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Resumo

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um transtorno complexo, marcado por dificuldades
de interacdo social, comunicacdo e comportamentos repetitivos, mas também por importantes
déficits motores, que muitas vezes precedem ou acompanham 0s sintomas centrais. Nesse
contexto, entender como o acido valproico (VPA) interfere no desenvolvimento fisico,
sensorio-motor e social de animais é essencial para compreender as alteragdes bioldgicas que
podem ocorrer no TEA humano. Sendo assim, a presente pesquisa investigou parametros
comportamentais com foco em aspectos motores de ratos machos e fémeas submetidos ao
modelo de exposic¢do pré-natal ao VPA. O modelo animal de autismo por indugdo quimica,
ocorre através da administracdo de VPA (600 mg/kg) no 12,5° dia gestacional. Ap6s o
nascimento, os filhotes foram divididos em dois grupos Salina-expostos e VPA-expostos. O
estudo avaliou crescimento, reflexos iniciais de neurodesenvolvimento, coordenacdo motora e
comportamento social em machos e fémeas. Os dados revelaram que a exposicao pré-natal ao
VPA prejudicou de forma consistente o desenvolvimento dos filhotes, independentemente do
sexo0. Os animais VPA-expostos apresentaram menor ganho de peso ao longo do periodo pds-
natal. Além disso, houve atraso no reflexo de abertura dos olhos, indicando comprometimento
no desenvolvimento fisico precoce. No conjunto de testes sensorio-motores, busca pelo ninho,
grid test e remocdo de adesivo, observou-se que 0s animais VPA exibiram maior laténcia para
iniciar a busca, maior tempo de permanéncia na grade e maior tempo para remover o adesivo,
sugerindo déficits em integracdo sensorio-motora e coordenacdo. Nos testes sociais, tanto
machos quanto fémeas expostos ao VPA apresentaram prejuizo na interacdo social,
caracterizado por maior laténcia para iniciar contato, menor tempo de interacdo e reducéo do
namero de interagdes, além de menor flexibilidade comportamental diante da introdugdo de
novos estimulos sociais. No teste de preferéncia social, embora o reconhecimento de objetos
tenha sido preservado, os animais VPA-expostos mostraram alteracbes no padrdo de
exploracdo, especialmente maior permanéncia em zonas neutras ou nao sociais, indicando
menor motivacdo social. Em conclusdo, a exposicdo pré-natal ao VPA produziu déficits
semelhantes em machos e fémeas, incluindo menor ganho de peso, atraso no desenvolvimento
fisico e prejuizos sensorio-motores e sociais. Embora ambos os sexos tenham sido
amplamente afetados, observaram-se pequenas diferencas: 0s machos apresentaram maior
laténcia para iniciar o contato social, enquanto as fémeas mostraram reducdes mais
consistentes na manutencdo da interacdo e na flexibilidade diante de estimulos sociais. Assim,
apesar de o VPA impactar de forma global o desenvolvimento, os resultados indicam
variacdes discretas entre machos e fémeas na expressao dos déficits sociais.

Palavras-chave: transtorno do espectro autista, neurodesenvolvimento, acido valproico,

modelo animal, desenvolvimento motor, comportamento social.



ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a complex condition characterized by difficulties in
social interaction, communication, and repetitive behaviors, but also by important motor
deficits that often precede or accompany the core symptoms. In this context, understanding
how valproic acid (VPA) interferes with the physical, sensorimotor, and social development
of animals is essential for clarifying the biological alterations that may occur in human ASD.
Accordingly, the present study investigated how prenatal exposure to VPA affects motor and
behavioral parameters in male and female rats. The study assessed growth, early reflexes,
motor coordination, and social behavior in both sexes. Prenatal VPA exposure consistently
impaired pup development, regardless of sex. VPA-exposed animals showed reduced weight
gain throughout the postnatal period. In addition, there was a delay in eye-opening reflex,
indicating compromised early physical development. In the battery of sensorimotor tests—
nest-seeking, grid test, and adhesive removal—VPA-exposed animals showed increased
latency to initiate nest-seeking, longer time spent on the grid, and increased time to remove
the adhesive, suggesting deficits in sensorimotor integration and coordination. In social
behavior tests, both males and females exposed to VPA displayed impairments in social
interaction, characterized by longer latency to initiate contact, reduced interaction time, and
fewer interaction bouts, as well as decreased behavioral flexibility when introduced to novel
social stimuli. In the social preference test, although object recognition remained preserved,
VPA-exposed animals showed altered exploration patterns, particularly increased time spent
in neutral or non-social zones, indicating reduced social motivation. In conclusion, prenatal
exposure to VPA produced similar deficits in males and females, including reduced weight
gain, delayed physical development, and sensorimotor and social impairments. Although both
sexes were broadly affected, subtle differences were observed: males showed longer latency
to initiate social contact, whereas females exhibited more consistent reductions in sustained
interaction and flexibility in response to social stimuli. Thus, although VPA globally impacts
development, the results indicate discrete sex-related variations in the expression of social
deficits.

Keywords: autistic spectrum disorder, neurodevelopment, valproic acid, animal model, motor
development, social behavior.
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1. INTRODUCAO

1.1. TRANSTORNO DO ESPECTRO DO AUTISMO - TEA

O transtorno do espectro do autismo (TEA) é um transtorno do
neurodesenvolvimento complexo caracterizado por interagdes sociais e comunicagédo
prejudicadas, juntamente com a presenca de distirbios de comportamentos estereotipados
repetitivos (Mintal, 2022). De acordo com a American Psychiatric Association (APA)
(2013), o TEA é caracterizado por déficits persistentes na comunicagdo social e na interacdo
social, juntamente com padrfes restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou
atividades. O autismo pode ser definido por trés dominios comportamentais: interacéo social,
comunicacdo de linguagem e brincadeira imaginativa, e gama de interesses e atividades
(APA, 2013).

Em 1908, o termo “autismo” foi descrito por Eugen Bleuler para caracterizar o
isolamento destes pacientes. Inicialmente, achava-se que o autismo era um transtorno
associado a esquizofrenia. Apenas em 1960 houve uma separacdo dos transtornos e, desde
entdo, seus critérios diagndsticos foram refinados. No entanto, foi na Suécia, nos anos 70, que
se deu inicio aos processos educacionais a respeito do autismo (Zaky, 2017).

O TEA representa uma ampla variedade de manifestac6es clinicas com diferentes
niveis de suporte. Um crescente aumento nas pesquisas revela evidéncias da associacdo
frequente entre TEA e irritabilidade, agressdo, comportamentos autolesivos, transtorno de
déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH), ansiedade, transtornos por uso de substancias,
catatonia e psicose (Genovese e Ellerbebeck, 2022). Os sintomas associados a muitos
transtornos comportamentais e psiquiatricos que ocorrem comumente em individuos com
TEA podem se sobrepor as caracteristicas centrais do TEA, resultando em maiores

dificuldades nos diagndsticos (Yang et al., 2022).

