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Resumo

MATTOS, Bruna. Efeitos do tratamento com quercetina em parametros de
estresse oxidativo e na atividade da enzima delta-aminolevulinato desidratase
em cérebro de ratos submetidos a um modelo experimental de autismo, 2019.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Bioquimica e

Bioprospeccéao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O transtorno do espectro autista (TEA) € uma desordem caracterizada por
movimentos repetitivos/estereotipados e dificuldades de interacéo social. Evidéncias
sugerem um envolvimento do estresse oxidativo na patogénese do TEA de modo
que o tratamento com moléculas antioxidantes podem ser benéficas contra os
sintomas desta patologia. Sendo assim, a quercetina, um flavonoide com atividades
antioxidante, anti-inflamatéria e neuroprotetora pode ser capaz de reduzir o dano
oxidativo. Desta forma, este estudo visou avaliar os efeitos preventivos do pré-
tratamento com quercetina em parametros comportamentais, de estresse oxidativo e
na atividade da enzima delta-aminolevulinato desidratase (6-ALA-D) na prole de
ratas submetidas a um modelo de TEA induzido por acido valpréico (VPA). Ratas
Wistar prenhes foram divididas em quatro grupos: |- Salina; 1l- quercetina; lll- VPA,
IV- VPA/quercetina. A quercetina (50 mg/kg) foi administrada por via oral do 6,5 ° dia
ao 18,5° dia de gestacdo. No 12,5° dia de gestacdo as ratas dos grupos Il e IV
receberam VPA na dose de 800 mg/kg via oral. ApOs a eutanasia, o cOrtex cerebral,
hipocampo, estriado e cerebelo foram utilizados para as analises bioquimicas. Os
resultados demonstraram que a pré-exposicdo ao VPA gerou reducdo do peso,
aumento da laténcia durante a locomocéao, reducdo do tempo de interacdo social, e
aumento do limiar nociceptivo, aumento dos indicadores de estresse oxidativo e
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes nas estruturas cerebrais, além de
redugdo na atividade da enzima &-ALA-D em hipocampo. O pré-tratamento com
quercetina foi capaz de prevenir tais alteracfes, além de modular a atividade da
enzima O-ALA-D, sugerindo que a quercetina possui importantes propriedades

antioxidantes e neuroprotetoras para prevenir as complicagdes associadas ao TEA.

Palavras-chave: autismo, estresse oxidativo, flavonoide, -ALA-D.



Abstract

MATTOS, Bruna. Effects of treatment with quercetin on oxidative stress and on
the activity of the delta-aminolevulinate dehydratase enzyme in rat brain
submitted to an experimental model of autism, 2019. Dissertation (MSc.) —
Programa de Pos-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

Autism  Spectrum Disorder (ASD) is a disorder characterized by
repetitive/stereotyped movements and difficulties in social interaction. Evidence
suggests an involvement of oxidative stress in the pathogenesis of ASD and
treatment with antioxidant molecules may be beneficial against the symptoms of this
pathology. Thus, quercetin, a flavonoid with antioxidant, anti-inflammatory and
neuroprotective activities may be able to reduce oxidative damage. Thus, this study
aimed to evaluate the preventive effects of quercetin pretreatment on behavioral,
oxidative stress and delta-aminolevulinate dehydratase (8-ALA-D) activity parameters
in offspring of rats submitted to an induced ASD model. valproic acid (VPA).
Pregnant rats were divided into four groups: |- Saline; Il- quercetin; llI-VPA; IV-
VPA/quercetin. Quercetin (50 mg/kg) was administered orally from 6.5 days to

18.5 days of gestation. On the 12th day of gestation, the rats of groups Il and IV
received 800 mg/kg oral VPA. After euthanasia the cerebral cortex, hippocampus,
striatum and cerebellum were used for biochemical analysis. The results showed that
VPA pre-exposure led to weight reduction, increased latency during walking,
reduction of social interaction time, and increase of nociceptive threshold, increase of
oxidative stress indicators and reduction of antioxidant enzyme activity in structures.
as well as a reduction in 8-ALA-D enzyme activity in hippocampus. Quercetin
pretreatment was able to prevent such changes and modulate the activity of the &-
ALA-D enzyme, suggesting that quercetin has important antioxidant and

neuroprotective properties to prevent complications associated with ASD.

Key words: autism, oxidative stress, flavonoid, d-ALA-D.
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Apresentacéao

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de um manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As sec¢des Materiais
e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias encontram-se no proprio
manuscrito e representa a integra deste estudo.

O item ConclusGes encontra-se no final desta dissertacdo e apresenta
interpretacdes e comentarios gerais sobre 0 manuscrito contido neste trabalho.

As referéncias referem-se somente as citacfes que aparecem no item
Introducéo e Reviséo Bibliografica desta dissertacao.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica

para o qual foi submetido.
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1. Introducéo

O transtorno do espectro autista (TEA) é uma desordem complexa do sistema
nervoso central (SNC) caracterizado pelo comprometimento em diversos dominios
comportamentais como: interacdo social, linguagem, movimentos repetitivos e
estereotipados, bem como, um vasto processo imaginativo (SILVA & MULICK,
2009). Fatores ambientais e genéticos estdo associados com o desenvolvimento
desta doenca, onde a exposicao a agentes quimicos como o acido valproéico (VPA)
esta relacionado com o aumento da incidéncia de filhos autistas em maes que
utilizaram este medicamento durante a gestagéo (KIM et al., 2017).

O VPA é um farmaco anticonvulsivante com propriedades teratogénicas, que
quando utilizado por gestantes no primeiro trimestre de gestagdo pode gerar
malformacdes cerebrais nos fetos como: defeitos no tubo neural, déficits de
desenvolvimento neuroldgico e nas habilidades vocais (MCVEARRY et al., 2009). O
modelo de inducéo de TEA baseia-se na exposicdo quimica ao VPA no periodo pré-
natal em ratas Wistar no 12,5° dia gestacional (NICOLINI et al., 2017) apresentando
caracteristicas fenotipicas do autismo que podem ser avaliadas através de
parametros comportamentais e do desenvolvimento (CHANG et al., 2017).

Estudos em humanos demonstram que 0 estresse oxidativo pode estar
relacionado com as complicacdes relacionados com o TEA (ESSA et al., 2012; BU et
al., 2017). Desta forma estudos com animais através da exposi¢cao ao VPA tem sido
importantes para compreender a neurobiologia desta complexa patologia (GU et al.,
2013). Existe uma teoria sobre o envolvimento do estresse oxidativo com a inducéo
de TEA pelo VPA, embora este mecanismo ndo esteja bem estabelecido, uma das
explicacbes que podem estar relacionadas, € devido ao cérebro fetal ser mais
susceptivel aos danos gerados por espécies reativas de oxigénio (ERO) (MABUNGA
et al., 2015). Uma vez que o estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio
entre 0s niveis de espécies reativas e a capacidade antioxidante do individuo
(HALLIWELL, 2012), o estudo da atividade das enzimas antioxidantes pode
colaborar para o entendimento desta patologia que ndo possui cura, bem como das
vias de neurotransmissdo que possam estar envolvidas com esta doenca. Além
disto, vém sendo utilizados compostos com caracteristicas antioxidantes como

resveratrol, astaxantina e curcumina, com o intuito de verificar o efeito benéfico
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destes compostos nesta patologia em modelos animais (AL-ASKAR et al., 2017; AL-
AMIN, et al., 2015; BAMBINI et al., 2014).

Considerando que estudos demostram alteracdes de estresse oxidativo no
TEA, a investigacdo da atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPXx),
glutationa-S-transferase (GST) catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD)
podem dar indicios do status redox destes individuos (SIES, 2015). Além destas
enzimas, estudos vém demonstrando que a enzima delta-aminolevulinato
desidratase (6-ALA-D), também pode ser utilizada como um biomarcador de
estresse oxidativo, embora o seu real envolvimento com as alteragcdes encontradas
no TEA, ainda ndo tenham sido investigadas (SOUZA et al., 2007).

Neste sentido, a busca de novos compostos com propriedades antioxidantes
e neuroprotetoras que possam atenuar os danos induzidos pelo estresse oxidativo
no SNC pode ser uma estratégia promissora na busca de novos tratamentos para
reverter e/ou prevenir complicacdes associadas ao TEA. Um dos compostos que
apresenta estas caracteristicas € a quercetina (3,5,7,3’-4’-pentahidroxi flavona), que
€ o principal flavonoide presente na dieta humana, sendo encontrada principalmente
em alimentos como batata, cebola, repolho e macad (HERTOG et al., 1993). Esta
substancia possui diversas propriedades terapéuticas relacionadas com sua
estrutura quimica, como atividade anti-inflamatéria (CHEN et al., 2017), antioxidante
(TINAY et al, 2017) além de apresentar efeitos neuroprotetores em doencas
neuroldgicas como as Doengas de Alzheimer e Parkinson (BABAEI et al., 2018).

Neste contexto, considerando as varias atividades biologicas da quercetina, o
presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos preventivos deste
flavonoide em um modelo animal de TEA induzido pela exposi¢do pré-natal ao VPA,
buscando assim contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
bem como para o estudo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia deste

transtorno.
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2. Objetivos

Objetivo geral

Investigar os efeitos da quercetina em parametros comportamentais, de
estresse oxidativo e na atividade da enzima delta-aminolevulinato desidratase (&-

ALA-D) na prole de ratas submetidas a um modelo pré-natal de autismo.

