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RESUMO

Pessoas com Transtorno do Espectro Autista (TEA) séo afetados em diversos
segmentos da vida incluindo educacédo, saude, moradia, emprego, beneficios sociais
e mercado de trabalho, resultando em um alto custo econémico que se estende até
a fase adulta. Atualmente, ndo existem terapias farmacolégicas definitivas ou
eficazes para o TEA. A Aloe vera é uma planta utilizada como remédio popular em
diversas culturas por mais de 2000 anos para tratar diversos disturbios e doencas
devido seus efeitos anti-inflamatorios, antimicrobianos e imunomoduladores.
Portanto, o presente estudo tem por finalidade avaliar o efeito neuroprotetor do Aloe
vera em filhotes de ratos Wistar em modelo de autismo gestacional induzido por
acido valproico. Foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos, do qual foi
realizado o acasalamento e administrado nas ratas o acido valproico 400 mg/kg ou
salina no 12,5° dia de gestacdo. Apds o desmame, os filhotes dessas matrizes foram
separados em grupos e tratados com Aloe vera (100 mg/kg) ou solugéao salina por
28 dias. Ao término do tratamento, os animais foram submetidos aos testes de
campo aberto, interacdo social, Y-maze e marble burying, posteriormente, o sangue,
o intestino grosso, as fezes foram retirados para analises. Os resultados
demonstraram que a administracdo do acido valproico causou danos relevantes
quanto aos indicadores hematolégicos e bioquimicos e comportamentos autista-
simile do quais o tratamento via oral com Aloe vera de 100 mg/kg foi capaz de
reverter a maioria destas alteracdes. Foi observada a reversdo da perda ponderal,
de alguns danos bioquimicos (ureia, HDL e fosfatase alcalina), além de agir em
alguns comportamentos alterados, produzindo aumento da locomogéao, reversédo do
comportamento repetitivo e estereotipado e melhora de interacdo social. Desse
modo, o tratamento com o Aloe vera teve uma influéncia positiva, melhorando os
parametros comportamentais e bioquimicos, reduzindo os efeitos tdéxicos do acido
valproico, sugerindo uma perspectiva positiva para tratamento de sintomas do
autismo e abrindo uma nova via de estudo para utilizagdo desse fitoterapico em

transtornos mentais.

Palavras-chave: Aloe. Transtorno do Espectro Autista. Neuroprotecdo. Acido

valproico.



ABSTRACT

People with Autistic Spectrum Disorder (ASD) are affected in several segments of life
including education, health, housing, employment, social benefits and the labor
market, resulting in a high economic cost that extends into adulthood. Currently, there
are no definitive or effective pharmacological therapies for ASD. Aloe vera is a plant
used as a folk remedy in several cultures for more than 2000 years to treat various
disorders and diseases due to its anti-inflammatory, antimicrobial and
immunomodulatory effects. Therefore, the present study aims to evaluate the
neuroprotective effect of Aloe vera in Wistar rat pups in a model of gestational autism
induced by valproic acid. Wistar rats of both sexes were used, which were mated and
administered valproic acid 400 mg/kg or saline on the 12.5th day of pregnancy. After
weaning, the offspring of these breeders were separated into groups and treated with
Aloe vera (100 mg/kg) or saline solution for 28 days. At the end of the treatment, the
animals were submitted to open field tests, social interaction, Y-maze and marble
burying, later, the blood, the large intestine, the feces were removed for analysis. The
results showed that the administration of valproic acid caused significant damage in
terms of hematological and biochemical indicators and autistic-like behavior, of which
oral treatment with Aloe vera 100 mg/kg was able to reverse most of these changes.
The reversal of weight loss, of some biochemical damage (urea, HDL and alkaline
phosphatase) was observed, in addition to acting on some altered behaviors,
producing increased locomotion, reversal of repetitive and stereotyped behavior and
improvement of social interaction. Thus, treatment with Aloe vera had a positive
influence, improving behavioral and biochemical parameters, reducing the toxic
effects of valproic acid, suggesting a positive perspective for the treatment of autism
symptoms and opening a new avenue of study for the use of this herbal medicine in

mental disorders.

Keywords: Aloe. Autism Spectrum Disorder. Neuroprotection. Valproic acid.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) € um transtorno de
neurodesenvolvimento considerado altamente prevalente, afetando 1:44 criancas de
8 anos no Estados Unidos (BAXTER et al., 2015; TSAI et al., 2012). E caracterizado
por dificuldade na comunicacdo e socializacdo, deficiéncia de raciocinio e padrées
comportamentais estereotipados que se manifesta antes dos 3 anos e persiste até a
fase adulta que pode variar quanto a intensidade em cada individuo (ARAUJO;
NETO, 2014; LIU et al., 2019; LOUIS, 2012).

Os pesquisadores Romero e colaboradores (2016) acreditam que “devido
ao numero crescente de estudos relacionados ao desenvolvimento de problemas
psiquiatricos em relacdo ao TEA, que posteriormente era atribuido como
caracteristica do transtorno, o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais - 5 (DSM-5) associou esses problemas como uma comorbidade”. Acerca
disso, sabe-se que as comorbidades psiquiatricas e sistémicas sdo quatro vezes
mais prevalentes em individuos com TEA, destacando-se transtornos depressivos,
transtornos de humor, distarbios de sono e disfuncdes gastrointestinais
(BEOPOULOS et al., 2021; HUDSON; HALL; HARKNESS, 2019; LIU et al., 2006;
TYE et al., 2019).

A etiologia é caracterizada como multifatorial e complexa (VIEIRA et al.,
2020; LORD et al., 2018a), porém varios autores discorrem sobre o papel da
neuroinflamacdo que pode ocasionar em um dano ao tecido cerebral devido a
cascata de citocinas pro-inflamatérias presentes no TEA (OTTUM et al., 2015; MASI
et al.,, 2014; ERTA, QUINTANA, HIDALGO, 2012). Além disso, esse aumento da
atividade inflamatoria é frequentemente ligado a disfuncdo do sistema imunol6gico
de individuos com TEA(CROEN et al., 2008). Uma possivel explicacdo para ocorrer
a atividade inflamatodria € a desregulacdo do sistema imunologico materno que sera
transferido para o compartimento fetal a partir dos anticorpos maternos cerebrais
reativos durante a gestacdo (BRIGIDA et al., 2017; SINISCALCO et al., 2018).

A seletividade alimentar, recusa a alimentacdo ou padrbes alimentares
exigentes sdo comportamentos prevalentes em criancas com TEA e isso pode

ocasionar um efeito negativo na propria microbiota intestinal(KODAK; PIAZZA, 2008).
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A disbiose é definida como um disturbio na homeostase da microbiota intestinal
devido a um desequilibrio na propria flora, alteracdes de composicao funcional e nas
atividades metabdlicas ou na distribuicdo local que € associado a diversas
patologias (BHATTARAI; MUNIZ PEDROGO; KASHYAP, 2017; LARSEN et al., 2010;
SALONEN; DE VOS; PALVA, 2010), inclusive distarbios psiquiatricos (ANDERSON
et al., 2016; KOOPMAN; EL AIDY, 2017; MALKKI, 2014).

A dishiose e o0s disturbios gastrointestinais sdo associados com o
aumento da gravidade de sintomas neurocomportamentais como ansiedade,
irritabilidade e retraimento social mais graves em criancas com TEA (DE THEIJE et
al., 2011; ROSE et al., 2018). Especificamente sobre as disfuncbes gastrointestinais,
pesquisas demonstram que h& alteracdes na microbiota como o aumento da
permeabilidade intestinal e infecg&o intestinal pelo Clostridium difficile em pacientes
com TEA (DE ANGELIS et al., 2013; D’EUFEMIA et al., 1996; DIAZ HEIJTZ et al.,
2011; PARRACHO, 2005), inclusive sintomas como dor abdominal, gases, diarreia,
constipacao e flatuléncia sdo quatro vezes mais prevalentes em criangas com esse
transtorno (FURLANO et al., 2001; MARLER et al., 2017).

Em decorréncia da heterogeneidade de seus sintomas em relacdo a
variabilidade genética, as comorbidades e a apresentacdo desse transtorno tanto em
homens como em mulheres, ha um grande impacto na qualidade de vida bem como
em seus familiares para lidarem com o diagnoéstico, intervencédo e tratamento desse
transtorno (FARO et al., 2019; PASSOS; KISHIMOTO, 2022; SERRA, 2010). N&o
existe uma cura para TEA e as opc¢des de tratamento farmacolégicos para melhorar
0s sintomas centrais do transtorno séo limitados devido os seus efeitos colaterais
(LORD et al., 2018b), demonstrando assim, a importancia da busca de medicagdes
eficazes para apresentar uma boa qualidade de vida para esses pacientes (MASI et
al., 2017).

A Aloe vera é uma planta tradicional que antigamente era descrita como
“a planta da imortalidade” pelos egipcios devido a sua utilizacdo em algumas
misturas para tratar pessoas com tumores malignos (CATHCART; STEBBING, 2016).
Atualmente é uma planta que € utilizada como um ingrediente valioso como
alimentos funcionais, cosméticos e medicamentos (ESHUN; HE, 2004; HES et al.,
2019).
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Em virtude dos seus multiplos compostos ativos, a Aloe vera €
amplamente estudada com intuito de avaliar as suas possiveis atividades
terapéuticas (ABDOLLAHNEJAD et al., 2016; FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014;
GAO et al., 2019). Portanto, 0 que se sabe atualmente € que essa planta possui
efeitos anti-inflamatérios (LANGMEAD; MAKINS; RAMPTON, 2004; NAINI et al.,
2021), imunomoduladores (HARLEV et al., 2012), antioxidante (HU; XU; HU, 2003;
NEJATZADEH-BARANDOZI, 2013). Além disso, tem estudos que englobam o seu
possivel efeito no tratamento de cancer (CATHCART,; STEBBING, 2016; XIE et al.,
2021), diabetes (DAVIS; MARO, 1989; RAJASEKARAN et al., 2006), colite ulcerosa
(NAINI et al., 2021) e depressdo (FOADODDINI; ALINEJAD MOFRAD, 2020;
SALEHI et al., 2011). Tendo em vista que o TEA tem diversas comorbidades que sao
associados com o aumento da gravidade do transtorno e que Aloe vera apresenta
efeitos farmacologicos antioxidantes, anti-inflamatorios e imunomoduladores,
espera-se analisar o uso do Aloe vera a fim de propor um novo meio de tratamento

para pacientes com este transtorno.

1.1 Problemada pesquisa

Como consequéncia da sintomatologia do transtorno do espectro autista,
0s pacientes sao afetados em diversos setores da vida, incluindo educacao, saude,
moradia, emprego, beneficios sociais e mercado de trabalho, resultando em um alto
custo econbmico que se estende até a fase adulta que frequentemente € de
responsabilidade da familia(BUESCHER et al., 2014; GANZ, 2007).