1.2. ETIOLOGIA

Apesar de ndo ter sua origem e fisiopatologia bem definida, acredita-se que o
TEA apresenta etiologia complexa e multifatorial, visto que sofre influéncia de fatores
externos e genéticos. A influéncia genética, ja comprovada, apresenta-se como uma
anormalidade cromossdmica e com distlrbios de varios genes (Genovese e Ellerbebeck,

2022). Estudos foram conduzidos para encontrar genes envolvidos em cada sintoma do TEA e



para identificar como 0s genes estdo relacionados a sua patogénese (Genovese e Butler,
2020). Um estudo de associagdo genomica ampla (GWAS) inicial em 4300 criancas afetadas
com TEA e 6500 controles de ascendéncia europeia encontrou uma forte associagdo com seis
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) localizados entre os genes da caderina 10
(CDH10) e da caderina 9 (CDH9) localizados no cromossomo 5 que codifica moléculas de
adesdo celular neuronal (Wang et al., 2009). Desde entdo, mais de 100 loci genéticos foram
relatados como associados ao TEA, compreendendo genes que convergem na remodelacao da
cromatina, funcdo sinaptica na sinalizacdo neuronal e neurodesenvolvimento. Além disso,
Butler et al. (2015) reuniram cerca de 800 genes da literatura que foram implicados como
clinicamente relevantes, suscetiveis ou conhecidos no TEA. Esses genes maltiplos incluem
varios membros das familias de genes neuroligina, neurexina, receptor GABA, caderina e
SHANK. Outros genes foram encontrados para codificar neurotransmissores e seus
receptores, transportadores, oncogenes, hormonios derivados do cérebro, epigenética e
proteinas da via de sinalizacdo e ubiquitina, juntamente com moléculas de adesdo celular
neuronal (Genovese e Butler, 2020)

Os genes relacionados ao TEA também estdo associados a outros transtornos
sindrémicos do neurodesenvolvimento, como a sindrome do X fragil e a sindrome de Rett
(Yoom et al., 2020). Nos ultimos 40 anos, os avangos na tecnologia gendmica com
bioinforméatica e um interesse crescente em pesquisa genética levaram a descobertas de
defeitos cromossdémicos e genéticos especificos e dezenas de sindromes genéticas
reconhecidas associadas ao autismo (Genovese e Butler, 2023).

Apesar da forte influéncia genética, muitos estudos demonstram que fatores
ambientais podem contribuir significativamente no TEA (Karimi et al., 2017; Mahic et al.,
2017; Yoom et al., 2020). A maioria desses fatores se deve ao periodo pré-natal, que pode ser
afetado por mudancas ambientais no corpo parental. Durante a gravidez, o corpo materno fica
imunossuprimido, o que torna a méde e o embrido em desenvolvimento suscetiveis a muitos
agentes infecciosos. Da mesma forma, tem sido consistentemente sugerido que infeccGes
virais parentais seriam fatores de risco para o TEA, principalmente se a infec¢do ocorre
durante o primeiro semestre da gestacdo. Doengas como: rubéola, sarampo, caxumba,
varicela, gripe, virus herpes simplex, pneumonia, sifilis, varicela zoster e citomegalovirus
representam um risco potencial para o bebé (Karimi et al., 2017; Mahic et al., 2017; Yoom et
al., 2020).

Sandin et al. (2012), em sua revisao sistematica com metanalise, correlacionou a

idade materna com autismo. Percebeu-se que maes com idade abaixo de 20 anos tinham o



risco diminuido comparado com maes com idade entre 25 e 29 anos. Em outro estudo de 2006
sobre a idade parental, Reichenberg et al., (2006) relatou um aumento do autismo para mées
com mais de 30 anos e gque apos 0s 50 anos ha aumento mais acentuado. Tal fato foi creditado

as mutacOes génicas durante o envelhecimento dos pais.

1.3. EPIDEMIOLOGIA

A epidemiologia do TEA tem sido um tema de crescente interesse em todo o
mundo, com variagdes significativas nas taxas de prevaléncia entre diferentes regides e
populagdes (Paula et al., 2011).

No Brasil, no Censo Demogréafico 2022 o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) incluiu, pela primeira vez, um quesito sobre diagndstico prévio de autismo
informado por profissional de saide. O resultado apontou =~2,4 milhdes de pessoas com
diagndstico de TEA, o que corresponde a 1,2% da populacdo residente com 2 anos ou mais; a
prevaléncia foi maior entre homens (1,5%) do que entre mulheres (0,9%) e mais elevada nas
faixas etarias infantis, especialmente entre 5 e 9 anos (2,6%) (IBGE, 2025).

Nos Estados Unidos, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estima
que 1 em cada 36 criancas seja diagnosticada com TEA, conforme dados de 2023. Esse
namero representa um aumento significativo em relacdo a estudos anteriores, que indicavam
uma prevaléncia de 1 em 150 criangas na década de 2000. O aumento pode ser atribuido a
uma combinacdo de fatores, incluindo melhores métodos de identificacdo, mudancgas nos
critérios de diagndstico e uma maior conscientizacdo sobre o transtorno. Maenner et al.
(2023) destacam que a detecgdo precoce e intervencOes adequadas sdo fundamentais para o
desenvolvimento dessas criancas.

Globalmente, as estimativas de prevaléncia do TEA variam amplamente. Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia do TEA é estimada entre 0,1% e 1%
da populagéo. Essa variacdo pode ser influenciada por diferencas culturais, acesso a servicgos
de saude e métodos de diagnostico. Em paises como o Reino Unido e a Australia, estudos
revelam prevaléncias em torno de 1% a 2%. Por outro lado, em paises em desenvolvimento, a
falta de recursos e de formacdo profissional pode levar a subdiagnosticos (Chiarotti e
Veronesi, 2020).

A epidemiologia do TEA revela um panorama complexo que varia entre

diferentes regides e contextos sociais. Enquanto os dados de prevaléncia aumentam,



especialmente em paises desenvolvidos, a necessidade de conscientizacdo e formacéo
adequada continua sendo uma prioridade global (Chiarotti e VVeronesi, 2020).

1.4.  SINAIS CLINICOS

O TEA é um transtorno com uma grande heterogeneidade clinica onde cada
individuo pode apresentar uma combinacdo Unica de sintomas. Segundo a APA (2013), os
principais sintomas do TEA sdo: dificuldades de comunicacdo e na interacdo social,
comportamentos restritos e repetitivos, déficits sensoriais, podendo apresentar uma
hipersensibilidade ou uma hiposensibilidade, e emocionais.

Os problemas de comunicacdo podem se manifestar de diversas maneiras como:
atrasos na fala, ecolalia, dificuldade em entender linguagem figurativa e uso limitado da
linguagem. Quanto a interagdo social, apresentam dificuldades em fazer amigos e entender
sinais sociais, podendo apresentar reacfes inadequadas de acordo com situacGes especificas
(APA, 2013).

15. DIAGNOSTICO

O diagnostico do TEA é um processo complexo que envolve a observacdo clinica
e a avaliacdo de comportamentos. Os critérios diagnodsticos para o TEA estdo descritos no
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5). Os sintomas devem estar
presentes desde a primeira infancia, embora possam ndo se manifestar plenamente até que as
demandas sociais superem as capacidades do individuo. Além disso, esses sintomas devem
causar prejuizo significativo em areas sociais, académicas ou outras areas funcionais (APA,
2013).

O diagnostico geralmente é realizado por uma equipe multidisciplinar que pode
incluir pediatras, psicélogos, psiquiatras, terapeutas ocupacionais e fonoaudiélogos. Essa
abordagem ¢ fundamental, pois permite uma avaliacdo abrangente das varias dimensfes do
comportamento e do desenvolvimento da crianga (Silva e Mulick, 2009). Diversos
instrumentos e escalas sdo utilizados para auxiliar no diagnostico do TEA, incluindo: Autism
Diagnostic Observation Schedule (ADOS); Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R);
Questionario/inventario CARS; Questionario/inventario PROTEA; Questionario/inventario
M-CHAT-R; Questionario/inventario VINELAND 1lI; Questionario/inventario SRS-2;
Questionario/inventario PORTAGE.



Esses instrumentos ajudam a garantir que o diagndstico seja preciso e que as
intervencgdes necessarias possam ser implementadas o mais cedo possivel. Segundo Paula et.
al, 2011, o Brasil, ndo tem um estudo de prevaléncia do TEA que tenha avaliado uma amostra
representativa da populacdo — apenas um estudo-piloto realizado na cidade paulista de
Atibaia, tendo sido encontrada uma prevaléncia de 0,3%.