Objetivos especificos

Nas proles de ratas submetidas ao modelo experimental de autismo induzido
por exposicdo pré-natal ao VPA e tratadas com quercetina foram avaliados os

seguintes parametros:

- Perfil de ganho de peso, atividade locomotora através do teste de campo aberto,
interacdo social e limiar nociceptivo utilizando o teste de retirada da cauda (“tail
flick”).

- Niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO), nitrito, espécies reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS) e sulfidrilas (SH) em cortex cerebral, hipocampo, estriado e

cerebelo.
- Atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST) em cértex cerebral,

hipocampo, estriado e cerebelo.

- Atividade da enzima &-ALA-D em cértex cerebral, hipocampo, estriado e cerebelo.
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3. Reviséo bibliografica

Autismo

O transtorno do espectro autista (TEA) € uma desordem complexa do sistema
nervoso central (SNC), descrito pela primeira vez por Leo Kanner em 1943
(KANNER, 1943). Individuos autistas apresentam distarbios compartilhados em
diversos dominios comportamentais que afetam: a linguagem, a interagdo social, os
processos imaginativos, além de possuirem um padrdo de movimentos repetitivos e
estereotipados (RUBENSTEIN et al., 2018). Estes disturbios geram dificuldades de
relacionamento interpessoal, gerando transtornos de ansiedade, acessos de raiva e
agressividade, depresséo, autolesdes, falta de atencdo, bem como alteragbes do
sono e alimentares (KUMAR et al., 2012). A quinta edicdo do Manual Diagnéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) apresenta uma gama de dados para
realizar o diagnéstico do TEA. Cabe ressaltar que esse diagnostico é realizado
apenas clinicamente durante a primeira infancia e além disto, ndo possui cura sendo
o tratamento realizado apenas de forma paliativa (American Psychiatric Association,
2013).

O tratamento destes individuos pode ser realizado através de farmacos
anticonvulsionantes e estabilizadores de humor como: risperidona, haloperidol,
aripiprazol e valproato de sddio, ou através de tratamento ndo farmacolégico como
por exemplo, terapias educacionais com musicas, esportes, artes, auxilio terapéutico
aos pais e promocédo de interacdo social (Ministério da Saude, 2016). Porém estas
terapias visam somente amenizar 0s sintomas, sem promover a cura da doenca
(Ministério da Saude, 2016).

Atualmente existe uma discrepanc*ia de dados de prevaléncia do TEA. No
Brasil existe apenas dados da prevaléncia da cidade de Atibaia/SP mostrando 0,3%
de incidéncia em criangcas de 7-12 anos de idade sendo que mundialmente a
prevaléncia gira em torno de 1-2% da populacdo infantil, adolescente e adulta
(Ministério da Saude, 2016). Além disto, em paises asiaticos onde ha uma maior
incidéncia de casamentos consanguineos a prevaléncia de TEA €é maior
(ALSHABAN et al., 2019). O dado de prevaléncia mais utilizado € de um estudo

norte-americano indicando a prevaléncia de 1 em cada 68 criancas norte-
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americanas (CHRISTENSEN et al., 2016). Estudos mostram que as criancas do
género masculino sdo quatro vezes mais susceptiveis ao transtorno do que as do
género feminino, embora os motivos desta susceptibilidade ndo estejam bem
elucidados (YEARGIN-ALLSOPP et al., 2003). Embora fatores ambientais possam
estar envolvidos com a fisiopatologia do TEA, h& estudos que relatam que este € um
distarbio genético com herdabilidade estimada em torno de 90% dos casos (GUPTA
& STATE, 2006).

Segundo o ministério da saude, podem ser observados nos portadores de
TEA durante faixas etarias que variam de 0-6 meses até 3 anos de idade
dificuldades do desenvolvimento infantil, que podem servir como sinais de alerta,
dentre os quais pode-se citar: as criancas nao respondem a estimulos de interacéo
social, a linguagem apresenta-se através de gritos ou balbucio de palavras sem
sentido; ndo reagem a brincadeiras infantis, além de apresentarem dificuldade de
insercdo de novos alimentos na dieta (Ministério da Saude, 2016). Segundo o DSM-
5, os portadores de TEA devem apresentar critérios clinicos para serem
diagnosticados com autismo, como déficits de interagcdo social (reducdo da
reciprocidade, déficits da comunicacao ndo-verbal e do desenvolvimento), alteracdes
comportamentais e cognitivas (movimentos motores repetitivos e estereotipados,
insisténcia em padrdes ritualizados de rotinas acompanhado de interesses altamente
restritos e anormais) além de, hipo/hiper-reatividade a estimulos sensoriais do
ambiente (alteracbes de temperatura e/ou iluminagdo) (American Psychiatric
Association, 2013).

O diagnostico do TEA € complexo, devido aos varios sintomas associados e
distintos de um paciente para outro, sendo assim este disturbio pode ser
corrigueiramente confundido com outras patologias neurologicas (HANNON &
HANNON, 2017). Dessa forma, o diagnéstico clinico é realizado basicamente
através de observacdes e entrevistas de acordo com o DSM-5 (American Psychiatric
Association, 2013; GADIA et al.; 2004). Além disso, a crianca pode apresentar
atividades atipicas até os trés anos de idade nos trés dominios comportamentais
caracteristicos desta patologia para serem diagnosticadas, pois nesta fase ocorre o

desenvolvimento da fala e dos processos cognitivos (SILVA & MULICK, 2009).
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Atualmente, ha uma grande preocupacdo com o uso de determinados
medicamentos durante o periodo gestacional, uma vez que evidéncias demonstram
um aumento do risco do desenvolvimento de TEA em filhos de maes expostas a
agentes quimicos durante o primeiro trimestre de gestacdo (OBERLANDER &
ZWAIGENBAUM, 2017). Dentre estes medicamentos, o acido valpréico (VPA), um
ansiolitico que apresenta propriedades teratogénicas quando utilizado por gestantes,
esta relacionado com o aumento da incidéncia de filhos autistas quando as maes
utilizaram este medicamento durante a gestacao (KIM et al., 2017).

O VPA é um farmaco anticonvulsivante, utilizado para o controle de crises
epiléticas e como estabilizador de humor, porém é relatado na literatura que este
medicamento possui propriedades teratogénicas (BROMLEY et al., 2009). Quando
utilizado em mulheres no primeiro trimestre de gestacdo esta associado a um
aumento na taxa de TEA nos seus descendentes (KIM et al., 2017), principalmente
se a exposicdo ocorrer na fase de fechamento do tubo neural, pois pode acarretar
malformacgbes cerebrais como: defeitos no tubo neural, déficits de desenvolvimento
neurologico e nas habilidades vocais (MCVEARRY et al., 2009).

Modelos experimentais apresentam uma grande importancia para o avango
das pesquisas pré-clinicas envolvendo diversas neuropatologias. O uso de
organismos modelo como ratos, camundongos, peixe-zebra e a mosca Drosophila
vém sendo utilizados para fornecer ferramentas Uteis que consigam responder
davidas e hipéteses que seriam inviaveis em humanos, promovendo o conhecimento
da neurobiologia do TEA, além de favorecer o estudo de novas terapias (EINAT et
al., 2018). Levando em consideracao esta premissa, 0s modelos experimentais que
mimetizam patologias humanas podem ser induzidos nos animais através de acoes
farmacoldgicas ou transgénicas (MCGONIGLE & RUGGERI, 2014).

No TEA o mais conceituado modelo farmacoldgico consiste na exposicao
pré-natal ao VPA em ratas Wistar no 12,5° dia gestacional. Esta exposicdo ao VPA
no periodo pré-natal gera filhotes que apresentam caracteristicas fenotipicas
comportamentais, pois este periodo corresponde ao primeiro trimestre de gestacéo
em humanos (NICOLINI et al., 2017). Durante o desenvolvimento embrionario o
cérebro fetal apresenta alta susceptibilidade a danos, que podem gerar problemas
relacionados com o fechamento do tubo neural (TUNG & WINN, 2011).

Acredita-se que o0 mecanismo de inducdo do TEA pelo VPA esteja

relacionado com a vulnerabilidade do feto a agentes estressores durante o periodo
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embrionério, sendo que o VPA poderia gerar alteragcbes no desenvolvimento fetal
(MABUNGA et al., 2015). Algumas teorias séo aceitas quanto a inducédo de TEA pelo
VPA, uma delas sugere que o VPA gera estresse oxidativo durante o
desenvolvimento embrionario e devido ao cérebro fetal ser mais susceptivel aos
danos gerados por espécies reativas isso poderia explicar as alteracdes cerebrais
encontradas (MABUNGA et al., 2015). A outra teoria sugere que as alteracoes
embrionarias induzidas pelo VPA estédo associadas a inibicdo da histona deacetilase,
uma enzima responsavel pelo descompactamento do DNA, onde o VPA provoca
uma hiperacetilacdo, alterando os processos de transcricdo e, desta forma, acaba
causando diminuicdo da proliferacdo celular em certas areas do SNC, e assim,
podem gerar os problemas relacionados com o fechamento do tubo neural
(MABUNGA et al., 2015).

Varios parametros podem ser analisados no modelo experimental de TEA
com o objetivo de avaliar as mudancas no desenvolvimento e comportamento dos
animais, dentre estes, pode-se citar: avaliacdo do ganho de peso (BRUNNER et al.,
2015), teste de campo aberto (KHONGRUM & WATTANATHORN, 2015), interacéo
social (CHANG, et al., 2017) e limiar nociceptivo (SILVERMAN et al., 2010). Sendo
assim, o modelo de inducdo de TEA em filhotes pela exposi¢do pré-natal ao VPA
fornece uma ferramenta importante para investigar a neurobiologia do
comportamento autista, bem como, a pesquisa de novas terapias farmacoldgicas
(NICOLINI et al., 2017).

