g - 24 dias) teve influéncia positiva na microbiota

intestinal, além de melhorar a sociabilidade e memoria dos animais.

Palavras-chave: Whey Protein. Disbiose. Autismo. Experimental.



ABSTRACT

A great number of children with autism spectrum disorder (ASD) have a disproportionate gut
microbiota composition which may worsen behavioral outcomes. Whey protein
supplementation is associated with gut barrier regeneration and microbiota recovery, which
might interfere in the neurodevelopment. Valproic acid (VPA) is a teratogenic drug capable of
promoting 'autistic' features and dysbiosis. Therefore, the present study aims to evaluate the
benefits of whey protein supplementation (1.24 mg/g - 24 days) in rats treated with VPA (400
mg/kg - single dose) regarding behavioral outcomes and dysbiosis. Young Wistar rats 14 days
old were used (42 males and 35 females) and divided into four groups: control, ASD, whey
protein with ASD and whey protein. At the end of the treatment, the pups were evaluated in
the open field, social interaction, Y-maze, and marble burying tests, subsequently, the blood
and the large intestine containing faeces were collected for analysis. Euthanasia was
performed by anesthesia followed by exsanguination. The results showed that protein
supplementation did not reverse weight loss, the decrease of plasma proteins, uric acid, HDL-
¢, and indirect bilirubin, along with blood alterations caused by VPA (p > 0.05). However, the
supplement increased bacteria diversity and number of colonies in the animals’ faeces (p <
0.05), it also influenced microbiota composition, since bacteria from the Firmicutes phylum
were found, predominantly, in the supplemented groups. In addition, improved the animal’s
memory, as increased the percentage of arms alternation and decreased the return to the same
arm, male and female, respectively. Whey protein was also able to decrease the time that the
animal spent in the ‘alone chamber’, partially improving sociability (p < 0.05). Thus, whey
protein treatment (1.24 mg/g - 24 days) positively influenced the gut microbiota, along with

the animal’s sociability and memory.

Keywords: Whey protein. Dysbiosis. Autism. Experimental.
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1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal se refere aos microrganismos presentes no trato
gastrointestinal que vivem em um estado simbidtico com o organismo humano em que ambos
se beneficiam, quando ha alguma perturbacdo nesse estado pode ocorrer a disbiose e
disfuncdo na mucosa intestinal com ativagdo do sistema imune e processos inflamatérios
(WALKER, 2017; TIFFANY; BAUMLER, 2019; ADAK; KHAN, 2019).

Pesquisas recentes demonstram que a disbiose, alteragdes na mucosa e microbiota
intestinal sdo prevalentes em criangas com o transtorno do espectro autista (TEA) que podem
tanto ser consequéncia como influenciada pela desordem (HUGHES; ROSE; ASHWOOD,
2018; MADRA; RINGEL; MARGOLIS, 2020). A etiologia do TEA ainda ndo esté totalmente
clara, porém modificagcdes genéticas e questdes ambientais estdo relacionadas, dentre elas
mudangas no padrao alimentar (ARBERAS; RUGGIERI, 2019; ADAMS et al., 2011). A
seletividade alimentar presente em criangas com TEA pode influenciar negativamente na
composicdo da microbiota intestinal devido a uma ingestdo diminuida ou inadequada de
nutrientes. Por sua vez, uma microbiota intestinal desbalanceada contribuiria para alteragdes
comportamentais e sistémicas (DEMIR; OZCAN, 2022; YU; ZHAO, 2021).

O whey protein (WP) ¢ comumente utilizado como fonte de suplementacio de
proteinas para o incremento de agdes fisiologicas tais como atividade anti-inflamatéria e
imunomoduladora, e, também em diferentes condigdes clinicas como na desnutri¢ao infantil
justamente por possuirem um alto teor de aminoéacidos essenciais (BUMRUNGPERT et al.,
2018; PICAUD, et al., 2020; DALLAS et al., 2017). O WP sdo as proteinas do soro do leite
de vaca (por¢do aquosa) extraidas durante o processo de fabricagdo do queijo, seus
componentes incluem: [-lactoglobulina, a-lactalbumina, albumina, lactoferrina,
imunoglobulinas, lactoperoxidase, glicomacropeptideos, outros peptideos bioativos e minerais
(DONOVAN, 2019; ANWAR, et al., 2021).

Os beneficios do WP em relacdo as suas propriedades fisiologico-funcionais, e,
suas vantagens em relacdo a outras fontes proteicas sdo bem descritas na literatura. Quando
comparado a caseina, o whey protein apresenta maior quantidade dos aminoacidos essenciais,
e, portanto, maior capacidade imunomoduladora, influenciando no combate a infecgdes e
processos inflamatorios (VASCONCELOS et al., 2018; MINJ; ANAND, 2020). Além disso,
alguns estudos também relataram efeitos positivos no uso para modulacdo intestinal e
tratamento da disbiose in vitro e in vivo (SANCHEZ-MOYA, etal., 2017, ZHAO et al., 2019;
SWIATECKA et al., 2017). Alguns autores ja constataram associacdo positiva do uso de
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proteina em pacientes com disbiose ou com outras anormalidades intestinais na mucosa como
nas doengas inflamatorias intestinais (SANCHEZ-MOYA et al., 2017, MEDINA-VERA et
al., 2019; ZHAO et al., 2019; SWIATECKA et al., 2017; VIDAL-LLETJOS et al., 2017).
Estudos experimentais e in vitro demonstraram que o tratamento com proteinas e aminoacidos
sdo vantajosos para a barreira intestinal, com alteracdo da microbiota, em que o substrato
nitrogénico derivado das proteinas dietéticas estaria disponivel para a atividade de bactérias
no intestino melhorando o crescimento de espécies consideradas benéficas (DIETHER;
WILLING, 2019; SPRONG; SCHONEWILLE; MEER, 2010).

Tendo em vista que uma grande parte das criangas com TEA apresentam disbiose
e processos inflamatoérios, e, que o WP devido a sua composicdo aminoacidica derivada das
proteinas do soro do leite de vaca apresenta propriedade imunomoduladora e anti-
inflamatoria, o propdsito desse projeto ¢ analisar experimentalmente se o uso desse
suplemento ¢ benéfico na microbiota intestinal e fatores neurocomportamentais. Para isto foi
escolhido um modelo de indugdo de sintomas ‘“‘autisticos” em animais induzido por acido
valproico (VPA) que também promove disbiose, conforme descrito por Wagner et al. (2006) e
depois adaptado por Morakotsriwan et al. (2016).

O modelo de inducdo de autismo com o VPA, uma droga antiepiléptica, ¢ um
6timo modelo para estudar os aspectos neurocomportamentais envolvidos com a
fisiopatologia e caracteristicas comuns no TEA (CHEN et al., 2020; ELNAHAS et al., 2020).
A suplementacdo proteica com WP normalmente nio estd incluida em dietas de uso infantil,
portanto, ha necessidade de executar um projeto pré-clinico afim de avaliarmos a eficécia e
vantagem desse tratamento. Futuramente, as criancas com TEA se beneficiariam da

suplementagdo auxiliando na sua qualidade de vida, assim como de seus familiares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota intestinal de humanos e disbiose

O trato gastrointestinal humano ¢ uma das maiores interfaces entre o ambiente
externo e interno do organismo sendo constituido por um longo tubo de aproximadamente 9
metros que vai da boca até o ceco (ADAK; KHAN, 2019). A microbiota intestinal se refere
aos microrganismos presentes no trato gastrointestinal humano (GOMAA, 2020). Estima-se
que essa microbiota abrigue cerca de um trilhdo de microrganismos incluindo, em sua
maioria, bactérias de origem ndo patogénica (JOINT RESEARCH CENTER, 2018). O termo
microbioma refere-se a gendmica dessa microbiota, tanto o termo microbiota como
microbioma caracterizam a composicdo de microrganismos presentes a nivel intestinal
(ADAK; KHAN, 2019; HILLS et al., 2019).

A microbiota intestinal dos seres humanos comeca a ser formada desde o utero
através de interacdes maternas e se desenvolve até a fase adulta. A fase pré-natal ¢ uma das
mais importantes, pois nesse periodo o recém-nascido estd se familiarizando com o ambiente
extrauterino e, desse modo, colonizando sua microbiota. Com trés anos de idade a microbiota
Jé& se apresenta estavel sendo Unica aquele individuo (BUTEL et al., 2018; MILANI et al.,
2017). E de grande importancia a correta colonizagio da microbiota intestinal durante o
periodo neonatal para desenvolvimento imunoldgico e metabdlico do intestino adequado e
saude na vida adulta (ZHAO et al., 2019; MILANI et al., 2017).

A disbiose ¢ caracterizada quando ocorre uma perturbacdo na composi¢do da
microbiota intestinal seja por fatores dietéticos ou ambientais como uso de terapias
antibioticas, estresse psicossocial, exposi¢do a antigenos patogénicos e alteragdo ou
desregulacdo da resposta imune. Ela pode ser derivada da perda ou ganho de algumas
comunidades microbiologicas especificas ou alteracdes na sua abundancia. Contudo, os
autores ainda divergem em relacdo a definicdo de quais microrganismos estio em maior €
quais estdo em menor quantidade para se caracterizar a disbiose (TIFFANY; BAUMLER,
2019; WALKER, 2017). Vale a pena destacar que, a microbiota intestinal de animais ¢
diferente da encontrada em seres humanos. Em humanos existe o predominio de Bacteroides
seguido de Ruminococcaceae e Clostridiales e Actinobacteria, j4 em ratos também existe

Bacteroides, porém em segundo lugar seria o Firmicutes NAGPAL et al., 2018).
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Figura 1 — Disbiose.
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Fonte: Adaptado de Round e Mazmanian (2009).

A microbiota intestinal ¢ muito importante para a regulacdo da saude e fungdo da
barreira intestinal em seres humanos. A presenca de metabolicos toxicos e macromoléculas ¢
diretamente dependente do tipo de fermentagdo que ocorre no intestino. Em resposta, essa
fermentagdo ¢ dependente dos tipos de bactérias e substratos disponiveis para a mesma
(HILLS et al., 2019; TIFFANY; BAUMLER, 2019). Ao ocorrer a prevaléncia de bactérias
consideradas patogénicas, t€ém-se a perda do estado mutualistico e essas bactérias podem gerar
alteracdo de resposta imune com aumento de inflamacdo (Figura 1) (WALKER, 2017;
ROUND; MAZMANIAN, 2009).

Alteracdes na composi¢cdo da microbiota seja na diversidade de microrganismos
ou sua abundancia podem ser passageiras ocasionando sintomas temporarios. Mas, em alguns
casos a disbiose pode ter efeito mais permanente e sintomas cronicos podem ser observados
(PICKARD et al., 2017). Normalmente esse desequilibrio na microbiota est4 associado com o
aparecimento de algumas patologias como doenca de Crohn e outras doencgas inflamatorias
intestinais, além disso, aumenta a vulnerabilidade para infeccdes e doencas metabolicas e

neuroldgicas, dentre elas o TEA (LAVELLE; SOKOL, 2020; SHI; DUAN; NIU, 2017).

