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Resumo 

 

Transtorno do espectro autista (TEA) é um distúrbio do neurodesenvolvimento 

caracterizado por déficits cognitivos e sociais que impactam as relações pessoais dos pacientes, 

normalmente diagnosticado na infância. As causas não são bem definidas, porém estão 

relacionadas com genética de causa idiopática, o que classifica como um transtorno hereditário 

e com condições ambientais em que a genitora pode ser exposta e afetar a prole, como exposição 

a substâncias químicas ou infecções. Tratamentos específicos ainda não existem, os tratamentos 

disponíveis estão associados as comorbidades relacionadas, como depressão, ansiedade, 

transtorno de humor, TDAH e epilepsia. Porém esses tratamentos estão associados a efeitos 

adversos. As peçonhas de vespa são importantes fontes de peptídeos neuroativos, o NeuroVAL 

e a Protonectina-F foram testados para o tratamento da dor e comprovado potencial neuroativo 

por suas estruturas, ambos com melhor atividade antinociceptiva. A presente pesquisa se propõe 

a avaliar o modelo animal de exposição ao VPA e o tratamento com os neuropeptídeos para 

testar o efeito no comportamento repetitivo, ansiedade e comportamento social relacionados ao 

TEA. O modelo de exposição ao VPA aconteceu no 12º dia de gestação dos camundongos, após 

acompanhamento do período gestacional. O tratamento da prole foi feito por via intranasal, dos 

peptídeos NeuroVAL e Protonectina-F durante 15 dias. Foi observado redução dos sinais 

induzidos pela administração de VPA com o tratamento do NeuroVAL, além disso o peptídeo 

foi bem tolerado, porém com o tratamento de Protonectina-F os animais não apresentaram 

melhora no comportamento relacionado a exposição do VPA.  

 

Palavras-chave: Transtorno do espectro autista; TEA; NeuroVAL; Protonectina-F; peptídeo. 

Modelo VPA 

  

 

 

 

 

 

 

Abstract 



 
 

 
 

 

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by 

cognitive and social deficits that impact the personal relationships of affected patients, usually 

diagnosed in childhood. The causes are not well defined but are related to idiopathic genetics, 

which classifies it as a hereditary disorder, and to environmental conditions in which the mother 

can be exposed and affect her offspring, such as exposure to chemical substances or infections. 

Specific treatments do not yet exist; the available treatments are associated with related 

comorbidities, such as depression, anxiety, mood disorders, ADHD, and epilepsy. However, 

these treatments are associated with adverse effects. Wasp venoms are important sources of 

neuroactive peptides, NeuroVAL and Protonectin-F have been tested for the treatment of pain 

and their structures have proven to have neuroactive potential, both with improved 

antinociceptive activity. The present research aims to evaluate the animal model of exposure to 

VPA and treatment with neuropeptides to test the effect on repetitive behavior, anxiety, and 

social behavior related to ASD. After monitoring the gestational period, the VPA exposure 

model took place on the 12th day of the mice's gestation. The offspring were treated intranasally 

with NeuroVAL and Protonectin-F peptides for 15 days. A reduction in the signs induced by 

VPA administration was observed with NeuroVAL treatment, and the peptide was well 

tolerated. Still, with Protonectin-F treatment the animals did not show any improvement in 

behavior related to VPA exposure. 

 

Keywords: Autism spectrum disorder; ASD; NeuroVAL; Protonectin-F; peptide. VPA model 
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INTRODUÇÃO 

Epidemiologia 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um distúrbio do neurodesenvolvimento 

caracterizado por déficits cognitivos e sociais, que impactam diretamente a interação social, a 

comunicação, por padrões repetitivos de comportamento e interesses anormais e fixos. Além 

de resultar em déficits no desenvolvimento, na compreensão e na manutenção de 

relacionamentos (DSM 5, 2013). Os pacientes com TEA comumente têm ocorrência de outras 

comorbidades psiquiátricas, como depressão, ansiedade, transtornos de humor, transtorno de 

déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) e epilepsia (Genovese e Allerbeck, 2022; Keller et 

al., 2017).  

O TEA é descrito no Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais 5ª edição 

(DSM-5, 2013) como um dos transtornos do neurodesenvolvimento, sendo que essa última 

edição atualizou os critérios usados para a realização do diagnóstico do TEA, ampliando a 

identificação dos sinais e sintomas e focando em observações do desenvolvimento da interação 

social, do comportamento e da comunicação de crianças, observados inicialmente na primeira 

infância (tabela 1; DSM 5, 2013). Um meio de facilitar o diagnóstico pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS) e o acesso aos serviços de saúde é o uso da Classificação Internacional das 

Doenças 11ª edição (CID-11) que classifica o TEA no código 6A02, como detalhado na tabela 

1. 

 

Tabela 1: Critérios diagnósticos do TEA descritos no DSM-5 e no CID. 

Critérios Descrição Níveis DSM e CID 

A Déficits persistentes na comunicação e 

interação social como:  

▪ Limitação na reciprocidade 

socioemocional; 

▪ Limitação nos comportamentos de 

comunicação não verbal usados para 

interação social; 

▪ Limitação em desenvolver, manter e 

entender relacionamentos. 

 

Nível 1: exigindo apoio – Leve 

▪ 6A02.0: TEA sem 

deficiência intelectual 

(DI) e com 

comprometimento leve 

ou ausente da 

linguagem funcional; 

▪ 6A02.1: TEA com DI e 

com leve ou nenhum 

prejuízo de linguagem 

funcional 
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B ▪ Padrões restritos e repetitivos de 

comportamento como:  

▪ Movimentos motores com objetos; 

▪ Insistência nas mesmas coisas como 

rotina ou ritual de comportamento; 

▪ Interesses fixos e altamente restritos 

que são anormais  

▪ Hiper ou hiporreatividade a estímulos 

sensoriais 

Nível 2: Exigindo apoio 

substancial – moderado 

▪ 6A02.4: TEA sem DI e 

com ausência de 

linguagem funcional 

▪ 6A02.5: TEA com DI e 

com ausência de 

linguagem funcional 

C Os sintomas devem estar presentes 

precocemente no período do desenvolvimento 

(de acordo com a manifestação de demandas 

sociais). 

Nível 3: Exigindo muito apoio 

substancial – Severo 

▪ 6A02.4: TEA sem DI e 

com ausência de 

linguagem funcional 

▪ 6A02.5: TEA com DI e 

com ausência de 

linguagem funcional 

D Prejuízos causados dos sintomas em diferentes 

áreas da vida do indivíduo. 

6A02.Y: Outro Transtorno do 

Espectro do Autismo 

especificado; 

 

E Essas perturbações não são bem explicadas por 

deficiência cognitiva e intelectual ou pelo 

atraso do desenvolvimento. 

6A02.Z – Transtorno do 

Espectro do Autismo, não 

especificado. 

 

Fonte: DSM 5, 2013; OMS, 2021. 

 

Além dos sinais e sintomas comportamentais descritos, as alterações desencadeadas 

pelo TEA podem incluir alterações nas catecolaminas. Destaca-se a desregulação do sistema 

serotoninérgico, considerado como um possível mecanismo na fisiopatologia do transtorno. 

Indivíduos com TEA apresentam níveis elevados de serotonina na corrente sanguínea 

(Anderson et al., 1989) e alterações no sistema canabinoide (Sandman, 1991; Sandman, 1992, 

Tordjman et al., 1997). Em modelos animais de TEA induzido por ácido valpróico também 

foram encontradas alterações no sistema monoaminérgico, como elevados níveis de 
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monoaminas no encéfalo e corrente sanguínea e diminuição nos níveis de serotonina na 

formação hipocampal (Narita et al., 2002; Miyazaki et al., 2005). 

A prevalência do TEA aumentou ao decorrer dos últimos anos. Zeidan e colaboradores 

(2022) estimaram que a média de casos mundial é de 1 em cada 100 indivíduos, com ocorrência 

de casos de quatro a cinco vezes maior em homens do que em mulheres. Nos Estados Unidos, 

o Centro de Controle e Prevenção de Doenças relatou que 1 em cada 36 crianças, de 8 anos, se 

enquadra nos critérios de diagnóstico do TEA (Maenner et al., 2023). Os critérios de 

diagnóstico (tabela 1) podem ser associados ou não, o que caracteriza o TEA como um espectro, 

devendo os sinais serem observados no período do desenvolvimento dos 12 aos 24 meses 

(DSM-5, 2013). 

Os dados de prevalência provavelmente aumentaram devido à melhor classificação e 

descrição do TEA nos últimos anos. As características diagnósticas são evidentes no período 

de desenvolvimento, porém dependem da gravidade da condição, de estímulos de comunicação 

e interação social e da idade (Lord et al., 2023; DSM-5, 2013). No Brasil, de 2013 a 2019, 

houve um aumento nos diagnósticos nos Centros de Atenção Psicossocial Infantil e Adolescente 

do Sistema Único de Saúde (SUS). Quando comparado com dados mundiais, o Brasil tem um 

diagnóstico tardio (16 a 204 meses) e relacionado com o nível socioeconômico dos pacientes, 

quanto menor esse nível, mais tarde se dá o diagnóstico (Girianelli et al., 2023). Segundo esses 

dados, o Brasil apresenta maior número de casos no Nordeste e Sudeste e apenas 30% dos 

diagnósticos são feitos em idade indicada pela OMS (Girianelli et al., 2023).  