Estresse oxidativo

Radical livre € uma molécula altamente reativa que possui em sua ultima
camada eletrbnica um nuamero impar de elétrons. Estes elétrons desemparelhados
conferem uma alta reatividade a estas moléculas (SIES, 1991). Esses radicais livres
cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou
nitrogénio sdo denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Nos organismos
vivos as ERO séo formadas em condig¢des fisiologicas na mitocondria como o radical
superoxido (O2), radical hidroperoxila (HO2’) e radical hidroxila (OH), outras
moléculas como o oxigénio singlet (*O2) e o perdxido de hidrogénio (H202), ndo

possuem elétrons desemparelhados, mas sdo altamente reativos, por participarem
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de reacdes que promovem a formacdo de radicais livres, porém em condi¢cdes
normais sdo neutralizadas até agua (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). Além das
ERO, o organismo também sofre acdo das ERN que sdo o 6xido nitrico (NO?), o
oxido nitroso (N20s3), o acido nitroso (HNO2), os nitritos (NO27), os nitratos (NOs3 ) e
0s peroxinitritos (ONOQO™), que sdo igualmente danosos ao organismo (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1999).

Estas espécies reativas quando em excesso podem reagir com diversas
biomoléculas do organismo que podem levar a alteracbes quimicas das bases
puricas e pirimidicas quebrando a fita de DNA, alterando a funcionalidade de
proteinas e/ou causar o processo de peroxidacdo lipidica (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). Por sua vez, a peroxidacdo lipidica pode acarretar em
alteracdo da estrutura e da permeabilidade da membrana celular e, por conseguinte,
perda da seletividade da troca ibnica e formacao de produtos citotdéxicos que podem
levar a morte celular (ANGELOVA & ABRAMOV, 2018). A peroxidacao lipidica € um
processo em cadeia que apresenta trés fases, a iniciacdo, a propagacdo e a
terminacdo (Figura 1) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). A reacdo inicia-se apds a
interacdo de um radical livre com a cadeia de acidos graxos contidos na membrana
lipidica, durante a fase de propagacdo, varios intermediarios lipoperoxidos podem
ser gerados, e a reagdo sO termina quando os lipoperéxidos produzidos
anteriormente se autodestroem (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Iniciacgao IH +OH (oulO’)———> L'+ H,O (ou LOH)
L’ o et JUGIET
Propagacao . .
LH + LOO: ———> L + LOOH
LOO" + L° ———> LOOL
Terminagao . .
LOO + LOO —s—s—ipn JIOL, § U

FIGURA 1 - Mecanismo proposto da reacao de peroxidacao lipidica, onde L representa um lipideo
(Adaptado de FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Os metais pesados como ferro e cobre do organismo também podem
exercer um papel crucial durante a peroxidagéo lipidica, pois podem agir como
catalisadores das reacfes de oxidagdo de biomoléculas, formando diferentes tipos
de ERO, comprovadas pela reacdo de Fenton (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Dentre as espécies reativas, o radical OH € uma das espécies mais formadas devido
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ao ferro ser o metal pesado mais abundante do organismo e promover desta forma a
reacao de Fenton (BARREIROS et al., 2006).

Para combater o dano causado pelas ERO o organismo utiliza mecanismos
antioxidantes para controlar a oxidacdo gerada por estas moléculas. Quando ocorre
um desequilibrio entre os niveis de espécies reativas e a capacidade antioxidante do
individuo € caracterizado entdo, o quadro de estresse oxidativo (BARREIROS et al.,
2006; SIES, 1997). Os antioxidantes endogenos agem de forma enzimatica atraves
das enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase (GST) catalase
(CAT) e superdxido dismutase (SOD), sendo que estas enzimas apresentam a
capacidade de neutralizar as espécies reativas restabelecendo novamente o
equilibrio oxidativo ao organismo (SIES, 2015).

As enzimas SOD, CAT e GPx trabalham em conjunto afim de dismutar o O2""
em oxigénio molecular, cada enzima participa de uma reacdo especifica, como
ilustrado na figura 2, a SOD participa da dismutacdo do O2"" gerando oxigénio e
H202, por sua vez, a CAT promove a decomposicdo de H202 em agua e oxigénio
molecular (LOWE, 2014). Além destas, a GPx que € o nome geral de uma familia de
enzimas envolvidas na remocao de H202 nos tecidos, utiliza GSH como substrato
para converter peréxidos e hidroperéxido em alcoois, agua e glutationa oxidada
(LOWE, 2014) (Figura 2).

2H,0 2H,0 + 0O, H,O
GSSG
0, |GSSG 2GSH 2 o x
U % : 3:,
e ‘ g /—'—\ o
il GSH-Px
Fe?+ Reagiode Faie 2GSH
Fenton
SOD \—_//,OH
2 o, —ﬁ - H;0, OH
2H’ 0, |
' —J
Peroxidacdo lipidica (TBARS)

FIGURA 2 — Mecanismo enzimatico antioxidante (Adaptado de Coutinho et al., 2017).

Por outro lado, os antioxidantes obtidos através da dieta sdo aqueles como o
a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (vitamina A) e &cido ascorbico (vitamina C), além

destes, uma classe de substancias vém destacando-se com o passar das décadas
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devido ao seu grande potencial antioxidante, estas substancias sdo os compostos
fendlicos, onde destacam-se os flavonoides (PIETTA, 2000; BARREIROS et al.,
2006).

Todos os tecidos sao suscetiveis ao dano oxidativo, entretanto, sabe-se que o
cérebro é particularmente propenso a lesdo oxidativa devido ao seu elevado
consumo de oxigénio, presenca de neurotransmissores auto oxidaveis, alto teor de
acidos graxos peroxidaveis e limitada capacidade antioxidante (TER-MINASSIAN,
2006). Neste sentido, é plausivel sugerir que o estresse oxidativo possa influenciar
negativamente em estruturas cerebrais de portadores de TEA (PISOSCHI & POP,
2015). Em pacientes portadores de TEA ja foi relatado um aumento de peroxidacao
lipidica em plasma (ESSA et al., 2012), dos niveis de ERO em linhagens celulares
linfoblastoides (BU et al., 2017), bem como a reducado dos niveis de GPx e GST em
amostras pés-mortem de cerebelo (GU et al., 2013). Em modelos animais de TEA ja
foram observados reducédo da atividade das enzimas SOD e CAT em amostras de
cortex cerebral, hipocampo e cerebelo (AL-AMIN et al., 2015).

Com base nas evidéncias atualmente disponiveis, o estresse oxidativo pode
resultar em danos celulares e até levar & morte celular, eventos que parecem estar
relacionados com os disturbios relacionados com o TEA (PRAGNYA et al., 2014).
De acordo com dados da literatura, estudos com animais mostram gue a exposi¢ao
pré-natal ao VPA leva a mudancas no sistema antioxidante, levando ao estresse
oxidativo no SNC tanto na adolescéncia quanto na idade adulta dos animais
(PRAGNYA et al., 2014). Além disso, cabe ressaltar que neste modelo experimental
o tratamento com compostos antioxidantes foram capazes de melhorar as alteracdes
comportamentais como nocicepcao, atividade locomotora e exploratoria, ansiedade
e comportamento, além de alterar parametros bioquimicos em cérebros de ratos na
adolescéncia e na fase adulta (SANDHYA et al., 2012; BANJI et al., 2011).

O estresse oxidativo também parece ser um importante fator envolvido com a
alteracdo na atividade da enzima delta-aminolevulinato desidratase (8-ALA-D)
(SOUZA et al., 2007). A reacdo catalisada pela ®-ALA-D faz parte da rota
biossintética dos compostos tetrapirrolicos, como exemplo o grupamento heme, a
grande importancia deste composto reside na sua funcdo como grupo prostético de
proteinas (FOLMER et al., 2003). O grupamento heme faz parte da estrutura de
proteinas que participam do transporte de oxigénio (hemoglobina e mioglobina),

transporte de elétrons (citocromo a, b e c), biotransformacéo de xenobibticos



24

(citocromo P450) e do sistema de protecdo contra perdxidos (catalase e
peroxidases) (JAFFE et al., 1995).

Devido a sua natureza sulfidrilica a enzima &-ALA-D pode ser inibida por
uma variedade de metais pesados e ndo-metais que possuem a propriedade
quimica de oxidar grupamentos sulfidrilicos (GOERING, 1993). A inibicdo da &-ALA-
D pode prejudicar a rota de sintese do heme resultando em consequéncias
patolégicas (GOERING, 1993). Além da insuficiente producdo de heme a inibicédo
desta enzima pode resultar no acumulo do substrato acido &-aminolevulinico (8-
ALA), que esté relacionado com a superproducdo de ERO (BECHARA et al., 1993).
Ainda, dados da literatura indicam que a enzima 6-ALA-D é sensivel a situacdes de
estresse oxidativo, sendo assim pode ser considerada um biomarcador adicional do
status redox no organismo (BARBOSA et al., 2008).

Sendo assim, a atividade desta enzima vem sendo investigada em modelos
experimentais de doencas neuroldgicas como Parkinson (SAMPAIO et al., 2016),
Alzheimer (OLIVEIRA et al., 2018) e depressdo (CASARIL et al., 2017),
demonstrando que alteracdes na atividade desta enzima corrobora com os demais
achados relacionados ao estresse oxidativo.