A diversidade cultural e socioeconémica da populacdo brasileira traz a tona a
necessidade de compreender as especificidades destes pacientes, uma vez que essas
caracteristicas influenciam diretamente a apresentacdo clinica do TEA e as estratégias de
intervencdo possiveis. Pode-se ainda, com a caracterizacdo do TEA, definir politicas publicas
e de inclusdo. Além de definir as principais comorbidades presentes no TEA. Neste sentido,
acredita-se que a caracterizacdo do perfil do individuo com TEA é fundamental para o

desenvolvimento de intervencdes adequadas e eficazes (Paula et al., 2011)

1.6. CARACTERIZACAO DOS DEFICITS MOTORES NO TEA

Sinais motores especificos no TEA foram descritos ja em 1943 por Kanner, que
observou "desajeitamento™ motor em criancas com TEA. Desde a descricdo neuroanatomica
da hipoplasia dos lobulos cerebelares de pessoas com TEA em 1988, houve varios esforgos
para quantificar as fungdes motoras (Cho et al., 2022). Os déficits motores estdo presentes em
individuos com TEA e podem manifestar-se desde a primeira infancia. Pode-se verificar
atrasos ou diferencas no desenvolvimento motor, dificuldades na coordenacdo fina e grossa,
alteracOes do equilibrio e padrdes de marcha atipicos. A presenca de dificuldades motoras tem
sido associada a desfechos adaptativos e sociais, tornando sua caracterizacdo e mensuragao
importantes para intervencdes mais eficientes (Bhat, 2022).

No geral, as dificuldades motoras desempenham um papel substancial no
comportamento adaptativo das criancas e, por sua vez, na sua qualidade de vida. Dificuldades
motoras ndo tratadas entre criancas e adolescentes autistas podem impactar negativamente sua
salde mental, aumentando a probabilidade de isolamento social e menor autoestima (Fears,
Palmer e Miller, 2022).

Um dos desafios de identificar déficits motores especificos no TEA é que eles se
manifestam de forma diferente conforme as criangas crescem. No desenvolvimento inicial, a
aquisicdo de habilidades motoras grossas requer forga e feedback sensorial para aprender a se
mover contra a gravidade e préatica ativa. Conforme os bebés comecam a engatinhar, andar,

correr e pular, as demandas fisicas das habilidades motoras mudam. Para os clinicos que
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trabalham com criangas com TEA, reconhecer essas mudancgas precoces no comportamento
motor no TEA é fundamental para o diagnostico e a intervengdo precoces (Odeh, Gladfelter e
Stoesser, 2020).

1.6.1. Controle postural e equilibrio

O controle do equilibrio, também conhecido como controle postural, é a
capacidade de manter ou controlar o centro de gravidade dentro de uma base de suporte para
evitar quedas e completar os movimentos desejados. Em criangas com TEA, a capacidade
prejudicada de controle postural durante a infancia leva ao atraso no desenvolvimento motor,
como engatinhar e andar. Posteriormente, quando criancas com TEA andam eretas, o efeito
gravitacional e a estabilidade postural diminuida se manifestam como deficiéncias no controle
do equilibrio (Xu, Li e Qi, 2025).

1.6.2. Coordenacéao e motricidade global

O transtorno do desenvolvimento da coordenagdo (TDC) tem uma alta taxa de
comorbidade com outros transtornos do desenvolvimento, e aproximadamente 80% das
criangas com tragos autistas tém dificuldades com habilidades motoras. No Jap&o, um estudo
populacional urbano descobriu que 63,2% das criancas com TEA tém TCD comorbido
(Fujisawa, Saito e Sugawara, 2025).

Criangas com TEA apresentam uma série de dificuldades motoras, incluindo
dificuldades na coordenacdo visomotora e de membros superiores, equilibrio e coordenacédo
bilateral durante tarefas motoras padronizadas. Elas também podem apresentar dificuldades
funcionais durante a caminhada (por exemplo, andar na ponta dos pés ou base de apoio
ampla) e outros padrdes locomotores, como dificuldade em executar habilidades complexas
que exigem certas formas de movimento (por exemplo, salto em distancia, pulo com uma
perna, etc.), bem como dificuldades com habilidades da vida diaria de se vestir, carregar
objetos e planejar sequéncias motoras complexas (por exemplo, ao praticar um esporte) (Bhat,
2023). Observa-se também, significativa dificuldades motoras finas durante tarefas manuais,
como desenhar, escrever, cortar, amarrar cadarco, dentre outras (Fears, Palmer e Miller,
2022).
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1.6.3. Marcha no TEA

A conquista da caminhada independente requer desenvolvimento neuroldgico,
maturacdo musculoesquelética e o acimulo de experiéncias motoras. Embora o inicio tardio
da marcha atrase 0 acesso da crianga aos beneficios do desenvolvimento obtidos por meio da
caminhada, ¢ a qualidade da marcha (por exemplo, velocidade, variabilidade e controle
postural) que impacta cumulativamente o acesso da crianca a esses beneficios ao longo do
tempo (Wilson, 2024). Relata-se que a obtencdo da marcha é mais tardia entre criangas com
TEA. As estimativas variam de 1,1 a 2,5 meses de atraso na idade para o inicio da caminhada
independente média em comparacdo com amostras de criancas com desenvolvimento tipico,
criangcas com baixo risco para TEA e uma coorte nacional de nascimentos (Reindal, 2020).

Segundo Wu et al, 2023 criancas mais velhas e adolescentes com TEA
apresentam padrfes de marcha Unicos, caracterizados por passadas curtas, cadéncia rapida e
alta variacéo na largura da passada. Esses individuos com TEA também experimentaram altas

forcas de frenagem durante a caminhada.

1.7. O PAPEL DO CEREBELO NO TEA

Durante muito tempo, o cerebelo foi visto apenas como uma estrutura responsavel
por coordenar movimentos e manter o equilibrio. No entanto, nas Ultimas décadas, essa visdo
mudou radicalmente. Hoje, sabe-se que o cerebelo participa também de funcbes cognitivas,
emocionais e sociais, areas diretamente afetadas no TEA. Estudos estruturais e funcionais
recentes mostram que alteracBes no cerebelo sdo recorrentes em individuos com TEA e
podem contribuir de maneira direta para manifestacbes centrais do transtorno, ndo apenas
para déficits motores (Sydnor e Aldinger, 2022).

Dificuldades motoras foram observadas em 50% a 85% dos individuos com TEA,
sendo os principais sintomas deficits na coordenacdo visuomotora e no equilibrio, ténus
muscular e anormalidades na marcha (Wang et al., 2025). Uma das descobertas mais
consistentes envolve as células de Purkinje, principais neurbnios inibitérios do cortex
cerebelar. Pesquisas neuropatologicas e experimentos com modelos animais indicam que a
reducdo no nuimero ou no tamanho dessas células pode interromper a comunicacao entre o
cerebelo e o cortex cerebral, afetando o desenvolvimento de circuitos relacionados a

linguagem e as habilidades sociais (Van der Heijden e Sillitoe, 2021).
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Além dos achados estruturais, ha uma crescente preocupacdo em compreender
como as alteragcdes motoras se relacionam com outros aspectos comportamentais. Butera et al.
(2025) mostraram que parte das dificuldades motoras no TEA se sobrepde as observadas em
transtornos do desenvolvimento da coordenacdo, mas também existem caracteristicas motoras
especificas do autismo, como padrdes estereotipados de movimento e execucdo atipica de
tarefas que envolvem estimulos sociais. Para esses autores, o perfil motor pode funcionar
como um marcador precoce de alteracdes no neurodesenvolvimento mais amplas, incluindo as
sociais e comunicativas.

Do ponto de vista genético e molecular, pesquisas recentes revelam que muitos
genes associados ao TEA possuem expressédo elevada no cerebelo e regulam processos como
sinaptogénese e maturacdo neuronal (Wang et al., 2025). Genes como o0 TRIO e 0 FMR1
exercem um papel essencial no funcionamento do cerebelo. O gene TRIO atua auxiliando os
neurdnios nas conexdes adequadas e a migracdo locais corretos durante o desenvolvimento.
MutacgOes nesse gene faz com que haja alteracGes nas conexdes cerebelares, especialmente
nas células de Purkinje, que sdo essenciais para a coordenacdo motora. Da mesma forma, o
gene FMR1, que regula a producdo de proteinas nas sinapses, quando alterado, leva a falhas
na comunicacdo entre neurdnios e prejudica o aprendizado motor (Eid et al., 2025). Isso
sugere que o comprometimento motor pode ser uma das primeiras manifestacdes clinicas do

autismo, refletindo disfungdes cerebelares precoces (Wang et al., 2025).

