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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Biolégicas e da Saude na Contemporaneidade” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora, em seus 22 capitulos do volume
Il, apresenta a importancia do desenvolvimento de novas pesquisas nos ambitos da
saude e da natureza e ainda a relevancia da busca de novas terapias para o tratamento
de variadas patologias.

O desenvolvimento de pesquisas no campo da saude representa uma ferramenta
importante para a busca de novas estratégias para o diagnéstico, acompanhamento
do curso e tratamento de doencas. E na area da saide que a biotecnologia encontra
algumas de suas aplicagdes mais benéficas e abrangentes. Por meio de diferentes
vertentes biotecnologicas, como a producéo e atuacéo de organismos geneticamente
modificados; a engenharia genética, que permite qualquer tipo de alteracao em nivel de
DNA e experimentos empregando espécies vegetais e/ou compostos isolados para o
desenvolvimento de terapias alternativas e aprimoramento das terapias convencionais.

Atualmente a busca por novos compostos com atividade terapéutica é feita
majoritariamente através da experimentacdo de produtos naturais, uma vez que
muitos destes tém comprovadas cientificamente suas propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias, antineoplasicas, analgésicas, entre outras.

Desse modo, este volume Il apresenta artigos que tratam: das propriedades
antioxidantes de espécies vegetais como o alecrim e o cha verde; estudos
microbiolégicos e de toxicidade de espécies vegetais e animais; caracterizacdo de
acidos nucleicos e proteinas; emprego da engenharia genética para elucidacéo de
mecanismos de acéo e desenvolvimento e experimentagao de alimentos funcionais.
Assim, esta obra é dedicada aos pesquisadores da area de saude, que buscam reciclar
seus conhecimentos por meio de pesquisas relevantes e se atualizar perante as novas
tecnologias e descobertas cientificas e biotecnologicas aplicadas as areas da saude.

Portanto, esperamos que este livro possa estimular outros estudantes e
profissionais de saude ao desenvolvimento de pesquisas e estudos a fim de incorporar
a literatura referéncias atualizadas e possibilitar a aplicabilidade dos resultados dessas
pesquisas as praticas profissionais diarias.

Nayara Araujo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha
Maria Vitéria Laurindo
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RESUMO: Torna-se interessante avaliar os
efeitos da suplementacdo de dmega-3 (w-3) e
acido félico em um modelo animal de autismo
devido a complexidade dos seus sintomas e
da gama de efeitos colaterais causados pelos
farmacos utilizados no seu tratamento. Para
este estudo foram utilizadas 20 fémeas de
ratos Wistar prenhes. No dia gestacional (DG)
9.5 os animais receberam 100 ug/Kg de LPS
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ou solucéao salina. A prole permaneceu com as
maes até o desmame e no dia poés-natal (PND)
22 receberam por via oral w-3, acido félico,
risperidona ou salina em doses especificas.
No PND 30 e 60 realizaram-se os testes de
estereotipia e interagcdo social e no PND 45
Os resultados
demonstraram que a suplementacdo com

o teste de memoria social.

0s nutracéuticos mostrou-se positivamente
efetiva sobre parametros comportamentais,
especialmente a suplementacéo de acido folico,
sugerindo que estes nutracéuticos podem servir
futuramente como uma alternativa terapéutica
nao convencional para o tratamento do TEA.
PALAVRAS-CHAVE: Transtorno do Espectro
Autista, Nutracéuticos, Acido folico.

ABSTRACT: It is
the effects of omega-3 (w-3) and folic acid

interesting to evaluate
supplementation in an animal model of autism
due to the complexity of its symptoms and the
range of side effects caused by the drugs used
in its treatment. For this study Twenty pregnant
females Wistar rats were used. On gestational
day (DG) 9.5 the animals received 100 pg/
kg of LPS or saline solution. The offspring
remained with the mothers until weaning and
on the postnatal day (PND) 22 received orally
w-3, folic acid, risperidone or saline in specific
doses. In PND 30 and 60 was performed the
stereotypy and social interaction tests and in
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the PND 45 the social memory test. The results showed that supplementation with
nutraceuticals was positivelly effective on behavioral parameters, especially folic acid
supplementation, suggesting that these nutraceuticals may serve in the future as a
non-conventional therapeutic alternative for the treatment of ASD.