O envolvimento da atividade da &6-ALA-D com o TEA pode estar
correlacionado com a delicada sensibilidade do cérebro fetal as acdes deletérias do
estresse oxidativo (ROSE et al., 2007; TUNG & WINN, 2011). Esta hipétese
biolégica pode dar plausabilidade ao desequilibrio intracelular redox, sendo que a
enzima 6-ALA-D poderia assumir um papel crucial na detoxificacdo das ERO,
servindo como biomarcador de estresse oxidativo, embora o real envolvimento desta
enzima com o TEA ainda néo tenha sido completamente elucidado (ROSSIGNOL &
FRYE, 2014).

Considerando o envolvimento do estresse oxidativo no TEA, nos ultimos
anos compostos antioxidantes ja foram testados em modelos experimentais deste
transtorno como curcumina (AL-ASKAR et al., 2017) e astaxantina (AL-AMIN et al.,
2015) com o intuito de reverter o dano oxidativo ja instaurado nos filhotes. Por outro
lado, Bambini et al. (2014) também demonstrou que quando um composto
antioxidante como o resveratrol foi administrado durante o periodo pre-natal no

modelo de VPA, este também foi capaz de prevenir varias alteragdes na prole.
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Quercetina

hY

Os flavonoides sdo substancias que pertencem a classe de compostos
fendlicos, diferindo entre si pela estrutura quimica e caracteristicas particulares, e
podem ser encontrados em diversas plantas e alimentos, como chas, flores, frutas e
vegetais, sendo responsaveis pela grande variedade de cores encontradas nos
alimentos (BEHLING et al., 2004). Estes compostos apresentam em sua estrutura
quimica grupamentos fendlicos, que agregam caracteristicas antioxidantes a estas
substancias (BEHLING et al., 2004). Os flavonoides podem ocorrer como agliconas
ou glicosideos, freqientemente sendo encontrados como glicosideos (BRAVO,
1998). Eles podem ser subdivididos em 13 classes, com mais de 5000 compostos
como: chalconas, dihidrochalconas, auronas, flavonas, flavondis, dihidroflavonol,
flavanonas, flavanol, flavandiol, antocianidina, isoflavonodides, bioflavondides e
proantocianinas (BRAVO, 1998).

Muitos mecanismos antioxidantes tém sido propostos para os flavonoides, tais
mecanismos incluem: reducao da formacédo ERO pela inibicdo do sistema enzimatico
responsavel pela geracéo de radicais livres (ciclooxigenase, lipoxigenase ou xantina
oxidase); quelacdo de ions metalicos que podem iniciar a producao de OH pela
Reacao de Fenton; sequestro de radicais livres; indugdo de enzimas antioxidantes
como a metalotioneina que € uma proteina queladora de metais com propriedades
antioxidantes (MIDDLETON et al., 2000; PIETTA, 2000).

Dentre os flavondis, a quercetina (3,5,7,3’-4’-pentahidroxi flavona) é o
principal flavonoide presente na dieta humana, representando cerca de 95% do total
dos flavonoides ingeridos (BEHLING et al., 2004). A fonte majoritaria de quercetina
provém de alimentos como: cebola, maca e brécolis (HERTOG et al., 1993). Estudos
mostram que a quercetina possui diversas propriedades terapéuticas, como
atividade anti-inflamatoria (CHEN et al., 2017), antioxidante (TINAY et al., 2017),
anticarcinogénica (RAJA et al., 2017) e ainda, atividade antiviral (ROJAS et al.,
2016). Dentre estas propriedades, a atividade antioxidante € uma das mais
estudadas uma vez que a mesma esta relacionada a sua estrutura quimica, pois 0s
grupos hidroxil ligados aos anéis aromaticos possuem a capacidade de neutralizar
substancias reativas (ALVES et al., 2010). Desta forma, este composto pode atuar
guelando metais, e/ou capturando radicais livres, protegendo desta forma, os tecidos

da peroxidacdo lipidica, causada principalmente pelo OH e o O2"~ que sao espécies
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altamente reativas envolvidas na iniciagdo da peroxidacao lipidica (ALVES et al.,
2010).

FIGURA 3 — Estrutura do flavonoide quercetina. Adaptado de Wright et al., 2010.

A quercetina pode inibir o processo de formagao de radicais livres em trés
etapas diferentes, na iniciacdo (pela interagdo com O2™), na formacdo de OH (por
quelar ions de ferro) e na peroxidagéo lipidica (por reagir com radicais peroxi de

lipideos) (AFANAS'EV et al.,1989.) Acredita-se que a forma glicosilada dos
flavonoides passa direto pelo intestino delgado sendo hidrolisada pelas
enterobactérias liberando a aglicona correspondente, no ceco e célon (MUROTA &
TERAO, 2003). Assim, estes compostos entram na circulacdo e sdo submetidos aos
processos de metilacdo, glucoronidacdo e/ ou sulfatacdo no figado (MUROTA &

TERAO, 2003). Uma parte substancial desses metabdlitos podem entdo ser
excretados na bile e retornar ao limen intestinal sendo novamente reabsorvidos
pelas células intestinais ou serem excretados nas fezes (MUROTA & TERAO, 2003).
Quanto a quercetina, esta apresenta-se naturalmente como conjugados
glicosidicos, assumindo a forma de quercetina-3-O-glucuronideo e quercetina-3"-O-
sulfato (KASHYAP et al, 2016). Sua absorcéo ocorre na microflora intestinal, onde &
degradada pelas bactérias intestinais em &cido fendlico, acido 3-hidroxifenilacético e
acido 3,4-dihidroxifenilacético (SESINK et al., 2001). Posteriormente, é rapidamente
metabolizada em glucuronideo e sulfato, e a metilagdo ocorre principalmente no
figado e intestino delgado onde a excrecdo € feita através da bile e urina como
glucoronidato e sulfatoconjugado em até 48 h (NISHIJIMA et al., 2015). Apés os
processos de absor¢do e metabolizagdo, a concentracdo plasmatica média atinge o

pico de 2 a 6 horas apés a ingestéo de alimentos ricos neste flavonoide (KASHYAP
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et al, 2016). Em outro estudo o nivel plasmético maximo de quercetina foi observado
8 h apds a administracédo da forma aglicona (SHIMOI et al., 2003).

A absorcao da quercetina depende do veiculo utilizado para solubiliza-la, pois
sua estrutura quimica € pouco soluvel em agua, sendo assim esta substancia
necessita ser tratada farmacotecnicamente (KHALED et al., 2003). Neste sentido,
agentes solubilizantes podem ser uma alternativa para melhorar a solubilidade de
compostos insolaveis em agua, sendo o0s tensoativos uma estratégia farmacéutica a
ser utilizada (ROCHA et al.,, 2016). O Tween 20, um surfactante nao-idnico, €
considerado um agente solubilizante pouco toxico e pouco irritativo, mas a
concentracdo a ser utilizada possui restricbes, pois pode causar diarreia osmoética
(ROCHA et al., 2016). Cabe ressaltar que as mais diversas doses de quercetina
variando de 2 a 2000 mg/kg ja foram utilizadas mostrando o efeito preventivo deste
flavonoide em varios modelos animais experimentais utilizando ratos prenhes, com
efeito benéfico sobre a prole e auséncia de teratogenicidade (DOGAN et al., 2015;
BRAGA et al., 2013; TOUMI et al., 2013; MAHABADY et al., 2016).

Além disso, € importante destacar que dados da literatura ja demonstraram
que a quercetina foi capaz de diminuir a peroxidacao lipidica e modular a atividade
das enzimas SOD e CAT em plagquetas de ratos submetidos a um modelo
experimental de hipotireoidismo (BALDISSARELLI et al., 2016). Ainda, VANHEES et
al. (2013), demonstraram que a suplementacdo de quercetina durante o periodo
gestacional em camundongos aumentou a expressdo de SOD, CAT e GPx em
figado e pulméo da prole adulta, sugerindo que esse flavonoide possa acionar um
gatilho intrauterino modulando o sistema antioxidante com efeito duradouro na fase
adulta, afim de proteger o organismo de doencas crbnicas nas quais o estresse
oxidativo possa estar envolvido (VANHEES et al.,, 2013). Além deste dado,
pesquisadores demonstraram que a quercetina reduziu o estresse oxidativo
observado pela atividade das enzimas SOD e CAT e pelos niveis de peroxidacdo
lipidica e de glutationa (GSH), em tecido cerebral de ratos submetidos a um modelo
animal de lesdo cerebral fetal induzido por lipopolissacarideo (WANG & LIU, 2018).
Outro e mais atual estudo, sugere que a quercetina apresenta um potencial efeito
terapéutico para diminuir o estresse oxidativo, promovendo a sobrevivéncia neuronal
e antagonizando a inflamacao, suprimindo o dano cerebral infantil causado por
infeccdo materna intrauterina (WANG & LIU, 2018).
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O uso prolongado de antirretrovirais em pacientes HIV positivos exacerba o
estresse oxidativo, induzindo disfuncdo neurolégica e cognitiva. Neste contexto,
AKANG (2019) observou o efeito benéfico da quercetina em ratos expostos a terapia
antirretroviral, mostrando que este flavonoide preveniu os efeitos deletérios do
estresse oxidativo, aumentando a atividade das enzimas CAT e GSH e preveniu a
peroxidacdo lipidica no hipocampo de ratos expostos a terapia antiretroviral,
indicando que a quercetina poderia ser utilizada como terapia adjuvante para
melhorar os sintomas e auxiliar na adesdo mais efetiva ao tratamento com
antirretrovirais em pacientes HIV positivos (AKANG, 2019).