1.8. MODELO ANIMAL

O modelo pré-natal de exposi¢do ao acido valproico (VPA) tornou-se, nas ultimas
décadas, uma das ferramentas experimentais mais usadas para investigar mecanismos e
potenciais tratamentos do TEA. Diversos modelos experimentais foram conduzidos em
diferentes espécies, incluindo roedores, peixes-zebra e primatas ndo humanos. Além disso,
avancos recentes foram obtidos com o uso de organoides derivados de células-tronco
pluripotentes induzidas humanas, que apresentam padrdes de expressdo génica afetados pela
exposicdo ao VPA e permitem a correlagdo com os mecanismos bioldgicos propostos por
estudos em animais (Zarate-Lopez, 2024).

A exposicdo gestacional ao VPA em roedores tem efeitos significativos em
medidas equivalentes em roedores dos trés principais tracos comportamentais caracteristicos
do TEA em humanos, induzindo prejuizos sociais, comportamentos repetitivos e

rigidez/inflexibilidade cognitiva ap0s o nascimento. No entanto, pouco se sabe sobre o
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possivel comprometimento motor deste modelo animal investigando as diferencas em machos

e fémeas.



14

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar e caracterizar as alteracbes comportamentais relacionadas ao
comprometimento motor no autismo através do uso do modelo animal de autismo induzido

por acido valpraico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o peso da prole, bem como registrar o abrir dos olhos, teste de busca
pelo ninho como indicadores de desenvolvimento e crescimento em ratos Wistar machos e
fémeas submetidos ao modelo animal de TEA induzido por VPA.

Avaliar o comportamento motor através do Grip test e do teste da remocédo do
adesivo em ratos Wistar machos e fémeas submetidos ao modelo animal de TEA induzido por
VPA.

Avaliar o comportamento social através do teste de 3 camaras para avaliar a
interacdo social e a preferéncia social em ratos Wistar machos e fémeas submetidos ao
modelo animal de TEA induzido por VPA.



15

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) para pesquisas utilizando
animais. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o protocolo 58/2024 (Anexo A). Os
animais foram procedentes do Biotério Central da UNESC e todos os cuidados foram

adotados para evitar ou minimizar o sofrimento dos animais durante o experimento.

3.2. MODELO ANIMAL

Foram utilizados ratos Wistar expostos no periodo pré-natal ao VPA para
investigar alteragdes comportamentais. Os animais ficaram acondicionados com as maes até o
desmame no 21° dia. Apds isso, os animais foram transferidos para gaiolas (comprimento 41
cm X largura 34 cm x altura 17 cm) com 5 animais cada, sob ciclo de claro e escuro de 12
horas (6:00 as 18:00h), com livre acesso ao alimento padrdo para roedores da Nuvilab
(NUVITAL) e &gua do sistema publico de fornecimento (torneira) colocado em bebedouros
para 0s animais em gaiolas de tamanho padrdo do biotério. O ambiente foi mantido a
temperatura constante e diaria de 23+1°C. A maravalha que forra as caixas dos animais eram
trocadas a cada 2 dias e a sala apresentava o sistema de exaustor, de modo a manté-los com o

maximo de conforto possivel.

3.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Dezoito ratos Wistar fémeas foram acasaladas com 8 machos. Primeiramente,
parte da maravalha da caixa contendo machos foi adicionada a caixa das fémeas no fim do
ciclo claro e nos 7 dias seguintes, foi coletado a secre¢do vaginal das ratas para verificar em
qual periodo do ciclo feértil ela se encontra. A secrecdo foi coletada com pipeta automatica,
sendo que foi feito um lavado com 80 pL de salina no orificio da vaginal da rata e avaliado
em microscopio (40 x) para averiguar o padrao de células encontradas. Quando foi encontrado
0 padrdo de células que correspondiam a fase Estro, a rata foi acasalada com um rato e na

manh& seguinte ao acasalamento foi realizado um outro lavado vaginal com salina para
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verificar a presenca de espermatozoide. Assim que encontrado espermatozoide, foi
considerado o dia 0,5 embrionario, a rata foi isolada e denominada Matriz. Essas fémeas,
agora denominadas matrizes, no décimo segundo dia de gestacdo, foram divididas em dois
grupos, de nove matrizes cada, onde receberam 600 mg/kg de VPA (grupo VPA-expostos) ou
salina (grupo SAL-expostos), via intraperitoneal.

Apo0s 0 nascimento, no dia pos-natal (DPN) 9, 22 e 36 foi registrado o peso, 0
abrir dos olhos no DPN 10 ao 17 e o teste de busca pelo ninho no DPN 10 como indicadores
de desenvolvimento e crescimento das proles das matrizes VPA-expostos e SAL-expostos. Os
filhotes foram desmamados e separados das matrizes no DPN 21. A partir do DPN 25, foram
realizados os testes comportamentais: Grip test, teste da remocdo do adesivo e teste de trés

camaras.

3.4 Parametros de neurodesenvolvimento e testes comportamentais
3.4.1. Analise do peso corporal

O peso da prole foi avaliado no dia 9, 22 e 36 DPN. Cada filhote foi pesado
individualmente utilizando uma balanca de precisdo, com os registros utilizados para anélise
posterior. A avaliacdo do peso € uma medida importante do desenvolvimento fisico e pode

indicar a saude geral da prole (Hill; Lim; Stone, 2008; Scheneider; Przewlocki, 2005).

3.4.2 Analise da abertura dos olhos

Durante o intervalo entre o DPN 12 e DPN 16, foi observado o abrir dos olhos dos
animais, uma vez ao dia, pela manhd. Esse parametro permite verificar o
neurodesenvolvimento dos animais. Animais tipicos, tendem a ter seus olhos abertos no DPN
14 e os animais com algum atraso na maturacdo do SNC tendem a levar mais dias para a
abertura ocular total (Ba, 2012). As caixas que tinham todos os animais com o0s olhos
fechados eram consideradas como score 0. Ja as caixas que continham alguns ou todos

animais com os olhos abertos eram consideradas score 0,5 e 1, respectivamente.
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3.4.3. Teste de busca pelo ninho

No 10 DPN os animais foram submetidos ao teste que avalia perfil olfatério. Em
uma gaiola de rato, adiciona-se de um lado maravalha com odor da caixa original e de outro
lado maravalha estéril. Entre as duas maravalhas, no centro, deixa-se livre 15 cm da caixa. O
animal é inserido nesse local livre de maravalha com a cabeca voltada para o experimentador
e entdo é contabilizado o tempo que o animal precisa para voltar sua cabeca e corpo para a

maravalha com cheiro conhecido (Gregory e Pfaff , 1971).

3.4.4. Teste de forca de preenséo (Grip test)

O Grid Test foi realizado no 28° DPN e utilizado para avaliar o desempenho
motor e a capacidade de preensdo dos animais. Para tal, empregou-se uma malha de arame
galvanizado com orificios regulares de aproximadamente 1,5 mm de didmetro. Cada animal
foi colocado no centro da malha, que em seguida foi invertida a uma altura minima de 20 cm
acima de um recipiente transparente, iniciando-se imediatamente o cronémetro. O tempo de
laténcia até a queda foi registrado em segundos; caso o animal ndo caisse dentro de 60
segundos, era atribuida a pontuagdo méaxima de 60 segundos, sem realizacdo de novas
tentativas. Durante os dois primeiros pontos de coleta, se 0 animal caisse antes de 10
segundos, era recolocado imediatamente na malha para uma segunda tentativa. Entre
avaliacBes consecutivas, 0s animais permaneciam em repouso por pelo menos 5 minutos antes

de nova exposi¢éo ao teste.