O diagnóstico na infância é de suma importância por poder minimizar qualquer 

potencial deficiência associada ou condição concomitante, maximizar a independência no 

processo de aprendizagem e aquisição de habilidades adaptativas e minimizar comportamentos 

problemáticos que possam interferir nas habilidades funcionais (Hyman et al., 2020). Com isso, 

as intervenções de práticas educacionais, terapias de desenvolvimento e intervenções 

comportamentais podem ser implementadas em pacientes na primeira infância. Para adultos e 

jovens que tiveram o diagnóstico tardio, o Programa para Educação e Enriquecimento de 

Habilidades Relacionais e a terapia cognitivo-comportamental são métodos eficazes para 

melhoria nas habilidades sociais, bem-estar emocional e autorregulação relacionados a 

ansiedade e depressão (Genovese e Ellereck, 2022). 
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Etiologia 

A etiologia do TEA é diversa e sem uma causa única, em parte ainda desconhecida, 

podendo ser resultado de interações genéticas e ambientais, assim como do uso de substâncias 

tóxicas (Lord et al., 2023). O componente genético foi amplamente estudado no TEA, sendo 

um dos transtornos de neurodesenvolvimento com maior participação hereditária (Landrigan, 

2010; Wang et al., 2023), com um padrão complexo de herança resultado da mutação de 

diferentes genes. Com isso os genes envolvidos no transtorno podem ser diferentes em cada 

indivíduo (Vijayakumar e Judy, 2016; Ornoy, 2017). A influência dos fatores genéticos é mais 

clara quando associados com esclerose tuberosa, síndrome do X frágil e síndrome de Rett, 

porém estão presentes em menos de 10% dos casos (Waye e Cheng, 2018). As influências 

ambientais podem desencadear alterações em indivíduos geneticamente sensíveis, além disso, 

fatores estressores durante a gestação e distúrbios metabólicos como a disfunção mitocondrial 

são relatados em 10 a 20% dos casos (Genovese e Butler, 2020). 

 Diversos fatores já foram relacionados ao processo de programação fetal, tais como 

ambiente pré-natal, genética, desequilíbrios de neurotransmissores, exposição a xenobióticos, 

infecção materna e agentes teratogênicos e podem influenciar a etiologia do transtorno (Ornoy 

et al., 2015; Taleb et al., 2021). Cabe ressaltar que a relação com a imunização vacinal foi uma 

tentativa errônea de explicar o aumento da incidência do TEA, entretanto diversos estudos 

refutaram essa hipótese na última década, fortalecendo as evidências da melhora diagnóstica 

como explicação mais apropriada (para revisão ver Gabis et al., 2022). As causas pré-natais 

mais comuns podem ser divididas em: 1. exposição a substâncias químicas ambientais como o 

ácido valpróico, talidomida, misoprosol, álcool, cocaína e metais tóxicos usados pela mãe 

durante a gravidez, e 2. infecções maternas, como rubéola, inflamação materna e fetal e doenças 

como diabetes mellitus (Ornoy et al., 2015; Lord et al., 2020). 

 

Exposição ao ácido valpróico na gestação 

Como relatado anteriormente, na etiologia do TEA, por mais que algumas mutações 

genéticas sejam conhecidas, é tipicamente idiopática, na qual uma causa genética não é 

estabelecida, podendo também ser influenciada por fatores ambientais (Sandin et al., 2014), 

incluindo toxinas, pesticidas, infecções e o uso pré-natal de ácido valpróico (VPA) (Nicolini e 

Fahnestock, 2018). O VPA é um fármaco antiepiléptico, usado na terapia da epilepsia, episódios 

maníacos e no transtorno bipolar. Seu mecanismo de ação é multialvo, sendo capaz de alterar a 

neurotransmissão por meio de modulação nos canais de cálcio (Bolanos e Medina, 1997), 
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regular a expressão gênica através do remodelamento da cromatina pela inibição da atividade 

da enzima histona desacetilase, influenciar a transcrição de genes ligados à plasticidade 

neuronal, transmissão sináptica e neurogênese (Ghodke-Puranik et al., 2013), inibir os canais 

de sódio e aumentar os níveis do ácido gama-aminobutírico (GABA), além de melhorar a 

síntese de GABA (Rahman et al., 2023).   

A exposição de gestantes ao VPA durante o primeiro trimestre da gravidez tem um 

potencial teratogênico bem conhecido e ocasiona defeitos no tubo neural, malformações 

congênitas, defeito no septo atrial e na fenda palatina (Nau et al., 1991; Werler et al., 2011). 

Essa exposição é um fator de risco para o TEA e originalmente foi associada á síndrome do 

valproato fetal (Clayton-Smith e Donnai, 1995, DiLiberti et al ., 1984). Pacientes com essa 

síndrome estão fortemente relacionados a pacientes com o TEA comparando-se anomalias 

craniofaciais, malformações nos órgãos, atraso no desenvolvimento neurológico e déficits 

sociais (Christianson et al., 1994 , Williams e Hersh, 1997 , Williams et al., 2001). 

Posteriormente, Christensen e colaboradores (2013) concluíram que o uso materno de VPA 

durante a gravidez é associado a um risco aumentado de TEA na prole. 

Em relação às alterações anatômicas induzidas pelo VPA na gestação, foram observadas 

redução do número de células de Purkinje no cerebelo, dano nos nervos cranianos (Rodier et 

al., 1997; Ingram et al., 2000), aumento da plasticidade sináptica no córtex pré-frontal (Sui & 

Chen, 2012), alterações em estruturas neurais e encefálicas, na conectividade e no balanço 

excitatório-inibitório (Banerjee et al., 2013; Christensen et al., 2013; Bristot et al., 2013). 

 

Tratamentos farmacológicos 

 Os tratamentos disponíveis que apresentam benefícios parciais tratam apenas os sinais 

e sintomas associados, sendo incapazes de reverter ou prevenir o surgimento do TEA. Os sinais 

comportamentais que influenciam na qualidade de vida das pessoas no espectro desafiam o 

tratamento devido à grande heterogeneidade do TEA (Lord et al., 2020). Os sinais associados 

como irritabilidade e agitação, agressão, automutilação e acessos de raiva são comumente 

tratados com antipsicóticos atípicos, porém, é um tratamento com efeitos adversos como 

sedação, ganho de peso e risco de distúrbios motores (Stepanova et al., 2011). Outros 

tratamentos como administração de antidepressivos e estimulantes não demonstram benefício 

clínico significativo no TEA (Genovese e Butler, 2020). 

 Explorando novas alternativa terapêuticas, extratos da Cannabis, que já têm o uso 

medicinal caracterizado para dor e convulsões, se tornaram uma possibilidade também para 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488617301103?via=ihub#bb0145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488617301103?via=ihub#bb0200
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488617301103?via=ihub#bb0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488617301103?via=ihub#bb0850
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488617301103?via=ihub#bb0855
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sinais de ansiedade patológica e fobia social (Riesgo et al., 2013; da Silva Junior et al., 2022). 

Contendo mais de 540 compostos naturais, mais de 100 foram identificados como 

fitocanabinóides, até o momento. O componente psicotrópico predominante é o delta9-

tetrahidrocanabinol (THC), enquanto o principal componente não psicoativo é o canabidiol 

(CBD). Esses compostos agem no sistema endocanabinoide composto dos receptores CB1 e 

CB2, como agonistas ou antagonistas parciais. O THC e o CBD têm ação terapêutica como 

analgésicos, agentes antiinflamatórios, antiepilépticos e como protetor da neurodegeneração 

(Amin e Ali, 2019). Interessantemente, estudos realizados com alguns indivíduos com TEA 

indicam alterações de opioides endógenos como a beta-endorfina, sendo assim há interesse no 

uso dos canabinoide como opção de tratamento (Sandman, 1991; Sandman, 1992, Tordjman et 

al., 1997; Gillberg et al., 1990, Tordjman et al., 2009). Apesar do CBD ter um potencial 

terapêutico com dados clínicos e pré-clínicos sobre segurança e eficácia, ainda não existem 

estudos clínicos randomizados que possam incluir a terapia com Cannabis medicinal para o 

TEA (da Silva Junior et al., 2022). 

 

Peptídeos neuroativos de peçonhas de vespas sociais  

 Os estudos sobre peçonhas de animais têm crescido vertiginosamente com o objetivo de 

controlar várias doenças, inclusive as neurológicas (Pemberton, 1999; Adewole et al., 2013; 

Bogdanov, 2015; Silva et al., 2015). As peçonhas são ricas em compostos, contendo de 100 a 

150 substâncias bioativas (Mortari e Cunha, 2013; Silva et al., 2015). Os compostos bioativos 

despertaram interesse medicinal devido às suas potências, suas especificidades e diversidades 

de propriedades, podendo ter diversos efeitos terapêuticos, como analgésicos, anti-

inflamatórios, antimicrobianos e antineoplásicos (von Reumont et al., 2022; Silva et al., 2015).  