Diante do exposto é importante destacar que apesar das propriedades
terapéuticas da quercetina ja descritas na literatura existe uma grande caréncia de
dados mostrando o efeito deste flavonoide tanto em humanos quanto em modelos
experimentais de TEA, pois nenhum estudo na literatura avaliou os efeitos desta
molécula sobre esta doenca. Neste contexto, sabe-se que a busca por novas
terapias que possam auxiliar no tratamento de diversas doencas, esbarra na
necessidade do conhecimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos
na sua etiologia. Sendo assim, baseado em resultados prévios provenientes de
estudos em animais que demonstram efeitos benéficos e promissores da quercetina
em alteracbes no SNC, o presente trabalho visou investigar os efeitos do tratamento
com a quercetina em um modelo experimental de TEA a fim de estabelecer se este

composto pode interferir nas alteracdes associadas a esta patologia.
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Abstract

Autism is a neuropathology characterized by behavioral disorders. Considering that oxidative
stress is involved in the pathophysiology of this disease, we evaluated the effects of quercetin,
a flavonoid with antioxidant and neuroprotective properties, in an experimental model of
autism induced by valproic acid (VPA). Twelve pregnant female rats were divided into four
groups (control, quercetin, VPA, VPA+quercetin). Quercetin (50 mg/kg) was administered
orally to the animals from gestational days 6.5 to 18.5, and VPA (800 mg/kg) was
administered orally in a single dose on gestational day 12.5. Behavioral tests such as open
field, social interaction, and tail flick nociceptive assays were performed on pups between 30
and 40 days old, after which the animals were euthanized. Cerebral cortex, hippocampus,
striatum, and cerebellum were collected for evaluation of oxidative stress parameters. The
pups exposed to VPA during the gestational period showed reduced weight gain, increased
latency in the open field and tail flick tests and reduced time of social interaction
accompanied by changes in oxidative stress parameters mainly in the hippocampus and
striatum. Prenatal treatment with quercetin prevented the behavioral changes and damage
caused by oxidative stress, possibly due to its antioxidant action. Our findings demonstrated
that quercetin has neuroprotective effects in an animal model of autism, suggesting that this
natural molecule could be an important therapeutic agent for treatment of autism spectrum
disorders.

Key words: autism, quercetin, valproic acid, oxidative stress, brain, nociception.
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1. Introduction

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a complex childhood neurodevelopmental
disorder characterized by impaired social interaction and communication, and by repetitive
and stereotyped behavior [1,2]. Although the prevalence of ASD differs among ethnic groups,
this disorder affects about 1 in 68 children and is more common in males than females [3].
The etiology and pathology of autism are still poorly understood, however evidences suggest
that various factors such as genetic, environmental, immune and neurochemical alterations are
involved in the development of this condition [4].

Several studies suggest that oxidative stress is commonly involved in ASD
pathophysiology [5,6,7]. Oxidative stress is characterized by the enhanced production of
oxygen free radicals and/or an impaired enzymatic and non-enzymatic antioxidant defenses
[8], and this condition induces damage in structure of lipids, proteins, and nucleic acids
leading to cell dysfunction [9]. Enzymatic and nonenzymatic antioxidants such as superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), as well vitamins C and E are
usually effective in blocking harmful effects of reactive oxygen species (ROS) [10]. In fact,
alterations in oxidative stress biomarkers such as increased lipid peroxidation and ROS levels
and reduction of GPx, glutathione-S-transferase (GST), SOD and CAT activities have been
demonstrated in both patients and in animal models of ASD [5, 7, 11,12).

The enzyme aminolevulinic dehydratase (ALA-D), an important enzyme involved in
heme biosynthesis, has also been used as an indirect marker of oxidative stress [13]. This
enzyme is highly sensitive to oxidation, and its inhibition may result in the substrate 5-
aminolevulinic acid (ALA) accumulation, which is associated with overproduction of free
radicals. Rose et al. [14] demonstrated that autistic children have alterations in the frequency
of allelic variants of ALA-D.

Considering that oxidative stress is involved in the pathophysiology of ASD,
compounds with antioxidant properties have become important therapeutic tools to minimize
or prevent the changes caused by free radical damage in experimental models of ASD (12,15).
Quercetin (3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone) is a ubiquitous flavonoid present in various foods
such as apples, red onions, grapes, citrus fruits, cherries, broccoli and capers [16]. This
molecule has several therapeutic properties, including anti-inflammatory [17] and antioxidant
[18] activities. Thus, the aim of the present study was to evaluate the preventive effects of
quercetin treatment on behavioral parameters and oxidative stress in the brains of rats in a

prenatal model of autism induced by VPA.
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2. Material and Methods

Chemicals

Quercetin (QUE), epinephrine, dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA),
thiobarbituric  acid (TBA), 5.5-dithiobis-(2-nitrobenzoic  acid) (DTNB), N-1-
naphthylethylenediamine  dihydrochloride,  1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), 5-
aminolevulinic acid hydrochloride (ALA) were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). Trichloroacetic acid (TCA) and hydrogen peroxide (H20.) were purchased
from Synth® (Brazil), and a commercial kit for glutathione peroxidase (GPx) was obtained
from R&D Systems. All other reagents used in the experiments were analytical grade and the

highest purity.

Animals

All animal procedures were approved by the Committee of Ethics and Animal
Experimentation (CEEA) of the Federal University of Pelotas, Brazil under protocol number
CEEA 4961-2016. The use of the animals is in accordance with the Brazilian Guidelines for
the Care and Use of Animals in Scientific Research Activities (DBCA) that is in agreement
with the National Council of Control of Animal Experimentation (CONCEA). Adult female
and male Wistar rats were obtained from the local breeding colony and kept on a light/dark
cycle 12/12h. Temperature was controlled (22 + 1°C) and solid and liquid diet was available
ad libitum during all experimental periods. After monitoring the estrous cycle, the females
were submitted to mating overnight, and if in the morning spermatozoa were found in vaginal
secretions, this day was designated as the first day of pregnancy and confirmed by the stay of
3 to 4 days in the diestrus phase of the estrous cycle.

Animal model of autism and treatment with quercetin
Twelve pregnant female rats were divided into four groups (n=3/group): Group |
(Tween 3%), Group Il (QUE), Group Il (valproic acid (VPA)), Group IV (VPA/QUE).
Quercetin (50 mg/kg) was dissolved in Tween 3% and administered intragastrically in the
females of groups Il and IV over 13 days (from the sixth to the twenty-eighth day of
gestation), while the animals in groups I and 111 received only vehicle (Tween 3%). VPA was
purchased as the sodium salt and dissolved in 0.9% saline. On embryonic day 12.5, females of

groups Il and 1V received VPA by intragastric administration at a dose of 800 mg/kg, while
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the animals of groups | and Il received or 0.9% saline solution. The dose of quercetin and
VPA was based on previous studies [19,20].

The female rats were separated and allowed free access to their own litters. Forty pups
were selected for the postnatal experiments (n=10/group): Group | (6 males and 4 females),
Group Il (5 males and 5 females), Group I11 (5 males and 5 females), and Group IV (5 males
and 5 females). The offspring were weaned at 21 days of age. Weight gain was evaluated
weekly. Behavioral tests were performed on animals between postnatal days 30 and 40, after
which the pups were euthanized and the brains were collected for biochemical assays. The

timeline of this experimental protocol is shown in figure 1.

Behavioral tests

Open-field test
Locomotor activity was assessed at postnatal day 30 using an open field apparatus
[21]. The apparatus consisted of a wooden box measuring 72 x 72 x 33 cm. The floor of the
arena was divided into 16 equal quadrants (18 x 18 cm) and placed in a sound-proof room.
Each pup was placed individually in one of the frames for 5 min, where the total number of
squares crossed with all paws (crossing) was counted and the locomotion latency time was
assessed. The apparatus was cleaned with a 10% alcohol solution and dried after each test

session on each individual animal.

2 Social interaction

The social interaction test was performed on the pups on postnatal day 35 according to
Kaidanovich-Beilin et al. [22] with some adaptations. The test consists of observing the social
interaction of the "resident™ animal (considered the housing box rat) with the "strange™ rat (rat
from another box of the same age) for 5 minutes in a 72 x 72 x 33 cm box containing a grid of
10 x 15 x 7 cm large enough to keep the "strange" rat immobilized. Twenty-four hours before
the test, the "resident™ rat underwent training for 5 minutes, allowing free operation of the
apparatus and the containment grid to acclimate the animal to the apparatus. During the test,
the number of social interactions (the number of times the "resident” moved toward the
"stranger") and the interaction time (total time the rat "resident” sniffed, touched, licked or
climbed onto the containment grid where the "stranger” was). The strange rat was changed
after each litter was evaluated. The apparatus was cleaned with a 10% alcohol solution and

dried after each test session on each individual animal.
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2.4.3 Nociceptive threshold

The tail flick test was performed to evaluate the nociceptive threshold of rats, using an
automatic analgesiometer. On the first day the rats, were familiarized with the tail-flick
apparatus. On the second day, the animals were submitted to the tail-flick test. Rats were
placed on the apparatus, with the light source positioned below the tail. This test consisted of
determining the latency of the animal to withdraw its tail when it reached the nociceptive
threshold. The tail flick test was performed in triplicate not exceeding the time of 10 seconds

of the apparatus to avoid tissue damage [23].