2.2 Eixo cérebro-intestino

O eixo cérebro-intestino refere-se a uma comunicagao bidirecional entre o sistema

nervoso central (SNC) e o sistema nervoso entérico (SNE), ligando centro cognitivos e
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emocionais centrais com fung¢des intestinais periféricas, conforme observado na figura 2. O
SNE apresenta cerca de 100 milhdes de neurdnios sendo uma parte do SNC que foi separada
durante o desenvolvimento embrionario (AVILA; SOUTHARD-SMITH, 2022; CRYAN et
al., 2019).

Figura 2 — Eixo cérebro-intestino.

Percepcdo dos estimulos
viscerais - Emocao

Modulagdo direta Modulagio da

e indireta da funcdo do
microbiota sistema nervoso
intestinal pelo pela microbiota
SNC intestinal
Permeabilidade e Fungio imune da » | Mecanismo sensorial
motilidade TGI mucosa intestinal visceral
Y Microbiota intestinal

Fonte: Adaptado de Rhee, Pothoulakis e Mayer (2009). SME, sistema motor emocional; SNA, sistema nervoso

autonomo; HHA, hipotalamo-hipofise-adrenal; TGI, trato gastrointestinal; SNC, sistema nervoso central.

Essa comunicag¢do ocorre através de dois mecanismos principais: pelo sistema
nervoso autonomo (SNA) e/ou pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA). A ligagdo entre
SNE e SNA ocorre através das células enterocromafins presentes a nivel de barreira intestinal,
elas estdo em contato tanto com fibras nervosas aferentes como eferentes. O nervo vago
também funciona como ligacdo entre SNE e SNC. Essas diferentes informagdes que sio
transmitidas sdo capazes de modular a resposta do trato gastrointestinal e vice-versa, por
exemplo, metabolitos produzidos pelas bactérias no intestino humano sdo capazes de
estimular o SNE e influenciar no tempo de transito do alimento. Por outro lado, a sinalizagao
via HHA ocorre por uma via indireta, com a liberagdo de hormoénios que agem microbiota
intestinal, como cortisol e adrenalina. O contrario também ocorre, ou seja, a microbiota sendo
capaz de liberar compostos que atuam nesse eixo (RHEE; POTHOULAKIS; MAYER, 2009).

A microbiota apresenta papel central no eixo cérebro-intestino envolvendo uma

rede neural, endocrina, imune e humoral complexa, esse sistema ndo somente mantém a
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homeostase do trato gastrointestinal como também afetam funcgdes cognitivas centrais
(AVILA; SOUTHARD-SMITH, 2022). Algumas espécies de microrganismos presentes na
microbiota intestinal humana como Lactobacillus e Bifidobacterium sintetizam o éacido y-
aminobutirico (GABA) um dos maiores neurotransmissores do SNC, além deles a
Escherichia, Bacillus e Saccharomyces spp. produzem noradrenalina. Algumas evidéncias
cientificas sugerem que anormalidades no balango entre neurotransmissores excitatorios
(mediado pelo glutamato) e inibitérios (mediado pelo GABA) poderia ser um mecanismo
fisiopatologico comum em individuos com o TEA (MAROTTA et al., 2020; ILES, 2021).
Além disso, a reducdo nos niveis de GABA ¢ reportada em algumas regides do cérebro de
criangas com esse transtorno (PUTS et al., 2017; AL-OTAISH et al., 2018). Desse modo, uma
microbiota alterada no seu pool de bactérias benéficas poderia modificar a resposta desses
neurotransmissores a um nivel sistémico (BERCIK et al., 2011; ROUND; MAZMANIAN,
2009).

A alimentagdo e o tipo de nutriente que estd sendo ingerido sdo um dos
componentes mais importantes que influenciam no eixo cérebro-intestino com efeito na
composicdo da microbiota e sistema imune no organismo humano. A fermentacdo dos
peptideos e aminoacidos derivados do soro do leite de vaca pelas bactérias do intestino produz
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e 4cidos graxos de cadeira ramificada (AGCR), ambos
importantes mediadores da satde intestinal onde atuam na relagdo entre o hospedeiro e as
espécies de bactérias que habitam essa regido (ZHAO et al., 2019; NAKAMURA et al.,
2011). E ainda, esses metabolicos estdo associados com regulacdo da homeostase energética e

atividade anti-inflamatéria (SILVA et al., 2020; RATAJCZAK et al., 2019).

2.3 Transtorno do Espectro Autista e microbiota intestinal

O TEA ¢ caracterizado como uma desordem no desenvolvimento neurologico com
algumas caracteristicas fundamentais: dificuldade de comunicagdo, interacdo social e
presencga de comportamentos repetitivos ou restritivos (ILES, 2021). Conforme a Organizacao
Pan-Americana de Satude e a Organizagdo Mundial de Satde (2017), uma a cada 160 criancas
nascidas apresenta o TEA. Oficialmente o Brasil ndo apresenta estudos epidemioldgicos de
prevaléncia, porém, em um trabalho piloto realizado na cidade de Sao Paulo os autores
encontraram que para cada 367 criangas uma apresentava o transtorno (PAULA et al., 2011).
Em outro trabalho mais atual realizado no municipio de Armazém — Santa Catarina (SC), a
prevaléncia encontrada foi de 21 casos na populacdo de 8.500 habitantes (NEVES; BUSS;
BECK, 2021).
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Existe uma alta incidéncia de comorbidades do trato gastrointestinal em criangas
com TEA, cerca de 40-60% dos casos. As altera¢des variam desde dor abdominal frequente,
diarreia ou constipagdo (MADRA; RINGEL; MARGOLIS, 2020; ADAMS et al., 2011). A
disbiose e a seletividade alimentar também costumam ser prevalentes nesses individuos
podendo ocasionar déficits nutricionais apresentando ou ndo comprometimento do seu estado
nutricional (DEMIR; OZCAN, 2022). Quando comparado a criangas neurotipicas, os
individuos com TEA apresentam uma diferenca na abundancia de determinadas populagdes
bacterianas favorecendo a disbiose e alteragdes gastrointestinais. Alguns autores relatam que
no TEA existe o aumento de bactérias do filo Proteobacteria e Bacteroidetes associada a
diminui¢do dos filos Firmicutes e Actinobacteria. Esse desbalango pode favorecer a produgao
de metabolitos toxicos a nivel intestinal com conseguinte ativagdo de uma resposta imune
gerando processos inflamatorios. A nivel central essa inflamag¢ao de mucosa poderia agravar a
sintomatologia, e até mesmo, influenciar no aparecimento do TEA (Figura 3) (AL-AYADHI et
al., 2021). Desse modo, o eixo cérebro-intestino também apresenta papel na evolugdo da
desordem e sua manifestagdo sintomatica gastrointestinal (YU; ZHAO, 2021; CRYAN et al.,
2019).

A barreira intestinal ¢ regulada via microbiota e seus metabolitos. A disbiose no
TEA esta associada ao aumento da permeabilidade dessa mucosa e consequente entrada de
endotoxinas e outros produtos bacterianos no sistema sanguineo circulatorio, dentre eles o
lipopolissacarideo — endotoxina da parede de bactérias gram-negativas — relacionado com
sintomas caracteristicos do transtorno (ARBERAS; RUGGIERI, 2019; ARBIZU et al., 2020).
Portanto, a presenca de modificacdes na mucosa intestinal, SNE, assim como no SNC e
mudancas no comportamento alimentar influenciam na gravidade dessa desordem (YU;
ZHAO, 2021; MADRA; RINGEL; MARGOLIS, 2020).

A modulacdo intestinal em pacientes com TEA com melhora e restauragdo da
barreira intestinal beneficiaria positivamente através da diminuicdo da entrada de substancias

estranhas e diminui¢do do estado pro-inflamatério normalizando o eixo cérebro-intestino

(RISTORI et al., 2019; ARBERAS; RUGGIERI, 2019).



21

Figura 3 — Papel da microbiota intestinal no TEA.
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Fonte: Adaptado de Al-ayadhi et al. (2021).

2.4 Proteinas soluveis do soro do leite de vaca e modulacio intestinal

A dieta e padrio alimentar apresentam grande importancia na formagdo e
composi¢ao da microbiota. O equilibrio pode ser mantido através de um plano alimentar com
alguns elementos dietéticos especificos como carboidratos complexos e proteinas (DIETHER;
WILLING, 2019; HILLS et al., 2019). Em relacdo as proteinas, a oferta de aminoacidos no
colon podem servir como substrato fermentativo para certos grupos de bactérias gerando
amoOnia, aminas biogénicas e compostos fenolicos. Tais compostos sdo capazes de atuar
positivamente na imunomodulagdo e fungdes gastrointestinais. Além disso, a fermentacao de
aminodcidos contribui indiretamente para o pool de AGCC no intestino (KARLUND et al.,
2019; ANWAR et al., 2021).

Um estudo realizado em ratos obesos demonstrou que o uso de WP aumentou o
niamero de bactérias benéficas (Bifidobacteria spp.) restaurando a microbiota intestinal e

prevenindo a disbiose nesses animais (SWIATECKA et al., 2017). Em outro trabalho, nesse
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caso, in vitro, realizado por Sanchez e colaboradores (2017), foi observado uma melhora na
composi¢do de bactérias intestinais com uso de proteinas soluveis do soro tanto do leite de
vaca, assim como de outros mamiferos. Houve aumento na formag¢ao de AGCC e melhora no
perfil de bactérias quando comparando amostras de individuos eutr6ficos com obesos.

A ingestdo de proteinas, de acordo com a fonte proteica, pode influenciar
beneficamente a satide intestinal através de dois mecanismos: (1) modulacdo da quantidade e
natureza dos aminodcidos fornecidos e absorvidos pelos tecidos intestinais via corrente
sanguinea e, também, (2) modulacdo da quantidade e natureza de proteinas ndo digeridas
entregues ao intestino. Alguns aminodcidos sozinhos ou em combinac¢des demostraram efeitos
atenuantes na inflamagao intestinal e restaurando a homeostase da mucosa, como glutamina e
cisteina (BENJAMIN et al., 2012; FERREIRO et al., 2021). O whey protein funcionaria como
uma fonte proteica para a mucosa intestinal, possivelmente influenciando na oferta de
aminoacidos e, consequentemente, na melhora de algumas fungdes fisioldgicas. Quando
comparado a caseina, o WP se mostra mais benéfico devido a sua composi¢do diferenciada
em [-lactoglobulina, a-lactalbumina e lactoferrina. Essas proteinas apresentam capacidade
antioxidante e anti-inflamatdrias que poderia contribuir na melhora da barreira e microbiota

intestinal em criangas com TEA, por exemplo (BOSCAINI et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do uso de whey protein na modulacgdo intestinal e disbiose em

ratos Wistar com autismo induzidos por acido valproico.

3.2 Objetivos especificos

Realizar a andlise de pardmetros bioquimicos (bilirrubina direta, bilirrubina indireta,
albumina, amilase, proteinas totais, fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase, colesterol total, triacilglicerdis, lipoproteina de alta
densidade, lipoproteina de baixa densidade, glicemia, acido tUrico, ureia e creatinina)
de alguns animais por grupo;

Efetuar a andlise hematologica (células sanguineas das séries branca e vermelha,
contagem de plaquetas, reticuldcitos e indices hematologicos) de alguns animais por
grupo;

Contabilizar os microrganismos presentes nas amostras de fezes retiradas do intestino
grosso de alguns animais de cada grupo;

Analisar o peso dos animais nos diferentes grupos;

Investigar o comportamento dos animais através dos testes de campo aberto, Y-maze,

interagdo social e marble burying.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e aspectos éticos

Foram utilizados filhotes de ratos (Rattus Norvegicus) da linhagem Wistar (20-
40g) com 14 dias de nascimento provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os
animais ficaram alojados em gaiolas, com alimentos e dgua ad libtum, mantidos a um ciclo
claro/escuro de 12h.