3.4.5. Teste de remocédo do adesivo

A funcdo sensorio-motora fina dos animais foi avaliada por meio do teste de
remocdo do adesivo, conforme descrito previamente por Schallert et al. (1982) com
adaptacOes para o presente estudo. Esse teste consiste em quantificar a capacidade do animal
de detectar e remover um pequeno adesivo aplicado na superficie plantar da pata anterior,
sendo amplamente utilizado para investigar processamento tatil, coordenacdo motora e
integridade somatossensorial. Para o teste, no DPN 33, um pequeno adesivo circular foi
aplicado suavemente na superficie plantar de cada pata anterior, evitando compressao
excessiva. Apods a aplicacdo, o animal foi imediatamente colocado em uma caixa transparente

de observacdo, sendo registrados o tempo de deteccgéo (intervalo entre a colocacdo do adesivo
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e 0 primeiro movimento do animal indicando percepc¢do do estimulo (ex.: sacudir, lamber ou
olhar para a pata)) e o tempo de remocdo (intervalo entre a colocacdo do adesivo e sua

completa retirada pelo animal utilizando a boca ou as patas).

3.4.6. Teste das trés camaras

O teste se baseia na tendéncia natural que os roedores tém de investigar animais
considerados desconhecidos, intrusos. Neste experimento os animais foram levados
individualmente a interagir com outro animal desconhecido do mesmo sexo em uma caixa de
acrilico (60 x 60 x 30 cm). Inicialmente, cada animal era colocado no compartimento central
para um periodo de habituacdo de 5 minutos, com o0 acesso aos compartimentos laterais
bloqueado. Em seguida, um rato nao familiar (rato 1), previamente habituado a permanéncia
em uma pequena gaiola de arame, era colocado em um dos compartimentos laterais. A
posicdo do estranho era alternada sistematicamente entre os testes. O sujeito entdo tinha
acesso irrestrito aos trés compartimentos durante uma sessao de 10 minutos, enquanto um
observador treinado registrava o tempo gasto em cada compartimento e o numero de entradas
(considerando-se uma entrada quando as quatro patas ultrapassavam o limite da camara).
ApoOs essa primeira sessdo, uma segunda fase de 10 minutos era realizada para avaliacdo da
preferéncia social por novidade. Um segundo rato ndo familiar (rato 2) era colocado no
compartimento anteriormente vazio, também dentro de gaiola idéntica. O animal-teste podia
explorar ambos os estimulos sociais, sendo novamente registrados o tempo de permanéncia

em cada camara e as transicoes entre elas.

3.5. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism, versdo
9.0.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Inicialmente, os dados foram submetidos
ao teste de Shapiro—Wilk para verificar a normalidade da distribuicdo. Quando os dados
apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancias, foram aplicados testes
paramétricos, especificamente o teste t de Student para comparacGes entre dois grupos
independentes (SAL e VPA). Nos casos em que os dados ndo atenderam aos pressupostos de
normalidade, foram empregados testes ndo paramétricos, utilizando o teste de Mann—

Whitney. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). O nivel
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de significancia adotado foi de p < 0,05, sendo as diferencas estatisticamente significativas

indicadas por asterisco.
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4. RESULTADOS

4.1. PESO CORPORAL

A figura 1 mostra evolugdo do ganho de peso dos ratos e ratas dos grupos SAL e
VPA, que foi aferido entre o DPN 9 e 36. Foi observado um menor ganho de peso do grupo
VPA em relacdo ao grupo SAL nos DPN 19 (p < 0,01**) e DPN 9 e 36 (p < 0,001***), tanto
em machos (Fig 1 A) quanto em fémeas (Fig 1 B).

Machos Fémeas
200 200
*kk SAL SAL

150 s VPA 150 *% - VPA
C) C)
8 100+ *% 8 100 Fodkk
[+ []
o o

50- *kk 50— dokk
0 T T T T 0 T T T T
0 9 18 27 36 0 9 18 27 36
Dia pés-natal Dia pés-natal

Figura 1. Peso corporal de filhotes Machos e Fémeas expostos ao valproato (VPA) ou a solucéo salina
(SAL). Os dados estdo expressos como média = erro padrdo da média (EPM) de gramas (g) do peso corporal. As
comparacBes entre grupos foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney. Diferencas estatisticamente
significativas: p < 0,01 (**) p < 0,001 (***).

4.2. ABERTURA DOS OLHOS

A figura 2, apresenta os resultados do reflexo de abertura dos olhos dos ratos e
ratas dos grupos SAL e VPA, avaliados diariamente do 9° ao 17° dia pos-natal. Na figura 2A,
observa-se que 0s machos expostos ao VPA apresentaram um atraso na abertura dos olhos em
relacdo ao grupo SAL, j& que o grupo SAL inicia a abertura no 10° DPN e o grupo VPA
apenas no 13° DPN. O mesmo ocorre com as fémeas, figura 2B, onde as fémeas VPA
demoraram mais para iniciar a abertura dos olhos, 12° DPN, em relacdo as fémeas do grupo
SAL, 10° DPN.
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Figura 2. Desenvolvimento da abertura dos olhos em filhotes Machos (A) e Fémeas (B) dos grupos salina
(SAL) ou valproato (VPA). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM) do score do
abrir dos olhos. Foi Aplicado o teste de Mann Witney e diferencas estatistica significativas: p < 0.01**;

0.001***,

4.3. BUSCA PELO NINHO

A figura 3 apresenta os resultados do teste de localizacdo do ninho, realizados
entre os grupos salina (machos e fémeas) e o grupo VPA (machos e fémeas). Foi observado
que tanto os machos, figura 3A, quanto as fémeas, figura 3C, VPA-expostos, apresentaram
aumento no tempo (s) (p < 0,05) para iniciar 0 movimento de busca em relacdo ao grupo
SAL. Em contrapartida, ndo houve diferenca significativa no tempo total para alcancar o

ninho, tanto para machos quanto para fémeas (figura 3B e 3D).
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Figura 3 — Avaliagcdo do desenvolvimento sensério-motor de ratos e ratas expostos ao acido valpréico
(VPA) ou solucdo salina (SAL). A e C — Laténcia, em segundos, para encontrar o ninho. B e D — Tempo, em
segundos, para chegar ao ninho. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Foi
Aplicado o teste de Mann Witney e diferencas estatistica significativas: p < 0.05*.

4.4. TESTE DE FORCA DE PREENSAO (GRIP TEST)

Nos resultados do teste de escalada de grades, figura 4, que avalia a forga de
preensdo e a coordenacdo motora dos animais, observou-se que houve um aumento no tempo
de permanéncia na grade (p < 0,05), tanto machos, figura 4A, quanto fémeas, figura 4B,

expostos a0 VPA em comparacgao aos respectivos grupos SAL.
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Figura 4. — Desempenho de ratos e ratas expostos ao acido valproico (VPA) ou solucdo salina (SAL) no
grip test (teste de forca de preensdo). A — Tempo, em segundo, para 0s machos cairem. B — Tempo, em
segundos, para as fémeas cairem. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Foi
aplicado teste Mann-Whitney, Teste t de Student pareado ou ndo, conforme apropriado. Diferengas
estatisticamente significativas: p < 0,05 (*).

4.5. TESTE DE REMOCAO DO ADESIVO

A figura 5, mostra os resultados do teste de remocdo do adesivo, que avalia a
integracdo sensorio-motora, a coordenacdo e a destreza das patas anteriores. Foi observado
que houve um aumento no tempo para remover o adesivo tanto em machos, figura 5B, quanto

para as fémeas, figura 5D, expostas ao VPA em relacdo ao grupo SAL (p < 0,05).
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Figura 5. Teste de remocdo do adesivo em ratos e ratas expostos ao acido valpréico (VPA) ou solucao
salina (SAL). A (machos) e C (fémeas) — Laténcia para tocar o adesivo; B (machos) e D (fémeas) — tempo total
para remover o adesivo. Os valores estdo expressos como média * erro padrdo da média (EPM). Foi aplicado
teste Mann-Whitney, Teste t de Student pareado ou ndo, conforme apropriado. Diferencas estatisticamente
significativas: p < 0,05 (*).

