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1. INTRODUCAO

O autismo é uma neuropatologia caracterizada pelo comprometimento em
diversos dominios comportamentais como interagéo social, linguagem e presenca
de movimentos repetitivos/estereotipados (RUBENSTEIN et al., 2018). Fatores
ambientais e genéticos estdo associados com o surgimento do autismo, sendo
gue a exposicao pré-natal a agentes quimicos como o acido valproéico (VPA), vem
sendo utilizado como indutor de autismo em modelos experimentais (ZUCKER,
2017). Algumas hipoteses sugerem que 0 estresse oxidativo, esta intimamente
relacionado as complicacdes associadas com o autismo (FRUSTACI et al., 2012).

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio do sistema
redox, a favor dos oxidantes contra uma deplecao dos antioxidantes (SIES, 2015).
Espécies reativas ou radicais livres sdo oxidantes formados em condicdes
normais no organismo, porém quando em excesso, promovem danos a
biomoléculas acarretando em disfuncédo celular (BJORKLUND et al., 2017). Os
seres vivos possuem antioxidantes enzimaticos como as enzimas superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidade (GPx) e glutationa-S-transferase
(GST), bem como, antioxidantes ndo-enzimaticos como vitaminas C e E, e obtém
outros da dieta, como compostos fendlicos, flavondides e carotenoides
(HALLIWELL, 2012).

Considerando que o estresse oxidativo esta envolto na patogénese do
autismo, o tratamento com antioxidantes pode ser uma nova abordagem
terapéutica promissora para esta patologia. A guercetina é um composto fendlico
encontrado em diversos alimentos como maca, cebola, uva, cereja, frutas citricas,
brécolis, etc (KASHYAP et al., 2016). Esta substancia possui diversas
propriedades terapéuticas, como atividade antioxidante e neuroprotetora (CHEN
et al., 2017).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do
tratamento com quercetina sobre a interacdo social e em parametros de estresse
oxidativo em hipocampo de ratos submetidos ao modelo pré-natal de autismo
induzido por VPA.

2. METODOLOGIA
2.1 Animais

Para a obtencao dos filhotes foram utilizados casais de ratos Wistar adultos
(60 dias), obtidas do Biotério da UFPel os quais foram mantidos em ambiente com
temperatura (20 - 24°C) e umidade (40 - 60%) controladas, 4gua e alimento ad
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libitum, e ciclo claro/escuro de 12 horas. O protocolo experimental desse estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFPel
(CEEA/UFPel 4961-2016).

2.2 Modelo experimental de autismo e tratamento

O composto fendlico quercetina foi obtido da Sigma-Aldrich, sendo Tween
3% utilizado como veiculo para a solubilizacdo, enquanto que o VPA foi obtido na
forma comercial e solubilizado em salina. As fémeas foram divididas em quatro
grupos (n=3): | - controle, Il - quercetina, Il - VPA e IV - VPA + quercetina. Apos a
comprovacéo do estado de prenhes, as fémeas foram tratadas do 6° ao 18° dia
gestacional de acordo com os grupos, | e lll receberam veiculo e Il e IV quercetina
50 mg/kg por via intragastrica. Para a inducdo do modelo de autismo, no 12° dia
gestacional as fémeas dos grupos Ill e IV receberam uma Unica dose de VPA 800
mg/kg por via intragastrica, enquanto que as fémeas dos grupos | e Il receberam
veiculo. Apés o nascimento das ninhadas, no trigésimo quinto dia de vida os
filhotes foram avaliados no teste de interag&o social.

2.3 Avaliagdo de parametros de estresse oxidativo

No quadragésimo dia de idade, os filhotes foram submetidos a eutanasia, o
encéfalo foi coletado e dissecado para obtencdo do hipocampo. O tecido foi
homogeneizado em tampé&o fosfato de sodio 20 mM contendo 140 mM de KCI (pH
7,4), centrifugado e o sobrenadante foi utilizado para avaliar os niveis de
peroxidacdo lipidica, o conteudo tidlico total (SH) e a atividade das enzimas
antioxidantes GPx e GST. O nivel de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) foi avaliado segundo o método de Esterbauer & Cheeseman (1990) o
gual mede a formacao de malondialdeido. O conteudo tidlico total foi determinado
pelo método de Aksenov e Markesbery (2001), que baseia-se na reducdo do
acido 5,5'-ditio-bis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) por tidis resultando num
derivado amarelo (TNB). A atividade da enzima GPx foi realizada utilizando um kit
comercial (RANSEL®; Randox Lab, Antrim, UK) e a reacdo monitorada em 340nm
de absorbancia. A atividade da enzima GST foi mensurada de acordo com o
método descrito por Habig et al. (1974) o qual baseia-se na conjugacao de 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em meio reacional contendo glutationa, sendo a
atividade da enzima mensurada em 340 nm de absorbancia.

2.3 Anélise estatistica

Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de duas vias
(two-way ANOVA), seguida do teste de post-hoc de Bonferroni. Os resultados
foram considerados significativos quando P<0.05 sendo expressos como média *
erro padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que 0s animais expostos no periodo pré-natal
ao VPA obtiveram reducdo do tempo de interagcdo social, enquanto que o
tratamento com quercetina foi capaz de prevenir esta alteracao (Figura 1). Quanto
aos indicadores de estresse oxidativo foi observado um aumento dos niveis de
peroxidagéo lipidica nos animais submetidos ao modelo de autismo, enquanto
gue a quercetina conseguiu prevenir este efeito (Figura 2A).
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Figura 1: Efeito do tratamento com quercetina sobre o tempo de interagdo social de ratos
submetidos ao modelo experimental de autismo induzido por acido valpréico (VPA). ##P<0.001
diferente do grupo controle. ***P<0.001 diferente do grupo VPA.

Em relacdo a atividade das enzimas antioxidantes GPx (Figura 2C) e GST
(Figura 2D) o VPA induziu redugéo da atividade destas enzimas comparado ao
controle. O tratamento com quercetina foi capaz de prevenir somente a alteracao
na enzima GST quando comparado ao grupo VPA. Néao foi observada diferenca

significativa quanto ao conteudo SH total (Figura 2B).
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Figura 2: Efeitos do tratamento com quercetina sobre os niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) (A), conteldo tidlico total (SH) (B) e sobre a atividade das enzimas
glutationa peroxidase (GPx) (C) e glutationa-S-transferase (GST) (D), em hipocampo de ratos
submetidos ao modelo experimental de autismo induzido por acido valpréico (VPA). #P<0.01,
##P<0,001 diferente do grupo controle. ***P<0.001 diferente do grupo VPA.

Exames funcionais de neuroimagem em autistas, demonstraram que a
regido do hipocampo esta usualmente implicada na memaria verbal em tarefas de
associacfes entre datas a dias da semana (ZILBOVICIUS et al., 2006).
Considerando que o encéfalo € uma regido rica em lipideos de membrana, isso o
torna altamente susceptivel a peroxidacdo lipidica (HALLIWELL, 2012). No
presente estudo a quercetina conseguiu prevenir as alteracdes sobre a interacao
social e sobre os parametros de estresse oxidativo, este efeito pode ser justificado
possivelmente pela acdo antioxidante deste composto (ATALA et al., 2017).

4. CONCLUSOES
Na busca de alternativas terapéuticas, compostos antioxidantes naturais
com atividade neuroprotetora como a quercetina podem ser uma solugao para
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prevenir o desencadeamento do autismo, em especial em situagbes onde
gestantes precisam fazer uso de terapia anticonvulsivante ou em casais que ja
possuem filhos com autismo.
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