O projeto foi aceito pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEUA) da UFC
(protocolo n° 20041119-0 — ANEXO A) e os experimentos foram conduzidos de acordo com o
Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratorio do Departamento de Saude e Servigos
Humanos dos Estados Unidos da América (2010), sendo os animais manipulados de acordo

com os principios éticos de experimentagdo animal.

4.2 Protocolo experimental

O delineamento experimental para indu¢do de TEA e disbiose nos animais seguiu
o modelo descrito na literatura conforme proposto incialmente por Wagner et al. (2006) e
depois adaptado por Morakotsriwan et al. (2016) a partir da administragdo de VPA em filhotes
no 14° dia pds-natal (PND14). Essa idade ¢ considerada critica para a migracado,
diferenciagdo, mielinizacdo e sinaptogénese dos neurdnios, correspondendo ao terceiro
trimestre do desenvolvimento humano (EL-TA’ALU; ALHASSAN; FAGE, 2015).

Nao foi possivel encontrar na literatura modelos experimentais ou em humanos
que utilizassem WP na modulagdo intestinal associado ao TEA e disbiose. Desse modo, em
relacdo a concentragdo para a administragdo de WP, foi utilizado um modelo adaptado
proposto por Lothian, Grey e Lands (2006) que usou o suplemento em criangas asmaticas para

melhora no sistema imunolégico.

4.2.1 Grupos

Foi solicitado ao biotério 2 fémeas e 1 macho para reproducgdo, sendo colocado
um macho e uma fémea para acasalamento por vez. Quando observada a prenhez, a fémea era
separada do macho e a outra fémea era colocada. Esse procedimento foi repetido até chegar
ao numero minimo de filhotes para os grupos experimentais (7 por grupo).

Era solicitado ao biotério machos e fémeas apenas quando o tratamento da
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ninhada terminava, para que ndo tivesse prejuizo na logistica dos testes comportamentais,
eutandsia e remoc¢do do sangue e intestino. Ao todo foi utilizado 11 fémeas e 6 machos
diferentes para acasalamento, sendo todos os filhotes usados nesse trabalho provenientes
dessas ninhadas.

Apo6s nascimento dos filhotes, no 10° dia pos-natal, foi anotado a quantidade de
animais (macho e fémea) por ninhada para posterior divisao dos subgrupos. No PND14, foi
iniciado os experimentos. Os filhotes ficavam com as maes até o completo desmame

(PND21), quando eram separados nas suas respectivas gaiolas.

Figura 4 — Desenho experimental do projeto.
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Divisao dos grupos
Legenda: PND, dia p6s-natal; ADM, administragdo; VPA, acido valproico; WP, whey protein. Fonte: Autor.

A divisao dos grupos foi a seguinte: Controle — administrag¢do de salina (0,1 ml/g
de peso); TEA — com (TEA/disbiose — induzido por VPA); TEA + WP — com (TEA/disbiose)
+ suplementacdo de WP; WP — sem (TEA/disbiose) + suplementacio de WP. Os grupos
também foram divididos conforme o sexo, machos e fémeas (Figura 5). A quantidade minima
de animais por cada grupo foi 7. No total foram utilizados 77 animais, sendo 35 fémeas e 42

machos.
Figura 5 — Divisao dos grupos.
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Legenda: TEA, transtorno do espectro autista; WP, Whey Protein. Fonte: Autor.
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4.2.2 Concentracgoes de dcido valproico e whey protein

O VPA foi preparado na concentragdo salina de 0,9% (100 mg/mL, pH 7,3), e,
depois, administrado nos filhotes dos grupos TEA e TEA + WP na dose de 400 mg/kg de peso
no PND14 via subcutinea, portanto, dose unica (MORAKOTSRIWAN et al., 2016).

Em relagdo ao whey protein, foi utilizado WP tipo hidrolisado e isolado sabor
chocolate da marca Optimum Nutrition®. Esse WP apresenta as proteinas na forma
parcialmente hidrolisada, e, ainda ¢ acrescido dos aminoacidos de cadeira ramificada (AACR)
(isolado). A sua utilizagdo se justifica pelo fato de prover as proteinas em uma forma
estrutural possivelmente mais adequada para a fermentacdo bacteriana, além de fornecer os
aminoacidos considerados benéficos para imunomodulagdo e sintese proteica (FERREIRO et
al., 2021). A administragdo foi feita na fase que corresponde a infancia do animal, do 14° ao
38° dia pos-natal (EL-TA’ALU; ALHASSAN; FAGE, 2015), sendo 24 dias de tratamento.

As doses do WP foram calculadas com base no célculo da Dose Animal
Equivalente (DAE) baseada na superficie corporal proposto pela Food and Drug
Administration (2002): Dose humana: 200 mg/kg (LOTHIAN; GREY; LANDS, 2006). Dose
no rato: 200 x 6,2 (constante) = 1240 mg/kg ou 1,24 mg/g. Portanto, 1,24 mg de WP para
cada grama de peso do animal.

Os animais foram pesados diariamente a partir da data de inicio do tratamento,
sendo todos os valores anotados. Além disso, os grupos foram tratados sempre no mesmo
horario (manhd). O tratamento consistiu em administrar via gavagem (oral) o WP, objeto da
pesquisa, durante sete dias por semana por um periodo de 24 dias. Ja para o grupo controle e

TEA foi administrado 1 mL de 4gua potavel pela mesma via.

4.2.3 Protocolo das vias de administracdo

O método utilizado para a conten¢do dos animais foi pela cauda por meio de uma
manobra rapida e cuidadosa, em que o animal ¢ prontamente colocado em uma superficie de
apoio, para que seja evitado o desconforto. A imobilizacdo foi realizada pela base da cauda
para prevenir que ocorram fraturas, divisdo da pele e consequentes ferimentos. A cabega foi
segurada com o polegar e o indicador, imediatamente atrds da mandibula.

O VPA foi administrado via subcutinea nos filhotes através de uma agulha de
13x25 no volume conforme protocolo proposto descrito acima. A administracdo subcutanea ¢
facil e raramente dolorosa. A administracdo foi realizada na pele solta das areas dorsolaterais

do pescoco. Nesse procedimento, o animal foi contido manualmente e, entdo, apoiado sobre
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uma superficie limpa, a agulha foi inserida sob a pele solta, apreendida com o polegar e o
indicador, e, em seguida, injetado via substancia (DIEHL ez al., 2001).

Durante a gavagem os preparados de WP foram introduzidos na cavidade oral ou
no aparelho digestorio através de um tubo estomacal (agulha de gavagem animal). Para isso
foi utilizado uma agulha, aproximadamente 8 cm de comprimento, curvado com a ponta
arredondada e sendo introduzido na boca do animal e gentilmente empurrado pelo esdfago até
o estdmago. Todo procedimento foi feito cautelosamente para assegurar que o tubo ndo tenha
penetrado inadvertidamente a traqueia. O volume foi de 1 mL de solugdo para cada 100g de
peso corporal. Na presenca de resisténcia ou suspiros dos animais ou ainda se tornarem-se
azul, a administragdo foi parada imediatamente e agulha removida.

Ao término do tratamento de 24 dias, ou seja, apos a Ultima administracdo do WP

nos animais, foi realizado os testes comportamentais, coleta do sangue, intestino e eutanasia.

4.2.4 Eutanadsia e coleta do intestino grosso

Apds o término do tratamento, os animais foram anestesiados com uma unica
injecdo intraperitoneal de coquetel de quetamina e xilazina na propor¢do de 9 mg/mL:0,9
mg/mL. Imediatamente apos a anestesia, foi retirado sangue dos animais via pungao cardiaca.
A quantidade de sangue extraida foi a méaxima possivel, entre 3 a 5 mL, sendo dividida em 2
tubos (um para o hemograma e um para analise bioquimica). Depois foi retirado o intestino
grosso o qual foi colocado em tubo de vidro estéril e depois acondicionado em temperaturas
abaixo de 4°C para posterior retirada das fezes e analise das bactérias. Por tltimo, foi retirado

o coracdo dos animais para confirmar a eutanasia por exsanguinacao.

4.2.5 Anadlise das bactérias

As amostras fecais foram mantidas imediatamente apds a coleta a 4 °C e
armazenadas até a analise. As contagens de bactérias cecais foram determinadas por
microbiologia, crescimento em placa e contagem de coldnias conforme descrito por Junior et
al. (2016).

Cada amostra intestinal coletada dos animais sacrificados foi semeada para cultivo
bacteriologico. Foi utilizado uma pinga estéril para depositar o material numa placa de petri
estéril e vazia a qual foi adicionado 1 mL de soro fisioldgico estéril. Com o auxilio de um
bisturi o fragmento foi triturado misturando-se bem os pequenos fragmentos triturados ao soro

fisioldgico, até que este tenha apresentado a aparéncia de turvacdo. Com o auxilio de uma
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com pipeta calibrada, usando ponteira estéril, inoculou-se, 0,01 mL do soro com alguns
fragmentos para um ponto superior das placas de agar-sangue (ASA) e placa cromogénica
CPS (BioMerieux). O material foi estriado em toda a extensdo da placa com a alca
bacterioldgica fazendo estrias horizontais e verticais. Transferiu-se o restante do material para
um tubo de ensaio contendo 3 mL de caldo Brain-Heart-Infusion (BHI). As placas e o tubo de
BHI foram incubados em estufa a 35 © C (+/- 1) por 24 horas. Apds o tempo de incubagdo as
placas foram inspecionadas para a observagdo qualitativa e quantitativa das unidades
formadoras de coldnias (U.F.C.).

Das placas de ASA e CPS foram selecionadas as colonias com caracteristicas
morfoldgicas distintas e em seguida as foram re-isoladas. As coldnias puras, provenientes de
todos os meios seletivos ensaiados, foram submetidas a coloragdo pelo método de Gram e
identificadas pelo MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time Of
Flight).

4.2.6 Doseamento bioquimico

Para avaliar os efeitos dos preparados sobre o organismo animal, foi utilizado o
Analisador Bioquimico Automatico Labmax plenno, modelo standard (Labtest, Brasil). Os
exames foram realizados seguindo os protocolos do fabricante do equipamento e dos kits
reagentes para cada parametro a ser avaliado. Os resultados das provas bioquimicas
sanguineas foram fornecidos mediante a impressdo automatizada, apds a realizagdo da leitura
pelo analisador bioquimico. Os pardmetros bioquimicos analisados foram: bilirrubina direta,
bilirrubina indireta, albumina, amilase, proteinas totais, fosfatase alcalina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase, (ALT) colesterol total, triacilglicerois,
lipoproteina de alta densidade (HDL-c), lipoproteina de baixa densidade, glicemia, acido

arico, ureia e creatinina.