4.6. TESTE DE INTERACAO SOCIAL

A figura 6 apresenta os resultados do comportamento social dos ratos submetidos
ao teste de interag&o social. Observa-se na figura 6A que os ratos do grupo VPA apresentaram
um tempo maior para encontrar o rato pela primeira vez quando comparado ao grupo controle
(p < 0,05). J& na figura 6B, foi observado que houve uma diminui¢do do tempo na cadmara
esquerda na fase 2 (cAmara onde estava o rato estranho), quando comparado com a fase 1, no
grupo VPA (p < 0,05). Também houve uma diminuig¢do no nimero de interagdo, figura 6C, na

fase 2 em relacdo a fase 1 entre o grupo controle (p < 0,05), bem como entre o grupo VPA (p
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< 0,01). Por fim, a figura 6D mostra que o tempo gasto na camara esquerda pelo grupo salina
diminui na fase 2 em relacédo a fase 1 (p < 0,05).
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Figura 6. Interacdo social em ratos controle (SAL) e expostas ao valproato (VPA) pelo teste de trés
cameras. A - Laténcia para encontrar o rato pela primeira vez, dados expressos em segundos. B - Tempo total de
interagdo com o rato, dados expressos em segundos. C - Nimero de interagdes com o rato. D - Tempo gasto na
camara esquerda, onde se encontrava o rato estranho, dados expressos em segundos. Os dados estdo expressos
como média * erro padrdo da média (EPM). Foi aplicado teste Mann-Whitney, Teste t de Student pareado ou
nédo, conforme apropriado. Diferencas estatisticamente significativas: p < 0,05 (*); p < 0,01 (**).

A figura 7, apresenta os resultados do comportamento social de ratas submetidos
ao teste de interacdo social. A exposicdo pré-natal ao VPA néo alterou a laténcia para que 0s
animais encontrassem o rato pela primeira vez, como observamos na figura 7A. A figura 7B,
mostra que ambos 0s grupos apresentaram uma diminui¢éo significativa do tempo na camara
esquerda na fase 2, quando comparado com a fase 1 (p < 0,05*; p < 0,01*%*).

Em relacdo ao tempo de interagcdo direta com o rato, figura 7C, o grupo VPA
apresentou uma diminuicdo na fase 2 quando comparado com a fase 1 (p < 0,01**). Além
disso, o grupo VPA também teve uma diminuicdo significativa na fase 2 quando comparado



26

ao grupo SAL na mesma fase. Da mesma forma, o nimero de interagdes, visto na figura 7D,
foi reduzido nos animais do grupo VPA na fase 2 quando comparado com a Fase 1 (p <0,01).
Em conjunto, esses achados demonstram que 0s animais expostos ao VPA apresentam
comprometimento consistente na iniciativa e manutencdo da interacdo social, além de menor
flexibilidade comportamental diante da introducdo de estimulos novos, caracteristicas

compativeis com o fen6tipo social descrito em modelos de TEA.
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4.7. TESTE DE PREFERENCIA SOCIAL

Na figura 8, verifica-se os resultados do teste de preferéncia social para os ratos
do grupo SAL e do grupo VPA. Foi observado que a laténcia para encontrar o objeto pela
primeira vez (figura 8%, o tempo de interacdo com o objeto (figura 8B), e 0 nimero de
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interacdo com o objeto (figura 8C), ndo apresentaram diferengas significantes. Na figura 8D,
foi observado uma diminuigéo significativa dos tempos de permanéncia na camara central
(cdmara vazia) nos grupos SAL e VPA na fase 2 quando comparada com a fase 1 (p < 0,01).
E houve um aumento do tempo de permanéncia na camara central de ratos VPA-expostos na
fase 2 quando comparados com o grupo controle (p < 0,05). Também foi observado que
houve um aumento do tempo de permanéncia na camara direita (objeto) na fase 2 (figura 8E),

tanto para o grupo SAL (p < 0,05) quanto para o grupo VPA (p < 0,001), quando comparado

com a fase 1.
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Figura 8. Preferéncia social em ratos controle (SAL) e expostos ao valproato (VPA) pelo teste de trés
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A figura 9 mostra os resultados do teste de preferéncia social para as ratas dos

grupos SAL e VPA. Como observado nos machos, a laténcia para encontrar o objeto pela
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primeira vez nas fémeas (figura 9A), o tempo de interacdo com o objeto (figura 9B), e 0
namero de interacdo com o objeto, figura 9C, ndo apresentaram diferencas significantes.

Na figura 9D, tem-se uma diminuicdo do tempo de permanéncia das ratas do
grupo SAL na camara central na fase 2 quando comparada com a fase 1 (p < 0,05). J& o grupo
VPA néo apresentou diferencas significativas. No entanto, o tempo de permanéncia na camara
direita (figura 9E), do grupo VPA aumentou na fase 2 quando comparada com a fase 1 (p <
0,001).
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5. DISCUSSAO

O TEA ¢ um disturbio do neurodesenvolvimento bastante complexo e diverso. Ele
¢ caracterizado principalmente por dificuldades na interacdo social, pela presenca de
comportamentos repetitivos e estereotipados. Para compreender melhor como esse transtorno
se desenvolve e afeta o cérebro, modelos experimentais sdo amplamente usados. Entre eles, o
modelo de exposicdo pré-natal ao VPA € um dos mais utilizados, visto que reproduz com
bastante fidelidade varios sinais e sintomas centrais do TEA em ratos (Majer et al., 2024).

O baixo peso ao nascer, um marcador indireto da saude geral do bebé, foi
ocasionalmente relatado entre recém-nascidos expostos ao VPA e pode ser mimetizado nos
modelos animais expostos ao VPA (Podgorac et al., 2016). Essa diminui¢do de peso pode ser
um reflexo de efeitos toxicos do farmaco, indicando que a exposicdo ao VPA ndo afeta apenas
0 comportamento, mas também processos bioldgicos basicos (Podgorac et al., 2022). No
presente estudo, observou-se que filhotes expostos ao VPA apresentaram uma diminuicéo de
peso em comparacgao ao grupo controle, tanto para machos quanto para fémeas. Esses achados
se alinham com o que foi relatado por outros pesquisadores. Podgorac e colaboradores (2022)
também encontraram uma reducdo significativa do peso corporal em animais tratados com
VPA, reforcando que esse efeito ocorre de maneira consistente em ambos os sexos. De forma
semelhante, Yang et al. (2016) relataram uma queda no peso corporal dos animais expostos ao
VPA quando comparado ao grupo controle em seus experimentos. Ruhela et al. (2019)
confirmam essa tendéncia ao mostrar que, em seu estudo, os animais do grupo VPA
apresentaram peso corporal significativamente menor em relagdo ao grupo controle.
Somando-se a esses achados, Schneider e Przewlocki (2005) também descreveram que ratos
expostos ao VPA apresentaram maturacdo tardia e menor peso corporal quando comparados
ao grupo controle, reforcando ainda mais o impacto negativo da exposicdo ao VPA no
desenvolvimento fisico dos filhotes.