 A peçonha de vespas sociais contém diversas classes de moléculas, em especial 

moléculas neuroativas, com relevante potencial para o desenvolvimento de novos fármacos e 

possíveis tratamentos farmacológicos, auxiliando no estudo das funções normais e patológicas 

do sistema nervoso (Mortari et. al, 2007; Silva et al., 2015). Na peçonha bruta seca extraída de 

vespas sociais, 70% das moléculas neuroativas são peptídeos responsáveis por diversas funções 

biológicas (Dohtsu et al., 1993; Dias et al., 2014). 

 O primeiro peptídeo bioativo bem descrito de vespas sociais foi o Mastoparano (MP), 

descoberto da peçonha da vespa oriental Vespula lewisii, apresenta grande capacidade de 

degranulação de mastócitos (Hirai et al., 1979). Posteriormente, foram descobertos peptídeos 

com as mesmas características em outras espécies de vespas, o que tornou os mastoparanos uma 
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classe importante nas peçonhas de vespas sociais (Nakajima et al., 1986; Mizoguchi et al., 

2011). Moser (2018) desenvolveu uma nova molécula bioinspirada de mastoparanos (Agelaia-

MP) com propriedades antinociceptivas, denominada NeuroVAL, administrado por via 

intracerebro-ventricular (i.c.v) foi capaz de produzir um efeito antinociceptico duas vezes mais 

potente que a morfina. 

Ensaios revelaram que o NeuroVAL é um potente peptídeo neuroativo com capacidade 

de bloquear correntes de canais de sódio voltagem dependentes do tipo 1.7, não possui atividade 

hemolítica ou citolítica, além de ser um ativador de receptores acoplados à proteína G. Ao ser 

injetado i.c.v é capaz de ativar receptores metabotrópicos ligados ao sistema opioide endógeno, 

levando a um efeito antinociceptivo. Esse estudo contribui com dados que comprovam a 

importância da síntese bioinspirada para o desenvolvimento de novos fármacos (Moser, 2018).  

 Outra classe de peptídeos identificada na peçonha de vespas sociais é a formada por 

peptídeo quimiotáticos, como o peptídeo denominado Protonectina encontrado na vespa 

Parachatergus fraternus. Galante (2014) desenvolveu o peptídeo Protonectina-F, composto 

sintético bioinspirado a partir da Protonectina e que promoveu melhores atividades 

antinociceptivas que o peptídeo natural e ancestral. Galante (2019) testou a capacidade 

antinociceptiva comparada ao sulfato de morfina e resultou em um menor efeito adverso, como 

o déficit motor (teste de ataxia) quando administrado via i.c.v. Além disso, no teste realizado 

com o antagonista de receptor canabinoide CB1, AM251, foi observado uma ação inibitória do 

índice antinociceptivo provavelmente causada por uma interação no sistema canabinoide. Na 

avaliação do peptídeo após múltiplas administrações, a Protonectina-F preservou atividade 

antinociceptiva, comprovando que sua ação não causa tolerância (Galante et al., 2023). 

 Modelos animais de estudos pré-clínicos demonstraram que a modulação do sistema 

endocanabinoide melhora certas deficiências sociais e cognitivas associadas ao TEA, que 

podem ser explicadas por neurotransmissões excitatória e inibitória desequilibradas 

(Zamberletti et al., 2017). O sistema endocanabinoide está associado a diversas funções 

biológicas tais como recompensa social, desenvolvimento neural, ritmos circadianos e controle 

de sinais da ansiedade (Chakrabarti et al., 2015).  Um estudo, utilizando um agonista do receptor 

canabinoide (WIN55,212-2), observou uma redução no comportamento agressivo após sua 

administração (Hosie et al., 2018). A administração de THC também pode levar a uma redução 

da interação social, entretanto a coadministração com CBD parece atenuar esse efeito (Malone 

et al., 2009). Estudos recentes mostraram que o CBD tem uma influência positiva sobre o 

comportamento social, e assim pode ser considerado um tratamento farmacológico opcional 
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para o TEA. Adicionalmente, o tratamento com CBD em um modelo animal para a síndrome 

de Dravet (transtorno de epilepsia infantil grave) demonstrou-se eficaz, reduzindo as 

convulsões e também comportamentos associados ao TEA (Kaplan et al., 2017). Em outro 

estudo utilizando um modelo animal para esquizofrenia, a administração crônica de CBD 

atenuou os déficits na interação social e cognição (Osborne et al., 2017). Desta forma, o sistema 

canabinoide tem sido estudado como um potencial alvo farmacológico para o tratamento dos 

principais comportamentos relacionados ao TEA. 

 Com base na dificuldade do tratamento, a hipótese da pesquisa é de que o tratamento 

com os neuropeptídeos NeuroVAL e Protonectina-F em animais expostos ao ácido valpróico é 

capaz de atenuar as alterações de comportamento social, comportamento repetitivo e ansiedade 

relacionados ao TEA. 
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OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Como já indicado, atualmente não existe tratamento específico e eficaz para os 

comportamentos associados ao TEA. Além disso, os medicamentos utilizados podem 

apresentar efeitos colaterais, podendo afetar funções neurológicas que não são necessariamente 

acometidas pelo TEA. Neste sentido, a presente pesquisa tem como objetivo avaliar a eficácia 

de dois neuropeptídeos bioinspirados da peçonha de vespas sociais, NeuroVAL e Protonectina-

F, como uma alternativa promissora para a elaboração de um composto que atue no tratamento 

dos sintomas comportamentais relacionados ao espectro autista. Essa pesquisa foi realizada em 

um modelo experimental de exposição ao ácido valpróico durante o 12º dia da gestação em 

camundongos. Além disso, foi feita uma avaliação dos três parâmetros comportamentais mais 

frequentemente observados em pacientes com TEA, o comportamento social, o comportamento 

repetitivo e a ansiedade patológica. 

 

Objetivos específicos 

• Induzir alterações sociais e comportamentais em camundongos com uma administração 

de VPA durante a gestação (padronização do modelo de TEA induzido por VPA). 

• Avaliar o efeito social, utilizando o teste de Sociabilidade de Três Câmaras (STC), dos 

animais que receberam os neuropeptídeos NeuroVAL e Protonectina-F administrados 

por via intranasal no modelo de TEA induzido por VPA.  

• Avaliar a alterações motoras, utilizando o teste do Open Field (OF), dos animais que 

receberam os neuropeptídeos NeuroVAL e Protonectina-F administrados por via 

intranasal no modelo de TEA induzido por VPA. 

• Avaliar sinais de comportamentos ansiosos, utilizando o teste do Labirinto em cruz 

Elevado (LCE), dos animais que receberam os neuropeptídeos NeuroVAL e 

Protonectina-F administrados por via intranasal no modelo de TEA induzido por VPA. 

• Avaliar comportamentos repetitivos, utilizando o teste de Enterramento de Bolinhas (em 

inglês, Marble Burying) (MB) dos animais que receberam os neuropeptídeos 

NeuroVAL e Protonectina-F administrados por via intranasal no modelo de TEA 

induzido por VPA. 

  

  



22 
 

 
 

METODOLOGIA 

 

 O manuseio dos animais experimentais foi de acordo com a Lei n° 11.749/2008, 

conhecida como Lei Arouca, que regulamenta o uso de animais na pesquisa. De acordo também 

com o Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) seguindo 

rigorosamente seus princípios. O presente projeto foi aprovado pela Comissão de Ética em Uso 

Animal (CEUA) da UnB, processo número 23106.147095/2018-89. Além disso foi obtido 

cadastro com finalidade de pesquisa no Conselho de Gestão do Patrimônio Genético, de 

cadastro nº ACB5875 e nº AE7A93D.  

 Neste estudo utilizou-se camundongos Swiss (Mus musculus) de ambos os sexos obtidos 

no biotério do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília, respeitando o 

número máximo de seis animais por gaiola. Todos foram submetidos ao ciclo claro e escuro de 

12 hora cada, a temperatura de 22 ± 2º C e umidade de 55% controladas. Foram ofertadas água 

e alimentação a vontade durante todo o ciclo de vida do animal. 

 

Peptídeos  

O peptídeo Neuroval, com a sequência inédita IFWLFRGKADVAL-𝑁𝐻2 e O peptídeo 

Protonectina-F, com a sequência IFGTILGFLKGL-𝑁𝐻2  foram sintetizados pela empresa 

Biointech Soluções em Biotecnologia LTDA. A confirmação do grau de pureza, a inspeção da 

massa e a confirmação da sequência do peptídeo foram realizadas pela empresa responsável 

pela síntese antes do início dos experimentos e após a entrega do peptídeo por espectrometria 

de massas (MALDI/TOF) com massa de 1534,84 g/mol e 1277,60 g/mol, respectivamente. Para 

a utilização nos ensaios experimentais, os peptídeos foram solubilizados em solução fisiológica 

0,9% com adição de 20% de dimetilsufóxido (DMSO – Dinâmica®). 