4.2.7 Hemograma completo

Hemograma ¢ um exame que avalia as células sanguineas, ou seja, as da série
branca e vermelha, contagem de plaquetas, reticuldcitos e indices hematoldgicos. A coleta da
amostra foi feita através de puncao cardiaca, e, o sangue foi imediatamente encaminhado para
o Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas (LACT/UFC). Para realizagdo do
hemograma foi utilizado o aparelho Mindray, BC-5150. O resultado foi fornecido

imediatamente com a contagem de células vermelhas (eritrograma), da linha branca
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(leucograma) e plaquetas.

4.3 Testes Comportamentais

4.3.1 Teste do Campo Aberto

Foi utilizada uma caixa quadrada feita de acrilico (paredes pretas e piso preto, 120
x 120 cm) em seguida o animal foi colocado no centro desse ambiente e seu comportamento
foi anotado por 5 min (ap6s 1 minuto de habituacdo) para posterior andlise. Para registro, o
piso da caixa ¢ divido em 9 quadrados de 20 cm, onde em cada quadrado foi registrado a
frequéncia e a duragdo dos seguintes comportamentos conforme a metodologia de File e Hyde
(1978): nimero de vezes que cruzou com as quatro patas os quadrados do campo aberto,
frequéncia limpando-se (grooming), levantando-se (rearing). O teste tem por finalidade

avaliar a atividade exploratéria do animal.

Figura 6 — Teste campo aberto.

U

Fonte: Figura adaptada do aparato da Creative Biolabs. Disponivel em: <https://www.creative-biolabs.com/drug-
discovery/therapeutics/open-field-test.htm>. Acesso em: 25 de fevereiro de 2022.

4.3.2 Teste Y-maze

Foi utilizado um labirinto em forma de Y com trés “bragos” (10 x 50 cm) opacos
em um angulo de 120° de separagdo entre eles. O animal foi colocado no centro do aparato
sendo o deixado no ambiente por 8 minutos (1 minuto de habituacdo). O teste mensura a

vontade dos animais em explorar novos ambientes, além de avaliar a memoria operacional ou
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de trabalho.

Foi analisado se o animal apds entrar muitas vezes em um determinado “braco”
deixara de entra-lo. O numero de entradas em cada “brago” também foi registrado e depois foi
calculada a porcentagem de alternagdo entre os “bragos” feita pelo animal. Foi considerada

uma entrada quando todos os quatro membros do animal penetraram em um “brago” do

labirinto (SARTER et al., 1988).

Figura 7 — Teste Y-maze.

Fonte: Autor.

4.3.3 Teste de interacdo social

Nesse teste foi utilizado o aparato para camundongos, pois o biotério nao
dispunha do aparato para ratos. Como os animais eram filhotes o teste pode ser feito. O
equipamento do teste consiste em um caixa dividida em trés camaras sendo a central neutra e
com aberturas para as duas laterais, onde nos compartimentos laterais existem duas gaiolas de
ferro, uma vazia e a outra ndo. Nesta, foi colocado outro animal desconhecido, do mesmo
sexo e tamanho do animal que foi avaliado. Os ratos ficaram 5 minutos de exploracdo. Nesse
teste foi avaliado o tempo que o animal permaneceu explorando o compartimento com o

animal estranho a ele ¢ sem o animal (RADYUSHKIN etz al., 2009).
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Figura 8 — Teste interacdo social.

Fonte: Aparato da UgoBasile. Disponivel em: <https://www.ugobasile.com/products/catalogue/behaviour-
mazes-tracking/item/30-46503-sociability-apparatus-3-chambered-social-test>. Acesso em: 25 de fevereiro de
2022.

4.3.4 Teste Marble burying

Para a realizagdo do teste, utilizou-se uma caixa de material transparente, com 5
cm de maravalha como ‘cama’. Apos a disposi¢do da maravalha na superficie, foram
colocadas aproximadamente vinte pequenas esferas de vidro com cerca de um 1 cm no
didmetro (coloquialmente conhecidas como “bolinhas de gude”) na caixa, sendo formadas
cinco fileiras com quatro esferas cada e com intervalos de aproximadamente 1,5 cm. Os
animais foram colocados cuidadosamente na caixa com as bolinhas de gude e ficaram
explorando por 30 minutos.

Quando se iniciou o teste, logo ap6s os animais serem colocados dentro da caixa,
todos sairam da sala e s6 retornam ap6s 30 minutos para retirar o animal e iniciar a contagem
de bolas escondidas. Os animais foram entdo retirados com cuidado para evitar a
movimentac¢do das bolas de gude ou da maravilha. As bolas foram consideradas escondidas se
estiverem 2/3 enterradas na maravalha. Esse teste facilita a investigagdo do comportamento

compulsivo, neofobia e ansiedade em roedores (TREIT; PINEL; FIBIGER, 1981).



32

Figura 9 — Teste marble burying.

Fonte: Autor.

4.4 Analises dos dados

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk devido a
quantidade diferente de animais por grupo. Normalidade e homogeneidade foi considerada
quando p > 0,05. Quando apropriado, foi realizado a analise de variancia (ANOVA), seguido
do teste de significancia Tukey. Quando a distribui¢do ndo seguiu padrido normal, foi feito o
teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do post-hoc de Dunn’s. O programa utilizado
foi o GraphPad Prism 8. Os resultados estdo expressos como média + standard error of the

mean (SEM). A estatistica foi considerada significativa quando o valor de p < 0,05.



33

5 RESULTADOS

Em relacdo as andlises bioquimicas e hematoldgicas os grupos machos e fémeas
foram analisados em conjunto devido ao numero limitado de amostras. Muitas amostram de
hemograma coagularam devido a técnica de puncdo cardiaca, além disso, a quantidade
retirada, por vezes, ndo conseguia ser o suficiente para o hemograma e bioquimico sendo um
vieis para realizagdo da analise estatistica separada de machos e fémeas. Cabe ainda ressaltar
que a retirada do sangue foi feita apenas em uma parte dos animais por questdes logisticas e
de recursos materiais. Em contrapartida, as analises de peso e comportamentais foram feitas
com a quantidade total de animais de cada grupo conforme descrita na metodologia (Figura

5), separando machos e fémeas.

5.1 Resultado ponderal

As Figuras 10 e 11 (A) mostram que ndo houve diferenca de peso entre os grupos
antes do inicio dos experimentos. As Figuras 10 e 11 (B) mostram que os grupos tiveram um
ganho de peso gradual em relacdo ao tempo de tratamento. As Figuras 10 e 11 (C) mostram
que os grupos TEA e TEA + WP diminuiram de peso quando comparado aos grupos controle

e WP (p <0,05). Os resultados foram similares entre machos e fémeas.
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Figura 10 — (A) Peso corporal antes do tratamento, sem diferenga significativa. (B) Evolug¢ao
de peso dos grupos de animais. (C) Comparagdo do ganho de peso entre os grupos. ANOVA
seguido do post-hoc de Tukey. Diferencas estatisticas entre os grupos e o controle (***p <
0,001). Diferengas estatisticas em relagdo aos grupos TEA e TEA + WP (*p < 0,01). Valores

expressos em média (n = 8-14). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.
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Figura 11 — (A) Peso corporal antes do tratamento, sem diferenga significativa. (B) Evolucao
de peso dos grupos. (C) Comparagdo do ganho de peso entre os grupos. ANOVA seguido do
post-hoc de Tukey. Diferencas estatisticas entre os grupos e o controle (***p < 0,001).
Diferengas estatisticas em relagdo aos grupos TEA e TEA + WP (*p < 0,001). Valores

expressos em média (n = 7-11). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.

Portanto, a suplementagdo de whey protein nao foi capaz de aumentar o peso dos
animais (sem diferenca significativa entre TEA e TEA + WP), e, o tratamento com whey
protein sem estar associado ao TEA, também ndo foi capaz de aumentar o peso quando

comparado ao controle.
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5.2 Resultados bioquimicos

Os resultados bioquimicos demonstraram que nos animais com TEA as proteinas
totais, albumina e globulina foram menores em comparagdo ao grupo controle (p < 0.05),

contudo, nenhuma associacao foi encontrada quando comparou-se o grupo TEA com o grupo

TEA + WP (Figura 12).
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Figura 12 — Proteinas séricas. (A) Albumina (g/dl), (B) Globulina (U/L), (C) Proteinas totais
(U/L) de animais tratados com acido valproico (400 mg/kg) em dose unica, e whey protein
(1,24 mg/kg) durante 24 dias. ANOVA seguido do post-hoc de Tukey. Diferengas estatisticas
entre os grupos e o controle (*p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001). Valores expressos

como média = SEM (n = 9-13). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.

Bilirrubina direta (Figura 13), HDL-c (Figura 14) e 4cido urico (Figura 15)
também foram significativamente menores nos grupos com TEA (TEA e TEA + WP) em
relacdo ao controle e WP (p < 0,05). Quanto a bilirrubina indireta, amilase, fosfatase alcalina,
AST, ALT, colesterol total, triacilglicerois, lipoproteina de baixa densidade, glicemia, ureia e

creatinina, nenhuma relagao significativa foi encontrada entre os grupos (p > 0,05).
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Figura 13 — Bilirrubina direta (mg/dl) de animais tratados com é4cido valproico (400 mg/kg)
em dose unica, e whey protein (1,24 mg/kg) durante 24 dias. Teste Krustal-Wallis seguido do
post-hoc de Dunn’s. Diferencas estatisticas entre os grupos € o controle (**p < 0,01; ***p <
0,001). Diferengas estatisticas em relagdo ao TEA e TEA + WP (*p < 0,001). Valores

expressos como média + SEM (n = 9-13). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey

protein.
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Figura 14 — HDL-colesterol (mg/dl) de animais tratados com acido valproico (400 mg/kg) em
dose unica, e whey protein (1,24 mg/kg) durante 24 dias. ANOVA seguido do post-hoc de
Tukey. Diferencgas estatisticas entre os grupos € o controle (**p < 0,01, ***p < 0,001).
Diferengas estatisticas em relagdo ao TEA (*p < 0,01). Valores expressos como média + SEM

(n=10-13). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.
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Figura 15 — Acido trico (mg/dl) de animais tratados com éacido valproico (400 mg/kg) em
dose tUnica, e whey protein (1,24 mg/kg) durante 24 dias. Teste Krustal-Wallis seguido do
post-hoc de Dunn’s. Diferengas estatisticas entre os grupos e o controle (*p < 0,05).
Diferengas estatisticas em relagdo ao TEA (*p < 0,05). Valores expressos como média = SEM

(n=9-12). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.

Desse modo, as andlises bioquimicas demonstraram que o VPA ¢ capaz de alterar
a concentragdo de proteinas séricas dos animais, diminuindo seus valores (p < 0,05), contudo,
a suplementacdo de whey protein (1,24 mg/kg — 24 dias) ndo foi capaz de reverter tais
mudangas, ja que ndo teve associag@o significativa entre os grupos TEA e TEA + WP (p >
0,05). Além disso, os grupos Controle ¢ WP se comportaram da mesma forma, ou seja, sem
diferenga (p > 0,05), indicando que WP sozinho também nao influenciou a analise bioquimica

nesses animais.