Além da reducdo do peso corporal, outro marco utilizado para avaliar o
desenvolvimento inicial dos filhotes € o momento de abertura dos olhos, o qual integra
aspectos neuroldgicos, sensoriais e motores e € muito utilizado em experimentos que analisam
o desenvolvimento neonatal (Podgorac et al., 2022). No estudo de Podgorac e colaboradores
(2016), foi observada uma relacdo entre a dose de VPA administrada durante a gestacdo e o
atraso na abertura dos olhos dos filhotes. Um indicativo de que o VPA interfere diretamente

no processo de desenvolvimento no inicio da vida. De maneira semelhante ao que foi descrito



30

por esses autores, 0s resultados do presente estudo também mostraram atraso na abertura dos
olhos tanto em machos quanto em fémeas, principalmente a partir do 12° DPN. Esse padrédo
também ¢é reforcado por achados de Fueta et al. (2018), que observaram um atraso
significativo nesse marco de desenvolvimento, filhotes expostos ao VPA apresentaram atraso
na abertura dos olhos, 17° DPN contra 16° DPN no grupo controle. Resultados semelhantes
também foram descritos por Schwingel e colaboradores (2023), que relataram atrasos
significativos no inicio da abertura dos olhos no grupo VPA, independente do sexo, em
compara¢do com o grupo controle. Anshu et al. (2022) também observaram esse mesmo
padréo. Em seu trabalho, os filhotes do grupo controle apresentaram abertura dos olhos dentro
da janela tipica de desenvolvimento, enquanto aqueles expostos ao VPA mostraram atraso
claro nesse marco inicial. Segundo o0s autores, esse atraso ndo reflete apenas um
desenvolvimento fisico mais lento, mas também pode indicar alteracbes neuroldgicas
precoces. Eles destacam que essa diferenca atua como um marcador inicial de falha no
neurodesenvolvimento, coerente com o que tem sido descrito em outros modelos relacionados
ao TEA. Por fim, Alnakhli et al. (2024) mostraram que filhotes expostos ao VPA no periodo
pré-natal apresentaram sinais claros de maturacéo retardada. Entre esses sinais estavam tanto
a reducdo de peso corporal quanto o atraso na abertura dos olhos em relacdo ao grupo
controle. Esses achados mostram como a exposi¢do pré-natal ao VPA pode comprometer
diferentes aspectos do desenvolvimento inicial, fornecendo um panorama consistente que
reforca nossos proprios achados.

A resposta de busca pelo ninho nas primeiras semanas de vida é um
comportamento fundamental para a sobrevivéncia dos filhotes, esse comportamento depende
de uma integracdo sensorial eficiente, especialmente do olfato, além da capacidade motora e
da orientacdo espacial necessarias para localizar o ninho e retornar a ele (Meyer e Alberts,
2016). Por isso, ele é frequentemente utilizado como um marcador inicial de desenvolvimento
neurocomportamental em modelos animais (Meyer e Alberts, 2016). Alteragdes nessa tarefa
tém sido relatadas em estudos de exposicéo pré-natal a farmacos e toxinas, incluindo o VPA,
sugerindo disfuncdes precoces nos sistemas que regulam a percepcdo e a ac¢ao (Schneider e
Przewtocki, 2005).

No presente estudo, observou-se que os filhotes expostos ao VPA apresentaram
uma laténcia significativamente maior para iniciar o retorno ao ninho, tanto machos quanto
fémeas, quando comparados ao grupo controle (SAL). Esse aumento na laténcia indica um
atraso na prontiddo comportamental, sugerindo que o VPA interfere nos mecanismos iniciais

que impulsionam a resposta ao ambiente — seja pela dificuldade em processar estimulos
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sensoriais, seja por alteragbes motivacionais ou motoras finas. No entanto, apesar dessa
dificuldade inicial, o tempo total que os filhotes levaram para chegar ao ninho nédo diferiu
entre 0s grupos, o que demonstra que, uma vez iniciado o comportamento, a capacidade de
completar a tarefa permaneceu preservada. Isso sugere que fungbes como locomocao,
orientagéo espacial e motivagao para concluir o percurso ndo foram comprometidas.

Os achados deste estudo convergem com 0s resultados de Barrett et al. (2017),
que também relataram um aumento significativo na laténcia de retorno ao ninho em filhotes
expostos ao VPA. De modo semelhante, Favre e colaboradores (2013) observaram que tanto
machos quanto fémeas do grupo VPA apresentaram maior tempo para iniciar 0 movimento
em dire¢do ao ninho, embora, assim como no presente trabalho, o tempo total para alcancar o
destino nao tenha diferido em relacéo aos controles.

Scheggi et al. (2020) reforcam ainda mais esse padrdo ao relatar uma laténcia
significativamente maior em filhotes expostos ao VPA, confirmando um atraso claro em
aspectos iniciais do desenvolvimento neurocomportamental em comparacéo aos filhotes do
grupo controle, independentemente do sexo. Esses estudos, somados aos achados do presente
estudo, sugerem que a exposicdo pre-natal ao VPA afeta etapas precoces da resposta ao
ambiente, mesmo quando habilidades motoras bésicas e a execucéo final da tarefa se mantém
aparentemente intactas.

Sampaio, Andrade e Alcantara (2025) destacam que deficiéncias motoras estdo
presentes em 50% a 88% dos individuos com TEA, manifestando-se principalmente como
dificuldades de coordenacdo motora fina, alteracdes de equilibrio, reducdo do tébnus muscular
e padrdes atipicos de marcha. Esses achados reforcam que o dominio motor € uma dimenséo
central e frequentemente comprometida no neurodesenvolvimento associado ao TEA, tanto
em humanos quanto em modelos animais.

No presente estudo, entretanto, observou-se um resultado que se afasta
parcialmente da literatura predominante. No Grip test, que avalia forga, coordenagdo motora e
equilibrio dindmico, os animais do grupo VPA apresentaram um aumento significativo no
tempo até a queda em comparacdo ao grupo salina, tanto em machos quanto em fémeas. A
primeira vista, esse desempenho sugere melhor equilibrio, maior estabilidade corporal e maior
forca de preensdo, contrastando com o padrdo de déficits amplamente relatado em modelos
baseados em VPA.

Esse achado chama atengéo, especialmente porque estudos anteriores costumam
apontar na direcdo oposta aplicando outros testes de motricidade. Main e Kulesza (2017), por

exemplo, documentaram desempenho motor inferior em animais expostos ao VPA, incluindo



32

pior equilibrio e maior instabilidade em tarefas comparaveis. De modo interessante, Bath e
Pimentel (2017) relataram que camundongos tratados com solugdo salina permaneceram
suspensos na grade por uma média de 14,8 segundos, enquanto os tratados com VPA
exibiram uma laténcia significativamente menor, com média de 3,27 segundos até a queda.
No mesmo estudo, ao avaliar a duragdo maxima de suspensdo ao longo de seis tentativas, 0s
autores observaram resultados consistentes: os animais tratados com VPA apresentaram
desempenho maximo significativamente inferior ao do grupo controle. Além disso, Kotajima-
Murakami et al. (2019) descreveram que camundongos expostos ao VPA apresentaram menor
laténcia para a queda no teste de suspenséo na grade entre os dias P21 e P25.

Observa-se que esses estudos demonstram que animais tratados com VPA tendem
a apresentar reducdo da forca e da resisténcia nas tarefas de suspensdo em grade, indicando
efeitos relevantes sobre o desenvolvimento motor e/ou muscular, resultado diferente do
encontrado no presente estudo. Em conjunto, embora a literatura aponte consistentemente pior
desempenho motor em modelos VPA, o aumento da laténcia até a queda observado no
presente estudo pode indicar uma adaptacdo comportamental especifica ao contexto do teste,
possivelmente relacionada a fatores como diferencas metodoldgicas (peso corporal, tamanho
da malha, estimulos ambientais), maior ativacdo compensatdria da preensdo como estratégia
de estabilizagdo, ou ainda a uma modulacdo dependente do sexo e da fase maturacional,
sugerindo que o desempenho no Grip test ndo reflete exclusivamente forga muscular, mas um
conjunto de respostas motoras e comportamentais que podem variar conforme protocolo e
condicdes experimentais.