Atualmente, ndo existem terapias definitivas para TEA, 0s pais procuram
tratamentos alternativos que costumam ser caros e potencialmente perigosos
(FATTORUSSO et al., 2019; RAO et al., 2009). As dietas restritivas, por exemplo,
limitam ainda mais a variedade de ingestdo de alimentos, o que pode resultar em

uma deficiéncia de macronutrientes e micronutrientes (DOENYAS, 2018).

Recentemente, de acordo com Yagi, Hasegawa e Shiba (2022) ha dados
em relacdo a compostos presentes no Aloe vera que demonstra ser possivel a
utilizag&do no transtorno do espectro autista. Além disso, estudos demonstram que 0
Aloe vera possui atividades farmacoldgicas que englobariam como um possivel
tratamento até mesmo das comorbidades neurolégicas associadas a parte

emocional em individuos com TEA, como o efeito calmante e de melhora de humor
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(ASOKKUMAR; RAMACHANDRAN, 2020), tratamento de sindromes metabdlicas
(NAINI et al.,, 2021) e até mesmo o seu efeito antidepressivo (FOADODDINI;
ALINEJAD MOFRAD, 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os possiveis efeitos do tratamento por Aloe vera em filhotes de
ratos Wistar em modelo de autismo gestacional induzido por acido valproico afim de

reduzir 0s sinais e sintomas atenuantes.
2.2 Objetivos especificos

— Realizar avaliagdo ponderal dos animais para avaliar o possivel efeito
protetor do Aloe vera no dano ponderal ocasionado pelo acido valproico.

— Avaliar o comportamento dos animais em testes aplicados para modelo
de autismo para avaliar o possivel efeito neuroprotetor do Aloe vera.

— Efetuar a analise de parametros hematolégicos (células das séries
vermelhas e brancas e indices hematolégicos) dos animais;

— Realizar andlise de parametros bioguimicos dos animais;

— Efetuar a andlise histoldgica do intestino dos animais
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Transtorno do Espectro Autista

Em 1943, o psiquiatra infantil Leo Kanner descreveu pela primeira vez a
condicao de autismo infantil, do qual ele expos 11 criangas apresentavam “disturbios
autistas de contato afetivo”, “dificuldade de linguagem” e “movimentos motores
repetitivos” denominando “disturbios autisticos do contato afetivo” (KANNER, 1943).
Naquela época, acreditava-se que o autismo poderia ser uma forma inicial e precoce
de esquizofrenia (MCPARTLAND; VOLKMAR, 2012).

Atualmente, o transtorno do espectro autista (TEA) é caracterizado como
transtorno de neurodesenvolvimento, com sintomas que se originam nos primeiros
anos de vida, como déficits de comunicacdo social e interacdo social e

comportamentos sensoriais-motores repetitivos ou estereotipados (SENA, 2014).

3.2 Epidemiologia

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention(2021), o indice de
prevaléncia do TEA nos Estados Unidos é de 1:44 criancas de 8 anos, sendo 4
vezes mais comum em meninos do que meninas. De acordo com Gomes e
colaboradores (2015), “é concebivel que até 1,5 milhdo de brasileiros vivam
atualmente com TEA” com base aos estudos internacionais que estimavam esse
transtorno(BAIRD et al., 2006; KOGAN et al., 2009; MAENNER et al., 2020).

Apesar de existir estudos preliminares da cidade Atibaia em S&o Paulo
(FARAS; AL ATEEQI; TIDMARSH, 2010) e de Armazém em Santa Catarina (BECK;
BUSS; NEVES, 2021), o Brasil ndo apresenta dados epidemiolégicos de prevaléncia
em censo populacional. O autor Baio e colaboradores (2018) acreditaram que houve
um aumento da prevaléncia mundial do TEA devido a maior facilidade de acesso a
informacdes sobre o transtorno e do desenvolvimento de ferramentas de

identificacéo precoce.

O TEA é 4,2 vezes mais prevalente entre meninos do que em meninas
nos Estados Unidos (MAENNER et al., 2020). Devido isso, as ferramentas de
diagnéstico podem ser inespecificas quando tratamos de tragcos autistas em

mulheres, ocasionando em um diagnostico tardio ou errdbneo desse transtorno
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(GIARELLI et al., 2010; LOOMES; HULL; MANDY, 2017; RUBENSTEIN; WIGGINS;
LEE, 2015; YOUNG; OREVE; SPERANZA, 2018). Dessa maneira, fica evidente ha
necessidade de estudos para aumentar a compreenséao do transtorno e o tratamento

para mulheres com TEA.

3.3 Diagnostico

Os sinais e sintomas podem se manifestar entre 6 e 12 meses de idade,
porém essas apresentacdes diagndsticas podem néo ser claras o suficiente para o
julgamento clinico, sendo necessario um acompanhamento e avaliacdo clinica mais
minuciosa, podendo ser considerado um diagndstico mais seguro a partir dos 24
meses de idade (CHARMAN; BAIRD, 2002; GUTHRIE et al., 2013; RISI et al., 2006).

Os critérios de diagnose advém da 52 edicdo do Manual Diagnéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) e da 112 revisdo a Classificacdo
Internacional de Doenca (CID11) que contribuiu para a identificacdo precoce. Ambos
se concentram em areas centrais do transtorno como as deficiéncias de
comunicacdo e interagdo social e comportamentos repetitivos, que sédo adquiridos
apos obtencdo de informacdes detalhadas do desenvolvimento do paciente por
familiares ou de outros individuos que associado ao exame clinico resulta no
diagndstico do transtorno (LORD et al., 2006; RISI et al., 2006). No DMS-5, existe
uma classificacdo abrangente de TEA, englobando quatro transtornos que
anteriormente eram separados como o0 transtorno autista, sindrome de Asperger,
transtorno desintegrativo da infancia e transtorno global do desenvolvimento sem
outra especificacdo (ARAUJO; NETO, 2014).

3.4 Etiologia

Vérios paradigmas foram desenvolvidos ao longo dos anos que podem
estar associados a causa e 0 seu possivel envolvimento no TEA, como os
paradigmas relacionais, neurodiversidade, ambientais e genéticos, sendo esses dois
altimos de profundo interesse para os pesquisadores (CHASTE; LEBOYER, 2012;
CLARA et al.,, 2021). A etiologia do TEA é caracterizada como multifatorial e
complexa devido ao seu conjunto amplo e variavel de sintomas neuropsiquiatricos
(CAREAGA et al., 2017; KRAKOWIAK et al., 2017; LORD et al., 2018a; VIEIRA et al.,
2020).
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O estado inflamatoério cronico e de baixo grau em diferentes areas do
cérebro sdo associadas a etiologia do TEA devido principalmente ao aumento de
citocinas pro-inflamatoérias que foram associadas em estudos clinicos e pré-clinicos
de TEA (ERTA; QUINTANA; HIDALGO, 2012; MASI et al.,, 2014; OTTUM et al.,
2015). A citocinas pro-inflamatorias interleucina-6 (IL-6) e o interferon-y (IFN-y)
regulam diversos processos de neurodesenvolvimento e servem como mediadores
importantes de neuroinflamacdo através do seu papel de ativagcdo da microglia
residente, macrofagos e células T, consequentemente essa neuroinflamacdo pode
ocasionar em um dano ao tecido cerebral (HEUER et al., 2019; SASAYAMA et al.,
2017; STREIT; MRAK; GRIFFIN, 2004).

Estudos relacionados a hereditariedade genética com familiares e
gémeos demonstram que a herdabilidade do autismo varia de 40 a 90% (CROSS-
DISORDER GROUP OF THE PSYCHIATRIC GENOMICS CONSORTIUM et al.,
2013; GAUGLER et al., 2014a). Além disso, alteracdes em genes com importancia
para o desenvolvimento e fung&o cerebral estdo envolvidos no desenvolvimento do
TEA, desde uma Unica mutacao até um acumulo de mais de mil alelos de baixo risco,
metilacdo e acetilacdo das histonas, polimorfismos de nucleotideo Unico sao
associados ao transtorno, incluindo a disfuncdo mitocondrial, neurodesenvolvimento
anormal e disfuncédo da formacéo e estabilidade das sinapses durante o periodo de
neurodesenvolvimento (ANNEY et al., 2012; BOURGERON, 2015; DURAND et al.,
2007; GOINES; VAN DE WATER, 2010; JOSSIN, 2020a; ROSSIGNOL; FRYE, 2012;
SANDERS et al., 2011).

Estudos demonstram que até 50% da incidéncia do TEA pode ser
causada por drogas, exposi¢cdes toxicas, idade dos progenitores, nutricdo entre
outros (DENG et al., 2015; EDELSON; SAUDINO, 2009; GAUGLER et al., 2014b).
Estudos demonstram que complicagdes gestacionais, como no corddo umbilical,
lesdo ou trauma no nascimento, hemorragia materna, anemia neonatal,
incompatibilidade dos grupos sanguineos ABO ou Rh foram associadas
significativamente com o risco de desenvolver TEA (GARDENER; SPIEGELMAN;
BUKA, 2009, 2011; JACKSON; ROBINSON, 2001; SAGHAZADEH et al., 2017
WANG et al., 2017).
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O consumo de alcool e medicamentos durante a gestacdo bem como a
exposicao a infeccdes virais e/ou bacterianas e a exposi¢cado a xenobidticos também
s&o considerados como um fator de risco (ATLADOTTIR et al., 2010; ELIASEN et al.,
2010; GALLAGHER et al., 2018; JIANG et al., 2016; NAPOLI et al., 2013;
PERRONE-MCGOVERN; SIMON-DACK; NICCOLAI, 2015; SHELTON et al., 2014;
ZERBO et al.,, 2015). Dentre esses medicamentos, drogas antidepressivas e
anticonvulsivantes s&do associadas ao atraso no desenvolvimento e mau
funcionamento cognitivo associados ao TEA (KOBAYASHI et al., 2016; MEADOR,
[s.d.]; VERONIKI et al., 2017).

A desregulacdo do eixo intestino-cérebro tem sido associada como
possivel fator de risco na patogénese do TEA (DAVOLI-FERREIRA; THOMSON;
MCCOQY, 2021; OH; CHEON, 2020; RISTORI et al., 2019). A disbiose microbiana no
TEA € associada a um aumento da permeabilidade na barreira intestinal
ocasionando em um comprometimento da absorcdo de nutrientes e favorecendo a
entrada de endotoxinas e outros produtos bacterianos no sistema sanguineo
circulatorio (DALTON et al., 2014; DE MAGISTRIS et al., 2010). Foi observando em
estudos que pacientes com TEA apresentam uma anormalidade na fisiologia
gastrointestinal como uma menor diversidade bacteriana (FINEGOLD et al., 2017;
KANG et al., 2013), um desequilibrio dos filos Bacteriodetes e Firmicutes
(FINEGOLD, 2008; WANG et al., 2013; WILLIAMS et al., 2012), uma maior
abundancia de espécies de Clostridium (FINEGOLD, 2008; FINEGOLD et al., 2002;
PARRACHO, 2005; SONG; LIU; FINEGOLD, 2004) e uma reducéo de acidos graxos
de cadeias curtas (AGCCS), especificamente de butirato (ADAMS et al., 2011). Os
AGCCs, como o butirato, propionato e acetato, sdo produzidos como produtos de
fermentacao por bactérias intestinais atuam atravessando a barreira sangue-cérebro
(BBB) e participam na producéo de serotonina e dopamina (DE ANGELIS et al.,
2013).