5.3 Resultados hematoldégicos

Em relagdo aos pardmetros hematologicos, eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito
estavam menores nos grupos administrados com VPA comparado ao controle (p < 0,05),

porém nenhuma associag¢ao foi encontrada entre os grupos TEA e TEA + WP (Figura 16)
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Figura 16 — Eritrograma (série vermelha). (A) Eritrocitos (10'%/L), (B) Hemoglobina (g/dL),
(C) Hematocrito (%) de animais tratados com acido valproico (400 mg/kg) em dose tUnica, e
whey protein (1,24 mg/kg) durante 24 dias. ANOVA seguido do post-hoc de Tukey.
Diferengas estatisticas entre os grupos e o controle (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).
Diferengas estatisticas em relagdo ao TEA e TEA + WP (*p < 0,05). Valores expressos como

média = SEM (n = 5-10). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.

Alguns outros pardmetros também foram significativos: % de linfécitos do grupo
TEA + WP estava menor em relagdo ao grupo controle (p < 0,05), a concentragdo de
hemoglobina corpuscular média foi significativamente maior nos grupos administrados com
VPA (TEA e TEA + WP) comparado ao controle e WP (p < 0,05), e, a amplitude de variagao
de eritrdcitos estava maior no grupo WP comparado aos grupos TEA e TEA + WP (p < 0,05).

Em resumo, as andlises hematologicas revelaram que o VPA ¢ capaz de induzir

alteragdes significativas importantes no eritrograma, entretanto, a suplementacdo de whey
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protein ndo reverteu tais alteragdes. Além disso, a administragdo de whey protein sozinho nao

alterou nenhum parametro hematolégico (sem diferenca significativa entre controle e WP).

5.4 Resultados comportamentais

5.4.1 Campo aberto

Tanto nos machos como nas fémeas nenhuma medida avaliada no campo aberto
foi significativa quando comparado entre os grupos (p > 0,05). Contudo, apenas nos machos,
o numero de elevagdes nas quatro patas (rearing) teve uma tendéncia a diminuir nos grupos
TEA e TEA + WP em relagdo ao controle. Além disso, os animais do grupo TEA tiveram uma
diminui¢do no numero cruzamentos (crossing) quando comparado ao controle, e, o grupo

tratado com WP que apresentava TEA teve uma tendéncia a aumentar esse valor.

Tabela 1. Resultado campo aberto

Parametros Grupos Média + SD Valor de p*
avaliados Macho Fémea Macho Fémea
Controle  90,25+27,75 83,10+ 16,06
Numero de TEA 63,77 £18,03 83,29+ 18,05 3,134 0,03102
cruzamentos TEA+ WP 8233+2238 86,29+ 12,88 0,9224 ¢ 2,466 0,5321 ¢ 0,4620°
WP 91,50 £40,28 90,27 + 19,688 0,1329 1,351
Controle 19 +12,96 13,10+ 7,78
Numero de TEA 12,14 + 6,024 9+391 2,758 1,732
elevacoes TEA+ WP  9417+3,75 10,43 + 4,39 3,743 ¢ 1,235 1,128 ¢ 0,5563"
WP 14,88 +9,17 10,36 + 8,24 1,471 1,304
Controle 1,250 + 1,28 0,8 +0,788
Numero de TEA 1+0,679 0,5714 + 0,79 0,7739 0,7954
autolimpeza TEA + WP 1+1,13 1,143 + 0,89 0,7515¢0,0° 1,193 e 1,833"
WP 1,125+ 1,13 0,9091 + 0,83 0,3430 0,4282

Legenda: Macho, n = 8-14. Fémea, n = 7-11. ANOVA, Tukey como post hoc test. *Valor de p em relagdo ao
controle; ®Valor de p em relagdo ao TEA. Nenhum grupo foi significativo comparado ao controle e entre si (p >
0,05). SD, standard deviation; TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.

5.4.2 Y-maze

Quanto ao teste do labirinto em Y, no grupo das fémeas, apenas o parametro
‘retorno para mesmo brago’ teve diferenca significativa. Ele avalia quantas vezes o animal
retornou para o braco que ele havia saido recentemente, indicando comprometimento de

memoria e comportamento repetitivo (Figura 17).
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Figura 17 — Numero de vezes que retornou ao braco. Animais fémeas tratados com acido
valproico (400 mg/kg) em dose unica, e whey protein (1,24 mg/kg) durante 24 dias. ANOVA
seguido do post-hoc de Tukey. Diferengas estatisticas entre o grupo e o controle (*p < 0,05).
Diferengas estatisticas em relagdo ao TEA (*p < 0,05). Valores expressos como média = SEM

(n="7-11). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.

Nos machos, o nimero de alternancia entre os bragos foi significativamente maior
no grupo TEA + WP comparado aos grupos controle e TEA (p < 0,05) (Figura 18). O mesmo
foi encontrado para o parametro % de alterndncia entre os bragos. Além disso, o grupo WP
também teve diferenca significativa quando comparado ao controle (Figura 19). Desse modo,
a suplementacdo com whey protein foi capaz de aumentar a capacidade de alternancia desses

animais. Os outros critérios avaliados ndo tiverem diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 18 — Numero de alternancia entre os bracos. Animais machos tratados com &acido
valproico (400 mg/kg) em dose unica, e whey protein (1,24 mg/kg) durante 24 dias. ANOVA

seguido do post-hoc de Tukey. Diferencas estatisticas entre os grupos e o controle (*p < 0,05,
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kikkp < 0,0001). Diferenga estatistica em relagdo ao TEA (*#p < 0,001). Valores expressos

como média = SEM (n = 8-14). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.
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Figura 19 — Alternancia entre os bragos (%). Animais machos tratados com éacido valproico
(400 mg/kg) em dose Unica, e whey protein (1,24 mg/kg) durante 24 dias. Teste Krustal-Wallis
seguido do post-hoc de Dunn’s. Diferengas estatisticas entre os grupos e o controle (*p < 0,05,
kikkkn < (0,0001). Diferenca estatistica em relagdo ao TEA (*p < 0,01). Valores expressos

como média + SEM (n = 8-14). TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.

Percebe-se que o whey protein melhorou positivamente a memoria desses animais,
os grupos suplementados com whey protein tiveram alternancia maior e retorno ao brago
menor comparado com o grupo TEA e controle, macho e fémea, respectivamente. Também
houve diferenca significativa entre os grupos TEA e TEA + WP, no qual o uso de WP
aumentou a alternancia entre os bracos do labirinto (machos). Entretanto, ao se analisar
isoladamente os grupos controle e TEA, o &cido valproico ndo alterou os parametros

relacionados a memoria, pois ndo houve diferenca relevante entre esses grupos.

5.4.3 Interacdo social

O teste de interacdo social avalia a sociabilidade do animal. Espera-se que os
animais que sofreram a indug¢do do TEA com 4cido valproico tenham medo e receio em entrar
na camera com animal estranho e fiquem mais tempo na camera sem animal. Tal
comportamento foi observado nos animais desse estudo. Tanto macho como fémea, do grupo
TEA, ficaram mais tempo na camera em que ndo tinha animal e menos tempo na camera com

animal (p < 0,05) (Figura 20).
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Figura 20 — Tempo gasto, em segundos, do animal teste na cdmera com e sem o animal

estranho. Animais machos e fémeas tratados com acido valproico (400 mg/kg) em dose tnica,

e whey protein (1,24 mg/kg) durante 24 dias. ANOVA seguido do post-hoc de Tukey.

Diferengas significativa entre os grupos e o controle (**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <

0,0001). Valores expressos como média = SEM (8-14). TEA, transtorno do espectro autista;

WP, whey protein.

Em relacdo ao grupo TEA e TEA + WP também houve diferenca significativa

apenas na medida de ‘tempo na camera sozinho’ e ‘% de tempo na camera sozinho’ (p <

0,05). Isso indica que a suplementagdo de whey protein foi capaz de diminuir o tempo que os

animais passaram na camera sozinho (Figura 21).
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Figura 21 — Tempo gasto, em segundos, do animal teste na cdmera sem o animal estranho.

Animais machos tratados com acido valproico (400 mg/kg) em dose Unica, e whey protein

(1,24 mg/kg) durante 24 dias. ANOVA seguido do post-hoc de Tukey. Diferencas
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significativa entre os grupos e o controle (***p < 0,001). Diferencas significativa em
relagdo ao TEA (*p < 0,05). Valores expressos como média + SEM (8-14). TEA, transtorno

do espectro autista; WP, whey protein, S, segundos.

5.4.4 Marble burying

Nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre os grupos (p > 0,05),
indicando que no modelo utilizado nesse projeto, os animais com TEA e aqueles
suplementados com whey protein ndo apresentam comportamentos estereotipados ou padrdes

compulsivos.

Tabela 2. Resultados marble burying

Parametros Grupos Média £+ SD Valor de p?
avaliados Macho Fémea Macho Fémea
Controle 17,29 £ 2,058 18,4+ 2,36
Bolinhas TEA 16,79 £ 3,11 17,57 +£2,22 0,5752 1,027
enterradas TEA + WP 18,17+ 1,85 19+ 1,53 0,9864 ¢ 1,869° 00,7434 ¢ 1,632
WP 17,25+ 3,19 17,73 +£2,69 0,03675 0,9401
Bolinhas Controle 2,71 +£2,05 1,6 £2,36
o TEA 3,21 £3,11 2,43 +2.22 0,5752 ) 1,028 )
enterradas TEA + WP 1,83 + 1,85 1+1,53 0,9864 ¢ 1,869° 00,7441 ¢ 1,634
WP 2,75 £3,19 2,5+2,72 0,03675 1,23

Legenda: Macho, n = 8-14. Fémea, n = 7-11. ANOVA, Tukey como post hoc test. “Valor de p em relagdo ao
controle; ®Valor de p em relagdo ao TEA. Nenhum grupo foi significativo comparado ao controle e entre si (p >
0,05). SD, standard deviation; TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.

5.5 Resultados microbioldgicos

Em relagdo a diversidade de grupos taxondmicos encontrados apenas dois filos se
destacaram, Proteobacteria e Firmicutes, dentro deles foram achados 12 géneros distintos:
Escherichia, Staphylococcus, Enterococcus, Peptostreptococcus, Aeromonas, Pseudomonas,
Enterobacter, Acinetobacter, Proteus, Morganella, Klebsiella e Lactobacillus spp (Tabela 3).
Todas as espécies encontradas fazem parte da microbiota normal do intestino de mamiferos

(BUTEL et al., 2018).
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Tabela 3. Diversidade e quantidade (U.F.C./g) da microbiota encontrada nos diferentes grupos.