 

 

Modelo de TEA induzido pelo VPA 

 O modelo de TEA induzido pela exposição ao VPA durante o período pré-natal foi 

utilizado na presente pesquisa. O VPA foi administrado em dose única no dia 12º dia gestacional 

(DG) na dose de 600 mg/kg, conforme pode ser observado no esquema da figura 1. O VPA foi 

adquirido da Santa Cruz Biotechnology Inc., com pureza de >97%. Pesado no dia anterior a 

administração e solubilizado em solução salina NaCl 0,9%. 
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Figura 1: Esquema metodológico dos experimentos. O protocolo se inicia pela análise citológica e determinação 

da fase do ciclo estral (DG0), pós cruzamento é feita a injeção de VPA (DG12), após nascimento (DG21/PN1) os 

animais são separados até o dia PN30 onde inicia-se o tratamento, ao longo do tratamento são feitos os testes LCE, 

OF, MB e avaliação do efeito social e finalmente, após os testes os animais são eutanasiados. Feito no Biorender. 

 

Animais Experimentais 

 Os animais testados foram obtidos por meio de acasalamento após análise do lavado 

vaginal (metodologia explicada a seguir), o dia seguinte foi nomeado como DG1. Isso se deu 

devido à importância de monitorar a gestação para injeção subcutânea de VPA exatamente no 

DG12. Nesse dia, as fêmeas foram alojadas em caixas separadas e então divididas em dois 

grupos experimentais: 1) Grupo VPA - injeção de dose 600 mg/kg de valproato de sódio diluído 

em NaCL 0,9% por via subcutânea; 2) Grupo controle - injeção subcutânea de NaCl 0,9% 

(salina) em volume equivalente (200 𝜇𝐿). 

  O dia do nascimento da prole é considerado como dia 1 pós-natal (PN1). O desmame 

foi realizado no dia PN21, o momento em que cada ninhada foi separada da respectiva 

progenitora e, então, identificadas e categorizados por sexo, sendo organizado de 2 a 4 animais 

por caixa. As opções de tratamento por via intranasal (i.n) (PN30 a PN45) foram: 1) Uso de 0,5 
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mg/kg de NeuroVAL (diluído em solução Salina + 20% Dimetil sulfóxido - DMSO); 2) Uso de 

2 mg/kg de NeuroVAL (diluído em solução Salina + 20% DMSO); 3) Uso de 4 mg/kg de 

NeuroVAL (diluído em solução Salina + 20% DMSO); 4) Uso de 0,5 mg/kg de Protonectina-F 

(diluído em solução Salina + 20% DMSO); 5) Uso de 4 mg/kg de Protonectina-F (diluído em 

solução Salina + 20% DMSO); 7) Uso de solução cloreto de sódio 0,9% com 20% de DMSO, 

em volume equivalente (5 𝜇𝐿), que podem ser observadas nas tabelas 2 e 3. 

 Para a administração por via i.n foi usada uma bomba de anestesia inalatória (Bonther®) 

contendo Isoflurano (Cristália®) com vazão de 2,0 L/min de ar e taxa de 4,0% de isofluroano, 

durante um tempo entre 20 e 40 segundos para conter o animal tempo suficiente do tratamento, 

a fim de evitar que o animal o rejeitasse. Após indução de anestesia leve, foi usada uma seringa 

de precisão (Hamilton®) associada a um fio de polietileno para injetar o volume adequado de 

5 𝜇𝐿. As administrações foram feitas em narinas intercaladas durante os 15 dias (figura 2).   

 

Figura 2: Representação esquemática da administração intranasal, após anestesia inalatória administração do 

volume total da seringa em uma das narinas. Feito no Biorender.  

 

Tabela 2: Representação esquemática dos grupos de tratamento com o peptídeo NeuroVAL, com n experimental 

de indivíduos. 

Injeção DG12 Tratamento 

Fêmeas 
n Tratamento Machos n 

Veículo 

Veículo 13 Veículo 13 

0,5 mg/kg 8 0,5 mg/kg 8 

2,00 mg/kg 6 2,00 mg/kg 3 

4,00 mg/kg 7 4,00 mg/kg 6 
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VPA 

Veículo 12 Veículo 14 

0,5 mg/kg 8 0,5 mg/kg 7 

2,00 mg/kg 6 2,00 mg/kg 3 

4,00 mg/kg 8 4,00 mg/kg 12 

 

Tabela 3: Representação esquemática dos grupos de tratamento com o peptídeo Protonectina-F com n 

experimental de indivíduos. 

Injeção DG12 
Tratamento 

Fêmeas 
n Tratamento Machos n 

Veículo 

Veículo 13 Veículo 13 

0,5 mg/kg 4 0,5 mg/kg 8 

4,00 mg/kg 7 4,00 mg/kg 8 

VPA 

Veículo 12 Veículo 14 

0,5 mg/kg 2 0,5 mg/kg 4 

4,00 mg/kg 9 4,00 mg/kg 9 

 

Protocolo Pré-natal 

 O protocolo consiste na análise do lavado vaginal adaptado de MCLean e colaboradores 

(2012). O processo consiste na inserção de 20 𝜇𝐿 de solução salina na vagina do animal, repetido 

a lavagem por 3 vezes e análise microscópica após secagem e coloração. O acompanhamento 

do ciclo foi necessário para controle das etapas de cruzamento, injeção do VPA e nascimento 

da prole, permitindo conseguir um grupo mais homogêneo (Vilela e colaboradores, 2007).  

 O ciclo estral é composto por 4 fases, estro, metaestro, diestro e pro-estro (figura 3). O 

ciclo tem duração de 4-6 dias (MCLean et al., 2012). Após o lavado vaginal a amostra é 

colocada na lâmina e quando seca, corada com Panótico, um fixador hematológico, e Cresil 

violeta 1%. Na análise microscópica é definida a fase do ciclo, observado no aumento de 100x 

através do sistema de captura de imagens de um microscópio óptico (Leica DM2000, Leica 

Microsystems, São Paulo) com uma câmera de vídeo digital (Leica DFC 310 FX, Leica 

Microsystems, São Paulo), conectados a um computador equipado com o software (Leica, Las 

V4.1.0, Leica Microsystems, São Paulo). 

As fêmeas em estro, período com queda de estradiol, ovulação e formação do corpo 

lúteo (Vilela et al., 2007) foram colocadas 1:1 até 1:3 com um macho durante 24 horas. No dia 

seguinte, ainda é possível a análise de plug vaginal que é indicativo de copulação, ainda que 
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não indique a concepção. As fêmeas pós cruzamento têm a massa corporal analisada nos dias 

DG5, DG10 e DG12 e em caso de aumento da massa corporal de 2 a 5 g houve injeção do VPA 

no dia DG 12. A prole nasceu entre os DG 19-21.   

 

Figura 3: Fotomicrografia de lâminas de lavado vaginal e duração, em ordem de cada etapa do ciclo. *: Fases 

propícias para o acasalamento. Escala 1:100. 

 

Testes Comportamentais 

 Para a execução de todos os testes houve um período de habituação da iluminação e dos 

ambientes da sala de testes, durante 30 minutos após o tratamento administrado, expostos a uma 

luminosidade média de 400 lúmens. Os seguintes testes foram realizados com um total de 185 

animais, sendo 90 fêmeas e 95 machos de acordo com o esquema metodológico explicado na 

figura 1. Após os ensaios comportamentais os animais foram eutanasiados. 

Teste de Sociabilidade 

O Teste Sociabilidade em Três Câmaras (Crawley, 2004) foi realizado com a livre 

escolha do roedor em passar o tempo em qualquer um dos três compartimentos da caixa durante 

a sessão experimental. A caixa é dividida em compartimentos, onde em um dos compartimentos 

laterais, este pode realizar contato indireto com um animal não-familiar em um cilindro de 

contenção, um compartimento de transição e um deles com o mesmo cilindro sem nenhum 

animal para interagir (figura 4) (Kaidanovich-Beilin et al., 2011). O teste foi realizado no dia 

PN45, após uma sessão de habituação no aparato no dia PN44 simulando o teste. 

O aparato do STC consiste em uma caixa de acrílico transparente (20 cm x 22,5 cm x 

40 cm), dividida em três câmaras de tamanhos iguais, separadas por duas portas de correr. Em 

ambas as câmaras laterais, são posicionadas grades (raio = 8,0 cm, altura = 20,0 cm) 

confeccionadas para a contenção de camundongos. No momento do teste, uma das câmaras têm 

o cilindro de contenção vazios enquanto a outra contêm um camundongo, previamente 
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habituado de mesmo sexo do camundongo testado. Após 5 minutos de permanência na câmara 

central, as portas de correr foram puxadas e o camundongo teve livre acesso às câmaras laterais 

por um período de 10 minutos. As imagens foram gravadas por uma câmera de vídeo 

posicionada acima do aparelho para análise posterior. As variáveis quantificadas foram: tempo 

de permanência na câmara vazia, e tempo de permanência na câmara contendo o animal não-

familiar e tempo interagindo diretamente com o animal não-familiar.  

 

Figura 4: A: Representação esquemática do teste STC. B: Imagem do teste pelo campo de visão em que ele é 

analisado. 