3.5 Comorbidades

Existe uma alta incidéncia de comorbidades em criancas com TEA e que
sdo associadas a sintomas mais graves relacionados ao autismo(GOLDMAN et al.,
2011; JOSSIN, 2020b; KO et al., 2016; SIKORA et al., 2012). Um exemplo € a

relacédo de disbiose e disturbios gastrointestinais que podem estar associados com o
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aumento da gravidade de sintomas neurocomportamentais como ansiedade,
irritabilidade e retraimento social mais graves em criancas com TEA (DE THEIJE et
al., 2011; ROSE et al., 2018).

Anormalidades  imunoloégicas como  alteragbes nas citocinas,
imunoglobulinas, inflamacéo, atividade celular e autoimunidade sdo associados ao
TEA, demonstrando um possivel potencial de desregulacdo do sistema imune
(KRAKOWIAK et al., 2017; MEAD; ASHWOOD, 2015; ONORE; CAREAGA;
ASHWOOD, 2012; VARGAS et al., 2005). Outras comorbidades que sdo associados
aos pacientes com TEA sdo o comprometimento metabolico (CHENG; RHO;
MASINO, 2017), distarbio gastrointestinal (BERDING; DONOVAN, 2016; KOHANE et
al., 2012; MARLER et al., 2017) e disturbio psiquiatrico ou neurologico (LORD et al.,
2020).

3.6 Tratamento

O tratamento farmacolégico aborda os sintomas comportamentais centrais
do TEA que visam eliminar comportamentos inadequados como agressividade e
sintomas obsessivos-compulsivos, como a utilizacdo de drogas psicotropicas, tais
como aripiprazol e risperidona (MCPHEETERS et al., 2011). Esses medicamentos
possuem efeitos colaterais graves, como nefropatia, hepatopatia e sindrome
metabolica (ADLER et al., 2015), e vérias criangas ndo corresponderam bem o
tratamento (CANITANO, 2008; HURWITZ et al., 2012; STACHNIK; GABAY, 2010).

Devido as inumeras comorbidades do TEA, é dificil encontrar um
medicamento que seja eficaz nas suas principais deficiéncias comportamentais, bem
como muitas vezes 0s pais procuram tratamentos alternativos que costumam ser
caros e potencialmente perigosos para tratar os sintomas de seus filhos (BAUMAN,
2010; FATTORUSSO et al., 2019; MORGAN; ROY; CHANCE, 2003; RAO et al.,
2009). Isso demonstra a importancia de estudos com medicamentos

complementares e alternativos para o tratamento desse transtorno.

3.7 Modelo animal em autismo

Os modelos animais de TEA foram desenvolvidos para atuar como um
meio de avaliar potenciais farmacos e entender melhor a base neurolégica do

transtorno (LARNER et al., 2021b). Existe algumas caracteristicas para que um
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organismo seja um modelo adequado para estudar uma patologia como alteracéo
biolodgica analoga que pode causar a doenca humana e a resposta similar a tratamos
que poderiam melhorar a doenca (NORTON, 2013; PATTERSON, 2011,
SILVERMAN et al., 2010).

Os animais submetidos a intervencdes genéticas sdo utilizados
frequentemente nos estudos de TEA, principalmente para realizacdo de estudos
moleculares e patolégicos de alteracBes cerebrais relevantes (ORNOY; WEINSTEIN-
FUDIM; ERGAZ, 2019). Os camundongos knockout que ndo possuem o gene FMR1,
mutacBes no gene que codifica MECP2 e camundongos BTBR T+ tj/J desenvolvem
comportamentos de interacdo social e comunicacdo prejudicados, bem como
movimentos motores prejudicados e repetitivos (BHATTACHARYA et al., 2012;
MEYZA; BLANCHARD, 2017; SAMACO et al., 2013).

Dentre os modelos ndo genéticos, existem os modelos de inducéo a partir
de processo inflamatério ou infeccioso. Um exemplo disso é o modelo de inducéo
por inflamacdo desencadeada pela injecdo na gravidez com lipopolissacarideos
(LPS) ou acido poliinosinico-policiclidilico (Poli IC), que ocasionam alteracdes
patolégicas e comportamentais semelhante aos autistas (BOKSA, 2010;
CARPENTIER; DINGMAN; PALMER, 2011; OHKAWARA et al., 2015). Infeccdes
ocasionadas pelo virus influenza foi associado com anormalidades na prole como

déficits de interacdo social e inibicao pré-pulso (PATTERSON, 2009).

A exposicao ao acido valproico (VPA) durante a gravidez demonstrou
aumentar o risco de autismo em criancas. Além disso, roedores expostos no pré-
natal a essa droga exibem fendtipos comportamentais caracteristicos da condi¢céo
humana. De fato, a exposicao in Utero de roedores ao VPA representa um modelo
robusto de autismo exibindo validade de face, construto e preditiva (NICOLINI;
FAHNESTOCK, 2018).

3.7.1 Modelo de induc¢éo de autismo por acido valproéico

O acido valproico (VPA) é utilizado no tratamento de epilepsia, disturbios
de humor e enxaqueca, pode atuar na expressao génica no periodo de neurogénese
e ocasionar alteracdes no neurodesenvolvimento como por exemplo atrasar o
fechamento do tubo neural (CHOMIAK; TURNER; HU, 2013; KIM et al., 2011,
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ROULLET et al., 2010). Esse medicamento (Figura 1) exerce seus efeitos clinicos
através de varios mecanismos que ainda sdo estudados atualmente, dentre eles séao
apontadas as alteracdes da sinalizacdo GABAérgica (LINDE et al., 2013), distarbios
no metabolismo do &cido félico (CHRISTENSEN et al., 2013), inibicdo da histona
desacetilase (KATAOKA et al., 2013; PHIEL et al., 2001) e a ativacdo de
MTORC1(SATO, 2016).

Figura 1 — Estrutura quimica do acido valprdico (4cido 2-
propilpentandico)

Fonte: Autor, 2022.

Apés a descoberta que a exposicdo pré-natal ao acido valpréico através
da ingestdo materna resultou em uma maior incidéncia de TEA e que outras
deficiéncias foram desenvolvidas na prole, esse medicamento comecou a ser
utilizado como um modelo para mimetizar os sintomas desse transtorno (MABUNGA
et al., 2015; ROULLET, LAI; FOSTER, 2013a).

As caracteristicas de deficiéncias de intelecto e cognitivo-
comportamentais, ocasionar dishiose microbiana similar o que é observado no TEA e
alteracOes cerebrais similares as que sao descritas de criangas com TEA que s&o
observadas, ap0s a administracdo em quase qualquer estagio da gravidez,
principalmente nas duas primeiras semanas do pos-natal (LIU et al., 2018; RODIER
et al.,, 1997; ROMOLI et al., 2019; ROULLET et al, 2010; SCHNEIDER;
PRZEWLOCKI, 2005a; WAGNER et al., 2006a, 2006b).

Assim como a prevaléncia descrita para pacientes com TEA, ocorre uma

alteracdo no fendtipo de TEA em filhotes fémeas em modelos induzidos de VPA que
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sdo associadas pelo possivel papel desse medicamento na inibicdo da histona
deacetilase (KONOPKO; DENSMORE; KRUEGER, 2017a). De acordo com Kuo e
Liu (2022), “os machos tém uma tendencia a terem fenétipos semelhantes ao TEA
mais grave em comparacdo com as fémeas”, como processamento de atencao
(ANSHU et al., 2017), composicdo da microbiota intestinal (GU et al., 2021) e até
mesmo alteracdes nas respostas imunes (DE THEIJE et al., 2014; KAZLAUSKAS et
al., 2019; KONOPKO; DENSMORE; KRUEGER, 2017b; SCHNEIDER et al., 2008).

3.8 Género Aloe
O género Aloe compreende mais de 500 espécies e corresponde a uma

suculenta planta tropical (Figura 2), resistente a seca que pertence a familia
Asphodelaceae (DING et al., 2014; PARK; LEE, 2006). Possui brotos ramificados ou
nao ramificados, com folhas revestidas com bordas verdes acinzentadas formando
uma roseta, sendo que suas folhas sdo preenchidas com suco leitoso marrom ou

amarelado que contém a maioria dos compostos bioativos (HES et al., 2019).

Figura 2 — llustracao botéanica do Aloe.

Fonte: Aloe. Museu do Universo da farmécia, 2022. Disponivel em:
https://museudouniversodafarmacia.com.br/acervo/moleculas-da-natureza/aloina-2/.
Acesso em 20 de setembro de 2022.

A composicdo quimica presente nas espécies do Aloe pode apresentar
uma variacdo em quantidade e compostos, dependendo de fatores como a espécie,
o cultivo, tempo de colheita, o clima, a posicdo das folhas no caule, a idade da
planta e o0 método de cultivo (GOKULAN et al., 2019). Em sua composi¢cado o Aloe
contém flavonoides, terpendides, lectinas (BOUDREAU; BELAND, 2006; HARLEYV et
al., 2012), acidos graxos, antraquinonas (SURJUSHE; VASANI; SAPLE, 20082),


https://museudouniversodafarmacia.com.br/acervo/moleculas-da-natureza/aloina-2/
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glicoproteinas (RAHMANI et al.,, 2015), homopolissacarideos, polissacarideos
(GUPTA; RAWAT, 2017), taninos, esterdis (campesterol, B- sitosterol), enzimas
(BENZIE; WACHTEL-GALOR, 2011), &cido salicilico, minerais como célcio, cromo,
cobre, ferro, magnésio, manganés, potassio, fésforo, sédio e zinco e vitaminas A, C,
E, B — caroteno, B1, B2, B3, B6, colina, B12 e acido folico (RODRIGUES et al., 2018;
SAHU et al., 2013).

3.8.1 Aloevera

A Aloe vera (L.) Burm. F. ou Aloe barbadensis Miller, conhecida
popularmente como babosa é a espécie mais comum do Aloe, utilizado como
medicamento tradicional em diversas culturas por mais de 2000 anos para tratar
empiricamente uma ampla lista de distarbios e doencas (ATIBA et al.,, 2011;
FOSTER; HUNTER; SAMMAN, 2011; REYNOLDS; DWECK, 1999; VOGLER,;
ERNST, 1999). A Food and Drug Administration (FDA) aprovou o consumo oral do
suco do Aloe como suplemento alimentar assim como a European Commission no
primeiro anexo da regulamentacdo no. 1831/2003 (ULBRICHT et al., 2008).