Espécies / U.F.C./g Filo Macho Fémea
Controle TEA TEA + WP WP Controle TEA TEA + WP WP
Escherichia coli Proteobacteria - 7 x 10% 5,7x10° - 1,7 x 10* 1x10° 4x10° -
Enterococcus faecalis  Firmicutes 9x10° 3,5x10* 4,05 x 10° 4x10* 2,75x 104 12x10° 3,2x 10° 1x10°
Enterococcus faecium  Firmicutes - - - - 5x 103 - - -
Enterococcus avium Firmicutes 3x10° - - 2x 104 55x10° - 1x10% -
Enterococcus galinarum  Firmicutes 3x10° - - 1x10% 1,2 x 10* - - 5,58x 10°
Enterobacter cloacae Proteobacteria - - - - - - - 5x 103
Staphylococcus aureus  Firmicutes 1x10° - - 6x10° - - - 4x 10
Staphylococcus sciuri  Firmicutes - - 5x10° 5x10° - - - 1x10°
Staphylococcus Firmicutes : : . Sx10° | 5x 107 . : 7x10°
epidermidis
Staphylococcus warneri  Firmicutes - - - - - - - 1x10°
Aeromonas hydrophila  Proteobacteria - - 2x 10* - - - 1x 10 -
Acznetoba;ter Proteobacteria - - - - - 1 x10* - -
calcoaceticus
Lactobacillus spp. Firmicutes - - 2x10° 3,15x 10 - - - 1,6 x 10*
Peptostreptococcus spp.  Firmicutes - - - 5x10° - - - -
Morganella morganii ~ Proteobacteria - - 5 x10* - - - 1x 10 -
Klebsiella oxytoca Proteobacteria - - 2x 10* - - - 1x 10 -
Pseudomonas aeruginosa Proteobacteria - 3x 10* 5x 10* - - 2x 10* 1x10° -
Proteus mirabilis Proteobacteria - 3x 10* - - - 1 x10* - -
BGN anaerdbico Sem defini¢do - - - 1x10° - - - -
BGP anaero6bico Sem defini¢do - - 1x10° - - - - -
TOTAL 1,6 x10* 1,65x 10° 1,42 x 10° 1,001 x 10 | 6,75 x 10* 2,6 x 103 9,5x 10° 9,26 x 10°

Legenda: Macho, controle (n = 4), TEA (n = 4), TEA + WP (n = 6), WP (n = 6). Fémea, controle (n = 7), TEA (n = 4), TEA + WP (n =5), WP (n = 6). BGN, bactéria gram-
negativa nao especificada; BGP, bactéria gram-positiva ndo especificada; -, espécie ausente; U.F.C, unidades formadoras de coldnias; TEA, transtorno do espectro autista; WP,

whey protein.
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De um modo geral, a cultura bacterioldgica demostrou pouca variedade
taxondmica. Entretanto, em ambos os grupos suplementados com WP houve uma maior
riqueza quanto a diversidade de crescimento de espécies. Nos grupos controle ¢ TEA teve a
predominancia de apenas 5 espécies, ja no TEA + WP e WP houve a presenca de 9 espécies.
Esses resultados foram semelhantes para machos e fémeas.

Os grupos suplementados com WP (TEA + WP e WP) apresentaram crescimento
dos seguintes géneros bacterianos: Escherichia, Enterococcus, Enterobacter, Staphylococcus,
Pseudomonas, Aeromonas, Lactobacillus, Peptostreptococcus, Morganella e Klebsiella. Ja os
grupos tratados com salina e VPA, apesar de outras bactérias serem encontrados em algumas
amostras, tiveram predominantemente o crescimento de apenas duas espécies: Escherichia
coli e Enterococcus. Faecalis. Desse modo, os grupos Controle e TEA ndo apresentaram
grandes diferencas entre si, e, ambos tiveram uma menor diversidade quando comparado ao
grupo suplementado.

Alguns achados interessantes valem a pena serem expostos: (1) a presenga de
Lactobacillus spp. apenas no grupo tratado com WP. Tal espécie estd normalmente
relacionada a fungdes imunes benéficas ao ambiente intestinal (ASHAOLU, 2019), (2) a
bactéria Escherichia coli ndo teve crescimento detectado no grupo WP, tanto em machos
como em fémeas, contudo, ela teve grande predominancia no restante dos grupos (controle,
TEA e TEA + WP), e, (3) as espécies Morganella morganii e Klebsiella oxytoca cresceram
apenas no grupo TEA + WP, em ambos os sexos.

A andlise qualitativa dos dados quanto a diversidade entre os filos revelou que nos
grupos controle e WP teve o predominio de Firmicutes, ja nos grupos TEA e TEA + WP de
Proteobacteria. Além disso, a quantidade (U.F.C./g) de Firmicutes estava relativamente
superior no grupo TEA + WP quando comparado ao grupo TEA. Tais achados foram
encontrados em ambos os sexos (Tabela 4). Alguns trabalhos realizados em humanos e
animais demostram que a disbiose no TEA pode ser caracteriza ¢ através do aumento dos filos
Proteobacteria ¢ Bacteroidetes concomitantemente com a diminui¢ao dos filos Firmicutes ¢
Actinobacteria (AL-AYADHI et al., 2021). Portanto, no presente estudo, o tratamento com
VPA induziu uma possivel mudanga na composi¢do dessa microbiota, e o WP foi capaz de
recuperar a contagem dessas bactérias do filo Firmicutes que ndo estavam presentes no grupo

Controle.
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Tabela 4. Distribuicdo da microbiota quanto ao filo.

Filo/col6nias Macho Fémea
(U.E.C./g) Controle TEA TEA+WP WP Controle TEA TEA+WP WP
Proteobacteria - 2x10° 5,9x 10° - 1,7 x 10* 1,4x10°  6,2x 10 5x10°
Firmicutes L,6x10* 3,5x10* 6,6x10° 1x10° 505x10*  12x10° 33x10° 921x10°

Legenda: Macho, controle (n = 4), TEA (n = 4), TEA + WP (n = 6), WP (n = 6). Fémea, controle (n = 7), TEA (n
=4), TEA + WP (n = 5), WP (n = 6). -, filo ausente; U.F.C., unidades formadoras de colonias; TEA, transtorno
do espectro autista; WP, whey protein.

Em relagdo ao crescimento total de colonias quando avaliado pelo teste estatistico
ANOVA seguido de Tukey, os grupos tratados com VPA e suplementados com WP tiveram
crescimento significativamente maior quando comparado ao controle. Esse resultado foi
similar em ambos os sexos (Figura 22). Portanto, tanto a diversidade (nimero de espécies)
como a quantidade total de colonias foram maiores nos grupos suplementados quando

comparado com controle e TEA (p < 0,05).
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Figura 22 — Quantidade total de colonias nos diferentes grupos U.F.C./g (log). Animais
machos e fémeas tratados com acido valproico (400 mg/kg) em dose Unica, € whey protein
(1,24 mg/kg) durante 24 dias. ANOVA seguido do post-hoc de Tukey. Diferengas significativa
entre os grupos e o controle (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001). Valores
expressos como média = SEM (4-7). U.F.C., unidades formadoras de coldnias; Log,

logaritmo; TEA, transtorno do espectro autista; WP, whey protein.
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Outro resultado importante foi que nenhuma bactéria encontrada estava presente
em quantidade considerada patoldgica. Os critérios especificos de diagnéstico de infecg¢ao
pela contagem de U.F.C. variam de acordo com a espécie, em que se deve separar quais
microrganismos fazem parte da microbiota normal e quais sdo considerados patogénicos.
Pode-se adotar um valor > 105 U.F.C./g para ndo pertencentes e de > 10® U.F.C./g para

bactérias pertencentes a microbiota intestinal quanto a presenca de infeccao (BRASIL, 2020).
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6 DISCUSSAO

Devido a sua composi¢ao de peptideos bioativos e aminoacidos essenciais, o0 WP
apresenta propriedades anti-inflamatorias e imunomoduladoras que podem alterar
beneficamente a microbiota intestinal, podendo ainda influenciar no desenvolvimento
neurocomportamental (VASCONCELOS et al., 2018; MOSTAJERAN et al., 2020; NIELSEN
et al., 2020). O modelo de inducdo animal com VPA ¢ comumente utilizado para promover
mudancas neuroanatdmicas e comportamentais caracteristicas do autismo, modificando
funcdes sistémicas e neuroldgicas importantes, além disso, também ¢ capaz de alterar a
microbiota intestinal nesses animais (CHEN et al., 2020; MORAKOTSRIWAN et al., 2016).
Desse modo, o presente trabalho investigou pela primeira vez a influéncia da suplementagao
de WP (1,24 mg/kg, 24 dias) em relacdo a indicadores bioquimicos, hematolégicos e
comportamentais, além da contagem de bactérias em ratos filhotes induzidos com disbiose e
caracteristicas ‘autisticas’ por meio da dose unica de acido valproico (PND14 — 400 mg/kg).

Os resultados demonstraram que, comparado ao controle, o VPA alterou: (1)
parametros hematologicos, como diminui¢do de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito; (2)
parametros bioquimicos, diminui¢do de albumina, globulina e proteina totais; (3) parametros
comportamentais, diminui¢do de sociabilidade; (4) promoveu perda de peso; e, (5) alterou a
microbiota intestinal (dado avaliado qualitativamente). Em sua maioria, essas alteragdes
também sdo observadas em pacientes com TEA (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013). Contudo, a suplementacdo com whey protein (1,24 mg/g de peso)
durante 24 dias ndo conseguiu reverter tais mudangas, exceto no quesito sociabilidade. Em
relacdo a microbiota, 0 WP a quantidade e recuperou a diversidade de espécies encontradas,
indicando que esse suplemento funciona como substrato para crescimento de bactérias
comensais da microbiota intestinal. Adicionalmente, o uso de WP teve o potencial de

melhorar a memoria dos filhotes, conforme avaliado no teste Y-maze.

6.1 Efeitos no peso corporal

Nos filhotes que receberam VPA, houve uma queda significativa do peso quando
comparado ao grupo controle e WP. Resultados semelhantes foram encontrados em outros
trabalhos, em que o uso de VPA administrado tanto no pré-natal (nas fémeas prenhas) como
no pds-natal (na prole) ¢ capaz de induzir a perda de peso em animais (ORNOY et al., 2019;
AL-ASKAR et al., 2017; MATTOS et al., 2020). Possivelmente, a alta dose de VPA dada aos

filhotes ocasionou uma certa toxicidade com reducdo da ingestdo e ma nutri¢do (CHEN et al.,
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2020). Essa toxicidade também pode ser parcialmente confirmada pelos resultados
hematologicos e bioquimicos encontrados no presente estudo (Figuras 12 e 16). O VPA em
altas doses ¢ capaz de alterar o desenvolvimento do tubo neural, sendo considerado uma droga
teratogénica promovendo mudangas comportamentais e déficits fisiologicos (VAIDA et al.,
2021).

Em alguns outros estudos, o grupo tratado com VPA, quando comparado ao
salina, ndo apresentou alteracdo no peso (FERESHETYAN et al., 2021; FAVRE et al., 2013).
Diferencgas entre espécies, quantidade de animais por gaiola e concentragdes da droga podem
explicar essas divergéncias. Por exemplo, esse trabalho utilizou a dose de 400 mg/kg
(PND14), ja o estudo de Fereshetyan e colaboradores (2021) usou a dose de 200 mg/kg
(PND5-12). Outro fator relevante ¢ de que ndo esta claro se esse padrao de perda de peso ¢
caracteristico do TEA ou apenas do modelo experimental usado (FAVRE et al., 2015; ILES,
2021; ELNAHAS et al., 2020). Em criancas com TEA pode haver tanto ganho como a perda
de peso, ja que cada individuo apresenta uma sintomatologia diferenciada conforme os
déficits neurologicos apresentados (YU; ZHAO, 2021; RISTORI et al., 2019; PUTS et al.,
2017).