KEYWORDS: Autism spectrum disorder, Nutraceuticals, Folic acid.

11 INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é caracterizado como um transtorno
multifatorial que causa prejuizos nas areas pertinentes ao comportamento e
interesses, interacao social e comunicacao. Acredita-se que infec¢des bacterianas ou
virais durante o periodo gestacional podem causar alteracbes nas respostas imunes
maternas e desencadear o desenvolvimento do TEA, porém, sua etiologia ainda nao
foi bem elucidada (FORTUNATO et al., 2017).

Devido a complexidade patolégica do TEA, os tratamentos indicados para o
autismo, como o uso de Risperidona, costumam causar diversos efeitos colaterais e
prejudicar a qualidade de vida dos individuos autistas (LAl et al., 2014). Desta forma, a
utilizacdo de nutracéuticos, termo que refere-se um alimento ou parte de um alimento
que fornece beneficios a saude, vem surgindo como uma alternativa terapéutica nao
tradicional objetivando atenuar os sintomas caracteristicos de transtornos complexos
como o TEA (REHMAN et al., 2018; SARRIS et al., 2016).

Considerando os estudos recentes sobre a relacdo entre alteracbes nos
mecanismos pré-inflamatdrios juntamente com o estresse oxidativo e o desenvolvimento
do TEA, propomos investigar os efeitos da intervencao nutricional com édmega-3 e
acido félico sobre parametros comportamentais através de um modelo pré-clinico da
doenca, pois, sugerimos que esta intervencédo possa criar um modelo de integracéo
bem sucedida, melhorando a capacidade antioxidante e atenuando o estimulo pré-
inflamatorio, com diminui¢éo tanto do processo inflamatério quanto do dano decorrente
deste.

2 | MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
do Sul de Santa Catarina sob o protocolo 16.015.4.01.1V. Para tal, foram utilizadas
20 ratas fémeas Wistar prenhes, pesando entre 250 e 300g, que foram acasaladas
com 10 machos da mesma linhagem e peso. Durante todo o experimento, 0s animais
permaneceram em padrdao sanitario e em temperatura controlados (22°C+1°C),
com periodos de luz artificial (12 horas claro/escuro) e receberam racdo comercial
padronizada e agua ad libitum.

Para a caracterizagcao do modelo animal de autismo a partir da ativagcao imune
materna descrita por Kirsten et al. (2010), as matrizes foram divididas aleatoriamente
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em dois grupos. Um dos grupos recebeu a administragcao intraperitoneal (ip) de uma
unica injecao de lipopolissacarideo (LPS) extraido da bactéria E. coli (Sigma-Aldrich
Co.®), na dose de 100 pg/Kg no 9.5° dia gestacional (DG), caracterizando o grupo
experimental (LPS-tratados) (KIRSTEN et al., 2010). O segundo grupo recebeu
apenas solucao NaCl 0,9% estéril via ip no volume equivalente ao grupo experimental,
caracterizando o grupo controle (Salina-tratados). A prole de cada um dos grupos
experimentais foi subdivida em outros 4 grupos no dia pés natal (DPN) 21, periodo em
que é feito o desmame, de acordo com o tratamento recebido:

Grupo Salina + Salina (n=10) Grupo LPS + Salina (n=10)
Grupo Salina + Risperidona (n=10) Grupo LPS + Risperidona (n=10)
Grupo Salina + AGP w-3 (n=10) Grupo LPS + AGP w-3 (n=10)
Grupo Salina + Ac. félico (n=10) Grupo LPS + Ac. flico (n=10)

O AGP w-3 foi administrado na dose de 0,8 g/kg, via oral, durante 21 dias
consecutivos e a solucao salina foi administrada no mesmo volume, na mesma via e
durante o mesmo periodo de tempo conforme descrito por FORTUNATO et al. (2017).
A risperidona (grupo controle-positivo) foi diluida em solugdo salina e administrada
na dose de 1,0 mg/kg, via oral por 21 dias consecutivos, configurando o grupo
controle positivo. O 4cido folico foi administrado na dose de 50mg/kg durante 7 dias
consecutivos por via oral. Todas as administra¢des iniciaram no DPN 22. No DPN 30
e DPN 60 foram realizados os testes de interacao social e estereotipia de acordo com
o proposto por Schneider e Prezewlocki (2005) e no DPN 45 foi realizado o teste de
memodria social conforme a metodologia de Barichello et al. (2007).