Numerosos estudos demonstram os seus efeitos farmacolégicos (Figura 3)
como atividade anti-inflamatéria (LANGMEAD; MAKINS; RAMPTON, 2004),
atividade imunomoduladora (HALDER; MEHTA; MEDIRATTA, 2012), atividade
antioxidante (ANILAKUMAR et al., 2010; HU; XU; HU, 2003), atividade
antimicrobiana (HAQUE et al.,, 2019; NEJATZADEH-BARANDOZI, 2013; PHILIP;
JOHN; IYER, 2012), além de testes in vitro que demonstraram o seu possivel uso
como um prebidticos (GULLON et al., 2015; TORNERO-MARTINEZ et al., 2019).
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Figura 3 — Propriedades farmacolégicas do Aloe vera
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Fonte: Autor, 2022.

A Aloe vera demonstrou ter propriedades calmantes e reguladoras de
humor, bem como também a reducdo de sintomas depressivos em animais
(HALDER; MEHTA; MEDIRATTA, 2013; SHAKIB et al., 2019; TABATABAEI et al.,
2017). O estudo Salehi e colaboradores (2011) demonstrou que o Aloe vera
apresentou efeitos antidepressivos significativos quando comparado com o0 uso de

fluoxetina no tratamento da depresséo em ratos.

O Acemannan é o principal polissacarideo bioativo do Aloe vera, do qual
h& muitas aplicac6es farmacoldgicas e bioldégicas nos campos médico e industrial,
como em doencas bucais (BHALANG; THUNYAKITPISAL; RUNGSIRISATEAN,
2013), metabdlicas, cardiovasculares e tumorais (DJERABA; QUERE, 2000).

Estudos demonstraram que outro componente do Aloe vera, aloina,
exibiu propriedade antibacteriana para algumas bactérias comensais e diminuiu a
producdo de butirato em ratos Sprague Dawley, demonstrando um efeito
neuromodulador (GOKULAN et al.,, 2019). O butirato foi associado como
neuroprotetor que pode atuar como um modulador da fungdo mitocondrial
(DONOHOE et al., 2011). Além disso, existem artigos que sugerem a utilizacdo do
Aloe vera para possiveis efeitos nutracéuticos, ou seja, associacdo de complexo de
nutrientes como suplemento alimentar, ou de seu butirato como forma de reduzir os

sintomas de doencas de neurodesenvolvimento ou até mesmo no transtorno do
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espectro autista (AJIBADE, 2018; YAGI; HASEGAWA; SHIBA, 2022; YAGI; PAL YU,
2018).

A comercializacdo de produtos a base de Aloe vem crescendo bastante
nos ultimos anos no mundo, porém no Brasil ainda h& limitagBes para seu consumo
por parte de o6rgdos reguladores como a ANVISA, especialmente pela falta de

estudos que possam assegurar seguranca e eficacia.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais e Aspectos éticos

Foram utilizados ratos machos e fémeas (Rattus Norvegicus) da linhagem
Wistar (250-300g) provenientes do Biotério do Nuacleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara
(UFC). Os animais ficaram alojados em gaiolas, com alimentos e agua ad libitum,
mantidos a um ciclo claro/escuro de 12h.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
Animal (CEUA) da UFC gerando o numero de protocolo n°15120620-0 (Anexo A) e
0s experimentos foram conduzidos de acordo com o Guia de Cuidados e Usos de
Animais de Laboratorio do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos
Estados Unidos da América (2010), sendo os animais manipulados de acordo com

0s principios éticos de experimentacdo animal.
4.2 Drogas e solugdes

O é&cido valpréoico (BIOLAB) e o Aloe vera (NOW FOODS) foram
adquiridos comercialmente. O &cido valproico (VPA) foi diluido em solucéo salina de
0,9% (100 mg/mL, pH 7,3) e foi administrado na dose de 400 mg/kg de peso no
12,5° dia pré-natal via intraperitoneal conforme o protocolo de LIU (2018). Esse
periodo gestacional € uma fase sensivel devido ocorrer a migracéo, diferenciacao e

sinaptogénese dos neurdnios (FAVRE et al., 2015).

4.2.1 Determinacéo da dose de Aloe vera para o tratamento dos animais

Para determinacéo da dose ideal para tratar os ratos, realizamos um teste
toxicidade em Zebrafish no Centro Universitario Christus (Unichristus), do qual foi
submetido ao comité de ética animal da Unichristus, gerando o numero de protocolo
11/22. As doses do Aloe vera foram as de 100, 150 e 200 mg/kg seguindo o
protocolo de Ekambaram, Perumal e Pavadai (EKAMBARAM; PERUMAL; PAVADAI,
2017) ()do qual € administrado as dosagens via intraperitoneal e realizado a analise
do tempo de mortalidade dos peixes. Um grupo sem tratamento (Naive) foi utilizado
como controle. As doses e o niumero de mortos foram utilizados para determinagéo
do DL50 que foi expresso em mg/kg (Quest Graph™ LD50 Calculator, AAT Bioquest,
Inc.).
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De acordo com os resultados obtidos, as doses de 100 mg/kg e 150
mg/kg tem um menor perfil de toxicidade (Grafico 1). Os estudos de Rajasekaran e
colaboradores (2006) e Tabatabaei e colaboradores (2017) também utilizaram a
dose de 100mg/kg de Aloe vera corroborando com esse trabalho.

O Aloe vera foi diluido em solucéo salina de 0,9% (100 mg/mL, pH 7,3) e

foi administrado durante 28 dias.

Grafico 1 — Analise da DL50 das doses de 100, 150 e 200 mg/kg
de Aloe vera em modelo de toxicidade em zebrafish
@ :LCE

X

Fonte: AAT Bioquest, Inc. (2022, July 7). Quest Graph™ LD50 Calculator. AAT
Bioquest. https://www.aatbio.com/tools/Id50-calculator

4.3 Protocolo experimental

Os ratos foram acasalados e mantidos em uma propor¢cdo de duas
fémeas para um macho por caixa durante 5 a 7 dias, onde foi realizado diariamente
esfregaco vaginal para verificar a presenca de espermatozoides e tampéao vaginal.
Caso nado houvesse evidéncias de acasalamento, um novo macho seria introduzido
no lugar do original, porém se fosse identificado a presenca de espermatozoides,
este foi denominado o 1° dia do pré-natal (Figura 4).

Figura 4 — Representagcdo esquematica do desenho experimental
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Legenda: D, dia; PND, dia pré-natal; PPD, pés-natal; I.p, intraperitoneal; VPA, acido valpréico; TEA,
transtorno de espectro autista; TC, testes comportamentais. Fonte: Autor, criado no biorender.

O processo de indugéo dos sintomas autisticos foi realizado no dia 12,5°
de gestacdo, sendo administrado 400 mg/kg de &cido valpréico (grupo induzido
autismo) ou solucdo salina (grupo controle) nas matrizes via intraperitoneal (ip).
Conforme podemos observar na Tabela 1, os filhotes provenientes dessas matrizes
serdo tratados a partir do dia do desmame (PPD 21) por um periodo de 28 dias por
gavagem, via oral, com agua destilada ou de Aloe vera (100mg/kg). No ultimo dia
de tratamento, os animais foram submetidos aos testes de comportamento e
posteriormente(PPD50) dos animais foi realizado a coleta de sangue, a dissecacao
do intestino e eutanasia dos animais. No total foram utilizados 96 animais, sendo 48

fémeas e 48 machos.

Tabela 1 — Identificacdo e distribuicdo dos grupos experimentais

GRUPO ADM. ADM. SEXO VIA DE N° DE
NA MATRIZ NO FILHOTE ADM. ANIMAIS
1 Controle Agua destilada Macho Oral 12
2 Aloe vera
Controle Macho Oral 12
(100mg/kg)
Controle Agua destilada  Fémea Oral 12
Aloe vera
Controle Fémea Oral 12
(100mg/kg)
5 Acido ) _
Agua destilada Macho Oral 12

valproéico



29

6 Acido Aloe vera
' Macho Oral 12
valproico (100mg/kg)
7 Acido ) _
. Agua destilada  Fémea Oral 12
valproico
8 Acido Aloe vera
3 Fémea Oral 12
valproico (100mg/kg)

4.4 Analise ponderal

O peso (gramas) dos animais foi mensurado diariamente por meio de uso
de uma balanca analitica (BioLab — Brasil) e calculado os valores médios de peso
corporal de cada grupo durante os 28 dias de tratamento dos animais.
Posteriormente, foi comparado o peso dos animais por grupo para avaliar se houve

algum comprometimento.

4.5 Hemograma

O hemograma € um exame que avalia as células sanguineas, ou seja, as
da série branca e vermelha, contagem de plaquetas, reticulécitos e indices
hematoldgicos. A coleta da amostra foi através de puncéo cardiaca, e, o sangue foi
imediatamente encaminhado para o Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicologicas (LACT/UFC). Para realizacdo do hemograma sera utilizado o aparelho
Mindray, BC-5150. O resultado foi fornecido imediatamente com a contagem de
células vermelhas (eritrograma), da linha branca (leucograma) e plaguetas. O grupo

controle foi utilizado como valor de referéncia para andlise dos grupos testes.

4.6 Doseamento bioquimico

Para avaliar os efeitos dos preparados sobre o organismo animal, foi
utilizado o Analisador Bioquimico Automético 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, apés a realizacdo da leitura pelo analisador bioquimico. Os
parametros bioquimicos analisados foram: fosfatase alcalina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina, acido Urico,

glicose, ureia, albumina, proteinas totais, globulinas, triglicerideos, colesterol total e
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fracbes. O grupo controle foi utilizado como valor de referéncia para analise dos

grupos testes.

4.7 Testes comportamentais

No 492 dia pds-natal, os filhotes foram submetidos aos testes de
comportamento. Os testes realizados foram o campo aberto, labirinto em Y,
interacdo social e de enterrar esferas. Entre os testes de comportamento foi
realizado a limpeza dos aparatos com alcool 5% cada vez que um novo animal era
testado, pois a limpeza minimiza os efeitos dos odores que o animal anterior produz,
evitando interferéncias no comportamento do animal durantes os testes (ARAKAWA
et al., 2008).

4.7.1 Avaliacdo exploratéria — Campo aberto (Open field)

O teste do campo aberto foi utilizado para analisar o estado exploratoério e
emocional dos animais (ARCHER, 1973). Foi realizado em uma arena quadrada (40
X 60 x 50 cm) de acrilico cercada durante seis minutos, do qual um sera de
adaptacdo. O piso da arena é divido em nove quadrantes iguais (Figura 5),
permitindo que a atividade locomotora e exploratéria do animal seja mensurada pela
guantificacdo dos cruzamentos (crossings) entre os quadrantes, além de possibilitar
que as entradas na zona periférica sejam também mensuradas, bem como
exploracdes verticais no qual o animal fica apenas apoiado com as duas patas
traseiras sem tocar nas paredes de acrilico do aparato (rearings) e comportamentos
de autolimpeza do qual o animal coca o dorso ou a face com as patas dianteiras

(grooming).