Com relacdo ao teste de remocdo de adesivo, este € uma ferramenta que permite
avaliar dentro de uma mesma tarefa, dois componentes distintos, porém interdependentes: a
deteccdo sensorial do estimulo tatil e a resposta motora fina necessaria para remové-lo
(Schallert et al.,1982). No presente estudo, foi observado que a laténcia para tocar o adesivo,
isto é, o tempo que o rato levava para perceber o estimulo em sua pata, ndo diferiu entre 0s
grupos, tanto em machos quanto em fémeas. Esse achado sugere que a capacidade de
deteccdo tatil inicial, que depende de vias sensoriais periféricas e do processamento sensorial
basico, permanece intacta nos animais expostos ao VPA. No entanto, quando se analisa a
etapa seguinte da tarefa, um contraste importante aparece. O tempo necessario para remover o
adesivo foi significativamente maior no grupo VPA em relagéo ao grupo controle, novamente
em ambos 0s sexos. Esse aumento consistente indica um comprometimento no controle motor
fino, especialmente na coordenagdo das patas anteriores e na execugcdo de movimentos

precisos. Esses achados estdo alinhados com os resultados de Urushadze et al. (2023), em que



33

avaliando camundongos expostos ao VPA, no teste de tarefa de sequéncia cronometrada,
observaram exatamente o mesmo padrdo: embora os animais detectassem o estimulo, eles
apresentavam maior dificuldade e demora para executar, indicando déficits motores
semelhantes aos descritos aqui. Da mesma forma, Hou et al. (2018) relataram que a exposicéao
pré-natal ao VPA resulta em prejuizos motores e atrasos sensoriais, reforcando que o modelo
reproduz alteragdes precoces e consistentes no desenvolvimento neuromotor.

Além da literatura em estudo pré-clinicos, dados em humanos também convergem
nessa direcdo. Em um estudo clinico, Fears, Palmer e Miller (2022) utilizaram a bateria
MABC-2 (Movement Assessment Battery for Children) para avaliar habilidades motoras e
coordenacdo de criangcas com diagnostico de TEA. Os autores identificaram dificuldades
marcantes em motricidade fina, planejamento motor e coordenacdo visomotora, aspectos
funcionais que dialogam diretamente com o tipo de prejuizo observado nos animais expostos
ao VPA.

A integracdo dos resultados dos dois testes de comportamento motor revela um
quadro interessante e multifacetado. No Grip test, 0s animais expostos ao VPA apresentaram
desempenho superior ao grupo controle, com maior laténcia até a queda, sugerindo
estabilidade postural e forca de preensdo preservadas ou até mesmo aumentadas. Em
contraste, no teste de remoc¢do do adesivo, embora a deteccdo tatil inicial tenha se mantido
intacta, 0 grupo VPA exibiu pior desempenho na fase motora fina, levando mais tempo para
remover o adesivo. Esses achados, quando analisados em conjunto, apontam que o modelo
VPA ndo apresenta um comprometimento motor uniforme, mas sim um perfil dissociado:
tarefas que dependem de sustentacdo, preensdo e ajustes posturais globais parecem ndo ser
afetadas — podendo até ser compensadas —, enquanto tarefas que exigem controle motor fino,
precisdo digital e sequenciamento de movimentos mostram prejuizo consistente. Tal
dissociacdo € coerente com evidéncias de que diferentes circuitos motores podem ser
diferencialmente alterados pelo VPA, com possiveis compensacGes biomecanicas ou
comportamentais em tarefas de sustentacdo, contrastando com vulnerabilidades nas vias
corticoestriatais e cerebelares responsaveis pela motricidade fina.

Por fim, foi realizado o teste das trés cdmaras, que devido a sua forte validade
aparente e confiabilidade, tornou-se um dos testes comportamentais mais utilizados para o
estudo de fendtipos relevantes para o autismo em linhagens consanguineas e transgénicas de
camundongos/ ratos (Yang et al., 2011). Neste estudo, ao analisar em conjunto os testes de

interacdo social e de preferéncia social, fica evidente que machos e fémeas expostos ao VPA
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apresentam prejuizos sociais, mas esses prejuizos se manifestam, aparentemente, de maneiras
diferentes entre os sexos.

Nos machos, o impacto aparece logo no inicio da interacdo: eles demoram mais
para encontrar o rato pela primeira vez, indicando menor iniciativa social. Além disso, na fase
mais desafiadora do teste, tanto o tempo de interacdo quanto o nimero de contatos
diminuiram, sugerindo dificuldade em manter o engajamento e menor flexibilidade diante de
mudangas no ambiente. No teste de preferéncia social os machos VPA passam menos tempo
na camara social e mais tempo em areas neutras ou junto ao objeto, reforcando um padrdo de
evitagcdo social. Entre as fémeas, o inicio do contato social ndo é afetado, elas encontram o
rato no mesmo tempo que o grupo controle. No entanto, na fase 2 ha uma queda importante
no tempo de contato e no numero de interacbes com o rato. No teste de preferéncia social, as
fémeas VPA também passam a dedicar mais tempo ao objeto do que ao estimulo social na
fase 2, evidenciando uma mudanca de foco semelhante a observada nos machos, mas que
aparece de forma mais tardia.

Os resultados obtidos aqui convergem com a tendéncia observada em grande parte
da literatura. Ahmadi et al. (2023) mostraram que, no teste de interacdo social de trés
camaras, o tratamento pré-natal com VPA reduziu significativamente a porcentagem do indice
de preferéncia pelo rato durante as fases de sociabilidade e de interacdo social em ambos 0s
sexos dos grupos tratados com VPA, em comparagao com 0s grupos controle. Sabzalizadeh et
al. (2022) também reportaram prejuizos sociais robustos, acompanhados de déficits em tarefas
sensoriais e de processamento, como discriminacao tatil e reflexo de sobressalto acustico.

Scheggi et al. (2020), por exemplo, relataram que machos VPA passam menos
tempo explorando o estimulo social, apresentam laténcia aumentada para iniciar interacGes e
realizam menos contatos sociais, um perfil semelhante ao observado no presente estudo. As
fémeas, por sua vez, exibiram prejuizos mais discretos, restritos a reducdo na frequéncia de
interacfes. Resultados semelhantes também foram relatados por Yuan et al. (2024). Os
autores descreveram que a exposicdo ao VPA reduz significativamente a exploracdo social
olfatéria, diminuindo o tempo gasto cheirando um camundongo desconhecido e reduzindo o
indice de preferéncia social. Além disso, tanto o tempo quanto a permanéncia na camara
social foram significativamente menores no grupo VPA, reforcando a conclusdo de que a
exposicdo pré-natal ao valproato compromete de forma consistente a sociabilidade.

Em sintese, os resultados do presente estudo demostram que a exposicao pre-natal
ao VPA afeta diferentes aspectos do desenvolvimento inicial, incluindo marcos fisicos,

sensoriais e motores tanto em machos quanto em fémeas. De forma particularmente relevante,
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os testes motores revelaram um perfil dissociado: enquanto o desempenho no Grip test
sugeriu estabilidade postural preservada ou adaptada, a maior laténcia para remover o adesivo
evidenciou prejuizos consistentes na coordenacdo motora fina. Esses achados indicam que o
modelo ndo apresenta um comprometimento motor homogéneo, mas alteracGes seletivas que
podem refletir diferentes circuitos neurais subjacentes. Além disso, o fato de que ambos 0s
sexos exibiram alteracdes semelhantes reforca que o impacto do VPA ndo € restrito ao
fenotipo masculino, sugerindo que o componente motor também pode constituir uma
dimensdo relevante do neurodesenvolvimento alterado em fémeas. Estudos futuros devem
aprofundar a caracterizacdo dessas interfaces sexo-dependentes e expandir a avaliagdo motora
neste modelo animal, incluindo marcadores neurobioldgicos e comportamentais capazes de

elucidar as bases das diferencas observadas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que a exposicdo pré-natal ao VPA afeta de
maneira ampla o desenvolvimento dos animais, refletindo-se em atrasos fisicos iniciais,
prejuizos sensorio-motores e, principalmente, em alteragfes significativas no comportamento
social. Os animais expostos ao VPA apresentaram menor iniciativa e menor manutencao da
interacdo social, menor flexibilidade comportamental e desempenho motor prejudicado,
caracteristicas compativeis com o fendtipo observado em modelos animais de TEA. Esses
achados reforcam a validade do modelo e contribuem para a compreenséo dos efeitos do VPA

no neurodesenvolvimento.
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