Fim do

tratamento Teste de
Desmame (Acido félico) memédria social

I I f

DPN21 DPN22 DPN28 DPN30 DPN42 DPN45 DPN60

! ! | !

Inicio dos Testes de Fim do Testes de
Tratamentos Interagdo social tratamento Interagdo social

e estereotipia (w3, Risp e 5al) e estereotipia

Figura 1 — Delineamento experimental dos periodos de tratamento e dos testes
comportamentais.

Fonte: Elaboragéo dos autores, 2018.

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prismv. 5 e
os dados paramétricos foram avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA)
e 0s grupos foram comparados entre si através do post-hoc de Tukey. A significancia
estatistica foi considerada para valores de p<0,05 e todos os dados foram expressos
como média + desvio padréo.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso dos nutracéuticos na prevencao de doengas ou promog¢ao da saude &
uma tendéncia emergente e bastante promissora, pois, eles possuem a capacidade
de alterar funcbes metabdlicas e fisiologicas. Do mesmo modo, autores afirmam que
suplementagdes com nutracéuticos tém sido utilizadas no tratamento de doencas
neurolégicas e neuroinflamatorias, como: doenca de Alzheimer (AD), doenca de
Parkinson (DP) e autismo (PANDAREESH et al., 2018; MOORE et al., 2010; JAEGER
et al., 2017).

Dentre os nutracéuticos mais utilizados destacam-se o acido félico e o 6mega-3.
O acido félico € comumente utilizado por gestantes para prevenir alteracdes na
formacéo do tubo neural. Contudo, muito tem se discutido se estes efeitos também
podem ser estendidos para as alteracdes neurocomportamentais como as encontradas
no TEA. Uma revisdo realizada por Gao et al. (2016), mostrou que existem fortes
evidéncias de que a suplementacdo com acido folico possa causar efeitos benéficos
no neurodesenvolvimento e diminuir as caracteristicas comportamentais tipicas do
TEA.

Da mesma forma, um estudo experimental realizado por Fortunato et al. (2017)
mostrou que a suplementagdo com o acido graxo poli-insaturado 6mega-3 foi capaz
de reverter pardmetros comportamentais e bioquimicos associados a um modelo de
TEA induzido pela ativagao imune materna.

Os nutracéuticos, de maneira geral, exercem um papel fundamental na
regulacao do metabolismo energético e das vias de sinalizagdo que agem modulando
a neurotransmissao e a neuroinflamacédo, além de estimular a atividade de fatores
neurotréficos envolvidos na neuroplasticidade e na prevencdo de doencgas
neurodegenerativas (PANDAREESH et al., 2018; MAZZIO et al., 2011).

Segundo Fortunato et al. (2017), apesar de a etiologia do TEA ainda ser
desconhecida, suspeita-se que a neuroinflamacdo possa estar envolvida na sua
fisiopatologia. Kirsten et al., (2010) postularam que a administracdo de LPS no 9,5°
DG de ratas é capaz de causar alteracdes comportamentais compativeis com o TEA
na prole e que isto seja decorrente da ativagdo imune materna.

Os resultados dos testes de estereotipia (PND 30 e PND 60) mostraram que o
grupo LPS + Salina apresentou um aumento significativo na frequéncia de movimentos
estereotipados quando comparado com o grupo Salina + Salina, corroborando com o
modelo da doenca proposto por Kirsten et al. (2010).

Quanto aos tratamentos, pode-se verificar que o0s animais tratados com
Risperidona e Acido Félico de ambos os grupos apresentaram frequéncia de grooming
significativamente menor quando comparados com os grupos Salina + Salina e LPS
+ Salina, sugerindo uma melhora do comportamento estereotipado. Ainda foi possivel
verificar que os tratamentos com Risperidona e Acido Félico foram significativamente
mais efetivos no grupo LPS quando comparados com o tratamento Omega-3 (Gréafico
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1A e 1B).
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Graéfico 1 — Frequéncia de grooming no PND 30 (Figura 1A) e no PND 60 (Figura 1B) dos
grupos: Sal + Sal, Sal + Risperidona, Sal + Omega-3, Sal + Acido félico, LPS + Sal, LPS +
Risperidona, LPS + Omega-3, LPS + Acido félico. *dados significativos quando comparados
com o grupo Sal + Sal; **dados significativos quando comparados com o grupo LPS + Sal; #
dados significativos quando comparados com o grupo LPS + Acido folico.