Figura 5 — llustracdo do aparato do teste de campo aberto
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Fonte:Autor,2022.

4.7.2 Avaliacdo da memaria espacial — Labirinto em Y (Y-maze)

Foi utilizado um labirinto em forma de Y com trés “bracos” (10 x 50 cm)
brancos e opacos em um angulo de 120° de separagcao entre eles (Figura 6). O
animal foi colocado no centro do aparato sendo o deixado no ambiente por 8
minutos. Esse teste é para mesurar a vontade dos animais em explorar novos
ambientes. Foi analisado se o animal ap0s entrar muitas vezes em um determinado
“brago” deixara de entra-lo. O numero de entradas em cada “brago” foi registrado e
depois sera calculada a porcentagem de alternacdo entre os “bragos” feita pelo
animal, do qual somente foi considerado uma entrada quando todos os quatro

membros do animal penetrarem em um “brago” do labirinto.

Figura 6 — llustracao do labirinto em Y

Fonte: Autor, 2022.

4.7.3 Avaliagcdo da capacidade de interacdo — Teste de interacdo social

adaptado (Social interaction)

O aparelho do teste adaptado foi uma arena quadrada de campo aberto
(40 x 60 x 50 cm) de acrilico cercada com 9 quadrantes, onde nos quadrantes de
extremidade laterais opostas foram colocadas duas gaiolas adaptadas, uma vazia e
a outra onde sera colocado outro animal desconhecido, do mesmo sexo e tamanho
do animal que foi avaliado (Figura 7). Os ratos receberam 5 minutos de exploracao.
Nesse teste foi avaliado o numero de entradas e o tempo que o animal teste
permaneceu explorando o compartimento com animal e sem animal (RADYUSHKIN
et al., 2009).



32

Figura 7 — llustracdo da interacao social adaptado
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Fonte: Autor, 2022.

4.7.4 Avaliacdo de atividade compulsiva — Teste de Marble-burying (enterrar
esferas)

Esse teste facilita a investigacdo do comportamento compulsivo, neofobia
e ansiedade em roedores (TREIT, 1981). Para a realizacao do teste, utilizou-se uma
caixa de material transparente, com 5 cm de maravalha como ‘cama’ (Figura 8).
Apos a disposicdo da maravalha na superficie, foram colocadas aproximadamente
vinte pequenas esferas de vidro com cerca de um 1cm no didmetro (cologuialmente
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, para evitar a movimentagdo das bolas de gude ou da
maravalha, na caixa com as bolinhas de gude e podem explorar por 30 minutos. As

bolas foram consideradas escondidas se estiverem 2/3 enterradas na maravalha.

Figura 8 — llustracao do teste de marble burying
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Fonte: Autor, 2022.
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4.8 Analise histolégica

O intestino foi removido e poés-fixados com formol tamponado por 24
(vinte e quatro) horas e encaminhado para o Laboratorio de Patologia do Centro
Universitario Christus. O material foi processado, sendo submetidos a desidratacao
e diafanizagéo, para posterior preparo de cortes histolégicos com Sum de espessura
(Figura 10). As laminas serdo coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e pelo acido
periodico de Schiff (PAS), para evidenciacdo das células caliciformes. Os cortes
histol6gicos serdo examinados em microscoépio de luz (AxionScope, Carl Zeiss, Inc.,
Gottingen, Germany), do qual sera avaliado o aspecto de vilos e cripta, assim como
a presenca de infiltrado inflamatério.

Figura 9 — llustracdo do processo de analise histologica
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Fonte: Autor, 2022.

49 Analise dos dados

As analises estatisticas dos dados foram realizadas através do software
GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego
California EUA). Os resultados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA)
One-way seguido pelo teste de Tukey (post hoc) ou Two-way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey (post hoc), sendo os valores representados pela Média + Erro Padrao

da Média (EPM). O grau de significancia utilizado foi p < 0,05.
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O peso corporal dos filhotes machos e fémeas foi observado diariamente

do primeiro dia de tratamento ao vigésimo oitavo dia. Os animais expostos ao VPA

no periodo pré-natal (Gréfico 2) apresentaram uma reducdo estatisticamente

significativa de peso quando comparado aos grupos controle e Aloe vera (p <0,0001).

Grafico 2 — Analise ponderal dos animais no 1° e 28° dia de
tratamento dos filhotes com idade de 21 dias com Aloe vera e

solucao salina.
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A andlise ponderal dos animais foi realizada a partir do dia do desmame em PND21(primeiro dia de
tratamento). Os dados estdo expressos como média + S.E.M (n = 8-10). (A) Peso corporal dos

machos no primeiro dia de tratamento. Na figura a letra “a” representa *p=0.0161 controle vs. VPA e

controle vs. VPA+Aloe. (B) Peso corporal dos machos no ultimo dia de tratamento. Na figura a letra

[P ]

a

**p <0,0001 em controle vs. VPA e Aloe vs. VPA; “b” *p=0,04 Aloe vs. VPA+Aloe; “c” *p=0,02 VPA vs.
VPA+Aloe (one-way ANOVA seguido do post-hoc de Tukey). (C) Peso corporal dos machos no

primeiro dia de tratamento. Na figura a letra “a” representa *p= 0,0061 e p= 0,0027, controle vs. VPA e
controle vs. VPA+Aloe. (D) Peso corporal dos machos no ultimo dia de tratamento. Na figura a letra “a”
e “c” ****p <0,0001 em controle vs. VPA e Aloe vs. VPA; “a” ***p=0,0008 controle vs. VPA+Aloe; “c”
**p=0,04, VPA vs. VPA+Aloe; “b” **p=0,002 Aloe vs. VPA+Aloe (one-way ANOVA seguido do post-hoc

de Tukey). Abreviagfes: VPA, &cido valproico; Aloe, Aloe vera.
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5.2 Resultados hematolégicos

Em relacdo aos parametros hematologicos, as plaquetas aumentaram
estatisticamente significativo nos grupos que foram induzido autismo por acido
valproico (VPA e VPA+Aloe) comparado aos controles (Controle e Aloe) [F (3, 34) =
5,930, p=0,0023]. O volume plaquetario médio (VPM) [F (3, 35) = 11,17, p <0,0001] e
a concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) [F (3, 34) = 12,7, p
<0,0001] estavam reduzidos estatisticamente significativas em comparag¢ao ao grupo
controle e Aloe, porém nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi

encontrada entre os grupos VPA e VPA + Aloe (Gréfico 3).

Grafico 3 — Pardmetros hematologicos de filhotes que foram
induzido autismo por acido valproico na gestacdo e que foram
tratados com Aloe vera a partir do desmame por 28 dias.
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As matrizes foram administradas no 12,5 com &cido valpréico (400 mg/kg, via i.p) ou salina de 0,9%
(200 mg/mL, via i.p). Apés o desmame das proles, foi administrado Aloe vera (100 mg/kg, via oral) ou
salina de 0,9% (100 mg/mL, via oral) por 28 dias nos filhotes. (A) Plaguetas. Na figura a letra “a”
*p=0,01, controle vs. VPA, controle vs. VPA+ALOE e “b” *p=0,04 Aloe vs. VPA e *p=0,03 Aloe vs.
VPA+Aloe. (F (3, 34) = 5,930, p=0,0023). (B) VPM. Na figura a letra “a” **p=0,004 e **p=0,005 em
controle vs. VPA e controle vs. VPA+Aloe e a letra “b” ***p=0,0005 em Aloe vs. VPA e Aloe vs.
VPA+Aloe (F (3, 35) = 11,17, p <0,0001). (C) CHCM. Na figura a letra “a” **p=0,004 em controle vs.
VPA+Aloe e ***p=0,0002 em controle vs. VPA e a letra “b” ***p=0,0001 em Aloe vs. VPA e **p=0,002
em Aloe vs. VPA+Aloe. (F (3, 34) = 12,7, p <0,0001). Os dados estdo expressos como média = S.E.M
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(n = 8-12). (One-way ANOVA seguido do post-hoc de Tukey). Abreviacdes: VPA, acido valpréico; Aloe,
Aloe vera; VPM, volume plaquetario médio; CHCM. concentragcao da Hemoglobina Corpuscular Média.

Quanto aos outros parametros hematoldégicos como hemacias,

hemoglobina, hematdcrito, VCM, HCM e leucécitos ndo houve nenhuma diferenca

estatistica significativa encontrada em todos os grupos podemos observar na Tabela

2 (p < 0,05).

Tabela 2 — Parametros hematolégicos que nao foram alterados

A CONTROLE VPA VPA +ALOE ALOE
P(AUFf\IAlg"AEggO (MédiatSEM  (MédiatSEM  (MédiatSEM  (MédiatSEM
Min-Max) Min-Max) Min-Max) Min-Max)
, 6.8620,20 6.5020,10 6.6120,07 6.7920,16
HEMACIAS
6.16-7.86 6.05-6,93 6.15-6,92 6.11-7.81
13.97+0,20 13342025 14314021  14,04%0,20
HEMOGLOBINA
1310-15,00  12.20-1440  13,00-1540  13,00-15,00
, 40174052  41,13+075  41.60:0,80  40.50%0,45
HEMATOCRITO
38,20-42,00  39.00-43.80  3850-4620  37,80-42.30
vem 60,03+122  62,41+0,74  61,88+059  5958+083
54,10-64.60  6050-6520  58.80-64.50  54.20-62.20
o 20,47+0.34 20512024 20824021  20,25+035
1910-21,80  19.80-21.40  19,70-22.20  18,20-22,00
e 34,74+021  34,75:024 = 32.74%025  33.35%0,32
33.60-35,80  31,70-33.80  31.60-35,00 33,70-35,90
) 7.6020,61 7.70%0,66 7.8020,61 8.0320,44
LEUCOCITOS
561-11,45 5.90-11,30 5.50-10,40 6.38-11,07
838.7+437.01  980,9+3011  981,0+6458  864,2+29.71
PLAQUETAS
683,0-991.0 868,0-11250 913,0-1128.0  693,0-985,0
o 7.0020,13 6.3120,02 6.3620,04 7224014
6.40-7.50 6.20-6,40 6.20-6,60 6.60-7.80

Legenda: SEM, Erro Padrao da Média; Min, Minimo; Max, maximo; VCM, volume corpuscular médio;
HCM, Hemoglobina Corpuscular Média. ). (One-way ANOVA seguido do post-hoc de Tukey)

5.3 Resultados bioquimicos

Os resultados bioquimicos demonstraram que nos animais com

administracdo de &acido valpréico obtiveram um aumento estatisticamente

significativo da fosfatase alcalina quando comparada ao controle e o grupo Aloe, que
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conseguiu ser revertido quando se comparou o grupo VPA com o grupo VPA + ALOE.
No grafico 4, observa-se que a ureia do grupo VPA houve um aumento
estatisticamente significativo quando comparado ao controle, que conseguiu ser
revertido estatisticamente quando se comparou o grupo VPA com o grupo VPA +
ALOE (p <0,0001). Observou-se uma alteracdo nos niveis de HDL de animais
tratados com VPA que foi estatisticamente significativo em compara¢cdo ao grupo

controle e com grupo que foi tratado somente com Aloe vera.