Teste de Comportamento Repetitivo 

O Teste de enterramento de bolas (bolas plásticas de 2,5 cm de diâmetro) é utilizado 

para avaliação do comportamento repetitivo no dia PN43. O aparato consiste em uma caixa de 

polipropileno (41x34x16cm – comprimento x largura x altura) (figura 5), semelhante a caixa 

em que vivem contendo 5 cm de profundidade de maravalha. Os camundongos foram colocados 

no dia anterior ao teste na caixa em que foram testados, com a quantidade de maravalha do 

teste, esse foi considerado o período de habituação ao aparato. Após esse período, 12 bolas 

pretas foram arranjadas na superfície da caixa. E então, os animais foram colocados no 

equipamento contendo as bolas por um período de 20 minutos (Thomas et al., 2009). Os 

camundongos foram removidos do equipamento e o número de bolas cobertas pela maravalha 

até mais de 60% foi contabilizado. 
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Figura 5: A: Representação esquemática do teste de enterramento. B: Imagem do teste com as bolas e posição em 

que são analisadas.  

 

Labirinto em Cruz Elevado 

O Labirinto em cruz elevado é considerado um dos melhores testes para análise de 

comportamentos ansiosos em modelos experimentais, sendo frequentemente utilizado para a 

avaliação do efeito de fármacos ansiolíticos (File, 1987). O equipamento tem formato em cruz 

e consiste em dois braços abertos (sem paredes) e dois braços fechados (com paredes) 

perpendiculares entre si, conectados por uma plataforma central e elevados 50 cm do chão, 

como na figura 7. No dia PN41, os camundongos foram colocados individualmente no centro 

do equipamento, voltado para um dos braços abertos. O animal pode explorar o labirinto por 5 

min (Sala-Roca et al., 2002; Carobrez e Bertoglio, 2005). Os testes foram gravados para análise 

posterior. A comparação dos tempos passados nos braços abertos (BA) e nos braços fechados 

(BF) foram usados como índices de ansiedade, considerando o tempo no braço fechado como 

comportamento ansiogênico. Após cada sessão, o aparato foi higienizado com solução etanol 

70% para remoção de pistas olfativas, bem como resíduos orgânicos de cada animal. 
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Figura 6: A: Representação esquemática do LCE. B: Imagem do teste pelo campo de visão em que é analisado. 

Teste do campo aberto (Open Field) 

O teste do campo aberto (em inglês Open Field) foi realizado para determinação da 

atividade locomotora (Prut e Belzung, 2003). Ele consiste em uma arena circular de diâmetro 

61,5 cm, dividida entre zona interna e externa, cercada por uma parede de forma que o animal 

não consiga fugir, como na figura 6. O animal foi colocado no círculo da zona central da arena 

no dia PN42 durante 20 minutos. Para avaliar a atividade locomotora, foi analisada a distância 

percorrida nos 15 minutos finais, considerando os 5 primeiros minutos como tempo de 

ambientação.  

 

Figura 7: A: Representação esquemática do OF. B: Imagem do OF pelo campo de visão que é analisado. 
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Análise estatística 

Os resultados foram analisados com o auxílio do software GraphPad Prism®10.0 

(Massachusetts Institute of Technology, MIT, EUA). Os resultados obtidos das análises dos 

softwares Anymaze e Boris Behaviour, foram submetidos ao teste de análise de variância 

(ANOVA), seguido pelo teste de Tukey ou teste de hipótese T de Student e foram considerados 

significantes, valores com p < 0,05. O teste de sociabilidade foi analisado pelo software Boris 

Behaviour, os testes LCE e OF foram analisados pelo Anymaze e o teste MB por contagem 

cega de fotos. 

 

RESULTADOS  

Os animais gerados durante o processo foram resultantes de um total de 28 fêmeas 

grávidas a partir de 89 cruzamentos, resultando em uma taxa de sucesso de aproximadamente 

31%, todas as gestações foram após análise do lavado vaginal iniciados em 19/05/2022 e 

concluídos em 14/11/2023.  

Para o início dos experimentos, a pureza dos peptídeos foi testada e foi constatada um 

alto grau de pureza, com valor de >98% (dados não mostrados).  

 

Avaliação do comportamento social  

 Os dados dos animais no modelo VPA de exposição pré-natal foram avaliados 

comparando o tempo de interação do animal testado com o animal não-familiar no cilindro de 

contenção. Os dados obtidos mostraram que os animais expostos ao VPA, de ambos os sexos, 

tiveram um tempo de interação menor que os animais não expostos ao VPA. A análise de teste 

T da interação mostrou que entre os machos [T=2,233] houve uma diferença significativa 

(p=0,036) e as fêmeas [T=2,751] também tiveram diferença (p=0,0111), comparando controle 

e VPA, como observado na figura 8. 
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Figura 8: Tempo de interação de machos e fêmeas comparando controle e VPA no teste STC. Os dados foram 

submetidos à teste T. Histogramas representam as médias, com barra de erro denominada erro padrão da média. 

Diferença significativa (p<0,05) com o respectivo grupo controle de cada sexo (*) estão indicados acima. 

 

As alterações sociais analisadas por meio do tempo de interação com o animal não 

familiar no teste STC dos animais tratados com o peptídeo NeuroVAL, nas doses de 4,0, 2,0 e 

0,5 mg/kg administrados por via i.n. Em relação aos machos não expostos, não houve alteração 

de comportamento e no grupo exposto ao VPA, o comportamento foi alterado na menor dose 

do tratamento, aumentando a interação comparada ao VPA. Na figura 9 A, ANOVA de uma 

via mostrou que não houve diferença significativa entre os machos que não foram estimulados 

com VPA [F (3, 26) = 0,9644, p>0,05], diferente do que houve com os machos expostos ao 

VPA (figura 9 B) com diferença significativa [F (3, 31) = 3,430 p=0,029], identificada no pós-

teste Tukey entre o VPA e a dose de 0,5 mg/kg.  

Em relação as fêmeas não expostas ao VPA o teste mostrou um aumento da interação 

com as maiores doses do tratamento e as fêmeas no grupo exposto ao VPA, o comportamento 

foi alterado na menor dose do tratamento, aumentando a interação comparada ao VPA. Na 

figura 10 A, ANOVA de uma via mostrou diferença significativa nas fêmeas que não foram 

estimulados com VPA [F (3, 30) = 6,417, p=0,0017], o pós-teste Tukey identificou a diferença 

entre o veículo e as duas maiores doses do tratamento. Na figura 10 B as fêmeas expostas ao 

VPA, o pós-teste Tukey identificou que o tratamento da dose de 0,5 mg/kg obteve diferença 

significativa em relação ao VPA. 
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Figura 9: Tempo de interação dos machos no teste STC tratados com NeuroVAL sem exposição (A) e com 

exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as médias, 

com barra de erro padrão da média. Diferença significativa (p<0,05) com o VPA (*) indicado acima. 
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Figura 10: Tempo de interação das fêmeas no teste STC tratados com NeuroVAL sem exposição (A) e com 

exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as médias, 

com barra de erro padrão da média. Diferença significativa (p<0,05) com o grupo controle (*) de cada gráfico. 

 

As alterações sociais analisadas por meio do tempo de interação com o animal não 

familiar no teste STC dos animais tratados com o peptídeo Protonectina-F, nas doses de 4,0 e 

0,5 mg/kg administrados por via i.n. Em relação aos machos não expostos e os expostos ao 

VPA tratados com Protonectina-F não mostraram efeito em alterar o tempo de interação. Na 

figura 11 A e B, ANOVA de uma via mostrou que não houve diferença significativa entre os 
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machos que não foram estimulados com VPA [F (2, 26) = 1,222, p>0,05], semelhante aos 

machos expostos ao VPA para o tempo de interação [F (2, 21) = 0,8635 = p>0,05].  

Em relação as fêmeas não expostas e os expostas ao VPA tratados com Protonectina-F 

não verificou-se alteração no tempo de interação. Na figura 12 A e B, ANOVA de uma via 

mostrou que não houve diferença significativa entre os machos que não foram estimulados com 

VPA [F (2, 22) = 0,3348, p>0,05], semelhante aos machos expostos ao VPA para o tempo de 

interação [F (2, 20) = 1,621, p>0,05]. 
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Figura 11: Tempo de interação dos machos no teste STC tratados com Protonectina-F sem exposição (A) e com 

exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as médias, 

com barra de erro padrão da média. 
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Figura 12: Tempo de interação das fêmeas no teste STC tratados com Protonectina-F sem exposição (A) e com 

exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as médias, 

com barra de erro padrão da média. 
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Avaliação do comportamento repetitivo (marble burying) 

 Os dados dos animais no modelo VPA de exposição pré-natal foram avaliados 

comparando a porcentagem de bolas enterradas no teste MB, mostraram que os animais 

expostos ao VPA apresentaram uma redução no número de bolas enterradas. A análise 

estatística dos dados por meio do teste T [T=2,083] de bolas enterradas mostrou que entre os 

machos houve uma diferença significativa (p=0,0477) entre os grupos controle e VPA. 

Similarmente, as fêmeas também tiveram diferença (p<0,0001) entre os dois grupos [T=5,586], 

como observado na figura 13. 
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Figura 13: Porcentagem de bolas enterradas por machos e fêmeas comparando controle e VPA no teste do MB. Os 

dados foram submetidos ao teste T. Histogramas representam as médias, com a barra do erro padrão da média. 