Tissue and homogenate preparation

After the tail flick test, the animals were anesthetized with isoflurane and euthanized.
Cerebral cortex, hippocampus, striatum and cerebellum were collected. For analysis of
oxidative stress parameters, the tissues were homogenized in pH 7.4 sodium phosphate buffer
containing KCI (1:10, w/v). The homogenates were centrifuged at 2,500 g for 10 min at 4 °C.
The pellet was discarded, and the supernatant was separated for use in biochemical assays.
For the ALA-D assay, the samples were placed on ice and homogenized for 10 min in 0.9%
saline (1/4, w/v). The homogenate was centrifuged at 2,000 g at 4 °C for 10 min to produce
the supernatant that was used for the ALA-D assay. The protein quantification was

determined using bovine serum albumin as a standard, according to Lowry et al. [24].

Oxidative stress parameters in brain structures

Reactive oxygen species (ROS) quantification
The generation of ROS was measured by the method described by Ali et al. [25], with
some modifications. The intracellular ROS levels were measured by the oxidation of dichloro-
dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA) to fluorescent dichlorofluorescein (DCF). The
intensity of fluorescence emission by DCF was measured at 488/525 nm, 30 min after the

addition of DCFH-DA to the medium. The result is expressed in pmol / mg of protein.

Nitrite levels
The concentration of nitrites was determined according to previous studies [26], using
the Griess reaction. For the reaction, the homogenate was incubated with 1% sulfanilamide

and 0.3% N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride at room temperature for 10 min in
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the dark. The nitrite content was quantified by spectrophotometry at 540 nm using sodium

nitrite as pattern; the results were expressed as M per mg of protein.

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) quantification
The thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were measured according to the
method of Esterbauer and Cheeseman [27], which is based on the reaction of lipoperoxides
with 0.67% thiobarbituric acid, using 10% trichloroacetic acid to acidify the medium at 100
°C for 30 min. Absorbance of the pink solution formed after the reaction was determined at

535 nm; the results are expressed as nmol of TBARS per mg of protein.

Total sulfhydryl content quantification
The total thiol content was quantified according to the method of Aksenov and
Markesbery [28]. which is based on the reduction of 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB) by thiols, resulting in a yellow derivative (TNB). The reaction medium consisted of
the addition of PBS buffer (pH 7.4) containing EDTA to the homogenized tissue, and the
reaction was initiated after addition of DTNB. Absorption was measured by

spectrophotometry at 412 nm. The results were expressed as nmol TNB per mg protein.

Superoxide dismutase (SOD) activity
The assay to determine the SOD activity was performed according to Misra and
Fridovich [29]. The test consists of the inhibition of superoxide-dependent adrenaline self-
oxidation. SOD removes superoxide as an intermediate product of the reaction, which was
measured by spectrophotometry at 480 nm absorbance; the result is shown as units per mg of
protein (U/ mg protein). A unit of SOD was defined as the amount of enzyme to cause 50%

inhibition of adrenaline autoxidation.

Catalase (CAT) activity
To determine the CAT activity, the method according to Aebi [30] was used. This
method is based on the decomposition of 30 mM hydrogen peroxide in reaction medium
containing 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0). Absorbance was measured by
spectrophotometry at 240 nm 3 min at 37 ° C. The result was expressed as units per mg of
protein (U / mg protein), where, one unit of the enzyme is defined as 1 nmol of hydrogen

peroxide consumed per minute.

Glutathione peroxidase (GPx) activity
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GPx enzyme activity was measured using a commercial kit (RANSEL®; Randox Lab,
Antrim, UK), which acts as a catalyst for the oxidation of glutathione (GSH) by cumene
hydroperoxide. In this reaction, the oxidized glutathione (GSSG) is immediately converted to
the reduced form with a concomitant oxidation of NADPH to NADP* in the presence of
glutathione reductase (GR) and NADPH. The disappearance of NADPH was monitored at
340 nm absorbance and the specific activity of GPx was reported as units per mg protein
(U/mg protein).

Glutathione S-transferase (GST) activity
The activity of the GST enzyme was assessed according to the method described by
Habig et al. [31]. The technique involves the conjugation of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB) in reaction medium containing 10 mM GSH and 20 mM potassium phosphate buffer
(pH 6,5). The activity of the enzyme was quantified at 340 nm absorbance and the result

expressed as pmol GS-DNB/ min/mg protein.

Aminolevulinic acid dehydratase activity (ALA-D) activity
The activity of ALA-D was assayed according to the method proposed by Sassa [32],
which is based on the formation of porphobilinogen (PBG). The samples were incubated for 3
hours at 37°C and the reaction was quenched with trichloroacetic acid (TCA); the reaction
product was determined with Ehrlich reagent. The absorbance of the sample was assessed at

555 nm and the result described as nmol porphobilinogen (PBG)/mg protein/h.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6 software. Data were
analyzed by analysis of variance by two- or one-way ANOVA followed by Bonferroni post-
hoc test. P <0.05 was considered as significant difference between the groups. Data were

expressed as mean + standard error (SEM).
3. Results

Weight gain

The weight gain profile of the offspring was evaluated weekly during a period of 30
days after birth. As shown in Figure 2, pups whose mothers were exposed to VPA had lower
weight gain at postnatal day 21 when compared to control animals (P<0.001, Figure 2).
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However, pretreatment with quercetin (50 mg/kg) prevented this reduction when compared to
the VPA only group (P<0.05, Figure 2).

Locomotor activity and social interaction

In the open field test, no significant difference in locomotor activity was observed in
any of the experimental groups, evaluated through the number of total crosses (Figure 3A).
VPA exposure increased latency (Figure 3B) in the open field test and quercetin treatment
prevented this alteration (VPA [Fu36=11.78, P=0.0016], Quercetin: [F3= 35.14,
P<0.0001], interaction: [F36=17.09, P=0.0002]). Figure 3C and 3D shows the social
interaction test. No significant difference was observed in the number of social interactions
(Figure 3C) in any of the experimental groups evaluated. However, exposure to VPA resulted
in reduced social interaction time and quercetin treatment prevented this behavioral change
(VPA [F@36=0,9384, P=0.3393], Quercetin [F36=29.51, P<0.0001], interaction:
[F(1,36=9.087, P=0.0048]) (Figure 3D).

Nociceptive threshold
In the nociceptive threshold test, VPA increased the tail flick latency, whereas
quercetin treatment during the prenatal period prevented this alteration (VPA [Fq, 36=
0.4064,P=0.5283], quercetin [F,35=18.89, P=0.0001], interaction: [F(,36=18.89, P=0.0001])
(Figure 4).

Oxidative stress parameters in cerebral cortex

In cerebral cortex, VPA increased ROS and nitrite levels, while quercetin was able to
prevent only nitrite alterations (ROS: VPA [F20= 0.04703, P= 0.8317], quercetin [F( 0=
2.859, P=0.1147], interaction: [F(20= 6.038, P=0.0288] (Figure 5A), (Nitrite: VPA: [F(1,20)=
0.9084, P= 0.3497], quercetin treatment: [F(,20= 11.98, P= 0,0019], interaction: [F,20=
3.315, P=0.0807]) (Figure 5B). No changes were observed in TBARS levels and total thiol
content in any of the groups evaluated in this study (Figure 5C and D). In addition, VPA
induced an increase in the activities of SOD, GPx and GST enzymes and a reduction of CAT
activity in the cerebral cortex. Pretreatment with quercetin was only able to prevent alterations
in CAT enzyme activity (SOD: VPA [F(1,20=16.94, P= 0.0003], Quercetin [F(20)=
1.362, P=0.2534], interaction: [Fq,20=1.148, P = 0.2935]) (Figure 5E). (CAT: VPA [F.20=
0.1667, P=0.6897], quercetin [F@20= 28.74, P=0.0001], interaction: [F20= 9.137,
P=0.0098]) (Figure 5F). (GPx: VPA [F20=15.90, P= 0.0011], Quercetin [F,20= 0.05603,
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P=0.8159], interaction: [F(,20)= 0.5653 P=0.4630]) (Figure 5G). (GST: VPA [F(,20)=14.34,
P=0.0020], quercetin [F(,20= 5.276, P= 0.9943], interaction: [F0= 3.877, P= 0.0691])
(Figure 5H).

Oxidative stress parameters in hippocampus

In the hippocampus, VPA induced an increase of ROS, nitrites and TBARS levels, as
well as a reduction of total thiol content; quercetin was only able to prevent alterations in total
thiol content (Figure 6). (ROS: VPA [F20= 3.951, P=0.0654], Quercetin [F,20= 11.18,
P=0.0044], interaction: [F20= 6.116, P= 0.0258] (Figure 6A). (Nitrite: VPA [F,20= 7.381,
P=0.0120], quercetin [Fq20= 12.32, P= 0.0018], interaction: [F0= 13.76, P= 0.0011])
(Figure 6B). (TBARS: VPA [F(1,20=0.3188, P=0.5790], quercetin [F,20=16.69, P=0.0006],
interaction: [F(,20=7.652, P= 0.0123] (Figure 6C). (Thiol content: VPA [F(0= 9.877, P=
0.0072], Quercetin [F,20=2.520, P=0.1347], interaction: [F(1,20=3.136 P=0.0984] (Figure
6D).

In relation to antioxidant enzymes, VPA reduced the activities of SOD, CAT, GPx and
GST enzymes in hippocampus. Quercetin (50 mg/kg) prevented changes in activity of all
enzymes except for GPx. (SOD: VPA [F,20= 21.94, P= 0.0002], quercetin [F,20= 17.08, P=
0.0008], interaction: [F20= 10.94, P= 0.0044]) (Figure 6E). (CAT: VPA [F(, 0= 1.385,
P=0.2695], quercetin [F20= 9.327, P= 0.0137], interaction: [F0= 23.15, P= 0.0010])
(Figure 6F). (GPx: VPA [F(,20=26.87, P=0.0003], quercetin [F(,20=11.56, P=0.0059],
interaction: [F(1,20= 0.4168, P=0.5318]) (Figure 6G). (GST: VPA [F(20= 22.63, P=0,0005],
quercetin [F,20= 78.4,0 P<0.0001], interaction: [F,20= 0.1334, P=0.7213]) (Figure 6H).