Grafico 4 — Parametros bioquimicos alterados de filhotes que foi
induzido autismo por &cido valpréico na gestacdo e que foram
tratados com Aloe vera a partir do desmame por 28 dias.
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As matrizes foram administradas no 12,5 com acido valpréico (400 mg/kg, via i.p) ou salina de 0,9%
(200 mg/mL, via i.p). Apés o desmame das proles, foi administrado Aloe vera (100 mg/kg, via oral) ou
salina de 0,9% (100 mg/mL, via oral) por 28 dias nos filhotes. (A) Fosfatase alcalina. Na figura, a letra
“a” ****p<0,0001 em controle vs. VPA, “d” ****p<0,0001 em Aloe vs. VPA e “b” ****p<0,0001 em VPA
vs. VPA+Aloe (F (3, 28) = 19,6, p<0,0001). (B) Ureia. Na figura, a letra “a” *p=0,01 em controle vs.
VPA, “d” *p=0,01 em Aloe vs. VPA+Aloe e “b” ****p<0,0001 em VPA vs. VPA+Aloe. Os dados estao
expressos como média = S.E.M (n = 8-12). (C) HDL. Na figura, a letra “a"*** p=0,0007 em controle vs.
VPA, “d” **p=0,001 em Aloe vs. VPA e “b” **p=0,002 em VPA vs. VPA+Aloe. Os dados estéo
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expressos como média + S.E.M (n = 7-9). (F (3, 29) = 8,697, p=0,0003). (One-way ANOVA seguido do
post-hoc de Tukey). Abreviag6es: VPA, acido valproico; Aloe, Aloe vera.

Quanto ao AST, ALT, proteinas totais, globulinas, &cido arico, albumina,
colesterol total e fracdes, glicemia e creatinina, nenhuma diferenca estatistica

significativa foi encontrada entre os grupos como podemos observar na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados bioquimicos ndo alterados
PARAMETRO CONTROLE VPA VPA + ALOE ALOE

(UNIDADE)  (MédiatSEM) (MédiatSEM) (MédiatSEM) (MédiatSEM)

Glicose
318+25,58 331+23,61 305,9+14,92 313+15,51
(mg/dl)
Creatinina
0,4+0,02 0,37+0,09 0,32+0,04 0,39+0,01
(mg/dl)
Colesterol total
96,04+6,60 100,0+5,24 83,42+1,72 95,73+5,64
(mg/dl)
Triglicérides
144,2+15,95 123,9+17,69 128,8+11,22 155,3+18,87
(mg/dl)
LDL
29,88+4.,87 38,38+3,56 31,58+2 11 35,40+3,56
(mg/dl)
VLDL
28,83+3,19 24,78+3,53 24,09+3,53 25,00+2,58
(mg/dl)
Proteinas totais
6,38+0,16 6,42+0,11 6,32+0,11 6,63%0,15
(g/dl)
Albumina
2,73+0,05 2,83+0,04 2,71+0,05 2,73+0,06
(g/dl)
AST
i) 128,4+19,88 150,5+27,63 86,80+4,14 142,5+24 17
ALT
51,17+2,77 47,25+1,27 41,80+2,2 48,60+3,09
(umn
Globulinas
i) 3,400+0,10 3,500+0,11 3,427+0,07 3,510+0,08
Acido arico
2,45+0,22 2,35+0,15 2,21+0,12 2,40+0,15
(mg/dl)

Legenda: SEM, Erro Padrdo da Média; VCM, volume corpuscular médio; HCM, Hemoglobina
Corpuscular Média.). One-way ANOVA seguido do post-hoc de Tukey (n = 7-10).
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5.4 Resultados comportamentais

5.4.1 Teste de campo aberto

No teste de campo aberto, tanto nos machos como nas fémeas
demonstraram que houve alteracdes estatisticas significativa no grupo VPA. No
campo aberto dos machos observamos que o tratamento com Aloe vera conseguiu
reverter o nUmero de comportamento de autolimpeza quando comparado ao grupo
acido valproico, porém em relacdo ao nimero de cruzamentos observamos que 0S
animais do grupo VPA+Aloe ocorreu um aumento estatistico significativo (Grafico 5E
e 5A). No grupo dos machos que foi administrado VPA, ocorreu um aumento no
namero de elevacdes em comparagdo ao controle que foi revertido pelo tratamento

com Aloe vera (Grafico 5C).

Gréfico 5 — Teste de campo aberto de filhotes que foi induzido
autismo por acido valpréico na gestacdo e que foram tratados
com Aloe vera a partir do desmame por 28 dias.
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As matrizes foram administradas no 12,5 com &cido valpréico (400 mg/kg, via i.p) ou salina de 0,9%
(100 mg/mL, via i.p). Apés o desmame das proles, foi administrado Aloe vera (100 mg/kg, via oral) ou
salina de 0,9% (100 mg/mL, via oral) por 28 dias nos filhotes. Os testes de comportamento foram
realizados no PND48. (A) Numero de cruzamentos (crossing) de machos. Na figura, a letra “a", “b” e
“d” *** p=0,0007 corresponde a controle vs. VPA+Aloe, Aloe vs. VPA+Aloe e VPA vs. VPA+Aloe. (F (3,
30) = 17,31, p<0,0001). (B) Numero de cruzamentos (crossing) de fémeas. Na figura, a letra “a" ***
p=0,0002 em controle vs. VPA+Aloe, ***p=0,0003 em controle vs. Aloe, “d” *p=0,01 em Aloe vs. VPA e
“b” *=0,03 em VPA vs. VPA+Aloe (F (3, 31) = 11,20, p<0,0001). (C) Numero de elevagdes (rearing) de
machos. Na figura a letra “a” *p=0,04 em controle vs. VPA, “d” ***p=0,0002 em Aloe vs. VPA+Aloe e “b”
***n=0,005 em VPA vs. VPA+Aloe. (F (3, 31) = 9,639, p=0,0001). (D) Numero de elevagdes (rearing)
de fémeas. Na figura a letra “d” *p=0,01 em Aloe vs. VPA, “b” *p=0,02 em VPA vs. VPA+Aloe. (F (3, 31)
= 4,78, p=0,0075). (E) Numero de autolimpezas (gromming) de machos. Na figura a letra “a”
**n=0,003 em controle vs. VPA, “d” **p=0,02 em Aloe vs. VPA e “b” **p=0,001 em VPA vs. VPA+Aloe
(F (3, 31) = 14,5, p<0,0001) (F) Numero de autolimpezas (gromming) de fémeas. Na figura a letra “a”
***p=0,003 em controle vs. Aloe, “a” **p=0,005 em controle vs. VPA, “d” *p=0,01 em Aloe vs.
VPA+Aloe e “b” **p=0,001 em VPA vs. VPA+Aloe. (F (3, 33) = 10,38, p<0,0001). Os dados estao
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expressos como média £+ S.E.M (n = 7-10). (One-way ANOVA seguido do post-hoc de Tukey).
Abreviacdes: VPA, acido valpréico; Aloe, Aloe vera. ANOVA seguido do post-hoc de Tukey.

Nas fémeas, observamos que o grupo &cido valpréico associado ao Aloe
teve alteracdes estatisticamente significativas relacionadas tanto com grupo acido
valpréico como com grupo controle, aumentando o nimero de cruzamentos e o
namero de elevagbes e reduzindo o niumero de autolimpeza em comparacdo ao
grupo VPA (Gréfico 5B, 5D e 5F).

5.4.2 LabirintoemY

Quanto ao teste do labirinto em Y, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa no grupo de machos ou de fémeas em relacdo ao tratamento,
demonstrando que o &cido valpréico ndo alterou os parametros relacionados a
memo©éria e o tratamento com o Aloe vera ndo auxiliou no aumento desse parametro,

pois ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre esses grupos (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultado do teste do labirinto em Y

PARAMETRO GRUPO MEDIA+SEM
(UNIDADE) MACHOS FEMEAS
Controle 57,00+3,53 57,89+2,89
Alternancia entre VPA 56,55+2,15 53,24+2,95
os bracgos VPA+ALOE 55,70+3,42 59,09+2,55
ALOE 63,25+2,33 60,77+2,65

Legenda: Macho, n = 7-11. Fémea, n = 7-11. SEM, Erro Padrdo da Média, One -way ANOVA, Tukey
como post hoc test. Nenhum grupo foi significativo comparado ao controle e entre si (p > 0,05)

5.4.3 Interacéao social

Em ambos os sexos, o grupo que foi administrado VPA entrou mais vezes
na camara sem o animal e ficou mais tempo na camera em que nao tinha animal em
comparacdo ao grupo controle (Grafico 6). O tratamento com Aloe vera reduziu
estatisticamente o nimero de entradas e o tempo de permanéncia no ambiente sem
o animal. Além disso, no grupo dos machos e fémeas foi observado que o
tratamento com Aloe vera conseguiu reverter o déficit de sociabilidade ocasionado

pelo grupo induzido com &cido valpradico.