Diferença significativa (p<0,05) com o grupo controle macho (*) de cada gráfico e diferença significativa 

(p<0,001) com o grupo controle fêmea (####) estão indicados acima. 

 

 Os dados dos comportamentos repetitivos no teste MB de animais tratados com 

NeuroVAL nas doses 4,0, 2,0 e 0,5 mg/kg administrados por via i.n foram analisados. Na figura 

14 A, a ANOVA de uma via mostrou que houve diferença significativas no ensaio sem 

exposição [F (3, 24) =3,418, p=0,0334], o pós-teste Tukey mostrou diferença entre o grupo 

veículo e a maior dose de tratamento. O ensaio com exposição ao VPA não apresentou diferença 

significativa de dados de bolas enterradas entre os tratamentos [F (3,31) = 0,257, p>0,05] (figura 

14 B).  

Os dados de comportamento repeptitivo das fêmeas que não foram expostas ao VPA 

não tiveram diferença em relação ao veículo e as fêmeas que foram expostas ao VPA quando 

tratadas com as doses maior e menor de NeuroVAL aumentaram esse comportamento. Na 
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figura 15 A, ANOVA mostrou que não houve diferença significativa entre as fêmeas no ensaio 

sem exposição ao VPA [F (3, 29) = 1,923 p>0,05]. No ensaio com exposição ao VPA (figura 

15 B) houve diferenças significativas [F (3, 26) = 6,2991, p=0,0023], identificado no pós-teste 

Tukey a diferença foi entre o grupo VPA e a menor dose (p=0,0084) e o grupo VPA e a maior 

dose de tratamento (p=0,0016). 
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Figura 14:  Porcentagem de bolas enterradas dos machos no teste do MB tratados com NeuroVAL sem exposição 

(A) e com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via, seguido do pós-teste Tukey. 

Histogramas representam as médias, com a barra do erro padrão da média. Diferença significativa com (p<0,05) 

com veículo (*) está indicada acima. 
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Figura 15: Porcentagem de bolas enterradas das fêmeas no teste do MB tratados com NeuroVAL sem exposição 

(A) e com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via, seguido do pós-teste Tukey. 

Histogramas representam as médias, com a barra do erro padrão da média. Diferenças significativas (p<0,01) com 

o VPA (##) estão indicadas acima. 
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Os dados dos comportamentos repetitivos no teste MB de animais tratados com 

Protonectina-F nas doses 4,0, e 0,5 mg/kg administrados por via i.n foram analisados, não houve 

alteração no comportamento por machos. Na figura 16 A e B, a ANOVA de uma via mostrou 

não houve diferença significativas no ensaio sem exposição [F (2, 26) = 1,682, p>0,05], assim 

como no ensaio com exposição ao VPA não apresentou diferença significativa de dados de 

bolas enterradas entre os tratamentos [F (2, 24) = 0,8845, p>0,05].  

As fêmeas expostas ao VPA aumentaram significativamente o efeito do comportamento 

repetitivo nas duas doses do tratamento. Na figura 17 A, ANOVA de uma via mostrou que não 

houve diferença significativa entre as fêmeas no ensaio sem exposição ao VPA [F (2,21) = 

1,049, p>0,05]. No ensaio com exposição ao VPA (figura 17 B) houve diferenças significativas 

[F (2,18) = 6,396, p=0,008], identificado no pós-teste Tukey identificou a diferença entre o 

grupo VPA com a menor dose (p=0,0296) e a maior dose (p=0,0241). 

Veículo 4,0 0,5
0

20

40

60

80

%
 d

e
 b

o
la

s 
e
n

te
r
r
a

d
a

s

A

ProtoF mg/kg

 

VPA + 

veículo

4,0 0,5
0

20

40

60

80

%
 d

e
 b

o
la

s 
e
n

te
r
r
a

d
a

s

B

ProtoF mg/kg

 

Figura 16: Porcentagem de bolas enterradas dos machos no teste do MB tratados com Protonectina-F sem 

exposição (A) e com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas 

representam as médias, com barra de erro padrão da média. 
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Figura 17: Porcentagem de bolas enterradas das fêmeas no teste do MB tratados com Protonectina-F sem exposição 

(A) e com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam 

as médias, com barra de erro padrão da média. Diferença significativa (p<0,05) com o VPA (#) está indicado 

acima. 

 

Avaliação do comportamento ansioso (teste labirinto em cruz elevado) 

 Os comportamentos ansiosos induzidos pelo modelo VPA de exposição pré-natal foram 

testados comparando os grupos que houve exposição de VPA e que não houve. Os dados 

mostraram que apenas as fêmeas apresentaram um efeito ansiolítico após a exposição por VPA 

pré-natal. As análises estatísticas (teste T) em relação ao tempo de permanência dos braços 

abertos mostrou que entre os machos [T=0,3224] controle e VPA, não houve diferença 

significativa (p>0,05). As fêmeas [T=6,366] que receberam a exposição ao VPA apresentaram 

diferenças significativas em relação ao grupo de fêmeas sem o estímulo do VPA (p<0,0001) 

nos braços abertos. Nos braços fechados, observou-se que não houve diferença significativa 

entre os machos [T=0,3224] (p>0,05) e nas fêmeas, a análise [T=3,669] demonstrou uma 

redução do tempo no braço fechado significativo (p=0,0014). Os dados estão demonstrados na 

figura 18. 
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Figura 18: Tempo de permanência nos braços do LCE de machos e fêmeas, comparando os grupos controle 

negativo e grupo VPA no LCE, (A) nos braços abertos e (B) nos braços fechados. Os dados foram submetidos ao 

teste T. Histogramas representam as médias, com a barra do erro padrão da média. Diferenças significativas com 

(p<0,01) no braço fechado em relação a fêmea controle (**) e diferença significativa com (p<0,0001) no braço 

aberto com fêmea controle (****) estão indicadas acima. 

 

 O efeito do comportamento ansioso foi avaliado com base no tempo de permanência 

nos braços abertos no teste do LCE dos animais tratados com o peptídeo NeuroVAL, nas doses 

de 4,0, 2,0 e 0,5 mg/kg administrados por via i.n. Em relação aos machos, os dados obtidos dos 
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grupos não expostos e dos expostos ao VPA tratados com o NeuroVAL não mostraram efeitos 

em alterar o tempo de permanência no braço aberto. Na figura 19 A, ANOVA de uma via 

mostrou que não houve diferença significativa entre os machos que não foram estimulados com 

VPA [F (3, 36) = 0,6446, p>0,05], similar ao observado nos machos estimulados com VPA 

para o tempo de permanência no BA [F (3, 31) = 0,8831, p>0,05] na figura 19 B.  

Em relação as fêmeas, foi observado efeito ansiolítico na dose mais alta nos ensaios sem 

exposição de VPA. Na figura 20 A, ANOVA mostrou diferenças significativas nas fêmeas não 

expostas ao VPA [F (3, 30) = 4,221, p=0,0133], o pós-teste Tukey identificou a diferença entre 

o veículo e o a maior dose (p=0,010). Nos ensaios expostas ao VPA, as fêmeas (figura 20 B) 

no teste ANOVA de uma via não demostra diferença significativa [F (3, 30) = 0,4186, p>0,05]. 
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Figura 19: Tempo gasto dos machos nos braços abertos do LCE tratados com NeuroVAL sem exposição (A) e 

com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as 

médias, com a barra do erro padrão da média. 
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Figura 20: Tempo gasto das fêmeas nos braços abertos do LCE tratados com NeuroVAL sem exposição (A) e com 

exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via, seguido do pós-teste Tukey. 
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Histogramas representam as médias, com a barra do erro padrão da média. Diferença significativa com (p<0,05) 

com o veículo (*) está indicada acima. 

 

O efeito do comportamento ansioso foi avaliado com base no tempo de permanência 

nos braços fechados no teste do LCE dos animais tratados com o peptídeo NeuroVAL, nas 

doses de 4,0, 2,0 e 0,5 mg/kg administrados por via i.n. Em relação aos machos, os dados 

obtidos dos ensaios não expostos e dos expostos ao VPA tratados com o NeuroVAL não 

mostraram efeitos em alterar o tempo de permanência no braço fechado. Na figura 20 A, 

ANOVA de uma via mostrou que não houve diferença significativa entre os machos que não 

foram estimulados com VPA [F (3, 36) = 0,8759, p>0,05], similar ao observado nos machos 

estimulados com VPA para o tempo de permanência no BF [F (3, 32) = 0,7329, p>0,05] na 

figura 20 B.  

Em relação as fêmeas, os dados obtidos dos ensaios não expostos e dos expostos ao 

VPA tratados com o NeuroVAL não mostraram efeitos em alterar o tempo de permanência no 

braço fechado. Na figura 22 A, ANOVA de uma via não mostrou diferenças significativas nas 

fêmeas não expostas ao VPA [F (3, 28) = 2,667, p>0,05], os ensaios expostos ao VPA, as fêmeas 

(figura 22 B) no teste ANOVA de uma via não demostra diferença significativa [F (2, 19) = 

1,512, p>0,05]. 
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Figura 21: Tempo gasto dos machos nos braços fechados do LCE tratados com NeuroVAL sem exposição (A) e 

com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as 

médias, com a barra do erro padrão da média. 
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Figura 22: Tempo gasto das fêmeas nos braços fechados do LCE tratados NeuroVAL sem exposição (A) e com 

exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as médias, 

com a barra do erro padrão da média. 