Oxidative stress parameters in striatum

Quercetin treatment prevented the increase of ROS, nitrite and TBARS levels induced
by VPA in the striatum. (ROS: VPA [F,20=10.37, P=0.0122], quercetin treatment: [F 20) =
4.607, P= 0.0641], interaction: [F(,20= 0.1793, P=0.6831] (Figure 7A). (Nitrite levels: VPA
[F,20= 4.465, P= 0.0488], quercetin [F(,20= 6.675, P= 0.0187], interaction: [F,20= 12.24,
P=0.0026]) (Figure 7B). (TBARS: VPA: [F(,20)= 10.72, P=0.0051], quercetin [F(,20)=3.528,

P= 0.0799], interaction: [Fu20= 6.195, P= 0.0250] (Figure 7C). There were no
changes in total thiol content in any of the groups evaluated in this study (Figure 7D).

Prenatal exposure to VPA induced a reduction in the activities of SOD, CAT, GPx and
GST enzymes; quercetin did not prevent these alterations. (SOD: VPA [F,20= 21.00,

P=0.0013], quercetin [F(,20)= 0.3500, P=0.5687], interaction: [F20=0.5203, P=
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0.489]) (Figure 7E). (CAT: VPA [Fan= 14.92, P=0.006], quercetin [F20= 0.001,
P=0.969], interaction: [F( 0= 2.632, P=0.1488]) (Figure 7F). (GPx: VPA [F(,20= 8.296, P=
0.018], quercetin [F,20= 0.0072, P=0.934], interaction: [F,0= 0.170, P=0.6892]) (Figure
7G). (GST: VPA [F(1,20= 10.37, P=0.0122], quercetin [Fau20= 4.607, P=0.0641],
interaction: [F,20= 0.1793, P=0.6831]) (Figure 7H).

Oxidative stress parameters in cerebellum

In cerebellum, no changes were observed in the levels of ROS, nitrites, total thiol
content, or GST enzyme activity in any of the groups evaluated in this study (Figure 8 A, B, D
and H). VPA induced an increase in TBARS levels, though quercetin did not prevent this
change. (TBARS: VPA: [F@20= 25.63, P=0.0007], quercetin [F@20= 1.805, P=0.212],
interaction: [F(,20= 0.0137, P=0.909] (Figure 8C). In addition, VPA induced an increase in
SOD and CAT and a decrease in GPx activities. Quercetin prevented the alterations in CAT
and GPx enzyme activity: (SOD: VPA: [Fqu20= 5.55, P=0.046], quercetin [F(,20= 1.701,
P=0.228], interaction [F(120= 4.079, P= 0.0781]) (Figure 8E). (CAT: VPA [Fu20= 5.292,
P=0.040], quercetin: [F(,20= 13.35, P=0.0033], interaction [F(1,12= 10.62, P=0.006]) (Figure
8F). (GPx: VPA [F(20= 28.58, P=0.0007], quercetin [F20= 13.37, P=0.006], interaction:
[F(1,20=3.208, P=0.111]) (Figure 8G).

ALA-D activity

In this study, we also evaluated the effects of quercetin treatment on ALA-D activity
(Figure 9) in cerebral cortex, hippocampus, striatum and cerebellum in the model of autism
induced by VPA. Our results showed that quercetin prevented the reduction of the activity of
this enzyme induced by VPA only in hippocampus: (VPA: [Fa20= 5.307, P=0.0440],
quercetin [F,20= 10.79, P=0.0082], interaction: [F,20= 0.01261, P=0.9128] (Figure 9B). No
changes were observed in cerebral cortex, striatum and in any of the groups evaluated (Figure
9 A, CandD).

4. Discussion

The animal model of autism induced by VPA is described in the literature as an
alternative to investigate behavioral and biochemical changes in rodents similar to those
found in individuals with ASD [33]. In our study, VPA was administered orally in pregnant
rats and the behavioral changes of the pups were similar to those described in other studies

when VPA was administered intraperitoneally [12,15,34,35]. The possible mechanisms
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involved in VPA-induced autism-like behavior in rats include oxidative damage in fetal brain,
inhibition of histone deacetylase (promoting increased neuronal death of rat embryos by
apoptosis), and imbalance of the GABAergic inhibitory/excitatory system mainly in the
hippocampus, generating epileptic seizures and hyperserotonemia [33].

In our study, we evaluated the preventive effects of the quercetin treatment in pups of
female rats exposed to VPA on gestational day 12.5 (prior to the closure of the neural tube of
fetuses) [36]. Our findings demonstrated that VPA exposure reduced the body weight,
increased latency to begin to move in the open field test, reduced the social interaction and
increased nociceptive threshold in the pups. Similar results have been demonstrated in other
studies using VPA to induce autism-like behavior in rats [15, 35,37].

The delay to start to ambulate within the open field apparatus as well as the decrease
in social interaction may be related to fear or decreased motivation to explore a new
environment, which can be associated with dysfunctions in brain endocannabinoid systems
induced by VPA exposure [38]. Our results of the tail flick test also correlated with the
literature, which shows that an important sensory alteration in ASD is reduced sensitivity to
pain [39]. Interestingly, quercetin administered during pregnancy was able to prevent
alterations in social interaction and nociception. These protective effects of quercetin can be
explained in part by anxiolytic activity [40] and inhibited synthesis of prostaglandins and
cytokines [41,42].

VPA pre-natal exposure also altered the oxidative stress parameters in different brain
regions of the pups. In cerebral cortex, our results show an increase in ROS and nitrite levels
associated with an increase in antioxidant enzyme activities such as SOD, GPx and GST.
Similarly, in cerebellum, there was also an increase in TBARS levels accompanied with the
increased activity of the antioxidant enzymes SOD and CAT. In contrast, in hippocampus and
striatum, the animals exposed to VPA during the pre-natal period had more pronounced
oxidative damage evidenced by increased levels of ROS, nitrites and TBARS, accompanied
by a reduction of total thiol content and decreased activities of all antioxidant enzymes
evaluated. These results are in accordance with previous studies that also used VPA to induce
autism [12,43].

A disequilibrium of the redox system leads to damage in components of the cell
membrane and DNA [8,10, 44]. ROS also can oxidize proteins, leading to inactivation of
enzymes and receptors, causing homeostatic disruption [45]. Antioxidant enzymes such as
SOD, CAT, GPx and GST are an important system of defense that protects the organism

against damage from free radicals and peroxides. SOD is responsible for catalyzing the
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breakdown of superoxide anions into oxygen and hydrogen peroxide, which are then degraded
by enzymes such as CAT and GPx [46]. A decrease in antioxidant enzymes induced by VPA,
specifically, in striatum and hippocampus can contribute to an increase in levels of superoxide
anions, the most potent oxidants of biological system, and hydrogen peroxide, a harmful
compound that freely crosses biological membranes and can produced hydroxyl radicals in
the presence of transition metal ions [44,45]. These findings could explain the increase in
ROS levels and lipid peroxidation observed in brains of pups exposed to VPA in the
gestational period.

In addition, we also observed that VPA decreased the ALA-D activity in hippocampus
of pups. The enzyme ALA-D is a sulfhydryl-containing enzyme that catalyzes the conversion
of two molecules of delta-aminolevulinate to porphobilinogen, a heme precursor [13, 47].
Although we can’t explain the exact mechanism involved in ALA-D inhibition in our study,
some hypothesis could be considered: i) reactive species produced by VPA administration can
oxidize the thiol groups, causing enzyme alteration. The decrease in ALA-D activity leads to
accumulation of its substrate 5-aminolevulinate (ALA), which can have pro-oxidant effects
[47]. In fact, ALA-D activity has been considered an indirect marker of oxidative stress [13].
i) Previous studies have demonstrated that infantile zinc deficiency contributes to the
pathophysiology of ASD [48]. Considering that zinc is essential for ALA-D activity, we can
exclude the possibility that alterations in this homeostatic element contributed to the results
observed. In accordance with this hypothesis, Cesar et al. [49] demonstrated that zinc
treatment reduced VPA-induced autistic-like behaviors.

The hippocampus has been considered an important primary site of lesion in ASD due
to the fact that this brain structure is important for language processing, semantics, creativity,
emotions and motivation [50]. Middle-aged adult patients with ASD present reduced
hippocampal volume that could be related to reduced working memory [51]. An imbalance of
GABAergic neurotransmission in the hippocampus could negatively influence the eye-
opening reflex, indicating the developmental impairment of the pups during the
synaptogenesis phase [52]. In pre-frontal cortex and hippocampal sublayers of ASD induced
by VPA, an interneural space characterized by sparse and smaller neurons and a disorganized
spatial arrangement has been observed, which correlates with growth delay, maturation,
reduction of exploratory activity and interaction [53]. Changes in the accessibility of
chromatin promoter regions in the hippocampus suggest a change in gene expression, which
may cause phenotypic manifestations such as learning impairment and problems with memory
consolidation in ASD [54].
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The main finding of this study was the ability of quercetin treatment (50 mg/kg) to
prevent oxidative damage in brain structures of animals exposed to VPA in an experimental
model of autism. In addition, quercetin was also capable of preventing the reduction of ALA-
D enzyme in hippocampus in the VPA group. These data are in agreement with the literature,
which shows the capacity of quercetin to reduce oxidative damage in other experimental
models [19,55,56].