Grafico 6 — Teste de interacéo social de filhotes que foi induzido
autismo por acido valproico na gestacdo e que foram tratados
com Aloe vera a partir do desmame por 28 dias.
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As matrizes foram administradas no 12,5 com &cido valproéico (400 mg/kg, via i.p) ou salina de 0,9%
(100 mg/mL, via i.p). Apés o desmame das proles, foi administrado Aloe vera (100 mg/kg, via oral) ou
salina de 0,9% (100 mg/mL, via oral) por 28 dias nos filhotes. Os testes de comportamento foram
realizados no PND48. (A) Nimero de entradas no ambiente com animal do grupo dos machos. Na
figura a letra “a” **p<0,0005 em controle vs. VPA, “d” *p=0,04 em Aloe vs. VPA+Aloe e “d”
***n=0,0001 em Aloe vs. VPA e “b” *p=0,02 em VPA vs. VPA+Aloe. (F (3, 27) = 12,27, p <0,0001). (B)
Numero de entradas no ambiente com animal do grupo das fémeas. Na figura a letra “a” *p<0,01 em
controle vs. VPA e “b” *p=0,01e m VPA vs. VPA+Aloe. (F (3, 27) = 3,95, p<0,01). (C) Tempo no
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ambiente com o animal do grupo dos machos. Na figura a letra “a” *p=0,02 em controle vs. VPA+Aloe
e ****p=0,0001 em controle vs. VPA, “d” **** p<0,0001 em Aloe vs. VPA e “b” **p=0,006 em VPA vs.
VPA+Aloe. (F (3, 25) = 18,03, p<0,0001). (D) Tempo no ambiente com o animal do grupo das fémeas.
Na figura a letra “a” **p<0,004 em controle vs. VPA, “d” *p=0,03 em Aloe vs. VPA+Aloe e **p=0,001
em Aloe vs. VPA. (F (3, 25) = 18,03, p<0,0001). (E) Nimero de entradas no ambiente sem o animal
dos machos. Na figura a letra “a” ****p<0,0001 em controle vs. VPA, “d” *p=0,01 em Aloe vs. VPA e “b”
*P=0,04 em VPA vs. VPA+Aloe. (F (3, 24) = 11,57, p <0,0001). (F) N° de entradas no ambiente sem o
animal das fémeas. Na figura a letra “a” *p=0,04 em controle vs. VPA, “d” *p=0,01 em Aloe vs. VPA e
“b” **p=0,007 em VPA vs. VPA+Aloe. (F (3, 26) = 4,99, p=0,0072). (G) Tempo na camera sem o
animal dos machos. Na figura a letra “a” ***p=0,0009 em controle vs. VPA, “d” * p=0,01 em Aloe vs.
VPA e “b” ***p=0,0006 em VPA vs. VPA+Aloe. (F (3, 25) = 8,619, p=0,0004. (H) Tempo na camera
sem o animal das fémeas. Na figura a letra “a” ****p=0,0001 em controle vs. VPA, “a” *p=0,03 em
controle vs. VPA+Aloe, “d” **p=0,002 em Aloe vs. VPA+Aloe, “d” ****p<0,0001 em Aloe vs. VPA e “b”
**p=0,002 em VPA vs. VPA+Aloe. (F (3, 25) = 21,12, p<0,0001). Os dados estdo expressos como
média £ S.E.M (n = 6-9). One-way ANOVA seguido do post-hoc de Tukey. Abreviagdes: VPA, acido
valpréico; Aloe, Aloe vera. ANOVA seguido do post-hoc de Tukey

5.4.4 Teste de marble burying (enterrar esferas)

Foram encontradas diferencas s estatisticamente significativas entre os
grupos (p < 0,0001), indicando que no modelo utilizado nesse projeto, os animais
com TEA apresentam comportamentos estereotipados ou padrdes compulsivos e
que o tratamento com Aloe vera pode reverter esse tipo de comportamento tanto em

machos como em fémeas (Gréfico 7).

Gréfico 7 — Teste de marble burying de filhotes que foi induzido
autismo por acido valpréico na gestacdo e que foram tratados
com Aloe vera a partir do desmame por 28 dias.
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As matrizes foram administradas no 12,5 com acido valpréico (400 mg/kg, via i.p) ou salina de 0,9%
(100 mg/mL, via i.p). Ap6s o desmame das proles, foi administrado Aloe vera (100 mg/kg, via oral) ou
salina de 0,9% (100 mg/mL, via oral) por 28 dias nos filhotes. Os testes de comportamento foram
realizados no PND48. (A) Machos Na figura a letra “a” ****p<0,0001 em controle vs. VPA, “b”
**p=0,002 em VPA vs. VPA+Aloe e “d” **** p<0,0001 em Aloe vs. VPA. (F (3, 34) = 19,01, p <0,0001).
(B) Fémeas. Na figura a letra “a” ***p=0,0007 em controle vs. VPA, “b” **** p <0,0001 em VPA vs.
VPA+Aloe e “d” ** p<0,003 em Aloe vs. VPA. (F (3, 29) = 14,62, p<0,0001) Os dados estdo expressos
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como média £+ S.E.M (n = 9-11). One-way ANOVA seguido do post-hoc de Tukey. Abreviagbes: VPA,
acido valprdico; Aloe, Aloe vera. ANOVA seguido do post-hoc de Tukey.

5.5 Resultado da analise histolégica

A andlise do intestino delgado demonstrou a presenca de alteracdes
morfolégicas em relacdo as microvilosidades dos machos (Figura 10). As células
calciformes do controle sdo mais densas do que do grupo acido valproico e as
vilosidades do controle se apresentaram mais largas do que a do grupo acido
valproico (Figura 10A e 10B). Além disso, a coloracéo parece ser mais reduzida nos
grupos de animais que as maes foram tratadas com &cido valpréico do que as que

foram tratadas com controle.

Figura 10 — Analise microscopica (40x) do tamanho das
vilosidades do intestino delgado dos machos

- P R e o < -
10.A — Intestino delgado de filhote macho do grupo controle. Painel 10.B — Intestino delgado de filhote
macho do grupo Acido valpréico. Painel 10.C — Intestino delgado de filhote do grupo que foi tradado
somente com Aloe vera. Painel 1.D — Intestino delgado de filhote macho do grupo Acido valpréico que
realizou tratamento com Aloe vera.
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O grupo VPA associado ao Aloe vera demonstrou ter alteracdes na
presenca de células calciformes menos densas do que o controle, com uma reducao
da altura de vilosidades e comprimento de criptas quando associado ao controle e
acido valpréico (Figura 10D). Com relacdo ao grupo tratado somente com o Aloe

vera apresentou caracteristica similares ao grupo controle.

6 DISCUSSAO

O modelo de inducdo com VPA & comumente utilizado por mimetizar
defeitos cognitivos que se assemelham-se aos sintomas centrais de pacientes com
autismo, visto que essa exposicdo pré-natal afeta diferentes estagios do
desenvolvimento neuronal causando neuro-inflamacdo (ROULLET, LAI; FOSTER,
2013b; SMITH; BROWN, 2014; ZHAO et al., 2019). Estudos relatam que o Aloe vera
possui efeito anti-inflamatoério, antioxidante, imunomoduladoras e neuroprotetoras
(GAO et al, 2019; SAMARH; KHALAF;, HAJHAMAD, 2017; YUEHUA, 2010;
YUKSEL et al., 2016). Devido a esses efeitos, o presente trabalho investigou a
influéncia do tratamento com Aloe vera (100 mg/kg) durante 28 dias em relacdo a
indicadores bioquimicos, hematolégicos e comportamentais, além da analise
histolégica das amostras intestinais para devida avaliacdo das alteracbes

relacionadas.

Nos filhotes que do qual as matrizes receberam VPA no pré-natal, em
comparacao ao grupo controle, obtiveram uma reducéo de peso quando comparado
ao controle e que se estendeu até o final do estudo, sugerindo uma desnutricao
desses animais, esse resultado é caracteristico da administracdo do acido valprdéico
no tratamento pré-natal e pds-natal (AL-ASKAR et al., 2017; ORNOY et al., 2019;
SCHNEIDER; PRZEWLOCKI, 2005b).

O tratamento com o Aloe vera conseguiu reverter a perda de peso tanto
em machos como em fémeas, porém ndo ao ponto de ser significativo em relacéo ao
controle. Os componentes bioativos do Aloe vera sdo associados por ter um papel
fundamental no metabolismo de lipidios e de carboidrato, promovendo uma

regulacdo do peso corporal normal (HES et al., 2019).

Neste estudo, o grupo Aloe vera quando comparado ao controle obteve

alteracdes no parametro hematologico e no parametro bioquimico que se indica
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algum problema inflamatério. Em alguns estudos observou-se que o0 consumo
excessivo do suco de Aloe vera pode ocasionar ndo somente em um forte efeito
purgativo, inflamacao intestinal e causar ma absorcdo dos nutrientes (DEL VALLE-
LAISEQUILLA et al., 2018; SALEHI et al., 2018; SURJUSHE; VASANI; SAPLE,
2008b)..

Ha estudos que demonstram que os glébulos vermelhos de pacientes
com autismo podem ser afetados pelo estresse oxidativo e pela disfuncéo
mitocondrial ocasionado pelo TEA em humanos, alterando a forma e a morfologia
dos eritrocitos (BOLOTTA et al., 2018; PANGRAZZI; BALASCO; BOZzZZI, 2020). A
administracdo de VPA na dose de 400 mg/kg no periodo pré-natal promoveu
alteracbes hematoldgica: aumento das plaquetas, uma reducdo do volume
plaguetario médio e da concentracdo de hemoglobina corpuscular média em
comparacao com o controle. Esse dano néo foi revertido pelo tratamento com o Aloe
vera. Além disso, a administracdo do Aloe vera ndo teve nenhuma diferenca
estatistica significativa em relacdo ao controle, demonstrando que o Aloe vera

isolado ndo alterou nenhum parametro hematologico.

A administracdo de VPA na dose de 400 mg/kg no periodo pré-natal
promoveu uma alteracdo no aumento de ureia e fosfatase alcalina. Autores
observaram que o VPA pode promover mudancas relevantes no metabolismo de
animais quando administrado em altas doses e em fases iniciais de desenvolvimento
embrionéario, devido sua toxicidade pode causar aumento ou diminuicdo de
parametros bioquimicos importantes através de danos em enzimas hepéticas e
diminuicdo de proteinas correlacionadas com o transporte de colesterol em areas
cerebrais que mimetizam os efeitos que sdo associados ao TEA em
humanos(ABDELKADER et al., 2020; CARTOCCI et al., 2019; CHEN et al., 2020;
ELNAHAS et al., 2021; LARNER et al., 2021a, 2021b; ORNOY et al., 2019).

Existem estudos que demonstram que existe estudos contraditorios
referentes ao perfil lipidico apés o tratamento com VPA demonstrando que esse fator
ainda € obscuro e necessita de estudos para destituir essas imprecisdes (AKINDELE
et al.,, 2015; CALANDRE et al., 1991; YALCIN; HASSANZADEH; MAWLUD, 1997,
ZUBERI et al., 2017). No nosso estudo, o VPA ocasionou um aumento do nivel de

HDL, que em alguns estudos é associado como um menor risco cardiovascular.
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Contudo, estudo de Liu e colaboradores (2022) sugere que o alto nivel de HDL pode
estar associado a um risco aumentado de morte por todas as causas e morte

cardiovascular.

O tratamento com Aloe vera, ndo somente reverteu o0s danos
ocasionados pelo VPA, como ndo ocasionou alteracbes bioguimicas quando
comparados ao controle. No estudo RAHOUI e colaboradores (2018), do qual
utilizou 100 mg/kg e 200 mg/kg de Aloe vera em ratos obesos, conseguiram
resultados semelhantes, reduzindo a hiperlipidemia, restaurando o LDL e HDL a
concentracfes encontradas ao grupo controle e reduziram os niveis de glicose,
triglicerideos e colesterol. Além disso, em um estudo de ARORA e colaboradores
(2019) demonstraram que o tratamento com Aloe vera 300 mg/kg pode fornecer uma
protecdo renal, reduzindo o estresse oxidativo e renal e o perfil lipidico. Um dos
mecanismos que podem estar associados com esse controle pode ser devido a
grande quantidade de polissacarideos de alto peso molecular que podem atuar
regulando o metabolismo da glicose e lipidios (ABDELKADER et al.,, 2020;
CARTOCCI et al., 2019; ELNAHAS et al., 2021).