 

O efeito do comportamento ansioso foi avaliado com base no tempo de permanência 

nos braços abertos no teste do LCE dos animais tratados com o peptídeo Protonectina-F, nas 

doses de 4,0 e 0,5 mg/kg administrados por via i.n. Em relação aos machos, os dados obtidos 

dos grupos não expostos e dos expostos ao VPA tratados com o Protonectina-F não mostraram 

efeitos em alterar o tempo de permanência no braço aberto. Na figura 23 A, ANOVA de uma 

via mostrou que não houve diferença significativa entre os machos que não foram estimulados 

com VPA [F (2, 26) = 0,5536, p>0,05], similar ao observado nos machos estimulados com VPA 

para o tempo de permanência no BA [F (2, 23) = 0,9312 p>0,05] na figura 23 B.  

Em relação as fêmeas, foi observado efeito ansiolítico nas duas doses nos ensaios sem 

exposição de VPA. Na figura 24 A, ANOVA de uma via não mostrou diferenças significativas 

nas fêmeas não expostas ao VPA [F (2, 21 = 8,96, p=0,0015], o pós-teste Tukey identificou a 

diferença do veículo com a dose de 0,5 mg/kg (p=0,0272) e com a dose de 4,0 mg/kg(p=0,0026). 

Nos ensaios expostas ao VPA, as fêmeas (figura 24 B) no teste ANOVA de uma via não 

demostra diferença significativa [F (2, 19) = 1,512, p>0,05]. 
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Figura 23: Tempo gasto dos machos nos braços abertos do LCE tratados com Protonectina-F, sem exposição (A) 

e com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as 

médias, com a barra do erro padrão da média. 
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Figura 24: Tempo gasto das fêmeas nos braços abertos do LCE tratados com Protonectina-F, sem exposição (A) e 

com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via, seguido do pós-teste Tukey. 

Histogramas representam as médias, com a barra do erro padrão da média. Diferença significativa com (p<0,05) 

com o veículo (*) e diferença significativa com (p<0,01) com o veículo (**) estão indicadas acima. 

 

O efeito do comportamento ansioso foi avaliado com base no tempo de permanência 

nos braços fechados no teste do LCE dos animais tratados com o peptídeo Protonectina-F, nas 

doses de 4,0, e 0,5 mg/kg administrados por via i.n. Em relação aos machos, os dados obtidos 

dos ensaios não expostos e dos expostos ao VPA tratados com o NeuroVAL não mostraram 

efeitos em alterar o tempo de permanência no braço fechado. Na figura 25 A, ANOVA de uma 

via mostrou que não houve diferença significativa entre os machos que não foram estimulados 

com VPA [F (2, 26) = 0,5536, p>0,05], similar ao observado nos machos estimulados com VPA 

para o tempo de permanência no BF [F (2, 23) = 0,9316, p>0,05] na figura 25 B.  
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Em relação as fêmeas, os dados obtidos dos ensaios não expostos e dos expostos ao 

VPA tratados com o NeuroVAL não mostraram efeitos em alterar o tempo de permanência no 

braço fechado. Na figura 26 A, ANOVA de uma via mostrou diferenças significativas nas 

fêmeas não expostas ao VPA [F (2, 19) = 7,536, p=0,0039], o pós-teste Tukey identificou essas 

diferenças comparando o veículo com a dose de 0,5 mg/kg (p=0,0442) e a dose de 4,0 mg/k 

(p=0,0055). Os ensaios expostos ao VPA, as fêmeas (figura 26 B) no teste ANOVA de uma via 

não demostra diferença significativa [F (2, 19) = 1,425, p>0,05]. 
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Figura 25: Tempo gasto dos machos nos braços fechados do LCE tratados com Protonectina-F, sem exposição (A) 

e com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as 

médias, com a barra do erro padrão da média. 
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Figura 26: Tempo gasto das fêmeas nos braços fechados do LCE tratados com Protonectina-F, sem exposição (A) 

e com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via, seguido do pós-teste Tukey. 

Histogramas representam as médias, com a barra do erro padrão da média. Diferença significativa com (p<0,05) 

com o veículo (*) e diferença significativa com (p<0,01) com o veículo (**) estão indicadas acima. 
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Avaliação da atividade locomotora (Open field) 

 O modelo VPA de exposição pré-natal foi testado comparando atividade locomotora do 

animal no teste do campo aberto, os dados mostram que os animais expostos ao VPA e os não 

expostos, tiveram comportamento semelhante. A análise de teste T no deslocamento, medido 

em metros (m) mostrou que entre os machos [T=1,684] e as fêmeas [T=0,4692], comparando 

controle e VPA não houve diferença significativa (p>0,05), como observados na figura 27. 
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Figura 27: Distância percorrida por machos e fêmeas comparando controle e VPA no teste do OF. Os dados foram 

submetidos à teste T. Histogramas representam as médias, com barra de erro denominada SEM. 

 

O efeito na atividade locomotora com base na distância percorrida pelo animal tratado 

com NeuroVAL nas doses de 4,0, 2,0 e 0,5 mg/kg, administrados por via i.n foram analisados. 

Os machos com e sem exposição ao VPA tratados com NeuroVAL não tiveram locomoção 

afetada analisado pela distância percorrida no teste OF. Na figura 28 A, ANOVA de uma via 

mostrou que não houve diferença significativa entre os machos não expostos ao VPA [F (3, 25) 

= 0,1612, p>0,05], o que também ocorre no ensaio com exposição ao VPA [F (3, 32) = 0,2013, 

p>0,05], mostrado na figura 28 B.  

Em relação as fêmeas os dados com e sem exposição ao VPA tratados com NeuroVAL, 

não tiveram diferenças de distância percorrida. Na figura 29 A, ANOVA de uma via mostrou 

que não houve diferença significativa entre as fêmeas no grupo controle e os tratamentos [F 

(3,30) = 1,829, p>0,05], assim como no grupo VPA [F (3, 27) = 1,963, p<0,05] mostrado na 

figura 29 B. 
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Figura 28: Distâncias percorrida dos animais machos tratados no teste do OF com NeuroVAL, sem exposição (A) 

e com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as 

médias, com a barra do erro padrão da média. 
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Figura 29: Distância percorrida das fêmeas no teste do OF tratados com NeuroVAL, sem exposição (A) e com 

exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam as médias, 

com a barra do erro padrão da média 
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O efeito na atividade locomotora com base na distância percorrida pelo animal tratado 

com Protonectina-F nas doses de 4,0 e 0,5 mg/kg, administrados por via i.n foram analisados. 

Os machos com e sem exposição ao VPA tratados com Protonectina-F não tiveram locomoção 

afetada analisado pela distância percorrida no teste OF. Na figura 30 A, ANOVA de uma via 

mostrou que não houve diferença significativa entre os machos não expostos ao VPA [F (2, 20) 

= 0,2312, p>0,05], o que também ocorre no ensaio com exposição ao VPA [F (2, 19) = 2,679, 

p>0,05], mostrado na figura 30 B.  

Em relação as fêmeas os dados do ensaio de fêmeas não expostas ao VPA aumentaram 

a locomoção quando o animal foi tratado com a Protonectina-F na maior dose, no ensaio com 

exposição ao VPA, a locomoção aumentou na maior dose do tratamento e diminuiu na maior 

dose. Na figura 31 A, ANOVA de uma via mostrou que houve diferença significativa entre as 

fêmeas no grupo controle e os tratamentos [F (2, 18) = 6,129, p=0,0093], diferente no grupo 

exposto ao [F (2, 15) = 7,811, p=0,0047], mostrado na figura 31 B. O pós-teste Tukey 

identificou a diferença significativa entre o VPA a menor dose (p=0,0285) e diferença entre a 

maior dose do tratamento (p=0,0039).   
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Figura 30: Distâncias percorrida dos animais machos tratados no teste do OF com Protonectina-F, sem exposição 

(A) e com exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. Histogramas representam 

as médias, com a barra do erro padrão da média.  
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Figura 31: Distância percorrida das fêmeas no teste do OF tratados com Protonectina-F, sem exposição (A) e com 

exposição ao VPA (B). Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via, seguido do pós-teste Tukey. 

Histogramas representam as médias, com barra de erro padrão da média. Diferença significativa (p<0,01) com 

veículo (**), diferença com (p<0,01) o VPA (##), diferença (p<0,05) com o ProtoF 0,5 mg/kg ($), estão indicadas 

acima. 
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DISCUSSÃO 

 O TEA é uma condição que até o momento não tem tratamentos efetivos, e os 

tratamentos disponíveis causam efeitos adversos que podem diminuir a adesão dos pacientes e 

causar danos aos portadores do transtorno. Somente dois antipsicóticos atípicos são aprovados 

pela agência de vigilância dos Estados Unidos, os outros usos são relacionados apenas aos sinais 

identificados ao longo da vida dos pacientes (Farmer et al. 2013; Masi et al., 2017). 