Fonte: Elaboracdo dos autores, 2018.

Os resultados dos testes de interacdo social ndo mostraram diferencas
significativas. Ja os resultados do teste de memdria social apresentaram significancia
em dois parametros: seguir e passar por cima. No parametro de seguir houve uma
diminuicéo significativa entre os grupos Salina + Risperidona e LPS + Acido Félico
quando comparados com o grupo LPS + Salina (Grafico 2A).

O grupo LPS suplementado com Acido Félico apresentou diminuic&o significativa
no parametro de passar por cima quando comparado com o grupo LPS + Salina e
em ambos os parametros o grupo LPS + Omega-3 apresentou uma tendéncia a
diminuicéo, porém nao significativa (Grafico 2B). Estes dados permitem sugerir que a
suplementacgao foi capaz de reverter os danos na memoria de reconhecimento social
causados pela exposicao pré-natal ao LPS.
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Graéfico 2 — Frequéncia de seguir (Figura 1A) e de passar por cima (Figura 1B) do teste de
memoria social dos grupos: Sal + Sal, Sal + Risperidona, Sal + Omega-3, Sal + Acido félico,
LPS + Sal, LPS + Risperidona, LPS + Omega-3, LPS + Acido félico. * dados significativos
guando comparados com o grupo LPS + Sal.

Fonte: Elaboracdo dos autores, 2018.
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A suplementacéo tem se mostrado eficaz para a prevencédo ou melhora dos
sintomas de doencgas neurodegenerativas que estao associadas ao estresse oxidativo
e a neuroinflamacdo por desempenharem um papel importante no desenvolvimento
cognitivo normal (PANDAREESH et al., 2018).

Segundo os resultados dos testes, a suplementagdo com acido félico foi mais
expressiva e, de acordo com aliteratura, esta intimamente relacionada com a diminuicéo
de defeitos congénitos relacionados ao tubo neural e pode auxiliar na diminuicéo do
surgimento de desordens neurobiolégicas do desenvolvimento (GAO et al., 2016).
Além disso, Santos & Pereira (2007) sugerem que a suplementacéao pds-natal deste
nutracéutico pode reduzir as manifestagdes clinicas de individuos ja afetados por
doencas neurolbgicas, corroborando, assim, com os dados deste trabalho.

Considerando os dados encontrados neste estudo, sugerimos que uma
intervencado nutricional com diferentes nutracéuticos, como o 6mega-3 e acido folico,
pode vir a ser uma alternativa terapéutica eficaz na diminuicdo das manifestacoes
clinicas encontradas no TEA, sendo capaz de melhorar a capacidade antioxidante
e atenuar o estimulo pré-inflamatério com diminuigéo tanto do processo inflamatério
guanto do dano decorrente deste. O reconhecimento dos beneficios dos nutracéuticos
no TEA pode mudar a forma como a doenga é conceituada e as futuras decisdes
acerca do arsenal terapéutico, impactando positivamente na qualidade de vida dos
pacientes autistas, familiares e cuidadores.

41 CONCLUSOES

A suplementacdo com nutracéuticos, em especial a com acido félico, foi capaz
de atenuar os paradmetros comportamentais caracteristicos do TEA. Acredita-se que
tais fatos tenham sido decorrentes das agdes neuroprotetoras destas substancias
e que estes nutracéuticos possam vir a ser utilizados como possiveis alternativas a
utilizacdo dos farmacos convencionais. Contudo, é necessario que sejam realizados
mais estudos para verificar a efetividade destas substancias em estudos clinicos.
O conhecimento dos efeitos positivos destes nutracéuticos para pacientes autistas
traz beneficios ndo s6 para os sujeitos afetados, como também para a familia e os
profissionais envolvidos com o tratamento destes.
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