No teste do campo aberto, é possivel analisar o comportamento
exploratério, a ansiedade e comportamentos repetitivos. Obteve-se resultados
divergentes entre o grupo dos machos e o das fémeas. O grupo induzido com VPA
dos machos, quanto a locomoc¢do nao houve alteracfes significativas, porém nos
machos e fémeas ocorreu um aumento de atividade exploratéria quando comparado
ao grupo tratado. Entretanto, o grupo de animais machos que foi administrado Aloe
vera desenvolveu significativamente uma maior locomoc¢éo do que o grupo controle,
demonstrando que o Aloe vera pode ocasionar um efeito ansiogénico, o que difere
do estudo de Kumar e colaboradores (2014), que demonstrou um efeito calmante,
reduzindo do numero de entradas no braco aberto no teste de labirinto em cruz
elevado. Contudo, esse efeito pode ter sido ocasionado devido ter utilizado apenas

extratos com 10% e 20% do extrato de Aloe vera.

O grupo acido valpréico associado ao Aloe vera aumentou a atividade
exploratéria em ambos 0s sexos e reduziu o comportamento de elevacdo somente
em machos, sugerindo um efeito neuroprotetor e amenizando o déficit ocasionado

pelo VPA. Em um estudo com ratos Wistar machos diabéticos induzidos por
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estreptozotocina, 0os animais tratados com somente com Aloe vera 100 mg/kg e o
grupo induzido tratado com Aloe vera 100 mg/kg desempenharam um aumento na
atividade locomotora, exploratoria e autolimpeza, demonstrando um comportamento
ansiogénico, o que corrobora com 0s nossos resultados(TABATABAEI et al., 2017).
Em discordancia, um estudo demonstrou que o Aloe vera ndo teve alteracdes
significativas na locomocéo de animais que foram tratados por via oral durante 21
dias, porém o teste utilizado para avaliar esse parametro foi o rotaroad, que é um
equipamento que mede atividade motora, porém com foco na coordenacdo e
equilibrio dos animais, o que justifica a divergéncia de resultado (HALDER; MEHTA,;
MEDIRATTA, 2013).

O comportamento de autolimpeza e de enterrar esferas sdo associados
ao comportamento estereotipados e repetitivos que estdo presentes no TEA
(ARAUJO; NETO, 2014). O tratamento com Aloe vera foi capaz de reverter esse
comportamento, demonstrando um possivel efeito de neuroprotecdo contra
estereotipias tanto em machos como em fémeas no teste de enterrar esferas como
no comportamento de autolimpeza do campo aberto. Além disso, no o
comportamento de autolimpeza ocorreu uma alteracdo tanto em machos como em
fémeas de forma divergente em relacdo ao controle: os machos obtiveram uma
tendencia em reduzir e as fémeas aumentaram esse comportamento. Ha relatos de
gue fémeas novas tem mais propensado a exibir estereotipias do que os machos
guando submetidas ao modelo de inducdo de autismo por VPA(SCHNEIDER et al.,
2008; SCHNEIDER; TURCZAK; PRZEWLOCKI, 2006). Jeon (2018) sugere que
‘exista um mecanismo protetor ou compensatorio feminino que consiga modular as
diferengas sexuais no modelo de indug¢ao de autismo por VPA” devido as diferencas

comportamentais em relacdo ao sexo.

Os animais de ambos os sexos do qual foram administrados VPA
enterraram menos bolinhas de gude no teste de enterrar esferas em relagcdo aos
animais controle, corroborando com um estudo que utilizou ratos da linhagem Long
Evans de ambos os sexos que obteram o mesmo resultado, porém divergiram na
metodologia devido utilizarem um periodo habitual de 5 minutos e 20 minutos de
teste (MCKINNELL et al., 2021). Varios autores relatam que os animais do qual sédo

submetidos ao TEA por uso do VPA, demonstram uma maior tendéncia ao
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comportamento de enterrar bolinhas do que 0 0s animais controles, essa alteracéo
pode ser explicada devido as distingbes de metodologia, como por exemplo a
linhagem do animal, a habitacdo do teste, a concentracdo de VPA e o periodo de
desenvolvimento do animal (BARONIO et al.,, 2015; CRISTIANO et al.,, 2022,
GANDHI; LEE, 2021; KIM et al., 2014).

O déficit na comunicacao social e interacdo social € um comportamento
caracteristico do transtorno do espectro autista, devido a falta de reciprocidade
socioemocional, dificuldade de fazer e manter relacionamentos e dificuldade de
comunicacdo (FARAS; AL ATEEQI; TIDMARSH, 2010). O teste de interacdo social
consiste em colocar dois roedores desconhecidos em um aparato e avaliar seu
comportamento. Tanto em machos como em fémeas, o VPA foi capaz de aumentar o
namero de entradas, e consequentemente o tempo, do animal na camara sem o
animal, indicando uma reducéo de sociabilidade, corroborando com outros estudos
(DECKMANN et al., 2018; HILL et al., 2015; HIRSCH et al., 2018; MATTOS et al.,
2020). O tratamento com Aloe vera conseguiu reverter esse déficit ocasionado pelo
VPA tanto em machos como em fémeas, que pode ser devido a sua capacidade de
reduzir o dano oxidativo mediado por radicais livres ao cortex cerebral e hipocampo
(PARIHAR et al., 2004).

N&o foi observado alteracées entre o grupo VPA e 0 grupo controle em
relacdo ao teste de labirinto em Y que é utilizado para avaliar a memoaria de trabalho
em ambos os sexos O Aloe vera sozinho ndo interferiu hna memoria e aprendizagem
dos animais. No tratamento com doses maiores, 200 e 400 mg/kg, obteve-se uma
melhora no aprendizado e ha memadria de camundongos no teste de esquiva passiva
e labirinto em cruz elevado (HALDER; MEHTA; MEDIRATTA, 2013).

O intestino delgado € o local onde ocorre o processo de digestdo quimica
e absorcédo de nutrientes através da parede intestinal, visto que a mucos com criptas
de Lieberkiihn é modificada justamente para aumentar a sua superficie, com a
presenca de células cilindricas e células calciformes (ALMEIDA et al.,, 2016;
NASCIUTTI et al, 2016). De acordo com Marler (2017), os disturbios

gastrointestinais sdo quatro vezes mais prevalentes em criangas com TEA.
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O acido valpréico foi associado com uma reducdo na coloracdo no
citoplasma que foi associado a uma possivel reducéo da reacao digestiva no estudo
de Kim e colaboradores (KIM et al., 2013). Além disso, o tratamento com o Aloe
vera em animais induzido TEA conferiu uma redugdo do comprimento das criptas,
esse efeito foi observado no estudo é fortemente relacionado a uma renovacao
tecidual lenta que favorece o intestino delgado reduzindo as possibilidades de danos

ocasionados por patégenos ao intestino (SUJATHA et al., 2017)

Entretanto, a baixa a altura das criptas intestinais € um efeito negativo no
grupo acido valproico associado ao Aloe vera, pois demonstra que aquele local ndo
podera ter um alcance maior de absorcdo de nutrientes (GHAZANFARI;
MOHAMMADI; ADIB MORADI, 2015; NASSIRI MOGHADDAM; ALIZADEH-
GHAMSARI, 2013). Contudo, de acordo com os dados obtidos de nosso estudo nao

houve uma alteracdo que correspondesse a esse efeito.

Observou-se em animais do grupo Aloe vera, que o padrdo morfolégico
do intestino delgado se assemelha ao do controle, ndo ocasionando danos nas
estruturas morfologicas. Estudos demonstraram que o Aloe vera pode atenuar
gastropatia induzida por indometacina(WERAWATGANON et al., 2014), promover
cicatrizacdo da mucosa e aumentar os niveis de citocinas associadas ao processo
inflamatorio em colite induzida(KESHAVARZI et al., 2014) e aumenta a absorcao de
vitaminas C e E (VINSON; AL KHARRAT, ANDREOLI, 2005).

7 LIMITACOES

O presente trabalho apresentou algumas limitacbes em sua realizacéo.
Nas analises hematoldgicos e bioquimicas podemos considerar que tivemos um
prejuizo em relacdo ao numero de animais de cada grupo analisado que foi pequeno,
para que pudéssemos realizar uma melhor analise estatistica tivemos que somar as

amostras de machos e fémeas, ndo sendo possivel analisa-las isoladamente.

Outro ponto a ser discutido é de que teria sido interessante avaliar regides
cerebrais especificas quanto a concentracdes de neurotransmissores e presenca de
estresse oxidativo, tais achados poderiam justificar os resultados comportamentais

encontrados e acrescentariam ao estudo, bem como realizar a analise histologica do
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figado e rins para avaliar os efeitos hepaticos e renais ocasionados pelo VPA e a

analise imuno-histoquimica da histologia do intestino delgado.

Porém, o estudo propds uma abordagem sobre o modelo de inducdo de
autismo com VPA e o tratamento dos filhotes com Aloe com resultados significantes
em diversos parametros avaliados, desta forma consideramos que estes achados
venha a contribuir numa perspectiva futura de aprofundarmos o estudo do uso da
babosa no TEA.

Novas pesquisas sSd0 nhecessarias para clarificar as inconsisténcias
encontradas na literatura em relacdo ao modelo translacional do acido valproico,
bem como também, a realizacdo de analises mais abrangentes como em relacao as
concentracfes neurotransmissores e exames de imagem do tratamento com Aloe

vera.

8 CONCLUSAO

A administracdo do acido valpréico causou danos relevantes quanto aos
indicadores hematoldgicos e bioquimicos e comportamentos autista-simile do quais
o tratamento via oral com Aloe vera foi capaz de reverter a maioria destas alteracoes.
Foi observada a reversao da perda ponderal tanto em machos como fémeas e de
alguns danos biogquimicos (ureia, HDL e fosfatase alcalina). Além disso, em alguns
comportamentos alterados, produzindo aumento da locomocdo, reversdao do
comportamento repetitivo e estereotipado e melhora de interacdo social, bem como

reduzindo os efeitos ocasionados pelo acido valpréico no intestino delgado.

Esse foi o0 um dos primeiros estudos pré-clinico realizado com o Aloe vera
no tratamento do autismo. Os achados iniciais demonstraram que o Aloe vera pode
melhorar parametros comportamentais e bioquimicos, reduzindo os efeitos toxicos
do acido valpréico e desenvolvendo um possivel efeito hepatoprotetor, sugerindo
uma perspectiva positiva para tratamento de sintomas do autismo e abrindo uma

nova via de estudo para utilizacdo desse fitoterapico em transtornos mentais.
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