O uso de biomoléculas inspirada em compostos das peçonhas de vespas contêm classes 

de moléculas neuroativas com o potencial de desenvolvimento de fármacos. Os peptídeos desse 

trabalho foram testados quanto a característica antinociceptiva em estudos prévios e capazes de 

interagir com o sistema endocanabinoide (Moser, 2018; Galante et al., 2023). 

O modelo animal do TEA baseia-se no princípio de compartilhamento de mecanismos 

neurobiológicos com os humanos, uma das limitações é quanto a comportamentos que não são 

tão específicos, o modelo de indução por VPA de TEA é pautado em prejuízos sociais e de 

interação e a abordagem deve levar em consideração essas limitações (Gadad et al. 2013). O 

modelo de TEA induzido por VPA pré-natal tem sido usado por diversos pesquisadores e tem 

sido validado como um modelo animal viável de TEA (Tordjman et al.,2006). Um estudo 

anterior comparou a administração de VPA nos dias DG7, DG9,5 e DG15, com alterações 

comportamentais induzidas apenas com a injeção do 12º dia de gestação, sendo o melhor 

momento para a administração do VPA (Kim et al., 2011). O dia 12 é equivalente ao período 

embrionário do início do primeiro trimestre humano, fase gestacional de fechamento do tubo 

neural, o que torna os fetos mais suscetíveis à exposição ao VPA (Kim et al. 2011). 

Uma das fases importantes e cruciais desse modelo é identificar o dia de acasalamento, 

pois a partir desse dado todo o protocolo é seguido e implementado, podendo estabelecer 

corretamente o DG12 (Schneider e Przewlocki, 2004). Logo, o uso da análise citológica no 

modelo VPA é crucial para a implementação da injeção pré-natal, pois somente as fêmeas 

próximas ao período fértil (estro) acasalarão (Vilela et al., 2007), isso resultou em todos os 

grupos experimentais desse trabalho e possibilitou a exatidão na injeção do VPA e uma taxa de 

sucesso acima de 30% para que os experimentos fossem realizados.  

 O teste STC avalia a sociabilidade do animal, feita através do tempo de interação do 

animal testado com o animal não familiar e a avaliação da sociabilidade após a exposição pré-

natal de VPA (Kim et al., 2011; Roullet e Foster, 2013). Com o objetivo de avaliar o modelo, 

observou-se a diferença entre o tempo de interação do controle veículo e dos animais expostos 

ao VPA os grupos foram estatisticamente diferentes com uma redução na interação pelo grupo 
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VPA, assim como foi descrito por Crawley (2004), quando o modelo foi descrito pela primeira 

vez.  

 Os tratamentos nos ensaios de animais não expostos ao VPA foram avaliados 

observando se haveria alguma alteração no comportamento normal desses animais, o que 

aconteceu com as fêmeas tratadas com NeuroVAL nas doses de 4,0 e 2,0 mg/kg, o tempo de 

interação foi maior que os animais veículo. Nos animais expostos ao VPA tratados, observa-se 

o potencial terapêutico do NeuroVAL tanto em machos como em fêmeas da dose de 0,5 mg/kg 

que foi capaz de aumentar o tempo de interação comparado ao animal não tratado. 

O teste MB, avalia o comportamento repetitivo e estereotipado presente como um dos 

sinais do TEA, em roedores, o comportamento de escavação está relacionado a construir ninhos, 

segurança e termorregulação (Thomas et al.,2009). O objetivo desse teste foi de avaliar o 

comportamento repetitivo comparando os grupos controle e VPA, que apresentaram resultados 

diferente dos achados de outros estudos, nos quais o modelo mostra esse comportamento 

repetitivo (Xiao et al., 2022; Mehta et al., 2011). O resultado mesmo que diferente da literatura 

foi significativo na avaliação do modelo, comparando os machos e fêmeas controles e VPA, 

todos tiveram menor porcentagem de bolas enterradas. Esses resultados podem ter ocorrido 

pelo aumento da aversão provocada pelo fator externo, que gera um comportamento de evitar 

objetos, nesse caso as bolinhas (Thomas et al.,2009). Os animais expostos ao VPA são mais 

sensíveis aos estímulos externos, o que pode justificar o comportamento de não enterrar as 

bolinhas (Himanshu et al., 2020). 

A avaliação dos tratamentos nos animais sem exposição ao VPA mostrou, nos machos 

tratados com NeuroVAL, um aumento do comportamento repetitivo na dose de 4,0 mg/kg, o 

que representa alteração das características normais dos animais. As fêmeas expostas ao VPA 

tratadas com NeuroVAL nas doses de 4,0 e 0,5 mg/kg também aumentaram o comportamento 

repetitivo com mais bolas enterradas, diminuindo a possível aversão que as bolas podem ter 

causado quando o animal exposto ao VPA não foi tratado. Esse mesmo comportamento ocorreu 

nas fêmeas expostas ao VPA tratadas com Protonectina-F nas doses de 4,0 e 0,5 mg/kg, com 

aumento do interesse para interagir com as bolas.  

 O teste do LCE explora o conflito entre um comportamento normal do animal por 

espaços fechados e a curiosidade em explorar novos espaços (File, 1996), é observado no teste 

que os animais permanecem mais tempo nos braços fechados, mostrando essa preferência. O 

objetivo do teste é avaliar o tempo em que os roedores permanecem nos braços abertos, esse 

comportamento está relacionado a um menor comportamento semelhante à ansiedade (Rodgers 
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e Dalvi, 1997). A avaliação do modelo consiste em comparar os grupos em relação a sua 

exposição ao VPA, entre machos e fêmeas, o que foi observado alteração nas fêmeas expostas 

ao VPA um efeito ansiolítico, com o tempo nos braços abertos maior que nos braços fechados, 

com isso, conclui-se que o VPA não aumentou comportamentos semelhantes a ansiedade. 

 As fêmeas tratadas com NeuroVAL na dose de 4,0 mg/kg foram capazes de aumentar o 

tempo nos braços abertos, ou seja, gerar um comportamento ansiolítico nesse grupo. Assim 

como as fêmeas tratadas com Protonectina-F nas doses de 4,0 e 0,5 mg/kg, aumentando o tempo 

nos braços abertos. 

A exploração é um comportamento normal dos animais, como meio de avaliação de 

riscos (Crusio, 2001). Alguns estudos indicam que a injeção de VPA pré-natal reduz esse 

comportamento normal de exploração (de Leão et al., 2021; Olexová et al., 2013). O objetivo 

desse estudo é avaliar como a injeção de VPA pré-natal altera a locomoção dos animais, por 

meio da distância percorrida. No presente estudo, os animais tiveram comportamento locomotor 

semelhante nos ensaios que os animais foram expostos ao VPA e quando não foram, tanto em 

machos, quanto em fêmeas. Esse comportamento de locomoção normal, indica que os animais 

estão aptos a executarem os outros testes, que não há limitações para os animais explorarem os 

braços abertos do LCE e percorrer o aparato STC com a livre escolha de interagir ou não com 

o animal não familiar.  

Os tratamentos avaliados no teste do OF nas fêmeas não expostas ao VPA, tratadas com 

Protonectina-F na dose de 4,0 mg/kg aumentou a distância percorrida pelo animal, indicando 

que essa dose do peptídeo alterou a atividade espontânea. Assim como o animal exposto ao 

VPA, tratado com Protonectina-F na dose de 0,5 mg/kg, com maior distância percorrida.  

 Os dados em conjunto demonstram que o NeuroVal foi capaz de reduzir os sinais 

induzidos pela administração de VPA, além disso o peptídeo foi bem tolerado. A Protonectina-

F por sua vez não apresentou melhora no comportamento dos animais expostos ao VPA, apenas 

alterações normais nos animais não expostos ao VPA.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 O objetivo do presente trabalho foi avaliar dois peptídeos bioinspirados em um modelo 

bem estabelecido de TEA, inicialmente avaliando os comportamentos dos animais em 

diferentes testes. Os principais achados foram: 1) Taxa de sucesso de nascimento dos animais 

maior que 30%, possibilitando a execução do modelo; 2) Diferença dos animais expostos ao 

VPA com os não expostos, tanto em machos quanto em fêmeas; 3) Padrão no aumento da 

interação de machos e fêmeas expostos ao VPA nos animais tratados com NeuroVAL na dose 

de 0,5 mg/kg. 

 O trabalho apresentou limitações, quanto a obtenção de animais, antes do processo de 

citologia, na padronização do protocolo de execução do teste Marble buring devido à 

dificuldade com o uso das bolas, padronização da maravalha e tempo de ambientação. As 

limitações pessoais foram em relação a acompanhar todos os experimentos, as matérias da 

faculdade e os estágios da graduação. 

 Os resultados aqui obtidos são capazes de serem caracterizados como um potencial 

terapêutico para o TEA, minimizando os efeitos da interação social avaliado pelo modelo de 

indução do TEA por exposição pré-natal de VPA. Será necessário dar sequência aos estudos 

com o NeuroVAL. 
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