The antioxidant activity of quercetin is related to its chemical structure, since the
hydroxyl groups attached to the aromatic rings have the capacity to neutralize reactive
substances such as ROS [57,58]. In this way, this compound can act by chelating metals
and/or capturing free radicals, thus protecting the tissues from lipid peroxidation caused
mainly by the hydroxyl radical and the superoxide anion [57,58]. Considering the great deal
of studies showing the induction of oxidative stress by prenatal exposure to VPA, our results
suggest that antioxidant action of quercetin could be effective in preventing the associated
oxidative brain damage.

Previous studies have demonstrated that estrogenic compounds derived from plants
can cross the placenta [59]. Quercetin administrated in pregnant rats induces beneficial effects
in both mothers and their offspring. Quercetin (100 mg/kg) was able to attenuate oxidative
stress and reduce neural tube defects in embryos in diabetic pregnant mice [60], thus
decreasing the teratogenic effects of theophylline in rat embryos [61]. Quercetin also has a
beneficial role on hematological e behavioral in pregnant rats exposed to predator stress [62].
Pregnant obese rats that received quercetin during gestation and lactation showed reduced
birth weight and less postnatal weight gain in their offspring [63]. Taken together, these
results suggest that quercetin also may cross the placenta during intrauterine development.
Besides, quercetin administered in doses ranging from 2-2000 mg/kg in pregnant rats did not

cause teratogenic effects [64].

5. Conclusions

In conclusion, our results showed that quercetin was able to prevent alterations in
behavior, nociception and brain oxidative damage induced by valproic acid in this animal
model of autism. These findings suggest that quercetin can be a natural alternative to prevent
changes associated with autism, especially if used by pregnant women in anticonvulsive

therapy or mothers that have children with ASD who want to have other children.
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Legends of figures

Figure 1: Experimental protocol for prenatal administration of quercetin (50 mg/kg) in model
of autism induced by valproic acid (VPA) (800 mg/kg).

Figure 2: Effect of quercetin treatment on weekly weight gain in grams of rats exposed to the prenatal
animal model of autism. The lines represent mean + SEM. ## P<0.001 VPA group different from the
control group, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 group VPA/QUE group different from the VPA
group (n= 10).

Figure 3: Effect of quercetin treatment on behavioral responses of rats exposed to the prenatal animal
model of autism. Number of total crosses (A) and latency (B) on the open field test, and number (C)
and time (D) of interactions in the social interaction test. The latency and interaction time are
described in seconds. Bars represent mean = SEM. #P<0.05, *# P<0.001 different from the control
group, *** P<0.001 different from the VPA group (n= 10/group).

Figure 4: Effect of quercetin treatment on the tail flick test response of rats submitted to the prenatal
animal model of autism. Bars represent mean + SEM. Result expressed in the seconds. *#* P<0.01
different from the control group, *** P<0.001 different from the VPA group (n= 10).

Figure 5: Effect of quercetin treatment on ROS levels (A); nitrites (B); TBARS (C); total thiol content
(D); and on the activities of the enzymes superoxide dismutase (E); catalase (F); glutathione
peroxidase (G) and glutathione-S-transferase (H) in cerebral cortex of rats exposed to the prenatal
animal model of autism. Bars represent mean + SEM. # P<0.05, # P<0.01, ** P<0.001 different from
the control group, ** P<0.01, *** P<0.001 different from the VPA group (nh= 8-10/group).

Figure 6: Effect of quercetin treatment on ROS levels (A); nitrites (B); TBARS (C); total thiol content
(D); and on the activity of the enzymes superoxide dismutase (E); catalase (F); glutathione peroxidase
(G) and glutathione-S-transferase (H) in hippocampus of rats exposed to the prenatal animal model of
autism. Bars represent mean + SEM. # P<0.05, # P<0.01, #* P<0.001 different from the control

group,* P<0.05, ** P<0.01,*** P<0.001 different from the VPA group (n= 6.group).

Figure 7: Effect of quercetin treatment on ROS levels (A); nitrites (B); TBARS (C); total thiol content
(D); and on the activity of the enzymes superoxide dismutase (E); catalase (F); glutathione peroxidase
(G) and glutathione-S-transferase (H) in striatum of rats exposed to the prenatal animal model of
autism. Bars represent mean + SEM. # P<0.05, # P<0.01 different from the control group, * P<0.5

different from the VPA group (n= 6/group).

Figure 8: Effect of quercetin treatment on ROS levels (A); nitrites (B); TBARS (C); total thiol content
(D); and on the activity of the enzymes superoxide dismutase (E); catalase (F); glutathione peroxidase

(G) and glutathione-S-transferase (H) in cerebellum of rats submitted to the prenatal animal model of
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autism. Bars represent mean = SEM. # P<0.05, #* P<0.001 different from the control group, **
P<0.01 different from the VPA group (n= 6/group).

Figure 9: Effect of quercetin treatment in rats exposed to the prenatal animal model of autism on the
activity of the enzyme aminolevulinic acid dehydratase in cerebral cortex (A), hippocampus (B),
striatum (C) and cerebellum (D). Bars represent mean = SEM. The activity of the enzyme ALA-D was
described as nmol porphobilinogen (PBG) per hour per mg protein. *P<0.5 different from the control
group, ** P<0.01 different from the VPA group (n= 6/group).
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5. Conclusdes:

A exposicédo ao VPA durante o periodo pré-natal gerou reducdo do ganho de
peso dos filhotes no 21° dia pds-natal, enquanto que a quercetina preveniu este
efeito. Quanto a atividade locomotora avaliada pelo teste de campo aberto, a
exposicdo pré-natal ao VPA ndo alterou a locomocgéao dos filhotes, porém aumentou
a laténcia durante o teste, enquanto que a quercetina agiu preventivamente e assim,
inibiu esta alteracdo. Em relacdo a interacdo social, ndo foram observados
alteracdes do numero de interagdes sociais, somente foram encontradas alteracdes
no tempo de interacdo social dos filhotes, enquanto que a quercetina impediu esta
alteracdo comportamental. Quanto ao limiar nociceptivo a exposicdo pré-natal ao
VPA induziu aumento da laténcia para o filhote reagir ao estimulo nociceptivo,
engquanto que o tratamento com quercetina preveniu essa alteracao.

Em relacdo aos indicadores de estresse oxidativo a exposicdo pré-natal ao
VPA gerou aumento de TBARS, nitritos e ROS, nas estruturas cerebrais, cortex,
hipocampo, estriado e cerebelo, seguido de uma reducédo do conteudo tidlico total
em hipocampo. Enquanto que o tratamento com quercetina conseguiu prevenir estas
alteracdes em cértex, hipocampo e estriado, indicando que este flavonoide agiu de
forma antioxidante protegendo os filhotes das acdes deletérias que o estresse
oxidativo pode causar.

A exposicdo pré-natal ao VPA induziu alteracdes na atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST em cOrtex cerebral, hipocampo, estriado e
cerebelo, reduzindo ou aumentando suas atividades, indicando desta forma a
presenca de estresse oxidativo, devido ao desequilibrio do sistema antioxidante.
Quanto ao tratamento com a quercetina, este flavonoide conseguiu prevenir as
acoes do VPA e assim, impedir as alteracbes encontradas nas enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST em cortex cerebral, hipocampo e cerebelo,
embora ndo tenha conseguido prevenir as agdes do VPA no estriado.

Quanto as acdes do VPA na atividade da enzima 8-ALA-D foi encontrado uma
reducdo da atividade desta enzima em hipocampo, enquanto que nenhuma
alteracado foi observada em cortex cerebral, estriado e cerebelo. Porém, o tratamento
com quercetina agiu prevenindo esta alteragdo, aumentando a atividade da enzima
0-ALA-D.
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Neste sentido, os resultados demonstrados neste trabalho mostram que a
quercetina foi capaz de prevenir alteracbées no comportamento, na nocicepgao e no
dano oxidativo cerebral induzido pelo VPA no modelo animal de TEA. Sugerindo que
a quercetina pode ser uma alternativa natural para prevenir alteracées associadas
ao TEA, especialmente se usado por mulheres gravidas em terapia anticonvulsiva ou
em maes que ja tenham filhos com TEA e que pretendem ter outros filhos.
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Anexo A: Carta de parecer do Cémite de Etica em Experimentacdo Animal

UFPel

Comissao de Elea em Expeimentagao Anima

Pelotas, 04 de agosto de 2016

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos do tratamento com quercetina
em parametros comportamentais, neuroquimicos e inflamatérios em ratos
submetidos a2 um modelo experimental de autismo induzido pela exposi¢do pré-
natal ao &cido valproico", registrada com o0 n°23110.004961/2016-17, sob a
responsabilidade de Roselia Maria Spanevello- que envolve a produgdo, manuten¢do
ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com 0s
preceitos da Lei n°® 1 1.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execu¢io

pela Comissao de Etica em Experimenta¢o Animal, em reunido de 04/07/2016.

[ Finalidade (X ) Pesquisa () Ensino
Vigéncia da autoriza¢do 05/08/2016 a 01/08/2018
Espécie/linhagem/raca Rattus norvegicus/ Wistar
N° de animais 181
Idade 30 a 60 dias
Sexo 5 machos adultos e 80 filhotes; 16 fémeas adultas e 80
filhotes
Origem Biotério Central

Solicitamos, ap6s tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto a0 COBALTO
para posterior registro no COCEPE (cédigo para cadastro n° CEEA 4961-2016).

 dechen

M.V. Dra. A&a{e de Oliveira Campello Felix
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