Outro resultado encontrado foi que a suplementagdo com WP ndo reverteu a perda
de peso provocada pelo uso do VPA, e, comparado ao controle, o0 WP ndo aumentou o peso
dos filhotes (Figuras 10 e 11). No trabalho de Pérez-cano e colaboradores (2008), o
tratamento com WP concentrado também ndo foi capaz de aumentar ou reduzir o peso dos
animais. Dietas ricas em proteina estdo associadas ao aumento da termogénese, e,
consequentemente, aumento do gasto energético de repouso, se a dieta também apresentar
diminui¢do caldrica pode ocorrer um shift com preservacdo de massa muscular e menor
estoque de triacilglicerois gerando perda de peso (KASSIS et al., 2019). Nesse trabalho, como
ndo houve restri¢ao de calorias, era de se esperar que os grupos suplementados (TEA + WP e
WP) aumentassem seu peso, o que ndo foi observado, talvez o tempo de tratamento e
quantidade de WP ofertada ndo tenha sido suficiente para alterar o balango energético desses
animais (BUMRUNGPERT et al., 2018; KARLUND et al., 2019). Além disso, possa ser que
o suplemento tenha aumentado a saciedade dos filhotes devido a sua modulacdo em
hormdnios anorexigenos a nivel intestinal e central, como peptideo semelhante ao glucagon-1
e peptideo YY (ZAPATA et al., 2017; ANWAR et al., 2021).

Em outro trabalho, o uso de WP reduziu momentaneamente a ingestdo alimentar
de animais, contudo, a suplementacdo isolada com lactoalbumina e lactoferrina prolongou

essa hipofagia, além de diminuir o ganho de peso e massa adiposa (ZAPATA et al., 2017).
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Portanto, os efeitos benéficos do suplemento quanto a massa corporal também pode ser
atribuida a sua composi¢do aminoacidica e suas concentragdes. A lactoalbumina e lactoferrina
estdo associadas a diminui¢do do quociente respiratorio alterando o gasto energético (SINGH

et al., 2020).

6.2 Efeitos nos parametros bioquimicos e hematologicos

Neste estudo, a administragdo de VPA na dose de 400 mg/kg (PND14) promoveu
queda das proteinas plasmaticas, bilirrubina direta, HDL-c e 4acido urico, além de causar
diminuicdo de eritrocitos, hemoglobina e hematodcrito. Os pardmetros da fungdo hepatica e
renal, assim como colesterol total, triacilgliceréis e glicose ndo sofreram mudangas.
Diferentemente, no trabalho de Okhremchuk e colaboradores (2020), o uso prolongado de
VPA (600 mg/kg) aumentou consideravelmente os valores de bilirrubina direta, ALT e
glicemia. Em outro trabalho, a administragdo de VPA na gestacao (600 mg/kg) ndo foi capaz
de promover na prole alteragdes nas enzimas hepaticas ALT e AST (BAMBINI-JUNIOR et
al., 2010). No estudo de Ornoy et al. (2019), a administracdo de VPA, 300 mg/kg no PND4,
promoveu toxicidade causando um aumento significativo da mortalidade de filhotes. Desse
modo, o uso do VPA em altas doses pode causar toxicidade com o aumento ou a diminui¢ao
de parametros bioquimicos importantes através de danos a enzimas hepaticas (CHEN et al.,
2020; ELNAHAS et al., 2020). Possa ser que a longo prazo e em altas doses, o VPA seja
capaz de causar maiores agravos quando comparado a administracio em doses unicas
(ABDELKADER et al., 2020; OKHREMCHUK et al., 2020).

Cartocci e colegas (2019) avaliaram o efeito do VPA (ratos induzidos no pré-
natal) quanto ao metabolismo do colesterol a nivel hepatico e central. Os autores observaram
que VPA ndo promoveu nenhuma mudanca significativa quanto ao colesterol plasmatico,
contudo, houve diminui¢do nas proteinas de membrana relacionadas com o transporte do
colesterol em 4reas especificas do cérebro. No nosso trabalho, o HDL-c do grupo tratado com
VPA foi significativamente menor comparado ao controle ¢ WP (Figura 14), indicando que
essa droga, pelo menos em parte, ¢ capaz de prejudicar o metabolismo lipidico. Além disso, a
literatura demostra que em altas doses e em fases iniciais do desenvolvimento embriondrio
esse farmaco ¢ capaz de promover mudangas relevantes no metabolismo de animais
(LARNER et al., 2021; CHEN et al., 2020).

No presente estudo, a suplementagdo com whey protein nao foi capaz de reverter
as mudangas bioquimicas e hematologicas provocadas pelo VPA, e, o whey protein sozinho

também ndo alterou significativamente nenhum parametro sanguineo avaliado. Alguns
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trabalham mostram que WP foi capaz de melhorar a contagem de hemacias, hemoglobina e o
hematdcrito, enquanto outros mostram que ndo houve alteragdes significativas
(KARANDISH et al., 2008; RONGHUI, 2015). O whey protein ¢ composto por diversas
fracdes proteicas bioativas incluindo glicomacropeptideos, B-lactoglobulina, a-lactoalbumina
e lactoferrina que apresentam multiplos beneficios contra cancer, infeccdo e inflamagao. Por
exemplo, a lactoferrina ¢ capaz de estimular o crescimento de células de defesa, como
leucdcitos e macrofagos, beneficiando o sistema imunologico. O WP também apresenta todos
os aminoacidos essenciais para a sintese de proteinas, dentre eles cisteina e triptofano,
importantes para a defesa antioxidante do organismo (VASCONCELOS et al., 2018; ZAPATA
et al., 2017). Portanto, o WP apresenta diversas propriedades bioldgicas que podem
influenciar processos bioquimicos em 6rgdos especificos no organismo, e, isso pode ou nao
ser visto em parametros bioquimicos e hematoldgicos, ja que os estudos demostram
resultados controversos (MINJ; ANAND, 2020; KARANDISH et al., 2008; RONGHUI,
2015).

6.3 Efeitos comportamentais

No presente estudo ndo houve alteragdes significativas entre os grupos quanto a
locomogdo e ansiedade avaliados pelo teste de campo aberto. Entretanto, os animais machos
com TEA tiveram uma tendéncia a diminuir o numero de cruzamentos e o levantamento nas
quatro patas (Tabela 1), o mesmo ndo foi observado nas fémeas possivelmente devido as
diferengas neuroquimicas entre os sexos (GOUDA et al., 2022; CARTOCCI et al., 2019).
Sabe-se que o TEA acomete 2-3x mais homens do que mulheres (ARBERAS; RUGGIERI,
2019). Essa tendéncia ¢ confirmada por uma parte dos trabalhos encontrados na literatura, em
que o uso do VPA ocasiona diminuicdo da locomocao e aumento da ansiedade (WAGNER et
al., 2006; ORNOY et al., 2019). Outro estudo aponta resultado conflitante, em que o VPA
aumentou a locomogdo de animais quando comparado ao controle (LARNER et al., 2021). E
possivel que nesse trabalho, o tamanho da amostra e andlise estatistica ndo tenham
conseguido capturar o real efeito comportamental do &4cido valproico quanto a esses
parametros.

Em relagdo ao comportamento repetitivo e estereotipado analisado pelo teste de
marble burying e frequéncia do grooming observada no teste de campo aberto, os animais
desse estudo também ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 1 e 2). Resultados
diferentes foram encontrados por outros autores, no qual o uso de VPA (principalmente no

pré-natal) ¢ capaz de induzir comportamento repetitivo (EISSA et al., 2019; CHEN et al.,
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2020). Distingdes na metodologia podem justificar as diferengas de resultados relatadas, por
exemplo, se o VPA foi administrado em dose Unica ou ndo, sua concentracdo e em qual
periodo do desenvolvimento do animal, pré ou pos-natal (GANDHI; LEE, 2021; LARNER et
al.,2021).

Quanto ao teste de interagdo social, o VPA foi capaz de reduzir o tempo que os
animais ficaram na cdmera com animal, além de aumentar o tempo que eles ficaram na
camera sem animal, indicando diminui¢do na sua sociabilidade (Figura 20). Outros trabalhos
demostram resultados parecidos (MORAKOTSRIWAN et al., 2016; ELNAHAS et al., 2020;
MATTOS et al., 2020). Danos no hipocampo sdo prevalentes em individuos com TEA, e
também sao relatados nos modelos de indugdo com VPA (CRISTIANO et al., 2022;
ARBERAS; RUGGIERI, 2019; CHEN et al., 2020). Essa regido cerebral ¢ essencial para o
processamento da linguagem e semantica, além da criatividade e comportamento emocional.
Desse modo, alteragdes a nivel de hipocampo podem promover retardo da capacidade
exploratoria e social dos animais (TALEB et al., 2021; SCHIAVI et al., 2019; MAROTTA et
al., 2020).

No trabalho de Schiavi e colaboradores (2019), animais expostos ao VPA (pré-
natal, dose unica, 500 mg/kg) tiveram um aumento de receptores dopaminérgicos e a
excitabilidade de neurdnios presentes no nucleo arqueado quando comparado ao controle. E
possivel que o VPA provoque consequéncias quanto ao sistema de recompensa no cérebro no
contexto social, no qual o animal ndo teria um interesse inicial de interagir com outros,
prejudicando possiveis interacdes futuras. Isso indica que uma possivel falha em regides
cerebrais especificas ao comportamento, como estrutura limbica, também pode estar
relacionada a diminui¢do da sociabilidade presente em animais expostos ao VPA. Resultados
semelhantes também sdo encontrados em humanos (MAROTTA et al., 2020; PAVAL;
MICLUTIA, 2021).

Cristiano e colaboradores (2022) avaliaram o perfil inflamatério no hipocampo
em camundongos induzidos com TEA (VPA, pré-natal, 500 mg/kg). Os autores observaram
que o VPA foi capaz de aumentar citocinas pro-inflamatérias (TNF-o e IL-1B) e diminuir IL-
10, uma citocina anti-inflamatéria. Além disso, resultados comportamentais indicaram
diminui¢do de sociabilidade quando comparado ao controle. Em humanos, o TEA também
promove neuroinflamag¢do com aumento de citocinas pro-inflamatorias em algumas regides
cerebrais especificas (ANWAR et al., 2021; MAROTTA et al., 2020). Portanto, um perfil
inflamatorio a nivel de SNC também pode estar relacionado aos comportamentos

caracteristicos desse transtorno (TALEB et al., 2021; CRISTIANO et al., 2022).
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Outra explicac¢do para os resultados comportamentais seria relacionada aos danos
oxidativos provocados pelo VPA a nivel de SNC. O VPA ¢ capaz de aumentar a atividade das
enzimas antioxidantes como catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx) (TALEB et al., 2021). Apesar dessas enzimas funcionarem protegendo o
encéfalo contra danos oxidativos, quando sua atividade ¢ exacerbada podem elevar a
formagdo de espécies reativas de oxigénio prejudicando a atividade neuronal (MATTOS et al.,
2020).

Desse modo, percebe-se que diferentes mecanismos estdo relacionados aos
pardmetros comportamentais observados em animais tratados com VPA, em que multiplos
neurotransmissores € regioes cerebrais parecem estar envolvidas (TAKEDA et al., 2021;
PUTS et al., 2017; GANDHI et al., 2021; CRISTIANO et al., 2022; PUIG-LAGUNES et al.,
2021).

Um resultado principal desse trabalho foi que o uso de whey protein conseguiu
reverter os efeitos provocados pelo VPA quanto ao tempo que os animais ficaram na camera
sem animal (machos) (Figura 21). Resultado parecido foi encontrado em camundongos
tratados com whey protein (89,1% da dieta, durante 30 dias), no qual os animais melhoraram
sua sociabilidade quando comparado ao controle (suplementado com caseina)
(VEKOVISCHEVA et al., 2018). Esse achado pode ser explicado por trés hipoteses
relacionadas com os benéficos do WP: (1) aumento da sintese de receptores de serotonina a
nivel de SNC, um neurotransmissor relacionado com estresse e sociabilidade, (2) melhora do
estresse oxidativo, e, consequentemente, processos inflamatdrios normalmente associados a
fatores comportamentais presentes em transtornos neuroldgicos, e, (3) efeito positivo na
microbiota intestinal que influenciaria em padrdes comportamentais (eixo cérebro-intestino).

O whey protein é considerado fonte de triptofano, um aminoécido precursor da
serotonina, e sua suplementa¢do pode estar relacionada ao aumento dos receptores desse
neurotransmissor no cérebro, melhorando sua captagdo e acao, podendo ter efeito benéfico no
aumento da sociabilidade ¢ diminuicdo do estresse (ASHAOLU, 2019; ZHU et al., 2019;
MOSTAJERAN et al., 2020). A serotonina ¢ um neurotransmissor envolvido em um amplo
espectro de processos do sistema nervoso como sono, apetite e estresse (STASI; SADALLA;
MILANI, 2019). No trabalho de Zhu e colegas (2019), a suplementagdo com whey protein
hidrolisado (2 mg/kg/dia, durante 21 dias) em camundongos melhorou parametros
inflamatorios com diminui¢ao de IL-1f e IL-6 no hipocampo, hipotadlamo e coértex pré-frontal.
Além disso, quando o WP foi enriquecido com triptofano, esses resultados foram acentuados

com melhora da pardmetros comportamentais, indicando a influéncia especificamente desse
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aminoacido em processos inflamatorios e serotoninérgicos.

Outro fator relevante € o eixo cérebro-intestino ¢ a sua relagdo com mudangas
comportamentais. Danos a barreira epitelial provocada por processos inflamatdrios cronicos
aumentam a permeabilidade da mucosa e promovem uma rea¢do imunologica sistémica
podendo interferir no comportamento (BERCIK et al., 2011; LAVELLE; SOKOL, 2020;
HUGHES; ROSE; ASHWOOD, 2018). O modelo utilizado nesse trabalho com VPA também
estd associado a mudangas na barreira intestinal com infiltragdo de linfocitos T e neutrdfilos
(FAVRE et al., 2013). Resultados desse estudo indicam que WP melhorou a diversidade da
microbiota, além de promover crescimento de Lactobacillus spp., ¢ predominio do filo
Firmicutes. Portanto, o uso de whey protein influenciou a composi¢ao da microbiota que pode
ter alterado parametros imunologicos e comportamentais, contudo, apenas em um dos testes e
em uma das observagdes essa relagdo foi verdadeira. Diferencas quanto ao tipo de fonte
proteica, quantidade e tempo de suplementagdo podem ter relacdo com a melhora de fatores
inflamatorios intestinais, e, consequentemente, comportamentais (ANWAR et al., 2021;
ASHAOLU, 2019; BOSCAINI et al., 2021)

Em relacdo ao teste Y-maze, os resultados indicaram que o whey protein tem o
potencial de aumentar a memoria de trabalho, corroborando com outros trabalhos encontrados
na literatura (YU; ZHAO, 2021; DALZOCHIO et al., 2013). Os animais com memoria de
trabalho intacta, e, portanto, fungdes do cortex pré-frontal intactas, se lembrara dos bragos
visitados anteriormente ¢ mostrard uma tendéncia maior a entrar em um brago que ndo foi
visitado recentemente (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI 2018). O whey protein é uma
proteina de alta qualidade que contém quantidades significativas de todo os aminoacidos
essenciais necessarios ao corpo humano, possivelmente melhorando a resposta imunoldgica e
a capacidade antioxidante no cérebro, interferindo na memodria e aprendizagem

(BUMRUNGPERT et al., 2018; VESKOUKIS et al., 2020).

6.4 Efeitos na microbiota

A microbiota intestinal pode ser considerada como um o6rgdo metabodlico de
extrema importancia para a saude do individuo (ADAK; KHAN, 2019; AVILA;
SOUTHARD-SMITH, 2022). Ela participa da regulacdo de varios processos metabdlicos e
tem papel central na homeostase da barreira intestinal, absor¢cdo de nutrientes e sintese de
vitaminas e aminoacidos essenciais (KARLUND et al., 2019; BUTEL et al., 2018). No
presente estudo, a suplementacdo de whey protein foi capaz de influenciar beneficamente a

microbiota intestinal dos filhotes, com aumento tanto da diversidade como da quantidade de
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colonias bacterianas encontradas quando comparado aos grupos controle e TEA (Tabela 3).
Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura (MONTEIRO et al., 2016; MASARWI
etal., 2018).

Dietas ricas em proteinas aumentam o metabolismo de aminoacidos no colon
podendo beneficiar o hospedeiro (BOSCAINI et al., 2021; DIETHER; WILLING, 2019).
Esses aminoacidos podem servir de substrato para as bactérias ja presentes a nivel intestinal,
em que a sua fermentagdo pode gerar metabolitos com efeitos sistémicos importantes (JOINT
RESEARCH CENTER, 2018; GOMAA, 2020). Os principais géneros capazes de fermentar
proteinas sdo: Clostridium, Desulfovibrio, Peptostreptococcus, Acidaminococcus, Veillonella,
Propionibacterium, Bacillus, Bacteroides e Staphylococcus (DALLAS et al., 2017). Amonia,
aminas biogé€nicas e compostos fenolicos sdo exemplos de compostos gerados pela
fermentagdo bacteriana de proteinas. Esses by-products podem influenciar em processos
imunomodulatdrios e neuroldgicos importantes, além de interferir na fung¢do da barreira
intestinal (NIELSEN et al., 2020; PICKARD et al., 2017). No presente trabalho, os grupos
suplementados com WP apresentaram algumas dessas espécies, como Peptostreptococcus €
Staphylococcus (Tabela 3).

Nesse estudo, o grupo suplementado com WP apresentou maior quantidade de
bactérias do filo Firmicutes e menor quantidade de bactérias do filo Proteobacteria, j& no
grupo tratado com VPA essa relacdo foi inversa (Tabela 4). Pesquisas recentes indicam que a
presenca de uma microbiota desbalanceada e a infiltracdo por linfocitos T na mucosa
intestinal estdo relacionadas com uma resposta imune alterada em individuos com TEA
(ROSE et al., 2018; FAVRE et al., 2013). A presenca de disturbios gastrointestinais como
diarreia e constipacdo também pode ser explicada, pelo menos em parte, pela presenca de
alteracdes da microbiota intestinal, que se manifesta através de composi¢ao anormal desses
microrganismos (ROSE et al., 2018; MADRA; RINGEL; MARGOLIS, 2020). A microbiota
no TEA ¢ normalmente caracterizada pela presenca de alguns géneros especificos como
Clostridium, Ruminococcus, Bacteroidetes, Bacteroides e Desulfovibrio (IGLESIAS-
VAZQUEZ et al., 2020). Desse modo, a modificagdo na ingestio de nutrientes através da
suplementagdo com WP poderia ser propicia no tratamento na mudanca da composi¢do da
microbiota e melhora dos sintomas em individuos com TEA.

Um ponto relevante a ser falado ¢ de que a suplementagdo com WP, em qualquer
populagio, deve ser avaliada individualmente (VIDAL-LLETJOS et al., 2017). Diferengas na
digestibilidade, fonte, quantidade e qualidade das proteinas ingeridas influencia na sua

fermentagdo a nivel intestinal e coldonico, além de fatores individuais como idade, sexo e
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estado de saide (ASHAOLU, 2019). Em criangas predispostos geneticamente ao TEA, o uso
de qualquer suplemento pode ter efeito contrario ao desejado (SANCTUARY et al., 2018). O
tratamento com WP seria vantajoso no contexto da recuperagdo da microbiota intestinal com
melhora no estresse oxidativo naqueles individuos que apresentem disbiose e disfuncdo da
permeabilidade intestinal (SANCHEZ-MOYA et al., 2017, MEDINA-VERA et al., 2019;
ZHAO et al., 2019; SWIATECKA et al., 2017).
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7 LIMITACOES

O presente trabalho apresentou algumas limitagdes. Nas analises hematologicos e
bioquimicas teve-se um prejuizo consideravel quanto ao nlimero de amostras disponiveis, em
que o n de cada grupo foi relativamente pequeno. Para tentar contornar esse viés, as amostras
de machos e fémeas foram somadas para as andlises estatisticas, e, se pode ter uma nogao
quanto aos efeitos dos diferentes tratamentos nos animais.

Outra limitagdo apresentava foi relaciona ao teste de interacdo social, em que
aparato utilizado foi o de camundongos apesar dos animais serem ratos da linhagem Wistar.
Entretanto, como os animais eram filhotes teve-se pouco prejuizo. Além disso, os resultados
desse teste foram significativos entre os grupos, indicando diminui¢do da sociabilidade nos
animais tratados com VPA. Outro ponto ¢ de que teria sido interessante avaliar regides
cerebrais especificas quanto a concentracdes de neurotransmissores € presenca de estresse
oxidativo, tais achados poderiam justificar os resultados comportamentais encontrados e
acrescentariam ao estudo.

Quanto as andlises microbioldgicas, caso fosse utilizado uma metodologia de
sequenciamento genético do microbioma dos animais talvez a riqueza de resultados seria
maior. Apesar disso, as andlises por culturas bacteriologicas também demostraram resultados
pertinentes, em que houve diferenga entre os grupos tanto na quantidade quanto na
diversidade de espécies encontradas. Finalmente, acreditamos que o estudo propds uma
abordagem valida sobre o modelo de indug¢do com VPA no pds-natal, com resultados

significativos em diversos pardmetros avaliados
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8 CONCLUSAO

A administragdo em dose unica de 4cido valproico causou danos relevantes quanto
aos indicadores hematoldgicos, bioquimicos € comportamentais, além de alterar a microbiota
intestinal. A suplementagdo com whey protein ndo conseguiu modificar a maioria dessas
alteracdes e a sua administracdo isoladamente ndo alterou nenhum parametro sanguineo.
Além disso, o suplemento ndo conseguiu reverter a perda ponderal. Contudo, o whey protein
foi capaz de melhorar o tempo que os ratos machos passaram na cdmera sem animal, e
potencializou significativamente a memoria dos animais evidenciado pela diminui¢do do
retorno e aumento da alterndncia entre os bracos, em fémeas e machos, respectivamente. O
whey protein também recuperou a diversidade e aumentou quantidade do perfil bacteriologico
encontrado, contribuindo beneficamente na composi¢do da microbiota intestinal dos animais
avaliados.

Portanto, esses achados sugerem que a suplementagdo com as proteinas soluveis
do leite de vaca pode ser satisfatoria quanto a composi¢do da microbiota intestinal, além de
melhorar pardmetros comportamentais. Novas pesquisas sdo necessarias para melhor entender
quais aspectos neurofisiologicas e anatdmicos no TEA estdo relacionados a esses achados,

além de clarificar inconsisténcias encontradas na literatura.
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